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I Einleitung

1.1 Hypoxie

Sauerstoff ist essentiell fiir eine effiziente zellulire Energiegewinnung. Uber die duBere At-
mung wird Sauerstoff aufgenommen und erreicht iiber den Blutstrom vor allem als Oxyhi-
moglobin die einzelne Zelle, wo er als Elektronenakzeptor innerhalb der Atmungskette fiir
die ATP-Gewinnung benotigt wird. Systemisch wird das Sauerstoffangebot fortlaufend von
zentralen und peripheren Chemorezeptoren kontrolliert, die an der Regulation der Atmung
beteiligt sind [Prabhakar and Kline, 2002]]. Normalerweise liegt der arterielle Sauerstoffparti-
aldruck um 90 mmHg. Jede Anderung dieses Wertes, zum Beispiel im Rahmen einer respira-
torischen Insuffizienz oder einer Hyperventilation, wird mit einer erhohten oder erniedrigten
Atemfrequenz im Sinne eines Regelkreises beantwortet. Die Abgabe des gebundenen Sau-
erstoffs erfolgt im Kapillarsystem, wenn ein mitochondrialer Bedarf vorhanden ist. Je nach
Entfernung zwischen Blutsystem und Zelle muss eine bestimmte Diffusionsstrecke zuriick-
gelegt werden. Problematisch ist, dass mit zunehmender Distanz der Sauerstoffpartialdruck
exponentiell abfillt. Jede Zelle ist demnach mit einem unterschiedlichen Partialdruck kon-
frontiert, der zudem im Zeitverlauf nie konstant ist. Um Plastizitit auf zelluldrer Ebene zu
erreichen, muss daher ein komplexes System vorhanden sein, das, vergleichbar mit den Che-
morezeptoren, fortwihrend das Sauerstoffangebot misst und die Genexpression der Zelle an
die momentanen Bedingungen anpasst.

Sinkt das Sauerstoffangebot unter den Sauerstoffbedarf (Hypoxie), wird der Transkriptions-
faktor Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 (HIF-1) stabilisiert [Wang GL et al., [ 1995]]. Bis heute
sind mehr als 100 Zielgene bekannt, die HIF-1-abhéngig exprimiert werden und so eine Adap-
tation an den Sauerstoffpartialdruck ermoglichen. So werden unter anderem Angiogenese,
pH-Regulation, Zellwachstum und Sauerstoffversorgung HIF-1-abhéngig reguliert [Wenger,
2002].
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1.2 Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 (HIF-1)

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 spielt eine Schliisselrolle in der zelluldren Adaptation ge-
geniiber hypoxischen Bedingungen. HIF-1 wird in allen kernhaltigen Zellen des Organismus
exprimiert und ist fiir die sauerstoffabhiingige Regulation von mehr als 100 Genen verant-
wortlich, darunter Gene fiir Sauerstoff- und Nihrstoffversorgung, Angiogenese, Zellwachs-
tum, Zellmobilitdt und pH-Regulation [Wenger, 2002]]. HIF-1x-knock-out-Mause sind nicht
iberlebensfihig und weisen Neuralrohrdefekte und kardiovaskulidre Fehlbildung auf. Diese
Beobachtung deutet auf eine zentrale Bedeutung von HIF-1 wihrend der Embryogenese hin
[Iyer et al., |[1998]].

1.2.1 Aufbau von HIF-1

HIF-1, ein Heterodimer, besteht aus einer 120 kDa groen «- und 91-94 kDa groflen [3-
Untereinheit, auch bekannt als AAR nuclear translocator (ARNT) [[Hotfman et al., [1991]]. Die
GroBenangaben beziehen sich auf das posttranslational modifizierte Protein. Die [3-Unterein-
heit wird konstitutiv exprimiert, ist im Zellkern lokalisiert und unterliegt keiner sauerstoffab-
hingigen Regulation. Sie dient, neben der «-Untereinheit, als Interaktionspartner fiir weitere
Proteine. Die «-Untereinheit wird ebenfalls konstitutiv exprimiert, unterliegt hingegen einer
sauerstoffabhdngigen Regulation [Schofield and Ratcliffe, 2004].

HIF-«- und -3-Untereinheiten weisen eine N-terminale bHLH (basische Helix-Loop-Helix)-
PAS (Per/ARNT/Sim)-Doméne auf [[Yang et al., [2005]]. Per/ARNT/Sim sind Abkiirzungen fiir
Proteine, bei denen diese Domine zuerst entdeckt wurde [Taylor and Zhulin, |1999]]. Diese
Domane ist fiir die Dimerisierung zwischen der - und [3-Untereinheit sowie deren Bindung
an die DNA-Sequenz 5-G/ACGTG-3", der sogenannten hypoxia response element (HRE), in-
nerhalb der Promotorregion eines Gens verantwortlich [Wang GL et al., [1995]]. HIF-1o wird
auf der Ebene der Proteinstabilitét reguliert. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-1«x
2-Oxoglutarat- und Eisen-abhédngig an Prolinresten der Position 402 und 564 innerhalb seiner
oxygen-dependent degradation domain (ODD) hydroxyliert und so posttranslational fiir den
Abbau markiert. HIF-1« weist zwei transaktivierende Dominen (N-terminale transaktivieren-
de Domine NTAD und C-terminale transaktivierende Domidne CTAD) auf. In diesen Regio-
nen erfolgt die Regulation der transkriptionellen Aktivitit von HIF-1« {iber posttranslationale

Hydroxylierung und Phosphorylierung. So verhindert zum Beispiel eine Hydroxylierung des
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Asparaginrestes an der Position 803 innerhalb des CTAD die Interaktion mit den Kofaktoren
CBP (CREB-bindendes Protein) und p300 [Arany et al., 1996} Lando et al., 2002b].

Neben dem ubiquitinédr exprimierten HIF-1o konnten zwei weitere o-Untereinheiten (HIF-
2« und HIF-3«) identifiziert werden. Eine HIF-2x-Expression konnte wihrend der Embryo-
genese in endothelialen Zellen nachgewiesen werden. Im adulten Organismus ist die Expres-
sion im Vergleich zu HIF-1«x restriktiver und organsspezifischer. Hohe Proteinlevel konn-
ten fiir Plazenta, Lunge und Herz gezeigt werden. HIF-2oc dimerisiert ebenfalls mit der (3-
Untereinheit und ist an dem adaptiven Prozess gegeniiber Hypoxie beteiligt [Ema et al., 1997]].

Aufgrund seines Verhaltens nimmt HIF-3« innerhalb der HIF-Familie eine Sonderstellung
ein. HIF-3x wird unter hypoxischen Bedingungen vor allem auf der Ebene der Transkrip-
tion induziert. Seine Bedeutung hinsichtlich einer zelluldren Adaptation gegeniiber Hypoxie
wird als gering eingeschitzt, da eine transkriptionelle Aktivitdt kaum nachweisbar ist. Auf-
grund diverser Splicevarianten, die eine spitere Interaktion mit der DNA verhindern, wird
eine Funktion als kompetitiver Inhibitor der Dimerisierung zwischen der (3- und anderen «-
Untereinheiten diskutiert [Gu et al., |1998; Maynard et al., 2003].

PHD PHD FIH-1
OH OH OH
Pro402 Pro564 Asn803
1 I L L 826
HIF-1a bHLH PAS ODD NTAD NLS CTAD
DNA-Bindung HIF-18- pVHL-vermittelte nukledre Co-Aktivatoren
Bindung Degradierung Translokation

Abbildung 1.1: Der Aufbau des Transkriptionsfaktors HIF-1«. Das schematische Diagramm zeigt den struk-
turellen und funktionellen Aufbau des Transkriptionsfaktors HIF-1c. Die verschiedenen Boxen
zeigen die unterschiedlichen funktionellen Dominen. Die posttranslationalen Modifikationen
spezifischer Aminosiurereste sowie fiir die Reaktion verantwortliche Enzyme sind ebenfalls
dargestellt. Abkiirzungen: bHLH (basische Helix-Loop-Helix-Doméine), PAS (Per/ARNT/Sim)-
Doméne, ODD (oxygen-dependent degradation domain), NTAD (N-terminale transaktivierende
Doméne), NLS (nuclear localisation signal), CTAD (C-terminale transaktivierende Doméne),
PHD (Prolyl-4-Hydroxylase-Doméine-Enzyme), FIH-1 (factor inhibiting HIF-1), pVHL (Von-
Hippel-Lindau-Tumorsuppressor), OH (Hydroxylierung) [modifiziert nach |Rochal [2007], Seite
391]
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1.2.2 Regulation von HIF-1

HIF-1 wird auf der Ebene der Proteinstabilitét reguliert. In Anwesenheit von molekularem
Sauerstoff wird die «-Untereinheit an den Prolinresten Pro402 und Pro564 durch Prolyl-4-
Hydroxylasen-Domine-Enzyme (PHD) innerhalb der ODD hydroxyliert. Hydroxyliertes HIF-
1 wird durch den Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor (pVHL) erkannt und fiir den weite-
ren Abbau polyubiquitiniert und im Anschluss im Proteasom degradiert. Das pVHL ist eine
Ubiquitin-E3-Ligase [Maxwell et al., [1999; [van et al., 2001} Jaakkola et al., 2001; |Yu et al.,
2001]]. Das HIF-1o-Protein, das konstitutiv transkribiert und translatiert wird, ist unter Normo-
xie nicht nachweisbar. Inhibition des Proteasoms oder Mutationen in dem Enzym E1 fiihren
zu einer Stabilisierung von HIF-1« unter Normoxie. Diese Beobachtung zeigt, dass die Regu-
lation von HIF-1 posttranslational erfolgt [Kallio et al., |{1999; Sutter et al., 2000]. Die dafiir
verantwortliche Hydroxylierung ist abhéingig vom Sauerstoffpartialdruck. Unter hypoxischen
Bedingungen ist die Hydroxylierung von HIF-1x durch einen Mangel an Sauerstoff einge-
schriankt und HIF-1o wird stabilisiert. HIF-1 akkumuliert in der Zelle, transloziert in den
Zellkern und dimerisiert mit der HIF-1{3-Untereinheit. Nach erfolgreicher Rekrutierung der
Kofaktoren CBP und p300 bindet HIF-1 an die HREs und induziert die Expression zahlreicher
Zielgene, die fiir eine zelluldre Adaptation an Hypoxie verantwortlich sind (siehe Abbildung
[[.2] Seite[5).

Erst das komplexe Zusammenspiel diverser Schritte ermoglicht nach der Stabilisierung von
HIF-1« die Transkription des Genprodukts. Posttranslationale Proteinphosphorylisierung, nu-
kledrer Transport, Dimerisierung, DNA-Bindung, Rekrutierung von Kofaktoren stellen jeweils
fiir sich eine Moglichkeit der weiteren Beeinflussung der Hypoxie-induzierten Genexpressi-
on dar. So existiert, neben der PHD-vermittelten Hydroxylierung der «-Untereinheit, mit der
Hydroxylierung eines Asparaginrestes innerhalb der CTAD eine weitere sauerstoffabhingige
Modifikation des Proteins [Mahon et al., 2001} Lando et al., 2002b; [Lisy and Peet, 2008].
Die Hydroxylierung durch eine Asparaginhydroxylase an der Position Asp803 verhindert eine
Interaktion mit den Kofaktoren CBP und p300 und fiihrt zu einer verminderten transkriptio-
nellen Aktivitit. Daher wurde die Asparaginhydroxylase als factor inhibiting HIF-1 (FIH-1)
bezeichnet [Arany et al., 1996; Lando et al., 2002a]. Die Funktion von CBP und p300 ist von
diversen Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren bekannt. Der Komplex CBP/p300 ist eine
Acetyltransferase, die iiber eine enzymatische Reaktion Histone acetyliert und so die rdumli-
che Struktur der DNA beeinflusst und die Zugénglichkeit fiir Transkriptionsfaktoren verbessert
[Schiltz et al., [1999].
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Abbildung 1.2: Vereinfachtes schematisches Modell der zelluléiren Sauerstoffregulation. Unter hypoxischen

Bedingungen kommt es zur Akkumulation des Transkriptionsfaktor HIF-1«. Nach der Translo-
kation von HIF-1« in den Nukleus und der weiteren Rekrutierung von Kofaktoren kommt es
zur Genexpression. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-1« innerhalb der ODD durch
die PHDs (Markierung fiir den pVHL-abhiingigen Abbau) und innerhalb der TA durch FIH-1
(Blockierung der Interaktion mit CPB und p300) hydroxyliert. Fiir weitere Details siehe Text.
Abkiirzungen: bHLH (basische Helix-Loop-Helix-Domine), PAS (Per/ARNT/Sim)-Domine,
ODD (oxygen-dependent degradation domain), FIH-1 (factor inhibiting HIF-1), TA (transak-
tivierende Domine), OH (Hydroxylierung), Ub (Ubiquitinierung), VHL (Von-Hippel-Lindau),
Pol IT (Polymerase II), HRE (hypoxia response element) [modifiziert nach [Wenger|[2002], Seite
1157]

1.3 Zellulare Sauerstoffsensoren

Die Entdeckung von HIF-1 fiihrte zu einer intensiven Suche nach dem molekularen Mecha-
nismus seiner sauerstoffabhingigen Regulation. Die Arbeitsgruppen von Professor Ratcliff
(Oxford, England) und Professor Kaelin (Boston, USA) konnten eine enzymatisch regulier-
te, sauerstoffabhiingige Modifikation von HIF-1 innerhalb der ODD nachweisen [lvan et al.,
2001; Jaakkola et al., [2001]. Als Modifikation konnten zwei Hydroxylierungen an den Proli-

nen Pro402 und Pro564 identifiziert werden, die in ihrem Reaktionsmechanismus der Prolin-
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modifikation durch die Kollagen-Prolyl-Hydroxylase (collagen prolyl hydroxylase C-P4H1)
im Rahmen der Kollagensynthese dhneln [Masson et al., 2001} |Yu et al., 2001]]. Der genaue
Mechanismus hinter der Regulation wurde mit der Identifizierung einer neuen Klasse von
Dioxygenasen, den HIF-PHDs, aufgedeckt. Als Dioxygenasen bendtigen die PHDs fiir ihre
Reaktion neben 2-Oxoglutarat und Eisen molekularen Sauerstoff als Kosubstrat. Vergleichbar
der Kollagensynthese wird Ascorbat fiir die Reaktion bendtigt, um das Eisen in seiner zwei-
wertigen Form zu halten. Wihrend der Reaktion wird molekularer Sauerstoff gespalten und
jeweils ein Atom fiir die Hydroxylierung der «-Untereinheit und der oxidativen Decarboxy-
lierung des 2-Oxoglutarats benétigt (siehe Abbildung [I.3] Seite [7) [Schofield and Ratcliffe,
2004]. Durch die Hydroxylierung an den Prolinresten wird die «-Untereinheit fiir den wei-
teren Abbau markiert. Obwohl sich die PHDs und C-P4H1 in ihrer Reaktion dhneln, weisen
sie einen signifikanten Unterschied in ihrer Affinitédt gegeniiber Sauerstoff auf (Ky;-Werte: C-
P4H1: 40 uM; PHDs zwischen 230 — 250 uM) [Myllyharju and Kivirikko, 1997; Hirsila et al.,
2003]].

Die Michaeliskonstante Ky gibt diejenige Substratkonzentration an, bei der die halbe Um-
satzgeschwindigkeit eines Enzyms erreicht ist. Der Kyi-Wert der PHDs liegt nur geringfiigig
iber jener O-Konzentration, die auf Meereshohe gemessen werden kann. Kleine Schwankun-
gen des Sauerstoffwertes fiihren daher zu einer drastischen Beeinflussung der Aktivitit des
Enzyms, sodass bereits auf geringe Abweichungen Einfluss genommen werden kann. FIH-1,
ein Enzym, das ebenfalls an der sauerstoffabhidngigen Hydroxylierung von HIF-1«x beteiligt
ist, weist einen Ky-Wert von 90 uM auf und liegt damit zwischen den Ky;-Werten von C-P4H1
und den PHDs [Koivunen et al., 2004} Hirsila et al., 2003]]. Im Vergleich bendtigen die PHDs
eine hohere Konzentration an Sauerstoff als FIH-1, das somit eher im unteren hypoxischen
Bereich fiir die Steuerung der HIF-1 Aktivitéit verantwortlich ist [Stolze et al.,[2004].

Es konnten drei Isoformen der PHDs (PHD1-3) identifiziert werden [Bruick and McKnight,
2001; Epstein et al.,|2001], die sich in ihrer Reaktion dhneln, sich aber im Hinblick auf ihr Ex-
pressionsprofil, zelluldre Lokalisation, weitere Proteininteraktionen und ihre Induktion unter
hypoxischen Bedingungen unterscheiden. Zudem weisen die PHDs Unterschiede hinsichtlich
threr Aktivitdt gegeniiber den spezifischen HIFx-Isoformen auf, die jeweils unterschiedliche
Zielgene aktivieren konnen. Selektive Inhibitionen einzelner Isoformen der PHDs und damit
spezifische Einflussnahmen auf die Stabilitét einer bestimmten HIF-Isoform konnten in Zu-
kunft neue Therapiechancen bedeuten.

Als weitere Isoform existiert PHD4, deren physiologische Bedeutung bis heute ungeklért
ist. Obwohl PHD4 groBe Ahnlichkeiten mit den Isoformen PHD1-3 aufweist und in der Lage
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ist, eine HIF-1o-Akkumulation in vitro zu unterdriicken, ist PHD4 fiir die Markierung der -
Untereinheit unter physiologischen Bedingungen nicht verantwortlich [Oehme et al., 2002].

Aus diesem Grund soll die Isoform PHD4 bei der weiteren Betrachtung der PHDs ausgespart

werden.
OH OH
R R
rll1 Ry (0] |1 R, e}
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Abbildung 1.3: PHD Kkatalysiert Prolyl-4-Hydroxylierung der «-Untereinheit HIF-1x. PHD Kkatalysiert
Prolyl-4-Hydroxylierung an den Prolinen 402 und 564 der «-Untereinheit HIF-1c. Sauerstoff
(rot) wird geteilt und fiir die Hydroxylierung der Prolinreste sowie die oxidative Decarboxylie-
rung von 2-Oxoglutarat vewendet. Es entsteht CO, sowie Fumarat.

1.3.1 PHDI1

PHD1 (44 kDa) wird konstitutiv exprimiert und unterliegt, im Gegensatz zu den anderen
Isoformen, keiner hypoxischen Induktion. PHD1 ist vor allem im Zellkern lokalisiert und
weist ein unterschiedliches Expressionsmuster auf. Hohe Proteinlevel konnten in Hodenge-
webe nachgewiesen werden [Willam et al., [2006]]. Durch alternatives Splicen entstehen zwei
weitere PHD1 Isoformen (40 und 43 kDa; [[Tian et al., 2006]). Um weiteren Einblick in die
Bedeutung und Funktion der jeweiligen PHD Isoformen zu gewinnen, wurden in-vivo-Studien
durchgefiihrt.

PHD 1" -knock-out-Miuse weisen nach Geburt keinen offensichtlichen Phinotyp im Ver-
gleich zu Wildtypmaéusen auf [Aragonés et al.,|2008]. Bei weiteren Untersuchungen konnte fiir
das Skelettmuskelgewebe insgesamt eine erniedrigte zelluldre Energiegewinnung festgestellt
werden. Der PHD1-knock-out und die damit verbundene Stabilisierung von HIF-2« fiihrte zu
einer erhohten Resistenz des Muskelgewebes gegeniiber ischimischen Schiden [Takeda et al.,
2006].
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1.3.2 PHD2

Der Isoform PHD?2 (46 kDa) kommt unter normoxischen Bedingungen die grof3te Bedeu-
tung fiir die Markierung von HIF-1x zu [Berra et al., 2003]. PHD?2 ist im Zytoplasma loka-
lisiert und weist als Reaktionspartner eine hohere Affinitdt gegeniiber HIF-1 auf [Metzen
et al., 2003a; Appelhoftf et al., [2004; Tian et al., 2006]]. Fiir PHD2 konnte eine Induktion
der Genexpression iiber Bindung von HIF-1 in seinem Promotor gezeigt werden, sodass eine
verstirkte HIF-Degradierung nach Reoxygenierung moglich ist [Metzen et al., |2005]. PHD2
wird selbst auf der Stufe der Proteinstabilitit sauerstoffunabhéingig iiber eine Interaktion mit
der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (PPlase) FKBP38 reguliert. Die Bedeutung dieser Re-
gulation in vivo ist allerdings noch unklar [Barth et al., [2007].

PHD2 " -knock-out-Miuse sterben zwischen Tag E 12.5 und Tag E 14.5 der embryonalen
Entwicklung. Diese Beobachtung zeigt, dass die Funktion von PHD2 durch die anderen Iso-
formen PHD1 und PHD3 nicht kompensiert werden kann und dass PHD2 eine immense Rolle
innerhalb der Embryogenese einnimmt. Die PHD2” -knock-out-Miuse weisen morphologi-
sche Verdnderungen des Herzens und der Plazenta auf. Dass PHD2 innerhalb der Sauerstoff-
adaptation eine grofle Bedeutung zukommt, konnte durch somatische knock-down-Studien an
Tetrazyklin-induzierbaren PHD2”--Miusen bestitigt werden. Im adulten Organismus fiihrte
der PHD2-knock-down zu einer Erhohung der Angiogenese, der Erythropoese und der extra-

medulldren Hamatopoese [Minamishima et al., 2008;; Takeda et al., 2008]].

1.3.3 PHD3

PHD3 (27,3 kDA) wird, wie auch PHD2, HIF-1-abhédngig unter hypoxischen Bedingungen
induziert. Unter normoxischen Bedingungen ist PHD3 kaum nachweisbar, wohingegen unter
Hypoxie eine gesteigerte Proteinexpression erfolgt [[Appelhoff et al., 2004]. PHD3 ist sowohl
im Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert [Metzen et al.,[2003al]. Im Gegensatz zu PHD2
weist PHD?3 eine hohere Aktivitidt gegeniiber HIF-2 o auf [Chan et al., 2005]] und es existieren
zwel alternative Splicevarianten (17 und 24 kDa) [Cervera et al.| [2006]. PHD1 und PHD2
hydroxylieren HIF-1o an den Prolinen Pro402 und Pro564, wohingegen eine Hydroxylierung
von PHD3 ausschlieBlich an der Stelle Pro564 festgestellt wurde.

PHD3 -knock-out-Miuse sind iiberlebensfihig. Die durch den knock-out entstehenden Be-
eintrichtigungen resultieren aus der Einbindung von PHD3 in Apoptosevorginge. Beschrie-
ben wurde der Einfluss von PHD3 auf neuronale Apoptose sowie die Verbindung zu ATF-4

und KIF1Bf3, beides Proteine, die Apoptosevorgéinge regulieren [Lipscomb et al., 2001;|Lee S
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et al., 2005 Koditz et al., 2007; Schlisio et al., 2008]. Aufgrund der Behinderung der zielge-
richteten Apoptosevorgidnge kommt es zu einer abnormalen Entwicklung des sympathischen
Nervensystems mit daraus folgender erniedrigter Innervation der jeweiligen Zielgewebe. Dies

fiihrt zum Beispiel zu einem erniedrigten Blutdruck und Katecholaminspiegel im Blut der
PHD3-knock-out-Miuse [Bishop et al., [2008].

1.4 HIF-1-abhingige Genexpression in soliden Tumoren

Unter hypoxischen Bedingungen wird der Transkriptionsfaktor HIF-1 o stabilisiert und fiihrt
nach Dimerisierung mit der (3-Untereinheit zu einer Induktion zahlreicher Gene. Bis heute
sind mehr als 100 Zielgene bekannt und nach Schitzungen werden 2-5 % des Genoms HIF-
1-abhingig reguliert [Wenger, [2002; Manalo et al., 2005]. Die Zielgene sind charakterisiert
durch spezifische DNA-Sequenzen, an die HIF-1 iiber seine bHLH-Doméne binden kann.
Diese Sequenzen sind als HREs bekannt und lokalisiert im Promotor oder Enhancer eines
Gens [Pugh et al., 1991} Semenza et al., [1991; |Wenger et al.,|[2005].

Entdeckt wurde HIF-1 im Zusammenhang mit DNA-Proteinstudien der regulierenden Ele-
mente des Erythropoietingens [Wang GL and Semenza, [1993]]. Unter Hypoxie akkumuliert
HIF-1« in Fibroblasten-dhnlichen Zellen der Nierenrinde und fiihrt zu einer gesteigerten Ex-
pression von Erythropoietin (EPO), das die Proliferation und Differenziertung von erythro-
zytdren Vorlduferzellen reguliert. Es kommt durch einen Anstieg des Hamatokrits und einer
daraus resultierenden gesteigerten Sauerstoff-Bindungskapazitit des Blutes zu einer besseren

Versorgung des Organismus mit Sauerstoff im Sinne eines Regelkreises.

1.4.1 HIF-1-Akkumulation in soliden Tumoren

Eine autonome Regulation auf zelluldrer Ebene kann fiir den Gesamtorganismus proble-
matisch werden. 1953 wurde erstmals Tumorhypoxie von Radiotherapeuten beschrieben, die
unter dieser Bedingung eine gesteigerten Resistenz gegeniiber Strahlentherapie beobachte-
ten [Gray et al., |1953]]. Durch Messung des Sauerstoffpartialdrucks mittels Elektroden [Vau-
pel et al., 2001] oder Visualisierung der hypoxischen Bereiche durch antikorpervermittelte
Fluoreszenzreaktion [Brown, 2002]] konnte gezeigt werden, dass solide Tumoren grofle Un-
terschiede hinsichtlich des Sauerstoffangebots aufweisen und bis zu 50 — 60 % des Gewebes
hypoxisch oder anoxisch sind [[Vaupel and Mayer, 2007]]. In soliden Tumoren kommt es durch

eine gesteigerte Proliferation, erhohten Metabolismus und inaddquate Vaskularisierung zu ei-
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nem Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf. Dariiber hinaus fiihrt
Tumoranidmie, die tumorassoziiert oder infolge einer anti-Tumor-Therapie entsteht, zu einem
geringeren Sauerstoffangebot [[Vaupel et al., 2001]. Dies fiihrt in hypoxischen Zellen zu einer
Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1«, fiir den erhohte Proteinlevel in vielen Tu-
moren nachgewiesen werden konnte [Talks et al.l 2000]. In Hinblick auf Tumorbiologie ist
anzumerken, dass entscheidende Anpassungsvorginge im Rahmen des Tumorwachstums, wie
Tumorangiogenese, pH-Regulation und metabolische Adaptation, letztlich HIF-1-vermittelt
eingeleitet werden [Wenger et al., 2005]. HIF-1-Akkumulation fiihrt zur Tumorprogression
und geht einher mit einer schlechteren Prognose sowie erhohter Resistenz gegeniiber Chemo-
therapie und Radiatio [Semenzal 2002].

Eine Stabilisierung von HIF-1x in soliden Tumoren kann auferdem unter normoxischen
Bedingungen erfolgen, wenn es zu Mutationen auf Stufe der HIF-1x-Regulation kommt.
pVHL ist fiir die Degradierung der «-Untereinheit verantwortlich. Mutationen von VHL fiih-
ren zu einer Akkumulation von HIF-1x und einer vermehrten Expression seiner Zielgene,
unabhingig von dem Sauerstoffangebot [lliopoulos et al., [1996; Maxwell et al., [1999]]. Die
Bedeutung der pVHL-abhingigen Degradierung von HIF-1«x fiir das Tumorwachstum wird
bei dem erblichen Von-Hippel-Lindau-Syndrom deutlich, bei der Keimbahnmutationen im
VHL-Gen zu dessen Inaktivierung fithren. Es kommt zu zahlreichen gut durchbluteten Tu-
moren, wie Himangioblastom der Retina und des zentralen Nervensystems, Nierenzellkarzi-
nom, Phidochromozytom und Neoplasien des endokrinen und exokrinen Pankreas [Latif et al.,
1993]].

1.4.2 Die Bedeutung von HIF-1 fiir die Angiogenese

In soliden Tumoren kommt es hiufig zu einem Missverhéltnis zwischen Sauerstoffangebot
und Sauerstoffbedarf, sodass hypoxische oder gar anoxische Bereiche nachgewiesen werden
konnen. Wihrend des Tumorwachstums kommt es zur Bildung eines chaotischen Gefédlnetz-
werks mit grofer Variabilitit des GefaBdurchmessers und der GefiaB3dichte, welches mit einem
normalen GefidBnetzwerk kaum vergleichbar ist [[Konerding et al.l |1995]. Die Distanz zwi-
schen Blutgefdl und Tumorzelle ist ein limitierender Faktor fiir das weitere Tumorwachstum,
da die Zellen aufgrund ihres gesteigerten Metabolismus auf eine adidquate Sauerstoffversor-
gung angewiesen sind. In soliden Tumoren kommt es infolge der hypoxischen Bedingungen zu
einer gesteigerten Neovaskularisierung und besseren Sauerstoffversorgung des Gewebes. Der

Transkriptionsfaktor HIF-1 spielt hierbei eine Schliisselrolle, da er die Expression einer Reihe
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von Genen reguliert, die fiir Angiogenese verantwortlich sind [Hanahan and Weinberg, 2000].
Im Zuge der Stabilisierung von HIF-1 kommt es zum Beispiel zu einer vermehrten Expres-
sion des vascular endothelial growth factor (VEGF), der direkt die Angiogenese stimuliert,
indem er iiber eine Bindung an seinen VEGF-Rezeptor das Wachstum von Endothelzellen be-
einflusst [Ferrara and Davis-Smyth, [1997]]. Die Gefddichte steigt und die Diffusionsstrecke
von Sauerstoff nimmt ab. Vergleicht man das Wachstumspotential von Teratokarzinomen, aus-
gehend von Wildtyp und HIF-1«x-defizienten embryonalen Stammzellen, féllt auf, dass HIF-
1-defiziente Tumore signifikant kleiner sind und geringere Level an VEGF aufweisen [Ryan
et al., [ 1998].

1.4.3 Die Bedeutung von HIF-1 fiir den Metabolismus

Bereits vor 70 Jahren hat Otto Warburg bei soliden Tumoren den sogenannten Warburgef-
fekt beschrieben, der den Wechsel vom oxidativen Abbau der Glukose zur anaeroben Glyko-
lyse beschreibt: Selbst in normoxischen Tumorzellen kommt es zu einer verminderten aeroben
Glykolyse und als Folge der anaeroben Glykolyse zu einem vermehrten Anstieg des Laktats
[Warburg, [1956]. HIF-1« ist in der Regulation des Zellmetabolismus tiber die Expression di-
verser Enzyme involviert. Entscheidend fiir den Glukosemetabolismus sind die Expression
von Glukosetransportern, Enzyme fiir anaerobe Glykolyse und Laktat- und Pyruvatprodukti-
on, die allesamt Zielgene des Transkriptionsfaktors HIF-1 sind [Wenger, |[2002]. Physiologisch
kommt es unter hypoxischen Bedingungen iiber eine Stabilisierung von HIF-1x zu einem ver-
mehrten Abbau der Glukose iiber anaerobe Glukolyse (sogenannter Pasteureffekt) und ein
Mangel an Sauerstoff wird ausgeglichen. Die konstitutive Aktivierung von HIF-1 in Tumor-
gewebe fiihrt {iber den anaeroben Abbau der Glukose zu einer erhohten Toleranz gegeniiber
Sauerstoffmangelbedingungen. Dariiber hinaus fiihren andere HIF-1-abhiingige Regulationen,
wie pH-Pufferung tiber die Expression der Transmembranen Carboanhydrase IX, zum weite-

ren Tumorprogress [Wykotf et al., 2000].

1.4.4 Die Bedeutung von HIF-1 fiir die Metastasenbildung

Kommt es im Zuge eines Krebsleidens zur Metastasenbildung, verschlechtert sich die Pro-
gnose fiir den Patienten drastisch. Bis es zur Metastasenbildung kommt, sind eine Reihe von
Schritten erforderlich, wie invasives Wachstum, Intra- und Extravasation und schlieflich Proli-
feration. Fiir Tumore mit erhohtem HIF-1«-Proteinlevel konnte eine erhohte Wahrscheinlich-

keit fiir Metastasenbildung gezeigt werden. HIF-1-abhéingig werden eine Reihe von Genen re-
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guliert, die Zell-Zell-Adhésion vermitteln, so zum Beispiel E-Cadherin. E-Cadherin, ein trans-
membranires Glykoprotein, vermittelt Zell-Zell-Kontakte und hat iiber zytoplasmatische In-
teraktionen negativen Einfluss auf das Zellwachstum. Untersuchungen haben gezeigt, dass ei-
ne Inaktivierung von E-Cadherin oder eine vermindert Expression zu einer Erhéhung der Me-
tastasenwahrscheinlichkeit eines Tumors fithrt [Hanahan and Weinberg, [2000]]. HIF-1 reguliert
die E-Cadherinexpression iiber seine Zielgene Snail und SIP1, deren Proteinprodukte als Re-
pressoren fungieren [Evans et al.,|2007]. Im Zuge einer Stabilisierung von HIF-1 kommt es
durch vermehrte Expression von Snail und SIP1 zu einer verminderten E-Cadherinexpression
und einer Erhohung der Zellmobilitit.

Dariiber hinaus fordert die Stabilisierung von HIF-1« die Metastasenbildung tiber die Ex-
pression des Zielgens Lysyloxidase (LOX). Fiir Brustkrebs konnte gezeigt werden, dass ei-
ne vermehrte LOX-Expression das invasive Wachstum und damit die Wahrscheinlichkeit ei-
ner Metastasierung erhoht. LOX, eine Aminooxidase, ist fiir die Katalyse kovalenter cross-
links zwischen Kollagen und Elastin der extrazelluliren Matrix verantwortlich. Die HIF-1-
vermittelte Dysregulation der Expression der LOX im Rahmen des Tumorwachstums kann

zur Forderung der Tumorinvasivitit fiihren [Erler et al., 2006].

1.4.5 Die Bedeutung von HIF-1 fiir die anti-Tumor-Resistenzbildung

Resistenzbildungen des Tumors gegeniiber moglichen Therapiestrategien haben einen be-
deutenden Einfluss auf die Prognose der Patienten. Bereits 1953 konnte ein Zusammenhang
zwischen Oxygenierung und Effektivitit einer Radiatio aufgezeigt werden. Hypoxische Be-
dingungen schiitzen die Zellen vor dem zytotoxischen Effekt der ionisierenden Strahlung
[Gray et al.| |1953]]. Daraus wurde geschlussfolgert, dass hypoxische Bedingungen der limi-
tierende Faktor einer Radiatio sei. Um der Entstehung von Hypoxie-assoziierter Resistenz-
bildung entgegenzuwirken, wurde der Sauerstoffpartialdruck im Blut mit Hilfe hyperbarer
Beatmung, Bluttransfusionen und Blutsubstitutionen von Sauerstofftragern angehoben [[Over-
gaard, 1994} Overgaard and Horsman, 1996]. Diese Untersuchungen brachten jedoch nicht den
gewiinschten Erfolg. Neuere Untersuchungen zeigten, dass HIF-defiziente Tumorzellen sen-
sitiver auf Bestrahlung reagieren als Wildtypzellen, der Transkriptionsfaktor HIF-1 demnach
einen negativen Prognosefaktor darstellt [Unruh et al., 2003]]. Die Stabilisierung von HIF-1
fiihrt zu einer Expression zahlreicher Zielgene, die das Uberleben der einzelnen Tumorzellen
fordern und somit einen Schutz gegeniiber Radiatio vermitteln. Neben der Zerstorung des Tu-

morgewebes ist die Schidigung der Tumorvaskularisierung aufgrund einer Bestrahlungsthe-
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rapie ein wichtiges therapeutisches Ziel. HIF-1-vermittelte Expression des Wachstumsfaktors
VEGEF fiihrt zum Beispiel zu einer besseren Vaskularisierung [Moeller et al., 2004].

Neben der Bestrahlung ist die Chemotherapie eine weitere bedeutende Behandlungsmetho-
de von soliden Tumoren. Hypoxische Zellen sind oft allein aufgrund ihrer Distanz zu den Blut-
gefillen schlecht fiir eine chemotherapeutische Therapie zugéinglich [Durand, [1994]]. Zudem
kommt es unter Hypoxie zu einem Selektionsdruck von Zellen, bei denen es zu einem Verlust
ihres apoptotischen Potentials kommt. So konnte gezeigt werden, dass unter Sauerstoffman-
gelbedingungen eine Selektion von Zellen stattfindet, die ihre Sensitivitéit der pS3-vermittelen
Apoptose verloren haben. p53-vermittelte Apoptose ist entscheidend fiir den Zelluntergang
nach einem Chemotherapie-induzierten DNA-Schaden [Graeber et al., |1996]. Die Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors HIF-1 fiihrt dariiber hinaus zu einer gesteigerten Expression
von Zielgenen, die direkt in die Resistenzbildung gegeniiber Chemothereapie involviert sind,
wie das multi drug resistance protein 1 (MDR-1). In der Literatur werden neben MDR-1 auch
die dlteren Namen P-Glykoprotein bzw. ABCB 1 (ATP-binding cassette subfamily B) verwen-
det. MDR-1 gehort zur Familie der ABC-Transporterfamilie, die ATP-abhiingig diverse Xeno-
biotika mit unterschiedlichen Konformitéten iiber die Zellmembran an die Umgebung aus der
Zelle abgeben und so die Konzentration innerhalb der Zelle auf subtoxische Werte absenken
[Fardel et al., 1996]]. Viele klinisch relevante Chemotherapeutika sind Substrate von MDR-1,
so zum Beispiel Doxorubicin, Etoposid und Vinblastin [Froelich-Ammon and Osheroff, 1995
Rabik and Dolan, 2007]].

1.4.6 Die Bedeutung der PHDs fiir das Tumorwachstum und die anti-Tumor-Therapie

Die Einflussnahme von HIF-1 auf die Tumorentstehung, die Tumorprogression und anti-
Tumor-Resistenz konnte in vielen Bereichen aufgezeigt werden. Fiir die sauerstoffabhingige
Regulation von HIF-1 sind PHDs verantwortlich, indem sie die Untereinheit HIF-1« hydrox-
ylieren und so fiir den weiteren Abbau markieren. Neuere Studien zeigen ebenfalls einen Ein-
fluss auf die Tumorbiologie durch die PHDs iiber die Beeinflussung der Aktivitéit von HIF-1.

Succinatdehydrogenase (SDH), das einzige membranstidndige Enzym des Zitronensédurezy-
klus, katalysiert die Oxidation von Succinat zu Fumarat. Untersuchungen haben gezeigt, dass
somatische Mutationen im Gen der SDH zur Ausbildung eines Phdochromozytomen fiihren
und somit als ein Beispiel fiir ein mitochondriales Tumorsuppressorgen angesehen werden
kann [Pollard et al., 2003]]. Die genauen Hintergriinde, die zu einer Tumorentstehung fiihren,

waren lange unklar, bis gezeigt werden konnte, dass es infolge einer Inhibition der SDH zur
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Stabilisierung von HIF-1x und Steigerung der transkriptionellen Aktivitit kommt. Uber die
mitochondriale Dysfunktion kommt es zur Akkumulation von Succinat im Mitochondrium
und Zytosol und iiber eine Produkthemmung zur Erniedrigung der Aktivitdt der PHDs [Selak
et al., 2005]. Ahnlich fiihrt eine relevante Mutation im Gen fiir die Fumaratdehydrogenase
tiber eine Erhohung der zelluldren Fumaratkonzentration und einer kompetitiven Inhibition
der 2-Oxoglutaratbindungsstelle der PHDs zu einer Erniedrigung der Aktivitdt. Es kommt zur
Stabilisierung und Akkumulation von HIF-1« [Isaacs et al., |2005]].

Fiir die sauerstoffabhiingige Markierung der HIF-1x-Untereinheit sind drei Isoformen der
PHDs verantwortlich, die sich in ihrer Reaktion dhneln, aber sich im Hinblick auf ihr Expres-
sionsprofil, zelluldrer Lokalisation, weiteren Proteininteraktionen und ihrer Induktion unter
hypoxischen Bedingungen unterscheiden. PHD2 kommt unter normoxischen Bedingungen
die groBte Bedeutung fiir die Markierung von HIF-1a zu. Im Rahmen von immunhistochemi-
schen Untersuchungen von Plattenepithelkarzinomen des HNO-Bereichs von PHD?2 hinsicht-
lich Expression und Lokalisation konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von
PHD?2 mit geringer Differenzierung und schlechter Prognose einhergeht. In normalem Epithel
nimmt die Expression von PHD2 im Zuge der Differenzierung ab. In Plattenepithelkarzinom-
zellen hingegen kommt es zu einer erhohten Expression, die zunimmt, je undifferenzierter die
Zellen sind und deren Lokalisation vom Zytoplasma in den Zellkern wechselt. Erhohte Level
von PHD2 auf RNA- und Proteinebene sowie Lokalisation im Zellkern korrelieren mit un-
differenzierten und proliferierenden Tumoren [Jokilehto et al., 2006]. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die Expression von PHD?2 die Zellkoloniebildung beeinflusst. Zelllinien,
die mit verschiedenen lentiviralen Vektoren, die fiir eine shRNA gegen PHD2 kodieren, trans-
duziert wurden, weisen im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Expression von PHD2 auf.
Der knock-down ist je nach shRNA verschieden stark ausgeprigt. Das Potential zur Zellko-
loniebildung wurde anschlieBend fiir die unterschiedlichen shRNAs mit Hilfe eines soft-agar
assays untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass es unter moderater Erniedrigung von PHD2 zu
einer starken Koloniebildung kommt, hingegen bei deutlicher Erniedrigung eine Koloniebil-
dung ausbleibt. Diese Beobachtungen konnten in vivo am Mausmodell bestétigt werden. Fiinf
Monate nach Injektion der Zellen zeigte sich eine Korrelation zwischen einem PHD2-knock-
down und Tumorwachstum. Moderate Erniedrigung von PHD?2 fithrten zum Tumorwachstum,
bei einer deutlichen Erniedrigung unterblieb die Tumorentstehung. Diese Ergebnisse deuten
auf eine biphasische Bedeutung von PHD2 in der Tumorbiologie hin. Je nach Ausprigung der

Erniedrigung kommt es zur Tumorbildung oder sie bleibt aus [Lee K et al., 2008].
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Neben dem direkten Einfluss auf das Tumorgewebe, konnte ein Zusammenhang zwischen
PHD?2 und der GefiBarchitektur aufgezeigt werden. Heterozygoten PHD2 */*-defizienten Miu-
sen wurden Tumorzellen verschiedenen Ursprungs implantiert. Diese Haplodefizienz fiihrt
innerhalb der Endothelzellen zu messbar erhohten Proteinleveln von HIF-1x gegeniiber dem
Wildtyp. Des weiteren wurde der Einfluss auf die GefdBarchitektur und Metastasenbildung un-
tersucht. Zunichst konnte gezeigt werden, dass die Haplodefizienz von PHD2 keinen Einfluss
auf die TumorgroBe hat, aber signifikant die Intravasation und Metastasenbildung verringert.
Dariiber hinaus konnte ein positiver Einfluss auf die Tumorperfusion und Tumoroxygenierung
gezeigt werden. Die Tumore in heterozygoten PHD2-defizienten Médusen wiesen im Vergleich
jeweils eine besser Perfusion sowie Oxygenierung auf. Die dreidimensionale GefidBarchitek-
tur und Struktur zeigte sich unter Haplodefizienz im Vergleich organisiert und kontinuierlich.
Eventuell hat diese Normalisierung der GefdBarchitektur positiven Einfluss auf die Zuging-
lichkeit der Chemotherapeutika [Mazzone et al., | 2009].

1.5 Regulation der PHDs

1.5.1 Regulation der PHDs durch Protein-Protein-Interaktion

Fiir die sauerstoffabhiingige Regulation der Stabilitdt von HIF-1«x sind die PHDs verant-
wortlich, die selbst in ihrer Expression sowie Aktivitit reguliert werden. Folgende Beispiele
zeigen, dass die drei PHDs auf heterogene Art und Weise reguliert werden. Dies lédsst vermu-
ten, dass sich die PHDs in ihrer physiologischen Funktion unterscheiden.

Es konnte gezeigt werden, dass PHD2 und 3 unter hypoxischen Bedingungen vermehrt ex-
primiert werden [Epstein et al., 2001]]. Im Rahmen eines positiven Feedback-Mechanismus
werden PHD?2 und 3 unter Hypoxie HIF-1-abhingig verstidrkt expremiert, sodass bei Reoxy-
genierung der Zelle eine verstirkte HIF-Degradierung moglich ist. PHD3 ist sowohl Zielgen
von HIF-1o und HIF-2«, wohingegen PHD?2 lediglich von HIF-1« induziert wird [del Peso
et al., 2003; Aprelikova et al., 2004].

Fiir den Abbau von PHD1 und 3 ist das Proteasom verantwortlich. Die E3-Ubiquitin-Ligasen
Siahl und Siah2, selbst hypoxisch induziert, markieren PHD1 und 3 unter Hypoxie fiir den
Abbau. Auf die Stabilitdt von PHD?2 haben Siahl und Siah 2 jedoch keinen Einfluss [Nakaya-
ma et al., 2004]].

Dariiber hinaus sind einige weitere Proteine bekannt, die mit den PHDs interagieren, aber

dessen Rolle teilwese noch unklar ist. So interagiert zum Beispiel die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
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Isomerase (PPIase) FKBP38 mit PHD2 und iibt so Einfluss auf die PHD2-Proteinstabilitit
[Barth et al., 2007]]. Eine Interaktion zwischen dem TRiC-Chaperonin und PHD3 konnte ge-
zeigt werden. PHD1 und 2 interagieren nicht mit TRiC-Chaperonin. Da Chaperone Einfluss
auf die Proteinfaltung nehmen, konnte TRiC ein moglicher Faltungshelfer von PHD3 sein
[Masson et al., 2004].

1.5.2 Regulation der PHDs durch kleine Molekiile

Eisen wird fiir die Hydroxylierung der «-Untereinheit als Kofaktor bendtigt. Da Eisen fiir
die Reaktion essentiell ist, inhibieren Eisenchelatoren, wie zum Beispiel Desferrioxamin, die
Reaktion der PHDs [Nytko et al., 2007]]. Andere Metalle, wie Cobalt und Nickel, fithren eben-
falls zu einer geringeren Aktivitit der PHDs. Der genaue Wirkmechanismus hinter dieser
Hemmung ist allerdings noch ungeklirt. Vorstellbar wire eine direkte Konkurrenz mit Eisen,
eine Verminderung des Ascorbats oder ein anderer komplexer Mechanismus [Hirsila et al.,
2003}; Salnikow et al., 2004].

Fiir die Hydroxylierung ist es notwendig, dass Eisen in seiner zweiwertigen Form vorliegt.
Ascorbat wird benétigt, um das Eisen in seiner zweiwertigen Form zu halten. In Abwesenheit
von Ascorbat zeigen die PHDs keine Aktivitit [Knowles et al., 2003]]. Reaktive Sauerstoffspe-
zies (ROS) fiihren iiber eine Oxydierung von Eisen und damit Uberfiihrung in seine dreiwerti-
ge Form zu einer Inhibition der PHDs. Ascorbat kann diesem Effekt entgegen wirken [Gerald
et al., 2004]]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass unter normoxischen Bedingungen
Stickstoffmonoxid die PHDs hemmt. Vermutet wird dabei eine Konkurrenz mit Sauerstoff um
das aktive Zentrum [Metzen et al., 2003b]].

Bei der Hydroxylierung entsteht mit der oxidativen Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat
CO;, sowie Fumarat. Diverse Zwischenprodukte des Zitratzyklus, wie Succinat, Fumarat, Oxal-
acetat und Pyruvat, sind kompetitive Inhibitoren der PHDs, da sie mit 2-Oxoglutarat um das
aktive Zentrum konkurrieren, es aber zu keiner Reaktion kommt. Bei einem angeborenen De-
fekt der Succinat-Dehydrogenase und der Fumarat-Hydratase konnte die Entstehung von Tu-
moren als Folge einer Hemmung der PHDs beobachtet werden [Isaacs et al., [2005} Dalgard
et al., [2004].

1.5.3 PHD-Inhibitoren

Uber eine Inhibition der PHDs kann sowohl in vitro als auch in vivo Einfluss auf die

Aktivierung des HIF-I-pathways genommen werden [Warnecke et al., 2003]]. So kann un-
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ter normoxischen Bedingungen direkt Einfluss auf die HIF-1-abhiingige Expression zahlrei-
cher Zielgene genommen werden. Von besonderem Interesse ist hierbei die Behandlung der
chronischen Anédmie. Derzeit wird bei chronischer Andmie rekombinantes EPO eingesetzt.
Gegen rekombinantes EPO konnen sich jedoch nach ldngerer Verwendung neutralisieren-
de Antikorper bilden, die mit endogenem EPO kreuzreagieren und das Krankheitsbild der
Erythrozytenandmie hervorrufen [Casadevall et al., [2002]]. Der Einsatz von PHD-Inhibitoren
konnte eine neue Moglichkeit der Behandlung darstellen. Infolge der Stabilisierung der -
Untereinheit kommt es zur vermehrten Expression von EPO und somit zur Anregung der
Erythropoese. Durch die Verwendung von PHD-Inhibitoren und die Anhebung der endoge-
nen EPO-Produktion wird dies umgangen. Auflerdem wird die orale Anwendung der PHD-
Inhibitoren durch den Patienten besser toleriert als EPO-Spritzen. Diverse Sustanzen, darunter
vor allem 2-Oxoglutaratantagonisten, werden derzeit in vitro und in vivo genutzt und getes-
tet. Fiir die Anwendung am Menschen werden derzeit PHD-Inhibitoren der Firma FibroGen
(Helsinki, Finnland) in Phase-II-Studien getestet.

In vitro sind das lipophile Derivat Dimethyloxalylglycin (DMOG) und sein Derivat N-
Oxalylglycin (N-OG) potente PHD-Inhibitoren [Jaakkola et al., 2001]. DMOG penetriert in
die Zelle und es kommt neben der Inhibition der PHDs zu einer Inhibition aller Enzyme der
Oxoglutarat-abhingigen Dioxygenasen-Familie. Eine Behandlung nimmt demnach Einfluss
auf alle Reaktionswege, in denen Enzyme der Dioxygenasen-Familie involviert sind, zum
Beispiel die Kollagen-modifizierenden Prolyl-4-Hydroxylasen. Eine lingere Therapie in vivo
konnte den Auf- und Umbau des Bindegewebes negativ beeinflussen.

Eine HIF-1a-Stabilisierung und infolge dessen eine Induktion der HIF-Zielgene in vitro und
in vivo konnte dariiber hinaus fiir L-mimosin (L-Mim), 6-chlor-3-hydroxychinolin-2-carbonic
acid-N-carboxymethylamid (S956711) sowie Ethyl-3,4-Dihydroxybenzoat (3,4-DHB) gezeigt
werden. Durch die Behandlung kam es in der Zellkultur zu einer geringeren Proliferationsra-
te der Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration der Inhibitoren. Als Zeichen der zel-
luldaren Schidigung konnte eine gesteigerte LDH-AKktivitit festgestellt werden. Am Ratten-
modell konnte durch die Behandlung mit L-Mim sowie S956711 fiir die Niere nach sechs
Stunden eine erhohte Konzentration des Transkriptionsfaktors HIF-1x im Zellkern und Induk-
tion der Angiogenese gezeigt werden. Dieser Effekt konnte in Zukunft vor Herzoperationen
oder Transplantationen ausgenutzt werden, um moglichen Ischimien vorzubeugen [Warnecke
et al., [2003].

HIF-1-abhingig werden tiber 100 Genen reguliert, darunter Gene fiir Sauerstoffversorgung,

Angiogenese, Zellwachstum, Zellmobilitdt, pH-Regulation und Nihrstoffversorgung [Wen-
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gerl, |2002]. Eine Beeinflussung der HIF-1o-Stabilitét iiber die Inhibition der PHDs wird sich
demnach sehr unspezifisch auf die Expression diverser Gene auswirken. Dies muss bei der Be-
riicksichtigung der Nebenwirkungen beachtet werden. Dass bereits die leichte Erhohung des
Transkriptionsfaktors HIF-1x unter Normoxie eindriicklich Einfluss nimmt, zeigt das Krank-
heitsbild der Chuvash Polycythaemia. Eine homozygote Mutation des VHL-Gens wirkt sich
auf die Stabilitdt der o-Untereinheit aus. Zu beobachten sind Himangiome, niedriger Blut-
druck, periphere Thrombosen, Varizenbildung sowie eine geringere Lebenserwartung auf-
grund cerebrovaskuldren Ereignissen [Gordeuk et al., [2004].

Dariiber hinaus gibt es neben HIF-1« weitere Interaktionspartner der PHDs, auf die infolge
einer Inhibition ebenfalls Einfluss genommen wird. Es wurden Gene identifiziert, die sowohl
unter hypoxischen Bedigungen als auch nach Behandlung mit PHD-Inhibitoren induziert wur-
den, allerdings unabhéngig von HIF-1x und HIF-2« [Elvidge et al., 2006].

1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

HIF-1 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor, der die Expression von mehr als 100 Ziel-
genen reguliert, die fiir Proteine der Erythropoese, Angiogenese, pH-Regulation und metabo-
lische Adaptation, kodieren. In Hinblick auf Tumorbiologie konnte gezeigt werden, dass es
im Rahmen der HIF-1-Akkumulation in Tumorzellen hiufig zur Tumorprogression und Re-
sistenzbildung gegeniiber einer anti-Tumor-Therapie kommt [Pouysségur et al., 2006]]. Fiir
die sauerstoffabhingige Regulation von HIF-1 sind die PHDs verantwortlich, indem sie die
Untereinheit HIF-1x hydroxylieren und fiir den weiteren Abbau markieren. Wihrend die Be-
deutung von HIF-1 fiir die Tumorbiologie in vielen Bereichen geklért ist, ist der Einfluss der
PHDs auf Tumorentstehung, Tumorprogression und Tumorresistenz unter Therapie weitest-
gehend unklar.

Die PHDs werden zunehmend als Ziel einer spezifischen Therapie gesehen. Die Inhibition
der PHDs ist bereits in Phase-II-Studien in Erprobung, wobei die zelluldren Auswirkungen
einer Inhibition derweil noch nicht abschlieBend geklért sind und bei der Entwicklung dieser
Medikamente betrachtet werden miissen.

Ziel dieser Arbeit ist es, den moglichen Effekt der PHDs auf die Entwicklung einer Re-
sistenz im Rahmen einer Chemotherapie zu untersuchen. Dazu soll zunédchst der Effekt einer
unspezifischen Inhibition aller PHDs mit Dimethyloxalylglycin (DMOG) auf eine mogliche
Resistenzbildung gegeniiber den klinisch-relevanten Chemotherapeutika Etoposid und Carbo-

platin untersucht werden. Um festzustellen, ob der Effekt auf die Resistenzbildung im Rahmen
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einer anti-Tumor-Therapie HIF-1a-abhiingig ist, soll der Einfluss einer DMOG-induzierten
PHD-Inhibition in HIF-1&-knock-out-Zellen untersucht werden. Weiterhin soll mithilfe einer
Tetrazyklin-induzierbaren PHD2- bzw. PHD3-knock-down-Zelllinie der Einfluss eines spe-
zifischen PHD2- bzw. PHD3-knock-downs auf die Resistenzbildung gegeniiber Etoposid und
Carboplatin betrachtet werden. Um die erhobenen Ergebnisse richtig interpretieren zu kénnen,
sollen die Zelllinien hinsichtlich Zellzyklus, Zellvitalitidt und Zellproliferation charakterisiert
werden.

Fiir eine gesteigerte Resistenzbildung konnen Veridnderungen auf verschiedenen Ebenen
verantwortlich sein. Unter anderem kann ein verminderter Influx bzw. gesteigerter Efflux zu
einer geringeren intrazelluldren Akkumulation des Zytostatikums fithren. Um schlielich den
Einfluss der PHDs auf die Transporterkapazitit und somit der Resistenzbildung zu untersu-
chen, sollen die Transportkapazitit und die Expression relevanter Transporter in Abhédngigkeit
einer DMOG-Behandlung sowie eines PHD2-knock-downs betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien

2.1.1 HeLa-Zellen

HeLa-Zellen, humane Zervix-Adenokarzinomzellen, wurden von der American Type Cul-
ture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen.

2.1.2 T-REx-Hel a-Zellen

T-REx-HeLa-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sind stabil transfiziert mit dem
Plasmid pcDNATM 6/TR. Dieses Plasmid kodiert fiir einen Tetrazyklin (Tet) Repressor (TetR),
welcher unter der Kontrolle eines CMV-Promotors (CMVP) konstitutiv exprimiert wird. Ein
zusitzliches Blasticidinresistenzgen ermdglicht durch Zugabe von Blasticidin (5 pg/ml; Invi-
trogen) zum Zellkulturmedium der T-REx-HeLa-Zellen eine Selektion der transfizierten Zel-

len, die das Plasmid stabil integriert haben.

2.1.3 PHD2- und PHD3-knock-down-Zellen

In der Abteilung Herz- und Kreislaufphysiologie am Zentrum fiir Physiologie der Uni-
versitidtsmedizin Gottingen wurde mit Hilfe der T-REx-HeLa-Zellen eine PHD2 (2.1.1-16)-
und PHD3 (3.3.3)-induzierbare knock-down-Zelllinie durch Frau cand. med. Sinja Le Huu
etabliert. Bei diesen Zelllinien wird Tet-abhiingig eine shRNA gebildet, die komplementir
zu der PHD2-mRNA bzw. PHD3-mRNA ist und so deren vorzeitigen Abbau durch RNA-
sen induziert. Dazu wurden die T-REx-HeLa-Zellen mit pENTR™/H1/TO shPHD2- bzw.
pENTR™/H1/TO shPHD3-kodierenden Plasmiden stabil transfiziert. Diese exprimieren die
shRNAs unter Kontrolle der TATA-Box eines CMV-Promoters. Expression der shRNAs kann
durch Bindung des TetR an die Sequenz eines Tet Operators (TetO), der vor und hinter der
TATA-Box der kodierenden Region liegt, beeinflusst werden. In Abwesenheit von Tet im Zell-
kulturmedium kann der TetR als Homodimer mit hoher Affinitéit an die Sequenz des TetO bin-
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den. So wird die Bindungsstelle der Polymerase-III-Promotorregion blockiert und es kommt

zu einer verminderten Expression der sShRNAs.
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Abbildung 2.1: Tetrazyklin-induzierbare Expression der shRNA. (1) Der Tet Repressor (TetR) auf dem Plas-
mid pcDNA™6/TR wird CMV-Promotor-abhiingig (CMVP) konstitutiv exprimiert und bildet
Homodimere. (2) Die TetR Homodimere binden mit hoher Affinitét an den Tetrazyklin Operator
(TetO) auf dem Plasmid pENTR™/H1/TO. So wird die Bindungsstelle fiir die Polymerase I
(Pol IIT) blockiert und es kommt zu einer verminderten Expression der nachfolgender shRNA.
(3) Nach Zugabe von Tet bilden Tet und TetR Tet-TetR Komplexe. (4) Aufgrund der Bindung
von Tet kommt es zu einer Konformationsdnderung des TetR und zur Dislokation zwischen TetR
und TetO. Die Bindungsstelle fiir die Pol III wird frei und es kommt zur vermehrten Expression
der shRNA.

Tet bindet mit hoher Affinitit den TetR. In Anwesenheit von Tet im Zellkulturmedium
kommt es daher zur Bildung des Tet-TetR-Komplexes und Konformationsidnderung des TetR
und somit zur Freilegung der Bindungsstelle der Pol-III-Promotorregion und vermehrten Ex-
pression der shRNAs (sieche Abbildung [2.1). Ein zusitzliches Zeocinresistenzgen auf dem
transfizierten Plasmid ermdglicht durch Zugabe von Zeocin™ (375 ug/ml; Invitrogen) in das
Zellkulturmedium eine Selektion der transfizierten Zellen, die das Plasmid stabil integriert
haben. Die Zugabe von Tet (10 pg/ml; Sigma-Aldrich, St. Spruce, USA) zum Zellkulturme-
dium fiir 24 h fiihrt zu einer verminderten Expression von PHD?2 in der 2.1.1-16-Zelllinie un-
ter Normoxie und Hypoxie, bzw. vermindert die Expression von PHD3 in der 3.3.3-Zelllinie
unter Hypoxie. Ein dhnlicher Effekt ist nicht zu beobachten bei den urspriinglichen T-REx-
HeLa-Zellen. Dies schlieBt einen Tet-unspezifischen Effekt als Ursache fiir die verminderte
Expression von PHD2 bzw. PHD3 aus (siche Abbildung[2.2] Seite [22).
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Abbildung 2.2: Die Expression von PHD2 bzw. PHD3 der etablierten PHD2 (2.1.1-16)- bzw. PHD3 (3.3.3)-
knock-down-Zelllinien ist abhéngig von einer Inkubation mit Tetrazyklin. T-REx-HeLa- und
2.1.1-16-Zellen (A) bzw. 3.3.3-Zellen (B) wurden fiir 24 h in An- (+ Tet) bzw. Abwesenheit (-
Tet) von Tet (10 ug/ml) bei 37°C unter Normoxie (20 % O,) und Hypoxie (1 % O) inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen lysiert und die Proteinexpression von PHD2 bzw. PHD3 und
[3-Aktin iiber Western Blots nachgewiesen [Le-Huu, |[2009].

2.1.4 HIF-1«-knock-out-Zellmodelle

In der Arbeitsgruppe von Prof. R. S. Johnson (University of California San Diego, La Jolla,
USA) wurden HIF-1a-knock-out-Méuse hergestellt, die einen embryonalen letalen Phdnotyp
aufwiesen [Ryan et al., 2000]]. Die HIF-1«-knock-out-Modelle wurden von der Arbeitsgruppe
genutzt, um Maus-embryonale Fibroblasten (MEF) zu gewinnen. Dazu wurden aus HIF-1«-
knock-out-Mausembryonen sowie parallel dazu aus HIF-1x-Wildtyp-Geschwisterembryonen
am Tag E9.5 MEFs isoliert und anschlieBend immortalisiert/transformiert. Die Zellen wurden
mit einem SV40 large T Antigen und dem Onkogen H-ras exprimierenden Plasmid stabil
transfiziert. Diese Zellinien (MEF Hif-1oc”- und MEF Hif-1o*"*) wurden freundlicherweise

von Prof. R. S. Johnson fiir die vorliegenden Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

2.2 Zellkultur

Die Kultivierung der T-REx-HeLa-, 2.1.1-16- und 3.3.3-Zellen erfolgte in Dulbecco’s mo-
dified Eagle’s medium (DMEM; PAN, Aidenbach, Deutschland) mit 4,5 g/l Glucose, 584 mg/1
Glutamin, 110 mg/l Pyruvat und 3,7 g/l NaHCOs. Zusitzlich wurden 10 % Tet-freies feta-
les Kilberserum (FKS; Biochrom, Berlin, Deutschland), Penicillin (100 U/ml; Invitrogen),
Streptomycin (100 ug/ml; Invitrogen) und Blasticidin (5 pg/ml; Invitrogen) in das Zellkultur-

medium zugegeben.
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Die Kultivierung der HeLLa-Zellen erfolgte in DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 584 mg/l Glutamin,
110 mg/1 Pyruvat und 3,7 g/l NaHCO3. Zusitzlich wurden 10 % FKS, Penicillin (100 U/ml)
und Streptomycin (100 pg/ml) in das Zellkulturmedium zugegeben.

Die Kultivierung der MEF-Hif-1a*"*- und MEF-Hif-1«”"-Zellen erfolgte in DMEM mit 4,5
g/l Glucose, 584 mg/l Glutamin, 110 mg/l Pyruvat und 3,7 g/l NaHCOs. Zusitzlich wurden
10 % FKS, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) in das Zellkulturmedium
zugegeben.

Die Zellen wurden bei 20 % O;, 5 % CO, und 37°C in einem Zellkultur-Brutschrank (Bin-
der, Tuttlingen, Deutschland) kultiviert. Experimente unter hypoxischen Bedingungen (1 %
03, 5 % CO,, 37°C) erfolgten in einer Hypoxie-Werkbank (InVIVO2, Ruskinn, Bridgend,
UK).

2.3 Bestimmung der Zellzahl und Zell-Vitalitit

T-REx-HeLa-, 2.1.1-16- und 3.3.3-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Tet (10
ug/ml) in 3 cm Schalen mit der Zielkonzentration 2 x 10°/ml ausgesit. AnschlieBend folgte
eine Inkubation bei 37°C. Alle 48 h wurde das Medium einschlieBlich Tet gewechselt. Um die
Zellkonzentration zu bestimmen, wurde das Zellkulturmedium zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten entfernt und die Zellen mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO4-7H,0,
1,4 mM KH,PO,) gewaschen. Die Zellen wurden mit 200 ul Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin,
0,02 % EDTA in PBS) vom Plastikboden gel6st und anschlieend in 2,8 ml Zellkulturmedium
aufgenommen. 20 pl der Zellsuspension wurden in eine Cellometer-Zihl-Kammer pipettiert
und die Zellkonzentration durch eine automatische, mikroskopisch-gesteuerte Auswertung be-
stimmt (Nexcelom Bioscience, Massachusetts, USA). Die Wachstumsrate w ist ein MaB fiir
die Geschwindigkeit des Zellwachstums. In der exponentiellen Phase einer Wachstumskurve
entspricht die Steigung der Kurve der Wachstumsrate. Um die Zell-spezifische Wachstumsra-
te zu bestimmen, wurde in der exponentiellen Wachstumsphase die Steigung der jeweiligen

Kurve nach folgender Formel bestimmt.

H= (L0g10N1 —LogloN())/(tl —t()) 2.1)

Die Verdopplungszeit G steht mit der Wachstumsrate p im Verhéltnis und kann berechnet

werden.
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G = (Logio2/u) - 24 2.2)

Parallel dazu wurden 20 pl der Zellsuspension im Verhiltnis 1:1 mit Trypanblau (0,1 %
in H,O0, filtriert) fiir 2 min geférbt. 20 pl der Zellsuspension wurden in eine Cellometer-Zahl-
Kammer pipettiert und das Verhiltnis der Anzahl blau geféarbter zur Anzahl nicht-geférbter
Zellen als MaB fiir die Zellvitalitdt per automatischer, mikroskopisch-gesteuerter Auswertung

bestimmt.

2.4 Zytotoxizititsnachweis durch MTT-Assay

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizititstest, bei dem das gelbe Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) in lebenden Zellen durch membran-
gebundene, mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen enzymatisch reduziert und so am Tetra-
zolring gespalten wird. Es entstehen wasserunldsliche blau-violette Formazankristalle. Durch
Lyse der Zellen und Losen der Formazankristalle kann die Menge des umgesetzten MTTs foto-
metrisch bestimmt werden (siche Abbildung[2.3] Seite 25]). Die Absorption des blau-violetten
Farbstoffes ist dabei direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen bzw. deren Stoffwech-
selaktivitit [Hansen et al., [1989]].

T-REx-HeLa-, 2.1.1-16- und 3.3.3-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Tet (10
ug/ml) in Zellkulturflaschen fiir insgesamt 48 h bei 37°C inkubiert. Nach 24 h wurde das
Medium einschlieBlich Tet gewechselt. Anschlieend wurden die Zellen mit der Zielkonzen-
tration 2 x 10°/ml in 96-Lochplatten ausplattiert und mit bzw. ohne Etoposid (Sigma-Aldrich),
Doxorubicin (Sigma-Aldirch), Vinblastin (Sigma-Aldrich) bzw. Carboplatin (Sigma-Aldrich)
in den jeweils angegebenen Konzentrationen in An- und Abwesenheit von Tet bei 37°C unter
Normoxie oder Hypoxie fiir 48 h inkubiert. In manchen Experimenten wurde zudem Verapa-
mil (5 pg/ml, Sigma-Aldrich) hinzugegeben.

HeLa-Zellen wurden mit der Zielkonzentration von 2 x 103/ml in 96-Lochplatten in An-
und Abwesenheit von DMOG (1 mM, Sigma-Aldrich) ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei
37°C unter Normoxie wurden die Zellen mit bzw. ohne Etoposid in den jeweils angegebenen
Konzentrationen bei 37°C fiir 48 h inkubiert.

MEEF-Hif-1**- und MEF-Hif-1x""-Zellen wurden mit der Zielkonzentration von 0,3 x
10°/ml in 96-Lochplatten in An- und Abwesenheit von DMOG (1 mM) in 96-Lochplatten
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ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei 37°C unter Normoxie wurden die Zellen mit bzw. ohne
Etoposid in den jeweils angegebenen Konzentrationen bei 37°C fiir weitere 24 h inkubiert.

In allen Experimenten wurde anschlieBend der Uberstand abgesaugt und pro Loch 100 pl
der MTT/Zellkulturmedium-Losung (Stocklosung: 5 mg/ml MTT in PBS gelost, steril filtriert;
1:10 in Zellkulturmedium gelost, Sigma-Aldrich) gegeben. Es folgte eine Licht-geschiitzte
Inkubation fiir 2 h bei 37°C. Der Uberstand wurde abgenommen und pro Vertiefung 100 ul
des Lysepuffers (Isopropanol, 0,1 % HCIl) zugegeben. Nach Lyse der Zellen und Losen der
Formazankristalle wurde die Absorption bei 570 nm (Microplate Reader Model 680, Biorad,
Miinchen, Deutschland) gemessen. Als Leerwert diente die Absorption der entsprechenden
Losung ohne Zellen. Die Etoposid-induzierte Zytotoxizitit wurde berechnet auf Basis der Ab-
sorption in den Vertiefungen von Etoposid-behandelten Zellen in Relation zu der Absorption
in den Vertiefungen von nicht-behandelten Zellen (entspricht 100 % Zelliiberleben) bzw. der
Absorption des Leerwerts (entspricht 100 % Zytotoxizitét).

74 N . N—NH
[, Succinat - Dehydrogenase ®_</
—N
N~ N

Abbildung 2.3: Das Tetrazoliumsalz MTT wird in lebenden Zellen enzymatisch gespalten. In lebenden Zel-
len wird das blaue Tetrazoliumsalz MTT durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen en-
zymatisch reduziert und am Tetrazolring gespalten. Es entstehen wasserunlosliche, blau-violette
Formazankristalle, die nach Zelllyse und Losen der Kristalle fotometrisch bestimmt werden kon-
nen. Die Absorption bei 570 nm ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.

2.5 MTT-unabhédngige Bestimmung der Zytotoxizitéit

Fiir eine MTT-unabhéngige Bestimmung der Zytotoxizitdt wurde der MultiTox-Fluor-Multi-
plex-Zytotoxizitédts-Assay der Firma Promega (Promega Corporation, Madison, USA) verwen-

det. Dabei nehmen nur intakte Zellen das GF-AFC-Substrat auf, welches durch eine nur in
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lebenden Zellen aktive Protease gespalten wird. Es entsteht eine Substanz, die durch Fluores-
zenz nachweisbar ist. Die Fluoreszenz ist proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.
T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Tet (10 pg/ml) in
Zellkulturflaschen fiir insgesamt 48 h inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium einschlieB3lich
Tet gewechselt. AnschlieBend wurden die Zellen mit der Zielkonzentration 2 x 10°/ml in 96-
Lochplatten ausplattiert und mit bzw. ohne Etoposid in den jeweils angegebenen Konzentra-
tionen bei 37°C behandelt. Nach 48 h wurden je Vertiefung 100 ul MultiTox-Fluor-Multiplex-
Zytotoxizitits-Reagenz zugegeben. Nach einer 30 miniitigen Inkubation bei 37°C wurde die
Fluoreszenz (Extinktion 400 nm; Emission 505 nm) mit einem Fluorometer (Berthold, Bad
Wildbad, Deutschland) gemessen. Als Leerwert wurde die Fluoreszenz der entsprechenden
Losung ohne Zellen bestimmt. Die Etoposid-induzierte Zytotoxizitit wurde berechnet auf Ba-
sis der Fluoreszenz in den Vertiefungen von Etoposid-behandelten Zellen in Relation zu der
Fluoreszenz in den Vertiefungen von nicht-behandelten Zellen (entspricht 100 % Zelliiberle-

ben) bzw. der Fluoreszenz des Leerwerts (entspricht 100 % Zytotoxizitét).

2.6 Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitit

Die Caspase-3/7-Aktivitdt wurde mit Hilfe des Caspase-Glo Assays (Promega) bestimmt.
Zugabe des Caspase-Glo-3/7-Reagenz fiihrt zur Lyse der Zellen und somit zur Freigabe der
aktiven Caspase 3/7, welche den prolumineszenten Farbstoff DEVD-Aminoluciferin fragmen-
tieren. Das Enzym Luciferase, ein Bestandteil des Caspase-Glo-3/7-Reagenz, ist fiir die Lumi-
neszenzreaktion verantwortlich. Die Lumineszenz ist dabei proportional zur aktiven Caspase
3/7.

T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Tet (10 ug/ml)
in Zellkulturflaschen fiir insgesamt 48 h inkubiert. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium
einschlieBlich Tet gewechselt. Anschliefend wurden die Zellen mit der Zielkonzentration 2
x 10°/ml in 96-Lochplatten ausplattiert und mit bzw. ohne Etoposid (60 uM) bei 37°C be-
handelt. Nach einer 48 stiindigen Inkubation wurde bei Raumtemperatur je Vertiefung 100 ul
Caspase-Glo-3/7-Reagenz hinzugegeben. Nach einer 30 miniitigen Inkubationszeit bei Raum-
temperatur wurde die Lumineszenz gemessen (Centro LB 960, Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Deutschland).
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2.7 Zellzyklusanalyse

Der prozentuale Anteil der Zellen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus wurde an-
hand durchfluzytometrischer Untersuchungen von Propidiumjodid (PJ)-geféarbten Zellen un-
tersucht. Je nach DNA-Gehalt der Zelle und damit abhiingig vom Zellzyklus interkaliert PJ
unterschiedlich stark mit der vorhandenen DNA. Die Menge des interkalierten PJ kann mit
einem Durchflulzytometer bestimmt werden. Die in Losung befindlichen Zellen durchwan-
dern wihrend der Messung einzeln eine Kapillare und die Fluroeszenz-Emission des PJ wird
bestimmt, die Auskunft iiber den DNA-Gehalt und somit das Stadium des Zellzyklus gibt.

T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden mit der Zielkonzentration 2 x 103/ml in 10 cm
Schalen ausgesit und in An- bzw. Abwesenheit von Tet bei 37°C fiir insgesamt 48 h inkubiert.
Das Medium einschlieBlich Tet wurde nach 24 h erneuert. Das Medium wurde abgesaugt und
die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Mit 400 ul Trypsin wurden die Zellen vom Plas-
tikboden geldst und mit PBS gewaschen. 1 x 10° Zellen wurden in 3 ml 75 %igen eiskaltem
Ethanol in ein Messrohrchen iiberfiihrt und bei -20°C fiir 24 h gelagert. Bei 500 x g wurden
die Proben fiir fiinf min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert. Uber-
schiissige Ethanolreste wurden am Glasrand mit einem Tupfer vorsichtig aufgenommen und
die Zellpellets fiir 5 min getrocknet. Die Zellen wurden in 450 ul PBS (steril filtriert) gelost
und 50 pl RNase (Stocklosung: 1 mg/ml; Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) und 25 pl PJ
(Stocklosung: 1 mg/ml, Sigma-Adrich) zugegeben. Die Proben wurden fiir 30 min im Dun-
keln inkubiert und anschlieBend das Stadium des Zellzyklus bei ca. 20 000 Zellen pro Probe
mit Hilfe des FacsCALIBUR (Becton Dickinson, San Jose, USA) bestimmt.

2.8 Bestimmung der Transporteraktivitét

2.8.1 Bestimmung des Etoposid-Influx

Die Messungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. Y. Hagos, Abtei-
lung Vegetative Physiologie und Pathophysiologie der Universitit Gottingen, durchgefiihrt.

T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden fiir insgesamt 48 h in An- und Abwesenheit von
Tet (10 pg/ml) in 24-Lochplatten mit der Zielkonzentration von 2 x 10°/ml bei 37°C unter
normoxischen Bedingungen inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium einschlieBlich Tet ge-

wechselt.
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MEF-Hif-1o"*- und MEF-Hif-10’/-Zellen wurden fiir 24 h in An- und Abwesenheit von
DMOG (1 pM) mit der Zielkonzentration von 0,3 x 10°/ml bei 37°C unter normoxischen
Bedingungen inkubiert.

Die Zellen wurden drei Mal mit 0,5 ml PBS gewaschen. Fiir die Influxmessungen wurde
Ringerlosung (130 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO,4, 1 mM NaH,POQOy, 20
mM HEPES, 18 mM Glucose bei pH 7.4) benutzt. Es folgte die Inkubation von 200 ul des ent-
sprechenden Transportermediums (Ringerlosung, 10 nM [*H]-Etoposid (spezifische Aktivitit
von 338,7 mCi/mmol, Hartmann Analytics, Braunschweig, Deutschland) und 1 uM Etoposid
Hkalt) fiir fiinf min. Der uptake wurde gemessen, indem der Uberstand samt radioaktivem
tracer entfernt und die Zellen drei Mal mit je 0,5 ml eiskaltem PBS gewaschen wurden. Es
wurden jeweils 0,5 ml einer I M NaOH Losung hinzugegeben und die Zellen vorsichtig fiir
120 min geschiittelt. AnschlieBend wurde mit 0,5 ml einer 1 M HCI Lésung neutralisiert und
der Uberstand in ein Szintillationsrohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 2,5 ml der Szintillia-
tionslosung (Lumasafe Plus; PerkinElmer, Massachusetts, USA) erfolgte die Bestimmung der
[*H] Konzentration iiber Fliissigkeitsszintillationsmessung (Tricarb 2900TR, Perkin Elmer).
Die Ergebnisse ohne Tet- bzw. DMOG-Behandlung wurden jeweils als 100 % Influx definiert

und die Werte mit Behandlung dazu in Relation gesetzt.

2.8.2 Bestimmung des MDR-1-Efflux

Der MDR-1-Efflux wurde mit Hilfe des Multidrug Resistance Direct Dye Efflux Assays
(Millipore, Billerica, USA) bestimmt. T-REx-HeLa-, MEF-Hif-1ac"*- und MEF-Hif-1o” -
Zellen wurden fiir 24 h in An- und Abwesenheit von DMOG (1 mM) bei 37°C unter normoxi-
schen Bedingungen in Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen wurden mit 200 pl Trypsin vom
Plastikboden gelost und in 4,8 ml Medium aufgenommen. Anschliefend wurde die Zellkon-
zentration bestimmt und 7,5 x 10° Zellen in ein Falconrohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden,
wie auch in den folgenden Zentrifugationsschritten, fiir 5 min bei 200 x g zentrifugiert und
das Zellpellet in 0,75 ml einer eiskalter DiOC,-Losung (1 pg/ml) fiir 15 min lichtgeschiitzt
inkubiert. Zwei Mal wurden die Zellen zentrifugiert und das Pellet jeweils in 1,875 ml kaltem
Puffer (1000 ml RPMI-1640, 34,5 ml 30 % BSA in PBS, 50 pg/ml Gentamicin) resuspendiert.
Je 625 ul (2,5 x 10° Zellen) wurden auf drei Falkonrohrchen aufgeteilt und der Uberstand nach

der Zentrifugation verworfen. Die Zellen wurden in folgenden Medien resuspendiert:

e A: Puffer, 37°C, zusitzlich DMSO (1:1000 in Puffer)

* B: Puffer, 37°C, zusitzlich Vinblastin (22 uM in Puffer)

28



2. Material und Methoden

e C: Puffer, 4°C

Die Falconrohrchen A und B wurden in ein Wasserbad (37°C), Falconrohrchen C wurde auf
Eis gestellt. Die Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt fiir 30 min. Durch Zugabe von 5 ml je Fal-
conrohrchen einer eiskalten Pufferlosung wurde die Reaktion gestoppt. Die Falconrohrchen
wurden zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die folgenden Schritte erfolgten auf Eis.
Das Pellet wurde je in 1 ml eiskaltem Puffer gelost und abermals zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und 300 pl des Puffers wurden hinzugegeben und das Pellet resuspendiert.
Je 100 pl wurden in einer 96-Lochplatte tiberfithrt und anschlieBend die Fluoreszenz (Extink-
tion 485 nm; Emission 535 nm) gemessen. Die Fluoreszenz der Probe bei 4°C (Probe C; kein
Export des Farbstoffes) wurde als Ruhewert definiert. Der Efflux wurde berechnet auf Basis
der Fluoreszenz bei 37°C in Anwesenheit von DMSO im Verhiltnis zum Ruhewert. Der An-
teil an DiOC,, der nicht MDR-1-vermittelt iiber die Zellmembran transportiert wurde, wurde

berechnet auf Basis der Fluoreszenz bei 37°C bei Anwesenheit von 22 ul Vinblastin.

2.9 Spezifischer Proteinnachweis

2.9.1 Proteinextraktion

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS erfolgte die Proteinextraktion
aus Zellen in einer 10 cm Schale durch Zugabe von 400 ul Lysepuffer (10 mM Tris pH 8,0,
1 mM EDTA, 400 mM NaCl, 0,1 % Triton, EDTA-freier Protease-Inhibitor von Roche). An-
schlieBend wurden die Proben fiir 20 min bei 16100 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde verworfen und der Uberstand bei -20°C eingefroren. Zur Extraktion der Membranpro-
teine wurden 400 ul Lysepuffer (2 % SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 6,8, EDTA-freier Protease-
Inhibitor von Roche) eingesetzt. Anschliefend wurden die Proben zwei Mal fiir jeweils 15
sec mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Proben wurden fiir 10 min bei 3000 rpm bei 8°C zen-
trifugiert. Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Messung nach
Bradford (1976) mit dem Protein-Assay-Reagenz (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Der Farbstoff Coomassie Brillant-Blue G-250 bildet mit kationischen und
hydrophoben Seitenketten der Proteine Farbkomplexe, fiir die das Absorptionsmaximum bei
595 nm liegt. Durch eine fotometrische Bestimmung der Absorption kann in Bezug auf eine
parallel angefertigte und gemessene Standardreihe (0-8 pg/ul BSA) mit bekannter Proteinkon-
zentation auf die Proteinkonzentration der Proben geschlossen werden. Die Messung erfolgte
mit dem Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad).
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2.9.2 Protein-Gelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem denatu-
rierendem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Figenladung der Proteine wird durch SDS iiber-
deckt, sodass die Proteine nur nach ihrem Molekulargewicht und nicht nach ihrer Ladung im
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Zur Probenvorbereitung wurden 30 pug Protein mit 5 x
Laemmlipuffer (190 mM SDS, 55 mM EDTA, 55 mM NaH;POy, 20 % [3-Mercaptoethanol, 25
% Glycerin, 0,1 % Brompheolblau) versetzt und anschlieend fiir zehn min auf 90°C erhitzt.
Die Proben wurden auf ein 5-12 %iges Polyacrylamidgel in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris,
250 mM Glycin, 0,1 % SDS) geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als GroBenmarker
wurde ein 170 — 10 kDa Protein-Marker (PageRuler Prestained Protein Ladder; Fermentas,

St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt.

2.9.3 Western Blot

Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte durch Immundetektion mit Hilfe von spezi-
fischen Antikorpern. Mit einem senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichteten elektrischen
Feld (2 mA/cm?, PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter; PEQLAB, Erlangen, Deutschland)
wurden zunichst die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulo-
semembran transferiert (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland). Dadurch sind sie fiir die
Antigen-Antikorper-Reaktion zum Nachweis der Proteine zugéinglich. AnschlieBend wurden
unspezifische Proteinbindungsstellen fiir eine h mit 5 % Milch in PBS geblockt. Es folgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper (siehe Tabelle 2.1) in PBS mit 5 % Milch fiir iber Nacht
bei 4°C.

Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Primérantikorper

Primérantikorper Verdiinnung Firma

anti PHD2 (NB 100-137) 1:1000 Novus, Littleton, USA

Maus anti 3 Aktin (A 5441) 1:1000 Sigma, Saint Louis, USA

anti Human HIF-1« (610959) 1:1000 BD Transduction, Laboratories,
Heidelberg, Deutschland

anti Maus HIF-1o (NB100-479) 1:1000 Novus

anti MDR-1 (517310) 1:20 Calbiochem, San Diego, USA
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Die Membran wurde 15 min mit PBS gewaschen und fiir eine h mit dem Sekundiran-
tikorper (siehe Tabelle 2.2), gelost in PBS mit 5 % Milch, inkubiert. Es folgten drei wei-
tere Waschschritte fiir jeweils 15 min mit PBS. Der Sekundirantikorper bindet spezifisch an
den Fc-Bereich des Primérantikorpers und kann anschlieend als Enzym-Antikorper-Konjugat
tiber Chemilumineszenz detektiert werden. Als Enzym diente die konjugierte Meerrettich-
Peroxidase, die in einer Oxidation von Luminol eine Chemilumineszenz auslost. Dazu wurde
die Nitrocellulosemembran mit 1,25 mM Luminol, 0,1 M Tris/HCL pH 8,5, 1 %¢ H,O, und
0,225 mM Cumarséure fiir eine min inkubiert. Die Chemilumineszenzsignale wurden mit ei-
ner Lumineszenz-Kamera (LAS-3000, Fujifilm, Diisseldorf, Deutschland) detektiert.

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Sekundérantikorper

Sekundédrantikorper Verdiinnung Firma

Ziege anti-Kaninchen IgG  1:30 000 Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA

Ziege anti-Maus 1gG 1:1000 Santa Cruz

2.10 Nachweis spezifischer mRNA-Transkripte mittels RT-PCR

2.10.1 RNA-Extraktion

Zellen in einer 10 cm Schale wurden nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS durch
Zugabe von 2250 ul Solution D (4 M Guanidinthiocyanit, 25 mM Natriumacetat, 0,5 % Sar-
cosyl) lysiert. Je 750 ul pro Probe wurden anschlieBend in ein Zentrifugenrohrchen (2 ml)
pipettiert. AnschlieBend wurden 75 ul 2 M Natriumacetat pH 4,0, 750 ul Phenol und 150
ul Chloroform-Isoamylalkohol (49:1) zugegeben. Nach Zugabe jeder einzelnen Losung wur-
den die Proben gevortext. AnschlieBend wurden die Proben fiir 20 min bei 16100 x g und 4°C
zentrifugiert und die wissrige obere Phase in ein neues Zentrifugenrohrchen unter Zugabe von
750 ul Isopropanol iiberfiihrt. Die Proben wurden bei -20 °C fiir 20 min inkubiert und anschlie-
Bend fiir 20 min bei 16100 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Pellet wurde in 300 pl Solution D aufgenommen und in ein neues Zentrifugenrohrchen unter
Zugabe von 300 pul Isopropanol iiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte ein weiterer Fillungsschritt
bei -20 °C fiir 20 min mit nachfolgender Zentrifugation bei 4°C und 16100 x g fiir 20 min.
Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in DEPC-H,O (0,2 % Diethylpyro-
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carbonat) aufgenommen. Die RNA-Konzentration und -Reinheit wurde anhand der optischen
Dichte bei 260 nm und 280 nm fotometrisch bestimmt (SmartSpec Plus Spectrophotometer,
BioRad, Miinchen, Deutschland).

2.10.2 Reverse Transkription

Aus der isolierten RNA wurde iiber eine reverse Transkription die komplementire cDNA
synthetisiert (First Strand cDNA Synthesis Kit; Fermentas). Hierbei wurden 2 pg RNA pro
Probe eingesetzt und mit DEPC-H;O auf ein Totalvolumen von 10 ul aufgefiillt. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 1 pl Oligo(dT);g-Primer mit nachfolgender Inkubation fiir zehn min
bei 65°C. Es folgte die Zugabe von 4 ul 5 x Reaktionspuffer (250 mM Tris-HCI, 250 mM
KCl, 20 mM MgCl12, 50 mM DTT), 1 ul Ribonuclease-Inhibitor (20 U/ul) und 2 pl des 10 mM
Nukleotid Mix. Nach Zugabe von 2 pl reverser Transkriptase (20 U/ul) folgte eine Inkubation
der Proben fiir eine h bei 37°C. Zum Abstoppen der reversen Transkription wurden die Proben
anschliefend fiir zehn min auf 65 °C erhitzt. Die aus der Reaktion enstandenen cDNAs wurden
bei -20°C gelagert.

2.10.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir die RT-PCR wurden 10 pl 2 x Master Mix (Fermentas), 7 ul Nuklease-freies H,O, 1
ul cDNA und jeweils 1 pl der forward- und reverse-Primer (Stocklosung: 20 uM) eingesetzt.
Die RT-PCR-Reaktion erfolgte im Thermocycler Primus 96 (Peqlab, Erlangen, Deutschland).
Zunichst wurde die dsDNA durch zweiminiitige Hitzebehandlung (95 °C) denaturiert. Im ers-
ten Schritt (annealing) folgte dann fiir 30 Sekunden eine Hybridisierung der Primer an die
spezifischen DNA-Abschnitte bei der fiir die jeweiligen Primer geeigneten Temperatur (siehe
Tabelle 2.3, Seite[33)). Im néchsten Schritt (elongation) synthetisiert die DNA-Polymerase den
komplementiren Strang (72°C fiir 30 Sekunden). Im Anschluss folgte ein Denaturierungs-
schritt (95°C fiir 1 min). Das Wiederholen der beschriebenen Schritte (denaturing, annealing
und elongation) fiihrt zu einer exponentiellen Zunahme der Kopienanzahl der gewiinschten
DNA-Sequenz. Die Zykluszahl wurde so gewihlt, dass der gesittigte Bereich der RT-PCR-
Reaktion noch nicht erreicht wurde und eine quantitative Aussage moglich ist. Die in dieser
Arbeit verwendeten Primer wurden so ausgewdhlt, dass sie nur an Sequenzen der nachzu-
weisenden cDNAs binden sollten (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Die forward- und

reverse-Primer sollten weiterhin in zwei unterschiedlichen Exons eines Gens spezifisch bin-
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den, so dass nur die cDNA aber nicht kontaminierende genomische DNA amplifiziert werden

kann.

Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten Primer

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5°- 3) Hybridisierungstemp.
hMDR1_for ATC CAC GGA CAC TCC TAC GA 58°C
hMDRI1_rev CCT GTA TTG TTT GCC ACC ACG 58°C
mMDR1-1b_for CCT GTT CTT TCT GGT TAT GG 55°C
mMDR1-1b_rev GCT ACA TTC TGG GTA ACT ACA G 55°C
mS12_for GAA GCT GCC AAG GCC TTA GA 58°C
mS12_rev AAC TGC AAC CAA CCA CCTTC 58°C
L.28_for GCA TCT GCA ATG GAT GGT 58°C
L28_rev TGT TCT TGC GGA TCA TGT GT 58°C

2.10.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und bildliche Darstellung der in der RT-PCR-Reaktion amplifizierten DNA-
Abschnitte erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese (1 % Agarose in 1 x TAE: 10 mM Tris-
Acetat, | mM EDTA, pH 100 %) bei ca. 0,9 V/cm?. Als GroBenmarker wurden 6 ul 100 bp
DNA Ladder oder 10 pl 1 kb DNA Ladder eingesetzt (Promega). Das Gel wurde anschliefend
fiir ca. 20 min in eine Ethidiumbromid-Férbeldsung (0,5 ug/ml Ethidiumbromid in H;0) gelegt
und unter UV-Licht (312 nm, Gene Flash, TopoGEN, Port Orange, USA) dokumentiert.

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA). Der einseitige Student T-Test fiir unabhiingige Proben wurde
zur Uberpriifung der Mittelwertsunterschiede herangezogen. Als Signifikanzniveau wurden p
< 0,05 (Symbol: *) und p < 0,01 (Symbol: **) gewdhlt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert
+ Standardabweichung dargestellt. Die grafische Darstellung der Daten wurde mit GraphPad
3.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA) sowie Corel Draw X3 (Corel Corporation, Ot-
tawa, Kanada) durchgefiihrt. Der schriftliche Satz wurde erstellt mit IATEX (MiKTeX) unter
Zuhilfenahme von TeXShop sowie Microsoft Office Word 2003. Fiir die Literaturverwaltung
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wurde das Programm BibDesk zur Hilfe genommen. Die Erstellung der Reaktionsgleichungen
erfolgte mit ChemSketch (ACS/Labs, Toronto, Kanada).
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3 Ergebnisse

3.1 Behandlung von HeLa-Zellen mit dem PHD-Inhibitor DMOG fiihrt zu

erhohter Chemoresistenz gegeniiber Etoposid, nicht aber Carboplatin

Fiir die Proteinstabilitit von HIF-1«x sind die Sauerstoffsensoren PHD1-3 verantwortlich.
Das Oxoglutaratanalogon DMOG penetriert in die Zelle und es kommt zu einer Inhibition
aller Enzyme der Oxoglutarat-abhingigen Dioxygenasen Familie, so auch PHD1-3. Aus vor-
angegangenen Studien ist bekannt, dass es in Zellen nach Behandlung mit DMOG zu einer
Stabilisation von HIF-1o kommt [Jaakkola et al.,[2001]]. Werden HelLa-Zellen fiir 4 h bzw. 24
h mit DMOG (1 mM) behandelt, kommt es zu einer starken Stabilisierung von HIF-1«x unter
Normoxie (siehe Abbildung [3.T).

h 4 24
DMOG - + +

B
HIF-10; = n
B-Aktin | o

Abbildung 3.1: Behandlung von HeLa-Zellen mit dem 2-Oxoglutaratanalogon DMOG fiihrt zu einer Sta-
bilisierung von HIF-1«. HeLa-Zellen wurden mit DMOG (1 mM) fiir 4 bzw. 24 h unter nor-
moxischen Bedingungen inkubiert und anschlieend lysiert. Die Proteinexpression von HIF-1«x

und (3-Aktin wurde iiber Western Blot nachgewiesen.

In Tumorzellen geht eine vermehrte Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1«x einher
mit therapeutischen Konsequenzen und schlechter Prognose fiir den Patienten [Maynard and
Ohh, 2007]. Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor HIF-1 in der Ausbildung einer Che-
moresistenz involviert ist [[Unruh et al., 2003]]. Um den Effekt auf die Chemoresistenz auf der

Stufe der Regulation des Transkriptionsfaktors HIF-1« zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen
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in An- und Abwesenheit des PHD-Inhibitors DMOG mit klinisch-relevanten Chemotherapeu-
tika behandelt.

A O -DMOG E + DMOG B O -DMOG H + DMOG
100
&= 75 =
N 50 N
X 8
° o
< 25 -
9 <
0
0 100 200 300 400 0 25 500 750 1000
Etoposid [uM] Carboplatin [pM]
* p<0.05
» p<0.01

Abbildung 3.2: Inhibition der PHD-AKktivitit mit DMOG verringert die Etoposid-induzierte Zytotoxizitiit,
nicht aber die Carboplatin-induzierte Zytotoxizitiat. HeLLa-Zellen wurden in An- und Abwe-
senheit von DMOG (1 mM) in 96-Lochplatten mit der Konzentration von 2 x 10°/ml ausgesit
und fiir 24 h unter normoxischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Etoposid (A) bzw. Carboplatin (B) in angegebener Konzentration behandelt. Nach 48 h wurde
die Zytotoxizitit iiber MTT-Assay bestimmt. (n=3 £ SD); * p < 0,05; ** p < 0,01.

Nach einer Inkubation fiir 24 h in An- und Abwesenheit von DMOG (1 mM), wurden die
Zellen fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen des Topoisomerase-II-Inhibitors Eto-
posid behandelt. Topoisomerase II ist ein fiir die Zellteilung und das Zelliiberleben essenti-
elles Enzym, das zielgerichtet temporidre DNA-Doppelstrangbriiche ATP-abhiingig setzt, um
auf die DNA-wirkende Torsionskréfte zu verhindern. Dabei durchlduft das Enzym mehrere
Reaktionsschritte, an dessen Ende die Versiegelung der DNA steht. Werden Zellen mit dem
Topoisomeraseinhibitor Etoposid inkubiert, kommt es zu einer Interaktion zwischen Etopo-
sid und dem Enzym, das nun fehlerhaft arbeitet und eine Versiegelung der DNA verhindert.
Es kommt zu Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA und nachfolgendem Zelluntergang.
Grundsitzlich ist Etoposid in allen Phasen des Zellzyklus toxisch, allerdings ist die Wirkung
von Etoposid gerade in der Synthesephase (S-Phase) der DNA verstirkt, da eine vermehrte
Aktivitidt der Topoisomerase II vorliegt [Froelich-Ammon and Osheroff, [ 1995; Montecucco
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and Biamonti, 2007]. Im Anschluss an die Etoposidbehandlung wurde die Zytotoxizitit iiber
MTT-Assay bestimmt.

Wie Abbildung A (Seite zeigt, ist die Dosis-Wirkungskurve nach Zugabe von DM-
OG deutlich nach rechts verschoben und der Unterschied ist bei jeder gemessenen Konzentra-
tion signifikant. Behandlung von HeLa-Zellen mit DMOG fiihrt zu einer Resistenzzunahme
gegeniiber Etoposid.

Um zu untersuchen, ob die Resistenzzunahme unter DMOG-Zugabe generell und unspezi-
fisch oder Etoposid-spezifisch ist, wurden HeLLa-Zellen mit einem weiteren klinisch-relevanten
Zytostatikum getestet. Dazu wurden HeLa-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h in An-
und Abwesenheit von DMOG (1 mM) fiir 48 h mit Carboplatin in unterschiedlichen Konzen-
trationen behandelt. Nach dem Eintritt von Carboplatin in die Zelle kommt es zum Austausch
des Oxalation gegen zwei Wassermolekiile. Dieses Molekiil reagiert zyklusunspezifisch mit
nukleophilen Molekiilen wie DNA, RNA und Proteinen. Bevorzugt werden DNA-Pt-Addukte
am Atom N7 des Imidazolrings von Guanosin und Adenosin gebildet. Es kommt zu Mono-
addukten, Intra- oder Interstrangcrosslinks. Crosslinks fiithren zu Verdrehungen der DNA und
letztlich zu Zelluntergang [Rabik and Dolan, 2007]. Im Anschluss an die Carboplatinbehand-
lung wurde die Zytotoxizitit iiber MTT-Assay bestimmt.

Die Kurven der Dosis-Wirkbeziehung verlaufen in An- und Abwesenheit von DMOG nach
Behandlung mit Carboplatin gleich gerichtet und kreuzen sich (sieche Abbildung [3.2 B, Seite
[36). Es konnte keine Resistenzzunahme in Anwesenheit von DMOG gegeniiber Carboplatin
festgestellt werden. Der oben beschriebene Effekt ist somit Etopoid-spezifisch.

3.2 Die Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid in Anwesenheit von DMOG
ist HIF-1x-abhéngig

Um weitere Einblicke in die DMOG-vermittelte Resistenz gegeniiber Etoposid zu erhalten,
wurde die Etoposid-induzierte Zytotoxizitit an MEF-Hif-1a”"- und MEF-Hif-1**-Zellen
untersucht. Werden MEF-Hif-10c’"- und MEF-Hif-1a*"*-Zellen fiir 24 h mit DMOG unter
normoxischen Bedingungen behandelt, kommt es zur Akkumulation von HIF-1« in den MEF-
Hif-1a*/*-Zellen, nicht aber in den MEF-Hif-1/"-Zellen (sieche Abbildung[3.3] Seite [38).
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Hif-10"  Hif-1¢
DMOG - + - +

HIE-10, bd |

P-AKtiN w— — — —

Abbildung 3.3: Behandlung mit DMOG fiihrt in MEF-Hif-10**-Zellen zu einer Stabilisierung von HIF-
1o, nicht aber in MEF-Hif-1x""-Zellen. MEF-Hif-1a"*- und MEF-Hif-1ac"-Zellen wurden
mit DMOG (1 mM) fiir 24 h unter normoxischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wur-
den die Zellen lysiert und die Proteinexpression von HIF-1x und 3-Aktin iiber Western Blots
nachgewiesen.

Um zu untersuchen, ob die DMOG-vermittelte Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid HIF-
1 x-abhingig ist, wurden MEF-Hif-1o**- sowie MEF-Hif-1x”"-Zellen nach einer Inkubati-
onszeit von 24 h in An- und Abwesenheit von DMOG fiir 24 h mit dem Zytostatikum Etoposid
behandelt. Im Anschluss wurde die Zytotoxizitit iiber MTT-Assay bestimmt.

Auffillig ist, dass nur die Dosis-Wirkungskurve der MEF-Hif-1 ot -Zelllinie unter DMOG-
Zugabe nach rechts verschoben ist (siche Abbildung[3.4 A, Seite[39). DMOG Zugabe zu MEF-
Hif-10c/"-Zellen fiihrt hingegen nicht zu einer Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve (siche
Abbildung[3.4]B, Seite[39). Eine erhohte Resistenz gegeniiber dem Zytotstatikum Etoposid in
Anwesenheit von DMOG ist nur bei der MEF-Hif-1x*"*-Zelllinie nachweisbar. Zugabe von
DMOG zu MEF-Hif-10/"-Zellen hat keinen Effekt auf die Etoposid-induzierte Zytotoxizitiit.
Der DMOG-Effekt auf die Etoposid-induzierte Zytotoxizitét ist demnach HIF-1x-abhéngig.

Um zu untersuchen, ob der Effekt bei dieser Zelllinie ebenfalls Etoposid-spezifisch ist, wur-
den im nichsten Schritt MEF-Hif-1«*"*- und MEF-Hif-1«"-Zellen nach einer Inkubations-
zeit von 24 h in An- und Abwesenheit von DMOG fiir 24 h mit dem Chemotherapeutikum
Carboplatin behandelt. Im Anschluss wurde die Zytotoxizitit iiber MTT-Assay bestimmt.

Abbildungen @ C und D (Seite @]) zeigen, dass der Verlauf der Kurven nahezu iden-
tisch ist. Es konnte keine Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve in An- und Abwesenheit
von DMOG bei MEF-Hif-1*"*- und MEF-Hif- 1 -Zellen festgestellt werden. Die DMOG-

+/+

induzierte Chemoresistenz bei MEF-Hif-1o«""-Zellen ist Etoposid-spezifisch.
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Abbildung 3.4: DMOG beeinflusst die Etoposid-induzierte Zytotoxizitéit in Abhingigkeit von HIF-1«x, hat
aber keinen Einfluss auf das Zelliiberleben nach Behandlung mit Carboplatin. MEF-Hif-
Loc™™*- und MEF-Hif-1oct*-Zellen wurden mit der Zielkonzentration von 0,3 x 10°/ml in 96-
Lochplatten ausgesit und fiir 24 Stunden ohne (- DMOG) und mit (+ DMOG) DMOG (1 mM)
unter normoxischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Etoposid (A,
B) und Carboplatin (C, D) unter Normoxie fiir 24 h in den angegebenen Konzentrationen be-
handelt. Uber MTT-Assay wurde die Zytotoxizitit bestimmt. (n=3 + SD); * p < 0,05; ** p <
0,01.
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3.3 Charakterisierung einer PHD2- und PHD3-knock-down-Zelllinie

Als Substratanalogon inhibiert DMOG unspezifisch unter anderem alle drei Isoformen der
PHDs. Um genauere Aussagen zu treffen, welche Isoform der PHDs fiir die Resistenzzunahme
in Anwesenheit von DMOG verantwortlich ist, wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt.

In der Abteilung Herz-Kreislaufphysiologie wurden eine PHD2 (2.1.1-16)- und eine PHD3
(3.3.3)-induzierbare knock-down-HeLa-Zelllinie etabliert. Zugabe von Tet fiihrt zu einer nach-
weisbar verminderten Expression von PHD2 (2.1.1-16) unter Normoxie und Hypoxie bzw.
PHD3 (3.3.3) unter hypoxischen Bedingungen (sieche Abbildung[2.2] Seite[22)). Werden 2.1.1-
16-Zellen fiir 48 h bzw. 96 h mit Tet (10 ug/ml) inkubiert, kommt es in den PHD2-knock-
down-Zellen zu einer Akkumulation von HIF1 o (siehe Abbildung|[3.5).

h 48 96
Tet

HIF- 1am.m.

PHD2
B-Aktin “—

Abbildung 3.5: Behandlung von 2.1.1-16-Zellen mit Tetrazyklin fiihrt zu einer Stabilisierung von HIF-1c.
2.1.1-16-Zellen wurden in An- (+ Tet) und Abwesenheit (- Tet) von Tetrazyklin (10 ug/ml) fiir 48
h bzw. 96 h unter normoxischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert
und die Proteinexpression von HIF-1c, PHD2 und (3-Aktin iiber Western Blots nachgewiesen.

3.3.1 Ein PHD2- bzw. PHD3-knock-down hat keinen Einfluss auf die Proliferation

Die beiden niher betrachteten Chemotherapeutika Etoposid und Carboplatin unterscheiden
sich in ihrer Wirkung hinsichtlich des Zellzyklus. Etoposid, als Inhibitor der Topoisomerase
I1, ist besonders wirksam in der S-Phase der Mitose. Carboplatin, eine alkylierende Substanz,
wirkt hingegen zellzyklusunspezifisch. Je nach Proliferationsraten durchlaufen die Zellen die
unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und weisen
unterschiedliche Verteilungen auf. Damit ausgeschlossen werden kann, dass unterschiedliche
Tet-abhidngige Proliferationsraten eine Resistenzbildung vortduschen, mussten die Zelllinien

zunichst genauer charakterisiert werden.
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Dazu wurden T-REx-HeLa- und 2.1.1-16- bzw. 3.3.3-Zellen in An- und Abwesenheit von
Tet mit der Zielkonzentration von 2 x 10°/ml ausplattiert und die Zellkonzentration nach an-
gegebener Zeit mikroskopisch gesteuert bestimmt. Mediumwechsel einschlieBlich Tet wurde
alle 48 h vollzogen.

Auftillig ist, dass der Anstieg der Proliferationskurven der 2.1.1-16- und 3.3.3-Zelllinie
im Vergleich zur T-REx-HeLa-Ausgangszelllinie geringer ist (siche Abbildung[3.6| A und[3.6]
B). Der Anstieg und Verlauf der Kurven innerhalb der jeweiligen Zelllinien in An- und Ab-
wesenheit von Tet jedoch ist nahezu identisch. Die Proliferation der Zelllinien ist demnach
Tet-unabhingig.

O T-RExHeLa-TetA QO 2.1.1-16 - Tet O T-REx HeLa-TetA QO 3.3.3-Tet
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Abbildung 3.6: Die Proliferation der T-REx-HeLa-, 2.1.1-16- und 3.3.3-Zellen ist Tetrazyklin-unabhingig.
T-REx-HeLa- und 2.1.1-16- bzw. 3.3.3-Zellen wurden mit der Zielkonzentration 2 x 10°/ml in
3 cm Schalen ausgesit und die Zellzahl nach angegebener Zeit in Abhédngigkeit der An- (+ Tet)
und Abwesenheit (-Tet) von Tetrazyklin (10 pg/ml) mit dem Cellometer (Nexcelom) bestimmt.
Medium und Tet wurden alle 48 h erneuert. (n=3 + SD).

Wird die Zellkonzentration logarithmisch in Abhéngigkeit von der Zeit aufgetragen, so ent-
spricht die Steigung der Kurve in der exponentiellen Phase der Wachstumsrate p. Die Wachs-
tumsrate p ist ein Maf fiir die spezifische Geschwindigkeit des Zellwachstums. Diese Phase
wurde optisch in der logarithmischen Darstellung bestimmt und die Steigung dieses Intervalls

iber folgende Formel berechnet.

H = (Log10N1 —Logl()N())/(tl —t()) (3.1
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Die Verdopplungszeit G steht mit der Wachstumsrate p im Verhéltnis und kann daher be-

rechnet werden.

G = (Log102/u) - 24 (3.2)

Als Intervallgrenzen wurden gewdhlt: 2.1.1-16 (ty = 45 h; t; =70 h) sowie 3.3.3 (tp =25 h;
t; =50 h).

Die Tabelle 3.1 gibt die Wachstumsrate 1 und die Verdopplungszeit G der Zelllinien wie-
der. Der zuvor gewonnene optische Eindruck der graphischen Darstellung wird durch die be-
rechnete Wachstumsrate i und die Verdoppelungszeit G bestitigt. Innerhalb der jeweiligen
Zelllinien sind die Wachstumsraten p und Verdoppelungszeiten G relativ konstant und Tet-
unabhiéngig. Zwischen den Zelllinien sind p und G sehr verschieden. Gerade die Auswahl der
Intervallgrenzen ist entscheidend fiir die weitere Berechnung. Dies muss bei der Betrachtung

der errechneten Werte beriicksichtigt werden.

Tabelle 3.1: Auflistung der zellspezifischen Wachstumsraten und Verdoppelungszeiten

Zelllinie Tet Wachstumsrate p Verdoppelungszeit G
T-REx HelLa - u=0,301 G=24,00 h

T-REx HelLa + n=0,326 G=22,15h

2.1.1-16 - u=0,107 G=67,51h
2.1.1-16 + n=0,093 G=77,68h

T-REx Hela - u=0,241 G=29,98 h

T-REx HelLa + uw=0,177 G=40,81h

3.33 - u=0,027 G=267,56h

3.33 + u=0,039 G=18523h
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3.3.2 Ein PHD2-knock-down hat keinen Einfluss auf den Zellzyklus

Die Betrachtung der Proliferationsrate ldsst noch keinen direkten Vergleich der Verteilung
der Zellzyklusstadien zu. Um die Verteilung néher zu betrachten und den Einfluss eines PHD2-
knock-downs zu untersuchen bzw. Tet-abhingige Ungleichheiten bei der Verteilung des Zell-
zyklus auszuschlieBen, wurden in den T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen der Einfluss einer
Tet- auf den Zellzyklus getestet. Dazu wurde jeweils nach einer Inkubation von 48 h in An-
und Abwesenheit von Tet eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt. Dabei wurde die DNA der
Zellen mit PJ angefédrbt und im Anschluss der Gehalt der Zellen mittels FACS Analyse an PJ
gemessen. Der Gehalt an PJ ldsst Riickschliisse auf das Stadium des Zellzyklus zu (Go/G:
einfacher DNA-Gehalt; G,: Doppelter DNA-Gehalt; S: DNA-Gehalt zwischen einfacher und
doppelter Menge).
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Abbildung 3.7: Ein PHD2-knock-down hat keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung. Die T-REx-HeLa-
und 2.1.1-16-Zellen wurden mit der Zielkonzentration von 2 x 10°/ml in 10 cm Schalen ausge-
sdt und in An- und Abwesenheit von Tet (10 pg/ml) fiir 48 h unter normoxischen Bedingungene
inkubiert. Bei 20 000 Zellen wurde iiber FACS der Popidiumjodidgehalt gemessen, der propor-
tional zum DNA-Gehalt der Zelle ist und so einem Stadium des Zellzykluses zugeordnet werden
kann. (n=3 + SD).

In den unbehandelten 2.1.1-16-Zellen sind geringfiigig mehr Zellen in der Go/G|-Phase und
weniger in der S-Phase im Vergleich zu den unbehandelten T-REx-HeLa-Zellen (Abbildung
. Werden T-REx-HeLa-Zellen mit Tet fiir 48 h inkubiert, dndert sich die Verteilung des
Zellzyklus nicht. Innerhalb der 2.1.1-16-Zelllinie kann in Ab- und Anwesenheit von Tet und
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damit in Abhéngigkeit eines PHD2-knock-downs kein Unterschied festgestellt werden. Weder
PHD2 noch die Behandlung mit Tet haben einen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung.

3.3.3 Ein PHD2- bzw. PHD3-knock-down hat keinen Einfluss auf die Zellvitalitit

Sollte die Behandlung der Zellen mit Tet Einfluss auf die Zellvitalitit nehmen, so wiirde
dies die Betrachtung der Chemotherapeutika-induzierten Zytotoxizitit beeinflussen.

Aus diesem Grund wurde die Vitalitit der T-REx-HeLa-, 2.1.1-16- und 3.3.3-Zelllinien be-
stimmt (sieche Abbildung [3.8] A und [3.§ B). Dazu wurden die Zellen fiir 110 h (2.1.1-16)
bzw. 93 h (3.3.3) in An- und Abwesenheit von Tet (10 pg/ml) unter normoxischen Bedin-
gungen inkubiert und die Vitalitit iiber Trypan Blau Firbung bestimmt. Bei diesem Test wer-
den abgestorbene Zellen durch den Farbstoff angefirbt, wohingegen vitale Zellen mit intakter
Zellmembran nicht angefirbt werden. Im Anschluss wurde das Verhiltnis von farblosen zu

angefirbten Zellen per automatischer, mikroskopisch-gesteuerter Auswertung bestimmt.

A O -Tet W + Tet B OO -Tet W + Tet
T-REx HelLa 2.1.1-16 T-REx HelLa 3.3.3
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Abbildung 3.8: Die Vitalitit der T-REx-HeLa- und der 2.1.1-16- bzw. 3.3.3-Zelllinien sind Tetrazyklin-
unabhiingig. Die T-REx-HeLa- und 2.1.1-16- (A) bzw. 3.3.3-Zellen (B) wurden mit der Kon-
zentration 2 x 10°/ml in 3 cm Schalen ausgesit und die Zellvitalitit nach 110 h (2.1.1-16) bzw.
93 h (3.3.3) in Abhéngigkeit der An- (+ Tet) und Abwesenheit (-Tet) von Tetrazyklin (10 pg/ml)

mit Trypan Blau Firbung bestimmt. Medium und Tetrazyklin wurde alle 48 h erneuert. (n=3 +
SD).

Es konnten weder innerhalb der Zelllinien in An- und Abwesenheit von Tet noch im Ver-
gleich der Zelllinien untereinander biologisch-relevante Unterschiede festgestellt werden. Es

liegen keine signifikanten Unterschiede der Vitalititen zwischen den Zelllinien, noch inner-
halb einer Zelllinie in Abhéngigkeit von Tet vor.
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3.4 Ein PHD2-knock-down fiihrt zur Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid,
nicht aber Carboplatin

Die Stabilitit des Transkriptionsfaktors HIF-1 wird tiber die drei Isoformen der PHDs be-
einflusst. Hinsichtlich ihrer relativen Aktivitit, ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle und ihrer
Expressionsstirke unterscheiden sich die Isoformen. PHD2 wird ubiquitér in allen Geweben
in unterschiedlichen Stidrken exprimiert [Lieb et al., 2002; |Cioffi et al., 2003]]. Gerade unter
normoxischen Bedingungen ist der Einfluss von PHD2 im Vergleich zu den anderen Isoformen
beziiglich der Sauerstoffadaptation am grof3ten einzuschitzen [Huang J et al., |2002]. Transge-
ne Mausmodelle haben gezeigt, dass die Funktion von PHD2 in der Embryogenese nicht von
PHD1 bzw. PHD3 kompensiert werden kann [Takeda et al., [2006].
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Abbildung 3.9: PHD2 beeinflusst das Zelliiberleben nach Gabe von Etoposid in Normoxie und Hypoxie. T-
REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet) Tetrazyklin (10
pg/ml) unter Normoxie (20 % O,) (A) bzw. Hypoxie (1 % O,) (B) inkubiert. AnschlieSend wur-
den die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkonzentration 2 x 10°/ml ausgesit (100 pl/Loch)
und mit Etoposid fiir 48 h in angegebener Konzentration behandelt. Uber MTT-Assay wurde die
Zytotoxizitét bestimmt. (n=3 £ SD); * p < 0,05; ** p < 0,01.

Um den Einfluss eines spezifischen PHD2-knock-downs auf die Etoposid-induzierte Zyto-
toxizitdt unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen zu untersuchen, wurden T-REx-
HeLa- und 2.1.1-16-Zellen in An- und Abwesenheit von Tet (10 pg/ml) fiir 48 h unter nor-
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moxischen und hypoxischen Bedingungen inkubiert und anschlieBend mit Etoposid in ver-
schiedenen Konzentrationen fiir 48 h behandelt. Die Zytotoxizitidt wurde iiber MTT-Assay
bestimmt.

Die Kurve der Dosis-Wirkungsbeziehung der 2.1.1-16-Zelllinie unter Tet Zugabe bei nor-
moxischen Bedingungen ist nach rechts verschoben (sieche Abbildung [3.9 A, Seite #5) und
die Steigung insgesamt geringer. Ein PHD2-knock-down fiihrt in dieser Zelllinie zu einer Zu-
nahme der Resistenz gegeniiber Etoposid. Die Kurven der T-REx-HeLa-Zelllinie in An- und
Abwesenheit von Tet verlaufen hingegen gleich und es ist keine Verschiebung zu erkennen.
Dies schlieBt einen Tet-unspezifischen Effekt als Ursache der Resistenz aus.

Abbildung B (Seite zeigt, dass auch unter hypoxischen Bedingungen eine Resis-
tenzzunahme gegeniiber Etoposid in der 2.1.1-16-Zelllinie unter Tet-Zugabe zu beobachten
ist. Die Zugabe von Tet zu T-REx-HeLa-Zellen hat dagegen keinen Einfluss auf die Etoposid-
induzierte Zytotoxizitidt. Im Vergleich zwischen Normoxie und Hypoxie fillt auf, dass die
Resistenzzunahme unter hypoxischen Bedinungen bei der 2.1.1-16-Zelllinie in Anwesenheit
von Tet deutlicher ausfillt. Der Effekt eines PHD2-knock-downs auf die Zytotoxizitdt wird
unter hypoxischen Bedingungen verstérkt.

O T-RExHeLa-TetA O 2.1.1-16 - Tet B O T-RExHeLa-TetA QO 2.1.1-16 - Tet
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Abbildung 3.10: PHD2 hat keinen Einfluss auf das Zelliiberleben nach Gabe von Carboplatin in Normoxie
und Hypoxie. T-REx-HeLa- und 2.1.1-16- Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit
(+ Tet) Tetrazyklin (10 pug/ml) unter Normoxie (20 % O;) (A) und Hypoxie (1 % O;) (B)
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkonzentration 2 x
10°/ml ausgesit und mit Carboplatin unter Normoxie fiir 48 h in angegebener Konzentration
behandelt. Uber MTT-Assay wurde die Zytotoxizitit bestimmt. (n=3 4 SD).
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Behandlung von HeLa-Zellen mit DMOG fiihrt zu einer Etoposid-spezifischen Chemore-
sistenz. Ein DMOG-Effekt auf die Resistenz ist bei Behandlung mit Carboplatin nicht fest-
stellbar. Um zu untersuchen, ob die Chemoresistenz infolge eines PHD2-knock-downs spezi-
fisch ist, wurden T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen nach einer Inkubation fiir 48 h in An- und
Abwesenheit von Tet (10 pg/ml) fiir 48 h mit dem Chemotherapeutikum Carboplatin unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen behandelt.

Sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen ist kein Effekt von PHD2
auf die Carboplatin-induzierte Zytotoxizitit feststellbar (sieche Abbildung[3.10] A und B, Seite
[46). Die Kurvenverldufe in An- und Abwesenheit von Tet sind nahezu identisch und es ist kein

signifikanter Unterschied erkennbar.

3.5 Gesteigerte Vitalitat nach PHD2-knock-down in Anwesenheit von
Etoposid

Um die Ergebnisse des MTT-Assys durch eine weitere Methode zu verifizieren, wurde
die Vitalitét der Zellen iiber den MultiTox-Fluor-Multiplex-Zytotoxizitits-Assay bestimmt. Im
Gegensatz zum MTT-Assay wird hier nicht die Aktivitit der Succinat-Dehydrogenase, son-
dern die einer nur in lebenden Zellen aktiven Protease als Nachweis der Vitalitit herangezo-
gen.

Dazu wurden T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit von Tet
(10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen inkubiert und anschlieend fiir 48 h mit Etopo-
sid in angegebener Konzentration behandelt. Im Anschluss wurde die Aktivitét einer nur in
lebenden Zellen aktiven Protease iiber den Nachweis der Spaltung des GF-AFC-Substrats im
Fluorometer bestimmt. Die Aktivitit ist proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.

Abbildung (Seite zeigt den Anteil lebender Zellen nach Behandlung mit Eto-
posid bei den beiden Zelllinien in An- und Abwesenheit von Tet. Die Kurve der 2.1.1-16-
Zelllinie unter Tet-Zugabe ist deutlich nach oben verschoben und fillt weniger stark ab. Tet-
Anwesenbheit fiihrt bei der 2.1.1-16-Zelllinie zur Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid. Die
Tet-Behandlung bei der T-REx-HeLa-Zelllinie hat keinen Einfluss.
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Abbildung 3.11: PHD2 beeinflusst die Vitalitiit nach Gabe von Etoposid. T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen
wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet) Tetrazyklin (10 pg/ml) unter normoxischen
Bedingungen inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkon-
zentration 2 x 10°/ml ausgesit und mit Etoposid unter Normoxie fiir 48 h in angegebener
Konzentration behandelt. Die nur in lebenden Zellen aktive Protease wurde mit dem MultiTox-
Fluor-Multiplex-Zytotoxizitits-Assay (Promega) bestimmt. (n=3 £ SD); * p < 0,05; ** p <
0,01.

3.6 Ein PHD3-knock-down hat keinen Einfluss auf die Etoposid-induzierte
Zytotoxizitit

Wihrend PHD2 ubiquitir exprimiert wird, ist die Verteilung von PHD3 restriktiver und
organspezifischer [Lieb et al., 2002]]. Auch die Expressionsstéirke unterscheidet sich zwischen
den beiden Isoformen. PHD3 wird unter normoxischen Bedingungen kaum, unter hypoxischen
Bedingungen jedoch stark exprimiert [Appelhott et al., 2004].

Um den Einfluss eines spezifischen PHD3-knock-downs auf die Etoposid-induzierte Zyto-
toxizitit zu untersuchen, wurden T-REx-HelL a- und 3.3.3-Zellen fiir 48 h unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen in An- und Abwesenheit von Tet inkubiert und im Anschluss
fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen Etoposid behandelt.

Sowohl unter normoxischen (sieche Abbildung [3.12] A, Seite 49) als auch hypoxischen Be-
dingungen (siehe Abbildung[3.12] B, Seite 49) ist kein Einfluss einer Tet-Behandlung auf die
Etoposid-induzierte Zytotoxizitit feststellbar. Die 3.3.3-Zelllinie zeigt allgemein im Vergleich
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zur T-REx-HeLa-Zelllinie eine gesteigerte Tet-unabhingige Resistenz. Dieser Unterschied
kann durch die deutlich geringere Proliferation der 3.3.3-Zelllinie im Vergleich zu den T-
REx-HelLa-Zellen erklirt werden. Der Einfluss der Proliferationsrate auf die Wirksamkeit von

Chemotherapeutika wurde bereits dargelegt.
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Abbildung 3.12: PHD3 hat keinen Einfluss auf das Zelliiberleben nach Gabe von Etoposid in Normoxie
und Hypoxie. T-REx-HeLa- und 3.3.3-Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet)
Tetrazyklin (10 pg/ml) unter Normoxie (20 % O;) (A) und Hypoxie (1 % O;) (B) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkonzentration 2 x 10°/ml aus-
gesit und mit Etoposid unter Normoxie bzw. Hypoxie fiir 48 h in angegebener Konzentration
behandelt. Uber MTT-Assay wurde die Zytotoxizitit bestimmt. (n=3 & SD).

3.7 Der Anstieg der aktiven Caspase 3/7 nach Behandlung mit Etoposid ist
PHD2-abhingig

Die Apoptose ist ein evolutionir konserviertes Selbstmordprogramm der Zellen, bei dem
Proteine der Bcl-2- und Caspase-Familie in der Aktivierung, Signaltransduktion und Aus-
fiihrung des Zelluntergangs eine wichtige Rolle einnehmen [Li1 J and Yuan, [2008]]. Apoptose
kann zum einen iiber den extrinsischen und zum anderen iiber den intrinsischen Weg induziert
werden, wobei die meisten Chemotherapeutika, wie auch Etoposid, Apoptose iiber den int-
rinsischen Weg induzieren. Proteine der Bcl-2 Familie kontrollieren die Integritét der dufleren
Mitochondrienmembran. Ein intrinsisches Signal, wie zum Beispiel DNA-Schéden, fiihren

tiber den Transkriptionsfaktor pS3 und der Expression von weiteren Faktoren zur Permeabili-
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sierung der Mitochondrienmembran [Vogler et al., [2009]. Proapoptotische Faktoren wie Cy-
tochrom C gelangen ins Zytosol. Diese aktivieren zunichst die Caspase 9 und eine Kaskade
von hintereinandergeschalteten Caspasen wird in Gang gesetzt, an dessen Ende die Effektor-
caspasen 3 und 7 stehen. Diese sind einerseits an der Aktivierung von weiteren Zielproteinen
beteiligt, aber unterstiitzen auch den weiteren Ablauf der Apoptose aktiv durch den Abbau von
Zellbestandteilen. Es schniiren sich Vesikel von der Zellmembran ab, die jedoch intakt bleibt
[Hengartner, 2000]. Der extrinsische Weg wird hingegen iiber extrazellulidre Faktoren akti-
viert, die an spezifische Rezeptoren der Zellmembran binden und ebenfalls die Kaskade von
hintereinandergeschalteten Caspasen aktivieren. Die Apoptose verlduft in geregelten Schritten

und es kommt im Korper zu keiner Entziindungsreaktion.
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Abbildung 3.13: PHD2 beeinflusst die Konzentration der aktiven Caspase 3/7 nach Gabe von Etoposid.
2.1.1-16-Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet) Tetrazyklin (10 pg/ml) unter
Normoxie inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkonzen-
tration 2 x 10°/ml ausgesit und mit und ohne Etoposid (60 uM) unter Normoxie fiir 48 h be-
handelt. Die aktive Caspase 3/7 wurde mit dem Caspase-Glo-3/7 Assay (Promega) bestimmt.
Im parallelen Ansatz wurde Protein nach Bradford bestimmt und die gemessene Caspase 3/7

auf das 1 pg zellulédres Protein bezogen. (n=3 + SD); * p < 0,05.

Um zu untersuchen, ob die Behandlung der 2.1.1-16-Zellen mit Tet und Etoposid zu einer
Anderung der Grundaktivitiit der aktiven Caspase 3/7 fiihrt, wurden 2.1.1-16-Zellen bei Nor-
moxie nach einer Inkubationszeit von 48 h in An- und Abwesenheit von Tet (10 pug/ml) fiir
48 h mit 60 uM Etoposid behandelt und im Anschluss die Effektorcaspasen 3/7 mithilfe des
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Caspase-Glo Assay bestimmt. Es wurden 60 uM Etoposid gewihlt, da bei dieser Konzentrati-
on 50 % der 2.1.1-16-Zellen tot waren (sieche Abbildung [3.9] Seite @5]). Die Bestimmung der
aktiven Caspase 3/7 erfolgte iiber eine Lumineszenzreaktion nach Zelllyse. Zur Bestimmung
der Grundaktivitdt der aktiven Caspase 3/7 wurden die Zellen in Abwesenheit von Etoposid
kultiviert. Um die Werte untereinander besser vergleichen zu konnen, wurde in einem paralle-
len Ansatz die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt und die gemessene Caspase 3/7
auf 1 pg zelluldres Protein bezogen.

Deutlich wird, dass es in An- und Abwesenheit von Tet bei Abwesenheit von Etoposid zu
keinem Anstieg der Grundaktivitit der Caspase 3/7 kommt (siehe Abbildung [3.13] Seite [50).
Ein PHD2-knock-down nimmt demnach keinen Einfluss auf die Grundaktivitit. Auffillig ist,
dass es zu einem deutlichen Anstieg der Aktivitit der Caspase 3/7 in Abwesenheit von Tet
bei Behandlung mit Etoposid kommt. Dieser Anstieg ist nicht feststellbar bei Anwesenheit
von Tet und Etoposid-Behandlung. Dies bestitigt die Beobachtung, dass es unter Tet zu einer

Resistenzbildung gegeniiber Etoposid kommit.

3.8 Charakterisierung der PHD2-abhéngigen Transportkapazitit

Von groBer klinischer Relevanz ist die Bildung von Chemoresistenzen gegeniiber Chemo-
therapeutika. Sie geht einher mit therapeutischen Konsequenzen und schlechter Prognose. Da-
mit ein Zytostatikum seine Wirkung entfalten kann, muss es in die Zelle gelangen. Fiir die
Resistenzbildung konnte daher eine veridnderte Expression verschiedener Transportern ver-
antwortlich sein, die fiir die Aufnahme und Abgabe des Medikamentes zustindig sind. Eine
geringere Expression oder Aktivitdt von Transportern, die fiir die Aufnahme (Influx) verant-
wortlich sind, oder eine gesteigerte Expression oder Aktivitit von Transporter, die die Abgabe
(Efflux) unterstiitzen, wiirden so zu einer geringeren Akkumulation des Medikamentes in der

Zelle und somit zu einer geringeren Wirkung.

3.8.1 Ein PHD2-knock-down und eine DMOG-Behandlung haben keinen Einfluss auf die

Aufnahme von Etoposid

Die Bildung einer Chemoresistenz kann durch eine geringere Expression oder Aktivitit und
damit Kapazitdt von Transportern hervorgerufen werden, die fiir die Aufnahme des Medika-
ments verantwortlich sind [Huang Y and Sadee, 2006]. Ein Beispiel fiir eine transporterver-

mittelte Aufnahme von Zytostatika ist die Interaktion zwischen Cisplatin und dem organic
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cation transporters 2 (OCT 2) [Hayer-Zillgen et al., 2002]]. OCTs vermitteln die intrazellu-
lare Aufnahme diverser strukturell unterschiedlicher organischen Kationen, deren Ursprung
endogen (z.B. Kreatinin) oder exogen (z.B. Metformin) sein kann. Die Expression der OCTs
konnte fiir einige Krebszelllinien festgestellt werden [Hayer-Zillgen et al., 2002].

Um zu untersuchen, ob ein PHD2-knock-down zu einer Beeinflussung der Aufnahme von
Etoposid fiihrt, wurden HeLa-T-REx- und 2.1.1-16-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit
von Tet (10 pg/ml) unter Normoxie inkubiert. Um den Einfluss einer Inhibition aller PHDs
tiber DMOG zu untersuchen und gegebenenfalls eine HIF-1x-Abhédngigkeit festzustellen,
wurden MEF-Hif-1**- und MEF-Hif-1x""-Zellen fiir 24 h in An- und Abwesenheit von
DMOG (1 uM) bei normoxischen Bedingungen inkubiert.
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Abbildung 3.14: Die Aufnahme von Etoposid wird nicht beeinflusst durch einen PHD2-knock-down oder
DMOG-Behandlung. 2.1.1-16-Zellen (A) wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet)
Tetrazyklin (10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen mit der Zielkonzentration von 2 X
10°/ml in 24-Lochplatten inkubiert. MEF-Hif-1o"*- und MEF-Hif-1oc’"-Zellen (B) wurden
fiir 24 h in An-(+ DMOG) und Abwesenheit (- DMOG) von DMOG (1 mM) unter normoxi-
schen Bedingungen mit der Zielkonzentration von 0,3 x 10°/ml in 24-Lochplatten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und fiinf min mit Etoposid (1 nM [*H] Etoposid,
1 uM Etoposid kalt) inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und lysiert. AnschlieBend wurde
iiber Fliissigkeitsszintillationsmessung die [*’H] Konzentration bestimmt. Die Werte ohne Be-
handlung mit Tet bzw. DMOG wurden jeweils als 100 % Influx definiert und die Werte mit
Behandlung dazu in Relation gesetzt. (n=3 £ SD).

Nach mehreren Waschschritten wurden die Zellen mit dem Transportmedium (Ringerlo-

sung, 10 nM [*H] Etoposid, 1 uM Etoposid kalt) inkubiert. Um die reine Transporter-vermittelte
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Aufnahme festzustellen, wurde als Inkubationszeit fiinf min gewihlt, da in diesem Intervall
die Aufnahme nicht per Diffusion, sondern ausschlieBlich Transporter-vermittelt ablduft. Nach
weiteren Waschschritten und Zelllyse wurde iiber Fliissigkeitsszintillationsmessung die Auf-
nahme bestimmt. Die Ergebnisse ohne Behandlung wurden jeweils als 100 % Aufnahme de-
finiert und die Werte mit Behandlung dazu in Relation gesetzt.

Unter allen Bedingungen konnte eine Aufnahme von Etoposid festgestellt werden, die auf-
grund der kurzen Inkubationszeit Transporter-vermittelt verlduft (siehe Abbildung Seite
[52). Die Aufnahme wird jedoch weder durch einen PHD2-knock-down noch durch DMOG-
Behandlung beinflusst. Eine verminderte Aufnahme als Ursache fiir die gesteigerte Resistenz

gegeniiber Etoposid kann somit ausgeschlossen werden.

3.8.2 Ein PHD2-knock-down fiihrt zu einer Resistenzzunahme gegeniiber den
MDR-1-Substraten Vinblastin und Doxorubicin

Tumorzellen konnen gegeniiber Chemotherapeutika Resistenzen bilden, indem der Efflux
tiber eine erhohte Expression der MDR-Genfamilie gesteigert wird. Zu dieser Genfamilie ge-
horen zwei homologe Mitglieder, wobei MDR-1 am besten charakterisiert ist. Neben MDR-1
werden in der Literatur auch die dlteren Namen P-Glykoprotein bzw. ABCB 1 (ATP-binding
cassette subfamily B) homolog verwendet. MDR-1 wird der ABC-Transporterfamilie zuge-
ordnet, die ATP-abhiingig diverse Xenobiotika mit unterschiedlichen Konformititen aus der
Zelle iiber die Zellmembran an die Umgebung abgeben und die Konzentration innerhalb der
Zelle auf subtoxische Werte senkt [Fardel et al., [1996]. Die Transporter werden auf den Mem-
branen normaler Zellen gefunden, jedoch konnte eine erhohte Expression von MDR-1 auf der
Zellmembran von Tumorzellen mit einem resistentem Phéinotyp nachgewiesen werden und
ist assoziiert mit einer schlechten Prognose [Goldstein, [1996; Marie et al., [1996; Legrand
et al., 1999]. Etoposid ist ein Substrat der ABC-Transporterfamilie, wohingegen Carboplatin
kein Substrat dieser Familie darstellt [Froelich-Ammon and Osheroff, [1995]; Rabik and Dolan,
2007]]. Neben Etoposid werden noch weitere Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Vinblastin
und Doxorubicin, MDR-1-vermittelt aus der Zelle befordert [[Sharom), [1997]].

Um zu untersuchen, ob eine Resistenzzunahme gegeniiber weiteren MDR-1-Substraten
feststellbar ist, wurden T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit
von Tet (10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen inkubiert und anschlieBend mit den Che-
motherapeutika Vinblastin und Doxorubicin in angegebener Konzentration fiir 48 h inkubiert.

Im Anschluss wurde iiber MTT-Tests die Zytotoxizitit bestimmt.
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Abbildung 3.15: PHD2 beeinflusst das Zelliiberleben nach Behandung mit Vinblastin und Doxorubicin.
T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet) und mit (+ Tet) Tetrazyklin
(10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 96-
Lochplatten mit der Zielkonzentration 2 x10°/ml ausgesit und mit Vinblastin (A) und Doxoru-
bicin (B) unter Normoxie fiir 48 h in angegebener Konzentration behandelt. Uber MTT-Assay
wurde die Zytotoxizitit bestimmt. (n=3 £ SD); * p < 0,05; ** p < 0,01.

Abbildung [3.15] zeigt, dass sowohl gegeniiber Vinblastin (A) als auch Doxorubicin (B) in-
folge einer Tet Behandlung bei 2.1.1-16-Zellen eine Resistenzzunahme feststellbar ist. Ein
PHD2-knock-down fiihrt somit zu einer verminderten Zytotoxizitit gegeniiber weiteren MDR-
1-Substraten. Die Dosis-Wirkungsbeziehung der T-REx-HeLa-Zellen in An- und Abwesen-
heit von Tet sowie 2.1.1-16-Zellen in Abwesenheit von Tet zeigen, dass Tet keinen PHD2-

unabhingigen Einfluss auf die Resistenz gegeniiber Vinblastin und Doxorubicin ausiibt.

3.8.3 Die Resistenzzunahme infolge eines PHD2-knock-downs ist MDR-1-vermittelt

Behandlung der T-REx-HeLa-Zellen mit Tet hat keinen Einfluss auf die Vinblastin- und
Doxorubicin-induzierte Zytotoxizitit. Eine Resistenzzunahme konnte aber bei der 2.1.1-16-
Zelllinie in Anwesenheit von Tet festgestellt werden. Ein PHD2-knock-down hat demnach
auch einen Einfluss auf die von den MDR-1-Substraten Doxorubicin- und Vinblastin-induzierte

Zytotoxizitét.
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Um weitere Einblicke in die PHD2-vermittelte Chemoresistenz zu erhalten, wurde die Ak-
tivitit von MDR-1 durch den in der Literatur beschriebenen Inhibitor Verapamil gehemmt.
Behandlung von Zellen mit Verapamil fiihrt iiber eine kompetitive Inhibition des Transporters
zu einem verminderten Efflux anderer Substrate [ Yusa and Tsuruol, [1989; |Sharom, [1997]].

Dazu wurden 2.1.1-16- und T-REx-HeLa-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit von Tet
(10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen inkubiert und anschlieBend mit Etoposid (60
uM) oder Carboplatin (300 uM) in An- und Abwesenheit von Verapamil (10 uM) behandelt.
Im Anschluss wurde die Zytotoxizitit tiber MTT-Test bestimmt. In einem parallelen Ansatz
wurden 2.1.1-16-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit von Tet fiir 48 h inkubiert, an-
schlieBend lysiert und RNA isoliert. Die Expression von MDR-1 wurde mittels RT-PCR im
Verhiltnis zum konstitutiv exprimierten L28 analysiert.

Behandlung mit Verapamil hatte keinen Einfluss auf die Etoposid- und Carboplatin-induzierte
Zytotoxizitdt der T-REx-HeLa-Zellen, weder in An- noch in Abwesenheit von Tet (siche Ab-
bildung [3.16] A, Seite [56). In Anwesenheit von Verapamil konnte aber eine Zunahme der
Zytotoxizitdt gegeniiber Etoposid bei der 2.1.1-16-Zelllinie unter Tet-Behandlung festgestellt
werden. Dieser Effekt konnte weder in Abwesenheit von Tet, noch bei der Behandlung der
2.1.1-16-Zellen mit Carboplatin festgestellt werden (siehe Abbildung B, Seite [56). Die
PHD2-vermittelte Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid scheint daher MDR-1-vermittelt zu
sein. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung konnte eine erhdhte Expression von MDR-
1 auf RNA-Ebene bei der 2.1.1-16-Zelllinie in Anwesenheit von Tet festgestellt werden (siehe
Abbildung [3.16] C, Seite [56). Dazu wurden 2.1.1-16-Zellen fiir 48 h in An- und Abwesenheit
von Tet behandelt und anschlieBend RNA isoliert. Die Expression von MDR-1-mRNA wurde
mittels RT-PCR analysiert.

In der Literatur wird beschrieben, dass eine Expression des Transporters nicht mit seiner
Aktivitit korrelieren muss [Sikic et al., [ 1997]]. Fiir die Resistenzbildung ist neben der Stirke
der Expression vor allem die Aktivitéit entscheidend [Bailly et al., [1995]]. Aus diesem Grund
wurde die MDR-1-Transportaktivitit iiber den Multidrug Resistance Direct Dye Efflux Assays

bestimmt.
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Abbildung 3.16: Verapamilbehandlung beeinflusst die Etoposid-induzierte Zytotoxizitit nur bei den
PHD2-knock-down-Zellen. T-REx-HeLa- und 2.1.1-16-Zellen wurden 48 Stunden ohne (- Tet)
und mit (+ Tet) Tetrazyklin (10 pg/ml) unter normoxischen Bedingungen inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen in 96-Lochplatten mit der Zielkonzentration 2 x 103/ml ausgesit und
mit Etoposid (60 uM) (A) und Carboplatin (300 uM) (B) in An- oder Abwesenheit von Vera-
pamil (10 uM) unter Normoxie fiir 48 h in angegebener Konzentration behandelt. Uber MTT-
Assay wurde die Zytotoxizitit bestimmt. 2.1.1-16-Zellen (C) wurden 48 Stunden ohne (- Tet)
und mit (+ Tet) Tetrazyklin (10 pg/ml) unter Normoxie inkubiert. Die Zellen wurden lysiert
und RNA isoliert. Die Expression von MDR-1-mRNA wurde mittels RT-PCR untersucht und
im Verhéltnis zur L28-mRNA dargestellt. 2.1.1-16-Zellen (D) wurden fiir 48 h in An- (+Tet)
und Abwesenheit (- Tet) von Tetrazyklin (10 ug/ml) unter normoxischen Bedingungen inku-
biert. Die Zellen wurden mit dem Farbstoff DiOC, (1 pg/ml) fiir 15 min beladen. Im Anschluss
erfolgte die Messung des Exports iiber Fluoreszenzmessung (siche Kapitel 2.8.2] Seite [2§). In
einigen Proben wurden 22 uM Vinblastin hinzugefiigt. (n=3 + SD); * p < 0,05.

Dabei wurden 2.1.1-16-Zellen zunichst fiir 48 h in An- und Abwesenheit von Tet (10 pug/ml)
bei Normoxie inkubiert und anschlieBend in Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellen

56



3. Ergebnisse

wurden mit dem Farbstoff DiOC, fiir 15 min bei 4°C beladen. Die Zellen wurden in Zellme-
dium gewaschen und bei verschiedenen Bedingungen inkubiert. Der Export wurde bestimmt,
indem die Fluoreszenz der exportstimulierten Zellen (37°C) mit der Fluoreszenz der Zellen im
Vergleich gesetzt wurde, deren Efflux bei 4°C gehemmt wurde. DiOC, wird sehr spezifisch
durch den MDR-1-Transporter iiber die Zellmembran nach auflen transportiert [Mindermann
et al., [1996]. Bei einigen Proben wurde der Efflux iiber Vinblastin (10 mM) kompetitiv ge-
hemmt [|Sikic et al., [ 1997].

Konform zu den erhobenen Zytotoxizititsdaten, konnte eine erhohte Aktivitdt des MDR-1-
Transporters in Anwesenheit von Tet als eine Konsequenz des PHD2-knock-downs festgestellt
werden (siehe Abbildung D, Seite [56). Dieses Experiment zeigt, dass der gesteigerte
Efflux in Anwesenheit von Tet MDR-1-vermittelt ist, da eine Verapamilhemmung zu einer
deutlichen Abnahme des Effluxes fiihrt.

3.9 Behandlung von Zellen mit DMOG fiihrt HIF-1x-abhédngig zu einer
erhohten Expression und Aktivitdt von MDR-1

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass MDR-1 auf RNA- und Proteinebene HIF-
abhingig unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert wird [Comerford et al., 2002].

Um zu untersuchen, ob eine Inhibition der PHDs mit DMOG HIF-abhiingig zu einer ver-
mehrten Expression auf RNA-Ebene von MDR-1 fiihrt, wurden MEF-Hif-10oc*-, MEF-Hif-
1"~ und HeLa-Zellen fiir 24 h mit DMOG (1 mM) inkubiert und im Anschluss ein Nachweis
der MDR-1-mRNA mittels RT-PCR durchgefiihrt. Abbildung A (Seite zeigt, dass
DMOG-Behandlung in den MEF-Hif-1x**-Zellen zu einem Anstieg der MDR-1-Expression
auf RNA-Ebene fiihrt. Ein solcher Anstieg kann bei MEF-Hif-1""-Zellen nicht festgestellt
werden. Eine Induktion der MDR-1-Expression konnte auch durch DMOG-Zugabe bei HeLa-
Zellen nachgewiesen werden (sieche Abbildung B, Seite [58).

Um die vermehrte Expression von MDR-1 durch DMOG-Zugabe auf Proteinebene nach-
zuweisen, wurden MEF-Hif-1o**- sowie MEF-Hif-1«”"-Zellen fiir maximal 24 h in An- und
Abwesenheit von DMOG (1 mM) inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten die Expression
auf Proteinebene von MDR-1 untersucht. Bei den MEF-Hif-1«*"*-Zellen kommt es im Zeit-
verlauf zu einer Zunahme der Expression von MDR-1 unter DMOG-Behandlung. Dieser Ef-
fekt ist nicht bei den MEF-Hif- 1 -Zellen feststellbar. Die Induktion der MDR-1-Expression
auf Proteinebene unter DMOG-Behandlung ist somit HIF-abhingig.
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Um den Einfluss einer erhohten Expression auf die Transportrate zu bestimmen, wurde der
Efflux tiber den Multidrug Resistance Direct Dye Efflux Assay bestimmt. Dabei wurden HeLa-,
MEF-Hif-1a*"*- sowie MEF-Hif-1«”"-Zellen mit dem Farbstoffen DiOCj fiir 15 min bei 4°C
beladen. Die Zellen wurden mit Zellmedium gewaschen und bei verschiedenen Bedingungen
inkubiert. Der Export wurde bestimmt, indem die Fluoreszenz der exportstimulierten Zel-
len (37°C) mit der Fluoreszenz der Zellen im Vergleich gesetzt wurde, deren Efflux bei 4°C
gehemmt wurde. Bei einigen Proben wurde der Efflux iiber Vinblastin (10 mM) kompetitiv

gehemmt.

Hif-10." Hif-10." HeLa
DMOG - + - + DMOG
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B Hif-10."" Hif-10"
DMOG(h) 0 4 8 24 0 4 8 24
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Abbildung 3.17: DMOG induziert die Expression von MDR-1 auf RNA- und Proteinebene HIF-1x-
abhiingig. MEF-Hif-10"*-, MEF-Hif-10c/"- und HeLa-Zellen wurden fiir bis zu 24 h in An-
und Abwesenheit von DMOG (1 mM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und Protein und
RNA isoliert. Die Expression von MDR-1-mRNA wurde mittels RT-PCR bei den MEF-Hif-
loct'*-, MEF-Hif-10c"-Zellen und HeLa-Zellen nach 24 h untersucht und im Verhiltnis zu
mS12- bzw. L28-mRNA angegeben (A). Uber Western Blots wurde die Proteinexpression von
MDR-1 bei den MEF-Hif-10c**-, MEF -Hif-1 " -Zellen fiir vier Zeitpunkte nachgewiesen (B).

Die Effluxkapazitit der unbehandelten MEF-Hif-1a*"*- sowie MEF-Hif-10""-Zellen weist
keinen signifikanten Unterschied auf (siche Abbildung [3.18] Seite [59). Eine erhohte Trans-
porterkapazitit ist bei Vorbehandlung mit DMOG festzustellen bei den MEF-Hif-10c"*- und
den HeLa-Zellen, nicht aber bei den MEF-Hif-10"-Zellen. In Anwesenheit von Vinblastin
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kommt es bei allen Proben zu einer Abnahme der Transporterkapazitit. Die Versuche zeigen
zusammengenommen, dass die DMOG-induzierte MDR-1-Aktivitidt durch HIF-1x vermittelt

wird.
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Abbildung 3.18: Gesteigerte Aktivitit des MDR-1-Transporters durch DMOG-Behandlung. MEF-Hif-
lo*'*-, MEF-Hif-1&”- (A) und HeLa-Zellen (B) wurden fiir bis zu 24 h in An- und Abwe-
senheit von DMOG (1 mM) unter normoxischen Bedingungen inkubiert. Die Zellen wurden
mit dem Farbstoff DiOC; (1 pg/ml) fiir 15 min beladen. Im Anschluss erfolgte die Messung
des DiOC; Export iiber Fluoreszenzmessung, In einigen Proben wurden 22 pM Vinblastin hin-
zugefiigt. (n=3 + SD)
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HIF-1 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor, der die sauerstoffabhéngige Expression von
mehr als 100 Zielgenen reguliert. Entscheidende Anpassungsvorgidnge, wie metabolische Adap-
tation, pH-Regulation und Angiogenese werden HIF-1-vermittelt eingeleitet [Wenger, 2002].
Solide Tumoren weisen 50 — 60 % hypoxische oder anoxische Bereiche auf, in denen es im
Zuge des geringeren Sauerstoffangebots zu einer Stabilisierung von HIF-1o kommt [Talks
et al.l [2000; [Vaupel and Mayer, 2007]. Als Folge kommt es zur Akkumulation von HIF-1
mit Tumorprogression, anti-Tumor-Resistenzbildung und schlechterer Prognose fiir den Pati-
enten [Semenza, |2002]. Fiir die sauerstoffabhidngige Regulation von HIF-1« sind die PHDs
verantwortlich, die zunehmend als Ziel einer spezifischen Therapie gesehen werden [Fraisl
et al., 2009]. Darum hat das Wissen iiber deren Einfluss auf die Chemoresistenz an Bedeutung
gewonnen.

Die Inhibition der PHDs fiihrt sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Aktivierung des
HIF-1-Signalweges [Warnecke et al., 2003]]. Uber eine PHD-Inhibition kann somit unter nor-
moxischen Bedingungen direkt Einfluss auf die HIF-1-abhéingige Expression iiber eine Stabili-
sierung von HIF-1x und Stimulation der Expression der Zielgene genommen werden. In vitro
kann eine Inhibition iiber das Oxoglutaratanalogon DMOG erfolgen. In vivo hingegen ist eine
Behandlung mit DMOG aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen nicht optimal. Aus die-
sem Grund sind spezifische PHD-Inhibitoren fiir in-vivo-Experimente in Entwicklung. Einige
werden bereits in Phase-II-Studien eingesetzt werden. Uber eine medikamentdse Inhibition
der PHDs soll die endogene EPO-Produktion bei Patienten, die im Zuge von chronischer Nie-
reninsuffizienz, anti-Tumor-Therapie oder chronischem Entziindungsleiden andmisch wurden,
angeregt werden. Daneben nimmt die Inhibition der PHDs iiber die daraus resultierende Sta-
bilisierung von HIF-1x und anschlieBender HIF-1-vermittelter Geneexpression Einfluss auf
die Zytoprotektion, die im Kontext von Gewebsschidden der Niere, des zentralen Nervensys-
tems und der Herz-Kreislaufsystems aufgrund Sauerstoffmangels bedeutend ist. Zahlreiche
Arbeitsgruppen konnten bereits einen Effekt der PHD-Inhibition auf die EPO-Produktion so-
wie auf die Zytoprotektion wihrend ischamischer Phasen am Tiermodell nachweisen [Bern-
hardt et al., 2006; Kim W et al., 2006].
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Problematisch ist die zur Zeit vorhandenen geringe Spezifitit der Inhibitoren. Eine Anwen-
dung fiihrt zur unspezifischen Inhibition alle drei Isoformen. Die einzelnen Isoformen unter-
scheiden sich in ithrer Aktivitdt gegeniiber den spezifischen HIF-Isoformen, die sich neben
der Struktur auch in ihren induzierten Zielgenen unterscheiden. Die ubiquitire Expression
der PHDs und die zahlreichen HIF-1-abhiingigen Gene fiihren zu einer Reihe an ungewollten
Nebenwirkungen. Selektive Inhibition einer einzelnen Isoform der PHDs und daraus resultie-
rende spezifische Einflussnahme auf die Stabilitit einer bestimmten HIFx-Isoform und damit
verbunden die Begrenzung an Nebenwirkungen kann in Zukunft neue Chancen fiir eine spe-
zifische Therapie bieten. Die zunehmende Bedeutung der einzelnen PHDs als mogliches Ziel
einer spezifischen Therapie muss unweigerlich zu einer genaueren Betrachtung deren zelluli-
ren Auswirkungen im Falle der spezifischen Inhibition einer einzelnen Isoform fiithren.

Wie aus vorangegangenen Studien schon bekannt, kommt es nach Behandlung mit DM-
OG zu einer starken Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1« [Koditz et al., 2007].
In Abhingigkeit von der Inkubationszeit nimmt die Stabilisierung zu. Eine Inkubation fiir 24
Stunden fiihrt im Vergleich zu einer Inkubation von 4 Stunden zu einer deutlicheren Zunahme
des Transkriptionsfaktors (siche Abbildung[3.1] Seite 35).

Im Rahmen dieser Arbeit kommt es im Zuge der unspezifischen Inhibition der PHDs durch
die DMOG-Behandlung gegeniiber Etoposid zu einer signifikant gesteigerten Chemoresis-
tenz. Werden diese Zellen mit dem ebenfalls klinisch-relevanten Zytostatikum Carboplatin
behandelt, konnte kein Einfluss auf die Chemoresistenz festgestellt werden. Interessanterwei-
se scheint die gesteigerte Chemoresistenz Etoposid-spezifisch zu sein.

Infolge der Stabilisierung von HIF-1x kommt es zu einer HIF-1-vermittelten Induktion
zahlreicher Gene. HIF-1-abhingig werden entscheidende Anpassungsvorginge eingeleitet,
die im Rahmen der Tumorbildung, wie Tumorangiogenese, pH-Regulation und metabolische
Adaptation, entscheidend sind [Wenger et al., 2005]]. Dariiber hinaus werden zahlreiche Gene
HIF-1-abhingig exprimiert, die auf zellulidrer Ebene involviert sind in Zelliiberleben und Re-
sistenz gegeniiber Chemotherapeutika [Semenza, 2002]. Verantwortlich fiir eine gesteigerte
Resistenz kann eine Verdnderung der Genexpression auf mehreren Ebenen sein, fiir die be-
reits eine HIF-1-Abhingigkeit gezeigt werden konnte: Influx und Efflux, DNA-Reparatur oder
Verinderung des apoptotisches Potential [Wartenberg et al., 2001} Erler et al., [2004; Schnitzer
et al., [2006; |Sermeus et al., 2008; [Sullivan et al., 2008} 'Wirthner et al., 2008]].

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Zunahme der Resistenz in-
folge der Inhibition der PHDs nach DMOG-Behandlung gegeniiber Etoposid abhingig von
der a-Untereinheit ist. Werden MEF-Hif-1oc”"- und MEF-Hif-1oc"*-Zellen mit DMOG be-
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handelt, kommt es nur in MEE-Hif-1**-Zellen zu einer Stabilisierung der «-Untereinheit
(siche Abbildung [3.3] Seite [38). Im Zuge dieser Stabilisierung kommt es zu einer gestei-
gerten Resistenz gegeniiber Etoposid. Interessanterweise handelt es sich auch bei den MEF-
Hif-1a*"*-Zellen um eine Etoposid-spezifische Chemoresistenz. HeLa-Zellen zeigten nach
DMOG-Behandlung eine gesteigerte Resistenz gegeniiber Etoposid, nicht aber Carboplatin.
Eine HIF-1a-abhingige gesteigerte Chemoresistenz deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen [Wirthner et al., [2008]].

Im Rahmen einer DMOG-induzierten unspezifischen Inhibition der PHDs konnte eine ge-
steigerte Chemoresistenz gegeniiber Etoposid festgestellt werden. Es konnte gezeigt werden,
dass die Entwicklung der Resistenz HIF-1o-abhingig ist. Vorangegangene Studien haben ge-
zeigt, dass die Zytotoxizitdt von Etoposid unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
keine signifikanten Unterschiede aufweist. Allenfalls kommt es zu einem kleinen Anstieg des
ICsp unter hypoxischen Bedingungen [Unruh et al., 2003]]. Diese Beobachtung scheint im Wi-
derspruch zu den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen zu stehen, schlieBlich fiihrt die
Inhibition der PHDs, vergleichbar mit hypoxischen Bedingungen, zu einer Stabilisierung der
o-Untereinheit mit anschlieBender HIF-1-abhingigen Genexpression. Entscheidend ist, dass
eine DMOG-abhingige PHD-Inhibition nur ungenau hypoxische Bedingungen widerspiegelt.
Neben der HIF-abhingigen Genexpression fiihrt Hypoxie zur weiteren Aktivierung zahlrei-
cher anderer Signalwege. Die PHDs modulieren sehr spezifisch den HIF-Signalweg, weitere
Wege werden bei dieser Inhibition nicht betrachtet. Dariiber hinaus unterscheidet sich die
HIF-Antwort nach DMOG-Inhibition der PHDs und wéhrend Sauerstoffmangelbedingungen.
Im Zuge der hypoxischen Stabilisierung von HIF-1 kommt es im Sinne eines negativen Feed-
backs zur Induktion der Genexpression von PHD2 und PHD3 [Stiehl et al., | 2006]. So fiihrt eine
gesteigerte Expression unter hypoxischen Bedingungen von PHD2 und 3 zu einer Limitierung
der HIF-Antwort. Die gesteigerte Expression nach DMOG-Behandlung fiihrt allerdings nicht
zu einer Limitierung der HIF-Antwort aufgrund der andauernden Hemmung der PHDs. Be-
handlung von Zellen mit einem PHD-Inhibitor fithrt demnach zu einer chronischen Aktivie-
rung des Signalwegs und unterscheidet sich von der physiologischen, hypoxischen Antwort.
Die genaue Einstellung der Inhibition, sodass die Situation der physiologischen Antwort dh-
nelt, ist schwer moglich. Dies muss bei der zukiinftigen Anwendung beachtet werden. Dariiber
hinaus fiihrt DMOG neben einer unspezifischen Hemmung der PHDs zu einer Hemmung aller
Enzyme der Oxoglutarat-abhéngigen Dioxygenasenfamilie. Somit ist nicht auszuschlieBen,
dass die Behandlung mit DMOG zu weiteren zellulidren Effekten fiihrt, die eine spezifische

Resistenzzunahme fordern.
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DMOG fiihrt als Substratanalogon zu einer unselektiven Inhibition aller Isoformen der
PHDs. Um den Einfluss der einzelnen Isoformen der PHDs auf die Entwicklung einer Che-
moresistenz beurteilen zu konnen, wurden weitere Experimente an spezifischen PHD2- bzw.
PHD3-induzierbarer knock-down-Zelllinien durchgefiihrt. Zugabe von Tet zum Zellkulturme-
dium fiihrt bei diesen Zelllinien zu einem messbaren PHD2- bzw. PHD3-knock-down (siehe
Abbildung [2.2] Seite 22)). Die Experimente wurden an induzierbaren knock-down-Zelllinien
durchgefiihrt, da dies mehrere Vorteile gegeniiber transienten Transfektionen von siRNA bzw.
shRNA oder nicht-induzierbaren, stabil transfizierten shRNA-Zelllinien hat. Gegeniiber transi-
enten Zelllinien bietet die Verwendung induzierbaren knock-down-Zelllinien den Vorteil, dass
reproduzierbare Bedingungen zur Verfiigung stehen. Die Effizienz einer transienten Transfek-
tion unterliegt moglicherweise einer gewissen Schwankung, wohingegen induzierbare knock-
down-Zelllinien relativ konstante knock-down-Effizienzen aufweisen. Die Ergebnisse sind da-
mit besser vergleichbar. Dariiber hinaus hat die Verwendung induzierbarer Zelllinien gegen-
iiber stabil nicht-induzierten Zelllinien den Vorteil, dass auftretende Effekte im zeitlichen Zu-
sammenhang des knock-downs betrachtet werden konnen. AuBlerdem wird bei Verwendung
einer induzierbaren knock-down-Zelllinie im Vergleich zu einem stabilen knock-down eine
mogliche Kompensation des knock-downs verhindert, da die Zeitintervalle fiir diesen Vorgang
zu kurz sind. Allerdings bleibt unklar, ob sich die Behandlung mit Tet, neben dem gewiinsch-
ten knock-down, ungewiinscht auf die zelluldren Funktionen auswirkt und die Effekte filsch-
licherweise als Folge des knock-downs interpretiert werden. Aus diesem Grund wurde zur
Kontrolle eine untransfizierten HeLa-T-REx-Zelllinie mit und ohne Tet behandelt, um unspe-
zifische Tet-Effekte zu demaskieren.

Transiente Transfektion von siRNA gegen PHD?2 fiihren nahezu zu einem vollstindigen
PHD2-knock-down |Stiehl et al.l 2006]]. Nach diesem effizienten knock-down kann eine HIF-
1 x-Stabilisierung unter normoxischen Bedingungen beobachtet werden [Stiehl et al., |2006;
Koditz et al., 2007]]. Der PHD2-knock-down innerhalb der induzierbaren 2.1.1-16-Zellen ist
weniger effizient, jedoch kommt es auch hier unter normoxischen Bedingungen zu einer HIF-
1 x-Stabilisierung und einer erhohten Aktivitéit des Transkriptionsfaktors. PHD?3 ist unter nor-
moxischen Bedingungen in den Zellen kaum und lediglich unter hypoxischen Bedingungen
nachweisbar. Behandlung der 3.3.3-Zellen mit Tet hingegen fiihrt nur unter hypoxischen Be-
dingungen zu einem im Western Blot detektierbaren PHD3-knock-down.

Um den Einfluss eines spezifischen knock-downs der einzelnen Isoformen PHD2 und 3
auf die Entwicklung einer Chemoresistenz zu untersuchen, erfolgte unter normoxischen und

hypoxischen Bedingungen die Behandlung mit Etoposid und Carboplatin.
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Nach Behandlung der 2.1.1-16-Zelllinie mit Tet kommt es gegeniiber Etoposid zu einer
Zunahme der Resistenz unter normoxischen sowie hypoxischen Bedingungen. Ein PHD2-
knock-down und die damit verbundene Stabilisierung von HIF-1« fiihrten zu einer Steige-
rung der Chemoresistenz. Im Vergleich zur Normoxie fillt die Zunahme der Chemoresistenz
unter hypoxischen Bedingungen deutlicher aus. Wahrscheinlich fiihrt die weitere Hypoxie-
induzierte Stabilisierung von HIF-1 zu einer Zunahme der Gesamtaktivitit von HIF-1 unter
diesen Bedingungen. Wird davon ausgegangen, dass es HIF-1-abhingig zu einer Zunahme
der Chemoresistenz kommt, fillt auf, dass im Widerspruch dazu kein Einfluss der Sauerstoft-
konzentration auf die Chemoresistenz bei den T-REx-HeLa-Zellen sowie den 2.1.1-16-Zellen
in Abwesenheit von Tet festgestellt werden kann. Hypoxische Bedingungen nehmen nur Ein-
fluss im Rahmen eines PHD2-knock-downs.

Normalerweise fithrt Hypoxie zu einer starken Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-
1 [Jewell et al., 2001], wobei Dauer und Schwere der Hypoxie dabei einen Einfluss auf die
Auspriagung nehmen. Vermutlich reichen die vorliegenden Bedingungen fiir die Ausbildung
einer HIF-1-induzierten Chemoresistenz gegeniiber Etoposid nicht aus. Aus vorangegangene
Studien ist bereits bekannt, dass hypoxische Bedigungen bei anderen Zelllinien keinen Ein-
fluss auf die Etoposid-induzierte Zytotoxizitdt haben [Unruh et al., 2003|]. Erst im Zuge eines
PHD2-knock-downs kann die Sauerstoffkonzentration einen Einfluss auf die Chemoresistenz
ausiiben. Ursédchlich dafiir kann auch hier der zelluldre, negative Riickkoppelungsmechanis-
mus sein: Die vermehrte Stabilisierung von HIF-1 fiihrt physiologisch zu einer vermehrten
Expression von PHD2 und PHD3, die wiederum vermehrt die «-Untereinheit fiir den wei-
teren Abbau markieren. Dieser Riickkopplungsmechanismus wird unter einem knock-down,
vergleichbar mit Zustand einer DMOG-Behandlung, nahezu ausgeschaltet, da die Expression
der Sauerstoffsensoren durch den knock-down gehemmt werden. Was resultiert ist eine er-
hohte Stabilisierung von HIF-1 und eine Zunahme der Expression der HIF-Zielgene. Dies
erklirt, warum allein im Rahmen eines PHD2-knock-downs die Sauerstoffkonzentration einen
Einfluss nehmen kann.

Ein PHD3-knock-down hat, im Gegensatz zu einem PHD2-knock-down, keinen Einfluss auf
die Chemoresistenz. Weder unter normoxischen noch unter hypoxischen Bedingungen kann
ein Einfluss auf die Etoposid-induzierte Zytotoxizitit festgestellt werden. PHD3 unterscheidet
sich hinsichtlich seines Expressionsprofils und seiner Bedeutung fiir die Regulation von HIF-
1 von PHD2. Der Einfluss von PHD3 im Vergleich zu PHD?2 auf die Regulation von HIF-1
ist insgesamt deutlich geringer [Berra et al., 2003]. Unter normoxischen Bedingungen ist ei-

ne PHD3-Expression kaum feststellbar. Erst durch die HIF-1-abhédngige Geninduktion unter
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hypoxischen Bedingungen kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Expression, die nun
im Western Blot nachgewiesen werden kann [Appelhoft et al., [2004]. Ein PHD3-knock-down
macht sich dementsprechend nur unter hypoxischen Bedingungen bemerkbar (siehe Abbil-
dung [2.2] Seite 22)). Insofern ist es nicht verwunderlich, dass kein signifikanter Einfluss ei-
nes PHD3-knock-downs unter normoxischen Bedingungen auf die Chemoresistenz festgestellt
werden kann.

Allerdings hat auch der PHD3-knock-down unter hypoxischen Bedingungen kein Einfluss
auf die Chemoresistenz. PHD3 weist eine hohere Aktivitit gegeniiber HIF-2oc auf. Obwohl
HIF-10c und HIF-2 in ihrer Sequenz groBe Ahnlichkeiten aufweisen, sind sie in ihrer Funkti-
on unterschiedlich. Die Expression von HIF-2 ist, im Gegensatz zu der Expression von HIF-
1 «, restriktiver und organspezifischer. Hohe Proteinlevel konnten physiologisch fiir Plazenta,
Lunge und Herz nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass diverse
Gene existieren, die spezifisch nach erfolgter Dimierisierung mit der (3-Untereinheit nur von
HIF-1x oder HIF-2« induziert werden [Hu et al., 2003; Raval et al., 2005; |Wang V et al.,
2005; | Kim W et al., 2006; |Hu et al., 2007]]. Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF fiir
die Tumorgenese ist anhand des Nierenzellkarzinoms gut charakterisiert, bei dem HIF-2«x ei-
ne spezielle Funktion einnimmt [Kim W and Kaelin, 2004]]. VHL " -Nierenzellkarzinomzellen
weisen eine erhohte Expression von HIF-2« auf, die in Verbindung mit erhohter Dysplasie-
und Atypieneigung gebracht wird und fiir das Tumorwachstum essentiell ist [Maxwell et al.,
1999; Mandriota et al., |2002; [Kondo et al., [2003]]. Neben dem Nierenzellkarzinom konnte ei-
ne erhohte Expression von HIF-2« in Bronchialkarzinomzellen festgestellt werden, die mit
der Tumorgrofle und der Prognose des Patienten signifikant korreliert [Giatromanolaki et al.,
2001; Kim W et al., [2009]. Der Einfluss von HIF-2¢ auf die Ausbildung einer Resistenz
gegeniiber einer anti-Tumor-Therapie hingegen ist bisher nicht geklart. Es kann vermutet wer-
den, dass vor allem die Akkumulation von HIF-1« fiir die Ausbildung der Chemoresistenz
verantwortlich und der Einfluss von HIF-2x marginal ist. Der PHD3-knock-down fiihrt nur zu
einer leichten Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1. Dieser Einfluss ist als gering
einzuschitzen, als dass er zu einer signifikanten Beeinflussung der Chemoresistenz fiihrt. Dar-
tiber hinaus ist das Expressionsprofil von HIF-2« organspezifischer und mdglicherweise in
den T-REx-HeLa-Zellen, die aus humanen Zervix-Adenokarzinomzellen gewonnen wurden,
fiir die Sauerstoffadaptation kaum bedeutend.

Es erfolgte die weitere Charakterisierung der 2.1.1-16-Zelllinien, damit ausgeschlossen
werden kann, dass ein PHD2-knock-down Einfluss auf Proliferationsrate, Vitalitit oder eine

unterschiedliche Verteilung des Zellzyklus und damit der Chemoresistenz nimmt.
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Insgesamt konnte fiir die transfizierten Zelllinien eine geringere Proliferation festgestellt
werden, die aber Tet-unabhingig zu beobachten ist. Allein die durchgefiihrte stabile Trans-
fektion des jeweiligen Plasmids fiihrt bei diesen Zellen zu einer Abnahme der Prolifera-
tionspotentials (sieche Abbildung Seite . Da diese Anderung unabhiingig von einer
Tet-Behandlung und somit von dem PHD2-knock-down zu beobachten ist, kann ein Einfluss
der Tet-Behandlung bzw. des PHD2-knock-downs auf die Chemoresistenz iiber unterschied-
liche Proliferationspotentiale ausgeschlossen werden. Ebenfalls wirkt sich eine unterschied-
liche Verteilung des Zellzyklus auf die Chemoresistenz aus. Bei den 2.1.1-16-Zellen konnte
im Vergleich zu HeLa-T-REx-Zellen eine andere Verteilung festgestellt werden, die ebenfalls
Tet-unabhingig und somit auch unabhéngig von einem PHD2-knock-down zu beobachten ist.
Es befinden sich bei der 2.1.1-16-Zelllinie mehr Zellen in der Go/G1-Phase als bei der HeLa-T-
REx-Zelllinie. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den gemachten Proliferationsstudien,
da hohere Proliferationsraten unweigerlich zu einem groB3eren Anteil der Zellen in der S- oder
G,-Phase fiihren. Es konnte ebenfalls kein Unterschied der Vitalitit zwischen den Zelllinien
festgestellt werden, noch hat die Tet-Behandlung einen Einfluss auf die Vitalitét.

Die Behandlung mit Tet und der daraus folgende PHD2-knock-down haben keinen Einfluss
auf Proliferation, Zellzyklus und Vitalitit. Die Zelllinien eignen sich fiir die weitere Betrach-
tung der Chemoresistenz in Abhédngigkeit von einem spezifischen PHD-knock-down.

Aufgrund Interferenzen zwischen Substraten und dem MTT-Salz kann es bei der Unter-
suchung der Zytotoxizitit mit dem MTT-Assay zu falschen Ergebnissen kommen [Vello-
nen et al., 2004]]. Um dieses zu verhindern, wurde unter Verwendung des MultiTox-Fluor-
Multiplex-Zytotoxizitits-Assay das Ergebnis verifiziert. In Abhingigkeit eines PHD2-knock-
downs konnte eine Zunahme der Vitalitidt nach Behandlung mit Etoposid beobachtet werden
(siche Abbildung [3.11] 48)). Somit kann ausgeschlossen werden, dass es aufgrund moglicher
Interferenzen zwischen Etoposid und dem MTT-Substrat zu falschen Ergebnissen gekommen
ist.

Die Effektorcaspasen 3 und 7 sind verantwortlich fiir den apoptotischen Zelluntergang. Mit-
tels des Caspase-Glo Assays konnte gezeigt werden, dass die Tet-Behandlung und damit zu-
sammenhédngend der PHD2-knock-down keinen Einfluss auf die Grundaktivitdt der Caspasen
nimmt. Es kann demnach ausgeschlossen werden, dass fiir eine Resistenzbildung die PHD2-
abhéngige Verdnderung der Grundaktivitidt der Effektorcaspasen 3/7 verantwortlich ist. Nach
einer Behandlung der Zellen mit Etoposid kam es lediglich bei den 2.1.1-16-Zellen in Ab-
wesenheit von Tet zu einem deutlichen Anstieg der Effektorcaspasen 3/7 (sieche Abbildung
[3.13] Seite [50). Eine Zunahme der Aktivitit kann in Anwesenheit von Tet nach Behandlung
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mit Etoposid nicht festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass der Zelluntergang nach
der Behandlung mit Etoposid iiber eine Aktivierung des zelluldren Selbstmordprogramms ab-
lauft. Durch den PHD2-knock-down kommt es bei gleicher Konzentration des Zytostatikums
Etoposid im Medium zu einer geringeren zelluldren Antwort der Caspasekaskade.

Die Behandlung von HeLa- und MEF-Hif-1«*"*-Zellen mit dem Substatanalogon DMOG
fiihrten zur Ausbildung einer spezifischen Chemoresistenz gegeniiber Etoposid. Diese Spezi-
fitdat konnte fiir die 2.1.1-16-Zelllinie ebenfalls nachgewiesen werden. Im Zuge eines PHD2-
knock-downs kommt es nur zur spezifischen Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid, nicht
aber gegeniiber Carboplatin.

Ein fester Bestandteil einer anti-Tumor-Therapie ist die Behandlung mit Zytostatika. Eine
im Rahmen der Therapie ausgebildete Chemoresistenz fiihrt zu einem Versagen der Therapie
und mitunter zur Verschlechterung der Prognose des Patienten. Verantwortlich fiir die Aus-
bildung einer Chemoresistenz kann die Verringerung der intrazelluldren Konzentration des
Zytostatikums iiber eine verminderte Aufnahme oder eine gesteigerte Abgabe sein. Fiir die
Aufnahme diverser endogene und exogene organische Kationen sind die OCTs verantwortlich.
Fiir einige Zytostatika konnte bereits eine transportervermittelte Aufnahme via OCTs gezeigt
werden [Hayer-Zillgen et al., 2002]. Kommt es im Rahmen der Therapie zu einer vermin-
derten Expression, fiihrt dies zu einer geringeren intrazelluldaren Akkumulation des Zytostati-
kums und zur Ausbildung einer Chemoresistenz. Die Aktivitidt der OCTs wird auf der Ebene
der Transkription sowie posttranslationalen Modifikation reguliert [Cho1 and Song, 2008]|]. Es
konnte bisher keine HIF-1-abhiingige Beeinflussung der Aufnahme von Chemotherapeutika
gezeigt werden.

Um die Influxrate von Etoposid in Abhéngigkeit eines PHD2-knock-downs bzw. eines HIF-
1 x-knock-outs zu untersuchen, wurden Zellen fiir fiinf min mit [3H]—Etoposid inkubiert und
dessen intrazellulidre Konzentration nach Zelllyse und mehreren Waschschritten iiber Fliissig-
keitsszintillationsmessung bestimmt. Innerhalb dieses kurzen Intervalls kann ausgeschlossen
werden, dass Etoposid per Diffusion die Zelle penetriert. Es wird ausschlieBlich die Transporter-
vermittelte Aufnahme betrachtet.

Ein PHD2-knock-down sowie ein HIF-1o-knock-out zeigten keinen Einfluss auf die Auf-
nahme des radioaktiv markierten Etoposids, obwohl es innerhalb der relativ kurzen Inkubati-
onszeit zu einer Akkumulation von Etoposid in den Zellen kam. Die Aufnahme von Etoposid
erfolgt demnach Transporter-assoziiert, ist aber PHD2- bzw. HIF-1x-unabhingig.

Viele Tumoren sind gegeniiber einer zytostatischen Therapie sensibel, bilden aber mit der

Dauer der Therapie Resistenzen aus. Ob eine ldngerfristige Behandlung mit Etoposid in Kom-
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bination mit einem PHD2-knock-down bzw. einem HIF-1x-knock-out zu einer verminderten
Expression von Transportern fiihrt, die fiir den Influx verantwortlich sind, kann unter diesen
Versuchsbedingungen nicht beantwortet werden. Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist involviert
in die Expression zahlreicher Gene, die auf zelluldrer Ebene fiir das Zelliiberleben und die Re-
sistenz verantwortlich sind. Neben der Anderung der Genexpression auf Ebene des Influxes
kann eine gednderte Genexpression auf weiteren Stufen verantwortlich fiir eine gesteigerte
Chemoresistenz sein, wie Efflux, DNA-Reparatur oder Verdnderung des apoptotisches Poten-
tial [Wartenberg et al., 2001} |[Erler et al., 2004; Schnitzer et al., 2006} Sermeus et al., |2008;
Sullivan et al., [2008; |Wirthner et al., [2008]].

Im Rahmen des Medikamenteneffluxes spielen Transporter der ATP-binding cassette-su-
perfamily (ABC) eine entscheidende Rolle. Deren Expression korreliert mit einer geringeren
zelluldren Akkumulation von hydrophoben Chemotherapeutika, die entlang des Konzentrati-
onsgradienten die Zellmembran penetrieren [Huang Y| [2007]]. Transporter der ABC-Familie
sind charakterisiert durch eine zytoplasmatische ATP-Bindungsdoméne. Die Hydrolyse von
ATP und die damit verbundene Energiegewinnung wird eingesetzt, um Substanzen entgegen
ithrem Konzentrationsgefille aus der Zelle iiber die Membran zu transportieren. Daneben exis-
tieren mit der Nukleotidbindungsdoméne und der transmembranidren Domine zwei weitere
Domainen. Transporter der ABC-Familie sind je nach Organisation der Doménen in sieben
Subfamilien (A bis G) gegliedert. Insgesamt existieren 49 unterschiedliche Proteine, von de-
nen bis heute drei in Verbindung mit Chemoresistenz gebracht werden konnten [Stavrovskaya
and Stromskaya, 2008]]. Neben dem MDR-associated protein (MRP-1) und dem breast cancer
resistance protein (BCRP) ist das multi drug resistance protein (MDR-1) fiir den Transport
zahlreicher Medikamente und der damit verbundenen Chemoresistenz verantwortlich. In der
Literatur werden neben der Bezeichnung MDR-1 auch die dlteren Namen P-Glykoprotein so-
wie ABCB 1 verwendet. MRP-1, BCRP sowie MDR-1 sind involviert in den Efflux diverser
Zytostatika, die im Rahmen einer anti-Tumor-Therapie genutzt werden. Neben Gemeinsam-
keiten in der Substratspezifitit existieren auch zahlreiche Unterschiede. Fiir alle drei Transpor-
ter konnte der Transport von Etoposid nachgewiesen werden [Mao and Unadkat, 2005; [Liul
2009]. Die genannten Transporter werden physiologisch auf normalen Zellen exprimiert. Aus
vorangegangenen Studien ist bekannt, dass Tumorzellen oft eine erhohte Expression aufwei-
sen, die mit einem resistenten Phinotyp sowie schlechter Prognose assoziiert ist [Goldstein,
1996} Marie et al., [1996; |Legrand et al., [ 1999].

Innerhalb dieser Gruppe nimmt MDR-1 eine klinisch-relevante Stellung ein, dessen Hem-

mung zu einer Steigerung der Zytotoxizitdt diverser Chemotherapeutika fithrt [Ambudkar
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et al.l [2003; [Fojo and Bates| |2003; [Schinkel and Jonker, [2003]]. Die Expression und Akti-
vitdt von MDR-1 wird durch diverse Faktoren reguliert, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren
(u. a. NFkB und c-Fos) und p53 [Li Z et al., 1997} Yang et al., |1997; Ogretmen and Safa,
1999; Lee G and Piguette-Miller, 2003]]. Daneben konnte eine gesteigerte Expression unter
hypoxischen Bedingungen festgestellt werden. Im Zuge der HIF-1«x-Stabilisierung und HIF-
1-Akkumulation kommt es zur Bindung am HRE des MDR-1-Promotors und gesteigerten
Expression des MDR-1-Proteins [Comerford et al., 2002]].

Neben Etoposid werden weitere Chemotherapeutika MDR-1-vermittelt transportiert, darun-
ter Doxorubicin und Vinblastin. Doxorubicin gehort zur Gruppe der Anthrazykline und wirkt
iber eine DNA-Interkalation. Vinblastin, ein Alkaloid, wirkt als Inhibitor der Zellteilung, in-
dem es durch eine Tubulin-Vinblastin-Interaktion zu einer Hemmung der Mitose kommt. Es
konnte gezeigt werden, dass es infolge eines PHD2-knock-downs zu einer Zunahme der Re-
sistenz gegeniiber Doxorubicin und Vinblastin kommt (siehe Abbildung Seite [54). Wie
bereits erwihnt, sind die unterschiedlichen Transporter der ABC-Familie substratspezifisch.
Doxorubicin wird von MDR-1, MRP-1 sowie BCRP transportiert, wohingegen Vinblastin le-
diglich von MDR-1 und MRP-1 aus der Zelle beférdert wird [Litman et al., 2000; Mao and
Unadkat, 2005} [Liul [2009].

Verapamil fiihrt tiber eine kompetitive Inhibition zu einer Hemmung der Transporter MDR-
1 und MRP-1. Werden 2.1.1-16-Zellen mit Etoposid behandelt, kommt es in Abhéngigkeit von
einem PHD2-knock-down zu einer Verminderung der Zytotoxizitét. Dieser Effekt wird durch
die Behandlung mit dem Inhibitor Verpamil aufgehoben. Die Zytotoxizitidt von Carboplatin
hingegen wird durch die Verapamilhemmung nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass fiir Entwicklung der Chemoresistenz eine Beeinflus-
sung der Transportkapazitit von MDR-1 und MRP-1 verantwortlich ist. Die Transportkapa-
zitdt ist dabei abhingig von mehreren Faktoren. Neben der Aktivitdt der einzelnen Proteine
spielen die Expression und die Rekrutierung von préaformierten Transportern aus Vesikeln
eine Rolle [Kim H et al., [1997; |[Ferrao et al., [2001]]. Auf RNA-Ebene konnte eine erhohte Ex-
pression von MDR-1 in Abhéngigkeit von einem PHD2-knock-down bei der 2.1.1-16-Zelllinie
festgestellt werden. Aufgrund dessen und der Tatsache, dass fiir MDR-1 eine hypoxische In-
duktion gezeigt werden konnte [Comerford et al., 2002], wurde nun MDR-1 niher betrachtet,
wohlwissend, dass auf zelluldrer Ebene die Aktivitit mehrerer Transporter entscheidend ist.

Die Kapazitit eines bestimmten Transporterproteins korreliert nur ungeniigend mit der Ex-
pression, vielmehr ist die Aktivitdt der einzelnen Proteine entscheidend [Bailly et al., |1995;
Sikic et al., [1997]. Der Farbstoff DiOC, ist als spezifisches Substrat von MDR-1 beschrie-
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ben und wird spezifisch entgegen dem Konzentrationsgradienten MDR-1-vermittelt aus der
Zelle befordert. Uber eine Fluoreszenzreaktion kann nach erfolgten Inkubationszeiten die in-
trazelluldre Konzentration des Farbstoffes ermittelt und so indirekt auf die Transportkapazitit
geschlossen werden. Im Zuge eines PHD2-knock-downs kann bei der 2.1.1-16-Zelllinie eine
signifikant erhShte Exportrate von DiOC, festgestellt werden (siche Abbildung[3.16] Seite[S6)).
Nach Zugabe von Vinblastin, das neben MRP-1 vor allem die Aktivitit von MDR-1 hemmt,
kommt es nur nach einem PHD2-knock-down zu einer signifikanten Abnahme der Exportka-
pazitit. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass fiir die Steigerung der Chemoresistenz
gegeniiber Etoposid vor allem eine PHD2-vermittelte Zunahme der Transporterkapazitit von
MDR-1 verantwortlich ist.

Auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass es nach DMOG-Behandlung zu einer ver-
mehrten MDR-1-Expression in HeLa- und MEF-Hif-10*-Zellen kommt (sieche Abbildung
Seite . Fiir MEF-Hif-10"-Zellen konnte keine vermehrte Expression festgestellt
werden. Die Expression von MDR-1 nimmt im Zeitverlauf nach Behandlung mit DMOG in
MEF-Hif-1x*"*-Zellen zu. Fiir HeLa- und MEF-Hif-1x*"*-Zellen konnte nach Behandlung
mit DMOG ein erhohter DiOC,-Efflux nachgewiesen werden (siehe Abbildung [3.18] Seite
. Diese Zunahme blieb bei MEF-Hif-1«”"-Zellen nach DMOG-Behandlung aus. Diese Er-
gebnisse lassen vermuten, dass es durch die Behandlung mit DMOG HIF-1«x-abhingig zu
einer vermehrten Expression von MDR-1 kommt und infolge dessen die Transporterkapazitit
zunimmt. Denkbar wire eine Zunahme der Kapazitit als Folge einer erhohten Expression so-
wie Steigerung der Aktivitidt. Ob die Inhibition der PHDs zusétzlich die Aktivitét des einzelnen
Transporters beeinflusst, kann unter diesen Versuchsbedingungen nicht gezeigt werden.

Fiir MDR-1 konnte bereits ein Einfluss von Hypoxie [Comerford et al., 2002]], Glukose-
mangel [Ledoux et al., 2003]] sowie reaktiver Sauerstoffradikale [Wartenberg et al., 2005]] ge-
zeigt werden. Aktuelle Daten zeigen einen Einfluss des extrazelluldren pH-Wertes auf [Thews
et al., 2000]. Nach einer Ansiduerung des Zellkulturmediums konnte eine gesteigerte Aktivitéit
von MDR-1 und infolge dessen eine Zunahme der Chemoresistenz gegeniiber dem MDR-1-
Substrat Daunorubicin beobachtet werden. Die Expression von MDR-1 blieb nach Ansiue-
rung jedoch konstant. Kommt es innerhalb eines soliden Tumors zu Sauerstoffmangelbedin-
gungen, wird HIF-abhéngig der Abbau von Glukose iiber anaerobe Glukolyse gefordert. Es
kommt durch die vermehrte Entstehung von Laktat zu einem Abfall des pHs und Steigerung
der Transportkapazitdt von MDR-1. Die Steigerung der Aktivitit von MDR-1 als Folge des
Abfalls des pH-Wertes ist fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Daten unwahrscheinlich. Durch

die Verwendung von gepuffertem Zellkulturmedium und durch den regelmifBigen Wechsel
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konnen groB3e pH-Schwankungen ausgeschlossen werden. Zudem konnten bei pH-Messungen
keine Unterschiede zwischen den Versuchsbedingungen festgestellt werden. Die DMOG- bzw.
PHD2-induzierte Zunahme der Transportkapazitit ist somit sicher auf die erhohte Expression
zuriickzufiihren.

Den Daten nach zu urteilen, fiihrt eine starke Aktivierung des HIF-Systems durch eine Inhi-
bition der PHD-Aktivitit zu einer gesteigerten Chemoresistenz gegeniiber bestimmten Zyto-
statika liber eine Zunahme der Transportkapazitit von MDR-1. Carboplatin ist, im Gegen-
satz zu Etoposid, Vinblastin und Doxorubicin, kein Substrat von MDR-1 [Rabik and Do-
lan, 2007]. Dementsprechend beeinflusst eine Inhibition der PHD-Aktivitit nicht die Zyto-
toxizitdt von Carboplatin. Der zytotoxische Effekt einer Behandlung mit Carboplatin wurde
nicht von PHD2, HIF-1« oder einer Behandlung der Zellen mit DMOG beeinflusst. Zudem
konnte kein Effekt einer Verapamil-vermittelten Inhibition von MDR-1 und MRP-1 auf die
Carboplatin-induzierte Zytotoxizitit festgestellt werden. In der Zusammenschau der Datenla-
ge ist die Spezifitit der ausgebildeten Chemoresistenz vor allem durch den unterschiedlichen
MDR-1-Transport von Etoposid und Carboplatin hervorgerufen.

Neuere Studien zeigen, dass die HIF-1-abhéingige Chemoresistenz durch DNA-Doppelstrang-
Reparatur hervorgerufen wird [Wirthner et al., 2008]. Infolge der Behandlung mit Etoposid
konnte es in MEF-Hif-1oc*/*-Zellen im Vergleich zu MEF-Hif-1 " -Zellen eine geringere An-
zahl an DNA-Doppelstrang-Briichen festgestellt werden. Ursédchlich fiir diesen Effekt scheint
die Involvierung dreier Mitglieder der DNA-abhingigen Proteinkinasen (DNA-PK) Komple-
xes zu sein (DNA-PKc, Ku70 sowie Ku80). Mitglieder der DNA-PK sind involviert in die
Nicht-homologe-End-zu-End-Verkniipfung der DNA nach Doppelstrang-Briichen. Durch die
HIF-1«-Defizienz kommt es zur DNA-PK-Dysregulation und zum vermehrten Auftreten von
DNA-Doppelstrang-Briichen. Dieser Mechanismus der Resistenzausbildung miisste Einfluss
auf die Zytotoxizitdt von Carboplatin haben und steht damit im Widerspruch zu den in die-
ser Arbeit gemachten Aussagen. Allerdings konnte in der zitierten Studie keine Induktion
der Mitglieder des DNA-PK Komplexes unter hypoxischen Bedingungen oder nach DMOG-
Behandlung beobachtet werden. Dies steht im Kontrast zur Hypoxie- und DMOG-induzierten
Chemoresistenz in Abhingigkeit der Expression von MDR-1.

In der Arbeit konnten Ergebnisse prisentiert werden, die eine DMOG-induzierte, HIF-1 -
abhingige MDR-1-Expression vermuten lassen. Natiirlich konnen weitere Mechanismen, wie
pH-Pufferung und Anderung des apoptotischen Potentials, an der PHD-abhéingigen Chemore-
sistenz beteiligt sein. Obwohl diverse Arbeitsgruppen bereits eine HIF-1x-abhédngige Chemo-
resistenz zeigen konnten und der Einfluss der PHD-Aktivitét auf dessen Stabilisierung bekannt
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4. Diskussion

ist, war der direkte Einfluss der PHDs auf die Entwicklung einer Chemoresistenz bisher unklar.
Inhibition der PHDs fiihrt, wie hier gezeigt, zu einer vermehrten Stabilisierung von HIF-1a
mit allen negativen Konsequenzen in Hinblick auf Chemoresistenz. Die verminderte Expres-
sion von PHD?2 in Endothelzellen des Tumorgewebes hingegen fiihrt tiber die Normalisierung
der GefiBarchitektur, neben der Hemmung der Invasion, Intravasation und Metastasenbildung,
eventuell zu einer besseren Zugénglichkeit der Chemotherapeutika [Mazzone et al., 2009]. So
existiert derzeit eine widerspriichliche Datenlage fiir den Einsatz von Inhibitoren der PHDs als
Krebstherapie. Die Ergebnisse miissen, gerade bei der Behandlung von Anédmie bei Krebspa-
tienten, beachtet werden. Um weiter Einblick zu erhalten und moglicherweise in Zukunft eine
optimale Therapie zu gestalten, sind weitere Studien erforderlich. Fiihrt die Behandlung mit
PHD-Inhibitoren iiber die bessere Zuginglichkeit fiir Chemotherapeutika zu einem Tumorre-
gress, oder aber wird auf zellulirem Level die Chemoresistenz induziert? Gerade Ergebnisse
aus in-vivo-Studien sind fiir die weitere Diskussion wertvoll und notwendig.
Zusammenfassend zeigen die hier priasentierten Daten, dass die Inhibition der PHDs HIF-
abhingig zu einem MDR-1-vermittelten Phinotyp in Tumorzellen fiihrt. Diese Erkenntnisse

miissen bei der klinischen Anwendung von PHD-Inhibitoren beachtet werden.
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S5 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) ist fiir die sauerstoffabhéngi-
ge Genexpression von entscheidender Bedeutung. Es sind mehr als 100 Zielgene bekannt, die
HIF-1-abhingig exprimiert werden und fiir eine Adaption an die Sauerstoffverhiltnisse sor-
gen. Uber eine Inhibition der Prolyl-4-Hydroxylase-Domiine-Enzyme (PHD), die die Aktivitit
der o-Untereinheit regulieren, kann Einfluss auf den HIF-Signaltransduktionsweg genommen
werden. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Inhibition der PHDs auf die Chemoresistenz
untersucht.

Werden die PHDs unspezifisch mit dem 3-Oxoglutaratanalogon Dimethyloxalylglycin (DM-
OG) inhibiert, kommt es in HeLLa-Zellen zu einer gesteigerten Chemoresistenz gegeniiber Eto-
posid, nicht aber Carboplatin. In Tetrazyklin-induzierbaren PHD2-knock-down-HeLa-Zellen
konnte ebenfalls eine Zunahme der Etoposid-spezifischen Chemoresistenz festgestellt wer-
den. Dass die Etoposid-spezifische gesteigerte Chemoresistenz HIF-1-abhéngig ist, konnte an
Maus-embryonalen Fibroblasten (MEF-Hif-10c*- und MEF-Hif-1x""-Zellen) gezeigt wer-
den. Die verminderte zelluldre Zytotoxizitit gegeniiber Etoposid korreliert invers mit einer
DMOGe-induzierbaren, HIF-1x-abhéngigen vermehrten MDR-1-Expression und gesteigerten
Transportkapazitit, die tiber RT-PCR, Immunoblots und Aktivititsmessungen bestimmt wur-
den.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass PHD-Inhibitoren HIF-1x-abhingig zu einer MDR-

I-vermittelten gesteigerten Chemoresistenz fiihren.
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