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1 EINLEITUNG

Krebs ist neben der Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems die zweithaufigste
Todesursache in Deutschland. Im Jahr 2006 waren 25,7% (211523 Menschen) aller
Todesfélle Folgen einer Krebserkrankung, wobei bosartige Erkrankungen des Darms, der
Lunge und bei Frauen der Brustdrisen am weitesten verbreitet waren'. Solide Tumoren
stellen etwa 90 % aller bekannten Krebsarten des Menschen dar [1]. Sie entstehen aus einer
einzelnen transformierten Zelle und fiohren im weiteren Verlauf zu einer erhdhten
Sterblichkeit des Erkrankten durch den direkten Befall oder die Bildung von Metastasen in
lebenswichtigen Organen wie Leber, Lunge oder Gehirn. Das Verstandnis der molekularen
Grundlagen von Tumorentstehung (Initiation) und dem Fortschreiten der Erkrankung
(Promotion und Progression) ist noch immer nicht vollstdndig. Hinzu kommt, dass viele
Tumorarten sich gegen die heute verfligbaren Therapieansatze resistent zeigen. Nicht
zuletzt aufgrund der Vielfalt der auftretenden Erkrankungen und der sehr spezifischen
Ursachen der Entstehung einer jeweiligen Krebsart stellt die genaue Charakterisierung der
molekularen Vorgénge in Tumorzellen - von der malignen Transformation bis hin zur
Apoptoseresistenz (Apoptose - programmierter Zelltod) etablierter Tumoren und Metastasen
- die Grundlage fir die Entwicklung neuer Therapien dar.

Tumoren entstehen durch genetische Veranderungen einer Zelle, ausgelést durch
Karzinogene wie ionisierende Strahlung, chemische Substanzen oder auch Viren. Die
aufgetretenen Veranderungen konnen in der Folge ein beschleunigtes Wachstum der Zelle
oder eine Unterdriickung der Apoptose bewirken. Durch diese Stérungen des sensiblen
Gleichgewichts von Zellteilung und Zelltod (Zellhomdostase) kann es zu einer Ansammlung
von ,entarteten Zellen®, d.h. zur Ausbildung eines Tumors kommen. Dieser bleibt zun&chst
durch die Basallamina umschlossen, wachst jedoch unkontrolliert weiter. Aufgrund des
abnorm schnellen Wachstums vergréRRert sich der Abstand des Tumorkerns zum né&chsten
Blutgefal? stetig. Er betragt bei den meisten soliden Tumoren mehr als 100 pm [2]. Es
herrscht im Inneren des Tumors ein Mangel an Nahrstoffen und Sauerstoff, welcher zur
Bildung eines ,hypoxischen Kerns’' (hypoxic core) fuhrt. Diese Region spielt fur die weitere
Entwicklung des Tumors sowie in Bezug auf dessen Therapierbarkeit eine wichtige Rolle. Es
wird daher detaillierter auf die Bedeutung der Hypoxie fur die Entwicklung des Tumors

eingegangen.

' Quelle: Webseite des Statistischen Bundesamtes www.destatis.de



Einleitung 14

1.1 Die Rolle der Hypoxie/HIF-1 in der Tumorbiologi e

In Gewebsschnitten von Tumoren zeigte sich, dass im Inneren des Tumors eine Region
abgestorbenen, nekrotischen Gewebes entstanden war. Ursachlich hierfir war, dass die
Zellen von der Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff abgeschnitten waren. In der
Randzone dieses Bereichs geniigt der verfiigbare Sauerstoff fiir das Uberleben der Zellen.
Farbungen solcher Schnittpraparate zeigten, dass in diesen Bereichen eine starke
Expression von HIF-1 vorlag. Das Auftreten dieses ,hypoxischen Kern’ ist ein
charakteristisches Merkmal solider Tumoren. Hypoxie kann einerseits das Fortschreiten des
Tumors hemmen, indem Mechanismen induziert werden, die das Wachstum und die
Differenzierung der Zellen hemmen, oder Zelltod in Form von Apoptose und Nekrose
auslosen [3-6]. Allerdings ist fir die Entwicklung neuer Therapien die Tatsache von
grolBerem Interesse, dass Hypoxie die Anpassung an den verringerten Sauerstoff- und
Nahrstoffgehalt ermdglicht. Diese Veranderungen, teilweise durch HIF-1 vermittelt, umfassen
die Angiogenese, Glykolyse, Hemmung der Apoptose sowie die verstarkte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren, was autarkes Wachstum der Tumorzellen ermdglicht [7, 8].

Das Fortschreiten und weitere Wachstum eines Tumors (Progression) bedingt die
ausreichende Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Die Bildung neuer BlutgefalRe
(Angiogenese) ist daher eine essenzielle Voraussetzung fir die Tumorprogression.
Angiogenese bezeichnet die Bildung neuer Blutgeféalle. Ausgeltst wird die dies durch
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, die endotheliale Vorlauferzellen zur Bildung neuer
GefaRe anregen. Es handelt sich um eine lokal begrenzte Reaktion auf eine
Unterversorgung von Geweben. Signale, die eine solche GefalRum- und -neubildung und
auch die Regulation des Gefaldtonus vermitteln, sind unter anderem der a;g-adrenerger
Rezeptor, ADM, Endothelin-1, NOS2, HO-1, PAI-1, VEGF oder FLT-1 [8, 9]. Zusétzlich
erfolgen jedoch auch systemische Anpassungen, z B. durch Stimulation der Erythropoese
und des Eisenstoffwechsels (Ceruloplasmin, EPO, Transferrin, Transferrin-Rezeptor)
vermittelt [8, 9]. Die verstarkte Bildung und Freisetzung dieser Faktoren in Tumoren wird
einerseits durch Hypoxie induziert, andererseits aber auch sauerstoffunabhangig durch
Mutationen von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53, pVHL) oder Onkogenen (ERFR, Her2"™",
v-Src, IGF-R) vermittelt. Diese nehmen unabhéngig von der Sauerstoffverfigbarkeit Uber
eine Expressionssteigerung von HIF-1 Einfluss auf die Synthese der genannten Faktoren [7].
In einem weiter fortgeschrittenen Stadium der Tumorentwicklung kommt es bei vielen
Tumorarten zur Streuung der Tumorzellen in entfernte Gewebe (Metastasierung). Die
Bildung von Metastasen findet meist in fur die jeweilige Tumorart charakteristischen
Geweben statt. Zu Beginn der Metastasierung lésen sich einzelne Zellen vom Tumor ab,

durchbrechen die Basallamina, wandern in das umliegende Gewebe ein und gelangen
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schlie3lich Uber den Blutkreislauf oder das Lymphsystem zum Ort der Metastasenbildung.
Die Vorgange, die zur Bildung von Metastasen fuhren, werden Migration und Invasion
genannt und es wurde gezeigt, dass die hierfur notwendigen Gene durch Hypoxie induziert
werden kénnen [10, 11]. So werden durch HIF-1 unter anderem Enzyme verstarkt exprimiert,
die zur Lyse der Basallamina fihren und Ver&nderungen der extrazellularen Matrix
herbeifiihren (z.B. MMP2, uPAR, Cathepsin D, AMF, c-Met) [8]. Des Weiteren kommt es
durch Hypoxie zu einer verminderten Expression von Adhasionsmolekilen auf der
Oberflache von Tumorzellen, was eine Ablésung der Zellen vom Tumor fordert [12, 13].

Wie bereits dargestellt, ist die intratumorale Hypoxie sowie die Deregulation von HIF-1 durch
Mutationen in Onko- und Tumorsuppressorgenen nicht nur an der Initiation und Progression
von Tumoren beteiligt, sondern auch ein wichtiges Kriterium fur die Therapierbarkeit. So
besteht ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Grad an Hypoxie und dem
Therapieerfolg durch Bestrahlung, Immuntherapie, photodynamischer Therapie und auch mit
Chemotherapeutika [14, 15]. Die Ursachen liegen einerseits in der limitierten Verfligbarkeit
molekularen Sauerstoffs (Strahlentherapie) bzw. in den veranderten chemischen
Bedingungen (Azidose), andererseits in der Expression von Faktoren, die die Wirkung der
Therapie negativ beeinflussen [15, 16]. Als bedeutendster Transkriptionsfaktor der
Zellantwort auf Sauerstoffmangel ist HIF-1 auch in der Tumorbiologie von grof3er Bedeutung.
In verschiedenen Tumorarten konnte dariiber hinaus eine Uberexpression von HIF-1 im
Vergleich zu untransformiertem Gewebe festgestellt und eine Korrelation mit dem
Therapiererfolg hergestellt werden [8, 17, 18]. Im Folgenden wird daher naher auf die

Struktur und Regulation von HIF-1 eingegangen.

1.2 Der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-1)

Fiur das Uberleben von Zellen unter Hypoxie sind Veranderungen auf subzellularer Ebene,
aber auch im umgebenden Gewebe notwendig. Die Adaption des zellularen Stoffwechsels
an Sauerstoffmangel betrifft vor allem die Umstellung der Energiegewinnung von der
oxidativen Phosphorylierung hin zur Glykolyse und zur verbesserten Glukoseaufnahme, dem
Substrat der Glykolyse. Weiterhin kommt es zu zellibergreifenden Veranderungen. Dies sind
unter anderem die vermehrte Bildung roter Blutkérperchen (Erythropoese),
GefalRerweiterung (Vasodilatation) und GefalRneubildung (Angiogenese) — Faktoren die
langfristig eine verbesserte Versorgung des Gewebes ermdglichen sollen. Das Protein,
welches unter Hypoxie diese zellularen Veranderungen malRgeblich reguliert, ist der
Hypoxie-induzierte Faktor (HIF). Es handelt sich um einen hertodimeren Transkriptionsfaktor,
von dem im Menschen drei Isoformen HIF-1; HIF-2 und HIF-3 bekannt sind. Diese

unterscheiden sich einerseits strukturell durch die beteiligte a-Untereinheit (HIF-1a, HIF-2a
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und HIF-3a), andererseits durch Unterschiede in ihrer Funktion und Gewebsdistribution [19-
21].

1.2.1 Domanenstruktur von HIF-1

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor bestehend aus der konstitutiv exprimierten
und stabilen B-Untereinheit (ARNT - aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) und
einer ebenfalls konstitutiv exprimierten, aber sauerstoffabhangig regulierten a-Untereinheit.
Er gehort zu der Familie der bHLH-PAS (basic helix-loop-helix PER-ARNT-SIM)
Transkriptionsfaktoren. Die Doméanenstruktur beider Untereinheiten zeigt, dass sowohl die a-
als auch die B-Untereinheit einen N-terminal gelegenen Bereich besitzen, welcher fir die
Dimerisierung und DNA-Bindung notwendig ist. Diesen Bereich nennt man die bHLH-PAS
Doméane. Die bHLH-Doméne ist fur die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA
verantwortlich. Die daran anschlieBende PAS-Domaéane vermittelt die Dimerisierung der o-
und B-Untereinheit [22, 23] (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Proteinstruktur von humanem HIF-1a und HIF-13

TAD HIF-1B

HIF-1a und HIF-13 besitzen am N-Terminus eine bHLH-Doméne die in Verbindung mit der PAS-Doméane die
Dimerisierung und DNA-Bindung von HIF-1 vermittelt. Eine Transaktivierungsdoméne in HIF-13 und zwei TADs
(N-TAD und C-TAD) in HIF-1a dienen der Rekrutierung von Kofaktoren. Des Weiteren besitzt die a-Untereinheit
einen Bereich der die Regulation des Proteins durch Sauerstoff vermittelt (oxygen dependent degradation domain
- ODD), sowie zwei Kernlokalisationssequenzen (N-NLS und C-NLS). Die a-Untereinheit unterliegt verschiedenen
posttranslationalen Modifikationen. P402 und P564 werden sauerstoffabhéngig durch Prolinhydroxylasen (PHD)
hydroxyliert und dienen als Bindungsstellen fiir das von Hippel-Lindau Protein (pVHL). Die Acetylierung von K532
durch ARD1 erleichtert diese Interaktion. Eine weitere Hydroxylierung an N803 durch die FIH-1 (factor inhibiting
HIF-1) diente der Regulation der Aktivitat. Phosphorylierungsstellen an T796, SUMOylierungsstellen an K391,
K477 und K532 sowie die Nitrosylierungen an C800 und C533 wurden ebenfalls beschrieben.



Einleitung 17

In der a-Untereinheit sind weitere Strukturen identifiziert worden, welche der Regulation der
Proteinstabilitat und der transkriptionellen Aktivitat dienen. Die Aminosduresequenz von HIF-
la besitzt zwei Bereiche, welche die nukleére Lokalisation des Proteins determinieren (NLS -
nuclear localization sequence). Die erste NLS befindet sich im N-Terminus des Proteins,
inmitten der bHLH-Domane zwischen den Aminoséuren 17-33 (N-NLS), der zweite ist C-
terminal zwischen den Aminosauren 718-721 (C-NLS) gelegen. Nach Akkumulation der a-
Untereinheit wird so die Translokation des Proteins vom Zytosol in den Zellkern festgelegt.
Eine weitere Struktur zwischen den Aminoséuren 429-608, welche ausschlielilich in der a-
Untereinheit zu finden ist, ist die so genannte ODD (oxygen dependent degradation domain).
Dieser Bereich ist fur die sauerstoffabhangige Regulation der Proteinstabilitdt verantwortlich
[22, 24]. Innerhalb dieser Doméane befinden sich zwei Prolinreste (P402 und P564), die die
Regulation der Proteinstabilitdt nach der herrschenden Sauerstoffkonzentration erméglichen.
Unter Normoxie werden die Prolinreste durch spezifische Hydroxylasen, den
Prolinhydroxylasen (PHDs), hydroxyliert, wodurch die Bindung des von Hippel-Lindau
Proteins (pVHL) ermdéglicht, und HIF-1a ubiquitiniert wird. Die Stabilitdét von HIF-1a wird
durch einen weiteren Aminosaurerest (K532) innerhalb der ODD beeinflusst. Dieser
Lysinrest wird durch die Acetyltransferase ARD1 (arrest-defective-1) acetyliert, und so die
Bindung von pVHL an HIF-1a erleichtert [25] (siehe Abschnitt 1.2.2).

Die Struktur von HIF-1 umfasst drei weitere Strukturen, die fir die Transaktivierung nétig
sind. Die a-Untereinheit verfugt Uber zwei so genannte Transaktivierungsdoménen (N-TAD;
aab31-575 und C-TAD; aa786-826) [26]. Innerhalb der C-TAD befindet sich ein
Aminoséaurerest (N803) welcher ebenfalls sauerstoffabhéngig durch FIH-1 (factor inhibiting
HIF-1) hydroxyliert wird und fir die Regulation der Aktivitat wichtig ist (siehe 1.2.3). Die B-
Untereinheit hingegen weist lediglich eine TAD am C-terminalen Ende auf. Diese Strukturen
sind an der Rekrutierung von Kofaktoren beteiligt, welche fur die transkriptionelle Aktivitat
notwendig sind (siehe Abschnitt 1.2.3) [27].

1.2.2 Regulation des Proteingehaltes von HIF-1 a

Wie bereits erwéahnt stellt die a-Untereinheit den limitierenden Faktor fur die Bildung von HIF-
1 dar. Die Regulation des Proteingehaltes von HIF-1a erfolgt hauptséachlich durch die
Veranderung der Proteinstabilitat. Der Abbau von HIF-1a unter Normoxie erfolgt durch ein
Zusammenspiel mehrerer Proteine. Zun&dchst kommt es — Kkatalysiert durch eine
Prolinhydroxylase (PHD) - zur Hydroxylierung von HIF-1la an den zuvor genannten
Prolinresten P402 und P564 [28-31]. Die PHDs gehdren zu der Familie der 2-oxoglutarat (2-
OG)-abhéngigen Dioxygenasen und benétigen neben 2-OG noch Eisen (Fe®*), O, und
Ascorbat als Kofaktoren [32]. Im Menschen sind drei Isoformen der Prolinhydroxylasen
beschrieben (PHD1, PHD2 und PHD3) [30, 31, 33] wobei gezeigt werden konnte, dass der
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Abbau von HIF-1a durch die PHD2 vermittelt wird [34]. Unter Hypoxie kommt es zu einer
verstarkten mRNA- und Proteinexpression der PHD2, wodurch HIF-1a selbst Einfluss auf
seine Stabilitdét nimmt. So kann nach Reoxygenierung der Zellen ein beschleunigter Abbau
der a-Untereinheit erfolgen [30, 35].

Die Hydroxylierung der Prolinreste innerhalb der ODD von HIF-1a dient als Bindungsstelle
fur pVHL [36, 37]. pVHL wird im Menschen ubiquitar exprimiert und kommt, wie die PHD,
sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus vor. Ein Abbau von HIF-1a ist somit auch im
aktivierten Zustand moglich. Die Bindung von pVHL an das hydroxylierte HIF-1a Protein ist
der Initialschritt der Degradation von HIF-1la. Um pVHL bildet sich nun ein
Multiproteinkomplex, der neben pVHL noch Elongin C, Elongin B, Cullin-2 und Rbx1 umfasst,
und zusammen den VCB-Cul2 E3 Ligase Komplex formt [38]. Die Bildung dieses Komplexes
fuhrt zur Polyubiquitinierung von HIF-1a und fihrt es so dem Abbau durch das 26S-
Proteasom zu [39]. Neben dem eben genannten Abbau von HIF-1a durch die Bindung von
pVHL konnte ein alternativer Abbaumechanismus beschrieben werden. Unabhéangig vom
Hydroxylierungsstatus von HIF-1a wurde gezeigt, dass p53 an der Destabilisierung von HIF-
la beteiligt ist [40]. Die Ubiquitinierung von HIF-1a wird durch die Bildung eines Komplexes
aus HIF-1a, p53 und MDM2 (murine double minute 2), einer weiteren E3 Ubiquitin Ligase,
vermittelt und HIF-1a somit dem proteasomalen Abbau zugefuhrt [41].

Fur die Untersuchung spezifischer HIF-1-vermittelter Effekte, unabhangig von einer
madglichen Beeinflussung durch andere Hypoxie-induzierte Faktoren, macht man sich die
Tatsache zu Nutze, dass Prolinhydroxylasen, welche maRgeblich an der Degradation
beteiligt sind, auf Fe*" als Kofaktor angewiesen sind. Der Einsatz so genannter Hypoxie-
Mimetika, wie Metallionen (Co**, Ni**, Mn*") oder Eisenchelatoren wie Desferroxamin (DFX),
ermdglicht es, durch die verringerte Verfugbarkeit von Fe” eine Stabilisierung und
Aktivierung von HIF-1 unter Normoxie zu induzieren [42, 43].

Eine weitere posttranslationelle Modifikation, die die Stabilitdt von HIF-1a negativ beeinflusst,
wird durch ARD1 katalysiert. ARD1 ist eine Acetyltransferase, welche eine Acetylierung an
einem spezifischen Lysinrest innerhalb der ODD von HIF-1a (K532) vermittelt [25]. Diese
Acetylierung von HIF-1a erleichtert die Bindung von pVHL an HIF-1a und férdert somit
dessen Abbau. Unter Hypoxie kommt es zu einer Verringerung des mRNA- und
Proteingehaltes von ARD1 und folglich zu einer verminderten Acetylierungsrate von HIF-1a
[25]. In Verbindung mit der gehemmten PHD-Aktivitdt kann somit eine maximale Stabilitat
von HIF-1a unter Sauerstoffmangel erreicht werden.

Innerhalb der ODD von HIF-1a befindet sich eine weitere Aminosaure deren Modifikation die
Stabilitat von HIF-1a beeinflussen kann. Im Mausmodell wurde die Nitrosylierung von
Cystein533 (C533, humanes Homolog C520) innerhalb der ODD nach der Interaktion von

Tumorzellen mit Tumor-assoziierten Makrophagen berichtet. Hierdurch wird der Abbau der
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a-Untereinheit blockiert und die Aktivierung von HIF-1 ermdglicht [44]. Obwohl die
Nitrosylierung bisher nur im Mausmodell festgestellt wurde, kdnnte dieser Mechanismus
auch in humanen Zellen stattfinden, da diese Aminosaure in den HIF-1a-Seqgeunzen vieler
Vertebraten konserviert vorkommt.

Neben der klassischen’ Regulation von HIF-1 Uber die Proteinstabilitat sind alternative
Mechanismen beschrieben, die Einfluss auf den Proteingehalt von HIF-1 nehmen. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass es durch Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF, IGF, IL-1j3,
TGF-a) oder Onkogene (Src, PTEN) sauerstoffunabhangig zu einer Akkumulation von HIF-
la kommt [45-47]. In diesem Zusammenhang werden die Aktivierung des PI3K- und des
MAPK-Signalwegs genannt, durch die es zu einer verstarkten Translation der HIF-1a-mRNA
kommt und so die Akkumulation des Proteins unter Normoxie ermdoglicht wird [48-50].
Weiterhin wurde die Regulation von HIF-1a auf Ebene der Transkription beschrieben [51,
52]. Unter Hypoxie wurde eine Induktion der HIF-1a-mRNA ,in vitro’ und ,in vivo’ festgestellt
[51, 53]. Im Gegensatz dazu konnten Uchida et al. zeigen, dass durch eine verringerte
MRNA-Stabilitat, sowie durch die Expression eines endogenen antisense-HIF-1a
Konstuktes, der mMRNA-Gehalt von HIF-1a stark reduziert wird [52].

1.2.3 Transaktivierung von HIF-1

Die Stabilisierung der a-Untereinheit und die resultierende Bildung des Heterodimers aus
HIF-1a und HIF-1B ist Voraussetzung fir die transkriptionelle Aktivitat von HIF-1. Nach
Bildung von HIF-1 bindet dieses an eine entsprechende Konsensussequenz in der
Promoterregion von Zielgenen. Alle Bindungsstellen von HIF-1 beinhalten die Kernsegeunz
5-RCGTG-3'. Fiur die Transkription von Zielgenen bendtigt HIF-1 jedoch zuséatzlich die
Bindung von Kofaktoren wie p300/CBP, SRC-1 oder TIF-2 [54-58]. Diese Rekrutierung wird
durch ein weiteres Protein reguliert dessen Aktivitdit abhéngig von der
Sauerstoffverfigbarkeit ist. Die Asparaginhydroxylase FIH-1 (factor inhibiting HIF-1)
katalysiert die Hydroxylierung eines Asparaginrestes innerhalb der C-TAD von HIF-1a
(N803) [27, 59, 60]. FIH-1 gehort, wie die PHDs auch, zu der Familie der 2-oxogluterat
abhangigen Dioxygenasen und benétigt neben molekularem Sauerstoff ebenfalls Fe** und
Ascorbat als Kofaktoren. Die Verwendung von Hypoxie-Mimetika induziert deshalb nicht
allein die Stabilisierung, sondern auch die Aktivierung von HIF-1 [61].

Die Phosphorylierung von HIF-1a nimmt ebenfalls Einfluss auf die Aktivitat von HIF-1, wobei
der Proteingehalt oder die DNA-Bindung nicht verandert werden [62-65]. Eine direkte
Phosphorylierung von HIF-1a wurde fur ERK1/2 und p38 gezeigt, jedoch konnten die
genauen Phosphorylierungsstellen dieser Proteinkinasen bisher nicht identifiziert werden [62,
64, 66]. Es ist wahrscheinlich, dass HIF-1a neben ERK1/2 und p38 noch durch weitere

Proteinkinasen phosphoryliert wird. Neuere Untersuchungen von Gradin et al. beschreiben
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die Phosphorylirung von HIF-1a an Threonin796 (T796) unabhangig von ERK und CKIl [67].
Einen moglichen Mechanismus dafiir, wie die Phosphorylierung die Aktivitdt reguliert,
lieferten Suzuki et al. [68]. Sie konnten zeigen, dass HIF-13 bevorzugt die phosphorylierte
Form von HIF-1a bindet und so die Bildung des Heterodimers erleichtert wird.

Weitere, bisher nur wenig charakterisierte, Proteinmodifikationen der a-Untereinheit sind die
Nitrosylierung und die SUMOylierung. Es ist bekannt, dass HIF-1la drei konservierte
potentielle SUMOylierungsstellen (K391, K477, K532) aufweist. Erste Ergebnisse deuten
jedoch auf eine SUMOylierung sowohl von HIF-1a als auch von HIF-1p hin, wodurch eine
Hemmung der transkriptionellen Aktivitat von HIF-1 eintritt [69, 70]. Die Nitrosylierung eines
Cysteinrestes innerhalb der C-TAD (C800) wird ebenfalls mit der Regulation der
Transaktivierung in Verbindung gebracht. Eine Nitrosylierung dieses Restes induziert eine
gesteigerte Bindung des Kofaktors p300 und steigert so die transkriptionelle Aktivitat von
HIF-1 [71].

1.3 Sphingosine-1-Phosphat — Metabolismus und Funkt  ion

Sphingolipide gehdren zu den Membranlipiden und vermitteln wichtige Funktionen fir die
Fluiditat und die Struktur von Zellmembranen [72]. Mitte der 90-er Jahre wurden
Sphingolipide und deren Metabolite erstmals als Signalmolekile in unterschiedlichen
zellularen Prozessen beschrieben. Heute weil3 man, dass sie eine wichtige Funktion in der
Regulation der Apoptose, der Zellhomdostase, Migration und Seneszenz der Zellen spielen,
aber auch bei inflammatorischen Prozessen von Bedeutung sind [73, 74]. Eine wichtige Rolle
wird ihnen in der Tumorbiologie zugesprochen, wo eine zunehmende therapeutische
Bedeutung der Sphingolipide in den vergangenen Jahren beschrieben wurde [74-79]. Das
Verhaltnis von pro-apoptotischem Ceramid zu anti-apoptotischem Sphingosin-1-Phposphat
(S1P), das so genannte ,Sphingolipid Rheostat’, wird als wichtiges Regulationselement fir
die zellulare Vitalitdt beschrieben [80]. Das Grundgertst aller Sphingolipide ist Ceramid,
welches entweder durch Neusynthese oder durch die Spaltung von Sphingomyelin gebildet
wird [74] (siehe Abb.2).
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Abb.2: Das Gleichgewicht zwischen Ceramid und S1P (,Sphingolipid Rheostat’)

Die Synthese von Ceramid kann entweder (iber de novo Synthese ausgehend von Serin und Palmotyl-CoA, oder
der Spaltung von Sphingomyelin erfolgen. Bei der Neusynthese wird die Initialreaktion durch die Serin-Palmotyl-
CoA-Transferase (SPT) katalysiert. Die Spaltung von Sphingomyelin erfolgt durch die Sphingomyelinasen
(SMasen). Ceramid ist ein wichtiger pro-apoptotischer Faktor, der tiber die Phopshoprylierung durch die Ceramid-
Kinase (CK) in Ceramid-1-Phosphat (C1P) umgewandelt werden kann. Diese Reaktion kann durch die C1P-
Phosphatase (C1PP) riickgangig gemacht werden. Die Umwandlung von Ceramid durch die Ceramidase
(CDase) zu Sphingosin und durch die Sphingosin-Kinasen 1/2 (SphK1/2) weiter zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
verschiebt das ,Sphingolid Rheostat’ hin zu einem anti-apoptotischen Mediator (S1P). Umgekehrt kann durch die
Dephosphorylierung von S1P durch die S1P-Phosphatasen 1/2 (SPP 1/2) und weiter durch die Ceramid-
Synthase (CS) Ceramid gebildet werden. Die irreversible Spaltung von S1P in Hexadecenal und
Phosphoethanolamin wird durch die S1P-Lyase (SPL) katalysiert.

Ceramid selbst ist ein wichtiges Signalmolekiil, kann aber auch in weitere Botenmolekile wie
Ceramid-1-Phosphat, Galaktosylceramid, Sphingosylphosphocholin, Sphingosin-1-Phosphat,
Psychosin, und Sphingosin umgewandelt werden [74]. Unter den Sphingolipiden ist
insbesondere Sphingosin-1-Phosphat (S1P) von grof3em Interesse und wird daher im

Folgenden naher beschrieben.
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1.3.1 Die Synthese von Sphingosin-1-Phosphat durch Sphingosin-Kinasen

Die beiden Isoformen der Sphingosin-Kinasen (SphK1 und SphK2) katalysieren die
reversible Umwandlung von Sphingosin zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) [81]. Obwohl beide
Enzyme das gleiche Produkt hervorbringen (S1P) unterscheiden sie sich in vielerlei Hinsicht
wesentlich, so z. B. in ihrer Expression wahrend der Embryonalentwicklung und dem
Auftreten in unterschiedlichen Geweben [73, 81, 82]. Neben den unterschiedlichen
Expressionsmustern zeigen beide Enzyme auch deutliche funktionelle Unterschiede [83, 84].
Die Aktivitat der SphK1 wird in einer Vielzahl von Zellsystem und Kulturbedingungen mit
gesteigertem Wachstum, Proliferation und erhghter Vitalitdt der Zellen beschrieben [85-87].
Die SphK2 wird im Gegenteil mit pro-apoptotischen Vorgéngen in Verbindung gebracht. Es
gibt Berichte, dass die SphK2 durch die Hemmung der DNA-Synthese oder durch die
Freisetzung von Cytochrom c Apoptose induzieren kann [88, 89]. Der pro-apoptotische Effekt
der SphK2 wird durch eine N-terminal gelegene BH3-Domane vermittelt, wodurch die SphK2
mit Mitgliedern der Bcl-2 Proteinfamilie interagieren und Apoptose auslosen kann [89].

Die Proteinstruktur beider Sphingosin-Kinase Isoformen weist funf konservierte Doméanen
(C1-C5) auf (siehe Abb.3). Die Domédnen C1-C3 im N-terminalen Bereich des Enzyms
beinhalten die katalytische Doméne und die ATP-Bindungsstelle (C2). Die Bindungsstelle fur
das Substrat Sphingosin befindet sind in der C4-Domane [90]. Im Gegensatz zur SphK1l
verflgt die SphK2 Uber einen verlangerten N-Terminus und besitzt weiterhin vier putative
Transmembrandomanen (TM) [73], was auf die Lokalisation des Enzyms in Zellmembranen
schliel3en lasst. In der Tat wurde gezeigt, dass die SphK1, welche keine Membrandomanen
aufweist, im Zytosol, in Assoziation mit dem Zytoskelett bzw. in perinukledren Regionen,
oder im Nukleus lokalisiert ist [91]. Interessanterweise identifizierten Igarashi et al. eine
putative Kernexportsequenz in der SphK1, wodurch es zu einem permanenten Austausch
der SphK1 zwischen dem Zytosol und dem Nukleus kommt [92]. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass die SphK1 auch in das extrazellulare Milieu abgegeben werden kann, obwohl
bisher keine Exportsequenz fir SphK1 beschrieben wurde [93, 94].

Die Regulation der Isoenzyme kann sowohl auf Transkriptionsebene, als auch durch
posttranslationelle  Modifikationen erfolgen. So konnte nach  Stimulation mit
Wachstumsfaktoren (PDGF) [95] oder Zytokinen (TGF-B, TNF-a, IL-18) [96, 97], aber auch
unter Hypoxie [98, 99] ein erhdhter mRNA-Gehalt der SphK1 detektiert werden. Als
Faktoren, die zu einer Induktion der SphK-Aktivitat fihren, sind unter anderem TNF-a [100],
IL-18 [97, 101], PDGF [102], VEGF [103], EGF [104, 105], NGF [106], bFGF [106], LPA
[107], TPA [108] und sogar S1P selbst [109] beschrieben.
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Abb.3: Proteinstruktur der humanen Sphingosin-Kinasen 1 und 2

Die SphK-Isoenzyme besitzen fiinf konservierte Doméanen (C1-C5). Diese bilden das katalytische Zentrum (C1-
C3) mit der ATP-Bindungsstelle (C2) sowie die Bindungsstelle fur das Substrat Sphingosin (C4). Beide Enzyme
besitzen eine putative Kernexportsequenz (NES). Im Gegensatz zur SphK1 verfigt die SphK2 Uber vier
Transmembrandomanen (TM) die das Enzym in Zellmembranen verankern. Dariiber hinaus befindet sich im
verlangerten N-Terminus der SphK2 eine Kernlokalisationssequenz (NLS). Die Phosphorylierungsstellen an
SphK1 (S225) sowie an SphK2 (S351, S419, S421, T578) dienen der Regulation der Enzyme.

Der Mechanismus, der zur Aktivierung des Enzyms fihrt, ist nicht vollstdndig aufgeklart,
jedoch konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung von SphK1 an Serin225 durch
die ERK2 zu einer gesteigerten Enzymaktivitat fuohrt [110]. Eine ERK-abhangige
Phosphorylierung konnte auch fir die SphK2 gezeigt werden (S351, T578) [104]. Zwei
weitere Aminosaurereste (S419, S421), innerhalb einer putativen Kernexportsequenz (NES)
der SphK2, werden nach Stimulation mit PMA durch die Proteinkinase D (PKD)
phosphoryliert [111]. Interessanterweise fihrt die Agonist-vermittelte Regulation der Enzyme,
anders als bei den meisten Kinasen, nur zu einer sehr schwachen Induktion der
Enzymaktivitat (1,5 - 3-fach) [102, 110]. Die Regulation der Enzymfunktion scheint daher
nicht hauptsachlich durch die Anderung der Enzymaktivitit zu erfolgen. In ,in vitro'-
Experimenten wurde gezeigt, dass die Zugabe von Phosphatidylserin, Phosphatiylinosit und
Phosphatidylsaure zu einer Steigerung der SphK-Aktivitat fuhrt [112-114]. Da diese Lipide
konzentriert an der Innenseite der Plasmamembran vorkommen scheint es nach Aktivierung
zu einer Translokation der SphK an die Plasmamembran zu kommen. Diese Vermutung
konnte nach Stimulation mit TNF-a, PDGF, LPA oder IGFBP3 sowie nach Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und Ca*'-Freisetzung bestatigt werden [91].

1.3.2 Der Abbau von Sphingosin-1-Phosphat

Der Abbau von S1P kann auf zwei unterschiedliche Wege erfolgen, entweder durch die
reversible Dephosphorylierung oder durch eine irreversible Spaltung von S1P. Die
Dephosphorylierung von S1P wird durch Mitglieder der Lipid Phosphat Phosphohydrolase
Famile katalysiert [115-117]. Zwei Mitglieder dieser Familie, SPP1 und SPP2, zeigen zwar

starke Homologien zu den Ubrigen LPPs, besitzen jedoch eine hohe Substratspezifitat fur
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Sphingoidphosphatester wie S1P, DihydroS1P und PhytoS1P [118, 119]. Beide SPPs
besitzen neben den konservierten Doménen der LPP Superfamilie [120] jeweils 8-10
Transmembrandomanen, welche die Enzyme in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) verankern [121, 122]. Die Lokalisation der Enzyme am ER ermdbglicht
lediglich den Abbau intrazellularen S1Ps, und bewirken eine Zunahme des Ceramidgehaltes,
da das Produkt Sphingosin durch die Ceramid-Synthase in Ceramid Uberfiihrt werden kann
[118, 122]. Der extrazellulare Abbau von S1P wird ebenfalls durch Mitglieder der LPP
Superfamilie katalysiert. Die LPPs besitzen sechs Transmembrandoméanen und sind sie in
der Plasmamembran lokalisiert, wobei das aktive Zentrum zur AufRenseite hin gerichtet ist
[120]. Diese Ektoaktivitdit der Enzyme ermoglicht die Spaltung der Substrate im
extrazellularen Raum und kdnnte dazu dienen, S1P-vermittelte Sighale zu beenden [123].

Die irreversible Spaltung von S1P sowie von DihydroS1P und PhytoS1P wird durch die S1P-
Lyase (SPL) katalysiert [124, 125]. Durch Spaltung der C2-C3 Bricke in S1P entsteht
Hexadecenal und Phosphoethanolamin. SPL besitzt 6 Transmembrandoménen und ist in der
Membran des ER verankert, wobei das katalytische Zentrum in das Zytosol zeigt [126]. Die
Aktivitat der SPL wurde mit einer erhéhten Sensitivitdit gegentiber Chemotherapeutika
korreliert und die Hemmung der SPL Expression wahrend der Metastasierung verdeutlicht

ihre Bedeutung wahrend der Tumorgenese [126].

1.3.3 Sphingosin-1-Phosphat (S1P) als Botenstoff

Das Produkt der durch Sphingosin-Kinasen katalysierten Reaktion ist Sphingosin-1-
Phosphat (S1P), welches als Signalmolekiil an der Ubermittlung von Signalen im Inneren der
Zelle aber auch zelliibergreifend beteiligt ist. Die intrazellulare Konzentration von S1P wird
durch den stetigen Abbau durch S1P-Phosphatasen (SPPs) und die S1P-Lyase (SPL)
minimal gehalten. Extrazellular liegt es niemals frei sondern assoziiert mit Lipoproteinen in
Konzentrationen zwischen 0,1 — 1 uM vor. Urspringlich wurde S1P als intrazellular
wirkender Faktor beschrieben, jedoch konnten bis heute keine direkten intrazellularen
Rezeptoren oder Effektoren von S1P identifiziert werden. Eine mdgliche intrazellulare
Signalwirkung konnte durch das Verschieben des Gleichgewichts zwischen Ceramid und
S1P vermittelt werden. Dieses so genannte ,Sphingolipid Rheostat’ ist ein wichtiges
Regulationselement unterschiedlicher zellularer Prozesse, z. B. der Apoptoseregulation. Ein
alternativer Mechanismus wurde von Kariya et al. beschrieben. Sie zeigten, dass die
Produkte der Spaltung von S1P durch die S1P-Lyase das Wachstum der Zellen férderten
[127].

Die Grundlage fur Untersuchungen zu der auto- oder parakrinen Wirkung von S1P wurde
durch die Identifikation spezifischer S1P-Rezeptoren Oberflachenrezeptoren (S1PR)

geschaffen. Obwohl die Freisetzung von S1P und die daraus resultierende parakrine



Einleitung 25

Weiterleitung von Signalen mehrfach beschrieben wurden, ist der zugrunde liegende
Mechanismus der Freisetzung von S1P nicht vollstandig geklart. Wie in Abschnitt 1.3.1
beschrieben, kommt es nach Aktivierung der Sphingosin-Kinasen zu einer Translokation der
Enzyme zur Plasmamembran, wodurch S1P in unmittelbarer Ndhe zu Membrantransportern
synthetisiert wird. In Mastzellen und Blutplattchen, die als Speicher fur S1P gelten, wurde
gezeigt, dass S1P durch Mitglieder der Familie der ABC-(ATP binding cassette)-
Transportern in das extrazellulare Milieu transportiert wird [128, 129]. Mdglich ist allerdings
auch, dass die Synthese von S1P durch eine sekretierte Form der SphK1 bereits
extrazellular stattfindet [93, 94].

Die meisten der S1P-vermittelten Signale werden Uber die Freisetzung und anschlieRende
Aktivierung der Rezeptoren vermittelt. Die S1P-Rezeptoren (S1PR) gehoren zu der Familie
G-Protein gekoppelter Rezeptoren. Im Menschen sind heute finf Isoformen der S1PR
beschrieben (S1PR1-5), die sich durch die Assoziation mit unterschiedlichen G-Proteinen
(Gi, Gi2ns, Gg) unterscheiden [130]. Nahezu alle Zellen exprimieren eine oder mehrere
Isoformen der S1PR, jedoch zeigen sich in der Verteilung auch Gewebsunterschiede. So
wird z. B. der S1PR4 vorwiegend im lymphatischen Gewebe und Thrombozyten exprimiert.
Der S1PRS5 ist weitestgehend auf das Nervensystem beschrankt, wohingegen S1PR1-3
nahezu ubiquitar exprimiert vorkommen [131]. Des Weiteren besitzen S1PR unterschiedlich
starke Bindungsaffinitaten fur S1P (Kq 2 - 63 nM), wortber eine spezifische Antwort eine
Rezeptor-lsoform ermdoglicht wird [130]. Uber die Induktion spezifischer G-Protein-Kaskaden
kénnen durch die Aktivierung der S1PR unterschiedliche Signale wie die Bildung neuer
BlutgefalRe, Migration, inflammatorische Signale, aber auch Signale zur Differenzierung und
Vitalitat der Zellen vermittelt werden [132]. Die intrazellulare Weiterleitung der Signale nach
Aktivierung der S1PR erfolgt unter anderem durch PLC, PI3K, AC, ERK1/2, p38-MAPK oder
JNK [130, 132, 133] (siehe Abb.4).

Zu den durch S1P-vermittelten Effekten zdhlen neben der anti-apoptotischen Wirkung auch
eine verstarkte Proliferation, Migration und Transformation sowie eine Erhéhung der Vitalitéat
und Hemmung der Apoptose von Zellen [80, 130, 132, 133]. S1P wird neuerdings aufgrund
der Aktivierung von NF-kB auch eine Rolle bei inflammatorischen Prozessen zugesprochen
[134, 135]. Neben der Aktivierung von NF-kB flhrt S1P auch zu einer verstarkten Expression
von COX-2 und damit zur Freisetzung von PGE, [136] - ein Effekt, der neben dem
Entzindungsgeschehen auch an der Progression von Darmkrebs wesentlich beteiligt ist
[137]. Eine weitere Funktion von S1P, welche durch die Aktivierung von S1PR in Endothel-
und Glattmuskelzellen ausgelost wird, ist die Induktion der Vaskularisierung und

Angiogenese [138].
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Abb.4: Induzierte Synthese und Freisetzung von S1P und dessen Signalwege in Zielzellen

Die Stimulation mit Wachstumsfaktoren induziert tider die Aktivierung von Proteinkinasen (z. B. ERK, PKA)

Phosphorylierung und Translokation der Sphingosin-Kinasen 1/2 (SphK1/2) zur Plasmamembran. Dort erfolgt die

Umwandlung von Sphingosin (Sph) zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) welches Uber Transporter der ABC-(ATP

binding cassette)-Familie exportiert wird. Die SphK1 kann auch aus der Zelle exportiert werden und extrazellul&r
S1P synthetisieren. S1P wird intrazellular durch die S1P-Phosphatasen (SPP1/2) oder durch die S1P-Lyase
(SPL) abgebaut. Extrazellular vermitteln Mitglieder der Lipidphosphat-Phosphatase Superfamile (LPP) die
Dephosphorylierung von S1P. In Zielzellen bindet S1P an spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren (S1P1.5)
welche entweder mit Gq, G; oder G113 assoziieren kdnnen. Die Signalweiterleitung von S1P-Signalen erfolgt tiber
unterschiedliche Signalkaskaden (PLC, Rac, ERK, p38-MAPK, PI3K, Rho, JNK und AC).
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Eine besondere Bedeutung kommt S1P in der Tumorbiologie zu, da viele S1P-induzierte
Prozesse wéahrend der Tumorgenese eine Rolle spielen (z. B. Proliferation, Wachstum,
Vitalitat, Apoptoseregulation und Migration). Hierauf wird im kommenden Abschnitt naher

eingegangen.

1.3.4 S1P in der Tumorbiologie

Wie bereits beschrieben sind Tumoren wéahrend der Tumorgenese auf umfassende
Veranderungen innerhalb der Zelle und des umgebenden Gewebes angewiesen. Viele
dieser Effekte werden unter anderem durch S1P vermittelt, so z. B. die Hemmung der
Apoptose oder die Induktion der Angiogenese und der Proliferation. In MCF-7
Brustkrebszellen wurde durch S1P eine verstarkte Proliferation und erhohte Vitalitat
festgestellt [85], wobei dieser Effekt durch die Hemmung der SphK1-Expression aufgehoben
werden konnte, was zur Induktion der Apoptose fihrte [139]. Im gleichen Zellsystem
vermittelt S1P die Ostrogen-induzierte Tumorgenese der Zellen [140]. Die Bedeutung von
S1P schon bei der Initiation von Tumoren wird durch Berichte deutlich, die zeigen, dass eine
Uberexpression der SphK1 und eine daraus resultierende verstarkte Synthese von S1P in
3T3 Fibroblasten eine maligne Transformation induziert und die Bildung von Tumoren initiiert
[141-143]. Fir eine Vielzahl solider Tumoren konnte eine Uberexpression der SphK1
bestatigt werden [144, 145]. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass S1P auch an der
Entstehung von Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika beteiligt ist [146]. So korrelierte
z. B. eine Uberexpression der SphK1 in A-375 Melanomzellen mit der Resistenz der Zellen
gegeniuber Fas- und Ceramid-induzierter Apoptose [87]. Des Weiteren wurde die Beteiligung
der SphK1 von S1PR, sowie der S1P-Lyase an der Resistenz von Dictyostelium discoideum,
A549- und HEK293-Zellen gegenilber Cisplatin-induzierte Apoptose festgestellt [147, 148].
Eine verstarkte Expression der SphKl sowie von S1PR1 und S1PR3 in PC3
Prostatakrebszellen fihrt zu einer verminderten Wirksamkeit von Camptothecin in diesen
Zellen [149].

Neben dem Schutz der Zellen kann auch die Migration wahrend der Metastasierung durch
S1P induziert werden. In MCF-7 Brustkrebszellen erfolgt die Migration der Zellen durch die
Aktivierung von EGF-Rezeptoren. In diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dass dies
teilweise auch die Bindung von S1P an S1PR erfordert [150, 151]. Dies wurde durch
Untersuchungen an MBA-MD-453 Brustkrebszellen bestatigt, die eine EGF-abhangige
Phosphorylierung und Aktivierung der SphK2 mit der verstarkten Migration der Zellen in
Verbindung brachten. Der Einfluss von S1P auf die Invasion von Zellen wurde auch in
Glioblastomen festgestellt [152].

Die Interaktion von Tumoren mit den Zellen des Immunsystems ist fur die Entwicklung des

Tumors ebenfalls von groRer Bedeutung. Die Freisetzung von TNF-a durch Makrophagen ist



Einleitung 28

einer der ersten Schritte nach Interaktion von Immunzellen mit dem Tumor. Xia et al. konnten
zeigen, dass TNF-a die Aktivierung der SphK und die Freisetzung von S1P induziert und so
Zellen vor Apoptose schitzt [153]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass S1P einen potenten
Inhibitor TRAIL-induzierter Apoptose darstellt [154]. Die Freisetzung von S1P aus
apoptotischen Tumorzellen fuhrt aul3erdem zu einer Polarisierung der assozierten
Makrophagen hin zu einem pro-Tumor Phanotyp und schitzt diese dartber hinaus vor
Apoptose [155, 156].

1.4 Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) und Prostaglandine

Prostaglandine zahlen zu der Gruppe der Eicosanoide und vermitteln autokrine und
parakrine Signale. Seit ihrer Entdeckung vor mehr als 70 Jahren nahm das Wissen um die
vielfaltigen Funktion der Prostaglandine stetig zu, weshalb sie heute zu den bedeutendsten
Lipidmediatoren zahlen [157]. Das Substrat der Prostaglandin-Synthese ist die
Arachidonséaure, welche durch die Phospholipase A, (PLA;) aus Phospholipiden der
Plasmamembran freigesetzt wird. Die Initialreaktion, die Umwandlung von Arachidonsaure
zu PGH, wird durch die Cyclooxygenasen katalysiert [158, 159]. In einer zweistufigen
Reaktion kommt es zunachst durch die Cyclooxygenase-Aktivitat von COX-2 zur Bildung des
Zwischenproduktes PGG,, das durch die Peroxidase-Aktivitat des Enzyms sofort zu PGH,
umgewandelt wird. Drei Isoformen der Cyclooxygenase wurden bisher identifiziert (COX-1,
COX-2 und COX-3) [157, 160]. Die COX-1 wird in Zellen konstitutiv exprimiert und ist an der
Regulation der Nierenfunktionen, der Blutplattchenaggregation sowie an der vaskularen
Homoostase beteiligt. Die COX-2 hingegen ist ein induzierbares Protein, welches durch eine
Vielzahl unterschiedlicher Reize, z.B. Wachstumsfaktoren, Stressbedingungen, Hormone
und Zytokinen neu synthetisiert wird und im Wesentlichen bei Entziindungsprozessen und
der Regulation der Immunantwort eine Rolle spielt [161]. Die Regulation und physiologische
Funktion von COX-3, einer Splice-Variante von COX-1, ist bisher unklar [160].

Die Expression von COX-2 wird auf zwei Ebenen reguliert. Einerseits kbnnen Reize Einfluss
auf die Transkriptionsrate des COX-2-Gens nehmen, andererseits wird zunehmend die
Bedeutung der mRNA-Stabilitdit als Regulationselement diskutiert [162, 163]. Die
Transkription von COX-2 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren
reguliert. Hierzu zahlen unter anderem AP-1 (activator protein 1), NF-AT (nuclear factor of
activated T cells), NF-kB-Bindungsstellen (nuclear factor k B), ATF (activating transcription
factor), NF-IL-6 (nuclear factor of interleukin 6) und HIF-1 [164-167]. Die 3'UTR (3’
untranslated region) der COX-2 mRNA enthélt mehrere Kopien so genannter AU-reicher
Elemente (ARE — AU rich elements, Kernsequenz AUUUA), welche die Stabilitat der mRNA

beeinflussen [168]. Faktoren, die an diese AU-reichen Elemente binden kdnnen und so
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Einfluss auf die Stabilitdt der mRNA nehmen, sind z.B. HuR, HuD, AUF-1, TTP, TIA-1, TIAR
oder AU-A [169]. Beziglich der Regulation von COX-2 wurde die Beteiligung von TTP [170]
und HuR [171, 172] gezeigt [173].

3\
HuR

Goxz mRNA] ————

Stabilisierung

Arachidon-

\ Zytoplasma

Abb.5: Regulation und Funktion der Cyclooxygenase-2

Die Expression von COX-2 erfolgt nach Stimulation der Zelle mit unterschiedlichen Reizen wie
Wachstumsfaktoren, Zytokine, UV-Strahlung oder auch Hypoxie. Die Stimulation der Transkription von COX-2
erfolgt unter anderem (ber ERK1/2-, p38- oder JNK-vermittelte Signalwege. Als Transkriptionsfaktoren welche
Einfluss auf die COX-2-Expression nehmen kénnen wurden unter anderem AP-1, NFkB, NFAT, ATF, NF-IL-6
oder HIF-1 beschrieben. Dariiber hinaus kann die Regulation der COX-2-Expression durch Modulation der
mRNA-Stabilitat erfolgen. Diese wird unter anderem durch HuR reguliert. Das Substrat von COX-2, die
Arachidonsaure, wird durch die PLA; aus Membranlipiden bereitgestellt. COX-2 vermittelt die Umwandlung von
Arachidonsaure zu PGH; welches als Vorstufe fir die Synthese von PGl,, PGF2q, PGE2, PGD; oder TXA: dient.

Nach der Bildung von PGH, durch COX-2 wird dieses durch zelltypspezifische
Prostaglandin-Synthasen in das entsprechende Prostaglandin (PGl,, PGF,,, PGD, und
PGE,) sowie Thromboxan A, (TXA,;) umgewandelt. Prostaglandine kdénnen ihre Signale Gber
zwei unterschiedliche Signalwege vermitteln: Einerseits uber die Bindung und Aktivierung
spezifischer Membranrezeptoren, andererseits tber direkte Interaktion mit intrazellularen
Rezeptoren. Prostanoid-Rezeptoren gehdren zu der Familie der G-Protein gekoppelten

Rezeptoren und vermitteln tber die Aktivierung von Botenstoffen (Ca®*, cAMP, IP;) die
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Weiterleitung der Signale [174]. Es sind acht Prostanoid-Rezeptoren beschrieben: DP
(PGD,-Rezeptor), EPy1.4 (PGE,-Rezeptoren), FP (PGF,,-Rezeptor), IP (PGIl,-Rezeptor) und
TP (TXA,-Rezeptor) [175]. Darliber hinaus vermitteln Prostaglandine wie PGJ,, 156-PGJ,
oder PGA,; ihre Signale unabhangig von Membranrezeptoren. Es wurde gezeigt, dass diese
an nukledre Rezeptoren wie PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) binden und
diese aktivieren kdnnen [176].

Prostaglandine sind an unterschiedlichen systemischen oder lokal begrenzten Reaktionen
des Organismus beteiligt. Hierzu zéahlen unter anderem die Regulation der Nierenfunktion,
der Thrombozytenaggregation, der Freisetzung von Neurotransmittern sowie im
Entzindungsgeschehen und der Immunregulation [157, 177]. Das wohl bedeutendste und
am besten charakterisierte Prostaglandin ist PGE, dessen Synthese durch die PGE-
Synthase erfolgt [177]. PGE, ist an der Regulation unterschiedlicher Funktionen von
Immunzellen und der Immunantwort beteiligt. So werden die Proliferation, Differenzierung
und die Apoptose und Zytokinproduktion von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und
Denritischen Zellen durch PGE, reguliert [177]. Neben der Regulation der Immunantwort
spielt PGE, auch bei einer Vielzahl von Krankheiten, unter anderem Krebs, eine Rolle. Eine
Uberexpression von COX-2 wurde beispielsweise in Brustkrebs, Darmkrebs und
Prostatakrebs festgestellt, was zu einer Erh6hung der PGE,-Konzentrationen in
Tumorgewebe fuhrt [177, 178]. Der Einsatz spezifischer Inhibitoren von COX-2 und deren
tumorsupprimierende Wirkung unterstreicht die Bedeutung von COX-2 und PGE, in der
Tumorbiologie. Die Antwort des Immunsystems nach der Erkennung entarteter Zellen wird
unter anderem durch PGE; beeinflusst. So wird diskutiert, dass PGE, die Freisetzung von
Zytokinen von Tumorzellen induziert, die eine immunsuppressive Wirkung haben [179, 180].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PGE, die Proliferation und Apoptose von
Tumorzellen beeinflusst und tGber die verstarkten Expression von VEGF pro-angiogenetische
Effekte vermitteln kann [181-183]. In einem weiter fortgeschrittenen Tumorstadium, der
Metastasierung, kann PGE, die Migration und Invasion von Tumorzellen unter anderem die

Synthese von Matrixmetalloproteasen (MMPSs) fordern [184].
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1.5 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war, zu klaren, in wie fern die Inkubation von Zellen unter

Hypoxie einen chemoresistenten Phanotyp induziert. Dartber hinaus sollten die zugrunde

liegenden Signalwege identifiziert werden. Hierbei sollte auf folgende Fragestellungen

genauer eingegangen werden:

(1)

(2)

®3)

(4)

()

(6)

Sind A549 Zellen unter Hypoxie vor der Behandlung mit Chemotherapeutika
geschitzt? In diesem Zusammenhang sollte geklart werden, wie es unter
Hypoxie zur Entstehung der Chemoresistenz kommt, und welche anti-

apoptotischen Signalwege involviert sind.

Ist die Aktivierung von HIF-1 unter Hypoxie fiur die Induktion der anti-
apoptotischen Signale verantwortlich? Kann die Stabilisierung von HIF-1 unter
Normoxie ebenfalls eine Chemoresistenz induzieren? Sind neben HIF-1 weitere

Faktoren flr den Zellschutz unter Hypoxie notwendig?

Welche HIF-1-unabhangigen Mechanismen werden unter Hypoxie aktiviert?

Tragen diese ebenfalls zur Ubermittlung anti-apoptotische Signale bei?

Ist der Mechanismus der Chemoresistenz auf intrazellulare Signalewege
beschrankt oder sind hierbei l6sliche Faktoren beteiligt, die Uber auto- oder
parakrine Signale wirken? Welche Botenstoffe kbnnen identifiziert werden, die

ein solches Signal vermitteln?

Kommt es unter Hypoxie zur die Aktivierung von COX-2? Tragt diese Uber die

Freisetzung von Prostaglandinen zum Schutz der Zelle vor Etoposid bei?

Welche Rolle spielen Sphingolipide unter Hypoxie? Kommt es zur Aktivierung

von Sphingosin-Kinasen und welche Funktionen erfillt S1P in A549 Zellen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Tabelle 1: Verwendete Antikérper, deren Konzentrationen und Inkubationsbedingungen

Antikérper Konzentration Inkubation Hersteller

HIF-1a 1:1000 U.N. 4C 5 % Milch/TTBS | BD Bioscience

COX-2 1:500 U.N. 4C 5 % BSA/TTBS | Upstate Technologies
Aktin 1:2000 U.N. 4C 5 % Milch/TTBS | Sigmaaldrich

SphK1 1:500 U.N. 4C 5 % BSA/TTBS | Abgent

SphK2 1:500 U.N. 4C 5 % BSA/TTBS | Abgent

ERK 1:2000 0.N. 4C 5 % Milch/TTBS | Cellsignal Technology
P~ERK(T202/T204) 1:500 iI.N. 4C 5 % BSA/TTBS | Cellsignal Technology
Anti-mouse HRP 1:2000 2h, RT 5% Milch/TTBS Amersham Bioscience
Anti-rabbit HRP 1:2000 2h RT 5% Milch/TTBS Amersham Bioscience
Anti-goat HRP 1:2000 2h RT 5% Milch/TTBS Amersham Bioscience

2.1.2 Primer

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Primer

Zielgen | vorwarts Primer (5° -3’) rackwarts Primer (5° -3’) Ta

SphK1 | Hs SPHK1 1 SG QuantiTect Primer Assay (200) (Qiagen) | 55T

SphK2 | Hs_SPHK2_ 1 SG QuantiTect Primer Assay (200) (Qiagen) | 55T
) TGACGGGGTCACCCA CTAGAAGCATTTGCG

Actin CACTGTGCCCATCTA GTCGACGATGGAGGG >5T

Bei den eingesetzten Primern gegen SphK1l und SphK2 handelt es sich um validierte

Primerpaare der Firma Qiagen, deren Sequenzen uns nicht bekannt sind.
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2.1.3 siRNA-Sequenzen

Tabelle 3: Auflistung der eingesetzten siRNA

Zielgen Zielsequenz
HIF-1a-siRNA | 5-AAC UAA CUG GAC ACA GUG UGU-3
SphK2-siRNA | validierte Hs_ SPHK2_ 2 HP siRNA (Qiagen)

Kontroll-siRNA

validierte Kontroll-siRNA der Firma Dharmacon
(siCONTROL Non-Targeting siRNAs Duplex 1)

Bei der verwendeten siRNA gegen SphK2, sowie der eingesetzten Kontroll-siRNA handelt es

sich um validierte Sequenzen der Firmen Qiagen und Dharmacon, deren Sequenzen uns

nicht bekannt sind.

2.1.4 Liste der verwendeten Inhibitoren

Tabelle 4: Auflistung der eingesetzten Inhibitoren

Inhibitor Ziel

LY294002 Phosphatidylinositol-3-Kinase

NS398 Cyclooxygenase-2

PD98059 Extrazellular-regulierte Kinasen 1/2
SB203580 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38)
u0126 Extrazellular-regulierte Kinasen 1/2
DMS Sphingosin-Kinasen

2.1.5 Zusamm

ensetzung der verwendeten Pufferlésunge

Sphingosin-Kinase Lysepuffer

Tris/HCI 20 mM
Glycerol 20% (viv)
B-Mercaptoethanol 1 mM
EDTA 1 mM
Natriumfluorid 15 mM
B-Glycerophosphat 40 mM
Proteaseinhibitor Mix 1fach
Natriumorthovanadat 1 mM
pH 7,4

n
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Kaliumphosphat-Puffer

KH,PO, 1M
pH 8,5
Sphingosin-Kinase 1 Reaktionspuffer

HEPES 50 mM
Magnesiumclorid 15 mM
Triton X-100 0,50% (V/v)
Natriumfluorid 10 mM
Semicarbazid 1,5 mM
pH 7,4
Sphingosin-Kinase 2 Reaktionspuffer

HEPES 50 mM
Magnesiumclorid 15 mM
Triton X-100 0,50% (viv)
Natriumfluorid 10 mM
Semicarbazid 1,5 mM
Kaliumchlorid 1M
pH 7,4
10fach SDS-Laufpuffer

Tris/HCI 250 mM
Glyzin 1,9M
SDS 7 mM
pH 7,1
10fach Blotting-Puffer

Tris-HCI 250 mM
Glyzin 19M
pH 8,3
Trypsin-Lésung

Trypsin 0,5 mg/ml
EDTA 0,22 mg/ml
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10fach TBS

Tris-HCI 500 mM
NaCl 15M
pH 7,4
TTBS

Tris-HCI 50 mM
NacCl 150 mM
Tween-20 0,05% (viv)
pH 7,4
4fach SDS-Probenpuffer

Tris-HCI 125 mM
10% SDS 2% (VIV)
Glyzerin 20% (viv)

Bromphenolblau

0,002 % (w/v)

DTT 5mM
pH 6,9
Blockierungslosung

Milchpulver 5% (w/v)
Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
Tween20 0,5% (v/v)
pH 7,4
Ldsung A

Tris-HCI 0,1M
Luminol 0,25 mg/ml
pH 8,6
Ldsung B

para-Hydroxycumarinsaure

1 mg/ml
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Caspase-Puffer

Saccharose 10% (wiv)
HEPES 100 mM
CHAPS 0,1% (wiv)
EDTA 1 mM
pH 7,5
Protein-Lysepuffer

Tris-HCI 50 mM
EDTA 5mM
NacCl 150 mM
Nonidet P-40 150 mM
PMSF 0,5mM
DTT 1 mM
Protease-Inhibitor Mix 1x
pH 8,0

Triton X-100-L6sung

Triton X-100

Sammelgel-Puffer

0,2% (v/v)

Tris-HCI 0,5M
pH 6,8
Trenngel-Puffer

Tris-HCI 15M
pH 8,8
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der humanen Lungenkarzinomzelllinie A549 erfolgte bei 37 und
feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare bei 5% CO,. Das verwendete DMEM/Ham’s F12 (1:1)
Medium wurde mit 10% FCS (hitzeinaktiviert fir 30 min bei 56 <), 5 mM L-Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin ergénzt. Die Zellen wurden bei einer
maximalen Konfluenz von 80 % kultiviert, weshalb die Zellen alle drei bis vier Tage in neue
Flaschen umgesetzt wurden. Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin fir 5 min bei 37<C
behandelt, anschlieRend mit warmem PBS abgespilt und in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt.
Nach Zentrifugation (500 x g fiir 5 min bei RT) wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in
frischem Medium resuspendiert und mit einer Verdinnung von 1:5 bis 1:12 in neue
Kulturflaschen tberfuhrt.

Fur die entsprechenden Versuchsansatze wurde die Zellzahl mit Hilfe des CASY® Model TT
der Firma Scharfe System bestimmt und in den fir die jeweiligen Methoden notwendigen
Konzentrationen ausgeséat. Arbeiten mit den Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen an
HERAsafe Arbeitsbénken der Firma Thermo Fischer Scientific. Alle Medien und Lésungen

wurden bei 37 T im Wasserbad vortemperiert.

2.2.1.1 Inkubationen unter Hypoxie

Die Inkubationen unter Sauerstoffmangelbedingungen erfolgten in der Invivo400 Werkbank
der Firma Ruskinn Technology Ltd. Die Werkbank ermdglicht das Arbeiten mit Zellen unter
konstanten hypoxischen Bedingungen. Fur die durchgefihrten Experimente wurden die
Zellen bei 1% O,, 5% CO, und 94% N, bei feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare inkubiert.
Alle verwendeten Medien wurden vor Versuchsbeginn in der Werkbank vorinkubiert, um den

Gehalt an geléstem Sauerstoff zu minimieren.

2.2.1.2 Herstellung von konditioniertem Medium (CM)

Fur die Herstellung des konditionierten Mediums (CM) wurden A549 Zellen mit einer
Konfluenz von 70-80% in Zellkulturflaschen (175 cm?) mit 30 ml Medium ausgesét und fir

24 Extraktion von Lipiden aus Medium

Die Extraktion von Lipiden aus Zelliberstanden erfolgte nach einer modifizierten Methode
nach Bligh und Dyer [185]. Hierzu wurde 1 ml Medium mit 1,25 ml eines Gemisches aus
Chloroform/Methanol/HCI (v/viv 2/4/0,1) versetzt und kréaftig geschittelt. Anschlie3end
wurden weitere 1,55 ml Chloroform hinzu gegeben und wiederum kraftig geschittelt.

Letztendlich wurden 1 ml ddH,O zugegeben und 30 sec gevortext. Zur Phasentrennung
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wurde das Gemisch fur 5 min bei 1000 x g und RT zentrifugiert. Die untere Chloroformphase
wurde vorsichtig abgenommen, zur Beseitigung von Wasserrickstdnden mit NaSO,
ausgeschiuttelt und anschlie3end filtriert. Das Extrakt wurde nun mittels des SpeedVac
Concentrator SVC100H der Firma Savant eingeengt und zur Verwendung in Ethanol (100 %

p.A.) gelost.

2.2.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Fur die Messung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde das Standard DC Protein
Assay Kit der Firma Bio-Rad, basierend auf der Methode nach Lowry [186], verwendet.
Zunachst wurde aus BSA-Standard (Pierce) eine Standardreihe mit den Konzentrationen
0 pg/pl, 0,25 pg/ul, 0,50 pg/ul, 1 pg/ul und 2 pg/pl erstellt. Entsprechend der jeweiligen
Methode wurden Zelllysate gewonnen, von denen jeweils 5 pl mit 20 pul ddH,O verdinnt
wurden. Von der Standardreihe sowie den verdiinnten Lysaten wurden 5 pl in Duplikaten far
die Proteinbestimmung in einer 96-Loch-Platte vorgelegt. Die Farbung der Proteine erfolgte
nach der Anleitung des Herstellers. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch
durch die Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlange von 750 nm am Apollo-8 LB 912

Photometer der Firma Berthold Technologies.
2.2.3 Analyse der Proteinexpression mittels Western  -Blot

2.2.3.1 Extraktion von Zellproteinen

Die Lyse der Zellen erfolgte mittels Ultraschall. Hierzu wurden die Zellen am Ultraschall-
Generator Branson Sonifier 250 fir 10 sec bei 20 % Ausgangsleistung auf Eis aufgebrochen.
Bei der folgenden Zentrifugation von 15 min bei 13000xg und 4C wurden alle Zelltrimmer
pelletiert. Der Uberstand (Proteinfraktion) wurde in ein neues ReaktionsgefaR transferiert und

der Proteingehalt, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, bestimmt.

2.2.3.2 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)
Die Methode der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ermdglicht es,

Proteine der Grof3e nach aufzutrennen. Die Gele bestehen aus einem 4 %igen Sammelgel,

und einem 10%igen Trenngel (Zusammensetzung siehe unten).
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Tabelle 5: Zusammensetzung der SDS-Gele

4%iges Sammelgel

40 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1) 1ml
Sammelgel-Puffer 2,5ml
10% SDS 100 pl
ddH,O 6,4 ml
10% APS 50
TEMED 5 ul
10%iges Trenngel

40 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1) | 2,5 ml
Trenngel-Puffer 2,5ml
10% SDS 100 pl
ddH,O 4,9 ml
10% APS 50
TEMED 5 ul

Fur die Vorbereitung der Proben wurden 140 ug der Zelllysate (siehe Abschnitt 2.2.2) mit 4x
Ladepuffer versetzt, fir 5 min bei 95 T denaturiert und zentrifugiert (2 min, 12 000xg, RT).
Fur die Auftrennung der Proteine wurden die Taschen des Sammelgels mit den Proben
beladen. Zur spateren GréfRenbestimmung der Banden wurde zusatzlich ein Grélienmarker
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder) der Firma MBI Fermentas eingesetzt.

Nach dem Aufbau der Apparatur wurde die Laufkammer mit 1xSDS-Laufpuffer gefullt und
die Auftrennung gestartet. Hierzu wurde eine Stromstarke von 40 mA angelegt, und die

Auftrennung beendet, sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hat.

2.2.3.3 Blotten der Proteine

Das Blotten dient dazu, die Proteine aus dem Gel auf eine entsprechende Membran zu
transferieren, auf der sie kovalent gebunden werden. Hierzu wurde das Gel nach Ende der
Auftrennung fir 5 min in 1xBlotting-Puffer gewaschen. Gleichzeitig wurden die Blotting-
Membran (Hybond C extra Nitrozellulose Membran, Amersham Biosciences) und das
Whatman-Papier in 1xBlotting-Puffer eingeweicht. Zum Blotten wurde das Sammelgel
entfernt und in der Blotting-Kammer (Trans-Blot SD, Bio-Rad) auf die Membran zwischen
das Whatman-Papier positioniert. Das Blotten erfolgte bei 75 mA pro Gel fir 90 min. Nach

Beendigung des Blottens wurde die Membran mit PBS gewaschen.
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2.2.3.4 Detektion der Proteine auf der Membran

Vor der Detektion der Proteine Gber ein immunochemisches Verfahren musste die Membran,
zur Minimierung unspezifischer Signale, fir 30 min mit einer Blockierungslésung inkubiert
werden. AnschlieRend erfolgte die Inkubation des Priméarantikérpers. Eine Ubersicht der
Konzentrationen und Inkubationsbedingungen der verwendeten Antikorper befindet sich in
Tabelle 1. Nach erfolgter Inkubation des Primarantikérpers wurde die Membran dreimal
jeweils fir 5 min mit PBS gewaschen. Die Wahl des zu verwendeten Sekundarantikorpers
richtete sich nach der Quelle des Primarantiktrpers (siehe Tabelle 1). In allen Féllen wurde
jedoch ein Antikdrper verwendet, der zur spateren Detektion des Signals mit der
Meerrettichperoxidase verknipft war. Die Inkubation der Sekundérantikérper erfolgte fur eine
Stunde bei RT bei einer Verdinnung von 1:2000 in Blockierungslosung. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde die Membran fir 5 min in TTBS-Puffer, und zweimal fur jeweils 5 min
in PBS gewaschen. Zur Detektion des Signals wurden 3 ml Losung A mit 30 pl Lésung B und
1 pl 30% H,0, vermischt und 1 min bei RT inkubiert. Die Meerrettichperoxidase katalysiert
eine Chemilumineszenzreaktion, wodurch die Bereiche der Membran Licht emittieren, an
denen der Antikérper gebunden ist. Das emittierte Licht kann mit einem Rontgenfilm sichtbar

gemacht wurden.
2.2.4 Bestimmung des mRNA-Gehalts von Zellen

2.2.4.1 Isolation der mRNA

Fir die Bestimmung des mRNA-Gehalts, wurden ein Tag vor Versuchsbeginn 1x10°
Zellen/ml in 10 cm Schalen ausplattiert. Unmittelbar vor Versuchsstart wurde das
verbrauchte Medium entfernt, 4 ml frisches Medium zugegeben und die entsprechenden
Versuchsbedingungen gewdahlt. Nach Beendigung der Inkubationen wurden die Zellen von
den Platten abgeschabt und zusammen mit dem Medium in ein 15 ml Reaktionsgefald auf
Eis uberfuhrt. AnschlieBend wurde die Platte mit 4 ml eiskaltem PBS gespiilt und das PBS
ebenfalls in das Reaktionsgefal3 transferiert. Die Zellen wurden nun bei 500xg fur 5 min bei
4T pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 4 ml eiskaltem PBS gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation (500xg, 5 min, 4C) wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet bei -80T eingefroren.

Zur Extraktion der mRNA wurde das Pellet in 1 ml peqGold RNAPure™ resuspendiert und
fir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde das Gemisch 15 sec
kraftig geschuttelt und fur weitere 10 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung wurde das
Gemisch fur 5 min bei 12 000xg und 4T zentrifugiert und die obere, wassrige Phase in ein
1,5 ml Reaktionsgefal’ tberfihrt. Zur Fallung der gelosten mRNA wurden 500 pl Isopropanol

zugegeben und fur 30 min bei RT inkubiert. Die prazipitierte RNA wurde durch Zentrifugation
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(12 000xg, 10 min, 4<C) gefallt, der Uberstand entfernt und das Pellet zweimal mit jeweils
1 ml 75% Ethanol gewaschen. Die pelletierte mMRNA wurde getrocknet und bei 55T in
DEPC-ddH,0 gelo6st.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
der Firma NanoDrop Technologies bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm. Eine
ODy¢ (optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm) von 1,0 entspricht einer RNA-

Menge von 40 pg/ml. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 C.

2.2.4.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription der isolierten mRNA in cDNA wurde mittels des iScript™cDNA
Synthesis Kit der Firma Bio-Rad durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 uyg der mRNA mit DEPC-
ddH,0 auf ein Volumen von 15 pl verdiinnt. Zu jedem Ansatz wurden 4 ul 5% Reaktionspuffer
und 1 pl iScript Enzym Mix zugegeben und entsprechend dem Standardprotokoll des
Herstellers im Thermocycler (Eppendorff) inkubiert. Die cDNA-Proben wurden mit DEPC-
ddH,0 auf 100 pl aufgefillt und bis zur Verwendung bei -20 C gelagert

2.2.4.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die Quantifizierung der mRNA eines Gens erfolgte durch die Methode der qPCR. Hierfur
wurden der i-Cycler™ von Bio-Rad und als Reaktionslésung das ABsolute™ QPCR SYBR®
Green der Firma Abgene verwendet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Der Reaktionsansatz fur die gPCR setzt sich wie folgt zusammen:
Tabelle 6: Reaktionsansatz der qPCR-Reaktion

Reaktionsansatz

cDNA-Probe 4 ul
vorwarts Primer [10 pmol/ml] 0,4 pl
rackwarts Primer [10 pmol/ml] 0,4 pl
ABsolute™ QPCR SYBR® Green 10 pl
ddH.,0 5,2

Reaktionsansatz - QuantiTect Primer Assay

cDNA-Probe 4 ul
Primer 2 ul
ABsolute™ QPCR SYBR® Green 10 pl
ddH,0 4 ul
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Fur die Amplifikationsreaktion wurde nach den Angaben des Herstellers folgendes Protokoll

erstellt;

Tabelle 7: Amplifikationsprotokoll der gPCR-Reaktion

1 Aktivierung der Polymerase 2 min 50C

2 Denaturierung 15 min 95<C
Denaturierung 15 sec 95<C

(4?;)() Primer-Anlagerung an die DNA 30 sec 55C
Elongation 30 sec 72<C

4 finale Denaturierung 2 min 95<C
5 | Anlagerung homolger DNA-Stréange | 30 sec 55<C
(8?)x) Schmelzkurve 20sec | +0,5C

Am Ende jedes Amplifikationsschritts (Schritt 3) wurde die Fluoreszenz detektiert. Da SYBR-
Green in doppelstrangige DNA-Molekiile interkaliert, ist die Fluoreszenz ein Mald fur die
Anzahl der gebildeten PCR-Produkte. Nach der finalen Denaturierung (Schritt 4) wurde die
Temperatur der Proben auf 55<C abgekihlt und schlief3lich schrittweise 0,5 €T alle 20 sec
angehoben, wobei wiederum nach jeder Erhéhung die Fluoreszenz gemessen wurde. So
konnten die Schmelzpunkte der entstandenen Produkte ermittelt werden. Die Auswertung

der Ergebnisse wurde mit Hilfe der von Bio-Rad bereitgestellten Software MyiQ durchgefihrt.
2.2.5 Messungen der Vitalitat von Zellen

2.2.5.1 Bestimmung der Caspase3-Aktivitat

Die Aktivierung der Caspase3 ist ein charakteristisches Merkmal des apoptotischen
Prozesses. Eine einfache Methode, um Apoptose in Zellen nachzuweisen, ist daher die
Bestimmung der Enzymaktivitdt der Caspase3. Hierzu wurden ein Tag vor Versuchsstart
3x10° Zellen/ml in 3 cm Schalen ausplattiert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden 2 ml
frisches Medium zugegeben und die entsprechenden Versuchsbedingungen gewéhlt. Nach
Beendigung der Inkubation wurden die Zellen abgeschabt und in ein 15 ml Reaktionsgefal}
auf Eis Uberfuhrt. Anschlie3end wurde die Platte mit 2 ml eiskaltem PBS gesplilt und dieses
ebenfalls in dem Reaktionsgefa® gesammelt. Die Zellen wurden fir 5 min bei 500xg und
4T zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das P ellet in Caspase-Puffer resuspendiert
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfihrt.

Die Lyse der Zellen erfolgte mittels Ultraschall. Hierzu wurden die Zellen am Ultraschall-

Generator Branson Sonifier 250 fir 10 sec bei 20% Ausgangsleistung auf Eis aufgebrochen.
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Bei der folgenden Zentrifugation von 15 min bei 13000xg und 4 C wurden alle Zelltrimmer
pelletiert. Der Uberstand (Proteinfraktion) wurde in ein neues ReaktionsgefaR transferiert,
und der Proteingehalt wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben bestimmt.

Fur die Messung der Caspase3-Aktivitat wiirden 50 pg Protein mit Caspase-Puffer auf ein
Endvolumen von 140 pul aufgefillt, und unmittelbar vor Messbeginn 10 pl einer 2 mM
Substratlosung (Ac-DEVD-Amc in DMSO) zugegeben. Die Messung der Enzymaktivitat
erfolgte Uber ein Zeitintervall von 60 min bei 30T, wobei alle 2 min die Fluoreszenz

(Extinktion 360 nm; Emission 460 nm) detektiert wurde.

2.2.5.2 Detektion des mitochondriellen Membranpotentials (A%M)

Zur Bestimmung des mitochondriellen Membranpotenzials (AWM) wurde der
Fluoreszenzfarbstoff DIOC4(3) verwendet. In geringen Konzentrationen eingesetzt ist
DiOCg(3) aufgrund seiner positiven Ladung in der Lage, selektiv intakte Mitochondrien
anzufarben.

Fir die Experimente wurden einen Tag vor Versuchsbeginn 1x10° Zellen/ml in 3 cm
ausgesat. Unmittelbar vor Start des Versuches erfolgte ein Mediumwechsel und es erfolgte
die Zugabe der Reagenzien. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen durch die
Behandlung mit Trypsin von der Platte abgel6st, zentrifugiert (5 min, 500xg, RT) und in 1 ml
warmem PBS resuspendiert. Zu jeder Probe wurde anschlieBend 40 nM DiOCg(3)
zugegeben und fir 30 min bei 37 T inkubiert.

Die Messung der Fluoreszenz von mindestens 10 000 Zellen (Extinktion 488 nm/Emission
530 nm) erfolgte am FACSCanto™ Durchflusszytometer der Firma BD Bioscience (Software:
BD FACSDiva).

2.2.5.3 Farbung der Zellkerne mit DAPI

Neben der Aktivierung von Caspasen ist der strukturelle Abbau der genomischen DNA,
wodurch es zur Kondensation des Chromatins kommt, ein weiteres charakteristisches
Merkmal der Apoptose. Da DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol, Extinktion 358 nm/Emission
461 nm) spezifisch die DNA anfarbt, konnen Kerne apoptotischer Zellen mit kondensiertem
Chromatin einfach von den Kernen vitaler Zellen unterschieden werden.

Fir die Farbung mit DAPI wurden 1x10* Zellen/well in Chamber Slide™ Objekttragern der
Firma Nunc ausgesét. Nach Beendigung der jeweiligen Inkubationen wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieRend in 4 %-iger para-Formaldehyd-Lésung fur 25 min fixiert.
Nach dem Waschen der Zellen fur 5 min in PBS, wurden die Zellen durch eine Triton-X 100-
Ldsung permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen fir 5 min in PBS wurden die Zellen mit

einer DAPI-Lésung (6x107 M) fir 10 min bei RT gefarbt. Die Visualisierung der Zellkerne
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erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss und der AxioVision Software (Carl

Zeiss Microlmaging GmbH).

2.2.6 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit SIRNA

Die transiente Transfektion von Zellen mit siRNA dient dazu, spezifisch die Expression
einzelner Proteine zu hemmen. Hierzu wird ein kurzes, zur mRNA des Zielproteins
homologes RNA-Fragment in die Zelle eingebracht, wo es an das komplementare mRNA-
Molekul bindet. Dieses teilweise doppelstrangige mRNA-Molekldl wird von zelleigenen
Proteinen erkannt und abgebaut. Die mMRNA steht der Zelle somit nicht mehr zur Verfligung.
Die Expression des codierten Proteins ist nicht mehr moglich. Fir die transiente Transfektion
von A549 Zellen wurden zwei unterschiedliche Anséatze gewahlt, die in den folgenden

Abschnitten naher beschrieben werden.

2.2.6.1 Transfektion mit SIRNA durch DharmaFECT1

Die Transfektion mit DharmaFECT1® wurde entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt. Drei Tage vor Versuchsbeginn wurden 5x10° Zellen/ml in 10 cm Schalen
ausgesat. Fur die Transfektion wurden 780 ul einer 2 uM siRNA-LOsung in dem
mitgelieferten Transfektionspuffer angesetzt und mit dem A&quivalenten Volumen an
additivfreiem Medium verdinnt. In einem zweiten Ansatz wurde 31,2 pl DharmaFECT1® mit
1,52 ml additiv-freiem Medium verdinnt. Beide Ansatze wurden fur 5 min bei RT inkubiert,
anschlieend vereinigt und fur weitere 25 min bei RT gelagert. Zwei Stunden nach der
Aussaat wurde der vorbereitete Transfektionsansatz zu den Zellen pipettiert und mit
Vollmedium auf ein Gesamtvolumen von 15 ml aufgefillt. Die Zellen wurden nun fir 48 h mit
dem Transfektionsansatz inkubiert, anschlieRend das Medium gewechselt und der Versuch

gestartet.

2.2.6.2 Nukleofektion mit sSiRNA

Eine alternative Transfektionsmethode um siRNA in Zellen einzubringen ist die
Nukleofektion. Hierzu wurde das Gerat und das bendtigte Kit (Nucleofector Kit T) der Firma
Amaxa Biosystems verwendet. Die Nukleofektion erfolgte gemdR dem empfohlenen
Protokoll. Zunachst wurden 1x10° Zellen in 100 ul der Lésung T aufgenommen und mit 5 pg
siRNA vermischt. Fir die Nukleofektion wurde das Programm X-001 verwendet. Die Zellen
wurden unmittelbar nach der Nukleofektion mit frischem Medium in eine 10 cm Schale
Uberfiihrt. 24h nach der Nukleofektion wurde das Medium gewechselt und der Versuch

gestartet.



Material und Methoden 45

2.2.7 Messungen der Sphingosin-Kinase Aktivitat

Die Messungen der Enzymaktivat der Sphingosin-Kinasen 1 und 2 erfolgte nach einer
modifizierten Methode nach Billich und Ettermeyer [187]. Hierzu wurden Zellen fur den
Versuch, wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben, ausplattiert und geerntet. AnschlieRend wurde
das Zellpellet in 100 ul eiskaltem Lyse-Puffer resuspendiert und die Zellen durch Ultraschall
(Branson Sonifier 250) (5 sec, 20 % Ausgangsleistung) aufgebrochen. Um das Zytoplasma
von den restlichen Zellbestandteilen zu trennen, wurde die Suspension fir 30 min bei
1600xg und 4 T zentrifugiert.

Fur die separate Detektion der Enzymaktivitdt beider Isoformen, wurde dem SphK2-
Reaktionspuffer 1 M KCI hinzugeftigt, was zur Hemmung der SphK1 fiihrte [113]. So war es
madglich, die Aktivitdten beider Isoformen in nur einer Probe zu bestimmen. Zunachst wurde,
wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, der Proteingehalt bestimmt. Fir die Messung der
Enzymaktivitdt wurden 10 pl des gewonnenen Zytoplasmas in ein frisches Reaktionsgefal}
Uberfiihrt und mit 100 pl des entsprechenden Reaktionspuffers versetzt. Hierzu wurden
10 pM des fluoreszenzmarkierten Substrats (NBD-Sphingosine), sowie 1 mM ATP pipettiert
und fur zwei Stunden bei 37 C inkubiert.

Zur Extraktion des gebildeten NBD-Sphingosin-1-Phosphats wurden dem Reaktionsansatz
100 pl K;HPO,4 und 500 ul Chloroform/Methanol (v/v 2/1) hinzugefligt und umgehend kréaftig
geschuttelt. Die folgende Trennung der Phasen durch Zentrifugation (10 min, 12000xg, RT)
separierte das Substrat NBD-Spshingosin (Lipidphase) von dem Produkt NBD-Sphingosin-1-
Phosphat (wéassrige Phase). Die Quantifizierung des gebildeten NBD-Sphingosin-1-
Phosphats (Extinktion 485 nm, Emission 538 nm) wurde am Mithras LB940 der Firma
Berthold Technologies durchgefihrt.

Fur die Auswertung der Messergebnisse wurden die gemessenen Fluoreszenzen auf den

Proteingehalt normiert und so die relative Enzymaktivitat pro pg Protein ermittelt.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde durch Berechnungen mit Hilfe des 1-Weg-ANOVA Test
ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der ,ehrlichen signifikanten Differenz’ nach
Tukey. Die Werte gelten als signifikant unterschiedlich mit p<0,05. Bei Western-Blot
Analysen sind reprasentative Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen Experimenten

dargestellt.
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3 ERGEBNISSE

Das Auftreten von Chemoresistenz in Tumoren ist ein oft beobachtetes Phanomen und stellt
haufig ein Problem bei deren Behandlung dar. Es ist bekannt, dass im Inneren von Tumoren
die Sauerstoffversorgung oftmals nicht ausreicht und so eine hypoxische Region, der so
genannte ,hypoxische Kern’ (hypoxic core), entsteht. In ,in vitro’ Experimenten mit
Tumorzellen konnte eine Korrelation zwischen dem Grad an Hypoxie und der erhéhten
Vitalitat von Zellen hergestellt werden, jedoch sind die zugrunde liegenden Mechanismen
bisher nicht vollstandig geklart. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die Ausbildung eines
chemoresistenten Phé&notyps in Zellen nach der Inkubation unter Hypoxie untersucht
werden. Hierbei sollten insbesondere die zugrunde liegenden Mechanismen aufgeklart

werden, um mdgliche Ziele fur therapeutische Ansétze zu identifizieren.

3.1 Die Expression von HIF-1 in A549 Zellen

Die zellularen Reaktionen auf Sauerstoffmangel hédngen vom Zelltyp und dem
entstammenden Gewebe ab und fallen daher unterschiedlich stark aus. Daher musste zu
Beginn der Arbeit zunéchst geeignete Inkubationsbedingungen zur Untersuchung Hypoxie-
induzierter Effekte etabliert werden. Ein charakteristisches Merkmal fir die Aktivierung
Hypoxie-induzierter Effekte ist die Expression und Akkumulation von HIF-1a. Aus diesem
Grund wurden A549 Zellen fur unterschiedliche Inkubationszeiten bei 1% Sauerstoff

inkubiert, und die Expression von HIF-1a mittels Western-Blot untersucht.

HIF-1a *g ” Comony, s
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Abb.6: Zeitlicher Verlauf der HIF-1a-Expression in A549 Zellen unter Hypoxie

A549 Zellen wurden unter Normoxie (21% O,) fir 48h, bzw. fir 4-48h unter Hypoxie (1% O>) inkubiert. Die
Expression von HIF-1a und Aktin wurde mittels Western-Blot nach der in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Methode
detektiert. Die Expression von Aktin diente als Kontrolle fir eine gleichméRige Beladung. Das dargestellte

Ergebnis ist reprasentativ fiir mindestens drei unabhangige Experimente.

Aufgrund des stetigen Abbaus durch die PHDs war unter Normoxie (21% O,) in den A549
Zellen kein HIF-1a Protein detektierbar. Die Inkubation von der Zellen unter Hypoxie (1% O5,)

fuhrte zu einer Akkumulation von HIF-1a nach nur 4h Inkubationsdauer, wobei das Signal
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bis 8 h Hypoxie konstant blieb (Abb.6). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass unter lang
anhaltendem Sauerstoffmangel (<16 h) der Proteingehalt von HIF-1a wieder reduziert wurde.
Der Grund hierfir liegt in Rickkoplungsmechanismen die gewahrleisten, dass die Hypoxie-
vermittelte Zellantwort nicht beliebig lange andauert.

Die Stabilisierung von HIF-1a ist Vorraussetzung fir die Bildung des aktiven HIF-1
Heterodimers. Eine HIF-1 vermittelte Zellantwort kann somit breits nach 4 h Hypoxie

induziert werden.

3.2 Der Hypoxie-vermittelte Schutz vor Apoptose

In einem nachsten Experiment musste uberprift werden, ob A549 Zellen unter Hypoxie tber
einen Mechanismus zum Schutz vor Chemotherapeutika-induzierter Apoptose verfligen. Fir
die Messung der Apoptoserate wurde die Bestimmung der Caspase3-Aktivitat durchgefuhrt.
Die Aktivierung der Caspase3, einer Effektorcaspase, ist esseniell fur die Ausfiihrung der
Apoptose und ein charakteristisches Merkmal flr den apoptotischen Zelltod. Als Induktoren
der Apoptose wurden Etoposid und Staurosporin verwendet. Durch den Einsatz zweier

unterschiedlicher Apoptose-Induktoren sollten substanzspezifische Effekte ausgeschlossen

werden.
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Abb.7: Hypoxie-vermittelter Schutz vor induzierter Apoptose

Messungen der Caspase3-Aktivitat in A549 Zellen nach der Inkubation fir jeweils 24 h unter Normoxie (21 % O,)
oder Hypoxie (1% Oy). Die Stimulation mit (A) 150 uM Etoposid oder (B) 0,5 pg/ml Staurosporin (Sts) erfolgte
nach 24 h Vorinkubation fiir weitere vier Stunden unter serumfreien Bedingungen. Die Bestimmung der
Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die gemessenen Aktivitdten sind als Vielfaches
der unbehandelte Kontrolle dargestellt (x der Kontrolle). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten
aus n25 Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.
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A549 Zellen wurden zunachst unter Normoxie (21% O,) oder Hypoxie (1% O,) fir 24h
vorinkubiert, bevor durch die Zugabe von 150 pM Etoposid oder 0,5 pg/ml Staurosporin und
der Inkubation fur weitere vier Stunden in serumfreien Medium, Apoptose ausgeldst wurde.
Anhand der Messung der Caspase3-Aktivitat wurde anschlieBend die Sensitivitat der Zellen
gegenuber Etoposid detektiert.

In A549 Zellen wurde unter unstimulierten Bedingungen keine basale Caspase3-Aktivitat
festgestellt. Die Stimulation der Zellen mit 150 uM Etoposid unter Normoxie (21% O,)
induzierte einen starken Anstieg der Caspase3-Aktivitdt (~32fach), der durch die
Vorinkubation der Zellen fir 24 h unter Hypoxie (1% O,) auf das 7fache reduziert werden
konnte (siehe Abb.7 A). Ein &quivalentes Ergebnis wurde durch die Induktion der Apoptose
durch 0,5 ug/ml Staurosporin, einem Inhibitor der Familie der ATP-abhangigen
Proteinkinasen, erzielt. Hier kam es unter Normoxie (21% O,) zu einer Induktion der
Caspase3-Aktivitdt um das 47fache, welche durch die 24stindige Vorinkubation unter
Hypoxie (1% O,) auf das 13fache reduziert wurde (Abb.7 B). Die Beobachtung, dass
Hypoxie vor Apoptose, induziert durch Etoposid und Staurosporin,gleichermaf3en schitzt,
zeigt, dass es sich um einen generellen Effekt unter Hypoxie und nicht um
substanzspezifische Mechansimen handelt. Aus Kostengriinden wurde daher fir die
kommenden Versuche auf den Einsatz von Staurosporin verzichtet.

Anhand der dargestellten Ergebnisse konnte eine Hypoxie-vermittelte Chemoresistenz in
A549 Zellen festgestellt werden. Zur Validierung der Ergebnisse wurde das Experiment
wiederholt und die Bestimmung der Apoptose mit Hilfe einer weiteren Methode, der Farbung
der DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol), durchgefuhrt.
Diese Methode basiert auf der Tatsache, dass wahrend des programmierten Zelltods
charakteristische Verédnderungen in der Zellmorphologie und auch der DNA auftreten. Hierzu
zahlt die Kondensation des Chromatins, die durch Férbung der Zellenkerne mit DAPI

sichtbar gemacht werden kann.
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Abb.8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von A549 Zellen nach DAPI-Farbung

A549 Zellen wurden fir 24 h unter Normoxie (21 % O;) oder Hypoxie (1% O-) inkubiert und anschlieend, soweit
angegeben, mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) stimuliert. Nach Beendigung der Inkubation wurde die DAPI-
Farbung, wie in Abschnitt 2.2.5.3 beschrieben, durchgefuhrt und das Ergebnis der Farbung mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops aufgenommen. Die mit Pfeilen markierten Bereiche zeigen Zellkerne mit kondensiertem

Chromatin. Die dargestellten Aufnahmen sind reprasentativ fiir drei unabhéngige Experimente.

Die Farbung der Zellkerne mit DAPI hat das Ergebnis der Messungen der Caspase3-Aktivitét
(Abb.7) bestatigt. Nach Inkubation der Zellen unter Normoxie (21 % O,) und anschliel3ender
Behandlung mit 150 uM Etoposid (4h, serumfrei) waren deutlich Zellkerne mit
kondensiertem Chromatin erkennbar (siehe Pfeile in Abb.8). In der unstimulierten Kontrolle
unter Normoxie und Hypoxie (1% O,) waren keinerlei apoptotische Kerne zu sehen. Eine
Vorinkubation fur 24 h unter Hypoxie (1% O,) und anschlieender Stimulation mit 150 uM
Etoposid (4 h, serumfrei) hatte ebenfalls die Bildung so genannter apoptotischer Kerne zur
Folge. Diese waren im Vergleich zur Etoposid-Behandlung unter Normoxie jedoch in stark
reduzierter Anzahl vorhanden.

Die Bestimmung der Apoptoserate mittels der Messung der Caspase3-Aktivitdt und der
Farbung der Zellkerne mit DAPI, zeigte eine deutliche Reduktion des apoptotischen
Potenzials von Etoposid nach Vorinkubation unter Hypoxie. Der Hypoxie-vermittelte Schutz
basiert somit nicht allein auf der Hemmung der Caspase3. Die Messungen der Caspase3-
Aktivitdt sind aufgrund der besseren Quantifizierbarkeit und der einfacheren Durchfiihrung
gegenuber der Farbung mit DAPI von Vorteil. Aus diesem Grund wurde fur die kommenden
Versuche die Bestimmung der Apoptoserate von Zellen durch die Messung der Caspase3-

Aktivitat als Testsytem herangezogen.
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3.2.1 Zeitabhangige Entwicklung der Chemoresistenz unter Hypoxie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die zugrunde liegenden Mechanismen der Hypoxie-
induzierten Chemoresistenz aufzuklaren. Zur Charakterisierung beteiligter Faktoren war es
zunéachst notwendig zu Uberprifen, wie sich die Dauer der Vorinkubation unter Hypoxie auf
die Resistenz gegeniber Etoposid auswirkt. Hierzu wurden die Zellen fir 4 - 48h unter

Hypoxie vorinkubiert, bevor 150 uM Etoposid fur weitere 4 h in serumfreien Medium inkubiert

wurde.
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Abb.9: Resistenz gegeniiber Apoptose nach Vorinkubation unter Hypoxie

A549 Zellen wurden fir Inkubationszeiten von 4 — 48h unter Hypoxie (1% O2) vorinkubiert und anschlieRend
150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) zugegeben. Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte nach der in Abschnitt
2.2.5.1 beschriebenen Methode. Die dargestellten Werte entsprechend der Caspase3-Aktivitdt in % der
Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid) zum jeweiligen Zeitpunkt. Alle Werte entsprechen den Mittelwerten aus
n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (#) markierten Messwerte sind signifikant unterschiedlich zur jeweiligen
Positivkontrolle (p=0,05).

Wie in Abb.9 dargestellt, reicht eine Vorinkubation von <8 h unter Hypoxie (1% O,) nicht aus
um eine signifikante Reduktion der Caspase3-Aktivitdit nach Etoposid-Behandlung zu
erreichen. Interessant ist, dass kurzzeitige Hypoxie (1% O;) (<4h) sogar zu einer
Sensibilisierung der Zellen gegeniber Etoposid fuhrt. Erst nach einer Vorinkubation der
Zellen fur mindestens 16 h unter Hypoxie (1% O,) konnte eine signifikante Hemmung der
Apoptoserate festgestellt werden, welche durch langere Vorinkubation unter Hypoxie weiter
verstarkt wurde.

Wie gezeigt werden konnte, kommt es nach nur eine Inkubation flr 4h unter Hypoxie zu
einer Akkumulation von HIF-1a, jedoch ist eine Inkubationszeit von mindestens 16 h unter

Hypoxie (1% O,) notwendig, um einen Schutz vor Etoposid-induzierter Apoptose
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auszulésen. Fir die kommenden Versuche wurde eine 24stindige Vorinkubation angesetzt,

da die Chemoresistenz der Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits stark ausgepragt war.

3.3 Die Rolle von HIF-1 bei der Chemoresistenz unte r Hypoxie

Da HIF-1 ein wichtiger Transkriptionsfaktor fir zellulare Reaktionen auf Hypoxie ist, und die
Induktion zellularer Schutzmechanismen durch HIF-1 bereits festgestellt wurde, wurde
zunachst die Bedeutung von HIF-1 fur das Auftreten der Chemoresistenz unter Hypoxie
untersucht. Die Funktion von HIF-1 besteht unter anderem darin, durch die Expression von
Genen den Zellen das Uberleben unter Sauerstoffmangel zu ermdglichen. Wie in Abschnitt
1.2 beschrieben, fuhrt HIF-1 unter anderem zu einer verstarkten Expression von Enzymen
des Glukosemetabolismus, der Angiogenese und der Erythropoese. Neben diesen Faktoren,
die eine verbesserte Versorgung der Gewebe mit Nahrstoffen und Sauerstoff und die
sauerstoffunabhangige Energiegewinnung ermdéglichen, werden auch Gene von HIF-1
induziert, die Zellen vor Apoptose schitzen. Hierzu zahlen unter anderem Faktoren, die eine
Resistenz gegenuber Apoptose-induzierenden Agenzien vermitteln (z. B. P-gp, MRP1),
sowie Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie. Sofern HIF-1 an der Entstehung der
Chemoresistenz beteiligt ist, wirde ein Fehlen von HIF-1a zur Sensibilisierung der Zellen
gegen Etoposid unter Hypoxie fuhren. Durch den Einsatz HIF-la-spezifischer siRNA (small
interfering RNA) konnte die Expression des Proteins unterdriickt werden. Der Einsatz von
siRNA ermdglicht es, den mRNA-Gehalt eines Gens spezifisch zu verringern, was mit einer
Hemmung der Expression des Proteins und damit verbundener Effekte korreliert.

Zunachst musste die Wirksamkeit und Spezifitdt der verwendeten siRNA gestestet werden.
Hierzu wurden Zellen mit Kontroll-sSiRNA oder spezifischer HIF-1a-siRNA transient
transfiziert und die Expression von HIF-1a unter Hypoxie detektiert. Der Einsatz der Kontroll-
siRNA dient dazu eventuelle, durch die Transfektion oder der eingebrachten siRNA

hervorgerufenen, unspezifischen Effekte auszuschlie3en.
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Abb.10: Hemmung der HIF-1a Expression durch spezifische siRNA
Inkubation von A549 Zellen fur 4 h unter Hypoxie (1% O,) als Kontrolle nach der Transfektion mit 100 nM HIF-1a-
spezifischer siRNA bzw. der Transfektion mit 100 nM Kontroll-siRNA. Zur Transfektion wurde die in Abschnitt



Ergebnisse 52

2.2.6.1 beschriebene transiente Transfektion mit DharmaFECT1 durchgefiihrt. Die Detektion der
Proteinexpression erfolgte nach der in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Methode. Die Expression von Aktin diente

als Beladekontrolle. Das gezeigte Ergebnis ist reprasentativ fur drei unabhangige Experimente.

Die Transfektion der A549 Zellen mit spezifischer HIF-1a-siRNA flhrte zu einer vollstandigen
Hemmung der HIF-1a Proteinexpression unter Hypoxie (1% O,) (Abb.10). Die Inkubation von
untransfizierten Zellen flhrte nach 4h Hypoxie (1% O,) zu einer Akkumulation von HIF-1a.
Dies war auch in Zellen der Fall, die zuvor mit 100 nM der Kontroll-siRNA transfiziert wurden.
Ein unspezifischer Effekt der Transfektion konnte somit ausgeschlossen werden. Die
Proteinexpression von Aktin wurde nicht beeinflusst, was ebenfalls auf einen spezifischen
Effekt der HIF-1a-siRNA spricht. Toxische Effekte durch die Transfektion oder der
transfizierten siRNA waren keine zu beobachten.

Um anschlieRend die Bedeutung von HIF-1la auf die Resistenz der Zellen gegenuber
Chemotherapeutika unter Hypoxie zu untersuchen, wurden A549 Zellen wie in Abschnitt
2.2.6.1 beschrieben mit Kontroll-siRNA bzw. spezifischer HIF-1a-siRNA transfiziert, fir 24 h
unter Hypoxie (1% O,) inkubiert und die Caspase3-Aktivitdt nach der Behandlung mit
150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) gemessen.

120 1
T 100 A
=
)
33 807
% < .
8 > 60 T —
0N =
T @
O © I
: o X 40 A
=~
© # .
o 20 A I -
L
0
Normoxie [n] 24 - 5 -
Hypoxie [h] - 24 24 24
Kontroll-siRNA - - + -
HIF-1a-siRNA - = - +
Etoposid [150 uM] + I + +

Abb.11: Die Rolle von HIF-1a wahrend des Hypoxie-vermittelten Schutzes vor Apoptose

A549 Zellen wurden 48h vor Inkubationsstart nach der in Abschnitt 2.2.6.1 beschriebenen Methode mit 100 nM
Kontroll-siRNA oder 100 nM spezifischer HIF-1a-siRNA transfiziert. AnschlieBend wurde die Caspase3-Aktivitéat
von untransfizierten oder transfizierten A549 Zellen nach der Inkubation unter Normoxie (21% O,) oder Hypoxie
(1% 0O2) und anschlieRender Behandlung mit 150 uM Etoposid (4h, serumfrei) gemessen. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen die Anderung der Caspase3-Aktivitat als % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle

dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (#) markierten



Ergebnisse 53

Messwerte sind signifikant unterschiedlich zur Positivkontrolle. Alle mit (#) oder (*) markierten Unterschiede sind

mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

Die Vorinkubation der A549 Zellen fir 24 h unter Hypoxie (1% O,) fuhrte zu einer Reduktion
der Etoposid-induzierten Caspase3-Aktivitdt um ~80%. Die Transfektion mit Kontroll-siRNA
fuhrte zu keiner Anderung des Apoptoseschutzes, wohingegen der Verlust von HIF-1a durch
die Transfektion der Zellen mit spezifischer HIF-1a-siRNA zu einer Sensibilisierung der
Zellen gegeniiber der Behandlung mit 150 pM Etoposid (4 h, serumfrei) fuhrte (siehe
Abb.11).

Um die Beteiligung von HIF-1 zu verifizieren, wurden die Zellen zundchst mit Desferroxamin
(DFX) behandelt, welche unter Normoxie zu einer Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1
fuhrt. DFX, ein so genanntes Hypoxie-Mimetikum, bewirkt unabhdngig von den
herrschenden Sauerstoffkonzentrationen eine Stabilisierung von HIF-1a. DFX bindet Fe?*,
ein essenzieller Kofaktor der Asparagin- und Prolinhydroxylasen (siehe Abschnitt 1.2), und
induziert so HIF-1-vermittelte Effekte unter Normoxie. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse

von DFX und Hypoxie, wurde wiederum eine Inkubationszeit von 24 h gewéahlt.
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Abb.12: Der Einfluss von DFX auf Etoposid-induzierte Caspase3-Aktivitat

A549 Zellen wurden fir 24 h entweder unter Normoxie (21% Oz) oder unter Normoxie mit 50 uM Desferroxamin
(DFX) inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen vor der Inkubation mit 50 pM DFX unter Normoxie,
wie in Abschnitt 2.2.6.1, mit 100 nM HIF-1a-spezifischer siRNA transfiziert. Bei allen Proben erfolgte die Induktion
der Apoptose mit 150 uM Etoposid fir 4h unter serumfreien Bedingungen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen
die Reduktion der Caspase3-Aktivitat in % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte
entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (#) markierten Messwerte sind signifikant
unterschiedlich zur Positivkontrolle. Alle mit (#) oder (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant

unterschiedlich.
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Die Stimulation mit 50 uM DFX fur 24h unter Normoxie filhrte zu einer Reduktion des
Etoposid-induzierten Zelltodes um etwa 50% (Abb.12). Da DFX als Chelator fiir Fe**-lonen
alle Enzyme beeinflusst, die Fe?" als Kofaktor nutzen, wurde zusatzlich die Spezifitat des
Effektes fir HIF-1 untersucht. Hierzu wurden Zellen 48h vor Versuchsbeginn mit 100 nM
HIF-1a-spezifischer siRNA transfiziert, und anschlieBend fur 24 h unter Normoxie (21% O,)
mit 50 pM DFX behandelt. Nach Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) zeigte sich,
dass nach Hemmung der HIF-1a-Expression kein Apoptoseschutz durch DFX mehr vorlag.

Anhand der bisher gewonnenen Erkenntnisse konnte eine Beteiligung von HIF-1 an der
Hypoxie-induzierten Resistenz gegenuber Etoposid festgestellt werden. Die Hemmung der
HIF-1a Expression durch spezifische siRNA flhrte unter Hypoxie zu einer Sensibilisierung
der Zellen gegentber der Behandlung mit Etoposid. Auch die Induktion von HIF-1 durch DFX
unter Normoxie vermittelte einen Schutz der Zellen vor Apoptose. Dieser Effekt konnte
ebenfalls durch den Einsatz von HIF-1a-siRNA rickgangig gemacht werden.
Interessanterweise konnte die Chemoresistenz unter Hypoxie durch die Hemmung von HIF-1
nicht vollstandig aufgehoben werden. Ebenso war der Schutz vor Etoposid durch die
Behandlung mit DFX unter Normoxie weniger stark ausgepragt wie dies durch Hypoxie der
Fall war. Aus den dargestellten Ergebnissen lasst sich schlie3en, dass Hypoxie neben der
Aktivierung von HIF-1 weitere Mechanismen induziert, welche zu einem Schutz der Zellen

vor induziertem Zelltod vermittelt.

3.3.1 Auto- oder parakrine Resistenzmechanismen unt  er Hypoxie

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kann es unter Hypoxie zur Freisetzung léslicher
Faktoren kommen, die Uber auto- oder parakrine Effekte vor Apoptose schitzen kénnen
(z. B. EPO, VEGF, IL-6, IL-8, TGF-a). Die Sekretion solcher Signalmolekile ist ein
Mechanismus, der Reaktionen auf einen Reiz nicht nur auf einzelne Zellen beschrankt,
sondern auch an das umliegende Gewebe weitergibt.

Fur die Identifizierung dieser Faktoren wurde daher Uberprift, ob Zellen unter Hypoxie
Faktoren in das Medium abgeben, welche die Chemoresistenz vermitteln. Hierzu wurden
A549 Zellen fur 24h entweder unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert und deren
Zelliberstand, wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben, gesammelt und aufbereitet.
Anschlieend wurden frisch ausgeséate Zellen mit diesen konditionierten Medien (Nox-CM
oder CM) fur 24h unter Normoxie inkubiert, und durch Zugabe von 150 pM Etoposid (4h,

serumfrei) Apoptose induziert (siehe Abb.11).
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Abb.13: Schutz vor Apoptose induziert durch konditioniertes Medium (CM)

Messungen der Caspase3-Aktivitat nach Vorinkubation unter Normoxie (21% O,), Hypoxie 1% O,) oder mit
unterschiedlich konditionierten Medien unter Normoxie (Nox-CM, CM). Nach Vorinkubation der Zellen fiir 24h
unter den jeweiligen Bedingungen, erfolgte die Zugabe von 150 uM Etoposid (4h, serumfrei). Die dargestellten
Ergebnisse zeigen die Reduktion der Caspase3-Aktivitat als % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle
dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten

Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

Das in Abb.13 dargestellte Ergebnis zeigt, dass eine Vorinkubation fir 24h unter Hypoxie
(1% Oy) zu einer starken Hemmung der Apoptoserate nach Etoposid-Behandlung fuhrt. Die
Inkubation der Zellen in konditioniertem Medium, welches von Zellen gewonnen wurde, die
fur 24h unter Normoxie kultiviert wurden (Nox-CM), zeigte keinerlei protektive Wirkung
gegenuber der Behandlung mit 150 uM Etoposid (4h, serumfrei). Im Gegensatz hierzu fihrte
die Vorinkubation mit Medium, welches von Zellen unter Hypoxie konditioniert wurde (CM),
zu einer Hemmung der Etoposid-induzierten Caspase3-Aktivitdt um ~60% im Vergleich zur
Kontrolle (Nox-CM + Etoposid) (siehe Abb.13). Dies spricht fur die Aktivierung von
Schutzmechanismen, die Uber extrazellulare Signale ihre Funktion erfillen. In Verbindung
mit der Beobachtung, dass frilhestens nach 16h Inkubationszeit unter Hypoxie eine
Reduzierung der Etoposid-induzierten Apoptose auftritt, ist die Neusynthese und Sekretion

eines Schutzfaktors nahe liegend.

3.3.2 Identifizierung des sekretierten Schutzfaktor s

Wie bereits gezeigt werden konnte, fuhrt die Inkubation unter Hypoxie zur Freisetzung eines
Schutzfaktors. Die Synthese und Sekretion von Botenstoffen unter Hypoxie ist bereits

beschrieben und die Beteiligung von HIF-1 ebenfalls gezeigt. Im Zusammenhang mit der
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Induktion einer Chemoresistenz ist dies jedoch noch nicht vollstdndig geklart. Zunachst
wurde daher untersucht, inwieweit die Aktivierung von HIF-1 unter Hypoxie fir die

konditionierung des Mediums notwendig ist.

3.3.2.1 Die Beteiligung von HIF-1 bei der Konditionierung des Mediums

Wie bereits in Abschnitt 3.3 gezeigt, ist HIF-1 an der Resistenz von A549 Zellen gegeniber
Etoposid-induzierter Apoptose beteiligt. Die Expression von Genen durch HIF-1 kénnte somit
zur Synthese und Sekretion von Faktoren fihren, welche auto- oder parakrin den Schutz vor
Apoptose vermitteln. Zum Testen dieser Vermutung wurde konditioniertes Medium von
Zellen unter Hypoxie hergestellt die zuvor entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA
(CM(siKontrolle)), oder mit spezifischer HIF-1a-siRNA transfiziert wurden (CM(HIF-1a-
siRNA)).
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Abb.14: Die Wirkung von CM nach Konditionierung in Zellen mit unterdriickter HIF-1a Expression

Messungen der Caspase3-Aktivitat nach Inkubation von A549 Zellen fiir 24 h unter Normoxie (21 % O) mit
frischem Medium, CM oder CM das aus Zellen mit unterdriickter HIF-1a Expression gewonnen wurde (CM(HIF-
1a-siRNA)). Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Anderung der Caspase3-Aktivitat als % der Positivkontrolle
(Normoxie + Etoposid). Alle Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (#)
markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich zur Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid).

Wie in Abb.14 dargestellt, ist HIF-1 nicht an der Synthese des sekretierten Schutzfaktors
beteiligt. Unter Normoxie (21 % O,) zeigte konditioniertes Medium, welches unter Hypoxie
von HIF-la-defizienten Zellen konditioniert wurde (CM(HIF-1a-siRNA)), ein unverandertes
Schutzpotenzial im Vergleich zu konditioniertem Medium von untransfizierten Zellen (CM).
Eine HIF-1-abhangige Synthese und Sekretion des Schutzfaktors kann somit

ausgeschlossen werden.
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3.4 Charakterisierung der Stoffklasse des Schutzfak  tors

Fur die ndhere Eingrenzung mdoglicher Schutzfaktoren sollte zunéchst die Stoffklasse des
freigesetzten Faktors bestimmt werden. Hierzu wurde CM unterschiedlichen Behandlungen
unterzogen und anschlieRend untersucht, inwieweit sich das Potenzial von CM, vor
Apoptose zu schitzen, reduziert wurde. Zundchst wurden Proteine durch die Zugabe von
Proteasen und anschlieRender Denaturierung entfernt. In einem weiteren Ansatz wurden,
wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben, Lipide aus dem konditionierten Medium (CM) extrahiert.
Zur Kontrolle wurde neben der Extraktion aus CM auch ein Extrakt aus Medium hergestellt,
das unter Normoxie konditioniert wurde (Nox-CM). Mit den so hergestellten Lipid-Extrakten
wurden Zellen fir 24 h unter Normoxie inkubiert, und deren Resistenz gegeniber Etoposid-

induzierter Apoptose bestimmt.
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Abb.15: Charakterisierung der Stoffklasse des Schutzfaktors im CM

A549 Zellen wurden flr 24h unter Normoxie (21% O) inkubiert. Die Inkubation erfolgte entweder unbehandelt
mit CM, behandeltem CM oder Lipid-Extrakten fir 24 h unter Noxmoxie (21% O,). Es wurde unbehandeltes CM
oder CM nach Verdau mit 50 uM Proteinase K und anschlieBender Denaturierung (1h, 100 ) (CM(ProtK;
100 C)) eingesetzt. Weiterhin wurde ein Lipid-Extrakt nach der in Abschnitt 2.2.1.3 beschriebenen Methode
hergestellt. Die Zellen wurden hierzu zur Kontrolle mit dem L&sungsmittel Ethanol (EtOH), oder den Extrakten aus
Normoxie-konditioniertem Medium (Lip-Nox-CM) oder Extrakten aus CM (Lip-CM) behandelt. Das eingesetzte
Volumen des Lipid-Extraktes wurde so gewahlt, dass es die Lipide aus 2 ml Medium enthielt. Diese Volumen an
Medium wurde auch bei den Inkubationen unter Normoxie oder Hypoxie eingesetzt. Die Induktion der Apoptose
erfolgte fir 4h in serumfreien Medium durch die Zugabe von 150 uM Etoposid. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen die Reduktion der Caspase3-Aktivitat als % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten
Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit

p=0,05 signifikant unterschiedlich.
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Es zeigte sich, dass der Schutz vor Apoptose auch nach Denaturierung aller Proteine aus
dem konditionierten Medium unverdndert blieb (siehe Abb.15, CM(ProtK, 100T)). Die
hergestellten Lipid-Extrakte wurden in Ethanol (EtOH) resuspendiert, weshalb zunachst ein
Effekt des Losungsmittels EtOH ausgeschlossen werden musste. Die Zugabe von 1% (v/v)
Ethanol bei einer Inkubation von 24 h unter Normoxie fuhrte weder zur Sensibilisierung der
Zellen, noch wurde ein Schutz der Zellen vor Apoptose induziert. Die Inkubation der Zellen
mit Lipid-Extrakt aus Nox-CM (Lip-Nox-CM) filhrte zu keiner signifikanten Anderung der
Caspase3-Aktivitat nach Stimulation mit 150 uM Etoposid (4h, serumfrei). Im Gegensatz
hierzu zeigte sich nach der Zugabe von Extrakten aus CM (Lip-CM) eine deutliche Hemmung
der Apoptoserate nach Etoposid-Behandlung (~60 % reduziert) (siehe Abb.15).

Anhand des hier dargestellten Ergebnisses steht fest, dass der durch CM-induzierte Schutz
vor Apoptose durch ein Lipid vermittelt wird. Daher wurde ein Screening bekannter

Lipidmediatoren durchgefuhrt.

3.4.1 Screening mdglicher Lipidmediatoren

Die Auswahl der zu testenden Substanzen erfolgte danach, ob fir diese eine anti-
apoptotische Wirkung beschrieben ist, oder ob diese unter Hypoxie verstarkt exprimiert
werden. Hierzu zéhlen unter anderem PAF (platelet activating factor), LPA
(Lysophosphatidylsdure), C1P (Ceramid-1-Phosphat), S1P (Sphingosin-1-Phosphat) und
PGE, (Prostaglandin E,). Diese wurden auf ihrer Fahigkeit getestet A549 Zellen vor

Etoposid-induzierter Apoptose zu schiitzen.
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Abb.16: Wirkung unterschiedlicher Lipide auf Etoposid-induzierte Apoptose
A549 Zellen wurden fir 24h unter Normoxie (21% O,) inkubiert. Die Inkubation erfolgte mit oder ohne Zugabe
von entweder 10 uM LPA, 1 uM PAF, 1 uM C1P, 10 uM S1P oder 500 nM PGE,. Nach 24 h Vorinkubation
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erfolgte die Zugabe von 150 uM Etoposid (4h, serumfrei). Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitdat in % der
Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M.
Die mit (#) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich gegentiber der Positivkontrolle

(Normoxie + Etoposid).

Die Inkubation der Lipide erfolgte fir 24h unter Normoxie (21 % O,) mit anschlieRender
Induktion der Apoptose durch 150 uM Etoposid fir 4 h in serumfreien Medium. Es stellte sich
heraus, dass Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Prostaglandin E, (PGE;) A549 Zellen vor
Apoptose schiitzen. Die Zugabe von 10 puM S1P reduzierte die Caspase3-Aktivitdt nach
Etoposid-Behandlung um 40% im Vergleich zur Positivkontrolle. PGE, induzierte einen
Schutz vor Etoposid von ~65 % bezogen auf die Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Die
Inkubation mit 10 uM LPA, 1 uM PAF bzw. 1 uM C1P fihrte zu keiner Reduktion der
Caspase3-Aktivitat (siehe Abb.16).

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzantrationen
von PGE, oder S1P stimuliert, bevor die Caspase3-Aktivitdt nach Etoposid-Behandlung

bestimmt wurde.
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Abb.17: Die protektive Wirkung von Prostaglandin E, (PGEy) in A549 Zellen

A549 Zellen wurden fiir 24 h unter Normoxie unstimuliert bzw. mit steigenden Konzentration an PGE; (10-500 nM)
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Induktion der Apoptose durch die Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h,
serumfrei). Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat in % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten
Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit

p=0,05 signifikant.

Die Inkubation von A549 Zellen fur Konzentrationen von PGE, (10 - 500 nM) fuhrte zu einer

konzentrationsabhangigen Reduktion der Caspase3-Aktivitdt nach der Behandlung mit
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150 puM Etoposid (4h, serumfrei) (siehe Abb.17). Neben PGE, wurde auch durch S1P ein
Schutz vor Apoptose induziert. Anhand einer Konzentrationsreihe sollte auch dessen
Spezifitat bestatigt werden.

Ahnlich wie dies fiir die Stimulation mit PGE, gezeigt werden konnte, kommt es nach
Vorinkubation der Zellen mit 1, 10 und 30 uM S1P zu einer konzentrationsabhangigen
Reduktion der Apoptoserate, ausgeldst durch die Behandlung mit 150 uM Etoposid (4 h,
serumfrei) (siehe Abb.18).
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Abb.18: S1P reduziert konzentrationsabhangig die Caspase3-Aktivitdt nach Etoposid-Behandlung

Inkubation von A549 Zellen fur 24h unter Normoxie (21% O,) mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Sphingosin-1-phosphat (S1P). S1P wurde in Konzentrationen von 1, 10 oder 30 uM flir 24h unter Normoxie
inkubiert, bevor die Inkubation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) erfolgte. Die Messung der Caspase3-Aktivitat
erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat als %
der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5

Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass PGE, und S1P in A549 Zellen spezifisch anti-
apoptotische Signale vermitteln. In weiteren Experimenten sollten anschlielend die

Synthesewege beider Faktoren unter Hypoxie untersucht werden.

3.5 Die Bedeutung von PGE , fir die Chemoresistenz unter Hypoxie

3.5.1 Expression von COX-2 unter Hypoxie

COX-2 katalysiert die Umwandlung von Arachidonsdure zu Prostaglandin H,, welches in
einer Folgereaktion durch die PGE-Synthase in PGE, umgewandelt wird. Es ist bereits

bekannt, dass es durch die Inkubation von Zellen unter Hypoxie zu einer Induktion von COX-
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2 kommen kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass COX-2 Uber die Aktivierung von
HIF-1 reguliert werden kann, und dass COX-2 Uber die Bildung und Sekretion von
Prostaglandin E, (PGE,) zum Zellschutz beitragen kann. Ich untersuchte daher, ob es unter

Hypoxie in A549 Zellen ebenfalls zu einer Akkumulation von COX-2 kommt.

COX-2 —_— — — —

Aktin R T m— < R

Normoxie [21% O,, h] 48 - - - - - -
Hypoxie [1% O,, h] - 4 8 16 24 32 48

Abb.19: Expression der Cyclooxygenase-2 (COX-2) unter Hypoxie

Western-Blot (siehe Abschnitt 2.2.3) von A549 Zellen nach der Inkubation fur 48 h unter Normoxie (21 % O) bzw.
fir 4-48h unter Hypoxie (1% Oy). Die Expression von COX-2 und Aktin wurde nach der in Abschnitt 2.2.3.4
beschriebenen Methode detektiert. Aktin diente als Kontrolle fiir eine gleichméaRige Beladung. Das dargestellte

Ergebnis ist reprasentativ fir mindestens drei unabhangige Experimente.

Die Inkubation der Zellen fir 4 - 48 h unter Hypoxie (1% O,) fuhrte zu einer Akkumulation der
COX-2 beginnend nach einer Inkubationszeit von 8h, wobei eine weitere Zunahme des
Proteingehalts bis 32 h erfolgte (siehe Abb.19). Die verstarkte Expression von COX-2 unter
Hypoxie ist mdglicherweise ein erster Hinweis auf die Beteiligung von COX-2 an der

Weiterleitung des auto-/parakrinen Schutzsignals.

3.5.2 Die Rolle von COX-2 bei der Weiterleitung des  Schutzsignals

Es stellte sich die Frage, inwieweit die Akkumulation von COX-2 zur Etablierung der
Chemoresistenz unter Hypoxie beitragt. Um diese Frage zu beantworten, wurde der
spezifische COX-2-Inhibitor NS398 wahrend der Inkubation unter Hypoxie koinkubiert.
Sofern die Aktivierung von COX-2 fiir die erhdhte Resistenz der Zellen gegentiber Etoposid
unter Hypoxie notwendig ist, wirde man durch den Einsatz von NS398 eine verminderte
Chemoresistenz beobachten konnen.

Wie in Abb.20 dargestellt, reduziert die Hemmung von COX-2 durch 100 uM NS398 unter
Hypoxie (24h, 1% O,) den Schutz vor Etoposid um etwa 35%. Wie dies bereits fur HIF-1
festgestellt werden konnte, konnte auch die Hemmung von COX-2 den Hypoxie-induzierten

Schutz nicht vollstéandig aufheben. Dies spricht fur ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren.
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Abb.20: Die Rolle von COX-2 bei der Hypoxie-induzierten Chemoresistenz und der Sekretion des Schutzfaktors

Messungen der Caspase3-Aktivitat in A549 Zellen nach Inkubation unter Normoxie (21 % O,) oder Hypoxie (1%
0O,). Die Zellen wurden jeweils 24 h wie angegeben mit oder ohne 100 uM NS398 inkubiert. Die Inkubation mit
konditioniertem Medium (CM) oder Medium welches von Zellen mit gehemmter COX-2 Aktivitat konditioniert
wurde (CM(NS398)) erfolgte ebenfalls fur 24 h unter Normoxie. AnschlieRend erfolgte die Induktion der Apoptose
durch die Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei). Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat in % der
Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5
Experimenten + S.E.M. Die mit (#) markierten Werte sind signifikant unterschiedlich zur Positivkontrolle

(Normoxie + Etoposid). Alle mit (#) und (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

PGE,, welches nach Aktivierung der COX-2 gebildet wird, konnte bereits als Mediator anti-
apoptotischer Mechanismen in A549 Zellen bestatigt werden. Es sollte daher untersucht
werden, ob COX-2 an der Freisetzung des Schutzfaktors beteiligt ist. Hierzu stellte ich
konditioniertes Medium von Zellen her, die unter Hypoxie, bei gleichzeitiger Hemmung von
COX-2 durch NS398, inkubiert wurden (CM(NS398)). Wie in Abb.20 dargestellt, konnte
durch die Inkubation mit CM(NS398) fur 24 h unter Normoxie (21 % O,) kein Schutz von
Etoposid-induzierter Apoptose induziert werden (Abb.20). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass die Freisetzung von PGE, nach Aktivierung von COX-2 an der Ubertragbaren
Chemoresistenz in A549 Zellen beteiligt ist.

Es stellte sich heraus, dass sowohl HIF-1, als auch COX-2 Schutz der Zellen vor Etoposid
unter Hypoxie beteiligt waren. Da bekannt ist, dass HIF-1 die Expression von COX-2
induzieren kann, stellte sich die Frage, der COX-2 vermittelte Schutz vor Apoptose ebenfalls
durch HIF-1 vermittelt wird.
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Abb. 21: HIF-1 und COX-2 vermitteln unabhangig voneinander der Schutz vor Apoptose unter Hypoxie

Messungen der Caspase3-Aktivitat in A549 Zellen nach Inkubation unter Normoxie (21% O,) oder Hypoxie (1%
O,). Die Transfektion der Zellen mit 100 nM HIF-la-spezifischer siRNA erfolgte 48 h vor Versuchsbeginn. Die
Zellen wurden jeweils 24h wie angegeben mit oder ohne 100 uM NS398 inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Induktion der Apoptose durch die Stimulation mit 150 pM Etoposid (4 h, serumfrei). Die Messung der Caspase3-
Aktivitat erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat
in % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5

Experimenten + S.E.M. Alle mit (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

Wie bereits dargestellt wurde, fuhrte die Transfektion mit spezifischer HIF-1a sSiRNA zur
Reduktion des Apoptoseschutzes um etwa 25% nach Inkubation unter Hypoxie (1% O5). Ein
ahnlicher Effekt konnte nach Hemmung von COX-2 durch 100 uM NS398 beobachtet
werden. Die Kombination beider Stimulationen zeigte einen additiven Effekt und fihrte zu
einer Reduktion des Apoptoseschutzes um etwa 50% (siehe Abb. 21). Dies deutet darauf
hin, dass beide Faktoren unabhanbgig voneinander zum Schutz der Zellen beitrugen.
DarUber hinaus zeigt dieses Ergebnis, dass weitere Faktoren am Schutz der Zellen vor
Etoposid-induzierter Apoptse unter Hypoxie beteiligt sind.

Es konnte festgestellt werden, dass es unter Hypoxie zu einer Akkumulation von COX-2
kommt, und dass COX-2 zum Schutz der Zellen unter Hypoxie, unabhangig von HIF-1,
beitragt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass COX-2 die Freisetzung eines Schutzfaktor
vermittelt, der auto- oder parakrin die Zellen vor Etoposid-induzierter Apoptose schitzt.
Daruber hinaus fuhrte die Stimulation mit PGE, konzentrationsabhéangig zur Reduktion des
pro-apoptotischen Potenzials von Etoposid. Das Lipid-Screening (siehe Abb.16) ergab, dass
neben PGE, auch S1P ein anti-apoptotisches Signal fur Zellen darstellt. Im Folgenden sollte
daher die Synthese von S1P unter Hypoxie, sowie dessen Bedeutung auf die Vitalitdt von

A549 Zellen, untersucht werden.
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3.6 Die Funktion von S1P wahrend der Enstehung der ~ Chemoresistenz

3.6.1 Expression und Aktivitat der Sphingosin-Kinas en

Sphingosin-Kinasen katalysieren die Reaktion von Sphingosin zu Sphingosin-1-phosphat
(siehe Abschnitt 1.3.1). lhre Expression und Aktivierung unter Hypoxie ist somit
Grundvoraussetzung fur die Synthese und Freisetzung von S1P. Aus diesem Grund
untersuchte ich den mRNA- und Proteingehalt, sowie die Aktivitat beider Enzyme unter
Hypoxie.

Zunachst wurde der mRNA-Gehalt beider Sphingosin-Kinase Isoformen unter Normoxie und
Hypoxie detektiert. A549 Zellen wurden hierzu fir 24 h unter Normoxie, oder fiir 4-24 h unter

Hypoxie inkubiert und anschlieBend mittels quantitativer PCR (QPCR) der mRNA-Gehalt
bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.4).
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Abb.22: Bestimmung des mRNA-Gehaltes von SphK1 und SphK2 unter Hypoxie

A549 Zellen wurden unter Normoxie (21% O,), oder fiir 4 - 24 h unter Hypoxie (1% O,) inkubiert und der mRNA-
Gehalt von SphK1 (wei3) SphK2 (schwarz) ermittelt. Die Bestimmung des mRNA-Gehalts erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Die dargestellten Werte entsprechen der mRNA-Expression relativ zur Expression

von Aktin in % der Kontrolle (24h Normoxie). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=3
Experimenten + S.E.M.

Es konnte bei den Untersuchungen eine basale Transkription beider Gene unter Normoxie
festgestellt werden. Wie in Abb.22 dargestellt, blieb der mRNA-Gehalt sowohl von SphK1,
als auch von SphK2 bis zu einer Inkubationszeit von 24h Hypoxie unverandert. Ein
regulatorischer Effekt von Transkriptionsfaktoren, und somit auch von HIF-1, sowie von
Faktoren, die die Stabilitdét der mRNA beeinflussen, konnte somit ausgeschlossen werden.

Nach Ausschluss einer Regulation auf der Ebene der Transkription, wurde die

Proteinexpression von SphK1l und SphK2 unter Hypoxie Uberprift. Hierzu wurden kurze
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Inkubationszeiten unter Hypoxie gewahlt, da Mechanismen, welche die Stabilitdt oder die
Translationsrate eines Proteins von bereits vorhandener mRNA regulieren, sehr schnell
wirken kdénnen. Die Zellen wurden hierzu fiir 4h unter Normoxie, oder fur 2h und 4h unter

Hypoxie inkubiert.

HIF-1a R et i

SphK2 w e Seeac
'-
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Aktin | - —

Hypoxie [h] - 2 4

Abb.23: Protein-Expression von HIF-1a, SphK1, SphK2 und Aktin unter Hypoxie

Western-Blot von A549 Zellen nach der Inkubation unter Normoxie (21% O;) bzw. 2 —4h Hypoxie (1% O). Die
Expression von HIF-1a, SphK1, SphK2 und Aktin wurde nach der in Abschnitt 2.2.3.4 beschriebenen Methode
detektiert. Aktin diente als Kontrolle der Beladung. Das dargestellte Ergebnis ist reprasentativ fiir mindestens drei
unabhangige Experimente.

Zur Kontrolle der hypoxischen Bedingungen wurde zunachst die Expression von HIF-1a
untersucht. Die Inkubation von Ab549 Zellen fihrte bereits nach 2h Hypoxie zu einer
Akkumulation von HIF-1a, dessen Proteingehalt auch nach 4 h unverandert blieb. Weiterhin
kam es nach bereits nach 2h Hypoxie zu einem schwachen Anstieg der SphK2 Expression.
Der Gehalt an SphK1 blieb hingegen unveréandert (siehe Abb.23).

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Hypoxie einen chemoresistenten Phanotyp
induziert. Bisher konnte gezeigt werden, dass der Schutz teilweise Uber einen intrazellularen
HIF-1-abhéangigen Weg, und Uber die COX-2-abhéngige Freisetzung eines léslichen Faktors,
vermittelt wird. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass S1P ebenfalls anti-apoptotische
Signale vermittelt. Die Synthese von S1P erfolgt durch die Sphingosin-Kinasen welche in
A549 Zellen beide basal exprimiert werden. Nach 2-4h Inkubation unter Hypoxie konnte
dariiber hinaus eine schwache Induktion des SphK2-Proteingehalts festgestellt werden. Da
beide Isoformen auch eine basale Expression zeigen und S1P fir die Vitalitat der Zellen von
Bedeutung ist, stellte sich zun&chst die Frage, inwieweit die Sphingosin-Kinasen die Vitalitat

von Zellen auch unter unstimulierten Bedingungen beeinflussen.
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3.6.2 Der Einfluss der SphK-Aktivitat auf die Vital  itat der Zellen

Es ist bekannt, dass S1P an Vorgangen beteiligt ist, die das Uberleben der Zellen
beeinflussen. Daher sollte zunadchst die Frage beantwortet werden, ob A549 Zellen auf die
basale Aktivitat der Sphingosin-Kinasen und somit auf das Vorhandensein von S1P unter
unstimulierten Bedingungen angewiesen sind. Um dies zu Uberprifen, wurde
Dimethylsphingosin  (DMS), ein Inhibitor beider  SphK-Isoformen, eingesetzt.
Dimethylsphingosin ist ein Strukturanalogon des Sphingosin, dem endogenen Substrat der
Kinasen. DMS bindet kompetitiv zu Sphingosin im aktiven Zentrum des Enzyms, wird
allerdings nicht metabolisiert und verhindert so die Synthese von S1P. Als Nachweis fur die
Spezifitdt von DMS und fur die Bedeutung von S1P fir die Zellvitalitat wurde in einem

weiteren Ansatz eine Koinkubation von DMS und S1P durchgefihrt.
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Abb.24: Hemmung der SphK-Aktivitat durch DMS und die Auswirkungen auf die Zellvitalitat

A549 Zellen wurden fur 24h unter Normoxie (21% O) unstimuliert, oder mit 10 uM Dimethylsphingosin (DMS)
inkubiert. Als weitere Ansatze wurden, sofern angegeben, wahrend der DMS Behandlung 10 uM S1P oder Lipid-
Extrakt (Lip-CM) co-inkubiert bzw. die DMS-Behandlung in CM durchgefiihrt. Das eingesetzte Volumen des Lipid-
Extraktes wurde so gewahlt, dass es die Lipide aus 2 ml Medium enthielt. Dieses Volumen an Medium wurde
auch bei den Inkubationen unter Normoxie oder Hypoxie eingesetzt. Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte
wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Induktion der Caspase3-Aktivitat
als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle (Normoxie). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus
n=5 Experimenten + S.E.M. Alle mit (#) gekennzeichneten Werte sind signifikant unterschiedlich zur DMS-
Behandlung (Normoxie + 10 pM DMS). Die mit (*) oder (#) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant

unterschiedlich.

Die Inkubation der Zellen fir 24 h unter Normoxie mit 10 uM DMS fihrte zu einem etwa

zehnfachen Anstieg der Caspase3-Aktivitat (siehe Abb.23). Dieser pro-apoptotische Effekt
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konnte durch die Koinkubation von 10 uM DMS und 10 pM S1P nahezu vollstandig
aufgehoben werden. In weiteren Ansétzen konnte gezeigt werden, dass neben S1P sowohl
die Zugabe von Lipid-Extrakte aus CM (Lip-CM), als auch die Inkubation mit CM unter
Normoxie ebenfalls zu einer Reduktion des pro-apoptotischen Potenzials von DMS fihrten.

Mit diesem Ergebnis konnte die Bedeutung von S1P fur das Uberleben der Zellen unter
Normoxie verdeutlicht werden. Nun sollte die Frage geklart werden, ob die erhéhte
Expression der SphK2 unter Hypoxie moglicherweise zum Schutz der Zellen vor
physiologischems Stress dient. Hierzu wurde zunéachst die Enzymaktivitat der Sphingosin-

Kinasen gemessen.

3.6.3 Enzymaktivitdt der SphK unter Hypoxie

Fur die Messungen der Sphingosin-Kinase Aktivitat wurden Inkubationszeiten von 2 oder 4 h
unter Hypoxie gewdahlt. Unter diesen Bedingungen lag bereits eine Induktion des SphK2-
Proteingehaltes vor (siehe Abb.23). Neben der Messung der Enzymaktivitat unter Hypoxie
wahlte ich einen weiteren Ansatz mit der Inkubation der Zellen mit 100 uM des Hypoxie-
Mimetikums CoCl, unter Normoxie. Dies sollte die Frage klaren, ob die Akkumulation von
HIF-1alpha einen direkten Einfluss auf die Aktivitat der SphK hat. Die Messung erfolgte nach
der in Abschnitt 2.2.7 beschrieben Methode, bei der in einem ,in vitro’ Ansatz die Aktivitat der
Enzyme anhand der Umwandlung eines fluoreszenzmarkierten Substrates (NBD-

Sphingosin) bestimmt wird.
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Abb.25: Messungen der Sphingosin-Kinase Aktivitat unter Hypoxie

A549 Zellen wurden fir 4h unter Normoxie (21% O5) unstimuliert oder mit 100 uM CoCl,, bzw. fur 2 oder 4 h
unter Hypoxie (1% O;) inkubiert. Die Bestimmung der SphK-Aktivitdt erfolgte nach der in Abschnitt 2.2.7
beschriebenen Methode. Zur besseren Vergleichbarkeit der gemessenen Enzymaktivitaten wurden diese auf den

Gehalt an Gesamtprotein der jeweiligen Probe normiert. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Anderungen der
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SphK1- (wei) und SphK2-Aktivitat (schwarz) als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle (Normoxie). Alle
dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Alle mit (#) gekennzeichneten

Werte sind signifikant unterschiedlich zur unstimulierten Kontrolle (Normoxie), mit p=0,05.

Wie in Abb.25 dargestellt ist, fihrte die Inkubation der Zellen unter Hypoxie (1% O,) zu einer
sehr schnellen Steigerung der SphK2-Aktivitat. Nach 2 - 4h Hypoxie war in den A549 Zellen
eine etwa 1,5fache Induktion der SphK2-Enzymaktivitdt messbar. Im Gegensatz dazu konnte
fur die SphK1 keine Aktivitditsanderung festgestellt werden. Auch die Stimulation mit 100 pM
CoCl, unter Normoxie fiihrte zu keiner Anderung der Enzymaktivitat beider Isoformen, was
eine Beteiligung von HIF-1 ausschliel3t.

Die Akkumulation der SphK2 unter Hypoxie korrelierte mit einer Erhéhung der
Enzymaktivitdt. Es ist naheliegend, dass dies zu einer verstarkten Synthese von S1P fihrt
und somit die Anpassung der Zellen an Hypoxie fordert. Bisher konnte kein direkter
Zusammenhang zwischen der erhohten SphK2-Aktivitat und dem Auftreten eines
chemoresistenten Phanotyps unter Hypoxie hergestellt werden. In den kommenden

Experimenten sollte diese Vermutung ndher untersucht werden.

3.6.4 Die Rolle der SphK2 in dem Auftreten der Chem oresistenz und der Sekretion

des Schutzfaktors unter Hypoxie

3.6.4.1 SphK2-vermittelter Schutz vor Apoptose unter Hypoxie

Mit Hilfe der spezifischen Hemmung der SphK2-Expression sollte deren Bedeutung auf den
Hypoxie-vermittelten Schutz vor Etoposid untersucht werden. Wie zuvor erwahnt, konnte
DMS nicht verwendet werden, da dieser Hemmestoff beide Isoformen inhibiert. Daher wurden
die Zellen mit spezifischer siRNA gegen SphK2 transfiziert (siehe Abschnitt 2.2.6) und die
Auswirkung auf die Chemoresistenz unter Hypoxie untersucht. Zunachst musste jedoch die
Spezifitét der verwendeten siRNA Uberpriift werden. Hierzu wurden die Zellen entweder mit
100 nM Kontroll-siRNA oder 100 nM validierter, spezifischer SphK2-siRNA transfiziert und
anschliel3end, wie angegeben, entweder flr 4h unter Normoxie (21 % O,) oder fur 4 h unter
Hypoxie (1% O,) inkubiert.

Wie es flur die Inkubation der Zellen unter Hypoxie bereits gezeigt werden konnte (Abb.23),
fuhrte die Inkubation unter Hypoxie auch nach einer Transfektion mit Kontroll-siRNA zu einer
Akkumulation der SphK2. Diese Induktion konnte durch die Transfektion der Zellen mit

100 nM spezifischer siRNA vollstandig riickgangig gemacht werden (siehe Abb.23).
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Abb.26: Wirksamkeit der spezifischen SphK2-siRNA

Inkubation von A549 Zellen fur 4 h unter Hypoxie (1% O) als Kontrolle, nach der Nukleofektion mit 100 nM
SphK2-spezifischer siRNA bzw. der Transfektion mit 100 nM Kontroll-siRNA. Zur Nukleofektion wurde die in
Abschnitt 2.2.6.2 beschriebene Nukleofektion mit Hilfe des Nukleofektors der Firma Amaxa Biosystems
verwendet. Die Detektion der Proteinexpression erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Die Expression von

Aktin diente als Beladekontrolle. Das gezeigte Ergebnis ist représentativ fur drei unabhangige Experimente.

In den nun folgenden Experimenten wurde eine fur die mRNA der SphK2 spezifische siRNA
verwendet, um die Rolle der SphK2 bei der Chemoresistenz unter Hypoxie und der Synthese
und Freisetzung des Schutzfaktors ndher zu charakterisieren. A549 Zellen wurden entweder
mit Kontroll-siRNA (100 nM) oder spezifischer SphK2-siRNA (100 nM) transfiziert und
anschliel3end fur 24 h unter Hypoxie (1% O,) inkubiert.
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Abb.27: Die Rolle der SphK2 beziiglich der Chemoresistenz unter Hypoxie

Messungen der Caspase3-Aktivitdt von A549 Zellen nach Inkubation fiir 24h unter Normoxie (21% O,) oder
Hypoxie (1% O,). Wenn angegeben wurden die Zellen 48 h vor Versuchsstart entweder mit 100 nM Kontroll-
siRNA oder 100 nM SphK2-spezifischer siRNA transfiziert. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch die
Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei). Die Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in Abschnitt

2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat in % zu der Positivkontrolle
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(Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M.

Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

Die Hemmung der SphK2-Expression durch Transfektion mit siRNA fihrte zu einer
Sensitivierung der Zellen gegeniber Etoposid-induzierter Apoptose (siehe Abb.27). Wahrend
untransfizierte Zellen nach der Behandlung mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei) eine um
~70% reduzierte Caspase3-Aktivitat nach 24stindiger Vorinkubation unter Hypoxie (1 % O5)
zeigten, lag die Reduktion der Apoptoserate in Zellen mit gehemmter SphK2 Expression nur
noch bei ~35%. Die Transfektion mit Kontroll-siRNA hatte hingegen keinerlei Einfluss auf
den Hypoxie-vermittelten Schutz vor Apoptose (siehe Abb.27). Wie dies schon nach
Hemmung von HIF-1 und COX-2 beobachten werden konnte, fihrte die Hemmung der SphK
unter Hypoxie nicht zu einer vollstdndigen Reduktion des Hypoxie-induzierten Schutzes.

Die erhdhte Expression der SphK2 und die gesteigerte Aktivitat des Enzyms unter Hypoxie
tragen zu einer erhohten Resistenz der Zellen gegeniber Etoposid bei. Das Produkt der
durch die SphK2 vermittelten Reaktion (S1P) wirkt, wie gezeigt werden konnte, anti-
apoptotisch. Wie in Abschnitt 1.3.3 beschrieben, kann S1P sowohl intrazelluléar als auch nach
Sekretion extrazellular Signale Ubermitteln. Daher wurde das Schutzpotenzial von
konditioniertem Medium untersucht, welches von Zellen mit unterdriickter SphK2-Expression
stammt (siSphK2-CM).

3.6.4.2 Die Beteiligung der SphK2 an der Freisetzung des Schutzfaktors

Fur die ndchsten Experimente wurde konditioniertes Medium von Zellen verwendet, die
entweder mit 100 nM Kontroll-siRNA (siKontrolle-CM) oder mit 100 nM spezifischer SphK2-
siRNA (siSphK2-CM) transfiziert wurden. 24h nach der Transfektion wurde die
Konditionierung wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben fur 24h unter Hypoxie (1% O,)
durchgefuhrt. Frisch ausplattierte Zellen wurden anschlieend mit den so hergestellten
unterschiedlich konditionierten Medien fur 24h unter Normoxie inkubiert. Die Induktion der
Apoptose erfolgte mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei).

Wie in Abb.28 dargestellt, reduzierte die Inkubation mit konditioniertem Medium, das von
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen stammt (siKontrolle-CM), die Etoposid-induzierte
Apoptose um ~80%. Die Hemmung der SphK2-Expression bei der Konditionierung des
Mediums (siSphK2-CM) fiihrte hingegen zu einer deutlichen Verringerung des

Schutzpotenzials des konditionierten Mediums um ~30 % (siehe Abb.28).



Ergebnisse 71

120 H
i© 100 1
>
E —
< 2 80 -
o 2 '
o = [ E——
@ 5
S 60 -
» = I
o O T
QO o
ke
o 20 1 I
0
Normoxie [h] 24 24 24
siKontrolle-CM - + -
siSphK2-CM - - +
Etoposid [150 uM]  + + +

Abb.28: Sekretion des Schutzfaktors durch SphK2

A549 Zellen wurden mit frischem oder unterschiedlich konditioniertem Medium flr 24 h unter Normoxie inkubiert.
Das CM wurde entweder von Zellen gewonnen die 24 h unter Hypoxie (1% O;) inkubiert wurden, und zuvor mit
100 nM Kontroll-siRNA (siKontrolle-CM) oder 100 nM SphK2-siRNA (siSphK2-CM) transfiziert wurden.
AnschlieBend erfolgte die Induktion der Apoptose durch die Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei). Die
Messung der Caspase3-Aktivitat erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen die Caspase3-Aktivitat in % der Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte
entsprechen den Mittelwerten aus n=5 Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit

p=0,05 signifikant unterschiedlich.

3.7 Signalweiterleitung der Schutzfaktoren in Zielz  ellen

Als Schutzfaktoren, welche Uber auto- und parakrine Wege zur Chemoresistenz der Zellen
beitragen, konnten PGE, und S1P identifiziert werden. Dies wurde durch Reduktion des
Schutzpotenzials nach Hemmung der Synthesewege belegt. Da die Wirkungsweise beider
Faktoren bei der Chemoresistenz unter Hypoxie noch nicht beschrieben ist, wurde zunéchst
untersucht, welche Signalwege an der Weiterleitung des Schutzes in Zielzellen beteiligt sind.
Sowohl S1P als auch PGE, vermitteln ihre Funktionen durch die Aktivierung von Kinase-
Kaskaden, unter anderem PI3K-, MAPK- und ERK1/2. Es wurden daher spezifische
Inhibitoren dieser Signalwege eingesetzt, um die Funktion der jeweiligen Signalkaskaden an
der Weiterleitung der anti-apoptotischen Signale zu untersuchen. Hierzu wurden die Zellen
mit CM oder Lip-CM fir 24 h unter Normoxie und den spezifischen Inhibitoren koinkubiert,

und deren Auswirkungen auf den Apoptoseschutz ermittelt.
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Abb.29: Beteiligung des ERK1/2-Signalweges an der Induktion der Chemoresistenz in Zielzellen

Caspase3-Aktivitats-Messungen von A549 Zellen unter Normoxie. Die Zellen wurden fiir 24h unter Normoxie
(21% O3) mit frischem Medium, CM oder Lipid-Extrakt (Lip-CM) inkubiert. Zusétzlich erfolgte, wie angegeben,
eine Co-Inkubation mit 5 uM U0126 (ERK1/2-Inhibitor), 30 uM LY294002 (PI3K-Inhibitor), 10 uM SB203580 (p38-
MAPK-Inhibitor) oder 100 pM NS398 (COX-2-Inhibitor). AnschlieBend erfolgte die Induktion der Apoptose durch
die Stimulation mit 150 uM Etoposid (4 h, serumfrei). Das eingesetzte Volumen des Lipid-Extraktes wurde so
gewahlt, dass es die Lipide aus 2 ml Medium enthielt. Dieses Volumen an Medium wurde auch bei den
Inkubationen unter Normoxie oder Hypoxie eingesetzt. Die Messung der Caspase3-Aktivitdt erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Caspase3-Aktivitat in % der
Positivkontrolle (Normoxie + Etoposid). Alle dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n25

Experimenten + S.E.M. Die mit (*) markierten Unterschiede sind mit p=0,05 signifikant unterschiedlich.

Die Weiterleitung des CM-vermittelten Schutzes vor Apoptose erfolgt Uber den ERK1/2-
Signalweg. Die Ko-Inkubation von CM mit 5 uM des ERK1/2-spezifischen Inhibitor U0126 fur
24 h unter Normoxie fihrte zu einer Reduktion des Apoptoseschutzes um ~35 %. Die
Beteiligung von PI3K- oder MAPK-Signalwegen kann hingegen ausgeschlossen werden, da
sowohl der PI3K-Inhibitor LY294002 (30 uM) als auch der p38-MAPK-Inhibitor SB203580
(10 pM) keinen Einfluss auf das Schutzpotenzial des CM hatten.

Berichten aus der Literatur zu Folge, kann S1P zu einer Induktion von COX-2 fihren. Ware
die Induktion der COX-2 unter Hypoxie ein sekundarer Effekt durch die Freisetzung von S1P,
wirde die Hemmung von COX-2 die wahrend der Inkubation mit CM, das antiapoptotische
Potenzial des CM aufheben. Die Koinkubation von CM mit 100 uM NS398 fuhrte zu keiner
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Reduktion des CM-vermittelten Apoptoseschutzes, wodurch eine Aktivierung von COX-2
durch CM ausgeschlossen werden konnte.

Da die Aktivierung von ERK1/2 nach Stimulation von Zellen mit S1P oder PGE, mehrfach
beschrieben ist und ERK1/2 an der Weiterleitung des Apoptoseschutz beteiligt war, musste
die Aktivierung von ERK1/2 nach Inkubation mit CM oder Lip-CM untersucht werden. Die
Aktivierung des ERKZ1/2-Signalweges lasst sich durch die Detektion des
Phosphorylierungsstatus des Proteins mittels Western-Blot feststellen. Die Phosphorylierung
erfolgt nach Aktivierung eines entsprechenden Rezeptors durch die MEK1 (mitogen-
activated protein kinase kinase 1) an zwei Aminosaureresten (Thr202 und Tyr204), wobei
eine verstarkte Phosphorylierung des Proteins mit einer gesteigerten Aktivitat der Kinase

einhergeht.
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Abb.30: Aktivierung des ERK1/2-Signalweges durch CM und Lip-CM

Western-Blot von A549 Zellen nach der Inkubation unter Normoxie (21 % O_) mit CM oder Lipid-Extrakt fir 2—-8h.
Das eingesetzte Volumen des Lipid-Extraktes wurde so gewahlt, dass es die Lipide aus 2 ml Medium enthielt.
Dieses Volumen an Medium wurde auch bei den Inkubationen unter Normoxie oder Hypoxie eingesetzt. Die
Expression von phospho~p42/44 (Thr202; Tyr204) und p42/44 wurde nach der in Abschnitt 2.2.3.4
beschriebenen Methode detektiert. p42/44 diente als Kontrolle fur eine gleichméaRige Beladung. Das dargestellte

Ergebnis ist reprasentativ fiir mindestens drei unabhangige Experimente.

Sowohl die Inkubation mit CM fir 2 - 8 h unter Normoxie (21% O,), als auch die Stimulation
mit Lip-CM fir 2 - 8h unter Normoxie (21% O,) fuhrten zu einer starken Aktivierung von
ERK1/2. Dies konnte durch die Zunahme der phosphorylierten Form von ERK1/2 bezogen

auf den Gehalt an Gesamtprotein gezeigt werden.
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4 DISKUSSION

Der Erfolg einer Behandlung solider Tumoren hangt entscheidend davon ab, wie sensitiv
diese gegenuber dem jeweiligen Therapieansatz sind. Oftmals treten bei der Transformation
in maligne Zellen Veranderungen auf, die die Tumorzellen gegeniiber Bestrahlung oder der
Behandlung mit Chemotherapeutika unempfindlich machen. Derartige Resistenz-
mechanismen kénnen einerseits genetisch bedingt sein, beispielsweise ausgeldst durch
Mutationen (intrinsische Resistenz), oder erst durch die Behandlung selbst hervorgerufen
werden (erworbene Resistenz) [188]. Bei der chemotherapeutischen Behandlung von
Tumoren stellt die erworbene Resistenz ein besonders grol3es Problem dar, da hierbei oft
Kreuzresistenzen gegeniber vielen unterschiedlichen Chemotherapeutika auftreten [189].
Des Weiteren konnen Anderungen des Milieus innerhalb solider Tumoren
(Sauerstoffmangel, Nahrstoffmangel, Azidifizierung) die Sensitivitat von Tumoren gegentber
Krebstherapien beeinflussen. In den hier verwendeten Ab49 Zellen wurde unter
unstimulierten  Bedingungen keine Resistenz gegeniber der Behandlung mit
Chemotherapeutika festgestellt (intrinsische Chemoresistenz). Die Vorinkubation unter
Hypoxie induzierte jedoch eine starke Desensitivierung der Zellen gegeniber der
Behandlung mit Etoposid oder Staurosporin (Abb.7). Aufgrund der kurzen Inkubationszeit
des Chemotherapeutikums und der Tatsache, dass die Dauer der hypoxischen
Vorinkubation fir die Entwicklung der Chemoresistenz entscheidend war, konnte auch eine
erworbene Resistenz ausgeschlossen werden.

Ein weiteres groRes Problem bei der Behandlung von Tumoren ist, dass die Ursachen einer
Chemoresistenz sehr unterschiedlich sein kdnnen. So kdnnen Tumorzellen tber den Export
oder die Inaktivierung des Medikaments, verbesserte DNA-Reparatur Mechanismen, DNA-
Methylierung oder die Induktion anti-apoptotischer Signalwege Resistenzen gegenuber
Chemotherapeutika aufbauen [190]. Mutationen des Zielproteins oder fehlerhafte
Apoptosemechanismen kénnen in  malignen Zellen aufgrund von genetischen
Verédnderungen auftreten, was ebenfalls zur Desensitivierung der Zellen beitragen kann. Da
sowohl die intrinsische, als auch die erworbene Resistenz ausgeschlossen werden konnte,
galt es, die anti-apoptotischen Signalwege zu identifizieren, die einen Schutz der Zellen vor
Chemotherapeutika vermitteln. Auch substanzspezifische Ursachen der Resistenz wie z. B.
Mutationen im Zielprotein des Chemotherapeutikums kdnnen ausgeschlossen werden, da
sich die Wirkungsweise von Staurosporin und Etoposid stark unterscheiden und Hypoxie vor
der Behandlung mit beiden Substanzen gleichermalRen schitzt. Eine Mdglichkeit wie sich
Zellen unter Hypoxie vor Chemotherapeutika schitzen kénnen, ist eine Abschwachung der

Wirksamkeit, wie sie beispielsweise durch strukturelle Veranderungen, z.B. der Konjugation
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mit Glutathion, entstehen kénnen [189]. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da hierbei keine

Zeitabhangigkeit zu erwarten wére.

4.1 HIF-1 vermittelt intrazellular anti-apoptotisch e Signale unter Hypoxie

Wie bereits erwahnt, kénnen Veranderungen des pH-Wertes, der Nahrstoffverfigbarkeit, der
Zelldichte und vor allem der Sauerstoffkonzentration die Vitalitat der Zellen beeinflussen. Im
Organismus kann eine solche Unterversorgung der Zellen z.B. durch Entziindungen,
GefalRverschlisse, Verletzungen oder in Tumoren auftreten. Als Folge dieser
Unterversorgung entstehen ischdmische Bedingungen (Sauerstoff- und N&hrstoffmangel).
Zusatzlich kommt es, ausgelost durch den Mangel an Sauerstoff und der damit verbundenen
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette, zur Akkumulation von Laktat und somit zur
Azidifizierung des Gewebes. In ,in vitro’ Studien wurde gezeigt, dass diese Veranderungen
Zellen vor Apoptose schitzen kdénnen [191-194]. Vorversuche in Ab49 Zellen ergaben
jedoch, dass der Mangel an Glukose oder Wachstumsfaktoren sowie Schwankungen des
pH-Wertes keine Chemoresistenz induzierten. Die Induktion protektiver Signalwege erfolgte
somit héchstwahrscheinlich durch Sauerstoffmangel, weshalb die Inkubation unter Hypoxie
als Stimulus fur die Induktion der zu charakterisierenden Resistenzmechanismen diente.

Wie bereits erwahnt kann Hypoxie auch ,in vivo' die Behandlung von Tumoren negativ
beeinflussen. In soliden Tumoren tritt diese als Folge des abnorm schnellen Wachstums der
Zellen und der fehlerhaften Vaskularisierung des Gewebes auf, wodurch es zur
Akkumulation von HIF-1 kommt. Diese intratumorale Hypoxie wurde mehrfach als Ausloser
von Chemoresistenzen solider Tumoren beschrieben [8, 17, 18]. Die Beobachtung, dass
HIF-1 in vielen humanen Tumoren Uberexprimiert vorliegt, bestétigt diese Annahme [8]. Auch
in A549 Zellen kam es unter Hypoxie zu einer Akkumulation von HIF-1a und somit zur
Aktivierung von HIF-1. Die Aktivierung von HIF-1 und somit die Expression HIF-1-regulierter
Zielgene ermoglicht die Adaption der Zellen an die veranderten Bedingungen. In A549 Zellen
konnte durch die Unterdriickung der HIF-1-vermittelten Zellantwort mit HIF-1a-spezifischer
siRNA eine Sensitivierung der Zellen gegeniber Etoposid erreicht werden (Abb.11).

Unter den mehr als 70 bekannten Zielgenen von HIF-1 befinden sich unter anderem
Proteine, die anti-apoptotische Signale vermitteln. Des Weiteren werden Proteine reguliert,
die die Wirkung von Chemotherapeutika verringern kénnen. Hierzu zahlen beispielsweise
detoxifizierende Transporter der ABC-(ATP binding cassette)-Transporter Familie. Mitglieder
dieser Proteinfamilie, die einer Regulation durch HIF-1 unterliegen, sind P-gp (P-
Glykoprotein; alias MDR1 oder ABCB1) und MRP1 (multi drug resistance protein 1, alias
ABCC1) [189, 195-200]. Uber den aktiven Transport toxischer Substanzen aus der Zelle

heraus, wodurch der Wirkstoff sein intrazellulares Zielprotein nicht erreichen kann, vermitteln
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ABC-Transporter ein Schutz der Zellen vor schadlichen Substanzen. Aus ,in vivo’ Studien ist
heute bekannt, dass eine Vielzahl von Leuk&mieerkrankungen und unterschiedliche Formen
solider Tumoren eine Uberexpression von ABC-Transportern aufweisen, wodurch sie

gegenuber der Behandlung mit Chemotherapeutika desensitiviert sind [195, 201].
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Abb. 31: HIF-1-vermittelte Chemoresistenz unter Hypoxie

Unter Hypoxie kommt es durch die Hemmung der PHD zur Stabilisierung von HIF-1a und folglich zur Aktivierung
von HIF-1. Uber die verstarkte Expression anti-apoptotischer Zielgene, vermittelt HIF-1 intrazellular zu einer
Reduktion der Apoptoserate durch die Behandlung mit Chemotherapeutika. PHD — Prolinhydroxylasen; HIF-1a —

Hypoxie-induzierter Faktor 1a

Berichten aus der Literatur zur Folge sind A549 Zellen durch die Inkubation unter Hypoxie,
neben dem hier festgestellten Schutz vor Chemotherapeutika, auch vor physiologischen
Apoptose-Signalen, wie z. B. TRAIL-induzierter Apoptose, geschitzt [202]. Es ist daher
anzunehmen, dass es in A549 Zellen unter Hypoxie zur Aktivierung generell-wirkender anti-
apoptotischer Signhalwege kommt. Da diese auch vor physiologischen Apoptosesignalen
schitzen, kann die Expression von ABC-Transportern durch HIF-1 als Ursache der
Chemoresistenz ausgeschlossen werden. Stattdessen liegt die Beteiligung von HIF-1-
Zielgenen nahe, die flr anti-apoptotische Proteine, wie z.B. I1AP-2, Survivin, Bcl-2, Bcl-X,_
oder Mcl-1 codieren [8, 202-207]. Die Proteine der IAP-Familie (inhibitors of apoptosis), wie
IAP-2 oder Survivin, unterdriicken die Spaltung der pro-Caspasen in ihre aktive Form (z.B.
der Caspase3) und blockieren so die Ausfiihrung des apoptotischen Programms sowohl Uber
Rezeptor-vermittelte Wege, als auch tber den mitochondrialen Weg [208].

Die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie (Bcl-2, Bcl-X_ oder Mcl-1) sind ein wichtiger
Bestandteil des mitochondrialen Apoptoseweges. Sie verhindern die Bildung einer
mitochondrialen Pore und so die Freisetzung von Cytochrom c, was die Aktivierung der
Effektorcaspasen verhindert. Neben der verstarkten Expression anti-apoptotischer Bcl-2-

Proteine kann HIF-1 jedoch auch die Bildung pro-apoptotischer Faktoren hemmen. So kann
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HIF-1 verringerte Synthese von Bid, Bax und Bak, pro-apoptotische Mitglieder der Bcl-2
Proteinfamilie, bewirken [209, 210].

Die Induktion anti-apoptotischer Proteine durch HIF-1 ist eine viel beschriebene
Beobachtung, weshalb im Rahmen dieser Arbeit die spezifischen Effektoren des HIF-1-
vermittelten Apoptoseschutzes nicht ndher untersucht wurden. Es standen vielmehr HIF-1-
unabhangige Schutzmechanismen im Vordergrund, da sich herausstellte, dass neben HIF-1
weitere Hypoxie-induzierte Signalwege zur Entstehung des chemoresistenten Phanotyps der
A549 Zellen beitrugen.

4.2 HIF-1-unabh&ngiger Schutz vor Apoptose

Es ist bekannt, dass unabhangig von HIF-1 Signalkaskaden aktiviert werden, die eine anti-
apoptotische Wirkung vermitteln kénnen. Hierzu zahlen neben Transkriptionsfaktoren auch
Kinasekaskaden wie z.B. PI3K oder MAPK. Die Untersuchungen an A549 Zellen ergaben,
dass eine Vorinkubation von >16 h noétig war, bis ein signifikanter Schutz vor Etoposid-
induzierter Apoptose vorlag. Ein Apoptoseschutz durch die direkte Regulation von Proteinen
durch Hypoxie-induzierte Kinase-Kaskaden, wie z. B. der Phosphorylierung von Bad oder der
Caspase9, scheiden somit aus. Die Beteiligung von Transkriptionsfaktoren, die unter
Hypoxie unabhangig von HIF-1 aktiviert werden, liegt daher nahe. Hierzu zdhlen unter
anderem AP-1, NF-kB, ATF4, C/EBPB und PEA3 [211-215]. Piret et al. untersuchten die
Hypoxie-induzierte Chemoresistenz in HepG2 Zellen und stellten fest, dass diese durch AP-1
vermittelt wurde [214]. Es wurde weiterhin gezeigt, dass AP-1 wahrend der Tumorgenese
eine wichtige Rolle spielt, denn eine erhdhte Aktivierung von AP-1 wurde als mdgliche
Ursache der malignen Transformation von Zellen identifiziert. Auch an der weiteren
Progression von Tumoren ist AP-1 beteiligt. Hierbei spielt vor allem die verstarkte Expression
von MMP1 und MMP3 sowie die Induktion der EMT (Epithelial-mesenchymal transition) eine
Rolle [216]. NF-kB ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der unter Hypoxie die Vitalitdt der
Zellen reguliert. Neben der Aktivierung durch die Verdnderung des Redoxstatus der Zellen
und die Bildung reaktiver Sauerstoffsradikale (ROS) unterliegt NF-kB auch einer Regulation
durch die PHDs [215, 217]. Cummins et al. beschrieben einen Mechanismus, nachdem die
Hemmung der PHD-1-Aktivitat unter Hypoxie zu einer verstarkten Aktivierung der IKKB (IkB-
Kinase B) und somit von NF-kB fiuhrt. NF-kB konnte neben den HIF-Proteinen die
Anpassungen an Hypoxie gewahrleisten. Eine erhdhte Aktivitat von NF-kB ist in einer
Vielzahl von Tumoren zu beobachten [218]. Hierdurch kénnen in malignen Zellen Apoptose-
Resistenzen auftreten, die die Progression des Tumors unterstitzen [218]. Neben den
Auswirkungen auf die Zellvitalitdt kann NF-kB auch die Proliferation, Differenzierung und

Migration von Zellen beeinflussen [218]. Genau wie NF-kB und AP-1 ist ein weiterer
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Hypoxie-regulierter Transkriptionsfaktor an der Weiterleitung anti-apoptotischer Signale
beteiligt. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von ATF4 an der Entstehung einer
Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum Cisplatin beteiligt ist [219, 220]. Interessant
ist auch, dass neben HIF-1 vermehrt die Bedeutung von HIF-2 bei zellularen Reaktionen auf
Sauerstoffmangel beschrieben wird. Es ist bekannt, dass beide Transkriptionsfaktoren unter
Hypoxie unabhangig voneinander spezifische Zielgene regulieren konnen [19]. Bei
Untersuchungen von HIF-vermittelten Effekten muss daher in Zukunft auf die Rolle von HIF-

1 und HIF-2 besonders eingegangen werden.

4.3 Sekretierte Lipide vermitteln einen auto-/parak rinen Schutz unter
Hypoxie

Unter Hypoxie wird neben intrazellularen Adaptionsmechanismen auch die Freisetzung von
Botenstoffen induziert. Hierzu zahlen vor allem Faktoren, die eine verbesserte Versorgung
des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen ermdéglichen, aber auch Signale die zum
Schutz des unterversorgten Gewebes vor Apoptose beitragen [8]. Zusatzlich zu der
Ubertragung des Signals selbst besteht eine weitere Funktion sekretierter Botenstoffe darin,
Uber Rickkopplungsmechanismen Einfluss auf zellulare Reaktionen zu nehmen. Hierdurch
wird entweder eine Signalverstarkung oder die Beendigung des Signals erreicht. Die
Freisetzung von Faktoren, die zum Schutz der Zellen vor Apoptose beitrugen, konnte in
A549 Zellen unter Hypoxie ebenfalls festgestellt werden. Diese vermitteln, zusatzlich zu den
intrazellularen HIF-1-abhangigen Mechanismen, die Ubertragung anti-apoptotischer Signale
Uber auto- und parakrine Wege. Die Synthese dieser Faktoren wurde durch Hypoxie
ausgelost, jedoch konnten diese ihre Wirkung unabhdngig von den herrschenden
Sauerstoffkonzentrationen erfullen. In Tumoren tragt dies dazu bei, dass auch in den
Randzonen, in denen stets eine ausreichende Versorgung des Gewebes gewahrleistet ist,
die Tumorzellen vor der Bekdmpfung durch das Immunsystem oder durch Medikamente
geschitzt sind.

Hypoxie-induzierte Botenstoffe wie EPO oder VEGF werden im Wesentlichen durch HIF-1
Uber eine verstarkte Transkriptionsrate induziert. Es ist jedoch bekannt, dass neben HIF-1
weitere Faktoren an der Freisetzung von Botenstoffen beteiligt sind. Dies konnte z. B. fur
VEGF gezeigt werden [212]. In Experimenten mit HIF-1la defizienten Zellen wurde
festgestellt, dass die Bildung von VEGF lediglich reduziert vorlag, was fur eine HIF-1-
unabhangige Regulation von VEGF spricht [212]. Ebenfalls HIF-1-unabhé&ngig kommt es
unter Hypoxie zur Synthese von Interleukinen wie IL-6 oder IL-8 [221, 222]. Diese werden
unter anderem durch NF-kB reguliert und konnen uber den ERK1/2- oder Jak/STAT-
Signalweg vor Apoptose schitzen [218, 223]. Obwohl anhand der dargestellten Ergebnisse
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eine Freisetzung solcher Schutzfaktoren nicht ausgeschlossen werden kann, steht fest, dass
diese nicht an der Ubertragung des anti-apoptotischen Signals beteiligt sind. Dies konnte
durch ein Experiment belegt werden, in dem alle Proteine im konditionierten Medium durch
Proteasen und Hitzeeinwirkung denaturiert wurden (Abb.15). Unabhangig von der Sekretion
von Proteinen beschreibt ein interessanter Diskussionsansatz die Rolle von Adenosin bei der
Ubertragung anti-apoptotischer Signale in Tumoren. Es wurde festgestellt, dass ,in vitro’
unter Hypoxie bzw. in soliden Tumoren Adenosin im extrazellularen Raum in erhdhten
Konzentrationen vorliegt. Dartber hinaus wurde bei diesen Untersuchungen eine Ubermafig
starke Expression des Adenosin-Rezeptors A; (ADORA3) detektiert [224, 225]. In diesem
Zusammenhang stellten Merighi et al. kirzlich fest, dass die Bindung von Adenosin an
ADORA3 zu einer Aktivierung des PI3K-Signalwegs fihrt. Dies vermittelt Uber die
Phosphorylierung und damit der Hemmung von Bad, einem pro-apoptotischen Mitglied der
Bcl-2 Proteinfamilie, den Schutz vor Paclitaxel-induzierter Apoptose [226]. Die Weiterleitung
des Adenosin-vermittelten Signals erfolgt Uber PI3K-abhéngige Signalwege [226]. Die
Beteiligung eines solchen Mechanismus in dem hier verwendeten Testsystem konnte
ebenfalls ausgeschlossen werden, da im Verlauf der Arbeit festgestellt wurde, dass die
Hemmung des PI3K-Signalswegs durch LY294002 keinen Einfluss auf die Weiterleitung des
anti-apoptotischen Signals in Zielzellen hatte (Abb.29).

Die weitere Charakterisierung des l6slichen Schutzfaktors ergab, dass es sich um ein Lipid
handelt, da ein Lipid-Extrakt aus konditioniertem Medium (CM) ein starkes anti-apoptotisches
Signal vermittelte (Abb.15). Die Suche nach potenziellen Lipidmediatoren des
Apoptoseschutzes, welche unter Hypoxie synthetisiert werden oder bekanntermafien anti-
apoptotische Signale Ubertragen, ergab, dass PGE, und S1P A549 Zellen vor Etoposid-
induzierter Apoptose schiitzen (Abb.17 und Abb.18).

4.4 COX-2 vermittelt Gber PGE , anti-apoptotische Signale

Wie in Abschnitt 1.4 bereits dargestellt, ist COX-2 an unterschiedlichen physiologischen,
aber auch patho-physiologischen Prozessen beteiligt. COX-2 ist ein induzierbares Protein,
welches unter anderem unter Stressbedingungen aktiviert wird. Es ist bekannt, dass es unter
Hypoxie zu einer verstarkten Expression von COX-2 kommen kann [184]. Uber die
Bereitstellung von PGH, aus Arachidonsaure ermdglicht COX-2 die Bildung von
Prostaglandinen und ist so an vielfaltigen Prozessen des Organismus, wie z.B. Schmerz,
Fieber, Angiogenese, Thrombozyten-aggregation und vor allem bei der Regulation der
Immunantwort beteiligt [161]. Fur die Bildung von Prostaglandinen ist jedoch nicht nur die

Aktivierung von COX-2, sondern auch die Bereitstellung des Substrats Arachidonsaure notig.
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Hierzu bedarf es der Aktivierung der PLA,, welche ebenfalls durch Hypoxie aktiviert wird
[227].

4.4.1 Die Akkumulation der Cyclooxygenase-2 unter H  ypoxie

Im Verlauf dieser Arbeit konnte eine Akkumulation von COX-2, beginnend nach einer
Inkubation von 8h unter Hypoxie, auch in A549 beobachtet werden. Der Proteingehalt von
COX-2 kann sowohl uUber die Induktion der Transkriptionsrate als auch Uber eine
Stabilisierung der mRNA reguliert werden. Leider reichen die durchgefiihrten Experimente
nicht aus, um eine prazise Aussage Uber den Mechanismus der COX-2 Expression treffen zu
kénnen. Aufgrund einer Inkubationszeit von >8h, bis es zu einer Akkumulation von COX-2
kam, ist es jedoch unwahrscheinlich, dass die Regulation von COX-2 durch die Stabilisierung
der mRNA erfolgt. Dieser Mechanismus fuhrt sehr schnell zu einer Akkumulation von COX-2
und liefert bereits nach nur 30 min ein detektierbares Signal auf Proteinebene [228]. Es ist
daher nahe liegend, dass es unter Hypoxie Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
zu einer Steigerung der COX-2 mRNA kommt. Dies kdnnte unter anderem durch HIF-1, aber
auch Uber NF-kB, AP-1 oder CREB erfolgen [212, 229, 230]. Obwohl HIF-1 als mdglicher
Regulator von COX-2 unter den gewahlten Bedingungen nicht ausgeschlossen werden
konnte wurde festgestellt, dass beide Proteine unabhangig voneinander zum Schutz der
Zellen vor Apoptose beitragen (Abb. 21). Weiterfihrende Experimente sind ndtig, um die
Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, welche die Expression von COX-2 unter Hypoxie
vermitteln. Die Beteiligung von NF-kB ist hierbei am wahrscheinlichsten, da dieser eine COX-

2 Expression nach inflammatorischen Signalen vermittelt [157].

4.4.2 Synthese und Funktion von PGE , unter Hypoxie

Die Expression von COX-2 erfillte in A549 Zellen unter Hypoxie eine doppelte Funktion:
COX-2 war sowohl an der Etablierung der Chemoresistenz unter Hypoxie als auch an der
Konditionierung des Mediums beteiligt. Die dargestellten Ergebnisse sprechen fir die
Synthese und Freisetzung von PGE,. Zum einen wurde festgestellt, dass COX-2 fiur die
Synthese und Freisetzung des Schutzfaktors essenziell war (Abb.20), zum anderen flihrte
die Stimulation mit PGE, unter Normoxie konzentrationsabhangig zu einer Reduktion der
Etoposid-induzierten Apoptose. Auch die Behandlung mit Lipid-Extrakt, der potenziell PGE,
enthielt, induzierte einen chemoresistenten Phanotyp.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Bedeutung von COX-2 bei der Induktion eines
chemoresistenten Phanotyps von Tumoren. Die Rolle von COX-2 wahrend der Tumorgenese
wird durch Publikationen verdeutlicht, wonach COX-2 in vielen Tumoren Uberexprimiert
vorliegt [177, 178]. Eine mogliche Ursache dieser Uberexpression liegt in der Entstehung von

Onkogenen. Die Untersuchung eines chemoresistenten Phanotyps des multiplen Myeloms
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zeigte, dass dieser durch eine Uberexpression von COX-2, ausgeldst durch Mutationen des
Ras-Onkogens, induziert wurde [231]. Aufgrund der haufig austretenden Uberexpression von
COX-2 in Tumoren stellt COX-2 auch bei der Entwicklung neuer Therapieansatze zur
Bekampfung von Tumoren ein interessantes Ziel dar. In ,in vivo’ Studien an Mausen konnte
das Tumorwachstum durch die Hemmung von COX-2 bzw. durch den Einsatz eines PGE,
neutralisierenden Antikorpers verlangsamt werden [232]. In einem vergleichbaren Ansatz
wurde die Latenzzeit der Tumorbildung durch die Verabreichung von Celecoxib, einem
Inhibitor von COX-2, verlangert. Im weiteren Verlauf der Tumorgenese wurden durch
Celecoxib das Wachstum und somit die GroRe der Tumoren deutlich reduziert [233]. Dies

konnte in klinischen Studien bestatigt werden [234].

Zytoplasma
; o Kern T,
Hypoxie > %

Chemoresistenz

— /

Abb. 32: Die Rolle von COX-2 bei der Entstehung der Chemoresistenz

Die Inkubation unter Hypoxie fuhrt zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die eine Akkumulation von COX-2
induzieren. In der Folge kommt es zur Bildung und Freisetzung von PGE,. Uber autokrine oder parakrine Bindung
an EP-Rezeptoren wird der ERK1/2-Signalweg aktiviert, wodurch in Zielzellen der Schutz vor Chemotherapeutika
induziert wird. TF — Transkriptionsfaktoren; COX-2 — Cyclooxygenase 2; AA — Arachidonsdure; PGE; —
Prostaglandin Ez; EP — PGE>-Rezeptoren

Neben dem Einfluss auf die Progression von Tumoren wird COX-2 auch mit der Entstehung
von Chemoresistenzen in Verbindung gebracht. So fiihrte die Uberexpression von COX-2 zu
einer verstarkten Freisetzung von PGE,, wodurch ein Schutz vor Melphalan-induzierter
Apoptose vermittelt wird [231]. Einen moglichen Mechanismus, wie COX-2 an dem Auftreten
von Chemoresistenzen beteiligt sein konnte, beschrieben Puhimann et al. [235]. Sie stellten
fest, dass die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Doxorubicin zu einer Erhéhung des
PGE,-Gehaltes fuhrte, in deren Folge die Expression des ABC-Transporters MDR-1b die
Chemoresistenz gegentber Doxorubicin vermittelte [235]. Eine erhéhte Expression eines

weiteren Mitglieds der ABC-Transporter (MDR-1) wurde in Tumoren mit Gberexprimierter
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COX-2 beschrieben [236]. Wie zuvor bereits dargestellt, fihrt die Inkubation der A549 Zellen
unter Hypoxie auch zu einem Schutz von physiologischen Apoptosesignalen [202]. Es ist
daher unwahrscheinlich, dass die Detoxifizierung der Zellen die Ursache der beobachteten
Chemoresistenz ist. Eine Uberexpression von COX-2 kann weiterhin zu einer verstérkten
Expression von Bcl-X, fuhren [236]. Die Analyse der Expression von Mitgliedern der Bcl-2
Proteinfamilie ware ein erster Ansatz zur Identifikation von Effektoren des COX-2
abhangigen Schutzes. PGE; ist jedoch nicht nur fir den Erfolg einer Krebstherapie von
Bedeutung, sondern beeinflusst auch die Bekdmpfung des Tumors durch das Immunsystem.
In Lungentumoren mit einer Uberexpression von COX-2 wurde eine verstarkte Freisetzung
von PGE, festgestellt. Hierdurch kam es durch die Hemmung der IL-12 Produktion und der
verstarkten Synthese von IL-10 in Makrophagen zu einer Verschiebung des IL-10/IL-12
Verhaltnisses, wodurch der Tumor sich der Immunreaktion entzog [237].

Die dargestellten Ergebnisse bestatigen Beobachtungen, dass COX-2 Uber die Induktion
anti-apoptotischer  Signalwege an der Entstehung von Resistenzen gegenuber
unterschiedlichen Therapieanséatzen beitragen kann. Die Bildung des hypoxischen Kerns
kénnte somit Uber die Induktion von COX-2 und der Freisetzung von PGE, die Ursache der
Chemoresistenz eines Tumors sein. Es gibt Berichte, wonach der Einsatz spezifischer COX-
2-Inhibitoren das Behandlungsergebnis der photodynamischen Therapie solider Tumoren
verbessern konnte [238, 239]. In einem Mausmodell zeigten Dandekar et al., dass der
Einsatz von Celecoxib, einem spezifischen Inhibitor von COX-2, zu einer Reduktion des
PGE, Gehaltes fuhrte, wodurch die Effizienz der Chemotherapie mit Docetaxel gesteigert
werden konnte [233]. Ahnliche Ergebnisse bei einer chemotherapeutischen Behandlung

solider Tumoren lieferten klinische Studien an Patienten [234].

4.5 Die Funktion der Sphingosin-Kinasen in A549 Zel len

Seitdem Lipide als wichtige Botenstoffe zur Ubertragung anti-apoptotischer Signale
charakterisiert wurden, stieg das Wissen um deren Rolle wéhrend der Tumorgenese stetig.
Hierbei ist insbesondere die Funktion der Lipide bei der Entstehung von Resistenz-
mechanismen gegeniber verschiedenen Therapiemethoden interessant [80, 141, 240]. Die
Beschreibung von SphK1 als Onkogen und die Beobachtung, dass SphK1 in verschiedenen
Tumorarten Uberexprimiert vorliegt, war ein weiterer Hinweis auf die Funktion von S1P in
Tumoren [141, 144, 145, 241]. Auch unter Hypoxie zeigte sich die Bedeutung des
,Sphingolipid Rheostats’, insbesondere die Aktivitdt der Sphingosin-Kinase 1 und die
Synthese von S1P. Diese sind fir das Uberleben der Zellen unter ischamischen

Bedingungen notwendig [242-244].
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4.5.1 Die Bedeutung der Sphingosin-Kinasen auf die Zellvitalitat

In A549 Zellen konnte durch die Zugabe von S1P die Resistenz der Zellen gegenuber
Etoposid induziert werden. Beide Isoformen der Sphingosin-Kinasen werden in A549 Zellen
konstitutiv exprimiert und zeigen auch unter unstimulierten Bedingungen eine basale
Aktivitdt. Die Hemmung beider Sphingosin-Kinase Isoformen durch Dimethylsphingosin
(DMS) fuhrte zum programmierten Zelltod. Dieser pro-apoptotische Effekt von DMS konnte
durch die Ko-Inkubation mit S1P aufgehoben werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch
in anderen Zellsystemen gemacht [101, 245]. Die basale Aktivitat der Sphingosin-Kinasen
und die dadurch katalysierte Synthese von S1P scheinen fiir das Uberleben der Zelle
essenziell zu sein. Bedenkt man die subzellulare Verteilung beider Enzyme in ruhenden
Zellen — die SphK1 im Zytosol, die SphK2 im Nukleus — liegt es nahe, dass die Synthese des
basal gebildeten S1P durch die SphK1 erfolgt, da das Substrat Sphingosin fir die SphK2 im
Kern nicht verfugbar ist. Dariiber hinaus kann die SphK1 kontinuierlich aus der Zelle
exportiert werden, wodurch auch extrazellular S1P gebildet werden kann [93, 94]. Die
Tatsache, dass DMS-induzierte Apoptose durch die Koinkubation mit S1P, aber auch durch
Inkubation mit CM oder die Zugabe von Lipid-Extrakt aus CM (Lip-CM) verhindert werden

konnte, ist ein Indiz fur die Sekretion von S1P.

4.5.2 Die Transkription der Sphingosin-Kinase unter Hypoxie

Uber die Regulation der Expression der Sphingosin-Kinasen ist bisher wenig bekannt.
Literaturberichten zur Folge kann eine Induktion der Sphingosin-Kinasen durch Steigerung
der Transkriptionsrate erfolgen [84]. Auch die Inkubation unter Hypoxie fiihrte zu einer
Zunahme des mMRNA-Gehaltes beider Sphingosin-Kinase Isoformen [99]. In der Arbeit wurde
jedoch zur Untersuchung von Glattmuskelzellen der Lunge eine Langzeitinkubation zwischen
2-14 Tagen durchgefihrt, bei der eine Sauerstoffkonzentration von 10% als Hypoxie definiert
wurde. Jedoch handelt es sich bei der von Ahmand et al. festgestellten Induktion unter
Hypoxie um eine Langzeitadaption der Zellen, weshalb dieser Effekt nicht mit dem hier
angesetzten Testsystem vergleichbar ist.

In A549 Zellen ergab die Analyse der Promotorregionen von humanem SphK1 und SphK2 im
Bereich von -2 000 bis +100 bp mit einer Software zur Identifikation putativer Bindungsstellen
fur Transkriptionsfaktoren (Genomatix Matlnspector), dass beide Promotoren putative
Bindungsstellen fur HIF-1 enthalten. Die Messungen des mRNA-Gehaltes von SphK1 und
SphK2 ergab, dass nach Inkubation der A549 Zellen fir 824 h unter Hypoxie der mRNA-
Gehalt unverandert blieb (Abb.22). Interessanterweise beschreiben Anelli et al. eine
Zunahme der SphK1-mRNA, des Proteins und der Aktivitat bereits nach 1 h Hypoxie, wobei
dieser Effekt bis maximal 8 h anhielt [98]. Als Ursache identifizierten sie die Bindung von

HIF-2a an den SphK1-Promotor. Die Autoren stellten weiterhin fest, dass dieser
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Mechanismus spezifisch fur die Regulation der SphK1 war und dass HIF-1a diese Induktion
negativ beeinflusste [98]. Eine derartige schnelle Regulation von Zielgenen durch
Transkriptionsfaktoren der HIF-Familie war bislang unbekannt. Die Analyse der mRNA
erfolgte frilhestens nach einer Inkubationszeit von 8h, da nach dieser Zeit eine Induktion
bekannter HIF-Zielgene bereits bekannt war. In weiteren Experimenten muss daher der von
Anelli et al. vorgeschlagene Mechanismus zur Regulation der Sphingosin-Kinase in A549
Zellen untersucht werden. Die Herstellung von stabil transfizierten A549 Zellen mit
spezifischer Unterdriickung der HIF-1la oder HIF-2a Expression ermdglicht hierbei eine

bessere Unterscheidung von HIF-1 oder HIF-2 vermittelten Effekten.
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Abb. 33: Die Funktion der Sphningosin-Kinasen in A549 Zellen

Die Sphingosin-Kinasen erfiillen in A549 Zellen eine zweifache Funktion. Einerseits tragen sie unter Normoxie
Uber die basale Synthese von S1P zur Vitalitat der Zellen bei. Dies wird hdchstwahrscheinlich durch die SphK1
vermittelt, welche zytosolisch oder extrazellular vorliegen kann. Unter Hypoxie kommt es zusatzlich zur
Aktivierung der SphK2. Dies wird mdglicherweise durch Kinasen vermittelt, welche unter Hypoxie die
Phosphorylierung von SphK2 katalysieren. Die Translokation der SphK2 an die Plasmamembran fihrt zu einer
verstarkten Synthese und Freisetzung von S1P durch ABC-Transporter. S1P tragt Uber die Aktivierung von
S1P - Sphingosin-1-Phosphat; Sph — Sphingosin; S1PR —
S1P-Rezeptoren; ERK1/2 — Extrazellular regulierte Kinase 1/2, SphK1l - Sphingosin-Kinase 1; SphK2 -

ERKZ1/2 zur Entstehung der Chemoresistenz bei.

Sphingosin-Kinase 2
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4.5.3 Induktion der Enzymaktivitat der SphK2

Obwohl es in A549 Zellen unter Hypoxie zu keiner Regulation der mRNA von SphK1 und
SphK2 kam, sprechen Berichte aus der Literatur dafirr, dass es zu einer Aktivierung von
Sphingosin-Kinasen unter Hypoxie kommt. Die Regulation der Funktion der Sphingosin-
Kinasen nach Stimulation der Zellen erfolgt im Wesentlichen Uber posttranslationelle
Modifikationen und der Anderung der Lokalisation der Proteine (siehe 1.3.1). Dieser
Mechanismus basiert auf der Aktivierung von Kinasen und findet daher sehr schnell statt.
Aus diesem Grund wurden fir Messungen der Enzymaktivitat kurze Inkubationszeiten von 2
und 4 h gewahlt. Wie in Abb.25 dargestellt, kam es in A549 Zellen bereits nach 2h zu einer
Induktion der SphK2-Aktivitdt. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der von Anelli et al.
dargestellten Arbeit, da in A549 Zellen keine Regulation der SphK1 beobachtet werden
konnte. Aufgrund der funktionellen Unterschiede der beiden Isoformen der Sphingosin-
Kinasen wére es denkbar, dass in Lungengewebe (A549) die SphK2 die Vitalitat der Zellen
unter physiologischem Stress vermittelt, wohingegen im Nervensystem (U87) die Funktion
der SphK1 essenziell ist. Der Mechanismus der Aktivierung der SphK2-Enzymaktivitat
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden, ist jedoch als Ziel weiterfihrender
Arbeiten geplant.

Es stellte sich heraus, dass die Induktion der SphK-Aktivitat mit einer Steigerung um das
~1,5fache nur schwach ausfiel. Dies deckt sich jedoch mit Beobachtungen anderer
Arbeitsgruppen, die eine Zunahme der Enzymaktivitat der Sphingosin-Kinasen unter
physiologischen Bedingungen meist zwischen 1,5-3fach feststellen konnten [102, 110].
Bedenkt man, dass in A549 Zellen eine basale Aktivitat der SphK2 vorliegt, welche durch
Stimulation nur auf das 1,5-fache gesteigert werden kann, ist eine Regulation durch die
Translokation des Enzyms nahe liegend. Hinzu kommt, dass die SphK2 zur Synthese von
S1P aus dem Zellkern exportiert werden muss. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es
innerhalb einer putativen Kernexportsequenz zu Phosphorylierungen an Serin 419 und
Serin 421 durch die Proteinkinase D kommen kann [111]. Dies kdnnte den Export der SphK2
aus dem Kern induzieren. Unter Hypoxie konnte diese Hypothese bisher noch nicht bestétigt
werden. ,In vitro' konnte jedoch gezeigt werden, dass es nach Stimulation mit
Wachstumsfaktoren oder PMA unter Normoxie zur Translokation der Sphingosin-Kinasen zur
Plasmamemenbran kommt (siehe 1.3.1). Unterstitzt wird diese Hypothese durch die
Beobachtung, dass nach Stimulation mit Membranlipiden eine Steigerung der SphK-Aktivitat
festgestellt werden konnte [112]. Dies deutet darauf hin, dass nach Assoziation mit der
Plasmamembran die Synthese von S1P zusétzlich gesteigert wird.

Die Bindung an Membranbestandteile hat neben der Steigerung der katalytischen Leistung
einen weiteren Effekt. So erfolgt die Synthese von S1P in unmittelbarer Nahe zu Mitgliedern

der ABC-Transporter-Familie, wodurch der Export von S1P aus der Zelle erleichtert wird
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[128, 129]. Dartiber hinaus vermittelt die Bindung von Membranlipiden den Export der SphK2
aus der Zelle. So wurde gezeigt, dass die Bindung der SphK2 an Phosphatidylserin zu einem
Export des Enzyms wahrend der Apoptose fuhrt (Weigert et al. zur Verdffentlichung
eingereicht). Wahrend der Apoptose kommt es zum so genannten ,Phosphatidylserin Flip-
Flop’, wodurch das Phosphatidylserin auf der Auf3enseite der Plasmamembran prasentiert
wird. Durch diesen Vorgang wird die daran gebundene SphK2 ebenfalls aus der Zelle
transportiert und es kommt zur extrazelluldren Synthese von S1P (Weigert et al. zur
Veroffentlichung eingereicht).

Die Anderung der subzellularen Lokalisation scheint ein wesentliches Regulationselement
S1P-vermittelter Effekte darzustellen. Der Ausloser dieser Translokation ist die
Phosphorylierung der Proteine. Unter Hypoxie kann es zur Aktivierung von Proteinkinasen
kommen, die potenziell die Phosphorylierung der SphK2 vermitteln kénnten. Um Kinasen zu
identifizieren, welche hierbei in Frage kommen koénnten, wurde eine Analyse der
Proteinstruktur mit Hilfe der Analysesoftware ,NetPhos 2.0’ sowie ,KinasePhos’ durchgefiihrt.
Es zeigte sich, dass putative Phosphorylierungsstellen unterschiedlicher Kinasen (z. B. AKT,
IKKB, PKA, PKC) vorhanden waren. Da es unter Hypoxie zur Aktivierung einiger der
genannten Kinasen kommen kann (z. B. AKT oder IKKB), kdnnte eine Phosphorylierung der
SphK2 und die damit verbundene Translokation zur Plasmamembran zur Steigerung der
Syntheserate von S1P beitragen. Um diese Frage zu klaren, sind weiterfihrende
Experimente notwendig. Der Einsatz spezifischer Inhibitoren ermoglicht die Eingrenzung
beteiligter Proteinkinasen, wobei im weiteren Verlauf durch Mutationen einzelner
Aminoséauren die genauen Phosphorylierungsstellen identifiziert werden kénnten.

In soliden Tumoren konnte die Erhéhung der Sphingosin-Kinase Aktivitat durch die dort
auftretende Hypoxie die Progression des Tumors férdern. In der Tat wurde eine Deregulation
von Enzymen des Sphingolipid-Metabolismus (SphK1 oder S1P-Lyase) als Ursache fir die
Progression von Tumoren beschrieben [144, 246]. Darlber hinaus wurde festgestellt, dass
die Freisetzung von S1P aus apoptotischen Tumorzellen zu einer Phanotyp-Anderung der
Tumor-assoziierten Makrophagen fuhrt, wodurch diese die Tumorgenese unterstitzen [155].
Die Hemmung S1P-vermittelter Signale stellt daher ein lohnendes Ziel fur die Entwicklung
neuer Therapien dar. Hierbei werden bereits verschiedene Ansétze verfolgt, die eine
Verringerung des verfligbaren S1P oder die Blockade S1P-vermittelter Signalwege zum Ziel
haben [247-252].

4.6 Weiterleitung des freigesetzten Schutzsignalsi  n Zielzellen

In Zielzellen erfolgt die Ubertragung extrazellularer Reize durch Signalkaskaden, die den

Stimulus in eine zellulare Reaktion Ubertragen. Nach Bindung des Botenstoffs an
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entsprechende Rezeptoren kommt es zur Aktivierung intrazellularer Signalwege. Rezeptoren
kénnen entweder auf der Zelloberflache oder bei membrangéangigen Botenmolekiilen auch
intrazellular lokalisiert sein. Es konnte festgestellt werden, dass Hypoxie die Freisetzung
I6slicher Faktoren induziert, die anti-apoptotische Signale auto- oder parakrin weiterleiteten.
Als mdgliche Mediatoren dieses Ubertragbaren Schutzsignals wurden PGE, und S1P
identifiziert. Fir die Ubertragung anti-apoptotischer Signale durch S1P oder PGE, ist die
Beteiligung mehrerer Signalwege beschrieben. Hierzu zahlen vor allem der PI3K- sowie die
MAPK-Signalwege (p38, ERK1/2, JNK) [130, 253]. Durch den Einsatz von spezifischen
Inhibitoren gegen PI3K, p38 und ERK1/2 wurde festgestellt, dass die Weiterleitung des
Ubertragbaren Schutzsignals in A549 Zellen Uber ERKZ1/2-vermittelte Wege erfolgt. Der
spezifische ERK1/2-Inhibitor U0126 fihrte durch Koinkubation mit CM oder Lip-CM zu einer
Sensitivierung der Zellen gegentber Etoposid. Als Beleg, dass ERK1/2 an der Weiterleitung
beteiligt war, konnte die Aktivierung von ERK1/2 nach Stimulation mit CM oder Lip-CM
dargestellt werden (Abb.30).

Eine Aktivierung von Kinase-Kaskaden durch Rezeptoren erfolgt meist binnen weniger
Minuten. Nach Inkubation mit CM konnte jedoch eine ERK1/2-Aktivierung erst nach 4h
festgestellt werden. Eine mdgliche Erklarung wére, dass die Stimulation mit CM Uber einen
sekundéren Effekt, beispielsweise iiber die Freisetzung von Ca®" und der Aktivierung der
PKC, die Aktivierung von ERK1/2 vermittelt. Des Weiteren kommt es unter Hypoxie zur
Freisetzung unterschiedlicher Faktoren (z. B.VEGF, EPO, TGF-q, IL-8, IL-6), wodurch eine
Interaktion verschiedener Signalwege die Aktivierung von ERK1/2 verzogern konnte. Nach
Stimulation mit Lip-CM konnte diese Verzégerung nicht beobachtet werden, da hierin nur
Lipide enthalten waren und so die Zahl der aktivierten Signalkaskaden geringer war. Die
Aktivierung von ERK1/2 durch CM und Lip-CM konnte auch nach 8h Stimulation noch
festgestellt werden. Im zeitlichen Verlauf des Hypoxie-induzierten Schutzes kommt es
zunachst zur Aktivierung von COX-2 und SphK2. Als Folge kommt es zur Bildung und
Freisetzung von PGE, und S1P, welche autokrin oder parakrin die Aktivierung von ERK1/2
induzieren. Die langanhaltende Aktivierung von ERK1/2 kénnte so auch nach andauernder
Hypoxie einen konstanten Schutz der Zellen erméglichen.

Es bleibt zu klaren, Uber welche Rezeptoren S1P und PGE, ihre Signale vermitteln.
Insbesondere die Expression der S1PR ist hierbei interessant, da in den Promotorregionen
von S1PR1-3 putative Bindungsstellen fur HIF-1 identifiziert wurden. Erste Ergebnisse
deuten darauf hin, dass es unter Hypoxie zu einer Induktion der SIPR2-mRNA kommt (nicht
gezeigte Daten). Mdoglicherweise dient die gesteigerte Synthese von S1PR2 einer
Verstarkung S1P-vermittelter Signale unter Hypoxie und tragt so zu einer erhéhten Vitalitat
der Zellen bei. In diesem Zusammenhang ist es ebenfalls interessant, die Expression der

Enzyme des S1P-Abbaus (SPP1/2, SPL) zu untersuchen, denn auch in deren Promotoren
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sind putative HIF-1 Bindungsstellen vorhanden. Eine Hemmung der S1P-Phosphatasen
(SPP1/2) oder der S1P-Lyase (SPL) wirde ebenfalls zu einer Verstarkung des S1P-Signals
fuhren. Bei der Entwicklung neuer Therapien werden bereits verschiedene Ansatze verfolgt,
die eine Verringerung des verfigbaren S1P, oder die Blockade S1P-vermittelter Signalwege
zum Ziel haben [247-252].

Sowohl fir die die Stimulation von Zellen mit S1P als auch fir PGE; ist eine Aktivierung des
ERK1/2 Signalwegs beschrieben [130, 253]. Eine der vielfaltigen Funktionen von ERK1/2 ist
unter anderem die Ubermittlung anti-apoptotischer Signale [254, 255]. Eine erhohte
Aktivierung von ERK1/2 konnte darlber hinaus in Tumoren der Pankreas detektiert werden,
was die Entstehung eines chemoresistenten Phanotyps induzierte [256]. Auch unter Hypoxie
konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung von ERK1/2 Zellen vor Apoptose,
ausgelost durch UV-Bestrahlung oder Etoposid, schitzen kann [257]. Die Beteiligung von
ERK1/2 bei der Resistenz gegenluber Chemotherapeutika wurde auch bei der Behandlung
mit Gemcitabin gezeigt. Auch nach Stimulation von Zellen mit S1P oder PGE, wurde in Folge
einer ERK1/2 Aktivierung die Desensitivierung der Zellen gegeniiber der Behandlung mit
Chemotherapeutika oder auch Bestrahlung berichtet [140, 258, 259]. Die Effektoren eines
ERK1/2-vermittelten Schutzes kdénnen einerseits Transkriptionsfaktoren sein, welche durch
ERK1/2 aktiviert werden, wodurch die Expression von anti-apoptotischen Proteinen reguliert
wird. So kommt es z.B. nach ERK1/2 Aktivierung zur CREB-vermittelten Expression von
anti-apoptotischem Bcl-2 [260]. Andererseits kann ERK1/2 tber die direkte Phosphorylierung
von Proteinen vor Apoptose schiitzen [254]. Hierzu zahlen unter anderem pro-apoptotische
Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie wie Bim oder Bad, aber auch Caspasen wie die Caspase9
[261].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Resistenz solider Tumoren gegeniuber der Behandlung mit Medikamenten oder
Bestrahlung ist ein haufig auftretendes Phanomen. Insbesondere das Auftreten von
Chemoresistenzen stellt ein grof3es Problem bei der Behandlung von Krebs dar. Aufgrund
einer Unterversorgung des Gewebes kommt es in soliden Tumoren zur Bildung des so
genannten ,hypoxischen Kern' (hypoxic core), welcher bei der Progression und
Metastasierung des Tumors eine wichtige Rolle spielt. Es wird diskutiert, inwieweit Hypoxie
an der Entstehung von Resistenzen gegenuber unterschiedlichen Therapieansatzen beteiligt
ist. Das Ziel der Arbeit war es, die Fragestellung zu klaren, ob Hypoxie vor Apoptose,
ausgeldst durch Chemotherapeutika, schiitzt. Wenn sich diese Vermutung bestéatigen sollte,
sollten die zu Grunde liegenden Mechanismen dieser Chemoresistenz aufgeklart werden.

Es konnte festgestellt werden, dass es in Ab49 Zellen unter Hypoxie durch ein
Zusammenspiel mehrerer unabhéngiger Signalwege zum Schutz vor Etoposid-induzierter
Apoptose kommt. Zum einen induziert Hypoxie die Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1.
Uber einen intrazellularen Mechanismus, wahrscheinlich der Expression anti-apoptotischer
Zielgene, kommt es zur Desensitivierung der Zellen gegenuber der Behandlung mit
Etoposid. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es unter Hypoxie unabhangig von
HIF-1 zur Freisetzung von Schutzfaktoren kommt. Diese vermitteln Gber auto- oder parakrine
Wege anti-apoptotische Signale. Hypoxie fuhrte zu einer Akkumulation der Cyclooxygenase-
2 (COX-2), welche mafgeblich an der Freisetzung des Schutzfaktors beteiligt ist. In diesem
Zusammenhang wurde festgestellt, dass die Stimulation mit PGE, zu einer erhdhten
Resistenz von A549 Zellen gegeniber Etoposid-induzierter Apoptose fuhrte. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die basale Aktivitat der Sphingosin-Kinasen fur die Vitalitat
von A549 Zellen essenziell ist. Unter Hypoxie wurde dariiber hinaus eine Aktivierung der
Sphingosin-Kinase 2 (SphK2) festgestellt, wodurch eine vermehrte Synthese und
Freisetzung von Sphingosin-1-phosphat (S1P) induziert wurde. Es kommt unter Hypoxie
Uber zwei unabhéngige Signalwege zur Freisetzung von PGE, und S1P, welche in Zielzellen
einen chemoresistenten Phanotyp induzieren. Die Ubertragung des anti-apoptotischen
Signals erfolgte tGber die Aktivierung der ERK1/2-Signalkaskade.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Hypoxie Uber die Aktivierung von HIF-1,
COX-2 und SphK2 in A549 Zellen die Resistenz gegenuber Chemotherapeutika induziert.
Hierbei sind neben intrazellularen Signalen auch auto- und parakrin wirkende Mechanismen
beteiligt. Als Ubermittler des ubertragbaren anti-apoptotischen Signals konnten S1P und

PGE, identifiziert werden, die Uber die Aktivierung von ERK1/2 vor Apoptose schitzen.
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7 ANHANG

7.1 Chemikalien

Tabelle 8: Liste der eingesetzten Chemikalien und deren Hersteller

DIOC4(3)
DAPI

Acrylamid-Bis-Fertiglésung (40%, 37,5:1)

ATP

Ammoniumchlorid (NH4CI)

APS

Odyssesy Blockierungslésung

BSA
Bromphenolblau
Ac-DEVD-AMC
Chloroform

DEPC

DMSO

DTT

DMEM/Ham's F12 (1:1)
Ethanol

EDTA

EGTA

Fotales Kélberserum
Glucose

Glyzerin

Glyzin

HEPES

Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumcyanid (KCN)

Kaliumhexacyanoferrat(lll)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy,)

Molecular Probes, Leiden (Niederlande)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Rockland Immunochemicals Inc, Gilbertsville (USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka GmbH, Buchs

Alexis Biochemicals, Griinberg

Merk Eurolab GmbH, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
PAA Laboratories GmbH, Colbe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Serva GmbH, Heidelberg

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt



Anhang

114

L-Glutamin

Magermilchpulver

Magnesium chloride (MgCl,)
Magnesiumcarbonat-Hydroxid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Methanol (MeOH)

Natriumacetat

Natriumborat

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdithionit

Natriumflourid (NaF)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Nonidet P-40

NBD-Sphingosine

Paraformaldehyde (PFA)
Para-Hydroxykumarinsaure

PBS (9,55 g/ml)

Penicillin / Streptomycin Lésung
peqGold RNApureT'\’I

Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF)

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix
uUDG

poly(dI-dC)
Proteaseinhibitormix (PIM)
Saccharose

Semicarbazid

Sodium chloride (NacCl)
Staurosporin
Tetraethylendiamin (TEMED)
Tris-HCI

Triton X-100

Trizin

Tween 20

Wasserstoffperoxid (H,O,)

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

Merck EuroLab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck EuroLab GmbH, Darmstadt

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigmaaldrich

PAA Laboratories GmbH, Colbe

PeqgLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Invitrogen Corp., Carlsbad (USA)
Pharmacia, Uppsala (Sweden)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck EuroLab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck EuroLab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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B-glycerophosphate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

B-mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

7.2 Gerate

Tabelle 9: Liste der verwendeten Gerate und deren Hersteller

Autoklav HV 85

B250 Sonifier

CASY®

FACSCanto Durchflusszytometer
Filmentwicklermaschine Optimax Typ TR
Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert 200M
Holten LaminAir Sterilbank
i-CyclerTMMyiQTM

IG 150 (Zellkulturinkubator)
Magnetriihrer Combimag RCH
Mastercycler Thermocycler
Mini-PROTEAN 3 System (SDS-PAGE)
Multiscan RC Luminometer

NanoDrop ND-1000

Plastikmaterial (Zellkultur)
Reinstwasseranlage Purelab Plus
Ruskin InVivo400

Sub-Cell® GT Elektrophorese System
SUPERRX X-Ray Film

Thermomixer 5436

Trans-Blot SD Blot-Apparatur
Zentrifuge 3413 R

Zentrifuge 5415 R

BPW GmbH, Sissen

Branson Ultrasonics, Danbury (USA)
Scharfe System, Reutlingen

BD Biosciences GmbH, Heidelberg

MS Laborgerate Schroeder OHG,
Zeiss, Gottingen

Jouan GmbH, Unterhaching

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Jouan GmbH, Unterhaching

IKA Labortechnik GmbH & Co. KG,
Eppendorf GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Thermo Labsystems, Vantaa (Finnland)
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
ELGA LabWater GmbH, Siershahn
Ruskin Technologies, Leeds, UK
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Fuji Photo Film Europe GmbH,
Eppendorf GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf GmbH, Hamburg

Eppendorf GmbH, Hamburg
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