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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1. Tumorentstehung

Tumorerkrankungen sind vor allem in den westlichen Industrieldandern ein
groBes gesundheits- und sozialpolitisches Problem. Bdsartige Tumore sind in
Deutschland die zweithaufigste Todesursache (Schmoll, 1996; Behdrde fir
Arbeit, Gesundheit und Soziales der Hansestadt Hamburg, 1999). Fir die
Entstehung von Tumoren gibt es verschiedene Erklarungsansatze. Alle
Tumoren sind in der Regel klonale Erkrankungen: Sie entstehen aus einzelnen
Ursprungszellen, die eine kritische Zahl an Mutationen erworben haben und
sich damit der physiologischen Wachstumskontrolle entziehen (Hanahan und
Weinberg 2000). Man nimmt eine relativ kleine Anzahl von molekularen,
biochemischen und zellularen Merkmalen — erworbenen Eigenschaften — an,
die die meisten humanen Tumoren teilen. Diese Merkmale flhren in
menschlichen Zellen zu ungehemmtem Wachstum und determinieren die

Aggressivitat eines Tumors. (Hanahan and Weinberg 2000).

Korperzelle
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Abb. 1: Determinanten der Aggressivitat von Tumoren.
Nach Hanahan and Weinberg, 2000
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Von Bedeutung flr die vorliegende Fragestellung sind dabei insbesondere drei
Punkte. Die Resistenz gegeniber antiproliferativen Signalen beeinflusst vor
allem den Zellzyklus. Sie verhindert, dass Zellen aus dem aktiven proliferativen
Zyklus in die GO-Ruhephase gedrangt werden und dass Zellen ihr Prolife-
rationspotential endgultig verlieren kénnen, indem sie in einen postmitotischen
Zustand wechseln, in dem sie meist auch weiter ausdifferenzieren. Viele
antiproliferative Signale werden durch den pRb- (=Retinoblastomprotein-)
Signalweg vermittelt. Die verminderte Apoptosefdhigkeit fihrt dazu, dass die
Zelle auf unerwinschte Signale wie DNA-Schadigung, Aktivierung von Onko-
genen, verminderten Einstrom von Uberlebenssignalen und Hypoxie nicht mehr
mit Apoptoseinduktion reagiert. Apoptoseresistenz kann tber eine Vielzahl von
Mechanismen erworben werden und ist ein wesentliches Charakteristikum von
Tumorzellen. Der Verlust eines proapoptotischen Regulationsproteins beinhaltet
sicher die Mutation von p53. Die Induktion von Angiogenese ist vor allem ein

Merkmal hypoxischer Tumoren.

Tumorgewebe unterscheidet sich schon grundséatzlich in mehreren Punkten
vom Normalgewebe, so findet man im Tumor neben einem vergleichsweise
hohen interstitiellen Druck, hohen Laktatkonzentrationen und einem relativ ge-
sehen niedrigen pH-Wert auch geringere Glucosekonzentrationen und eine im
Vergleich zum Normalgewebe schlechtere Versorgung mit Sauerstoff (Walenta
et al., 2000; Vaupel et al., 2001b; Gatenby and Gillies, 2004). In der Mehrzahl
dieser Tumoren finden sich auBerdem zumindest Regionen mit erniedrigten
Sauerstoffpartialdriicken (Vaupel et al., 1998), in denen sowohl Zytostatika als
auch Bestrahlung eine deutlich schlechtere Wirkung zeigen, da in diesen hyp-
oxischen Gebieten viele Zellfunktionen verandert und an die schlechteren Um-
gebungsbedingungen angepasst sind.

1.2. Pathogenese der Tumorhypoxie

Tumorhypoxie ist in erster Linie das Ergebnis eines Missverhélinisses von
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im Tumorgewebe. Dieses Missverhalt-
nis entsteht zunachst durch die vom Normalgewebe abweichende GefaBarchi-
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tektur innerhalb maligner Tumoren. Urspringlich sind solide Tumoren Struktu-
ren ohne GeféBversorgung, die ausschlieBlich durch Diffusion mit Sauerstoff
und Uberlebensnotwendigen Substraten versorgt werden. Obwohl pramaligne
Lasionen oder in-situ Karzinome oft als stark vaskularisiert beschrieben werden,
trifft diese Betrachtung nur aus makroskopischer Sicht zu. Pramaligne Tumoren
oder in-situ-Karzinome verfligen zwar Gber ein von vielen GeféaBen durchzoge-
nes Zellbett, die Tumorzellen selbst sind aber durch die intakte Basalmembran
raumlich von den Sauerstoff-versorgenden GeféBen getrennt. Daher finden
schon die frihe Karzinogenese und die Entwicklung hin zum malignen Phano-

typ oft in hypoxischer Umgebung statt.

Wenn Tumoren zu einer GrdBe von 5 x 10° bis 10° Zellen herangewachsen
sind, also zu einer Gr6Be, die mit bloBem Auge noch nicht wahrnehmbar ist, ist
eine kritische Schwelle erreicht. Von hier an ist kein weiteres Wachstum ohne
eine eigene GefaBversorgung moglich. Diese GefaBversorgung wird durch die
Tumorzellen selbst aktiv eingeleitet, durch Bildung von Transmitterstoffen
werden GefaBstimpfe dazu angeregt, in Richtung des Tumors zu wachsen.
Dieser adaptiver Vorgang, der als Reaktion auf die Mangelversorgung mit
Sauerstoff interpretiert werden kann (Giatromanolaki and Harris, 2001;
Giatromanolaki et al.,, 2001) ist eine der frihesten Auswirkungen von

Tumorhypoxie.

TumorgefaBe unterscheiden sich meist deutlich von normalen BlutgefaBen. lhre
3-dimensionale Anordnung im Gewebe ist uneinheitlich und zum Teil sogar
chaotisch mit atypischen Verzweigungsmustern, arterio-vendésen Anastomosen,
geknduelten und dilatierten Abschnitten mit zum Teil blinden Enden, Shunts,
Sinusoiden und Schleifen (Hockel and Vaupel, 2001a). Dadurch ist die Vertei-
lung des Sauerstoffs nicht in allen Tumorregionen gleich (Rockwell, 1997a).
Schon Zellen in der 4. bis 5. Zellreihe von einem GefaB ausgehend erhalten
deutlich weniger Substrate und Zellen der 10. Zelllage sind nahezu oder kom-
plett anoxisch (H6ckel and Vaupel, 2001b). Bereits in den 50er Jahren konnte
gezeigt werden, dass jenseits von Diffussionstrecken von 160 um (das ent-

spricht etwa 8 bis 15 Zelllagen) keine lebenden Zellen mehr nachweisbar sind
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(Vaupel et al., 1991; Gatenby and Gillies, 2004). Diese verlangerten Diffusions-
strecken fihren zu Regionen chronischer Hypoxie, die Gberall im Tumor verteilt
sind.

Aber auch in zeitlicher Hinsicht schwankt die Versorgung mit Sauerstoff. Neben
der Abhé&ngigkeit von rdumlicher Nadhe zu GefaBen ist auch ein konstanter
Blutfluss in den jeweiligen GeféaBen notwendig. In den meisten TumorgeféBen
ist das jedoch nicht gegeben, da sie sich auch in ihrer Funktionsweise von
normalen GefaBen unterscheiden. Glatte Muskulatur und damit auch die
autonome Innervierung der GefadBwand sind nicht oder kaum ausgebildet und
sie verflgen Uber keine funktionierende Autoregulation des GefaBtonus
(Vaupel, 1999). Das GefaB kann also im Unterschied zu normalen GefaBen
nicht selbststédndig einen konstanten Blutfluss initiieren. Dadurch kommt es
immer wieder zu erheblichen Schwankungen der Perfusion und damit zur
zeitweiligen Unterversorgung von Zellen. Selbst Zellen in direkter Nahe zu Blut-
gefassen kdnnen also fiir Sekunden, Minuten oder Stunden der Hypoxie,
gefolgt von Reoxygenierung, ausgesetzt sein (Vaupel et al., 1998; Ljungkvist et
al., 2005) .

Ein dritter Faktor, der zusatzlich zur Hypoxie beitragen kann, ist eine oft redu-
zierte Sauerstofftransportkapazitat des Bluts bei Tumorpatienten. Bei fortge-
schrittenen Tumoren oder als Folge einer Therapie kann eine tumorassoziierte
(anaemia of chronic disease) oder kunstlich (iatrogen) verursachte Anamie auf-
treten (Vaupel et al., 2001; Birgegard et al. 2005). Selbst bei nur maBig
erniedrigtem Hamoglobingehalt des Blutes mit Werten von 10 bis 12 g/dl ist die
Versorgung des Tumors mit Sauerstoff beeintréachtigt, da Tumorgewebe aus
den schon erwahnten Grinden eine schwankende Versorgung mit Sauerstoff
ohnehin kaum kompensieren kann (Henke and Guttenberger, 2000; Vaupel et
al., 2001; Birgegard et al. 2005).

1.3. Bedeutung der Tumorhypoxie
Die schon angefihrte von hypoxischen Zellen gesteuerte Bildung von GefaBen

ist nicht die einzige Auswirkung von Hypoxie auf Tumorzellen. In Zellen unter

-10 -
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Sauerstoffentzug findet vermehrt anaerobe Glykolyse statt, es steht also nicht
nur weniger Sauerstoff sondern auch weniger Energie zur Verfligung. Entspre-
chend werden alle nicht Uberlebensnotwendigen Funktionen eingeschrankt, auf
der anderen Seite aber Prozesse gestartet, die die Situation potentiell verbes-
sern. Hypoxie aktiviert insbesondere eine Reihe klassischer Transkriptions-
faktoren wie p53, NFkB oder AP-1, die auch in vielfaltige allgemeine Stress-
reaktionen der Zelle involviert sind (Matsushita et al., 2000; Herr and Debatin,
2001; Kunz et al., 2001; Shen and White, 2001; Karashima et al., 2003; Renton
et al., 2003). Bereits bei moderater Hypoxie wird der Transkriptionsfaktor HIF-1

exprimiert, der unter anderem membranstéandige Glucosetransporter reguliert.

Die Hypoxie verursacht auch die Induktion von pro-angiogenen Proteinen in
Tumorzellen (Forsythe et al., 1996; Biroccio et al., 2000), obwohl es inzwi-
schen auch einige experimentelle Hinweise dafir gibt, dass solche Vorgénge
bereits friher und nicht ausschlieBlich durch Hypoxie getrieben auftreten
kénnen (Li et al., 2000).

Hypoxie in Tumorzellen zeigt auch negative Konsequenzen flr Zellteilung,
Wachstum und Expansion der Zellen. Im Zellzyklus vermitteln Wachstums-
stimulierende Signale den Eintritt der Zelle aus der GO-Ruhephase in die G1-
Phase und aus der G1- in die Synthese-Phase (S-Phase), indem sie die Trans-
kription der G1-Phasen Cycline (D-Typ Cycline und Cyclin E) auslésen und die
entsprechenden Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) aktivieren. Wachstums-
hemmende Signale hingegen stimulieren Transkription und Aktivitat von Inhi-
bitoren der Cyclin-abhé&ngigen Kinasen (p21Waf1/Cip1, p27/Kip1 und p57/Kip2)
und aktivieren hierdurch Checkpunkte wie den G1-Restriktionspunki.

Zellzyklus-Analysen zeigen, dass ausgepragte Hypoxie zum Arrest von Zellen
im Ubergang von der G1 zur S-Phase fiihren kann (Héckel and Vaupel, 2001;
Koritzinsky et al., 2001). Auf molekularer Ebene erklart man sich diesen Effekt
so, dass die Hypoxie zur Stabilisierung von p53 flihrt, das wiederum p21
aktiviert. p21 ist ein zentrales Regulatorprotein des Zellzyklus und vermittelt
tber Cyclin-abhangige Kinasen einen G1/S-Block (Amellem et al., 1998; el

-11 -
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Deiry, 1998). Unter Anoxie werden Zellen auch unmittelbar in ihren jeweiligen
Positionen im Zellzyklus arretiert (Amellem and Pettersen, 1991; Renton et al.
2003). In nativen Zellen fuhrt starke Hypoxie zu Apoptose, in einer Zellpopula-
tion wie sie beispielsweise in soliden Tumoren vorliegt fihrt Hypoxie somit zu
einem vermehrten Selektionsdruck der Zellen, sie werden Apoptose-resistenter
im Vergleich zu Zellen unter guten Umgebungsbedingungen.

Ausgepragte Hypoxie stellt fir eukaryonte Zellen in vielerlei Hinsicht eine
massive Stresssituation dar und sollte somit die Expansion von Zellen durch
Zellzyklus-Effekte und Zelltod zunachst einmal hemmen. Seit den 80er Jahren
wurden verschiedene Studien durchgefiihrt und veréffentlicht, die mit speziel-
len Sonden und verschiedenen nuklearmedizinischen Verfahren diese Annah-
me zu Uberprifen versuchten. Alle diese Untersuchungen hatten ein gemeinsa-
mes Ergebnis: Gerade ausgepragt hypoxische Tumoren sind durch besonders
aggressive Verlaufe mit schlechter Prognose gekennzeichnet (Hockel et al.,
1998; Hockel et al., 1999; Sundfor et al., 2000; Nordsmark et al., 2001).

Wie kommt es nun trotz der verschlechterten Proliferationsbedingungen zur er-
héhten Resistenz gegenlber konventionellen Therapieverfahren? Eine mdgli-
che (und tatsachlich die erste veroffentlichte) Erklarung fir dieses Phanomen
ist, dass die ionisierende Strahlung alleine — wie auch verschiedene Medika-
mente alleine — keine ausreichenden Schaden in den Zellen setzen, sondern
vielmehr Uber die Bildung von Sauerstoffradikalen wirken. Ein &ahnlicher Mecha-
nismus wurde auch fir eine ganze Reihe klassischer Zytostatika wie Alkylan-
tien, Carboplatin und Anthrazykline beschrieben (Teicher, 1994; Koch et al.,
2003; Shannon et al., 2003). Am Beispiel zahlreicher Arbeiten zum Einfluss von
Hypoxie auf die Wirkung von Zytostatika wird allerdings klar, dass die mdgli-
chen Resistenzmechanismen aufgrund akuter Hypoxie deutlich komplexer sein
kénnen als der am Beispiel der Strahlentherapie geschilderte Sauerstoffeffekt
(Shannon et al., 2003). Einige Daten legen nahe, dass die Aktivierung ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise HIF1, unter Hypoxie zu
einem veranderten Stoffwechsel und dadurch zu einem verénderten Metabolis-

-12 -
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mus verschiedener Arzneimittel fihrt (Comerford et al., 2002; Walenta et al.,
1997; Walenta et al., 2000; Gatenby and Gillies, 2004).

Die zweite mdgliche Erklarung ist ein hoher Selektionsdruck in Regionen mit
schlechter Sauerstoffversorgung, der eine Entwicklung hin zu héherer Malignitat
fordert (Wouters et al., 2003). Es wurde eine Vielzahl von Hypoxie-induzierten
genetischen und epigenetischen Veranderungen der Biologie von Tumorzellen
beschrieben, die darauf hinweisen, dass die Hypoxie zu vermehrtem Tumor-
wachstum und héherem Metastasierungspotential fihrt (Seimiya et al., 1999;
Rofstad, 2000; Cairns et al., 2001; Héckel and Vaupel, 2001a; Héckel and
Vaupel, 2001b; Harris, 2002).

Der dritte Erklarungsversuch umfasst schlieB3lich die veranderten Eigenschaften
hypoxischer Zellen, also die durch Induktion verschiedener Gene bewirkten
Veranderungen in Zellzyklus-Kontrolle und exprimierten Oberflachenproteinen
und -rezeptoren, die eine leichtere Metastasierung und schnelleres Wachstum
beginstigen. Dies ist ein sehr komplexer Vorgang, dessen einzelne Kompo-
nenten bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart und dessen Ablauf noch nicht

zusammenhangend dargestellt wurde.

Fest steht jedoch, dass Hypoxie innerhalb maligner Tumoren flr ein schlechtes
Outcome und verminderte therapeutische Mdglichkeiten steht. Die Frage die
sich stellt ist also, ob es méglich ist, die vielfaltigen Hypoxie-induzierten Veran-
derungen zu beeinflussen und welche zentralen Faktoren man manipulieren
muss, um ein besseres Ergebnis der antineoplastischen Therapien zu errei-

chen.
1.4. Apoptose und ihre Bedeutung fir den menschlichen Organismus

Apoptose, der so genannte ,Programmierte Zelltod“, spielt im Leben aller
mehrzelligen Organismen eine besondere Rolle. Apoptose ist der Tod einer
Zelle zum Wohle des Gesamtorganismus, eine streng reglementierte Abfolge
von definierten energieabhangigen Einzelschritten, an deren Ende das Ende
der Zelle ohne negative Auswirkungen auf die Umgebung steht. Wahrend Zell-

-13 -
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nekrose eher Folge eines plotzlichen gewaltsamen Eingriffs von auBen ist, ist
Apoptose oft das genetisch festgelegte natlrliche Ende einer Zelle, viele exo-
gene Noxen induzieren aber als letztendlichen Effekt auch Apoptose.

Schon in der Embryonalentwicklung, aber auch im erwachsenen Menschen ist
Apoptose von gréBter Bedeutung: Nur eine genaue Regulation hélt das Verhalt-
nis aller Zellen zueinander im Gleichgewicht. Bei einem zu wenig an Apoptose
kommt es zu Erkrankungen wie malignen Tumoren (Sarasin and Stary, 1997),
bei einem zuviel an Apoptose zu Krankheitsbildern wie AIDS (Thompson, 1995)
oder neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer (Cotman and
Anderson, 1995) und M. Parkinson (Tatton et al., 2003).

Die beiden Arten von Zelltod lassen sich morphologisch deutlich voneinander
unterscheiden: In nekrotischen Zellen kommt es nach der tédlichen Schadigung
nicht zur Kondensation der Kernsubstanz wie in apoptotischen Zellen, sondern
zum Anschwellen der Zellorganellen, was zum Platzen der Zelle durch Schadi-
gung der Plasmamembran und konsekutivem Freisetzen zytoplasmatischer
Makromolekule (giftige Stoffe, als Abbauprodukte in den Lysosomen aber auch
im Zytoplasma) fuhrt. Diese rufen durch Anlockung von Fresszellen eine lokale
Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe hervor. (Golstein et al., 1991;
Kroemer et al., 1998).

Die Apoptose lauft in mehreren strikt regulierten Phasen ab. Am Anfang steht
eine Verringerung des Zellvolumens. Die Organellen bleiben im Gegensatz zur
Nekrose intakt, und der energieabhangige Stoffwechsel der apoptotischen Zelle
lauft Gber einen langen Zeitraum normal weiter. Es folgt die Exekutionsphase,
gekennzeichnet durch die Schrumpfung des Zellkerns und eine Verdichtung
des Chromatins. Phosphatidylserin wechselt von der intrazellularen zur extra-
zelluldren Seite der Plasmamembran und an der Zytoplasmamembran zeigen
sich Ausstllpungen und Blaschen (Zeiosis). Es folgt die Kernfragmentierung
und als letztes der Abbau der DNA. SchlieBlich schnlren sich Membran-
umschlossene Vesikel - die so genannten ,apoptotic bodies” - von der Zelle ab
(Green and Reed, 1998). In der letzten Phase der Apoptose, der so genannten

-14 -
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Terminationsphase, werden dann die apoptotischen Kérperchen mitsamt ihrem
fir andere Zellen teilweise geféahrlichen Inhalt von benachbarten Zellen oder
von Zellen des Immunsystems (z.B. Makrophagen) mittels Phosphatidylserin-
spezifischer Rezeptoren erkannt, phagozytiert und durch lysosomale Enzyme
abgebaut (Savill et al., 1990; Fadok et al., 1992, Krammer, 1999; Dive et al.,
1992). Dadurch, dass die ,apoptotic bodies phagozytiert werden, bevor die
Integritat ihrer Zellmembran endgultig verloren geht, wird eine inflammatorische
Reaktion vermieden (Voll et al., 1997). Der programmierte Zelltod wird damit zu
einem physiologischen Prozess (Green and Reed, 1998).

Das biochemische Korrelat der klassischen Apoptose ist die Aktivierung von
Caspasen. Dieses proteolytische System, welches durch posttranslationale Pro-
teinmodifikationen die typischen morphologischen Veréanderungen der Zelle be-
dingt, flhrt schlieBlich zu ihrer Desintegration und zur anschlieBenden Phago-
zytose durch Fresszellen. Caspasen sind proteinspaltende Enzyme (Protea-
sen), die aspartathaltige Aminosduresequenzen in ihren Substraten erkennen
und diese spezifisch schneiden. Die Apoptoseinduktion fihrt zu einer Aktivie-
rung von Caspasen in einer proteolytischen Kaskade, die der Verstarkung des
apoptotischen Signals dient (Afford et al. 2000; Los et al. 1999; Fischer et al.
2003).

Die Aktivierung von Caspasen kann im Wesentlichen GUber drei verschiedene
Wege eingeleitet werden: Uber Liganden membranstandiger Todesrezeptoren,
durch allgemeinen Zellstress wie Hitze, osmotischen Schock (Bortner and
Cidlowski, 1998), Gamma- oder UV-Strahlen (Rosette and Karin, 1996) oder
Chemotherapeutika (Cariers et al.,, 2002; Wieder et al.,, 2001), die DNA-
Schaden, oxidativen Stress (Rosette and Karin, 1996) und Schéadigung der
Mitochondrien hervorrufen, und (am wenigsten bekannt) Gber das Endoplasma-

tische Retikulum.

Der extrinsische oder Rezeptor-vermittelte Signalweg wird durch die Bindung
von Zelltod-Liganden an membranstandige Zelltodrezeptoren eingeleitet

- 15 -



1. Einleitung

(Baetu and Hiscott 2002; Igney and Krammer 2002; Ashkenazi 2002; Marini
and Belka 2003).

Der intrinsische (entwicklungsgeschichtlich altere) Apoptosesignalweg wird
uber die Mitochondrien der Zellen vermittelt, ausgeldst durch allgemeinen Zell-
stress wie Zytostatika, ionisierende oder UV-Strahlung, aber auch durch Stau-
rosporin oder Ceramide (von Haefen et al. 2002; Wesselborg et al. 1999;
Stepczynska et al. 2001; Gruber et al. 2004). Es ist auch der entscheidende
Signalweg fur die Hypoxie-vermittelte Apoptose (Weinmann et al. 2004).
Extrinsische und intrinsische Signalwege sind aber nicht vollstdndig unabhan-
gig voneinander. Es gibt Situationen, in denen sie einander verstarken, wenn
nicht sogar initiieren.

Hauptmerkmal der DNA-damage induzierten mitochondrialen Apoptose ist die
Stabilisierung von p53, das Uber nachgeschaltete Effektoren wie Puma oder
Noxa eine Aktivierung und Konformationséanderung pro-apoptotischer Proteine
wie Bax mit konsekutiver Translokation und Schadigung des Mitochondriums
vermittelt (Asker et al. 1999; Oda et al. 2000; Rudner et al. 2001).

Die Schadigung des Mitochondriums mit Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials ist das zentrale Ereignis der intrinsischen Apoptose. Dieser
Zusammenbruch fUhrt zum Austritt von Cytochrom ¢ aus dem Mitochodrium ins
Zytoplasma. Der mitochondriale Signalweg steht unter der Kontrolle einer Viel-
zahl pro- und anti-apoptotischer Proteine einer Familie von Zellzyklus regulie-
renden Proteinen, der sogenannten Bcl-Familie. Diese Proteine erhielten ihren
Namen vom ersten entdeckten Mitglied, das in einem malignen Lymphom
entdeckt wurde (Bcl fir B-cell Lymphoma).

Da vor allem die anti-apoptotischen Proteine Bcl-xL und Bcl-2 mehrere zentrale
Schritte der mitochondrialen Apoptose hemmen, kann Bestrahlungs- oder Zyto-
statika-induzierte Apoptose in vielen Zellsystemen durch Uberexpression von
Bcl-2 nahezu komplett unterbunden werden (Rudner et al. 2001b; Belka and
Budach 2002; Rudner et al. 2002). Die komplexen Mechanismen der Apoptose-

hemmenden Wirkung von Bcl-2 sind Gegenstand aktueller Diskussionen. Als
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wahrscheinlichstes Modell gilt, dass Bcl-2, Bcl-xI und deren funktionelle Homo-
loga die Wirkung der Apoptose-Promotoren Bax, Bak und Bok inhibieren.

Bax, Bak und Bok kénnen im Rahmen der Apoptose-Einleitung direkt Mitochon-
drien aktivieren, die daraufhin Cytochrom ¢ und ATP aus dem Raum zwischen
innerer und auBerer Mitochondrienmembran freisetzen. Der Verlust der Bax-
Expression fuhrt in den meisten Tumorarten zur Resistenz gegen zytotoxische
Therapien.

Die Unterfamilie der BH3-only Proteine der Bcl-2 Genfamilie reguliert den Vor-
gang der Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs, indem sie Apoptose-
hemmende Proteine wie Bcl-xL und Bcl-2 aus der Bindung an Bax verdrangen
kénnen und hierdurch Bax (oder auch Bak) aktivieren. Solche Wirkungen
wurden mittlerweile fur Bad, Bim und Bid gezeigt. Diese pro-apoptotischen
BH3-only Proteine agieren wahrscheinlich als Bindeglieder zwischen spezifi-

schen Signalkaskaden und der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade.

Durch die Entdeckung einer im Endoplasmatischen Retikulum (ER) verankerten
Caspase und deren Aktivierung durch spezifische endoplasmatische Proteine
wurde die Rolle des ER beim Regulierungsprozess des Apoptoseprogramms
festgestellt (Nagakawa et al., 2000). Bislang konnte der genaue Ablauf des
Signalweges der ER-induzierten Apoptose nicht vollstandig aufgeklart werden.
Allerdings scheinen zwei Hauptwege, der eine abhangig von Transkriptions-
faktoren, der andere Caspasen—abhangig, beteiligt zu sein (Szegezdi et al.,
2003).

Neben diesen klassischen Formen der Apoptose, die durch biochemische
Kriterien wie Aktivierung von Caspasen und durch die oben genannten morpho-
logischen Kennzeichen definiert sind, gibt es auch andere Formen akuten Zell-
todes, die als aberrante Apoptoseformen oder Mischformen von Apoptose und
Nekrose gekennzeichnet werden (Leist and Jaattela 2001). Hypoxie kann bei-
spielsweise unter Umstéanden auch Uber solche Signalwege zum Zelltod flhren
(Cheng et al. 1999). Hypoxie induziert bei vielen Zelllinien die pro-apoptotischen
Proteine NIX und NIP3 (Bruick 2000; Sowter et al. 2001). Obwohl es zum

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials kommt, verlauft der
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NIP3-vermittelte Zelltod unabhangig von Cytochrom ¢ und der Aktivierung von

Caspasen.
1.5. Apoptose und Hypoxie

Welche Apoptose-Signalwege in welchem AusmalB fir die Hypoxie-induzierte
Apoptose eine Rolle spielen ist bisher nur zum Teil verstanden. Eine ganze
Reihe von Arbeiten zeigt die Beteiligung intrinsischer also mitochondrial vermit-
telter Signalwege auf. So wurde bei einer ganzen Reihe experimenteller Mo-
delle in vitro und in vivo nachgewiesen, dass die Hypoxie-induzierte Apoptose
durch Bcl-2 und Bcl-xL gehemmt wird (Tamatani et al., 1998; Shimizu et al.
1996b; Tsujimoto et al. 1997). Die chemische Hemmung von Caspase-9 redu-
ziert ebenfalls die Sensitivitdt von Zellen gegen hypoxischen Stress, was auf
eine funktionelle Rolle des Apoptosoms hinweist (Malhotra et al., 2001). Die
Rolle von p53 bei der Hypoxie-induzierten Apoptose ist ebenfalls nicht véllig
geklart. Sicher ist nur, dass ausgepragte Hypoxie zur Stabilisierung und Aktivie-
rung von p53 fuhrt. Bei einer ganzen Reihe von zellexperimentellen Arbeiten
wurde eine Abhangigkeit des hypoxischen Zelltodes von funktionellem p53
beobachtet (Graeber et al., 1996; Banasiak and Haddad, 1998; Rupnow et al.,
1998). Allerdings wurden auch p53-unabhangige Formen Hypoxie-induzierter
Apoptose beschrieben (Bialik et al., 1997). Diese teilweise gegensatzlichen
experimentellen Beobachtungen kdnnten auf zelltypspezifischen Unterschieden
beruhen.

Auch Elemente extrinsischer Signalwege kdnnten eine funktionelle Bedeutung
fir die Hypoxie-induzierte Apoptose haben. So kann Hypoxie zur Hochregula-
tion von Zelltodrezeptoren und ihren Liganden fuhren (Yaniv et al., 2002). Zwei
Arbeiten zeigten auch, dass die Inhibition von Caspase-8 oder FADD unter Um-
stdnden zur erhéhten Resistenz gegen Hypoxie fuhren (Malhotra et al., 2001;
Chao et al., 2002). Dariber hinaus ist es nicht ganz ungewdhnlich, dass Ele-
mente verschiedener Apoptose-Signalwege nebeneinander vorkommen, einige
Arbeiten zeigen auch eine mdgliche Verknipfung des ex- und intrinsischen
Signalwegs auf mehreren Ebenen (Scaffidi et al., 1998; Li et al., 1998).
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1.6. Der Hypoxia Inducible Factor

Die meisten Anpassungsreaktionen hypoxischer Zellen sind genetisch festge-
legt und werden auf molekularer Ebene durch veranderte Transkription ge-
steuert. Ein zentraler Faktor bei der zellularen Anpassung an Hypoxie ist der
Transkriptionsfaktor HIF (hypoxia inducible factor), von dem 3 Untertypen

existieren: HIF 1-3.

HIF2, das 1997 zum ersten Mal geklont wurde, ist nicht in allen Zelltypen nach-
gewiesen, bislang wurde es hauptsachlich in Endothelien gefunden. Wo es vor-
handen ist, aktiviert es eine Vielzahl von spezifischen Genen. Beispielsweise ist
im Nierenzellkarzinom HIF2 und nicht HIF1 verantwortlich fir das Wachstum
des Tumors (Kaelin et al., 2002). Zu HIF3 existieren bislang wenige Unter-
suchungen. HIF2 und HIF3 scheinen aber eher spezielle Zelltyp- und zeit-

abhangige Funktionen zu haben.

HIF1 ist in Bezug auf sauerstoffabhangige Stoffwechselregulationen der wich-
tigste der drei, da er in fast jeder Zelle exprimiert wird und hauptsachlich direkt
auf die Sauerstoffkonzentration reagiert (Carmeliet et al., 1998), in vielen
Tumorarten aber auch konstitutiv Gberexprimiert wird. HIF1 ist das zentrale

Molekil der hypoxischen Anpassung.

HIF1 besteht wiederum aus 2 Untereinheiten, HIF1a und HIF1B3. Wahrend
HIF1B (ARNT) fortwahrend synthetisiert wird und frei im Nukleus schwimmt,
wird HIF1a zwar ebenfalls standig produziert, aber sofort ins Zytosol verlagert
und dort in Normoxie gleich wieder durch Ubiquitilierung abgebaut. In Hypoxie
kann die Hydroxylierung von zwei Prolin-Resten durch Sauerstoff-abhangige
Prolylhydroxylasen (PHD1 - PHD3) nicht stattfinden, der proteasomale Abbau
Uber einen Ubiquitin-Ligase Komplex ist dadurch gehemmt (Semenza et al.,
1997; Wenger, 2000; Semenza, 2002). HIF1a transloziert nun in ausreichender
Menge zurick in den Nukleus, wo es auf seinen Gegenpart HIF1 trifft und mit
ihm ein stabiles aktives Dimer bildet. Durch Bindung an spezifische HRE-Kon-
sensus-Sequenzen werden die Promotoren Hypoxie-abhangiger Zielgene akti-
viert (Semenza 2002) .
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Ubiquitilierung

Abbau
Normoxie PHD1-§$‘ ARD@‘PHDL FIH1
S~ Pag2 \—T K532 A564
bHLH PAS g AD-N

Hypoxie '

Transkription

Abb. 2: Der Sauerstoff-abhangige Abbau von HIF-1
Modifiziert nach Hitchon et al. 2004

Der Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-1 wird bereits bei relativ
moderater Hypoxie (<1-3% O, = 7-21 mmHg pO,) aktiviert. Dagegen treten
antiproliferative Hypoxieeffekte wie reduziertes Zellwachstum, die Induktion von
Apoptose oder von Zellzyklusarrest bei den meisten Tumorzellen erst bei deut-
lich ausgepragterer Hypoxie (< 0,5-0,1% O,) auf (Jiang et al., 1996; Wenger et
al., 1998; Hockel and Vaupel, 2001).

Zu den HIF-1-induzierten Gene gehdren unter anderem die membransténdigen
Glucosetransporter GLUT-1 und GLUT-3, die unter Hypoxie hochreguliert wer-
den und damit die Glucoseaufnahme hypoxischer Zellen steigern (Lin et al.,
2000). Schlusselenzyme der anaeroben Glykolyse wie Aldolase A, Glyceral-
dehyd-3-phosphatase, Dehydrogenase, Hexokinase 1 + 2, Lactatdehydroge-
nase A und Phosphofructokinase werden ebenfalls hochreguliert und damit der
Energiestoffwechsel auf anaerobe Glykolyse umgestellt (Harris, 2002; Gatenby
and Gillies, 2004). Dieser so genannte Warburg-Effekt, die gesteigerte Glyco-
lyse auch unter anaeroben Bedingungen, ist ein Kennzeichen maligner Zellen
und wird mittlerweile als Folge der konstitutiv erhdhten HIF-1-Aktivitat in
Tumoren interpretiert (Gatenby and Gillies, 2004). Andere Hypoxie-regulierte
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Gene sind der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und VEGF-Rezep-
tor, Erythropoeitin (EPO), PDGF, Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 und Cyclo-
oxygenase 1 (COX1) (Forsythe et al., 1996; Carmeliet et al., 1998; Bazan et
al., 2002; Sivridis et al., 2002; Weinmann et al., 2002), also Gene die zur
besseren Vaskularisierung bzw. Verbesserung der Sauerstofftransportkapazitat
beitragen (Maxwell et al., 1997; Ryan et al., 1998; Pugh and Ratcliffe, 2003).

HIF1 ist also ein zentrales Molekll der hypoxischen Anpassung und verant-
wortlich fir die meisten Hypoxie-getriggerten Malignitatsfaktoren. Durch die
Hemmung von HIF1 I&sst sich die Wirksamkeit antineoplastischer Therapien
deutlich steigern (Cairns et al. 2008, Yasui et al. 2007).

1.7. YC-1, ein HIF1a-Inhibitor

YC-1, 3-(5"-Hydroxymethyl-2 -furyl)-1-benzylindazole, wurde urspringlich als
vasoaktive Substanz zur Behandlung von Hypertonie entwickelt (Galle et al.,
1999). YC-1 hemmt auch die Plattchen-

/ \\ Aggregation (Teng et al., 1997) (iber ein
neues pharmakologisches Prinzip, das
HDCH? f P g P
K zur Verbesserung der Therapie cardio-
H"N vascularer  Erkrankungen beitragen
| L
CH, kann. In Thrombozyten wie in glatter

Muskulatur aktiviert YC-1 die lésliche
Guanylatzyklase und erhéht dadurch

Abb. 3: 3-(5'-Hydroxymethyl-2'-
furyl)-1-benzylindazole

den intrazellularen  cGMP-Spiegel.

Diese Effekte erinnern stark an die

Wirkungsweise von NO-Donoren wie beispielsweise Nitroglycerin, sind aber
tatsachlich Stickstoff-unabhangig. Der genaue Wirkmechanismus ist allerdings
noch immer unklar. Eine koreanische Arbeitsgruppe des Seoul National
University College of Medicine unter Leitung von Jong-Wan Park veréffentlich-
te 2000 zuerst die antineoplastischen Eigenschaften des Stoffes. Sie stellten
die Frage, ob die NO-ahnlichen Eigenschaften von YC-1 auch auf die Hem-

mung der HIF-1-gesteuerten Anpassung an hypoxische Bedingungen Uber-
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tragbar seien. YC-1 hemmte im Versuch die Expression von HIF-1a auf post-
transkriptionaler Ebene und reduzierte die Menge an zellular exprimierter
mRNA von EPO und VEGF in hypoxischen Zellen (Yeo et al., 2003). Es redu-
ziert auch die DNA-Bindungs Aktivitat und die Aktivitat von HIF-1 als Transkrip-
tionsfaktor (Chun et al., 2003). YC-1 ist ein kleines, stark unpolares Moleklll,
das auf Grund seiner GroBe und seiner Hydrophobizitat leicht in den Nukleus
translozieren kann, wo es dann an HRE-Konsensussequenzen der DNA bindet
und so die Transkription von HIF1 und HIF1-abhangigen Proteinen verhindert.
Im Tierversuch zeigen mit YC-1 behandelte Tumoren weniger Vaskularitat und
eine geringere Konzentration sowohl an HIF-1 als auch an HIF-abhangigen
Proteinen wie VEGF, Aldolase A und Enolase 1 (Yeo et al., 2003). AuBerdem
verringert YC-1 die Metastasierung von Lebercarcinomen (Shin et al., 2007).
YC-1 scheint das Tumorwachstum zum einen durch Hemmung der Angio-
genese, zum anderen durch Erschwerung der Anpassung an Hypoxie zu
bremsen. Es bleibt abzuwarten, ob YC-1 insbesondere in Kombination mit
anerkannten Behandlungsmethoden wie Zytostatika-Therapie oder Bestrah-

lung zu einer weiteren Therapieoptimierung beitragen kann.
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2. Fragestellung

Unter hypoxischen Bedingungen wird in Tumorzellen eine Reihe von Transkrip-
tionsfaktoren aktiviert, die eine breite Palette kompensatorischer Anpassungs-
leistungen auf Hypoxie vermitteln und in deren Zentrum HIF-1 steht. HIF-1
kommt in fast allen Zellen vor und ist ein Dimer, dessen einer Teil, HIF-1a, weit-
gehend exklusiv durch Hypoxie aktiviert wird. Die HIF-1o vermittelte Gen-
induktion ist ein Schlisselereignis der Tumorangiogenese, flhrt aber auch zur
Anpassung an die Sauerstoffverknappung durch Hochregulation von Enzymen
der Glykolyse und Umschaltung auf anaeroben Stoffwechsel. HIF-1a ist vermut-
lich direkt in die Regulation Apoptose-relevanter Proteine involviert, man geht
von einer kausalen Bedeutung von HIF-1a fir Tumorprogression und Metasta-
sierung aus.

YC-1 (3-(5’hydroxylmethyl-2’furyl)-1-benzylindazole) hemmt in neueren Unter-
suchungen die HIF-1a Aktivitat in vitro und in vivo. YC-1 zeigt in vivo anti-
angiogenetische Wirksamkeit und fihrt zu verzégertem Tumorwachstum.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, zu untersuchen, ob durch selektive
Hemmung von HIF-1 die Anpassung an hypoxische Umgebungsbedingungen
soweit unterbunden werden kann, dass es zum vermehrten Zelltod und damit
zu einer Verbesserung der Prognose stark HIF-exprimierender Tumoren kom-
men kann. Weiterhin wurde untersucht, ob die beschriebene HIF-1 antagonisie-
rende Wirkung von YC-1 eine tatsachliche klinische Relevanz hat, ob also die
antineoplastische Wirksamkeit von YC-1 mit seiner Hemmwirkung auf die Hyp-
oxie-induzierte Aktivierung von HIF-1 korreliert und in wie weit diese pharmako-
logische Hemmung von HIF-1 eine Auswirkung auf die Hypoxietoleranz von
Tumorzellen im Hinblick auf Tumorwachstum, Apoptoseresistenz und klonoge-
nes Uberleben hat. Weiterhin sollte analysiert werden, ob YC-1 die Hypoxie-
toleranz von Tumorzellen verandert und radioresistente Zellen gegenuber der

Wirkung ionisierender Strahlung zu sensibilisieren vermag.
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3.1. Material

3.1.1. Reagenzien
Ampicillin
Aprotinin
Bromphenolblau
BSA (10 pg/ul)

CCCP
DMSO (far Zellkultur)

Fetales Kéalberserum

Ficoll (Biocoll), d=1,077 g/|

Gel 30

(30%-ige AA/BisAA-Lbdsung, 37,5:1)
Genicitin (G418)

Hoechst 33342

Leupeptin

Mowiol

PHA

Ponceau-S-Lésung
Propidiumiodid

Proteinmarker fir SDS-PAGE

Protein-Farbstoffkonzentrat

RPMI 1640 (100 mg/l Ca(NOs3),, 400
mg/l KCI, 100 g/l MgSO4 6 g/l NaCl,
2 g/l NaHCOg3, 800 g/l NazHPO4)
SDS-Laufpuffer

TBE-Puffer, 5x

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

New England Biolabs, Schwalbach/T,
Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Gibco BRL/Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

Biochrome- Seromed, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco BRL/Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland

Sigma, Deidenhofen, Deutschland
Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland

Gibco BRL/Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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TMRE Molecular Probes, Mobitech

YC-1 [3-(5"-Hydroxymethyl-2 -furyl) - Alexis Biochemicals
1-benzylindazole]

zVAD-FMK Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Alle weiteren hier nicht aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firmen

Sigma (Deidenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

3.1.2. Puffer und Lésungen

PBS: 8,0 g/l NaCl, 1,5 g/l NaoHPO4 x H.0, 0,2 g/l KCI, 0,2 g/l
KH.PO4 pH 7,4-7,6

TBS: 150 mM NaCl, 10 mMTris ad 1000 ml dest. Wasser, pH
8,0

TBS-Triton: TBS + 0,02 % (v/v) Triton X-100

3.1.3. Antikorper und Liganden

Primarantikorper (Western-Blots)

rabbit-anti-BAktin, 1:5000 Sigma, Deidenhofen, Deutschland
rabbit-anti-Akt/-Phospho-Akt, 1:1000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
rabbit-anti-Bad/-Phospho-Bad, 1:1000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
rabbit-anti-Bak, 1:1000 BD Transduction Laboratories,
Heidelberg, Deutschland
rabbit-anti-Bax, 1:1000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
mouse-anti-Bcl-2, 1:5000 Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
rabbit-anti Bcl-xI, 1:1000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
rabbit-anti-Bid, 1:1000 R&D
rabbit-anti-Bim, 1:1000 BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
mouse-anti-CDK4, 1:2000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
rabbit-anti-CyclinD1, 1:1000 Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
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rabbit-anti-Foxo, 1:2500
rabbit-anti-Phospho-Foxo, 1:1000
rabbit-anti-Glut1, 1:1000
goat-anti-Hexokinase2, 1:500
mouse-anti-HIF-1, 1:500

mouse-anti-p21 Waf1/Cip1 DCS60, 1:2000
rabbit-anti-p27, 1:1000

rabbit-anti-PARP, 1:1000
rabbit-anti-cleaved-PARP, 1:1000
rabbit-anti-pRb, 1:1000

mouse-anti-X-iap, 1:250

Sekundarantikorper (Western-Blots)
anti-mouse, AP-konjugiert, 1:2000
anti-rabbit, AP-konjugiert, 1 :2000
anti-goat, AP-konjugiert, 1 :2000

3.1.4. Zelllinien

Sigma, Deidenhofen, Deutschland
Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
RDI

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
Cell Signalling, Frankfurt, Deutschland
BD Pharmingen, Heidelberg,

Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Jurkat-E6-T-Zell-Lymphom Zellen und NCI-H460- Zellen wurden von der
American Type Culture Collection (ATCC), Bethesda, MD, USA bezogen. Bcl-2-

Uberexprimierende Jurkat-Zellen und die

respektiven Vektorkontrollzellen

(Jurkat-V) waren etablierte Zellreihen der Arbeitsgruppe (Handrick et al. 2005).

Die hypoxische Selektion wurde in der humanen Lungen-Adenokarzinomlinie

NCI H 460 erreicht (Weinmann et al. 2004), die Versuche wurden in etablierten

Zellreihen der Arbeitsgruppe durchgefihrt.
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3.1.5. Verbrauchsmaterial

Einfrierrdhrchen Greiner, Karlsruhe, Deutschland
Filterpapier Whatman 3 MM Roth, Karlsruhe, Deutschland
GasPak-Anaerobier-Pouch Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

Kopierfolien Xerox, Neuss, Deutschland
0,4 cm-Klvetten BioRad, Minchen, Deutschland
Methylenblau Indikator Streifen Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

Nitrocellulosemembran Hybond ECL Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland

1,5 ml- und 2ml ReaktionsgefaBe Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hyperfim® ECL Amersham  Pharmacia  Biotech,
Freiburg, Deutschland

Rdéntgenfilm Kodak, Jahnsdorf, Deutschland
15 ml/50 ml-Zentrifugenrdéhrchen Greiner, Essen, Deutschland
3.1.6. Gerate

Bestrahlungsgerat LINAC SL 25, Phillips  Elekta/ Phillips, Hamburg,

Deutschland

ELISA-Reader Anthos 2010 plate reader, Anthos, Krefeld, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert200 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Photometrix SensysCam Kamerasystem Photometrix, Kew, Australien

4054 UV-VIS-Spectrophotometer LKB Biochrom/Pharmacia

Ultraspec P Biosystems, Cambridge, UK

Konfokales Laser Scan Mikroskop Leica Leica AG, Wetzlar, Deutschland

TCS NT

FACS Calibur Durchflusszytometer Becton  Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
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Dekonvolution: MetaMorphs,
Visitron Systems GmbH.

Sequi-Gen GT Sequencing Cell

Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell

Elektroporator Gene Pulser® ||

SDS-Gelelektrophoresekammer

Tischzentrifuge 5417R (Eppendorf)
Rotanta RPC Laborzentrifuge (fur
Zellkultur)

Sorvall® SUPER T21, Rotor SL-50T (fiir

DNA-Aufreinigung)

Zellkulturtank 35 VHC

Gas Pak 100 Hypoxie-Kammer

Hypoxie-Brutschrank Heraeus C42

Schuttler

_28 -

Visitron Systems GmbH, Puchheim,
Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland
BioRad, Mlnchen, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland
Whatmann

Biometra, Goéttingen,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Kendro GmbH,

Deutschland

Langenselbold,

Taylor-Wharton, Husum,
Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Whatmann

Biometra, Goéttingen,

Deutschland
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3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

Die Zellen wurden routinemaBig in 75 ml-Zellkulturflaschen mit Filterdeckel bei
37°C und 5% CO- kultiviert. Als Medium wurde RPMI 1640 ohne Antibiotika
verwendet, dem 10% FCS zugesetzt wurde.

3.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren von Zellen erfolgte bei -80°C. Zunachst wurden die Zellen fir
4 min. bei 1200U/min in Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurde das
Zellpellet in 1ml Einfriermedium (70% RPMI 1640, 20% FCS, 10% DMSO) pro
1-2 Millionen Zellen resuspendiert und in Einfrierréhrchen Uberfihrt (1-1,5 ml
pro tube). Die Zellen wurden dann in einem verstellbaren Gestell im
Zellkulturtank 35 VHC (Taylor-Wharton) stufenweise eingefroren, bevor sie
schlieBlich im flissigen Stickstoff gelagert wurden.

Kryokonservierte Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut bis sie 0°C
erreichten. Zur Entfernung von DMSO wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Dazu wurden die Zellen im DMSO-haltigen Medium abzentrifugiert,
in PBS aufgenommen, resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Zur Anzucht
wurden sie fur die ersten 48 Stunden bis zum ersten splitting in Vollmedium mit
20% FCS aufgenommen. Nach der Erholungsphase der Zellen nach dem
Auftauen wurden sie schlieBlich wie unter 3.2.1. vorbeschrieben weiter

kultiviert.

3.2.3. Zellzahlbestimmung

Eine Neubauer-Zahlkammer wurde mit Zellsuspension beflllt und in der
Ublichen Weise (4 mal 16 Quadrate, insgesamt 64 Quadrate) gezahlt. Das
Volumen innerhalb von 16 Quadraten entspricht 0,1 ul, daher wurde die

durchschnittliche Zellzahl mit 1074 multipliziert, das Ergebnis als Zelldichte im
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Medium/ml angegeben. Gezahlt und verwendet wurden nur lebende Zellen
(Kontrolle durch Trypan-Blau-Ausschlussfarbung).

3.2.4. Trypan-Blau-Ausschlussfarbung

Trypan-Blau ist ein Farbstoff, der durch seine negative Ladung spezifisch nur in
Zellen penetrieren kann, deren inneres Membranpotential zusammengebrochen
ist. Da das Membranpotential in lebenden Zellen aktiv aufrechterhalten werden
muss, kann man davon ausgehen, dass gefarbte Zellen irreparabel beschadigt
sind. Daher dient die Trypan-Blau-Farbung als Ausschlusskontrolle bei der
Bestimmung lebender Zellen.

3.2.5. Zellkultur in Hypoxie

Far hypoxischen Stress (milde Hypoxie:= 1% O,, starke Hypoxie:= £0,1% Oy)
verwendeten wir unterschiedliche Methoden: Zur Erlangung moderater Hypoxie
wurden die Zellkulturen in einem Hypoxie-Brutschrank (C42 Inkubator,
Hereaus) einer =94% No/=5% CO./1% O, Atmosphare ausgesetzt. Als Hyp-
oxieperiode definierten wir die Zeitspanne zwischen SchlieBen (i) und
erneutem Offnen des Inkubators. Nach einer Auswaschperiode von etwa 30
min. wurde nach Angabe des Herstellers die angestrebte Sauerstoffkonzentra-
tion erreicht.

Ausgepréagte Hypoxie wurde durch Inkubation in Hypoxie- Kammern erzeugt: In
Gas Pak 100 Systemen oder, wenn unter hypoxischen Bedingungen bestrahlt
wurde, in GasPak Anaerobier ,Pouch“ Systemen. Der Beginn der Hypoxie-
Periode (t0) wurde hier ebenfalls als der Zeitpunkt des VerschlieBens der
Boxen bzw. der Beutel definiert. Ausgepragte Hypoxie war etwa nach 60 min.
erreicht, was durch Farbumschlag eines Methylenblau Indikator Systems
(Becton Dickinson) in der Kammer bzw. der Tlte angezeigt wurde. Die jewei-
ligen Kontrollzellen wurden unter normaler atmosphérischer Sauerstoffkonzen-
tration (21%) in H>O-gesattigter Luft mit 5% CO, (Brutschrank) gehalten.
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3.2.6. Erzeugung von Hypoxie mittels Gas Pak Systemen

Ausgepragte Hypoxie erreichten wir mit Hilfe der BBL Gas Pack Systeme der
Firma Becton Dickinson. Dabei platzierten wir unsere Zellkulturflaschen zusam-
men mit einem BBL Gas Pack Plus Packchen (bestehend aus Natriumboro-
hydrid, Natriumbicarbonat und Zitronensaure, sowie Filterpapier und einem
Palladium Katalysator) in einem luftdicht zu verschlieBendem Topf der BBL Gas
Pack 100 Serie. Nach Angaben des Herstellers gaben wir Aqua dest. zu und
stellten den verschlossenen Topf flr die Dauer der Hypoxie in einen Zellkultur-
Brutschrank.

3.2.7. Bestrahlung von Zellen

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit 6MV-Photonen an einem Linearbe-
schleuniger (SL25 Phillips) mit einer Dosisrate von 4 Gy/min bei Raumtempera-
tur. Flr eine homogene Strahlendosis im Medium und um einen Aufbaueffekt
zu verhindern, wurde unter die Zellkulturflaschen ein 10 cm dicker Epoxydharz-
block platziert. AuBerdem wurden die Zellen mit einem 1,5 cm dicken Epoxyd-
harzblock von oben abgedecki.

Flr Bestrahlungen in Hypoxie wurden die Zellen 2h vor der Bestrahlung in ein
GasPak Pouch System (Beckton Dickinson) mit ausgepragt hypoxischer Atmo-
sphéare (< 0,1% Oy) gesetzt. Die Zellen wurden bis zur weiteren Analyse in Hyp-
oxie gehalten.

3.2.8. Analyse des HIF-1 Transkriptionsfaktors

Die Stabilisierung, nukleare Translokation und DNA-Bindung von HIF-1 wurde
mittels eines ELISA-basierten HIF-1 Transkriptionsfaktor-Kits (Active Motif,
Rixensart, Belgium) quantifiziert.

Verwendete Puffer

Hypotoner Puffer: 20 mM Hepes pH 7,5, 5 mM NaF, 10 M Na:MoO4,
0,1 mM EDTA
Lyse Puffer I: PBS (pH 7.5) + Phosphatase Inhibitor Puffer (PIB) (125
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mM NaF, 250mM [1-Glycerophosphat, 250 mM para-
nitrophenyl Phosphat (PNPP), 25 mM NaVOs;
Lyse Puffer Il: 20 mM Hepes, pH 7,5, 400 mM NaCl, 20% Glycerol,
0,1 mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM Na:MoQO4, 1 mM
NaVOs, 10 mM PNPP, 10 mM [1-Glycerophosphate, 0.1
M Dithiothreitol (DTT), 1% Protease Inhibitor Cocktail
3.2.9. Koloniebildungstests

Flr die Koloniebildungstests wurden jeweils zwischen 40 und 4000 NCI H 460-
Zellen in 6-Well-Platten oder Zellkulturflaschen ausgesat. Die Zellen wurden
Uber Nacht bis zur Adharenz der Zellen in Vollmedium inkubiert und dann mit
der entsprechenden Dosis YC-1 (10-50uM) behandelt. AnschlieBend wurden
die Platten im Zellkulturschrank unter normoxischen Bedingungen fir mindes-
tens 12 Tage inkubiert. Die Kolonien wurden mit Formaldehyd 3,7% fixiert und
mit Kristallviolett gefarbt, getrocknet und alle Kolonien mit mehr als 50 Zellen
pro Plaque als ,Kolonie-bildende Einheit* (CFU fur Colony Forming Unit) ausge-
zahlt. Um den Einfluss ausgepragter Hypoxie auf das klonogene Uberleben
nach Bestrahlung zu untersuchen, wurden die Platten nach 2 Stunden Inkuba-
tion mit YC-1 in Gas Pak-,Pouches” transferiert. Nach 2 stiindiger Inkubation in
Hypoxie (< 0,1% O,) wurden sie parallel zu normoxischen Kontrollen mit einer
Einzeldosis von 2,5 bis 10 Gy bestrahlt. 48 Stunden nach Bestrahlung wurden
die Zellen reoxygeniert.

3.2.10. Bestimmung des Zelltodes

Die Apoptoserate wurde, wenn nicht anders angegeben, unmittelbar nach den
Hypoxieperioden ermittelt um Einflisse durch Reoxygenierung auszuschlieBen.
Der Einfluss der unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen auf die Wachs-
tumsraten wurde nach entsprechender Exposition durch Zellz&hlung in einer
Neubauer-Zahlkammer nach Trypan-Blau-Farbung untersucht. Im Koloniebil-
dungsassay waren die Zellen einer insgesamt 48 stiindigen Hypoxieperiode
unterworfen, zu deren Anfang sie bestrahlt wurden.
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Spezifische Apoptose wurde wie folgt berechnet: 100 x ([Apoptose unter Experi-
mentalbedingung (10Gy in 21%0, bzw. 0,1% O,) (%) - Spontanapoptose (0Gy
in 21%0; bzw., 0,1% O) (%)]}/[100% x - Spontanapoptose (0Gy in 21%0,
bzw., 0,1% O2) (%)]).

Fluoreszenzmikroskopie nach Hoechst 33342-Farbung:

Der Farbstoff Hoechst 33342 (Calbiochem) ist membrangéangig und ermdglicht
durch DNA-Féarbung eine rasche morphologische Analyse z.B. der Kernveran-
derungen im Rahmen des Apoptoseprozesses. Nach Anregung des Farbstoffs
mit einer Quecksilberlampe kann die Fluoreszenz unter Verwendung eines
380 nm-Filters detektiert werden. Zur Analyse wurden die Zellen nach einem
Waschschritt mit PBS fur 5-15 min bei Raumtemperatur im Medium mit 1 pg/ml
des Hoechst-Farbstoffs und 0,5ug/ml Propidiumjodid inkubiert. Bei dieser Far-
bung bewirkt Propidiumjodid bei durch Nekrose geschadigter Membran in der
Zelle einen Farbausschlag. In Kombination erlauben beide Stoffe eine klare
Differenzierung von Nekrose zusétzlich zur morphologischen Analyse apopto-
tischer Zellen.

Die Zellen wurden anschlieBend manuell mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops
Axiovert 200 (Carl Zeiss) ausgezéahlt. Pro Gesichtsfeld wurden 100 Zellen
gezahlt, 2 Gesichtsfelder pro well, mindestens 3 wells pro Wert.

Durchflusszytometrie/Scattercharakteristik

Die Durchflusszytometrie wurde zur Analyse der Granularitadt und GréBe einzel-
ner Zellen eingesetzt. Aus dem in die Vorwartsrichtung gestreuten Licht (FSC
fir Forward Scatter) kann die ZellgrdBe durch Floureszenzeigenschaften abge-
leitet werden; das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute
Licht (SSC fur Sideward Scatter) misst die Granularitat. Da apoptotische Zellen
in der Regel kleiner und granularer sind als gesunde Zellen besteht die Méglich-
keit, beide Zellpopulationen anhand der FSC- und SSC-Eigenschaften von
einander zu differenzieren und zu quantifizieren. Diese Methode wurde insbe-
sondere bei den daflr geeigneten Jurkat-Lymphom-Zelllinien zur Quantifizie-
rung der Apoptose genutzt.

AW,-Bestimmung
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Zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials A¥, wurden die Zellen
mit 25 nM TMRE (Molecular Probes, Mobitech) flr 30-60 min bei 37°C
inkubiert.

TMRE ist ein membranpermeabler potentialabhangiger Farbstoff, der nur in
Zellen mit gesunden Mitochondrien mit intaktem Membranpotential innerhalb
der Membran akkumuliert. Bricht das mitochondriale Membranpotential zusam-
men, so wird der Farbstoff aus den Mitochondrien in das Cytosol ausgewa-
schen. Zellen mit intaktem mitochondrialen Stoffwechsel weisen somit eine
héhere Fluoreszenzintensitat auf, als Zellen in denen das mitochondriale
Membranpotential zusammengebrochen ist.

Die Messung wurde in einem Histogramm durch Auftragung der bei bestimmter
Fluoreszenzintensitat im Kanal FL-2 detektierten Ereignisse dargestellt oder in
einem Koordinatensystem ausgewertet, in dem FL-2 gegen SSC aufgetragen
wurde.

Als Positivkontrolle dienten mit 1puM des Cyanid-Derivats CCCP
(Carbonyleyanid-m-chlorphenylhydrazon; Sigma) behandelte Zellen. CCCP
entkoppelt die Atmungskette und fihrt so zum Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials.

DNA Fragmentierung

Die Messung der DNA-Fragmentierung im Flow-Cytometer ermdglicht sowohl
eine Quantifizierung der Apoptoserate als auch eine quantitative Aussage der
Zellzyklus- Stadien. Zur Messung wurden die Zellen zu 10° - 10° pro ml in
Nicoletti-Farbeldsung (0,1% NaCitrat mit 50ug/ml Propidiumjodid und 0,1%
TritonX 100) aufgenommen und fur 30-60 min bei Raumtemperatur dunkel
inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert, in PBS aufgenommen und
gemessen (Nicoletti et al. 1991). Die Messung wurde in einem Histogramm
durch Auftragung der bei bestimmter Fluoreszenzintensitat im Kanal FL-2
detektierten Ereignisse dargestellt oder in einem Koordinatensystem ausgewer-
tet, in dem FL-2 gegen SSC aufgetragen wurde.
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3.2.11. Western-Blot-Analyse

Zum Nachweis der Aktivierung von Caspase 3, 8 und 9, der Spaltung von
PARP, sowie der Expression von Akt, Phosphp-Akt, Bad, Phospho-Bad, Bid,
Bim, Bak, Bax und Bcl-2, Bcl-xL, CDK4, Cyclin D1, Foxo-3a, Phospho-Foxo,
p21, p27, pRb und X-iap wurden Western-Blot-Analysen durchgefthrt. Hierfar
wurden die Zellen lysiert, per SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe des jeweiligen spezifischen Erstantikbrpers und einem gegen den Erstanti-
kbrper gerichteten Zweitantikbrper, an den die alkalische Phosphatase (AP)
oder Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt war. Nach Zugabe einer Sub-
stratlésung (H202 plus Chloronaphthol) wird bei Umsetzung des Substrats
Licht emittiert, welches auf einem Roéntgenfilm als Schwarzung in Form von
Banden nachgewiesen werden kann.

Herstellung von Lysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen bei 500 x g sedimentiert und
in eiskaltem PBS gewaschen. Dann wurde das Zellpellet zu je 2 x 10° Zellen in
200 pl SDS-Lysepuffer resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde
das Gemisch bei 95°C mit Probenpuffer fir 5 min aufgekocht und flr die
Versuche direkt verwendet oder bei —20°C gelagert.

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der vertikalen diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Poly-
acrylamidgelelkirophorese) werden die Proteine unter denaturierenden Bedin-
gungen in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt: Um die Trennung zu optimieren,
wurde Uber dem Trenngel ein 4,5%-iges Sammelgel gegossen, durch das die
Proteine schnell wandern und sich in der Grenzschicht zwischen Trenn- und
Sammelgel konzentrieren, bevor sie im 10-14%-igem Trenngel aufgetrennt
werden.

Zusammensetzung der Gele (Angaben pro Gel):

Trenngel

Sammelgel
10% 12% 14%
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bidest. Wasser 6,25 ml 5,25 ml 4,25 ml 3,00 ml
Trennpuffer 3,75 mi 3,75 mi 3,75 ml -
Sammelpuffer - - — 1,25 ml
Gel 30 5,00 ml 6,00 ml 7,00 ml 0,75 ml
APS, 10% w/v 75 ul 75 ul 75 ul 50 ul
TEMED 7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul 5l
SDS, 20% w/v 75 75 ul 75 ul -

10% Gele wurden fir Proteine der GroBe 20 kDa bis 300 kDa verwendet, 12%
Gele fir 10 kDa bis 200 kDa und 14% Gele flir 3 kDa bis 100 kDa.

Die Gelelektrophorese erfolgte in einer Multigel-Long Kammer (Biometra) zu-
nachst bei 60V, (im Sammelgel) und dann bei 160V (im Trenngel). Als Puffer
diente SDS-Laufpuffer.

Detektion der Proteine

AnschlieBend wurden die Proteine auf eine PVDF Membran (Amersham
Pharmacia Biotech) (ibertragen. Der Proteintransfer erfolgte in einer Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer-Zelle (BioRad) im Transferpuffer bei 80V Uber 1
Stunde.

Um freie Bindungsstellen abzudecken, wurde die Membran fir 1 Stunde in der
Blocklésung inkubiert. Dann wurde die Membran Uber Nacht in einer
Blocklésung mit dem Erstantikbrper bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde
nachfolgend zweimal fir je 10 min. und dreimal flir je 5 min. in einer TBS-
Tween-Lésung gewaschen, bevor sie fur weitere 60 min in einer Blocklésung
(TBS Puffer mit 5% ,low fat* Milchpulver oder in TBS Puffer mit 0,05% Tween
20/ 5% FCS) zusammen mit dem AP-konjugierten oder HRP-konjugierten
Sekundarantikérper bei Raumtemperatur inkubiert wurde.

SchlieBlich wurde die Membran wieder zweimal fir je 10 min. und dreimal fir je
5min. in einer TBS-Tween-Lésung gewaschen, bevor sie 5 min lang in
Substratlésung inkubiert wurde. Zur Entwicklung wurde die Membran dann in
einer Filmkassette zwischen zwei Folien glattgestrichen und ein Film
(Hyperfilm® ECL Filmmaterial, Amersham Pharmacia Biotech) auf die Membran

platziert.
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Durch anschlieBende Farbung der Membran fir 5 min. mit Coomassie-Blue-

Lésung (Sigma) (0,2% in bidest. Wasser verdinnt) wurden eine gleichmaBige

Proteinauftragung und ein gleichmaBiger Proteintransfer Gberprift.

Verwendete Puffer und Lésungen

Blocklésung:
SDS-Lysepuffer:

SDS-Probenpuffer:

SDS-Sammelpuffer:
SDS-Trennpuffer:
SDS-Laufpuffer
Transferpuffer

TBS-Tween:

TBS + 0,05% (v/v) Tween + 5% (v/v) FCS

125 mM NaCl, 25 mM HEPES, 10 mM NaF, 10 mM
Natrium-pyrophosphat, 10 mM EDTA, 1,0% (v/v) Triton
X-100, 0,5% (w/v) Desoxycholat, 0,1% (w/v) SDS

Der Puffer wurde bei 4°C aufbewahrt und vor Gebrauch
wurden pro 1 ml Puffer 20 pl DTT Aprotinin/Leupeptin
(je 5 mg/ml) hinzugeflgt.

2 ml Glycerin, 2 ml SDS, 10%, 0,025 ¢
Bromphenolblau, 2,5 ml Sammelpuffer, ad 10 ml bidest.
Wasser

60,6 g/l Tris, 0,4% SDS auf pH 6,8 mit HCI eingestellt.
18,17 g/l Tris, 0,4% SDS auf pH 8,8 mit HCI eingestellt
0,025 M Tris; 0,192 M Glycin, 0,15% SDS

192 mM Glycin, 25 mM TRIS, 0,1% (w/v) SDS, 10%
(v/v) Methanol; pH 8,3

TBS + 0,05% (v/v) Tween
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4. Ergebnisse

4.1. Wirkung von YC-1 auf die Expression von HIF-1 und HIF-1-regulierten
Proteinen

4.1.1. Wirkung von YC-1 auf die Hypoxie-induzierte Aktivierung von HIF

Auf Grund seiner zentralen Rolle bei der zellularen Anpassung an hypoxische
Bedingungen wurde zunéachst die Hypoxie-vermittelte Hochregulation von HIF
und dessen Hemmung durch YC-1 untersucht. Da HIF-1 aus zwei Untereinhei-
ten besteht, von denen nur eine direkt durch Hypoxie reguliert wird, untersuch-
ten wir die Wirkung von YC-1 auf die Expression des Hypoxie-regulierten An-
teils, HIF-1a, am Modell der NCI-H460 Adenocarcinom Zellen.

Der Protein-Nachweis wurde mittels Western Blot Analyse gefuhrt. Wie erwartet
wurde zeigte sich, dass in NCI-H460 Zellen HIF-1a unter normoxischen Bedin-
gungen kaum exprimiert war, aber durch Hypoxie stark induziert wurde (Vgl.
Abb. 4; Bahnen 1 und 6). Dieser Effekt wurde durch YC-1 Zugabe teilweise auf-
gehoben (Abb. 4; Bahnen 8 bis 10). Der Effekt verstarkte sich mit steigender
YC-1 Konzentration bis zur fast vollstdndigen Hemmung der HIF-1 Induktion
unter Behandlung mit 50uM YC-1 (Abb. 4; Bahn 10).

21% 0, 0,1% O,
O

52 3

® 0 ® 0

25085 34080
22>>> 22IX>F

v 2A3B e 283

.- LI

120‘k’DJ-' g'l" = « HIF-

12345 6 7 8 910

-38 -



4. Ergebnisse

Abb. 4: Effekt von YC-1 auf die Hypoxie-induzierte Aktivierung von HIF-1

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-HIF-1
Antikérper unter Verwendung von Lysaten von NCI-H460 Adenocarcinom-Zel-
len. Die Zellen wurden fir 24 Stunden unter normoxischen bzw. stark hypoxi-
schen (0,1% Oy) Bedingungen in Gegenwart von YC-1 und 0,1% DMSO inku-
biert, die Zugabe von YC-1 erfolgte 2 Stunden vor Hypoxie-Induktion. Man er-
kennt die deutliche Induktion von HIF-1 unter hypoxischen Bedingungen und

dessen Hemmung durch steigende Dosen YC-1.

4.1.2. Wirkung von YC1 auf die Expression von Glut-1

Nach dem Nachweis der direkten Wirkung von YC1 auf den Hypoxia inducible
Factor 1 (HIF-1) untersuchten wir auch dessen Wirkung auf die Hypoxie-indu-
zierte Expression HIF-1-abhangiger Proteine am Beispiel des Glukosetranspor-
ters Glut-1. Glut-1 (Glucosetransporter vom Typ 1) ist ein nicht insulin-abhangi-
ger membranstandiger Glucosetransporter der ubiquitar vorhanden ist. Unter
Energieverbrauch transportiert Glut-1 Glucose vom Extrazellularraum durch die
Zellmembran in die Zelle wo sie zum weiteren Verbrauch zur Verfligung steht.
Glut-1 wird unter Hypoxie vermehrt exprimiert und gilt als Zielgen von HIF-1,
wird also bei erhéhter HIF-Aktivitat ebenfalls vermehrt exprimiert.

Wie auch HIF-1 zeigte Glut-1 im Western Blot eine deutliche Zunahme in hyp-
oxischen gegeniber in normaler Kultur gehaltenen Zellen (Vgl. Abb. 5; Bahnen
1 und 6). Dieser Hypoxie-induzierte Anstieg lieB sich durch Gabe von YC-1
deutlich reduzieren, mit der Hochstdosis von 50uM YC-1 erreichte man etwa
das Glut-1 Niveau unbehandelter Zellen (Abb. 5; Bahnen 6 bis 8).
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Abb. 5: Effekt von YC-1 auf die Hypoxie-induzierte Aktivierung von Glut-1
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Glut-
1 Antikdérper in NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen nach 24 Stunden Inkubation in
Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% O) in Gegenwart von YC-1 und 0,1%
DMSO (solvent Kontrolle). Man erkennt die deutliche Induktion von Glut-1 unter
hypoxischen Bedingungen und dessen Hemmung durch steigende Dosen YC-
1. B-Aktin dient als Ladekontrolle.

4.2. Wirkung von YC-1 auf Tumorzelllinien

4.2.1. Wirkung der relativen Oz-Konzentration auf das Zellwachstum

Die vorausgehenden Untersuchungen zeigten, dass die eingesetzten Hypoxie-
Bedingungen zu erhdhten Proteinmengen von HIF-1 flhrten und dass dieses
HIF-1 auch physiologisch aktiv war und zur vermehrten Expression konsekutiv
gesteuerter Proteinen wie Glut-1 fihrte. Um die Ausgangsbedingungen far die
Inhibitorversuche zu ermitteln, untersuchten wir zunachst das Verhalten von Tu-
morzellen in Kultur beztglich Proliferation, Zellzyklus und Zelliberleben unter
normoxischen gegen stark hypoxische Bedingungen. In beiden Zelllinien
hemmte Hypoxie effektiv das Wachstum der Zellen und induzierte in Abhangig-
keit von Zelltyp und Sauerstoffkonzentration Zelltod (Vgl. Abb. 6 und 7).
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Abb. 6, 7: relatives Wachstum von Jurkat-Lymphom Zellen und NCI-H460
Adenocarcinom Zellen in Abhangigkeit der relativen O,-Konzentration.

Die Daten Zahl der lebenden Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden wurde mittels
Trypan-Blau-Farbung und Zellzahlung in Neubauer Zahlkammern erfasst. Um
das Wachstum im Vergleich zum Wachstum der unbehandelten Kontrolle zu
ermitteln wurden die Absolutwerte ins Verhaltnis zum Wachstum der Kontroll-
zellen nach 24 h gesetzt. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte
dargestellt bei n=3. Normoxische Bedingungen vs. stark hypoxische
Bedingungen (0,1% Oy).
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4.2.2. Wirkung von YC-1 auf die Zellproliferation unter Normoxie und Hypoxie

Um die Auswirkungen einer Behandlung mit YC-1 auf das Wachstum verschie-
dener Tumorzelllinien zu ermitteln wurden diese Zellen in geeignetem Nahrme-
dium unter Zugabe von YC-1 bis zu 3 Tage lang inkubiert. Ein Teil der Zellen
wurde auBerdem unter Entzug von Sauerstoff, in einer Atmosphare mit nur
0,1% O, gehalten um neben dem direkten Effekt von Hypoxie auf Zellen auch
die Auswirkung von YC-1 auf hypoxische Zellen zu untersuchen. Jurkat Lym-
phom-Zellen wurden direkt mit YC-1 behandelt und nach zwei Stunden Inku-
bation in Hypoxie gebracht. Die Auswertung wurde nach 24/ 48/ 72h Hypoxie
mittels Trypanblau-Farbung durchgefihrt.

Dabei zeigte sich, dass Jurkat Lymphom-Zellen unbehandelt in Normoxie anna-
hernd exponentiell wuchsen, mit einer Verdopplungszeit von etwas weniger als
zwei Tagen. In Normoxie flihrte YC-1 in geringeren Konzentrationen (bis 25uM)
zu einer Verlangsamung des Zellwachstums bis zur Stase, bei hdheren Dosen
(50uM) Uberwogen die zytotoxischen Effekte, die Zellzahl nahm effektiv ab (Vgl.
Abb. 8 a)).

In Hypoxie lieB sich in Jurkat Lymphom Zellen durch YC-1 in steigender Dosie-
rung eine Beschleunigung des effektiven Zelluntergangs gegenutber der Aus-
gangszahl erreichen. Allerdings flhrte Hypoxie alleine bereits zur kompletten
Hemmung der Proliferation (Abb. 8 b))
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Abb. 8a) und b): relatives Wachstum von Jurkat-Lymphom Zellen in An-
wesenheit von YC-1 in Normoxie (a) und starker Hypoxie (b).
Jurkat-Lymphom Zellen wurden mit 0, 25, 50 oder 75uM YC-1 behandelt und
nach 24, 48 oder 72 Stunden mittels Zellz&hlung in Neubauer Zahlkammern
ausgewertet. Um das Wachstum im Vergleich zum Wachstum der unbehandel-
ten Kontrolle zu ermitteln wurden die Absolutwerte ins Verhaltnis zum Wachs-
tum der Kontrollzellen nach 24 h gesetzt. Die Daten sind als arithmetische Mit-
telwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.

Unbehandelt in Normoxie wuchsen NCI-H460 Lungen Adenocarcinom Zellen
ebenfalls anndhernd exponentiell. Durch Zugabe von YC-1 lieBen sich ver-
gleichbare Effekte wie auch schon bei Jurkat Lymphom Zellen erzielen. Auch
hier fihrten geringere Konzentrationen zu verlangsamtem Zellwachstum, gro-
Bere Mengen YC-1 dagegen verringerten die Gesamtzellzahl. NCI-H460-Ade-
nocarcinom Zellen schienen gegeniber YC-1 allerdings eher etwas resistenter
zu sein als Jurkat Lymphom Zellen. Das Zellwachstum war hier in Normoxie wie
in Hypoxie weniger stark beeintrachtigt (Vgl. Abb. 9 a) und b)).

In NHI-H460 Adenocarcinom-Zellen in Hypoxie verlangsamte YC-1 das Zell-
wachstum ebenfalls deutlich, nach einer Inkubationszeit von Uber 24h kam es
zum effektiven Zelluntergang. Hier schien jedoch zumindest in geringeren
Dosen ein zytostatischer Effekt von YC-1 zu Gberwiegen (Abb. 9 b)).
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NCI-H460 Adenocarcinom Zellen 21% O,
5,0
4,5 1
4.0 /z
ks é 35 | /
25 3,0
c 3 ’
28 o5 4!/
o ’
£ 85 20
$8 151 ;
58 0 —
> 2 1,0 1
<
0,5
0,0
0 24 48 72
Inkubationszeit [h]
—e— Kontrolle —m— Kontrolle + DMSO +25uM YC-1  —¢— +75uM YC-1
NCI-H460 Adenocarcinom Zellen 0,1% O,
5,0
4,5 1
5§40
o % 3,5
S 2 3,0
£8
§ 2 2,5
© ¢ 2,01
> 2 1,0 A .\Q
0,5
0,0
0 24 48 72
Inkubationszeit [h]
‘—Q—Kontrolle —m—Kontrolle + DMSO +25uM YC-1 == +75uM YC-1

Abb. 9 a) und b): relatives Wachstum von NCI-H460 Adenocarcinom Zellen
in Normoxie (a) und starker Hypoxie (b) in Anwesenheit von YC-1
NCI-H460 Adenocarcinom Zellen wurden nach 24h Anwachsphase mit ver-
schiedenen Konzentrationen YC-1 stimuliert, mit 0, 25, 50 oder 75uM YC-1 be-
handelt, nach 2 Stunden wurde mittels Gas Pak Pouches starke Hypoxie er-
zeugt und nach weiteren 2 Stunden wurden die Zellen bestrahlt. Nach 24, 48
oder 72 Stunden erfolgte die Zellzahlung in Neubauer Zédhlkammern. Um das
Wachstum im Vergleich zum Wachstum der unbehandelten Kontrolle zu ermit-
teln wurden die Absolutwerte ins Verhéltnis zum Wachstum der Kontrollzellen
nach 24 h gesetzt. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte dargestellt bei
n=3.
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4.2.3. Wirkung von YC-1 auf den Zellzyklus unter Normoxie und Hypoxie

Das Durchlaufen des Zellzyklus ist ein engmaschig kontrollierter Prozess. Sind
diese Kontrollmechanismen gestort, wie es haufig bei Tumorzellen zu beobach-
ten ist, kommt es zu unkontrolliertem Wachstum.

Zur Messung des phasenhaften Verlaufs des Zellzyklus in Tumorzellen und der
Auswirkungen von Hypoxie auf der einen und YC-1 auf der anderen Seite wur-
den Zellzyklusanalysen mittels Durchflusszytometrie durchgefihrt. Hierzu wur-
den die Zellen nach 24h Anwachsphase mit verschiedenen Konzentrationen
YC-1 stimuliert, nach 2 Stunden wurde mittels Gas Pak Pouches starke Hyp-
oxie erzeugt und nach weiteren 2 Stunden wurden die Zellen bestrahlt. Die Aus-
wertung erfolgte nach 24 bzw. 48 Stunden Hypoxie.

Betrachtete man nun zunachst den Einfluss von Hypoxie auf den regelhaften
Ablauf der Zellzyklusphasen, bemerkte man bereits nach 24-stindiger Hypoxie
eine Abnahme der Zellen in G2 (und eine leichte Abnahme der Zellen in S) im
Vergleich zur normoxischen Kontrolle (Vgl. Abb. 10 a) und b)). Nach 48-stindi-
ger Hypoxie wurde dieser Effekt deutlicher und es war zu sehen, dass diese
Abnahme nicht zuerst durch Zelluntergang bedingt war, sondern es zum G1/
GO-Arrest der hypoxischen Zellen kam (Abb. 10 b)). Dies ist ein in anderen
Zelllinien bereits vorbeschriebener Effekt.
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Abb. 10 a) und b): Anteil der einzelnen Zellzyklusphasen von NCI-H460
Adeno-Carcinom Zellen in Abhéangigkeit der Zeit unter Sauerstoffentzug.
Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48h in Normoxie (a) versus starke (0,1% O.)
Hypoxie (b) erfasst. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte dargestellt bei
n=3. Verteilung der Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen, man erkennt
deutlich die Abnahme der Zellen in G2-Phase unter Hypoxie und dass YC-1 zu
vermehrter Apoptose der Zellen bei gleichzeitiger Abnahme der Zellen in G1/GO
fihrte.

Sieht man die Ergebnisse desselben Versuchs nun unter dem Aspekt der Zell-
zyklusverteilung in Abhangigkeit von der umgebenden Sauerstoffkonzentration,
zeigt sich, dass sich eine Umverteilung der Zellen aus G2 (und in geringerem
MaBe auch aus S) zugunsten apoptotischer Zellen wie auch Zellen in G1/G0
unter Hypoxie ergab (Vgl. Abb 11 a) und b)).
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Abb. 11 a) und b): Zellzyklusverteilung von NCI-H460 Adeno-Carcinom
Zellen in Abhangigkeit der Sauerstoffkonzentration.

Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24h (a) bzw. 48h (b) erfasst. Dazu wurden Zellen
nach einer kurzen Anwachsphase im Brutschrank unter Normoxie bzw. milder
Hypoxie (1% O,, im Hypoxie-Brutschrank Heraeus C42) oder starker Hypoxie
(0,1% Og, in GasPak Pouches) inkubiert. Die Daten sind als arithmetische Mit-
telwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3. Verteilung der Zellen in die
einzelnen Zellzyklusphasen, man erkennt deutlich die Abnahme der Zellen in
G2-Phase sowie eine allgemeine leichtere Umverteilung der Phasenverteilung.
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Nahm man nun den Einfluss von YC-1 auf die Verteilung der Zellzyklusphasen
mit in die Betrachtung auf, bemerkte man zun&chst in Normoxie eine leichte Ab-
nahme des Zellanteils in G1/G0. Diese Zellen schienen durch Schadigung aus
G1/G0 heraus in die Apoptose zu gehen, da der Anteil an apoptotischen Zellen
konsekutiv zunahm (Abb. 12 a) und b)).
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Abb. 12 a) und b): Zellzyklusanalyse von NCI-H460 Adeno-Carcinom
Zellen in Normoxie bei veranderlichen YC-1 Konzentrationen.

Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24h (a) bzw. 48h (b) in Normoxie unter Behandlung
mit 10, 25 oder 50 uM YC-1 erfasst. Die Daten sind als arithmetische Mittelwer-
te + Standardabweichung dargestellt bei n=3. Verteilung der Zellen in die ein-
zelnen Zellzyklusphasen, man erkennt, dass YC-1 auch hier zu einer Umvertei-
lung der Zellen zu Ungunsten der G1/GO0 Phase flhrte.
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FOhrte man denselben Versuchsaufbau in milder Hypoxie (1% O) durch, fiel
zunachst wieder die, im Zeitverlauf deutlicher werdende, Verschiebung von Zel-
len aus der G1/GO Phase auf. Da durch die Hypoxie der Anteil der Zellen in
G1/GO0 in der Kontrolle bereits erndht war, fiel der Effekt hier mehr ins Auge als
in Normoxie (Abb. 13 a) und b)). Allerdings war der Anteil der mit 50uM YC-1
behandelten Zellen in G1/G0 noch immer etwa gleich hoch wie der der unbe-
handelten Kontrolle in Normoxie. Auch der Anteil der apoptotischen Zellen
nahm unter Behandlung mit YC-1 in steigenden Dosen zu.
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Abb. 13 a) und b): Zellzyklusanalyse von NCI-H460 Adeno-Carcinom
Zellen in milder Hypoxie bei veranderlichen YC-1 Konzentrationen.
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Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48h in milder (1% O.) Hypoxie unter Behand-
lung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1 erfasst. Die Daten sind als arithmetische Mit-
telwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3. Verteilung der Zellen in die
einzelnen Zellzyklusphasen, man erkennt, dass YC-1 hier zu einer deutlichen
Umverteilung der Zellen zu Ungunsten der G1/G0 Phase flihrte.

Beim Vergleich der entsprechenden Werte in starker Hypoxie (0,1% O,) waren
dieselben Effekte wie auch schon in milder Hypoxie (1% O,) beobachtbar, aber
nun in starkerer Auspragung (Abb. 14 a) und b)). Vor allem nach 48-stindiger
Inkubation war der Ruckgang der Zellen in G1/GO klar zu erkennen. Eine Zu-
nahme von Zellen in anderen Zellzyklusphasen fiel nicht deutlich ins Gewicht,

man meinte jedoch eine leichte Zunahme von Zellen in G2 und S zu sehen.
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Abb. 14 a) und b): Zellzyklusanalyse von NCI-H460 Adeno-Carcinom
Zellen in Normoxie bei veranderlichen YC-1 Konzentrationen.

Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48h erfasst. Die Daten sind als arithmetische
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3. Verteilung der Zellen in
die einzelnen Zellzyklusphasen, man erkennt, dass YC-1 hier zu einer deutli-
chen Umverteilung der Zellen zu Ungunsten der G1/GO Phase flihrte, der Hyp-
oxie-Effekt war nicht mehr erkennbar.

Vermutlich starben Zellen aus G1/GO frihzeitig ab und waren daher in der Ana-
lyse nach 48 Stunden nicht mehr detektierbar. Hier war der Anteil der Zellen in
G1/G0 unter Behandlung mit 50uM YC-1 sogar etwas geringer als in der unbe-
handelten normoxischen Kontrolle. Hypoxie flhrte also zu einem G0/G1 Arrest,
der durch YC-1 in allen gepriften Sauerstoff-Konzentrationen antagonisiert
wurde (Vgl. Abb. 15).
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Abb. 15: Veranschaulichung des G1/G0- Arrestes unter Hypoxie und
dessen Aufhebung durch YC-1 in steigender Dosierung.

Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicoletti-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48h erfasst. Die Daten sind als arithmetische
Mittelwerte dargestellt bei n=3.
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4.2.4. Wirkung von YC-1 auf Apoptose von Tumorzellen unter Normoxie und
Hypoxie

Um die Apoptoseraten in Tumorzellen zu bestimmen, wurde zunachst die apop-
tosetypische Kernfragmentierung mittels Fluoreszenzmikroskopie nach Hoechst
-Farbung quantifiziert. Zuerst wurde die Apoptoseraten von Zellen in Hypoxie
ohne Zusatz ermittelt. Hierzu wurden NCI-H460 und Jurkat Zellen nach Adha-
renz far 24, 48 oder 72 Stunden starker Hypoxie (0,1% O) ausgesetzt. Nach
Ende der hypoxischen Periode erfolgte die Auswertung mittels Hoechst-Far-
bung im Fluoreszenzmikroskop (Abb. 16 und 17).

Hier zeigten sich in den verschiedenen verwendeten Tumorzelllinien jeweils
vergleichbare Reaktionen auf Sauerstoffentzug. Es kam zu einem vermehrten
Anteil an Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie, am besten lieB sich dieser
Effekt nach 48stiindiger Hypoxie beobachten. Langere Inkubation unter hypoxi-
schen Bedingungen zeigte eher keine zusatzlichen Effekte.
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Abb. 16: Apoptoseinduktion durch Hypoxie in NCI-H460 Adenocarcinom-
Zellen

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszéhlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, 48 und
72 h Inkubation in Normoxie versus starke Hypoxie (0,1% O,) dar. Die Daten

sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.
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Jurkat Lymphom Zellen
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Abb. 17: Apoptoseinduktion durch Hypoxie in Jurkat Lymphom-Zellen

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszahlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, 48 und
72 h Inkubation in Normoxie versus starke Hypoxie (0,1% Oy) dar. Die Daten
sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.

Um die Zytotoxizitat von YC-1 festzustellen wurden die Zellen nun flr 24 bis 72
Stunden mit 10 bis 75 uM YC-1 in Normoxie und starker Hypoxie (0,1% O) be-
handelt. Die DMSO-Konzentration lag dabei zunachst bei 10%. Nach YC-1 Zu-
gabe wurden die Zellen fir 24 Stunden in Hypoxie inkubiert.
DMSO-Konzentrationen von 10% erwiesen sich als stark zytotoxisch (Abb. 18),
der zusatzliche Effekt von YC-1 war aufgrund des hohen Zellsterbens nach
DMSO-Zugabe kaum auswertbar. Daher wurde in der Folge mit einer 100mM
YC-1 Stocklésung gearbeitet, so dass die DMSO-Konzentration unter 1% lag.
Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (Hoechst-Farbung)
und Flow-Zytometer (TMRE-Farbung).
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Abb. 18: Apoptoseinduktion in Jurkat Lymphom-Zellen nach Inkubation in
starker Hypoxie in Anwesenheit von YC-1

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszahlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, 48 und
72 h Inkubation in starker Hypoxie (0,1% O,) dar. Die Daten sind als arithme-
tische Mittelwerte = Standardabweichung dargestellt bei n=3. Man erkennt
einen geringen zuséatzlichen Zelluntergang bei Behandlung mit YC-1 bei ausge-
pragter spontaner Zelltodrate (10% DMSO in allen Proben zugesetzt).

Milde Hypoxie (1% O,) Uber 24 Stunden bewirkte einen Anstieg der Apoptose-
rate um weniger als 10% gegentber der Spontanapoptose; dieser Effekt war
zeitabhangig, aber auch nach 72h Hypoxie nur wenig ausgepragt (Daten nicht
gezeigt). Starke Hypoxie vervielfachte dagegen die Anzahl der apoptotischen
Zellen (Abb. 19-24). Nach 24h starker Hypoxie war fast die Halfte aller Zellen
tot. Je langer die Zellen hypoxisch waren, desto ausgepragter wurde auch das
Zellsterben. Geringe Dosen YC-1 (bis 10uM) hatten eher keine Auswirkung auf
das Zelluberleben (Vgl. Abb. 18).

In Normoxie zeigte YC-1 in Dosierungen zwischen 25 und 75uM eine recht ho-
he, dosisabhangige Zytotoxizitat (Vgl. Abb. 19 und 21). In starker Hypoxie war
der zusatzliche Effekt durch YC-1 deutlich geringer. Wegen der relativ hohen
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Spontanapoptose und vor allem der hohen Apoptoserate unter Hypoxie war das

Ergebnis allerdings nur schwer interpretierbar.
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Abb. 19 a) und b): Apoptoseinduktion in Jurkat Lymphom-Zellen nach In-
kubation in Normoxie (a) versus starke Hypoxie (b) in Anwesenheit von
YC-1

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszéhlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, 48 und
72 h Inkubation in Normoxie versus starke Hypoxie (0,1%0,) dar. Die Daten
sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.
Man erkennt die ausgepragte Zytotoxizitdt von YC-1 in Normoxie wie in
Hypoxie.

-55-




4. Ergebnisse

Zusatzlicher Effekt durch YC-1
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Abb. 20: Zusatzlicher, durch YC-1 ausgeloster Zellkill in Jurkat Lymphom-
zellen nach Inkubation in Normoxie versus starke Hypoxie

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszéhlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, 48 und
72 h Inkubation in Normoxie vs. starke Hypoxie (0,1% O,) dar. Die Daten sind
als arithmetische Mittelwerte dargestellt bei n=3, die Darstellung erfolgte in %
der normoxischen unbehandelten Kontrollzellen (experimental apoptosis (%) -
spontaneous apoptosis (%)). Man erkennt die ausgepragte Zytotoxizitat von
YC-1 in Normoxie wie in Hypoxie.

Die Messung des Zusammenbruchs des Membranpotentials zeigte, dass Hyp-
oxie alleine etwa die Rate der Spontanapoptose je gemessener Inkubationszeit
verdoppelte: Unabhéngig von der Sauerstoffkonzentration starben in der dop-
pelten Inkubationszeit etwa doppelt so viele Zellen. YC-1 induzierte wiederum
deutlich Apoptose in Jurkat Lymphom-Zellen und steigerte auch die Hypoxie-
induzierte Apoptose (vgl. Abb. 21). Nach 24h Inkubation mit YC-1 in Normoxie
verdoppelten 25uM die Apoptoserate, wurde die YC-1 Konzentration auf 50uM
gesteigert, so verdoppelte sich die Apoptoserate erneut. Bei einer Konzentra-
tion von 50uM war die Apoptoserate so hoch, dass eine weitere Erhéhung kei-
nen messbaren Effekt haben konnte. Bei Inkubation in Hypoxie fir 24h induzier-
ten 25uM YC-1 bereits 90% Apoptose, so dass eine weitere Konzentrationsstei-
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gerung kaum einen zusatzlichen Effekt austiben konnte (Abb. 21 a)). Nach 48h
Inkubation mit YC-1 starben die meisten hypoxischen Zellen schon in der Kon-
trolle, die Werte der normoxischen Zellen ahnelten hier denen der hypoxischen
nach 24h (Abb. 21 b)).
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Abb. 21 a) und b): Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpoten-
tials in Jurkat Lymphom-Zellen nach Inkubation in starker Hypoxie in
Anwesenheit von YC-1

Die Daten wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie (TMRE-Farbung) nach
einer Inkubationszeit von 24 und 48 h in Normoxie (a) versus starke Hypoxie
(0,1% Oy) (b) unter Zugabe von 25, 50 oder 75 uM YC-1 erfasst. Die Daten sind
als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.
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Zusatzlicher Effekt durch YC-1
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Abb. 22: Zusatzlicher, durch YC-1 ausgeldster Zellkill in Jurkat Lymphom-
zellen nach Inkubation in Normoxie versus starke Hypoxie

Der Anteil der Zellen mit Zusammenbruch des mitochondrialen Membran-
potentials wurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie (TMRE-Farbung) ermittelt.
Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24 und 48h Inkubation in Normoxie
vs. starke Hypoxie (0,1% O.) dar. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte
dargestellt bei n=3. Man erkennt die ausgepragte Zytotoxizitdt von YC-1 in

Normoxie wie in Hypoxie.

In Hinblick auf morphologische Veranderungen (Hoechst-Farbung) zeigte sich
ein etwas anderes Bild als bei der Untersuchung des Membranpotentials
(TMRE-Féarbung). Dies lag sicher zum Teil auch daran, dass die Messung in
TMRE-Farbung Apoptose zu einem friheren Zeitpunkt erkennt, dass also auch
Zellen als apoptotisch erfasst werden, die in Hoechst-Farbung erst einige Stun-
den spater Veranderungen zeigen wirden. Der Anteil an spezifischer Apoptose,
ausgeldst durch YC-1 und dargestellt als Vergleich zur Apoptose in normoxi-
schen unbehandelten Kontrollzellen, stellte sich dagegen in beiden Analyse-
Methoden in der Tendenz kaum unterschiedlich dar (Abb. 20, 22).

In NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen bewirkte milde Hypoxie weder nach 24
noch nach 48 Stunden einen Anstieg der Apoptose. Auch starke Hypoxie hatte
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Uber 24h kaum zytotoxische Effekte (Abb. 23 a)). Langere Hypoxiezeiten erhéh-
ten den Zelltod dagegen deutlich (Abb. 23 b)). Wahrend geringere YC-1 Kon-
zentrationen (bis 25uM) eher keinen vermehrten Zelltod in Normoxie bewirkten,
hatten héhere Dosen YC-1 (ab 50uM) deutlich starkere zytotoxische Effekte. In
starker Hypoxie war auch bei geringeren YC-1 Konzentrationen Zelluntergang
sichtbar, der sich mit h6heren Konzentrationen und Uber langere Zeitrdume ver-

starkte. In milder Hypoxie war der YC-1 Effekt nicht nachweisbar.
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Abb. 23 a) und b): Apoptoseinduktion in NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen
nach Inkubation in Normoxie versus milde (1% O,) und starke Hypoxie
(0,1% 0O,) in Anwesenheit von YC-1

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszéhlen unter dem Fluores-
zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24h (a) und

48h (b) Inkubation in Normoxie versus milde und starke Hypoxie (1% O,) dar.
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Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt
bei n=3.

YC-1 induzierte auch in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen einen Zusammen-
bruch des mitochondrialen Membranpotentials, eines weiteren Phadnomen des
apoptotischen Zelltods. Dieser Effekt war aber eher nicht von der Menge an
YC-1 abhangig und daher eher auf den DMSO-Effekt zurlickzuflhren. In milder
Hypoxie (1% O.) trat dieser DMSO-Effekt ebenfalls auf, Zugabe von YC-1
schien allerdings Apoptose zu verhindern. Nach 24-stindiger Inkubation war
diese Auswirkung auf das Zelliberleben besser zu sehen, nach 48-stlindiger In-
kubationszeit schien die allgemeine Toxizitat der hypoxischen Umgebung zuzu-
nehmen. Nach Inkubation in starker Hypoxie (0,1% O,) war das allgemeine
Zellsterben héher, geringere Dosen YC-1 hatten eher keinen Effekt mehr, héhe-
re Dosen (ab 50uM YC-1) verbesserten auch hier das Uberleben der Zellpopu-
lation. Nach langerer hypoxischer Phase (48 h) lieB sich kein Effekt mehr beob-
achten, es starben so viele Zellen unter den schlechten Umgebungsbedingun-

gen, dass YC-1-Zugabe keine Auswirkungen mehr zu haben schien.

Zuséatzliche Apoptose durch YC-1
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Abb. 24: Zusatzlicher, durch YC-1 ausgeldster Zellkill in NCI-H460 Adeno-
carcinom-Zellen nach Inkubation in Normoxie versus milde und starke
Hypoxie

Der Anteil der Zellen mit Apoptose-typischer Morphologie wurde nach Farbung
mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles Auszéhlen unter dem Fluores-
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zenzmikroskop ermittelt. Die Daten stellen Momentaufnahmen nach 24, und 48
h Inkubation in Normoxie versus milde Hypoxie (1% O,) dar. Die Daten sind als

arithmetische Mittelwerte dargestellt bei n=3.

Um zu beweisen, dass es sich beim beobachteten Zelltod tatsachlich um Apop-
tose handelt, fihrten wir zusatzlich Western Blot Analysen mit anti-PARP Anti-
kérper durch. Die Aktivierung von Caspasen durch proteolytische Spaltung ist
eine weitere Eigenschaft apoptotischer Zellen. PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Poly-
merase) ist ein Substrat von Caspasen und initiiert die DNA-Reparatur Kaska-
de. Es ist ein Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbriche bindet,
ubiquitar vorkommt und wahrend der Apoptoseinduktion durch Caspasen ge-
spalten wird. Da die proteolytische Spaltung von PARP nur beim apoptotischen
Zelltod auftritt, kann man mit diesem Assay Apoptose eindeutig von Nekrose
unterscheiden.

YC-1 induzierte konzentrationsabhangig in Normoxie wie in Hypoxie zuneh-
mend PARP-Spaltung und damit Apoptose. Dieser Effekt war in Normoxie etwa
gleich stark wie in Hypoxie, die Effekte waren in NCI-H460 Adenocarcinom wie
in Jurkat Lymphom Zellen beobachtbar (Daten nicht gezeigt). Durch Hypoxie
wurde nur wenig PARP-Spaltung induziert (Abb. 25), es schien sich beim hier
beobachteten Zelluntergang also eher nicht um Apoptose zu handeln.
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Abb. 25: PARP-Spaltung in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen nach Inku-
bation in starker Hypoxie in Anwesenheit von YC-1
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Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot mit anti-PARP und anti-
cleaved PARP Antikérper in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen nach 48stindi-
ger Inkubation in Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% O,) unter Behandlung
mit 10, 25 oder 50 uM YC-1. Man erkennt deutlich die Zunahme an gespalte-
tem PARP bei Anwesenheit von YC-1.

4.2.4.1. Wirkung von YC-1 auf die Expression verschiedener Proteine der
Bcl-2 Familie

Hypoxie fUhrt in Tumorzellen zu Apoptose, vermittelt Gber den mitochondrialen
Signalweg (Weinmann et al. 2004). Auch fir mit YC-1 behandelte Zellen konn-
ten wir vermehrte Apoptose nachweisen (siehe 4.2.4.).

Um eine genauere Aussage zur Apoptoseregulation hypoxischer und mit YC-1
behandelter Zellen zu bekommen, untersuchten wir nun eine Reihe unter-
schiedlicher Apoptose-relevanter Proteine auf ihre Expression unter Versuchs-
bedingungen. Dabei waren vor allem die Proteine der Bcl-2 Familie von Interes-
se, da sie fur die Regulation der Apoptose Uber den mitochondrialen Weg ver-
antwortlich sind. Die Untersuchungen erfolgten mittels Western Blot Analyse
nach 24stindiger Inkubation mit YC-1 unter Normoxie bzw. starker Hypoxie.
Bax und Bcl-2 zeigten keine Hypoxie-induzierten Verédnderungen der Expres-
sion; Bcl-xL, Bak, Bad und Bim wurden dagegen unter hypoxischen Bedingun-
gen vermindert exprimiert. (Abb. 26, 27, 28). Die BH3-only Proteine (BID, BIM)
zeigten kaum Veranderung, es ist unter hypoxischen Bedingungen eine leichte
Abnahme der Proteinmenge erkennbar (Abb. 30).

Proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie

Bax und dessen Homologon Bak wirken pro-apoptotisch. Sie kébnnen im Rah-
men der Apoptose-Einleitung direkt Mitochondrien aktivieren, die daraufhin Cy-
tochrom ¢ und ATP aus dem Raum zwischen innerer und auBerer Mitochon-
drienmembran freisetzen. Der Verlust der Bax- und/oder Bak-Expression kann
in Tumorzellen zur Resistenz gegen zytotoxische Therapien beitragen. Daher
wurde untersucht, ob die YC-1 induzierte Apopotose auch mit Veranderungen

der Expression von Bax oder seinem Homologon Bak einhergeht.
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Die Expression von Bax anderte sich in unserer Versuchsanordnung weder

durch Hypoxie noch durch YC-1 Behandlung.
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Abb. 26: Expression von Bax unter Hypoxie und Behandlung mit YC-1 in
NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Bax
Antikérper. Der Nachweis des Proteins wurde nach 48-stindiger Inkubation in
Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% Oz) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50
UM YC-1 geflhrt.

Die Veranderung der Expression von Bak war eindeutiger als die von Bax. Hier
schien es, dass in Normoxie YC-1 zu einer leicht verminderten Expression
fuhrte, wahrend sich in starker Hypoxie Bak allgemein schwacher darstellte,
durch vermehrte YC-1 Zugabe jedoch wie auch Bax nicht veranderte. Die Aus-
I6schung in unbehandelten hypoxischen Zellen lieB sich nicht reproduzieren,
hier muss es sich um einen Fehler im Versuchsaufbau handeln.
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Abb. 27: Expression von Bak unter Hypoxie und Behandlung mit YC-1 in
NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Bak
Antikérper. Der Nachweis des Proteins wurde nach 48-stindiger Inkubation in
Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% Oz) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50
UM YC-1 geflhrt.

Antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie

Bcl-2 ist das wichtigste anti-apoptotische Protein der Bcl-Familie. Bcl-2, Bcl-xI
und deren funktionelle Apoptose-hemmenden Homologa inhibieren vermutlich
direkt die Wirkung der Apoptose-Promotoren Bax und Bak.

Wie bei der Expression von Bax konnten wir auch bei Bcl-2 weder in Hypoxie
noch unter YC-1 Behandlung eine Anderung beobachten. Die Behandlung mit
niedrigen Dosen YC-1 (10 puM) in Hypoxie fihrte ebenso wie bei Bak zu einem
leichten Anstieg der Expression von Bcl-xL. Da die Untersuchungen nach 48h
Inkubation durchgefihrt wurden bleibt unklar, ob die beobachteten Effekte
ursachlich fir oder Folge der Apoptoseinduktion sind (Abb. 28).

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, scheint es, dass Bcl-xL, Bak, Bad und
Bim unter hypoxischen Bedingungen vermindert exprimiert sind, und YC-1 zu-
mindest unter hypoxischen Bedingungen einen Einfluss auf die Expression von
Bak, Bcl-xL, Bim und Bid hat. Unter Behandlung mit YC-1 zeigt aber auch Bcl-

xL nur wenig spezifische Veranderungen.

-64 -




4. Ergebnisse

21% O, 0,1% O,
o o
9p)] 0]
P P
Q—iv—(v—( Qv—iv—iv—4

o & U U U v & U U U

R = = = = >

EE=5=5s5 £ E&£55-5

S & & F & s & & F &

M M = a8 R M M = A R
6kD2 > v eaeea “Iba e o @ Bl
30 kDa

L I K N N — Bcel-xl
DDA | o = _ | B-Aktin

Abb. 28: Expression von Bcl-2 und Bcl-xL unter Hypoxie und Behandlung
mit YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Bcl-2
bzw. anti-Bcl-xL Antikérper. Der Nachweis des Proteins wurde nach 48-
stindiger Inkubation in Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% O2) unter
Behandlung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1 gefihrt.

BH3-only Proteine

Die Unterfamilie der BH3-only Proteine der Bcl-2 Genfamilie kbnnen Apoptose-
hemmende Proteine wie Bcl-xL und Bcl-2 aus der Bindung an Bax verdrangen
und hierdurch Bax (oder auch Bak) aktivieren. Diese pro-apoptotischen BH3-
only Proteine agieren wahrscheinlich als Bindeglieder zwischen spezifischen
Signalkaskaden und der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade.

In unseren Untersuchungen fihrte Hypoxie zur leichten Verminderung der Ex-
pression von Bad und auch Phospho-Bad. Die Behandlung mit YC-1 hatte in
Normoxie keinen wesentlichen modulierenden Einfluss auf die Expression von
Bad und Phospho-Bad, wahrend man in starker Hypoxie eine leichte Zunahme
der Expression beider Proteine unter geringen Dosen YC-1 (10 pM) und eine
Vverminderte Expression in Inkubation mit viel YC-1 (25, 50 uM) sah (vgl. Abb.
29).
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Hypoxie reprimierte erkennbar die BID- und BIM-Expression. Zugabe von YC-1
vermindert in Hypoxie mehr als in Normoxie die Expression der Proteine (Abb.

30).
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Abb. 29: Expression von Bad und phosphoryliertem Bad unter Hypoxie
und Behandlung mit YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Bad
und anti- phosphoryliertem Bad Antikérper. B-Aktin dient zur Ladekontrolle. Der
Nachweis des Proteins wurde nach 48-stindiger Inkubation in Normoxie oder
starker Hypoxie (0,1% O,) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1
geflhrt.
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Abb. 30: Expression von Bid und Bim unter Hypoxie und Behandlung mit
YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Bid
und anti-Bim Antikdrper. B-Aktin dient zur Ladekontrolle. Der Nachweis des Pro-
teins wurde nach 48-stlindiger Inkubation in Normoxie oder starker Hypoxie
(0,1% Oy) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1 gefiihrt.

X-iap

X-iap (human X chromosome linked Inhibitor of Apoptosis Protein) ist eines der
bedeutendsten Mitglieder der anti-aoptotische wirkenden Familie der |APs
(inhibitor-of-apoptosis proteins). X-iap bindet direkt an verschiedene Caspasen,
darunter Caspase 3, 7 und 9 und inhibiert sie dadurch. Wahrend des Prozesses
der Apoptose wird x-iap spezifisch durch Caspase 3 gespalten und verliert so
einen Teil seiner Funktionen. Um weitere Informationen in Bezug auf Caspasen
-Aktivierung unter Hypoxie zu gewinnen untersuchten wir die X-iap Expression
unserer NCI-H460 Adenocarcinom Zellen.

In der Western Blot Analyse zeigte X-iap durch YC-1 Zugabe in Normoxie eine
leichte Abnahme des full-length Proteins. Das koénnte bedeuten, dass die
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Expression vermindert wird, kann aber auch ein Hinweis auf Caspase-

abhangigen Abbau sein.
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Abb. 31: Expression von X-iap unter Hypoxie und Behandlung mit YC1 in
NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot mit anti-X-iap Antikor-
per. B-Aktin dient zur Ladekontrolle. Der Nachweis des Proteins wurde nach 48-
stiindiger Inkubation in Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% O,) unter Behand-
lung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1 gefihrt.

4.2.4.2. Einfluss von Hypoxie und YC-1 auf die Expression Zellzyklus-
relevanter Proteine

Nachdem wir mittels Western Blot Analyse die Verdnderungen von fir die
Apoptose relevanten Proteinen untersucht hatten, nutzten wir die gleiche Tech-
nik um Erkenntnisse Uber die am Zellzyklus beteiligten Proteine zu erhalten. Be-
reits in der Analyse per Durchflusszytometrie hatten wir Hypoxie-vermittelte An-
passungen des Zellzyklus beobachten kénnen. Nun versuchten wir Proteine
auszumachen, die an diesen Anpassungen beteiligt sind. Auch YC-1 flhrte zu
einer Umverteilung von Zellen im Zellzyklus, daher wurde untersucht welche
der Zellzyklus-bestimmenden Protein dabei in erster Linie beeinflusst werden.
Abb. 32 zeigt, dass die Expression von Cyclin D1 durch Hypoxie deutlich ge-

hemmt wurde, wahrend YC-1 unter Normoxie eher keine Veranderungen be-
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wirkte. In Hypoxie kam es unter Zugabe von YC-1 in hohen Konzentrationen zu
einer Zunahme der Expression. CDK4 wurde durch YC-1 in Normoxie und
durch Hypoxie alleine reprimiert, in Hypoxie durch YC-1 aber eher induziert.
pRb wurde durch Hypoxie reprimiert, YC-1 zeigte keinen sichtbaren Einfluss.
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Abb. 32: Expression von Cyclin D1, CDK4 und pRb unter Hypoxie und
Behandlung mit YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-
Cyclin D1, anti-CDK4 und anti-pRb Antikérper. B-Aktin diente zur Ladekontrolle.
Der Nachweis der Proteine wurde nach 48-stindiger Inkubation in Normoxie
oder starker Hypoxie (0,1% O.) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1
geflhrt.

Die verminderte Expression von Cyclin D1 und pRb in hypoxischen Zellen
erklart vielleicht die Veranderungen im Zellzyklus hypoxischer Zellen. CDK4
wurde unter Hypoxie ebenfalls vermindert exprimiert. p21 schien sich dagegen

eher nicht zu verandern (Abb. nicht gezeigt).
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Akt und Phospho-Akt

Akt ist ein Enzym des PI3K/Akt-Signalweges, das zahlreiche Auswirkungen auf
die Homdostase der Zelle hat und Uberleben, Apoptose, Proliferation und Stoff-
wechsel reguliert. Akt wird in mehreren energieabhangigen Schritten phospho-
ryliert und somit aktiviert. Eine erhdhte Aktivitat des Akt-Signalweges wurde im
Zusammenhang mit eine ganzen Reihe onkogener Mutationen beschrieben.
Aus diesem Grund priften wir nun, ob auch Akt durch Hypoxie und/oder YC-1
verandert wird. Dazu fahrten wir, wie auch bei den vorhergehenden Proteinen,
Western Blot Analysen der Protein-Expression unter Normoxie und Hypoxie
sowie unter Inkubation mit YC-1 durch.

Die Expression der p-Akt wie auch der Akt Bande war in Hypoxie im Vergleich
zu Normoxie reduziert. In Normoxie sank die Expression durch Zugabe von YC-
1 dosisabhangig, in Hypoxie war aufgrund der insgesamt geringen Expression
kaum ein zuséatzlicher Einfluss von YC-1 messbar, es scheint aber, dass die
Konzentration an Akt unter YC-1 Zugabe in Hypoxie wieder leicht zunahm.
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Abb. 33: Expression von Akt und phosphoryliertem Akt unter Hypoxie und
Behandlung mit YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot (aus n=3) mit anti-Akt
und anti- phosphoryliertem Akt Antikérper. B-Aktin dient zur Ladekontrolle. Der
Nachweis des Proteins wurde nach 48-stindiger Inkubation in Normoxie oder
starker Hypoxie (0,1% O2) unter Behandlung mit 10, 25 oder 50 uM YC-1
geflhrt.

-70 -




4. Ergebnisse

Akt downstream targets

Die Familie der forkhead box o (foxo)-Transkriptionsfaktoren umfasst beim
Menschen drei Proteine. Sie spielen unter anderem in der Entwicklung von
Neoplasien eine Rolle: forkhead related transcription factor (FKHR, entspricht
Foxo 1a), FKHR-like1 (FKHRL1, entspricht Foxo 3a) und ALL17-fused-gene-
from-chromosome-X (AFX, entspricht Foxo 4). Wir untersuchten die Einflisse
ausgepragter Hypoxie und die Wirkung aufsteigender Konzentrationen von YC-
1 auf die Expression von Foxo 3a als Beispiel fir von Akt beeinflusste Proteine.
Foxo 3a wurde in Normoxie wie in Hypoxie durch héheren Dosen YC-1 leicht
reprimiert. Eine schwache Induktion von Foxo-3a durch DMSO- oder geringe
YC-1-Zugabe ist vermutlich ein Artefakt, das auf die Wirkung des DMSO
zurtckzufihren ist. Die Expression von Phospho-Foxo bleibt in Hypoxie wie
unter Behandlung mit YC-1 nicht nachweisbar.
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Abb. 34: Expression von Foxo 3a und phosphoryliertem Foxo unter Hyp-
oxie und Behandlung mit YC-1 in NCH-H460 Adenocarcinom-Zellen

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot mit mit spezifischen
Antikérpern gegen FOXO3A und das phosphorylierte Protein. B-Aktin dient zur
Ladekontrolle. Der Nachweis der Proteine wurde nach 48-stiindiger Inkubation
in Normoxie oder starker Hypoxie (0,1% O,) unter Behandlung mit 10, 25 oder
50 uM YC-1 geflhrt.
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4.3. Wirkung von YC-1 auf Strahlenwirkung unter Normoxie und Hypoxie

4.3.1. Einflisse von YC-1 auf die strahleninduzierte Apoptose unter hypoxi-
schen und normoxischen Bedingungen

Nachdem wir die Wirkung von YC-1 auf Tumorzellen in Normoxie wie auch in
unterschiedlichen Auspragungen von Hypoxie untersucht hatten, wandten wir
uns jetzt der strahleninduzierten Apoptose und dem Einfluss der Sauerstoffkon-
zentration der Umgebungsbedingungen auf die Apoptoseinduktion zu. Um Auf-
schllisse Uber die normale Reaktion von Tumorzellen auf Bestrahlung unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen zu erhalten, untersuchten wir zu-
nachst das AusmafB der Strahlen-induzierten Apoptose in NCI-H460 Adenocar-
cinom und Jurkat Lymphom Zellen.

Hierzu wurde starke Hypoxie in Gas Pak Pouches erzeugt. Nach 2stiindiger
Hypoxie erfolgte die Bestrahlung mit 10 Gy. Nach weiteren 20 Stunden starker
Hypoxie folgte eine Reoxigenierungsphase, die eine regenerative Schadigung
der vorher hypoxischen Zellen durch sekundare Sauerstoffeffekte induzieren
sollte. 24 Stunden nach Bestrahlung erfolgte die Auswertung mittels Hoechst-
Farbung (vgl. Abb. 35).

N i

Hypoxie RT Hypoxie Ende Auswertung

Aussaat 24 26 46 50 Zeit [h] !

A

Abb. 35: Schema der Versuche zur Strahlenwirkung.

Nach Adharenz der Zellen (24h nach Aussaat) wurden die Zellen mittels Gas
Pak Pouches in starke Hypoxie (0,1% O2) gebracht. Nach weiteren 2 Stunden
erfolgte die Bestrahlung. Nach insgesamt 22 Stunden Hypoxie nahmen wir die
Zellen aus den Gas Pak Pouches heraus. Die Auswertung erfolgte 50 Stunden
nach Versuchsbeginn.
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Wie Abbildung 36 a) zeigt, fuhrte die Bestrahlung mit 10 Gy bei rund 10% der
NCI-H460 Zellen in Normoxie zur Apoptose (Hoechst). Hypoxische Zellen star-
ben ebenfalls, waren aber weniger strahlensensibel (Abb. 36 b)). In Jurkat Zel-
len zeigten sich ahnliche Ergebnisse wie mit NCI-H460 Zellen (vgl. Abb. 39),
allerdings bei sehr hoher Rate an Spontanapoptose, so dass die Resultate rela-
tiv schwer interpretierbar sind.

Im n&chsten Schritt wurde der Einfluss aufsteigender Konzentrationen von YC-1
auf die Strahlen-induzierte Apoptose unter hypoxischen und normoxischen Be-
dingungen in beiden Zelllinien untersucht. Die Hypoxie wurde wiederum 2 Stun-
den vor Bestrahlung in Gas Pak Pouches induziert. Es folgte eine Reoxigenie-
rung ca. 20h nach Bestrahlung. Die Apoptoserate wurde mittels Hoechst-Far-
bung ermittelt.

Hypoxie alleine bewirkte in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen eine Verdrei- bis
Vervierfachung des Zellsterbens, verglichen mit der Spontanapoptose in Norm-
oxie (vgl. Abb. 36). Bei Bestrahlung mit 10Gy in Normoxie starben etwa dreifach
so viele Zellen, verglichen mit der Spontanapoptose, Bestrahlung in Hypoxie
verursachte kein vermehrtes Zellsterben im Vergleich zu Hypoxie alleine. YC-1
alleine tdétete in Normoxie mit steigender Dosis zunehmend mehr Zellen, bei
25uM entsprach der Effekt dem der alleinigen Bestrahlung. In Kombination mit
Bestrahlung mit 10Gy verschob sich die Apoptose-Kurve um den Anteil der
Apoptose durch Bestrahlung alleine nach oben (Abb. 37). Das spricht flr einen
additiven Effekt beider Behandlungen in Normoxie. In Hypoxie hat YC-1 alleine
schon einen Effekt auf das Zellsterben, in Kombination mit Bestrahlung erhdht
sich dieser Effekt minimal.

Zur besseren Darstellung der Effekte unserer Behandlungen auf die Apoptose-
rate erfolgte die Darstellung unserer Ergebnisse als Apoptotic Ratio (Abb. 38,
40; vgl. Weinmann et al., 2004)
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Apoptoseinduktion in Normoxie
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Abb. 36 a) und b): Apoptoseinduktion in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen
durch Bestrahlung in Normoxie vs. Hypoxie unter Zugabe von YC-1
Die Daten wurden nach Farbung mit Hoechst 33342 -Farbstoff durch manuelles

Auszahlen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Flr diesen Versuch wur-

den Zellen in starke Hypoxie gebracht und so bestrahlt. Die Auswertung erfolgte

nach 24-stiindiger Inkubation in Hypoxie. Die Daten sind als arithmetische Mit-

telwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.
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Abb. 37 a) und b): Apoptoseinduktion in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen

durch Bestrahlung in Normoxie vs. Hypoxie unter Zugabe von YC-1
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Die Daten wurden nach Farbung mit Hoechst 33342 -Farbstoff durch manuelles
Auszahlen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Fir diesen Versuch wur-
den Zellen in Anwesenheit von YC-1 in starke Hypoxie gebracht und so be-
strahlt. Die Auswertung erfolgte nach 24-stindiger Inkubation in Hypoxie. Die
Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei
n=3.

Normoxie Hypoxie
1,0 1,0
0,9 - 0,9
0,8 0,8 4
2 07 8 07
S 061 g 0,6 |
5 05 E 05
‘g 0,4 § 0,4
< 0.3 < 03
0,2 0,2
ol e i | 00

0Gy 10Gy 0Gy 10Gy

‘uovc-1 @ 10pMYGC-1 O 25uM YC-1 ‘ ‘DOYC‘A @ 10pMYC-1 O 25uM YC-1 ‘

Abb. 38 a) und b): Apoptoseinduktion in NCI-H460 Adenocarcinom Zellen
durch Bestrahlung in Normoxie vs. Hypoxie unter Zugabe von YC-1, Anga-
be als Apoptotic ratio: (100 x [experimental apoptosis (%) - spontaneous
apoptosis (%)]/[100% - spontaneous apoptosis (%)]); vgl. Weinmann IJROBP
2004.

Wie Abb. 39 zeigt, fihrte Hypoxie alleine in etwa der Halfte aller Jurkat Lym-
phom Zellen zu Apoptose. YC-1 alleine tétet ein Normoxie mit steigender Dosis
zunehmend Zellen, bei 25uM waren es fast 50%. Bestrahlung mit 10 Gy in
Normoxie totete fast 20% der Zellen, Bestrahlung in Hypoxie fihrte hier zu
keinem additiven Effekt der beiden Einzelmethoden. Die Kombination von YC-1
und Bestrahlung mit 10Gy verschob die Apoptose-Kurve um den Anteil der
Apoptose durch Bestrahlung alleine nach oben. Das spricht fir einen additiven
Effekt beider Behandlungen. In Hypoxie hatte YC-1 alleine eher keinen zusatz-
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lichen Effekt zur ohnehin recht hohen Zahl von Apoptosen, in Kombination mit

Bestrahlung starben etwas mehr Zellen (Abb. 39 b)).

Normoxie Hypoxie
100% 100%
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800/0 m 800/0 1
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Abb. 39 a) und b): Apoptoseinduktion in Jurkat Lymphom Zellen durch
Bestrahlung in Normoxie vs. Hypoxie unter Zugabe von YC-1

Die Daten wurden nach Farbung mit Hoechst 33342-Farbstoff durch manuelles
Auszahlen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Fir diesen Versuch wur-
den Zellen in Anwesenheit von YC-1 in starke Hypoxie gebracht und so be-
strahlt. Die Auswertung erfolgte nach 24-stiindiger Inkubation in Hypoxie. Die
Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei
n=3. Auftragung: % Apoptose bei Zugabe von YC-1 in bestrahlten vs.

unbestrahlten Zellen.
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Abb. 40 a) und b): Apoptoseinduktion in Jurkat Lymphom Zellen durch
Bestrahlung in Normoxie vs. Hypoxie unter Zugabe von YC-1, Angabe als
Apoptotic ratio: (100 x [experimental apoptosis (%) - spontaneous apoptosis
(%)])/[100% - spontaneous apoptosis (%)]); vgl. Weinmann IJROBP 2004.
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4.3.2. Einflisse von YC-1 auf den strahleninduzierten klonogenen Zelltod unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen

Nachdem die kurzfristigen Effekte von Hypoxie, YC-1 und Bestrahlung auf Tu-
morzellen untersucht worden waren, versuchten wir nun, den tatsachlichen, kli-
nisch relevanten Zelltod in Langzeitversuchen zu ermitteln. Um die Einflisse
von YC-1 auf den strahleninduzierten klonogenen Zelltod (und damit das Zell-
verhalten in vivo) unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen naher zu
untersuchen, wurden Koloniebildungs-Assays mit NCI-H460 Adenocarcinom
Zellen durchgefihrt.

24 Stunden nach Aussaat der Zellen wurden diese nach mit YC-1 behandelt
und nach 2 Stunden mit Gas Pak Pouches in starke Hypoxie gebracht. Nach
weiteren 2 Stunden wurden die Zellen bestrahlt. Die Hypoxiephase wurde nach
48 Stunden beendet, die Auswertung erfolgte nach Ausbildung von Kolonien
(Vgl. Abb. 41).

Y | !

Hypoxie
YC-1 RT Hypoxie Ende Auswertung

A

—_—
Aussaat 24 26 28 74 Zeit [h]

Abb. 41: Schema der Koloniebildungs-Assays.

Nach Adhéarenz der Zellen (24h nach Aussaat) erfolgte die Behandlung mit YC-
1, zwei Stunden spéter wurden die Zellen mittels Gas Pak Pouches in starke
Hypoxie (0,1% O2) gebracht. Nach weiteren 2 Stunden erfolgte die Bestrah-
lung. Nach insgesamt 48 Stunden Hypoxie nahmen wir die Zellen aus den Gas
Pak Pouches heraus. Die Auswertung erfolgte nach der Ausbildung von Kolo-
nien, frhestens 2 Wochen nach Aussaat.

Hypoxie alleine zeigte eine Tendenz die Anzahl an lebenden und vermehrungs-
fahigen Zellen im Koloniebildungs-Assay zu verringern. Trotzdem Uberlebten
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gentgend Zellen um weitere Aussagen Uber verschiedene Behandlungs-

methoden zu ermdglichen.

Plating efficiency
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Abb. 42: Plating efficiency des Koloniebildungs-Assays.

Die Abbildung zeigt die Rate der klonogenen Zellen bezogen auf die Gesamt-
zahl der ausgesaten Zellen in drei unabhangigen Versuchen. Fir den Kolonie-
bildungs-Assay behandelten wir Zellen nach dem Schema (Abb. 41) und zahl-
ten dann die klonogenen (= Kolonie-bildenden) Zellen aus. Man sieht, dass In-
kubation in Hypoxie zu einem leichten Rickgang an lebenden Zellen fuhrte.

Im n&chsten Schritt untersuchten wir den Effekt von YC-1 in Kombination mit
Bestrahlung auf NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen in Normoxie oder Hypoxie.

YC-1 fuhrte zur Eradikation klonogener Zellen. YC-1 alleine tbtete bei einer
Dosis von 50uM etwa 70% der Zellen. Es verstarkte seine antineoplastische
Wirkung mit steigender Dosierung in normoxischen Zellen nur maBig, hier
deutete sich ein ,ceiling-Effekt an, das bedeutet, dass die Rate an Zelltod sich
durch vermehrte YC-1 Zugabe nicht mehr proportional steigern lie3. Bestrah-
lung alleine tétete bei 10 Gy bis zu 99,8% der Zellen ab. Die Kombination von
YC-1 mit Bestrahlung in steigender Starke fUhrte zu verstarkter Eradikation
klonogener Tumorzellen. Die Kombination lieB sich am ehesten als additiver
Effekt beschreiben (vgl. Abb 43 a), b)). Dies wird vor allem deutlich, wenn man
die Steigung der Kurven in Abb. 43 betrachtet: Bestrahlung fihrt mit héherend
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Dosen zu einem Steilerwerden der Kurve, steigende Dosen YC-1 verschieben
die Kurven dagegen parallel. Der YC-1 Effekt wirkt also additiv zum bekannten
Effekt der Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen.

0,1 1

& 0,01 ] P 0,01

0,001 + 0,001 1

0,0001 T T T T T 0,0001 ! ! ! ! !
0 10 20 30 40 50 60 0 2 4 6 8 10 12
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——0 —#—10 uM YC1+ XRT|
——0-®m-25Gy+YC-1 A 5Gy+YC1-—¢10Gy + YC-1 A 25puM YC1+ XRT ——50 pM YC1+ XRT]|

Abb. 43 a), b): Auswirkungen der Bestrahlung unter Zugabe von YC-1 auf
das klonogene Uberleben von NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen in Norm-
oxie.

Die Analyse des klonogene Uberlebens erfolgte mittels Kolonie-Bildungs-Assay,
die Abbildungen zeigen die surviving fraction (SF) der Zellen. Die Daten sind als
arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt bei n=3.

a) Auftragung der surviving fraction der mit steigenden Dosen bestrahlten
Zellen gegen die Menge des zugegebenen YC-1. b) Auftragung der surviving
fraction der mit steigenden Mengen YC-1 behandelten Zellen gegen die
Bestrahlungsdosis.

Die Eradikation klonogener Zellen stieg mit steigender YC-1 Konzentration wie
auch mit steigender Bestrahlungsdosis.

In starker Hypoxie verstarkte YC-1 seine antineoplastische Wirkung mit steigen-

der Dosierung und in Kombination mit Bestrahlung in steigender Starke (Abb.
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44). Im Vergleich zur Normoxie waren die Effekte jedoch geringer ausgepragt.
Hohe Bestrahlungsdosen wirkten effektiver auf klonogene Zellen als hohe YC-1
Dosen. Bestrahlung allein wirkte auch in Hypoxie auf Tumorzellen, der Effekt
war aber deutlich schlechter als in Normoxie (Abb. 44 a)). Auch YC-1 bewirkte
in Hypoxie einen Zellkill, der im Vergleich zur Wirkung in Normoxie sogar
ausgepragter war (Abb. 44 b)). Vergleicht man die Kombinationskurven, sieht
es so aus als verschiebe die Kombination von Bestrahlung und YC-1 die Uber-
lebenskurve der Zellen ungefahr parallel sowohl gegentiber der Bestrahlung als
auch gegenudber YC-1 alleine.
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Abb. 44 a), b): Auswirkungen der Bestrahlung unter Zugabe von YC-1 auf
das klonogene Uberleben von NCI-H460 Adenocarcinom Zellen in starker
Hypoxie (0,1% O,).

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
die surviving fraktion der Zellen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte +

Standardabweichung dargestellt bei n=3. a) Auftragung der surviving fraktion
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der mit steigenden Dosen bestrahlten Zellen gegen die Menge an zugegebe-
nem YC-1. b) Auftragung der surviving fraktion der mit steigenden Mengen YC-

1 behandelten Zellen gegen die Bestrahlungsdosis.
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Abb. 45, 46: Relativer zusatzlicher Beitrag von YC-1 zum radiogenen Zell-
tod in Normoxie und Hypoxie in NCI-H460 Adenocarcinom-Zellen

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
eine GegenuUberstellung der Daten aus den Berechnungen der surviving frac-
tion. Gezeigt wird der Anteil an eliminierten Zellen unter maximaler Dosis der
Bestrahlung wie auch YC-1. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte

dargestellt bei n=3.
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4.4. Wirkung von YC-1 auf hypoxie-selektionierte therapieresistente
Tumorzellen

Bei unseren Versuchen versuchten wir bislang immer, die direkten Effekte von
Hypoxie auf Tumorzellen und deren Auswirkungen auf unterschiedliche Aspek-
te des Zell(Uber-)lebens und des Zelltodes zu beschreiben. Dies sind besonders
die Auswirkung der Hypoxie auf die Sensitivitdt gegenlber Bestrahlung und YC-
1. Nun fragten wir uns, in wieweit YC-1 auf Zellen mit Therapieresistenz durch
Hypoxie-vermittelte Selektion wirkt. Betrachtet man die tatsachlichen hypoxi-
schen Areale solider Tumoren in vivo sieht man, dass diese Zellen einen standi-
gen Wechsel hypoxischer und normoxischer Bedingungen unterworfen sind. Es
stellt sich also die Frage, ob die beobachteten Phdnomene wirklich durch die
reine Hypoxie oder durch den Wechsel von Hypoxie und Reoxigenierung be-
dingt sind. Um diesen Aspekt zu untersuchen wurden Hypoxie-selektionierte
Zellen ausgesat (vgl. Weinman et al 2005).

4.4.1. Wirkung von YC-1 auf die Hypoxie-induzierte Aktivierung von HIF

HIF-1 lieB sich in hypoxie-selektionierten NCI-H460 Adenocarcinom Zellen nur
unter normoxischen Bedingungen nachweisen. Unter hypoxischen Bedingun-
gen schien es, anders als in nicht selektionierten Zellen, nicht vorhanden zu
sein. In Normoxie war HIF-1 bei Zugabe von YC-1 deutlich vermindert. In Hyp-
oxie hatte YC-1 keinen sichtbaren Effekt (Daten nicht gezeigt).

4.5. Wirkung von YC-1 auf den Zellzyklus unter Normoxie und Hypoxie in
NCI H 460 Zellen nach hypoxischer Selektion

Analog zu den Versuchen mit nicht selektionierten Zellen (vgl. 4.2.3.) stimulier-
ten wir unsere Zellen mit verschiedenen Konzentrationen YC-1, brachten die
Zellen in starke Hypoxie und bestrahlten mit 10 Gy. Die Auswertung erfolgte im
Durchflusszytometer (Nicoletti- Farbung) nach 24 bzw. 48 Stunden Hypoxie.

24stindige Hypoxie flhrte zu einer Verminderung der Zellzahl in G1/GO und G2
in den Kontrollzellen. Der Anteil der Zellen in der S-Phase stieg an, ebenso die
Anzahl der hyperploiden Zellen (Abb. 48). Die Zahl der apoptotischen Zellen
veranderte sich nicht deutlich, wahrend im Versuch mit nicht-selektionierten
Kontrollzellen die Zahl der apoptotischen Zellen anstieg (vgl. Abb. 12). In
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Normoxie zeigte DMSO alleine deutliche Effekte: Es verschob Zellen aus der S-
Phase in G1/GO und erhdhte die Zahl der hyperploiden Zellen deutlich. YC-1 in
steigender Dosierung erh6hte den Anteil der hyperploiden und apoptotischen
Zellen (Abb. 49). In Hypoxie zeigte sich der beschriebene DMSO-Effekt nicht. In
milder Hypoxie verminderte YC-1 tendenziell eher den Anteil der Zellen in S
und erhéhte den Anteil der G2 Zellen ebenso wie der apoptotischen und (nicht
so deutlich) der hyperploiden Zellen (Abb. 50). Diese Ergebnisse zeigten sich in
drei rdumlich und zeitlich voneinander unabhangig durchgeflihrten Versuchen
(vgl. Standardabweivhung). Starke Hypoxie und YC-1 zeigten &hnliche
Ergebnisse wie bei milder Hypoxie (Abb. 51). In der Kontrolle hatten wir in
milder Hypoxie kaum Veranderungen und in starker Hypoxie eine Verschiebung
von Zellen aus G1/GO0 zugunsten von G2 unter YC-1 Zugabe beobachtet.
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Abbildung 48-51: Zellzyklusanalyse von Hypoxie-selektionierten NCI-H460
Adeno-Carcinom Zellen in Anwesenheit von YC-1

Die Zellen wurden 24 Stunden nach Aussaat mit YC-1 behandelt, nach weiteren
2 Stunden erfolgte die Einleitung von Hypoxie. Nach einer weiteren Inkubations-
zeit von 24 h werteten wir die Daten mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Nicolet-
ti-Farbung) aus. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabwei-
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chung dargestellt bei n=3. Als Kontrolle dienen unbehandelte Hypoxie-selektio-
nierte NCI-H460 Zellen.

Normoxie GO/G1 Normoxie S Normoxie G2
100 100 100
80 4 80 4 80 |
60 60 60

40 40 0

20 <|’ 20 20 <|—|_|—|—_—|_|—|»
0 T T 0 _| T T 0 T T

Kontrolle  10uMYC-1 50uMYC-1 Kontrolle  10pMYC-1 50uMYC-1 Kontrole  10uMYC-1 50uMYC-1

024 Std. 0 48 Std. 024 Std 048 Std 024 Std 048 Std

Hypoxie GO/G1 Hypoxie S Hypoxie G2
100 100 100
80 80 8
60 60 60
40 40 40
(IS 0 0
Kontrole  10yMYC-1 50,MYC-1 Kontrolle  10pMYC-1 50,MYC-1 Kontrole  104MYC-1 S0uMYC-1

024 Std m 48 Std 024 Std m 48 Std 024 Std m48 Std

Abb. 52 a) bis f): Zeitverlauf der Zellverteilungen in die einzelnen Zellzyk-
lusphasen in Normoxie und starker Hypoxie (0,1% O5)

Verteilung der Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen entsprechend der
umgebenden Sauerstoffkonzentration unter Zugabe von YC-1. Die Daten sind
als arithmetische Mittelwerte dargestellt bei n=3. Als Kontrolle dienen
unbehandelte Hypoxie-selektionierte NCI-H460 Zellen.

48stindige Hypoxie erhdhte leicht die Apoptoserate und deutlich die Zahl der
Hyperploiden Zellen. Sie drangte Zellen massiv aus der G1/GO Phase (Abb.
53). Die Gesamtzahl der Zellen in G2 erhdhte sich bei starker Hypoxie (Abb. 54,
56). Das bedeutet vermehrten Zelltod verglichen mit nicht-selektionierten
Zellen. In Normoxie wie in Hypoxie bewirkte YC-1 eine stark vermehrte Apo-
ptose. Insgesamt waren die Verdnderungen unter YC-1 Zugabe aber vergleich-

bar mit denen der nicht-selektionierten Kontrollzellen (Abb. 55, 56).
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Abbildung 53-56: Zellzyklusanalyse von hypoxie-selektionierten NCI-H460
Adenocarcinom Zellen in Anwesenheit von YC-1

Die Die Zellen wurden 48 Stunden nach Aussaat mit YC-1 behandelt, nach wei-
teren 2 Stunden erfolgte die Einleitung von Hypoxie. Nach einer weiteren Inku-
bationszeit von 24 h werteten wir die Daten mit Hilfe von Durchflusszytometrie
(Nicoletti-Farbung) aus. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Stan-
dardabweichung dargestellt bei n=3. Als Kontrolle dienen unbehandelte
Hypoxie-selektionierte NCI-H460 Zellen.

4.6. Koloniebildung

Analog zu unseren Untersuchungen an nicht selektionierten Zellen untersuch-

ten wir die Sensibilitat von selektionierten NCI-H460 Adenocarcinom Zellen ge-

genlber Bestrahlung und YC-1. Nach Adhéarenz (nach 24 Stunden) wurden die
Zellen nach Schema (vgl. Abb. 41) mit YC-1 behandelt und nach 2 Stunden mit
Gas Pak Pouches in starke Hypoxie gebracht. Nach weiteren 2 Stunden wurde

bestrahlt. Die Hypoxiephase wurde nach 48 Stunden beendet, die Auswertung

erfolgte frihestens nach 2 Wochen.

-85 -




4. Ergebnisse

In Normoxie zeigten selektionierten NCI-H460 Adenocarcinom Zellen eine er-
héhte Sensitivitdt gegeniber Bestrahlung im Vergleich zu hypoxischen Bedin-
gungen. Bestrahlung totete Zellen ebenfalls ungefahr exponentiell. Hypoxische
Zellen starben erst bei hdheren Bestrahlungsdosen als normoxische, selektio-
nierte eher als nicht-selektionierte (Vgl. Abb. 57, 58).

Normoxie Hypoxie
1@ ’ NClsx 1@ '
NCI *
|
0,14 4 0,1
NCI
*
N B NClsx
o 0014 & 0,01
0,001 0,001 4
L
0,0001 T T T T T 0,0001
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
RT Dose [Gy] RT Dose [Gy]

Abb. 57, 58: Vergleich des klonogenen Uberlebens hypoxie-selektionierter
vs. nicht-selektionierter NCI-H460 Adenocarcinom Zellen.

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay (vgl. Abb. 41), die Abbil-
dungen zeigen die surviving fraction der selektionierten vs. nicht selektionierten
Zellen. Errechnet wurde der Anteil an Uberlebenden klonogenen Zellen bezo-
gen auf die Gesamtzahl der ausgesaten Zellen. Auswertung eines reprasen-
tativen Einzelversuchs aus n=3. NCI| = NCI-H460 Adenocarcinom Zellen, NClsx
= NCI-H460 Adenocarcinom Zellen nach hypoxischer Selektion.

YC-1 tétete Tumorzellen mit exponentiell angendherter Kurve, in normoxischen
wie auch in hypoxischen Zellen. Dabei war das Zelliberleben unabhangig von
der Konzentration in den selektionierten Zellen etwas geringer als in der nicht-
selektionierten Kontrolle (Abb. 59). Bei hypoxie-selektionierten NCI-H460
Adenocarcinom Zellen verstarkte YC-1 seine antineoplastische Wirkung in
Normoxie mit steigender Dosierung nur maBig, der Effekt der kleinsten Dosis
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gegenlber der nicht behandelten Kontrolle war allerdings auch hier deutlich
(Abb. 59 b)).

YC-1 wirkte in selektionierten Zellen besser als in nicht-selektionierten Zellen,
die surviving fraction war in Normoxie gréBer als in Hypoxie (sowohl bei selek-
tionierten wie bei nicht-selektionierten Zellen). Wir sahen also eine Tendenz zu
verbesserter YC-1 Wirkung in Hypoxie gegentber Normoxie (Abb. 59).

Normoxie Hypoxie
1@ 1
* ]
* . NCI i * .
[ | [ | 1
= NClsx 1 . n NCI
0,1 1 014 *
] . NClsx
&% 0,014 % 0014
0,001 4 0,001 4
0,0001 : : : : : 0,0001 : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Dose [uM YC1] Dose [uM YC1]

Abb. 59 a)-b): Vergleich des klonogenen Uberlebens hypoxie-selektionier-
ter vs. nicht-selektionierter NCI-H460 Adenocarcinom Zellen.

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
die surviving fraction der selektionierten vs. nicht selektionierten Zellen. Aus-

wertung eines reprasentativen Einzelversuchs aus n=3.
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Abb. 60, 61: Auswirkungen der Bestrahlung unter Zugabe von YC-1 auf
das klonogene Uberleben hypoxie-selektionierter NCI-H460 Adenocarci-
nom Zellen in Normoxie.

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
die surviving fraktion der Zellen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte
dargestellt bei n=3. Abb. 60: Auftragung der surviving fraktion der mit
steigenden Dosen bestrahlten Zellen gegen die Menge zugegebenes YC-1.
Abb. 61: Auftragung der surviving fraktion der mit steigenden Mengen YC-1
behandelten Zellen gegen die Bestrahlungsdosis.

In Hypoxie verstarkte YC-1 seine antineoplastische Wirkung mit steigender Do-
sierung, vor allem der Effekt der kleinsten Dosis gegeniber Kontrolle war deut-
lich. In Kombination mit Bestrahlung in steigender Stérke blieb der zuséatzliche
Effekt allerdings etwa gleich. 10uM YC-1 und 5Gy waren etwa gleich effektiv.
10 Gy téteten 53mal so viele Zellen wie die unbehandelte Kontrolle, 50uM YC-1
27mal so viele (Abb. 62, 63).
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Abb. 62, 63: Auswirkungen der Bestrahlung unter Zugabe von YC-1 auf
das klonogene Uberleben hypoxie-selektionierter NCI-H460 Adenocarci-
nom Zellen in Hypoxie.

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
die surviving fraktion der Zellen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte
dargestellt bei n=3. Abb. 62: Auftragung der surviving fraktion der mit
steigenden Dosen bestrahlten Zellen gegen die Menge zugegebenes YC-1.
Abb. 63: Auftragung der surviving fraktion der mit steigenden Mengen YC-1
behandelten Zellen gegen die Bestrahlungsdosis.

Um nun den Effekt unserer beiden Behandlungen, Bestrahlung (Abb. 60, 61)
und Zugabe von YC-1 (Abb. 62, 63) miteinander vergleichen und gegeneinan-
der aufrechnen zu kdnnen, ermittelten wir zuletzt den Anteil eliminierter klono-
gener Zellen unter beiden Behandlungsmodalitadten sowie unter der Kombina-

tion beider Methoden.
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Abb. 64 zeigt, dass von den unbehandelten Zellen im Koloniebildungsassay
etwa 99,9% Uberlebten, die entspricht einer nativen Zelltodrate von 0,1%. Unter
der Kombination beider Behandlungen in deren Maximaldosis Uberlebten
0,001% der ausgesaten Zellen, das entspricht einer Zelltodrate von 99,999%.
Nur Radiatio mit 10 Gy Uberlebten 0,1%, nur Behandlung mit 50 uM YC-1 10%
der klonogenen Zellen.

Zieht man jeweils die native Zelltodrate ab, kommt man auf einen Zellkill von
99,8% flr Bestrahlung mit 10 Gy und von 89,9% fiir Behandlung mit 50uM YC-
1. Auch im Koloniebildungsassay ergibt sich somit ein additiver Effekt beider
Behandlungsmodalitaten in der Kombination.

In Hypoxie ergibt sich eine native Zelltodrate von ebenfalls etwa 0,1%, hier
kommt man nach Abzug des Spontanzelltodes auf einen Zellkill von 98,8% flr
Bestrahlung mit 10 Gy und von 94,9% fir Behandlung mit 50uM YC-1. Die
Kombination tbétete entsprechend insgesamt 99,9988% der Zellen war somit

also geringflgig weniger effektiv als die Kombinationsbehandlung in normoxi-

schen Zellen.
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Abb. 64, 65: Relativer zusatzlicher Beitrag von YC-1 zum radiogenen Zell-
tod in Normoxie und Hypoxie

Erhebung der Daten mittels Kolonie-Bildungs-Assay, die Abbildungen zeigen
den Anteil der eradizierten Zellen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte

dargestellt bei n=3.
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5. Diskussion

5.1. Die Rolle des Transkriptionsfaktors HIF-1 fur die hypoxie-induzierte
Strahlenresistenz von Tumorzellen

Tumorzellen in akuter aber auch in wechselnden Phasen chronischer Hypoxie
sind deutlich resistenter gegentiber Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen als
Zellen, die ausreichend mit Sauerstoff versorgt sind (Hockel et al., 1998; Hockel
et al., 1999; Sundfor et al., 2000; Nordsmark et al., 2001). Gleichzeitig weist die
Mehrzahl aller soliden Tumore zumindest Regionen mit erniedrigten
Sauerstoffpartialdriicken auf (Vaupel et al., 1998). Dies ist eines der groBen
aktuellen Probleme der Strahlentherapie. Eine zentrale Rolle in diesem An-
passungsprozess spielt der Hypoxie-induzierte Transkriptionsfaktor HIF-1
(hypoxia inducible factor 1), der nicht nur die Anpassung zellularer
Stoffwechselvorgdnge an  Sauerstoff-reduzierte  Umgebungsbedingungen
reguliert, sondern auch an zahlreichen anderen regulatorischen Vorgangen be-
teiligt ist.

Im direkten Nachweis von HIF-1 zeigte sich YC-1 als potenter Gegenspieler des
zelleigenen HIF-1. Mit dessen Nachweis im Western Blot etablierten wir YC-1
fir unsere Versuchsreihe als HIF-1 Inhibitor. Auch in der Literatur wurde YC-1
bereits verschiedentlich als HIF-1 Inhibitor beschrieben (Yeo 2003), jedoch
bislang nicht in den von uns verwendeten Zelllinien. Die Hemmung der HIF-1
Expression geschieht auf post-transkriptionaler Ebene, YC-1 reduziert sowohl
die Menge an zellular exprimierter mMRNA von downstream-targets wie EPO und
VEGF in hypoxischen Zellen (Yeh et al., 2007) als auch die DNA-Bindungs
Aktivitat und die Aktivitat von HIF-1 als Transkriptionsfaktor (Yeo et al., 2003,
Chun et al., 2003). Wir konnten auch nachweisen, dass die Hypoxie-vermittelte
Hochregulation verschiedener HIF-1 abhangiger Proteine durch Einsatz von
YC-1 deutlich vermindert werden kann, deutlich vor allem beim HIF-1 abhan-
gigen Glukosetransporter GLUT-1, der bei Sauerstoffmangel vermehrt in die
Zellmembran eingebaut wird, um so die Versorgung mit Energie zu verbessern.
In dem von uns verwendeten Zellsystem lag die zur Suppression von HIF-1
bendtigte Menge bei etwa 25 bis 50uM, eine Dosis die deutlich tber der in der
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Literatur beschriebenen Dosierung liegt (Yeo 2003; Park 2000). In der Folge
konnten wir einige Eigenschaften von YC-1 zum ersten Mal zeigen, vor allem
eine spezifische Zelltoxizitat, die so noch nicht beschrieben wurde. Wir
vermuten hier eine dosisabhangige Nebenwirkung der Substanz. Die
Wirkungen der toxischen Tragersubstanz DMSO konnten wir durch Ansétze, in
denen DMSO in weniger als 0,1%iger Konzentration vorlag, minimieren.

Nun untersuchten wir mittels Durchflusszytometrie den Effekt von Hypoxie auf
den regelhaften Ablauf des Zellzyklus in unserer Zellpopulation.
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Abb. 66: Ubersicht iiber Regulationsvorginge des Zellzyklus

Der Zellzyklus beschreibt die Lebensabschnitte einzelner Zellen, dabei wird
dieser Zyklus ein oder mehrmals durchlaufen, zum Teil mit sehr langen Pausen
in denen die Zelle sich nicht teilen kann. An wichtigen Punkten dieses Zyklus,
an denen Uber Proliferation oder Zelluntergang entschieden wird, wird Uber
verschiedene Mechanismen kontrolliert, ob die Zelle Schaden erlitten hat. Diese

Kontrollpunkte entscheiden Uber die weiteren molekularen Vorgange, die die
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Apoptose-Einleitung oder aber die Zellteilung beginnen. Diese Kontrollpunkte
sind damit grundlegende Voraussetzung fir eine Selbstkontrolle der Zellen und
entscheidend fir das Erkennen von DNA-Schéaden.

Modifiziert nach Daniel et al.

Bei der Analyse der Auswirkungen der YC-1 Behandlung auf die Zellprolifera-
tion konnten wir zeigen, dass sich in Hypoxie das Wachstum der Tumorzellen
deutlich verlangsamt, abhangig von der verbleibenden Sauerstoff-Konzentra-
tion. Die Behandlung unserer Zellen mit YC-1 flhrte in Normoxie wie in Hypoxie
zu einer weiteren Abnahme des Anteils an lebenden Zellen, diese Zelltoxizitat
nahm bei steigenden Dosen YC-1 zu und flhrte zeitabhdngig zum Untergang
aller lebenden Zellen in unserer Population. Insgesamt werten wir unsere
Versuchsergebnisse dahingehend, dass Hypoxie die Proliferationsfahigkeit nati-
ver Tumorzellen zeitabhangig und nicht alleine durch Expression von HIF-1
hemmt, da in unseren Versuchen der Einsatz des HIF-1 Inhibitors YC-1 eher zu
einem weiteren Zelluntergang als zu dessen Hemmung fihrte. Auf Grund der
Zytotoxizitat von YC-1 auch in Normoxie kann man sicher auch argumentieren,
dass es zu einem Zelluntergang durch YC-1 selbst kommt, der die geringe
Hemmung der Hypoxie-vermittelten Proliferationshemmung Gberlagert. Insge-
samt scheint es jedoch, dass HIF-1 Expression alleine keine Auswirkung auf
das Proliferationsverhalten von Tumorzellen hat und es sich in erster Linie um
eine dosisabhéngige Zytotoxizitat von YC-1 handelt, die nicht mit dessen HIF-1

hemmender Wirkung in Zusammenhang steht.

Betrachtet man Zellen in hypoxischer Umgebung, so sieht man, dass die erste
Folge einer Hypoxie die Induktion von p53 darstellt. Falls der betroffene Zellklon
bezilglich p53 noch intakt ist, fihrt dieser normale Regulationsmechanismus
zum G1-Arrest, und damit letztendlich zur Apoptose im zentralen, unter-
versorgten Tumorgewebe (Amellem et al., 1998; el Deiry, 1998). Tritt im p53-
Gen eine inaktivierende Mutation auf, wird ein Uberlebensfahiger Zellklon her-
vorgehen. SolchermaBen verénderte Zellen akkumulieren rasch weitere Muta-
tionen (Schmitt et al. 2002).
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In unseren Untersuchungen verschob Hypoxie den Ablauf des Zellzyklus, eine
Reaktion die wir durch Einsatz unseres HIF-1 Inhibitors, YC-1, umkehren konn-
ten. Dies deckt sich mit den bereits in der Literatur beschriebenen Ergebnissen
(Wang 2004; Goda 2002, Yeo 2006). Unsere Ergebnisse zeigen auch, dass es
moglich ist, diese Mechanismen zu manipulieren. Hypoxie flhrt in den von uns
untersuchten Tumorzellen zu einem deutlich verlangsamten Zellzyklus mit einer
scheinbaren Blockade der Zellen in GO/G1. Diese Beobachtung entsprach
ebenfalls unseren Erwartungen, da akute Hypoxie schlechte Bedingungen flr
vermehrte Zellteilungen bietet. Diesen Effekt konnten wir durch Zugabe von YC-
1 weitgehend verhindern, die behandelten hypoxischen Zellen verhielten sich
im Versuch &hnlich wie die unbehandelte normoxische Kontrolle. Diese Beob-
achtung bestatigt frihere Untersuchungen, dass der verzbgerte Zellzyklus eine
direkt HIF-1-vermittelte Reaktion auf Hypoxie darstellt. Das heiBt, unter akuter
Hypoxie greift HIF-1 direkt in die Steuerungszyklen fur den regelrechten
Zellzyklus ein. YC-1 induziert dagegen einen Arrest von Zellen in der S-Phase
(vgl. auch Yeo et al., 2006), dieser Effekt Gberwindet offenbar die Hypoxie-indu-
zierte Blockade in GO/G1.

In Folge untersuchten wir nun die Effekte von YC-1 auf die Zelltodrate unserer
Zelllinien und insbesondere auf die Apoptose-Einleitung. Apoptose kann
grundlegend durch zwei Mechanismen initiiert werden: Von aufBen vermittelt

(extrinsisch) oder durch intrazellulare Schaden hervorgerufen (intrinsisch).

-905-



5. Diskussion

extrinsisch /

TNF
TNF-Rezeptoren

Todesdoménen
FADD

Pro-

Caspase 8
N

Caspase 8

l

Initiatorcaspase 8

l

Effektorcaspasen

Apoptose

\intrinsisch

Intrazellulare Schaden

Bcl-xL, Bcl-2 l Bad, Bax

Cytoplasmatische

Faktoren

Procaspase 9
—

Y

¥ ¥ Cytochrom C
3,

g g
Boon
P

Y e
Apoptosom
‘3% =Initiatorcaspase9-

;}/\?‘g% Komplex
l

Effektorcaspasen

Abb. 67: Ubersicht iiber Vorgédnge bei der extrinsischen und intrinsischen

Apoptose-Einleitung

Der extrinsische Weg wird eingeleitet durch Ligandenbindung an einen Rezep-

tor der TNF-Rezeptorfamilie. Beim intrinsischen Weg kommt es zur Freisetzung

von Cytochrom ¢ und anderen pro-apoptotischen Faktoren aus den Mitochon-

drien in das Zytoplasma. Dieser Weg kann ausgeldst werden durch Tumor-

Suppressoren, wie beispielsweise p53, das die Expression pro-apoptotisch wir-

kender Mitglieder der Bcl-2 Familie (z. B. Bax, Bad) stimuliert. Dieser Weg spielt

bspw. bei ZytostatikaTherapie, ionisierender oder UV-Strahlung eine Rolle.

Modifiziert nach Daniel et al.

Unter Behandlung mit YC-1 stieg die Zelltodrate in NCI-H460 Adenocarcinom-
und Jurkat Lymphomzellen deutlich an. In Hypoxie ist das Zellsterben hoch, wie

auch bei den Versuchen zur Proliferation zeigt Zugabe von YC-1 einen zusatz-

lichen Effekt auf den Zelluntergang, es ist aber schwer zu differenzieren ob

diese Wirkung in Zusammenhang mit der Hemmung der HIF-1 Regulation steht.

Um zu zeigen, dass es sich bei dem beobachteten Zelluntergang tatsachlich um

Apoptose handelt, wiesen wir das Apoptose-spezifische Protein PARP, resp.

dessen Spaltungsprodukt nach. Dessen Expressionsmuster bestéatigte unsere

Ergebnisse, die wir mittels Immunfluoreszenzfarbung gewonnen hatten.
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Um weiteren Aufschluss Uber die Regulation der Hypoxie-induzierten Apoptose
und ihre Abh&ngigkeit von HIF-1 zu bekommen untersuchten wir die Expression
verschiedener Apoptose-relevanter Proteine wie Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL und
einige BH3-only Proteine. Dabei zeigte Bax und auch Bcl-2 selbst als
antiapoptotisches Protein keine Veradnderung der Expression, weder durch
Hypoxie noch durch YC-1. Bak wie auch BH3-only Proteine (BID, BIM) zeigten
eine geringe Hypoxie-induzierte Verringerung der Expression, durch HIF-1
Inhibition durch YC-1 konnte dieses eher nicht verédndert werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit in der Literatur beschriebenen Verdnderungen
(Sermeus 2008), auch hier zeigten sich gering ausgepragte Veranderungen der
Proteine, die dort jedoch unter HIF-1 Suppression (hier durch siRNA) nicht
mehr nachzuweisen waren. Bcl-xL, das eine anti-apoptotische Funktion austbt,
in dem es Bak und Bax hemmt, konnten wir unter zunehmend hypoxischen Be-
dingungen vermindert nachweisen. Auch dies deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen, die den Verlust der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2
und Bcl-xL als Voraussetzung fur Hypoxie-induzierten Zelltod ansehen (Shroff
2007).

In der Expression einiger Proteine wie Bad, Cyclin D1 und Akt zeigte sich eine
zum Teil geringe Verminderung der Expression durch Hypoxie, die zum Tell
durch YC-1 aufgehoben wurde. Die unterschiedlichen Funktionen dieser
Proteine erlauben es aber nicht, daraus zu schlieBen, Gber welche Signalwege
HIF-1 Apoptose und Zellzyklusverdnderungen beeinflusst.

CDK4 zeigte als einziges der von uns untersuchten Proteine eine ausgepragt
verminderte Expression in Hypoxie und einen deutlichen Anstieg nach Zugabe
von YC-1. Dieser Effekt scheint tatsachlich durch HIF-1 und dessen Hemmung
induziert zu sein, da die Zugabe von YC-1 in Normoxie eher zu einem Abfall
von CDK4 fliihrt.

CDK4 ist ein zentrales Protein der Steuerung des Zellzyklus und ist notwendig
um einen vom Protein pRB gebundenen weiteren Transkriptionsfaktor (E2F)
freizusetzen, der den Zellzyklus weiterfihrt. HIF-1 Induktion verlangsamt also
den Zellzyklus durch die Freisetzung von CDK4. Vergleicht man das mit den

Ergebnissen der Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung von Zellen in Hypoxie
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und unter YC-1 Zugabe scheint es, dass der oben beschriebene G1/G0-Arrest
in Hypoxischen Zellen tatsdchlich CDK4-vermittelt ist und sich durch die
Verringerung der CDK4-Expression durch HIF-1 Hemmung aufheben lasst.

Nachdem wir zeigen konnten, dass YC-1 in Normoxie, aber vor allem in Hyp-
oxie zytotoxisch wirkt, stellten wir uns die Frage was passiert, wenn man diese
beiden Modalitdten mit ionisierenden Strahlen verbindet. In unseren Versuchen
konnten wir zeigen, dass der HIF-1 Inhibitor YC-1 die Strahlenresistenz
hypoxischer Tumorzellen verringerte. In unseren Handen zeigten NCI-H460
Adeno-Carcinom und Jurkat T-Lymphom Zellen in Hypoxie eine verminderte
Sensitivitdt gegenlber ionisierender Strahlung. Betrachtet man die Wirkung
ionisierender Strahlen auf Tumorzelllinien, die in Normoxie kultiviert wurden im
Vergleich zu Tumorzellen in hypoxischer Umgebung, zeigt sich, dass unter den
normoxischen Kontrollzellen der Anteil der geschadigten Zellen viel héher ist als
unter den Zellen in sauerstoffarmer Umgebung (vgl. auch Gatenby et al. 1988;
Brizel et al. 1997; Brizel et al. 1999; Nordsmark and Overgaard 2000). Die
Zugabe von YC-1 ergab bei den normoxischen Zellen eine erhdhte Zytotoxizitat
beider Behandlungen (YC-1 und Bestrahlung), dies entspricht in etwa einem
additiven Effekt. In Zellen unter Hypoxie zeigt sich ein sogar Uberadditiver Effekt
der Kombination. Hier kénnte eine HIF-1 Hemmung zur Uberwindung der Hyp-

oxie-vermittelten Strahlenresistenz beitragen.

In der Literatur ist eine verminderte Strahlenresistenz in Hypoxie unter HIF-1
Hemmung bereits vorbeschrieben (Hockel et al., 1998; Hockel et al., 1999;
Sundfor et al., 2000; Nordsmark et al., 2001). Trotzdem kann man zusatzliche
andere Wege der zellularen Beeinflussung nicht ganzlich ausschlieBen.

Der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen anderer Arbeitsgruppe stltzt
jedoch unsere Annahme, dass HIF-1 als zentrales Molekll der zellularen
Anpassung an Hypoxie auch fir die Hypoxie-induzierte Strahlenresistenz in

erster Linie verantwortlich ist (Yasui 2008).
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Nachdem wir die Wirkung der Kombination Hypoxie-YC-1-Bestrahlung in Kurz-
zeitassays gezeigt hatten, versuchten wir nun, die Auswirkungen auf klinisch
relevante Endpunkte mittels Kolonie-Bildungs-Assay zu bestimmen. Unsere
Versuche zu den Effekten von Bestrahlung und YC-1 in NCI-H460
Adenocarcinom Zellen belegten in Normoxie eine deutliche Wachstumsre-
duktion durch Bestrahlung mit bis zu 10 Gy und einen schwacheren Effekt von
YC-1. In Kombination beider Behandlungen verstarken sich die anti-neo-
plastischen Effekte. Dies deutet auf eine HIF-1 unabhangige Wachstums-
hemmende Wirkung von YC-1 auf maligne Zellen hin.

In starker Hypoxie zeigte sich auch im Kolonie-Bildungs-Assay deutlich die
geringere Wirksamkeit einer alleinigen Bestrahlung wahrend YC-1 in etwa die
gleiche Wirksamkeit wie in normoxischen Zellen hatte, in héheren Dosen sind
die Effekte etwas deutlicher. Mdglicherweise addieren sich hier HIF-1
abhangige und unabhéangige Effekte.

Wir untersuchten auch Zellen, die in mehreren Zyklen starker Hypoxie und an-
schlieBender Reoxygenierung dahingehend selektioniert wurden, dass Stress-
resistentere Zellen erzeugt wurden (Weinmann et al. 2004). Dieses Verfahren
ist in &hnlicher Form ebenfalls bereits in der Literatur beschrieben (Dong and
Wang 2003). Die zugrunde liegende Idee ist dabei, dass nicht angepasste
Zellen in starker Hypoxie schnell absterben und nur Zellen, die beispielsweise
von vorne herein eine erhdéhte HIF-Expression haben, sich an die veréanderten
Umgebungsbedingungen adaptieren. Setzt man also Zellen wiederholten
Zyklen starker Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierung aus, so erhdht
sich der relative Anteil Hypoxie-resistenter Zellen. Diese Zellen zeigten in
unseren Versuchen Uberraschenderweise ein eher verlangsamtes Wachstum,
allerdings auch eine erhdhte Resistenz gegeniber Stressoren wie Hypoxie oder
Bestrahlung. Man kdénnte sich also vorstellen, dass diese Zellen weniger tei-
lungsfreudig sind, weil sie in dieser Phase sensitiver gegenliber Schadigung
sind oder auch weil sie Uberleben kénnen, wenn viele Stoffwechselvorgange

zurtickgefahren wurden. Auch Dong and Wang fanden 2003 ein verlangsamtes
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Wachstum Stress-selektierter Zellen kombiniert mit einer erhdhte Resistenz
gegenilber erneutem Zell-Stress.

Wir untersuchten jetzt die Hypoxie-selektionierte Population auf ihr Prolifera-
tionsverhalten unter HIF-Blockade mittels YC-1 in Normoxie. Proliferation und
Zelluntergang dieser Zellen glichen unbehandelt dem Verhalten nicht-selektio-
nierter Zellen in Hypoxie, gibt man YC-1 hinzu, entspricht ihre Radiosensitiviat
der der nicht-selektionierten normoxischen Kontrolle. Es scheinen also tatsach-
lich in Hypoxie-selektionierten Zellen Stoffwechselvorgange abzulaufen, die den
Anpassungsvorgangen von Tumorzellen in Hypoxie entsprechen, auch wenn
wir eine Erhdhung des HIF-1 Spiegels in den von uns selektionierten Zellen
nicht direkt nachweisen konnten. Trotzdem lieBen sich diese Anpassungsvor-

gange durch Zugabe von YC-1 umkehren.

In der Hypoxie-selektionierten Zellpopulation stieg unter normoxischen Bedin-
gungen der Anteil der in der S-Phase befindlichen Zellen deutlich im Vergleich
zur nicht-selektierten Kontrolle. Hypoxie verstarkte diesen Effekt noch deutlich,
wahrend die Zellen in G1/G0 deutlich abnahmen. Durch Zugabe von YC-1
konnten wir in Normoxie die Zellpopulation in G1/GO etwas verringern, auch
nahm der Anteil der apoptotischen und hyperploiden Zellen zu. Dies Uberrascht
nicht, bedenkt man, dass andere Arbeitsgruppen bereits einen Anstieg der Zel-
len in der S-Phase durch YC-1 beschrieben (Yeo et al., 2006). Diese Ergeb-
nisse stitzen unsere Annahme, dass unsere Zellen nach Selektion HIF-1
konsitutionell Gberexprimieren und durch HIF-1 Blockade in die S-Phase Uber-
fihrt werden, wie es Yeo et al. in nicht-selektionierten Zellen unter hypoxischen
Bedingungen bereits beschrieben. Das Ergebnis passt auch zu der Tatsache,
dass sich die verringerte Strahlensensibilitat der selektierten Zellen durch die
Zugabe von YC-1 aufheben lieB wie auch zur von uns nachgewiesenen HIF-1
Expression in normoxischen selektierten Zellen.

Als wir unsere selektierten Zellen in milde bis starke Hypoxie brachten, nahm
die Zahl der Zellen in GO/G1 deutlich weiter ab, der YC-1 vermittelte Anstieg der
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Zellen in S kehrte sich um. Dies zeigt eine gegenteilige Wirkung von YC-1 bei
hypoxie-selektionierten Zellen unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu
normoxischen Bedingungen. In anderen Modellsystemen (Dong and Wang
2003) wurde zunéachst eine ausgepragte Apoptose-Resistenz selektierter Zellen
gesehen, und zwar sowohl gegeniber Hypoxie als auch gegentber verschie-
denen Zytostatika. Einflisse auf den Zellzyklus wurden in dieser Arbeit nicht
untersucht. Dagegen konnten Wang et al. ebenfalls einen Zellzyklus- und
Wachstumsarrest von HCC-Zellen unter Behandlung mit YC-1 nachweisen
(Wang et al. 2004). Nimmt man die Tatsache dazu, dass wir HIF-1 in selek-
tierten hypoxischen Zellen im Western Blot nicht nachweisen konnten, scheint
es nachvollziehbar, dass die Hemmung von HIF-1 in Zellen, die kein HIF-1
exprimieren, nicht wirksam ist.

Kolonie-Bildungs-Assays zeigten bei hypoxie-selektionierten Zellen ein ahnli-
ches Verhalten wie in Kontrollzellen. Beide Zelltypen zeigten unter Behandlung
mit YC-1 und Bestrahlung eine deutliche Verminderung der Zahl an klonogenen
Zellen sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie, wobei eine Behandlung allein
nicht zum voélligen Zelluntergang fuhrt und Bestrahlung alleine eine starkere
Wirkung zeigte als die alleinige Behandlung mit YC-1. Beide Zellarten wiesen
eine ausgepragte Ahnlichkeit der Kurvenform unter Hypoxie resp. Normoxie
auf. In Hypoxie wurde jedoch der zusétzliche Zelluntergang durch Bestrahlung
geringer, durch YC-1 starker im Vergleich zur normoxischen Kontrolle.

Diese Ergebnisse untermauern unsere Aussage, dass hypoxie-selektionierte
Zellen Stress-resistenter bei Bestrahlung sind als normale Zellen. Weshalb die
Behandlung mit ionisierenden Strahlen bei beiden Zelllinien aber kaum
Unterschiede zeigt ist weniger offensichtlich. Da Tumorzellen ohnehin eine
ganze Reihe von Erbgut-schadigenden Ereignissen durchlaufen missen um zu
entarten, konnte es sein, dass die zusatzliche wiederholte Hypoxie weniger
Effekte auf Tumoren in vitro hat als es im Experiment zunachst den Anschein
hatte. Durch den Koloniebildungs Assay ist es mdglich, ein relativ genaues
Abbild der Ereignisse in tatsachlichem Tumorgewebe zu erhalten, da er uns die
Méglichkeit bietet, mit der Klonogenitat auch langerfristige Einflisse zu erfas-
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sen, wahrend direkte Messungen des Zelltods Zellen, die zwar nicht sofort
untergehen aber nicht mehr reproduktionsfahig sind, nicht erfassen kénnen. Da
der Erhalt der Klonogenitat nicht nur vom direkten Zelluntergang sondern auch
von subletalen Schadigungen und Verschiebungen des Zellzyklus abhangt,
kann das gleiche Ergebnisse durch verschiedene Prozesse ausgel6st werden.
Flr die Evaluation der Sensitivitat gegentber YC-1 bedeutet dies eine bessere
Darstellung der tatsachlichen Ablaufe innerhalb eines soliden Tumors, da wir
durch Koloniebildungs Assays die Mdéglichkeit haben, die Zahl der lebenden
und klonogenen Zellen zu erfassen und bessere Vorhersagen Uber die
bendtigte Dosis des Pharmacons zu treffen. Sieht man dagegen lediglich den
tatsachlichen Zelluntergang kénnen Schaden, die erst zu einem spéteren
Zeitpunkt manifest werden, leicht Gbersehen werden.
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5.2. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der postulierte HIF-1
Inhibitor YC-1 die hypoxie-induzierte Expression von HIF-1 und HIF-1 regulier-
ter Gene vermindert. Hypoxie alleine flhrte zu einer Reduktion der Zellprolifera-
tion, starke Hypoxie dagegen zur Induktion der Apoptose in Jurkat- und NCI-
H460-Zellen, was mit mitochondrialen Veranderungen und der Aktivierung von
Caspasen einherging. YC-1 verminderte das Wachstum von Tumorzellen in
Normoxie und verstarkte den Hypoxie-induzierten Wachstumsarrest. Darlber
hinaus wirkte YC-1 selbst zytotoxisch und verstarkte die hypoxie-induzierte
Apoptose. Mdgliche Mediatoren der YC-1 vermittelten zytostatischen und zyto-
toxischen Wirkung sind zum einen die von uns angestrebte HIF-1 Hemmung in
hypoxischen Zellen, zum anderen scheint es aber auch eine HIF-1 unab-
héngige Zytotoxizitdt zu geben, hier kann man sich gut vorstellen, dass das
zumindest teilweise an der Tragersubstanz DMSO liegt.

YC-1 verstarkte die Wirkung ionisierender Strahlung und verminderte die Hyp-
oxie-vermittelte Strahlenresistenz von Adenocarcinom und Lymphom Zellen.
Die Steigerung der Zytotoxizitat ionisierender Strahlung war sowohl in Kurzzeit-
assays zur Apoptose-Induktion als auch in Langzeitversuchen zu beobachten.
Hypoxie bewirkte eine Verschiebung von Zellen aus G2 in G0/G1 im Zellzyklus,
ein Effekt, der sich durch YC-1 umkehren lieB. In der Analyse Hypoxie-selektio-
nierter Zellen lieBen sich Veranderungen des Zellzyklus-Verhaltens nach-
weisen, die denen nicht-selektionierter hypoxischer Zellen &hnelten und sich
ebenfalls durch YC-1 umkehren lieBen.

Interessanterweise war YC-1 in der Lage, die Apoptoseresistenz Hypoxie-selek-
tionierter Tumorzellen gegentber Stimuli des mitochondrialen Apoptoseweges
zu Uberwinden. Die Kombination aus Bestrahlung und YC-1 erzielte in den
Hypoxie-selektionierten Zellen vergleichbare Effekte wie in nicht selektionierten
normoxischen Zellen.
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6. Abkilrzungen

DNA
PDGF
TGFo/B
GF
Her2/neu
pRb
PI3K
PKB
AIDS
BSE
uv

ER
NFkB

FADD
HIF
VHL
VEGF
EPO
YCA
cGMP
RNA
FACS
DMSO
TMRE
PARP
Foxo
X-iap

RT

Deoxyribonucleic Acid

platelet derived growth factor

tumor growth factor o/f3

growth factor

human epidermal growth receptor 2
Retinoblastomprotein
phosphatidylinositol 3 kinase
Proteinkinase B

acquired immunodeficiency syndrome
bovine spongiforme Enzephalopathie
ultraviolett

endoplasmatisches Reticulum

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells

Fas Associated Death Domain

hypoxia inducible factor

von Hippel-Lindau Protein

vascular endothelian growth factor
Erythropoeitin
3-(5"-Hydroxymethyl-2"-furyl)-1-benzylindazole
zyklisches Guanosinmonophosphat
ribonucleic acid

Fluorescence Activated Cell Sorter
Dimethylsulfoxid
Tetramethylrhodaminethylester
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
forkhead box o -Transkriptionsfaktoren
human X chromosome linked Inhibitor of
Apoptosis Protein

Strahlung (Radiatio)
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