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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Sauerstoff ist fiir alle biologischen Organismen essentiell und stellt die

Grundvoraussetzung fiir die Atmungsvorginge der aeroben Lebewesen dar.
1.1. Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Zelle

Sauerstoff wurde von dem Schweden Carl Wilhelm Scheele und dem Englinder Joseph
Priestley nahezu zeitgleich jedoch unabhingig voneinander entdeckt. 1771/1772 entdeckte
Scheele beim Erhitzen von Silber- und Quecksilbercarbonat, Quecksilberoxid, Kalium- und
Magnesiumnitrat ein Gas, das er zundchst als Feuerluft bezeichnete. Joseph Priestley
experimentierte ebenfalls mit Quecksilberoxid. 1774 erhitzte er diese Verbindung und
stellte den Sauerstoff mit durch eine Linse gebiindelten Sonnenstrahlen dar. Die
bekannteste Form des Sauerstoffs ist der zweiatomige Disauerstoff (O,). [Rompp Chemie
Lexikon, 1995].

1,2 — 1,5 Milliarden Jahre nach Entstehung der Erde entwickelten sich phototrophe
Organismen, die Photosynthese durchfiihren konnten. Diese neue Methode der
Energiegewinnung bewirkte eine Verdnderung der gesamten Biosphire. Die notwendige
Energie bezogen diese Organismen aus dem Licht, wihrend als Wasserstoffquelle Wasser
diente. Sauerstoff fiel bei der Photosynthese lediglich als Abfallprodukt an, was jedoch im
Laufe von Hunderten Millionen Jahren zu der heutigen sauerstofthaltigen Atmosphire
fihrte [Nelson und Cox, 2001]. Liegen photosynthetische und Sauerstoff-verbrauchende
Reaktionen in der Biosphire im Gleichgewicht, so entsteht ein geschlossener Sauerstoff-
Kreislauf (Abbildung 1) [Schifer, 2004].

Mehrzellige Organismen haben mit den Atemwegen und den Lungen ein komplexes
System entwickelt, um eine zuverldssige Verteilung von Sauerstoff im Organismus zu
gewahrleisten. Die grofle Oberfliche dieser Organe ermoglicht einen effizienten Austausch
von O, zwischen Luft und Blut. In den roten Blutzellen wird der Sauerstoff an den roten
Blutfarbstoff Hamoglobin gebunden. Die Zirkulation des Blutes durch den gesamten
Organismus ermoglicht eine ausreichende Sauerstoffversorgung. In der Zelle werden unter
Energiefreisetzung in der mitochondrialen Atmungskette vier Elektronen schrittweise auf
den Elektronen-Akzeptor Sauerstoff ibertragen, sodass zwei Molekile O,- entstehen,
welche mit freien Wasserstoffionen sofort zu H,O reagieren. Mit dieser Reaktion schlie3t

sich der biologische Kreislauf des Sauerstoffs (Abbildung 1) [Schifer, 2004]. Sauerstoff ist
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damit mafB3geblich an der Bildung des energiereichen Substrats Adenosintriphosphat (ATP)
beteiligt. ATP besteht aus einem Adeninrest, einer Riboseeinheit und drei Phosphatresten.
Ein Phosphatrest ist Gber eine Esterbindung an die Hydroxylgruppe der Riboseeinheit
gebunden, die beiden anderen iiber energiereiche Sdureanhydridbindungen. Die Hydrolyse
einer solchen Siureanhydridbindung setzt eine grof3e Menge Energie frei, die von der Zelle
in mechanische Arbeit umgesetzt, fir Biosynthesen oder den aktiven Transport von
Molekilen genutzt werden kann [Miuller-Esterl, 2004]. In eukaryontischen Zellen ist die
Bildung von ATP durch oxidative Phosphorylierung nur unter aeroben Bedingungen
moglich. Um auch bei sinkender Sauerstoff-Versorgung die Energieversorgung zu
gewihrleisten, haben fast alle Organismen und Gewebe die Moglichkeit, durch die
anaerobe Glykolyse ATP zu gewinnen. Allerdings betragt die dabei zu gewinnende ATP-
Menge lediglich 5%  verglichen mit der aeroben Glykolyse, bei der die
Stoffwechselprodukte weiter metabolisiert und schlief3lich in der Atmungskette oxidativ

phosphoryliert werden.

Wasser Oxidation

%

o, 20 -4¢
0, + 4 [H"] 2 H,0
O, +4e > 20%

= exergon

Sauerstoff Reduktion

Abb.1 Der biologische Kreislauf von Sauerstoff zwischen Atmosphire und Hydrosphire.
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1.2. Der Transkriptionsfaktor HIF-1

Um ausreichend Sauerstoff fur die entscheidenden Sauerstoff-abhingigen Prozesse im
Organismus zur Verfiigung zu stellen, bedarf es einer strikten Regulation der Sauerstoff-
Homoostase. Ubersteigt der Sauerstoffbedarf das Sauerstoffangebot, besteht also eine
Hypoxie, kommt es zu verschiedenen physiologischen Reaktionen im Organismus.
Beispielsweise steigt die Transportkapazitit des Blutes fiur Sauerstoff an, um die
Versorgung der Gewebe weiterhin zu gewihrleisten. Aulerdem gewinnt die Zelle das ATP
,vereinfacht® dber die anaerobe Glykolyse. Im Organismus gibt es hypoxische
Anpassungsmechanismen, die tber die sogenannten Hypoxie-induzierbaren Faktoren
(HIF) vermittelt werden. Sie regulieren auf transkriptioneller Ebene die Antwort des

Organismus auf den Sauerstoffmangel.

1.2.1. Der Aufbau von HIF-1

HIF-1 wurde durch Semenza und Wang [Semenza und Wang, 1992] identifiziert, die
zundchst im 3’ Enhancer des Erythropoietin Gens ein Hypoxie-responsibles Element
(hypoxia responsive element, HRE) entdeckten. Im darauffolgenden Jahr charakterisierten
die beiden Autoren HIF als ein phosphorylierungsabhingiges und redoxsensitives Protein,
das unter hypoxischen Bedingungen an die groBe Furche der DNA bindet [Wang und
Semenza, 1993]. Die erfolgreiche Klonierung, anschlieBende Aufreinigung und
Sequenzierung zeigte, dass es sich bei HIF um einen heterodimeren Komplex aus einem
neuen Protein namens HIF-la, und dem bereits als Bindungspartner des
Dioxin/Arylhydrocarbon Rezeptors (DR/AhR) bekannten Protein aryl-hydrocarbon
nuclear translocator (ARNT) handelt, welcher nun auch als HIF-1f3 bezeichnet witrd [Wang

und Semenza, 1995; Wang et al., 1995]. Fur HIF-loo wurde sowohl ARNT als auch
p300/CBP als Bindungspartner identifiziert [Li et al., 1996; Arany et al., 1996]. Nicht nur
HIF-1oo sondern auch HIF-18 gehoren zur Klasse der basischen helix-loop-helix
bHLH/PAS Proteine. Die a-Untereinheit ist 100-120 kDa grof3, die B-Untereinheit 91-94
kDa. In Abbildung 2 ist die Struktur von HIF-1o. und HIF-1f3 dargestellt.

Die bHLH-Domine vermittelt neben der Dimerisierung der Untereinheiten auch die
DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors, die PAS-Domine stellt einen zusitzlichen
Vermittler fir die Dimerisierung dar [Semenza, 1999]. PAS ist ein Akronym, das aus den
ersten Mitgliedern dieser Proteinfamilie: Per/ARNT/Sim zusammengesetzt ist [Taylor und

Zhulin, 1999]. HIF-1la  besitzt N-terminal und C-terminal eine nukledre
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Lokalisationssequenz (NLS), wobei nur die C-terminale NLS den Kernimport vermittelt
[Depping et al., 2005]. AuBerdem gibt es zwei transaktivierende Domainen (TAD) im
Carboxy-terminalen Bereich, die mit den Ko-Aktivatoren (z.B. CBP und p300) interagieren
und so die Transkription aktivieren. Beide TADs werden durch die inhibitorische Domine
(ID), die unter normoxischen Bedingungen die TAD-Aktivitit unterdriickt, voneinander
getrennt. Die N-terminale TAD wird von einer sauerstoffabhingigen Degradationsdomine

(oxygen dependen degradation domain, ODDD) tuberlagert, die fiir die normoxische
Instabilitit von HIF-1ow verantwortlich ist [Jiang et al., 1997; Pugh et al., 1997; Kallio et al.,
1998; Ema et al., 1999; Carrero et al., 2000].

=
g S
17— 7 85— 298 401— 0ODD 608 2
= e
] (]
158 228 531- N-TAD -574 = 786 -C-TAD- 826
Z S
L ]
H,N HLH A PAS B ~COOH
HIF-1a : 2
) Dimerisierung + DNA-Bindung , Erkennung durch pVHL/
E l

" Polyubiquitinierung

Transkriptionelle Aktivierung

HIF-13/ARNT H,N{ E_H ( PAS l - COOH

Abb. 2 Struktur des Transkriptionsfaktors HIF-1.

Kurz nach der Klonierung von HIF-1a wurde ein zweiter Hypoxie-induzierbarer Faktor,
HIF-2a, entdeckt. Dieser stimmt zu 48% mit der Sequenz von HIF-la iberein,
heterodimerisiert ebenfalls mit HIF-1B und bindet an die HREs [Tian et al., 1997; Ema et
al,, 1997]. Dartber hinaus weisen beide Proteine eine sehr dhnliche Struktur auf.
Untersuchungen von HIF-1a und HIF-2a zeigen, dass beide Proteine sowohl in Human-

als auch in Mausgewebe stindig sauerstoffunabhingig exprimiert werden [Tian et al., 1997;

Ema et al., 1997; Flamme et al., 1997; Wenger et al., 1997; Wiesener et al., 1998]. Gu et al.
fanden 1998 [Gu et al, 1998] noch ein drittes HIF-Protein (HIF-3a). Neben der
Dimerisierung mit HIF-13 und der Bindung an die HRE-Sequenzen der DNA, ist es auch
in der Lage, Reportergenexpression Hypoxie- und HIF-1B-abhingig zu induzieren. Eine

Splicevariante von HIF-3al, das sogenannte ,,inhibitory PAS®“ (IPAS), wurde von Makino
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et al. [Makino et al., 2001] identifiziert. Das Protein scheint als dominant-negativer
Regulator von HIF-1 zu funktionieren, indem es mit der N-terminalen Region von HIF-1a
interagiert und so die DNA-Bindung verhindert. IPAS wird in den Purkinje Zellen des
Kleinhirns und der Hornhaut des Auges exprimiert und ist in der Lage einer hypoxisch-
induzierten Angiogenese entgegenzuwirken. In Herz und Lunge ist IPAS hypoxisch
induzierbar und fihrt in diesen Geweben moglicherweise zu einem negativen

Rickkopplungsmechanismus der HIF-Aktivitit [Makino et al., 2002].

1.2.2. Die Zielgene von HIF-1

HIF-1 bindet an die HREs mit der Sequenz (A/G)CGTG in den regulierenden Regionen
der Zielgene, was zu einer Steigerung der Genexpression fiithrt [Semenza und Wang, 1992;
Kvietikova et al., 1995; Wenger et al., 1998].Viele dieser HIF-1-Zielgene kénnen nach ihrer
Funktion geordnet werden. Beispielsweise wird die Transportkapazitit der roten
Blutk6rperchen fiir Sauerstoff durch Gene, die an der Erythropoiese beteiligt sind, erhoht.
Dazu gehoren das Erythropoietin (Epo) sowie einige Gene die am Eisenstoffwechsel
beteiligt sind und die Himbildung kontrollieren. Neben dem vaskuliren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF), der die Angiogenese induziert, sind auch die fir die
Glukoseaufnahme und Glykolyse verantwortlichen Gene direktes Ziel von HIF-1. Damit
werden sowohl kurzfristige, hypoxisch induzierte Reaktionen, wie Erythropoiese und
Glykolyse, als auch langfristige Reaktionen wie die Angiogenese reguliert [Bracken et al.,
2003]. Aber es scheint, als ob HIF sehr viel mehr Prozesse reguliert. Es wurden bereits
erste Hinweise gefunden, dass HIF an der Regulierung der Adipogenese [Yun et al., 2002],
der Apoptose [Bruick, 2000], Entwicklung der B-Lymphozyten [Kojima et al., 2002] und
der Karotiskérperchen-Entwicklung [Kline et al., 2002] beteiligt ist. Tabelle 1 zeigt eine
Auflistung einiger HIF-1-Zielgene.
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Tab.1 HIF-1-Zielgene. Fine ausfiihrliche Ubersicht findet sich bei Semenza [Semenza, 2003].

Zielgene von HIF-1

Zellproliferation IGF-2, TGF-a, TGF-B3, u. a.

Uberleben der Zellen EPO, NOS-2, VEGF, u. a.

Motilitat TGF-a, LRP-1, u. a.

Zelladhasion MIC-2

Erythropoiese EPO

Angiogenese VEGF, TGF-83, EG-VEGF, u.a.

Vaskularer Tonus AlB-adrenerger Rezeptor, Haemoxygenase-1, NOS-2 u.a.
Transkriptionelle Regulation  pgEC-1, NUR-77, u. a.

pH-Regulation Carboanhydrase 9

Eisenstoffwechsel Ceruloplasmin, Transferrin, Transferrin-Rezeptor
Glukosestoffwechsel GLUT-1, GAPDH, PGK-1, u. a.

1.2.3. HIF-1 Knock-out Miuse

Miuse, in denen das HIF-1a. Gen ausgeschaltet ist, sogenannte HIF-1a -/- Knock-out
Miuse, sind nicht lebensfihig - die Embryonen sterben bereits an Tag 11 der
Embryonalentwicklung. Diese Embryonen entwickeln einen Phinotyp, der mit defekter
Gefif3bildung, kardiovaskulirer Fehlbildungen und Neuralrohrdefekten aufgrund des
Absterbens von mesenchymalen Zellen einhergeht. HIF-1a -/- embryonale Stammzellen
zeigen neben einer verminderten Proliferation auch niedrigere Spiegel hypoxisch-
induzierbarer HIF-1-Zielgene [Iyer et al, 1998; Kotch et al., 1999]. Sind die Miuse
heterozygot, also HIF-1 +/-, entwickeln sich die Tiere normal, allerdings sind einige
physiologische Funktionen verglichen mit den Wildtyp-Tieren verindert. Bei einer
andauernden Hypoxie entwickeln sie eine Hypertrophie im rechten Ventrikel des Herzens,

Lungenhochdruck, ein verringerter Anstieg der Erythrozytenzahl sowie eine anormale

vaskulire GefiBumbildung [Kline et al., 2002; Yu et al., 1999].

1.2.4. Die Regulation von HIF-1

Unter normoxischen Bedingungen ist die a-Untereinheit instabil und wird rasch abgebaut
[Wang et al., 1995; Yu et al., 1998; Huang et al., 1998]. Dieser Abbau wird durch die

sauerstoffabhingige Degradationsdomine (ODDD) des HIF-1a kontrolliert [Huang et al.,
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1998], in der zwei Prolinreste Pro-402 und Pro-564 hydroxyliert werden [Masson et al.,
2001; Jaakkola et al., 2001; Ivan et al., 2001]. Diese Reaktion wird durch die HIF-la-
spezifischen Prolylhydroxylase-Domine enthaltenden Enzyme (PHDs) katalysiert. PHDs
gehéren  zur  Enzymklasse der 2-Oxoglutarat-abhingigen und Fe*'-abhingigen
Dioxygenasen [Epstein et al., 2001]. Im menschlichen Organismus werden mindestens drei
verschiedene HIF-oo PHDs exprimiert; dabei ist PHD-1 ausschlieBlich im Zellkern, PHD-2
hauptsichlich im Zytoplasma und PHD-3 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma
lokalisiert [Huang et al., 2002; Metzen et al., 2003].

Sauerstoff bindet an das Fe** der PHDs und wird gespalten, wobei ein O zum Prolinrest
gelangt, wihrend das andere O bei der Umwandlung von 2-Oxoglutarat zu Succinat das
CO, bildet. In dieser Reaktion verhindert Ascorbat die spontane Oxidation von Fe**
[Knowles et al., 2003]. Da die PHDs fiir ihre Enzymaktivitit Sauerstoff benotigen, werden
sie als die physiologischen Sauerstoff-Sensoren bezeichnet. Unmittelbar nach
Hydroxylierung der Proline bindet dort das ,,von Hippel-Lindau®“ Genprodukt (pVHL)
[Jaakkola et al., 2001; Ivan et al., 2001], das als Substrat fir die E3-Ubiquitinligase dient
[Maxwell et al., 1999; Ohh et al., 2000]. Diese polyubiquitiniert das HIF-1a, was daraufhin
im 26S Proteasom der Zelle abgebaut wird [Salceda und Caro, 1997; Huang et al., 1998].
Neben der Hydroxylierung der beiden Proline wird in Gegenwart von Sauerstoff auch ein
Asparaginrest in Position 803 hydroxyliert, vermittelt durch die HIF-la. Asparaginyl-
Hydroxylase, auch als ,,Factor-inhibiting HIF“ (FIH) bezeichnet. Dadurch wird die
Bindungsfihigkeit von HIF-lao an den transkriptionellen Ko-Aktivator CBP/p300
abgeschwicht [Lando et al., 2002; Dann et al., 2002; McNeill et al., 2002; Metzen et al.,
2003].

Da molekularer Sauerstoff fur die Aktivitit der PHDs und des FIH essentiell ist, kann

HIF-Ta unter hypoxischen Bedingungen folglich nicht abgebaut werden. Uber Bindung an
Importin o gelangt HIF-1o in den Zellkern [Depping et al., 2005], wo es mit HIF-1f3

dimerisieren und schlief3lich als Dimer an die HRE der Promotor- oder Enhancerregion
von Sauerstoff-abhingigen Genen binden kann [Semenza et al., 1996; Camenisch et al.,
2001]. Die hydroxylierenden Enzyme benétigen neben dem molekularen Sauerstoff auch
Fe** fiir ihre katalytischen Reaktionen. Der Abbau von HIF-1a kann so beispielsweise
durch Eisenchelatoren wie Desferrioxamin (DFO) [Masson und Ratcliffe, 2003] oder auch
durch Kobaltchlorid, dessen Wirkung vermutlich auf die Verdringung des Eisens aus dem

aktiven Zentrum der PHDs zuriickzufiihren ist [Epstein et al., 2001], verhindert werden.
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Die normoxische und hypoxische Regulation von HIF-1a ist in Abbildung 3 in einem

Schema dargestellt.
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Abb. 3 Die Regulation von HIF-1.

1.2.5. Die Rolle der Kinasen bei der HIF-1-Aktivierung

Sowohl an der hypoxischen als auch an der Liganden-induzierten HIF-1-Aktivierung sind
zwei Phosphorylierungswege beteiligt: der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K/Akt)-Weg
und der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Weg [Hellwig-Biirgel et al., 2005a]. Die
PI3K gehort zu einer weit verbreiteten Familie von intrazelluliren Regulationsproteinen,
die durch die Evolution konserviert wurden. In den Wirbeltieren sind vier verschiedene
PI3K-Gene beschrieben [Wymann und Pirola, 1998; Vanhaesebroeck et al., 2001]. Einige

Gruppen zeigen, dass eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zu einem Anstieg der

HIF-1a-Proteinmenge fithrt [Sodhi et al.,, 2001; Zhong et al., 2000; Chan et al., 2003],
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wihrend andere Autoren diese Bezichung nicht bestitigen [Alvarez-Tejado et al., 2002;
Arsham et al., 2002]. Die HIF-1a-Proteinsynthese wird durch Liganden wie Insulin [Zelzer
et al., 1998; Feldser et al.,, 1999; Jiang et al., 2001; Stiehl et al., 2002], Insulin-dhnliche
Wachstumsfaktoren (IGFs) [Zelzer et al., 1998; Feldser et al., 1999; Shibata et al., 2003]
und Heregulin [Laughner et al., 2001], die tber den PI3K/Akt-Signalweg wirken, induziert
[Treins et al, 2002]. Durch Inhibitoren des PI3K/Akt-Weges, wie Wortmannin und
LY294002, wird die hypoxisch oder Liganden-induzierte HIF-la-Akkumulierung
verhindert [Jiang et al., 2000; Sandau et al., 2001]. Wird mTOR (mammalian target of
rapamycin), das PI3K/Akt im Signalweg nachgeschaltet ist, mit Rapamycin gehemmt, so
sind in humanen Prostatakarzinom-Zellen [Zhong et al., 2000] und Mammakarzinom-
Zellen (MCF-7) [Laughner et al., 2001] reduzierte HIF-o-Spiegel zu finden, was allerdings
fir die Maus-Fibroblasten-Zelllinie 3T3 nicht bestitigt werden konnte [Laughner et al.,
2001]. Eine Hemmung der PI3K fithrt weiterhin zu einer reduzierten Bildung von
Hitzeschock-Protein 90 (HSP 90) und Hitzeschock-Protein 70 (HSP 70), die als Chaperone
an der Stabilisierung des HIF-1a-Proteins beteiligt sind [Zhou et al., 2004].

Die Phosphorylierung des HIF-1a in der C-TAD wird durch die p38 oder p42/44 MAPKSs
katalysiert, was zu einem Anstieg der transkriptionellen Aktivitit des HIF-1-Komplexes
fihrt [Richard et al., 1999; Minet et al., 2000]. Wird die MAPK-Kinase-1 (MEK-1) mit dem
Inhibitor PD98059 blockiert, ist zwar in den meisten Zelllinien kein Einfluss auf die
Stabilitit des HIF-1o zu beobachten, aber es hemmt das transaktivierende Potential von
HIF-1 [Hur et al., 2001; Sodhi et al., 2000]. Nach einer Untersuchung von Sang et al. [Sang
et al.,, 2003] wird deutlich, dass die Phosphorylierung der C-TAD scheinbar nicht so
wichtig ist wie die der Transkriptionsfaktoren. Tatsichlich wird p300 durch die p42/44
MAPK' phosphoryliert, was die Interaktion von p300 mit der C-TAD von HIF-la
erleichtert; diese kann durch die Hemmung der MAPK verhindert werden [Sang et al.,
2003; Gusterson et al., 2002].

1.2.6. Die normoxische Induktion von HIF-1a

Einige Peptidmediatoren wurden bereits entdeckt, die eine HIF-1a-Akkumulierung und
HIF-1-DNA-Bindung auch in Normoxie hervorrufen kénnen. Dazu gehdren neben den
Zytokinen sowohl Hormone wie Insulin oder IGF-1 und IGF-2 als auch vasoaktive
Peptide wie Angiotensin II. Alle erwihnten Faktoren steigern auch die hypoxische HIF-1-
Induktion, was moglicherweise im Vergleich zur normoxischen Induktion eine weit

groBBere funktionelle Relevanz haben konnte [Hellwig-Burgel et al., 2005b]. 1999 zeigten

9



EINLEITUNG

Hellwig-Birgel et al. [Hellwig-Burgel et al.,, 1999], dass eine Behandlung der humanen
Hepatomzelllinie HepG2 mit den Zytokinen Intetleukin 1-f (IL-1B) und dem Tumot-
Nekrose-Faktor-o. (INF-0) zu einem Anstieg der HIF-1-Aktivitit fithrt. Interessant war
dabei, dass IL-1B nicht nur die HIF-la-Proteinmenge sondern auch die HIF-1-DNA-
Bindung in normoxisch inkubierten HepG2-Zellen erhoéhte. Bei TNF-au ist zwar eine
Steigerung der HIF-1-DNA-Bindung zu beobachten, allerdings bleibt der HIF-la-
Proteingehalt im Zellkern unverindert. Die HIF-1oo mRNA Spiegel werden weder von IL-

1B noch von TNF-a beeinflusst. Der IL-1B- und TNF-a-Effekt ist auch in anderen
Zelllinien zu finden (siche Tabelle 2).

10
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Tab.2 Zelllinien, die durch Zytokinbehandlung unter normoxischen Bedingungen HIF-1la
induzierbar sind

Zytokine Zelllinie Quelle
IL-1 Humane Hepatomzellen (HepG2) [Stiehl et al., 2002]
[Hellwig-Birgel et al., 1999]
Humane primére renale proximale tubulére [El Awad et al., 2000]
Zellen [Hellwig-Biirgel et al., 2005a]
Humane gingivale/synoviale Fibroblasten [Thornton et al., 2000]
Humane Lungenepithelzellen (A549) [Jung et al., 2003b]
TNF-a Humane Hepatomzellen (HepG2) [Hellwig-Birgel et al., 1999]
Humane embryonale Nierenzellen (HEK-293) [Jung et al., 2003a]
[Zhou et al., 2003]
Humane Mammacarcinomzellen (MCF-7) [Jung et al., 2003a]
Renale tubulare Zellen des Schweins [Sandau et al., 2001]
[Zhou et al., 2003]
Polymorphkernige Zellen und Makrophagen [Albina et al., 2001]
der Ratte
Fotale alveolare Typ Il Epithelzellen der Ratte  [Haddad und Land, 2001]
Mausfibroblasten (3T3) [Jung et al., 2003a]
TGF-B Humane Fibrosarkomzellen (HT-1080) [Shih und Claffey, 2001]
Humane vaskulare glatte Muskelzellen der [Gorlach et al., 2001]
Aorta
FGF-2 Humane embryonale Nierenzellen (HEK-293) [Feldser et al., 1999]
EGF Vaskulare glatte Muskelzellen der Ratte [Richard et al., 2000]
Humane embryonale Nierenzellen (HEK-293) [Feldser et al., 1999]
Humane Prostatakrebszellen (PC-3, DU 145, [Zhong et al., 2000]
TSU, PPC-1)
Heregulin Humane Brustkrebszellen (MCF-7) [Jiang et al., 2001]
HGF Humane Hepatomzellen (HepG2) [Laughner et al., 2001]
PDGF Primare vaskulare glatte Muskelzellen der [Tacchini et al., 2001]

Ratte
Humane vaskulare glatte Muskelzellen der
Aorta

[Richard et al., 2000]
[Gorlach et al., 2001]

Scharte et al. [Scharte et al., 2003] haben IL-1B, TNF-o und Interferon y (IFN-y) in

Kombination zu normoxisch inkubierten Dinndarmepithelzellen der Ratte gegeben (Linie

JEC-06), was die HIF-1a. Akkumulation und die HIF-1-abhingige Genexpression induziert.

Obwohl bei dieser Behandlung die NO-Synthese stimuliert wird, kann die durch HIF-1
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induzierte Genexpression nicht durch den NO-Synthese-Inhibitor N-iminoethyllysin
Hydrochlorid blockiert werden. Dies weist darauf hin, dass proinflammatorische Zytokine
tber einen NO-unabhingigen Mechanismus wirken. IL-1 und TNF-a sind in der Lage
verschiedene intrazellulire Signalwege, wie die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), p38
mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), p42/p44 MAPK, c-jun-terminale Kinase

(JNK)/stressaktivierte Proteinkinase (SAPK) sowie den nukleiren Faktor kB (NF-kB),
anzuschalten [Hellwig-Birgel et al., 2005b]. Die Stabilisiertung von HIF-1ot durch IL-1
und TNF-o benétigt dafiir die PI3K [Stiehl et al, 2002; Sandau et al., 2001].
Untersuchungen von Jung et al. [Jung et al., 2003b] an humanen Lungenepithelzellen (Linie
A549) ergaben, dass IL-1B die HIF-la-Spiegel iber zwei Wege induziert. Einerseits

stimuliert 1L-18 die HIF-la-Produktion durch die Aktivierung von NF-kB iber
PI3K/Akt/mTOR, andererseits hemmt es auch den pVHL-abhingigen Abbau von HIF-

lo. In primidren humanen renalen proximalen tubuliren Zellen wurde gezeigt, dass eine
Hemmung der PI3K den Verlust der IL-1B-induzierten HIF-1o-Stabilisierung zur Folge
hat [Hellwig-Burgel et al, 2005b]. Auch fir eine durch TNF-a hervorgerufene
normoxische HIF-la-Akkumulierung ist eine PI3K-abhingige Aktivierung von NF-kB

notwendig [Jung et al., 2003a; Reddy et al., 2000]. Um HIF-1a zu induzieren ist zwar eine
gesteigerte Transkription notwendig, doch haben verschiedene Gruppen [Hellwig-Burgel et
al., 1999; Scharte et al., 2003; Jung et al., 2003a; Zhou et al., 2003], mit einer Ausnahme

[Thornton et al., 2000], herausgefunden, dass die Transkription des HIF-1a-Gens durch
TNF-a nicht beeinflusst wird. Allerdings konnten Zhou et al. 2003 [Zhou et al., 2003]
zeigen, dass eine Behandlung von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK) und renalen
tubuliren Schweinezellen (Linie LLC-PK1) mit TNF-a eine ubiquitinierte Form von HIF-
la stabilisiert, an die pVHL immer noch binden kann. Daraus ergibt sich, dass entweder
noch eine ausreichende Menge von nicht ubiquitiniertem HIF-lo fir den Kernimport
vorhanden ist, oder aber, dass das ubiquitinierte HIF-la. in der Lage ist, aktive

Transkriptionskomplexe mit HIF-1f zu bilden.

1.3. Entziindung

Bei einer Entziindung handelt es sich um eine Antwort des Gewebes auf eine Schidigung

oder Infektion. Es gibt vier typische Symptome, die eine Entziindung charakterisieren:
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Rétung (rubor), Schwellung (tumor), Wirme (calor) und Schmerz (dolor). Diese werden
durch  die FEinwanderung  weiller  Blutzellen  ausgelost, die  verschiedene
Entzindungsmediatoren abgeben. Bei der Einleitung einer solchen Entziindungsreaktion
spielen die beiden Zytokine TNF-a und IL-1 eine wichtige Rolle. Sie werden von Zellen
des angeborenen Immunsystems, den Makrophagen, gebildet und wirken proentziindlich.
Durch die Bindung an die Zelloberflichen-Rezeptoren aktivieren sie NF-kB, was
wiederum zur Transkription von mehr als 60 bekannten Genen, die an der

Entziindungsreaktion beteiligt sind, fihrt. Bei den Siugetieren sind fiinf NF-kB-Proteine
bekannt (RelA, RelB, NF-kB 1 und NF-kB 2), die Hetero- und Homodimere bilden
[Hayden und Ghosh, 2004]. Sie werden als Dimere in groflen Proteinkomplexen durch
inhibitorische Proteine, die als IkB bezeichnet werden, inaktiv im Zytoplasma
zurtickgehalten [Greten und Karin, 2004; Hayden und Ghosh, 2004]. Bei einer Entziindung
l6sen die Signalmolekiile IL-1 und TNF-a einen Signalweg aus, der zu Phosphorylierung,
Ubiquitinierung und schlieSlich zum Abbau von IxkB und so zu einer Aktivierung der

Dimere fithrt. Dadurch wird die NLS der NF-kB-Proteine freigelegt, sie wandern in den

Kern und initiieren die Transkription spezifischer Gene [Ghosh und Karin, 2002].

1.3.1. Glukokortikoide und Glukokortikoid-Rezeptor (GR)

Glukokortikoide gehdren zur Klasse der stressinduzierbaren, endogen synthetisierten
Steroidhormone. Sie regulieren eine Vielzahl biologischer Funktionen auf zell-, gewebe-
und organspezifischer Ebene wie Entwicklung, Wachstum, Stoffwechsel, Verhalten und
Apoptose. Unter Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse werden
diese Hormone in der Nebennierenrinde gebildet und tber das Blut an ihre Wirkorte
transportiert [Barnes et al.,, 1998; Sapolsky et al., 2000]. Glukokortikoide sind die weltweit
am meisten verschriecbenen Substanzen. Aufgrund ihrer antiinflammatorischen und
immunsupprimierenden Effekte werden sie in der Therapie von Asthma, Dermatitis,
Rheumatoider  Arthritis, Transplantatabstossungen sowie Autoimmunerkrankungen
eingesetzt [Coghlan et al., 2003; Barnes et al., 1995; Langhoff et al., 1986]. Ihre lipophilen
Eigenschaften lassen sie frei durch die Zellmembran diffundieren und im Zytoplasma mit
dem Glukokortikoid-Rezeptor (GR) interagieren. Die meisten hormon-induzierten
Reaktionen werden tber diesen Rezeptor vermittelt.

Der GR gehort zur Thyroid/Steroid Hormonrezeptor-Superfamilie und besitzt drei

Dominen: eine N-terminale transaktivierende Domine, eine zentrale Domine mit zwei

13
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Zinkfinger-Regionen, die DNA-Bindung und Rezeptordimerisierung vermittelt, sowie eine
C-terminale Ligandenbindungsdomine [Giguere et al., 1986; Beato et al., 1995; Oro et al,,
1988]. In Abbildung 4 ist die Struktur des GR dargestellt.

NH, I NLS Ty ZINKFINGER v .COOH

Dimerisierun o
<+ DNA-Bindun§+ ¢ Steroidbindung -

Abb. 4 Struktur des GR.

Im inaktiven Zustand ist der GR mit zwei HSP 90 und verschiedenen Immunophilinen
verbunden. Wird der Rezeptor aktiviert, kommt es zu Konformationsinderungen, die HSP
90-Proteine losen sich vom Rezeptor und legen damit dessen NLS frei [Isohashi und
Okamoto, 1993; Okamoto et al., 1993]. Glukokortikoide entfalten ihre Wirkung tiber zwei
Mechanismen. Bei der Transaktivierung gelangen die Rezeptoren iber nukledre
Translokationsproteine als Homodimere in den Zellkern, interagieren dort mit dem
Glukokortikoid responsiblen Element (GRE) und aktivieren so die Transkription [Refojo
et al., 2001]. Bei der Transrepression kommt es tber eine Protein-Protein-Wechselwirkung
des GR mit einem anderen Transkriptionsfaktor zu einer Hemmung der Transkription von
Zielgenen [Dumont et al., 1998]. Die Interaktionen zwischen dem aktivierten GR und den
Transkriptionsfaktoren finden sowohl im Kern als auch im Zyptoplasma statt [Adcock et
al., 1996]. Es gibt also zwei Hauptwege, tber die der GR die Transkription regulieren
kann: 1. die Bindung des GR an ein positives GRE oder an ein negatives nGRE oder 2.
transkriptionelle Interferenz iber die Wechselwirkung des GR mit anderen
Transkriptionsfaktoren [Karin, 1998].

Glukokortikoide beeinflussen die Chromatinstruktur. In Form von Nukleosomen wird die
chromosomale DNA um Histonmolekiile gewunden. FEinige Transkriptionsfaktoren
interagieren mit groBen Ko-Aktivator-Molekilen, wie das CREB binding protein (CBP)
und dem dazugehorigen Protein p300, die an das Transkriptionsfaktor System binden
[Janknecht und Hunter, 19906]. Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NF-kB und STAT sind in
der Lage direkt an das CBP zu binden [Arias et al., 1994; Kamei et al., 1996;Zhang et al.,
1996;Perkins et al., 1997]. Aufgrund einer begrenzten Menge an Bindungsstellen kommt es

zwischen den Transkriptionsfaktoren zu einer Konkurrenz [Barnes et al., 1998].
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Zunichst wurde der transrepressive Mechansimus der Glukokortikoide beschrieben,
nimlich die Interaktion zwischen AP-1 und dem GR. Damit wurde die
entziindungshemmende Aktivitit der Glukokortikoide gezeigt, die durch die AP-1
Bindungsstelle des Kollagenase-Promotors hervorgerufen wird [Jonat et al., 1990; Schule et

al., 1990]. Eine Hemmung der NF-kB-Aktivitit durch Steroide ist fiir den durch den GR

vermittelten antiinflammatorischen Mechanismus hilfreich, da NF-kB in fast allen Zellen
des Immunsystems zu finden ist und die meisten Gene der proinflammatorischen Zytokine
durch diesen Faktor positiv reguliert werden [Refojo et al, 2001]. Der molekulare
Mechanismus, tiber den Glukokortikoide die biologische Funktion der Zytokine unter NIF-

KkB-Regulation antagonisieren, kann tber zwei Wege ausgeibt werden [Wissink et al.,
1998]. Ein Weg beinhaltet die physikalische Interaktion zwischen dem GR und NF-xB
[Scheinman et al, 1995], wobei sowohl der Transkriptionsfaktor als auch der GR
transkriptionell nicht aktiv sind. Wihrend der GR mit dem aktivierten NF-kB interagiert,

verhindert es die Wechselwirkung von NF-kB mit kB-Bindungsstellen [Scheinman et al.,
1995; Mukaida et al., 1994]. Diese Beobachtungen konnten jedoch von anderen Autoren
nicht bestitigt werden [De Bosscher et al., 1997; Nissen und Yamamoto, 2000]. Bei dem
zweiten Mechanismus wird IkB durch Glukokortikoide induziert [Scheinman et al., 1995;

Auphan et al., 1995], was jedoch nicht bei allen Zelllinien stattfindet [Studer et al., 2000;
Adcock et al., 1999; Steer et al., 2000]. Hier wird die NF-kB transkriptionelle Aktivitit
dadurch geblockt, dass eine groBere Menge IkB-Protein mit aktiviertem NF-kB-Protein
reagiert [Refojo et al., 2001]. Die Wechselwirkung des GR mit NF-kB oder AP-1 hemmt

die Genexpression der proinflaimmatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o und erklirt
gleichzeitig die inhibitorischen Effekte von Steroiden auf Genexpression, Synthese und
Ausschuttung von Zytokinen [Snyder und Unanue, 1982; Beutler und Cerami, 19806; Steer
et al., 2000; Brack et al., 1997; Chensue et al., 1991; Joyce et al., 1997; Steer et al., 1997
Garrelds et al, 1999]. Dariiber hinaus kénnen die Funktionen der proentziindlichen
Zytokine IL-1 und TNF-a durch NF-kB und AP-1 zum Kern vermittelt bzw. durch
Glukokortikoide gehemmt werden [De Bosscher et al,, 2001; Scheinman et al., 1995;
Vanden Berghe et al., 1999; Ray et al., 1997].

Aus diesen Erkenntnissen ergibt sich eine neue potentielle therapeutische
Anwendungsmoglichkeit.  Wahrend die  antiinflammatorischen ~ Wirkungen — der
Glukokortikoide tber den Transrepressions-Mechanismus laufen, werden die

metabolischen und endokrinen Nebenwirkungen einer Glukokortikoid-Therapie tiber den
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Transaktivierungs-Mechanismus vermittelt. Daraus entstanden Bemithungen, moglichst
GR-Mutanten und Pharmaanaloga zu entwickeln, deren Wirkung nur iber einen
Mechanismus vermittelt wird, um die Nebenwirkungen der Glukokortikoid-Therapie zu
reduzieren [Vanden Berghe et al., 1999; Heck et al., 1994; Heck et al., 1997; Vayssiere et al.,
1997; Tao et al., 2001].

1.3.2. HIF-1 und Entziindung

Wie bereits unter 1.2.6. erldutert, kénnen Entziindungsmediatoren wie IL-1, TNF-a oder
NO HIF-1 auch unter normoxischen Bedingungen stabilisieren. Viele der Zytokine, die
HIF-1 induzieren, stimulieren auch die VEGF-Genexpression, wie z.B. TGF-f und EGF
[Hellwig-Biirgel et al.,, 2005b]. Die Genexpression des Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) witrd bei Hypoxie hochreguliert und kann selbst wiederum die HIF-1-abhingige
Genexpression durch einen autokrin-parakrinen Weg stimulieren [Zhang et al., 2003]. HIF-
1 vermittelt die Expression von Genen, die fiir Angiogenese, Vasodilatation, vaskulire
Permeabilitit, Glukoseaufnahme und Glykolyse verantwortlich sind. Diese gesteigerte
Expression erscheint bei einer Entziindung sinnvoll, um den gesteigerten Nahrstoffbedarf
der entzindeten Gewebe zu decken [Bilton und Booker, 2003]. Dass HIF-1 ein Mediator
fur Immunreaktionen ist, wird sowohl durch klinische Befunde als auch durch
tierexperimentelle Studien belegt. Makrophagen in rheumatoider Synovia zeigen im

Gegensatz zu normaler Synovia hohe HIF-1a-Spiegel [Hollander et al., 2001]. Albina et al.
[Albina et al., 2001] finden heraus, dass unter TNF-a.- aber nicht unter 1L.-13-Behandlung
von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, die aus dem
Entzindungsgewebe kinstlicher Wunden in Ratten isoliert werden, das HIF-la-
Protein erhoht ist. Auch Scheid et al. [Scheid et al., 2002] detektieren am Rand von
kiinstlich erzeugten Wunden am Schaf signifikant erhohte HIF-1a-Spiegel wahrend der
inflammatorischen Phase der Wundheilung. Wird HIF-1a in Makrophagen zielgerichtet
zerstort, fihrt das unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen zu einem Verlust
der Geninduktion von VEGF, des glykolytischen Enzyms Phosphoglycerat-Kinase und
dem Glukose-Transporter GLUT-1 [Cramer et al., 2003]. Bei der Wundheilung und

anderen Krankheitsbilder kénnte durch Férderung der Angiogenese eine Stabilisierung von

HIF-1aw durch hypoxische Mimetika vorteilhaft sein [Giaccia et al., 2003]. HSP 90-

Antagonisten wie beispielsweise das Antibiotikum Geldanamycin, wirken antikanzerogen.
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Diese Wirkungen werden zumindest teilweise auf die Destabilisierung von HIF-1a und der
damit verbundenen Abnahme der HIF-1-abhingigen Genexpression zurtickgefithrt [Isaacs
et al,, 2002]. Fur die Cyclooxigenase-2 (COX-2) und deren physiologisches Produkt
Prostaglandin E, (PGE,) konnten Jung et al. [Jung et al.,, 2003b] zeigen, dass sie eine
Hochregulierung von HIF-loo in humanen Lungenepithel-Zellen und Kolon-Zellen
bewirken. Nichtsteroidale antiinflammatorische Medikamente (NSAID) blockieren die
Prostaglandin-Synthese, u. a. iber Hemmung der Angiogenese, und beeintrichtigen so die
Heilung gastrointestinaler Ulzera sowie das Wachstum von Kolon-Tumoren. Die HIF-1-
abhingige Genexpression wird beztliglich VEGF und dessen Rezeptor Flt 1 reduziert, da
NSAID die Bildung von pVHL induzieren und dieses wiederum fir die Ubiquitinierung
von HIF-1a benétigt wird, was schliefSlich den Abbau des Proteins im Proteasom einleitet

[Jones et al., 2002].

1.4. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit war bereits bekannt, dass verschiedene Substanzen, u.
a. die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o [Hellwig-Biirgel et al., 1999], in der
Lage sind, auch unter normoxischen Bedingungen HIF-1 zu stabilisieren. Dies war ein

erster Hinweis auf die Verbindung zwischen HIF-1 und Entziindung. 2002 entdeckten
Scheid et al. [Scheid et al., 2002] wihrend der inflammatorischen Phase der Wundheilung
an den Rindern kiinstlich erzeugter Wunden im Schaf erhéhte HIF-1a-Spiegel. Und auch
mit den Ergebnissen von Cramer et al. [Cramer et al., 2003] an Makrophagen, waren
weitere Anzeichen fir die Beteiligung von HIF-1 an der Entziindungsantwort gefunden.
Da Glukokortikoide zur Behandlung der Entziindung eingesetzt werden und bekannt ist,
dass sie eine starke antientziindliche Wirkung haben, kam die Frage auf, ob eine
Glukokortikoid-Behandlung méglicherweise HIF-1 beeinflusst oder sogar tber dieses
Protein seine Wirkung vermittelt. Dazu wurden Untersuchungen an der Hepatomzelllinie
HepG2, der Hepatomzelllinie Hep3B und den aus diesen Zelllinien hervorgegangenen
HRG-1 sowie HRB-5-Zellen, denen ein HIF-1 abhingiges Reportergen stabil transfiziert
wurde, durchgefiihrt. Weitere Untersuchungen erfolgten an den Zervix-Karzinomzellen
Hela und primar kultivierten humanen Fibroblasten. Die Zellen sollten wihrend der
Behandlung mit Glukokortikoiden sowohl unter normoxischen (20% O,) als auch

hypoxischen (3% O,) Bedingungen inkubiert werden. Um festzustellen, ob
Glukokortikoide auch das durch IL.-1B induzierte HIF-1 beeinflussen, sollten die Zellen
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zum Teil vor der Behandlung mit IL-1P stimuliert werden. Es sollten Methoden eingesetzt

werden, die u. a. Aussagen iiber mogliche Verinderungen des HIF-1a-Proteingehaltes,
Abweichungen der transkriptionellen Aktivitit von HIF-1 und eine Protein-Protein-
Wechselwirkung zwischen HIF-1 und dem GR erlauben. Mit der vorliegenden Arbeit sollte
die Frage geklirt werden, ob die Hemmung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 durch

Glukokortikoide einen neuen antiinflammatorischen Mechanismus darstellt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Ampicillin
Ammoniumpersulfat (APS)
Bacto Agar

Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassieblau

Dithiothreitol (DTT)
DABCO (1,4-Diazobicyclo|2,2,2]-Octan)
DMSO

DNA GroéBenmarker

dNTP

ECL

Ethanol 96%
Ethidiumbromid

EDTA

Fetales Kilberserum (FCS)
FuGene6

G418

L-Glutamin

Glycerin

Glycin

Guanidin Thiocyanat

HEPES

NP-40

Isopropanol
Magnesiumchlorid

Methanol

B-Mercaptoethanol

Mowiol 4-88

Oligonucleotide
Penicillin/Streptomycin
Phenol

Phosphorsiure

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
Poly-dldC

Lachs Testis DNA

Sephadex G-50

SDS

Natriumpyruvat und Natriumpyrodox
N, N, N', N' — Tetramethylethyl-

Rotiphorese, Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Becton, Frankreich

Fluka, Seelze

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Fluka, Seelze

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt
Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Amersham, Braunschweig
Carl Roth, Kartlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Roche, Basel, Schweiz
PAA Laboratories, Colbe
PAA Laboratories, Colbe
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Karlsruhe

Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Calbiochem, Darmstadt
MWG, Ebersberg

PAA Laboratories, Colbe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Colbe
Fluka, Seelze

Sigma, Deisenhofen
Amersham, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Katlsruhe

Fluka, Seelze
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Enediamine (TEMED)
Tris base

Triton X-100
Tween-20

Urea

Radiochemikalien
Y [32]—ATP, 10 uCi/uL
3S-Methionin

Ready Kits

» INT®Quick coupled (Transkription/
Translations-System)

Assay on Demand for VEGF
ELISA Kit

5x Lyseputffer fir Luziferase-Assay
Nucleospin DNA Extraktionskit
Plasmid Mini Kit

Plasmid Maxi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
SYBR green PCR kit

Zytokine, Enzyme und Vektoren
Oligo(dT) Primer

Xhol

Kpnl

Intetleukin-13

Superscript II Reverse Transkriptase
T-4 kinase

T-4 ligase

Taqg-Polymerase

Trypsin

pcDNA3

Zelllinien und Medien

Humane Hepatom Zelllinie (HepG2)
Humane Hepatom Zelllinie (Hep3B)
Humane Zervixkarzinom Zelllinie (HeL.a)
Humane Osteosarkom Zelllinie (U20S)
HRG-1 Zellen (stabil transfizierte HepG2)
HRB-5 Zellen (stabil transfizierte Hep3B)
DMEM F12 (HAM)

DMEM Medium

RPMI 1640 Medium

Monoklonaler Anti-B-Actin

Monoklonaler Anti- HIF-1a

Polyklonaler Anti-GR

Polyklonaler Anti-SP1

Polyklonaler Anti- NF-kB p50 Untereinheit
Polyklonaler Anti- NF-kB p65 Untereinheit
Anti-Mouse IgG-HRP Konjugat

Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

NEN, Kéln
Amersham, Braunschweig

Promega, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt
R&D Systems, Wiesbaden
Promega, Mannheim

Macherey & Nagel, Diiren
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

Promega, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Ciba-Geigy, Basel

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

ATCC, Rockville, MD, USA
ATCC, Rockville, MD, USA
ATCC, Rockville, MD, USA
ATCC, Rockville, MD, USA
Institut fur Physiologie, Libeck
Institut fur Physiologie, Libeck
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Katlsruhe

Gibco, Katlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Transduction Laboratories, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg
DAKO, Hamburg
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Anti-Rabbit IgG-HRP Konjugat
Anti-Goat IgG-HRP Konjugat

Proteaseinhibitoren
Aprotinin

Benzamidin

Leupeptin

Levamisol

Pepstatin

PMSF

Proteaseinhibitor Cocktail

Phosphataseinhibitoren
B-Glycerophophat

Natrium-ortho-vanadat

Lésungen und Puffer
PBS (phosphatgepufferte Salzlésung)

Triton-Lysepuffer

Puffer A hypoton (fir NF-kB)

Puffer B hyperton (fir NF-kB)

Puffer A hypoton (fiir HIF-1)

Puffer C hyperton (fiir HIF-1)

DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg

Fluka, Seelze

Fluka, Seelze
Calbiochem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Darmstadt

136,9 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,1 mM Na,HPO, x H,O
1,5 mM KH,PO,K

25 mM Tris-Phosphat, pH 7,8
1 mM EDTA

1 mM DTT

15 % (v/v) Glycerol

1% (v/v) Triton X-10

10 mM Hepes-OH, pH 7,9
1,5 mM MgCI,

10 mM KCI
Inhibitoren/DTT

ad 100 ml H,O

20 mM Hepes-OH, pH 7,9
420 mM NaClI

1,5 mM MgCl,

0,5 mM EDTA

25 % Glycerin
Inhibitoren/DTT

ad 100 ml H,O

10 mM Tris, pH 7,8
1,5 mM MeCl,

10 mM KCI
Inhibitoren/DTT
ad 100 ml H,O

20 mM Tris, pH 7.8
1,5 mM MgCI,
420 mM KCI
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5 x Bindungspuffer (fir NF-kB)

5 x Bindungspuffer (fir HIF-1)

10 x TBE Puffer

50 x TAE Puffer

5x Laufpuffer

Blotpuffer

4-fach Ladepuffer

0

5 % Trockenmilchlésung

20 % Glycerin
Inhibitoren/ DTT
ad 10 mL. H,O

5 mM MgCl,

2,5mM EDTA

2,5 mM DTT

250 mM NaCl

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
20% Glycerin

H,O

25 mM Tris, pH 7,5
125 mM KCI

5 mM MgCl,

4,75 mM EDTA

25 mm DTT

0,15 % NP40

H,O

90 mM Tris, pH 8,3

2,5 mM EDTA

90 mM Borsiure

ad 1000 ml H,O, pH 8,3 cinstellen

autoklavieren

242 g Tris Base

57,1 ml Eisessig

100ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
ad 1000 ml H,0O

125 mM Tris base
960 mM Glycin

5 % SDS

ad 1000 ml H,O

25 mM Tris base
192 mM Glycin
20 % Methanol

ad 1000 ml H,O

3 ml H,O

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

1,6 ml Glycerin

10 % SDS

0,5 % (w/v) Bromophenolblau (in H,O)
1:20 B-Mercaptoethanol frisch zugeben

5 g Magermilchpulver
PBS ad 100 ml
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T-PBS (T'ween-PBS)

LB (I.uria Bertoni) medium

92
o~

TB L6sung

TE Puffer (Tris-EDTA)

TAE Puffer 50x

DNA Ladepuffer

DEPC Wasser

MENG-Puffer

Urea-Puffer

Mowiol

0.05 % Tween-20 in PBS

1 % Trypton

0,5 % NaCl

0,5 % Hefeextrakt
ad 1000 ml H,O

autoklavieren

2 % Bacto Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCI

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

ad 1000 ml H,O
autoklavieren

10 mM PIPES

15 mM CacCl,

250 mM KCl

pH 6,7 mit KOH einstellen
sterilfiltrieren

10 mM Tris-HCl
1 mM Na,EDTA, pH 8,0

500 mM Tris-Acetat, pH 8,0
50 mM EDTA
pH 8,0 einstellen

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanid

30 % Glycerin

ad 10 ml H,O

0,1 % (v/v) DEPC
uber Nacht rithren
autoklavieren

25 mM MOPS, pH 7,5
1 mM EDTA

0,02% NaN,

10% Glycerin

8 M Urea, pH 6,8

1% SDS

8,7% Glycerin (vol/vol)
10 mM Tris

2,4 ¢ Mowiol 4-88
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6 ml H,O
12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5)
2% DABCO

Polyacrylamid-Gele fiir Western Blot
10 ml Trenngel (7,5 Yoig) 2,5 ml Acrylamid
4,85 ml H,O

2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
100 pl 10% SDS

50 ul 10% APS

5 ul TEMED

5 ml Sammelgel (4 Yoig) 0,65 ml Acrylamid
3,05 ml H,0O

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

50 ul 10% SDS

25 ul 10% APS

5ul TEMED

2.2. Zellkultur

Die nachfolgenden Versuche wurden an den humanen Hepatoma-Zelllinien HepG2 und
Hep3B, der humanen Zervix-Karzinom-Zelllinie Hela, der humanen Osteosarkom-
Zelllinie U208 (alle American Type Culture Collection, Rockville, MD) sowie an primaren
humanen Fibroblasten (zur Verfigung gestellt von Dr. Jan Marxsen, Institut fir
Himatologie, Universitit zu Liibeck) durchgefithrt. HepG2-Zellen wurden in RPMI 1640
Medium (GIBCO BRL, Katlsruhe, Deutschland) mit einem Zusatz von 10% (vol/vol)
fetalem Kilberserum (FCS) (GIBCO BRL), Hep3B-Zellen und Hela-Zellen in DMEM
Medium (GIBCO BRL) mit einem Zusatz von 10% (vol/vol) fetalem Kilberserum (FCS)
und 1% Penicillin/Streptomycin, U20S-Zellen in DMEM (GIBCO BRL) mit einem
Zusatz von 10% (vol/vol) FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin (GIBCO
BRL), die primiren humanen Fibroblasten in DMEM F12 (HAM) (GIBCO BRL) Medium
und Zusatz von 10% (vol/vol) FCS sowie 0,2% Penicillin/Streptomycin unter einer
luftbefeuchteten Atmosphire aus 5% CO, und 95% Luft bei 37 °C (Heraeus, Hanau,
Deutschland) inkubiert.

2.3. Zellkulturversuche

Fur die Versuche wurden die Zellen auf Gewebskulturschalen mit einem Durchmesser von

145 mm bis zu einer Konfluenz von 60-80% kultiviert. Vor Versuchsinkubation wurden

die Zellen vom Medium befreit und mit Interleukin-13 (IL-1B) (300 bzw. 600 pg/ml)
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und/oder Cortison (C), Hydrocortison (HC) oder Dexamethason (Dex) (0.1 nM-10 uM) in
Medium fir 4 h inkubiert. Die Hypoxie-Versuche wurden in einem Inkubator (Heraeus,

Hanau, Deutschland) mit 3% O,, 5% CO, und 92% N, durchgefiihrt.

2.3.1. Gesamtzellextraktion

Im Anschluss an die Stimulation wurden HepG2-Zellkulturen mit eiskalter
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (,,phosphate buffered saline* (PBS), 137 mM NaCl;
2,7 mM KCIL; 4,3 mM Na,HPO, und 1,4 mM KH,PO, pH 7,4) gewaschen. Das PBS
wurde verworfen, die Zellen zusammengeschabt, in 1 ml PBS aufgenommen und bei
3500 x g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zell-
Pellet in 100 ul denaturierendem Urea-Puffer (8 M Urea, 1% SDS, 8.7% Glycerin (vol/vol),
10 mM Tris pH 6,8) aufgenommen. Nach kurzer Inkubation wurden die Zellmembranen
mittels Ultraschall mechanisch aufgeschlossen und die Extrakte bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.3.2. Kernextraktion

Nach Beendigung der Stimulation wurden HepG2-Zellkulturen mit eiskaltem PBS
gewaschen. Das PBS wurde abgegossen, die Zellen zusammengeschabt und in 2 ml bzw.
1 ml PBS aufgenommen und bei 3500 x g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Anschlieend
wurde das Zell-Pellet in 1 ml Puffer A (10 mM Tris, pH 7,8; 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCl;
1:1000 verdinnter Protease-Inhibitor-Cocktail (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland); 0,4
mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) gewaschen, in 1 ml Puffer A resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert. Die Kontrolle der Zell-Lyse erfolgte mit Trypanblau. Danach
wurde erneut bei 3500 x g 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zell-Pellet in ca. 100 pl Puffer C (20 mM Tris, pH 7,8; 1,5 mM MgCl,; 420 mM
KCIL; 20% Glycerin; 1:1000 verdinnter Protease-Inhibitor Cocktail; 0,4 mM PMSF)
aufgenommen, weitere 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 13000 x g fir 30 min
bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand (=Kernextrakt) wurde abgenommen und bei -80 °C

bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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2.3.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Kernextrakte wurde nach der Bradford-Methode mit
0,5 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als Standard
photometrisch gemessen (Bradford, 1976). Es wurden in einer Mikrotiterplatte (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) Doppelbestimmungen mit jeweils 2 pl Kernextrakt, 18 pl
0,9% NaCl und Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz durchgefiihrt und im Anschluss
daran die Absorption bei einer Wellenlinge von 595 nm in einem Photometer (SLT

Rainbow, SLT LAB Instruments GmbH, Crailsheim, Deutschland) gemessen.

2.4. Western Blot

Kernextrakte aus HepG2-Zellen wurden auf das Vorkommen des HIF-la-Protein im
Zellkern mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
der oben beschriebenen Bradford-Methode bestimmt und in einem SDS-Polyacrylamidgel
(7,5%) nach der Masse aufgetrennt. Hierbei wurden zwischen 20 und 40 ug nukleires
Protein aufgetragen. Um die Proteine zu immobilisieren wurden diese elektrophoretisch
auf eine Nitrozellulose-Membran (Hybond Amersham, Braunschweig, Deutschland)
tbertragen. Dieser Proteintransfer wurde mit Ponceau S tberpriift. Die Membran wurde
dann dber Nacht in 5% Trockenmilch in PBS bei 4 °C geblockt und anschlieend fiir 1 h
mit einem 1:1000 in 5% Trockenmilch in PBS verdiinntem monoklonalen Antikorper
gegen humanes HIF-1a (Maus-anti HIF-1a,, BD Transduction Laboratories, Heidelberg,
Deutschland) bei RT inkubiert. Um die spezifische Bindung zu detektieren, wurde die
Membran mit einem ,,horseradish® (=engl Meerrettich)-Peroxidase gekoppelten sekundiren
Antikoérper (anti-Maus IgG HRP gekoppelt, DAKO, Hamburg, Deutschland), der 1:2000
in 5% Trockenmilch in PBS verdunnt wurde, 1 h inkubiert und schlieBlich mit dem
»enhanced chemiluminescence substrate (ECL, Amersham, Braunschweig, Deutschland)

photooptisch nachgewiesen. Die Proteingré3e des posttranslational modifizierten humanen

HIF-1a liegt bei ca. 110 kDa.

2.5. Reportergenuntersuchungen

Die Untersuchungen wurden an HRG1/HRB5-Zellen dutrchgefiihrt, die durch stabile
Transfektion von HepG2 mit einem Hypoxie-responsiblen Reportergen-Konstrukt [Stiehl

et al., 2002; Martin et al., 2005] entstanden sind. Grundlage ist das Reportergen-Plasmid
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pH3SLV mit drei HIF-1-responsiblen Elementen, deren Sequenz aus dem humanen
Transferrin-Gen stammt. Jedes HRE ist in der Lage zwei HIF-1-Proteine zu binden,
weshalb auf dem Plasmid sechs HIF-1-Bindungsstellen (HBS) vorliegen. Dariiber hinaus
enthilt das Reportergen-Konstrukt cDNA des Luziferasegens aus Photinus pyralis unter
Kontrolle eines SV40 Promotors (Abbildung 5) [Wanner et al., 2000].

HRG1 bzw. HRB5 Zellen wurden in 24er Zellkulturplatten ausgesit und bis zu einer
Zelldichte von 40-60% in 500 ul DMEM, supplementiert mit 10% FCS (vol/vol), L-
Glutamin sowie G418 (PAA Labaratories, Colbe, Deutschland), wachsen gelassen. Die
Zellen wurden fir 24 h in Normoxie (20% O,) bzw. Hypoxie (3% O,) mit C, HC oder Dex
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in einer Konzentration von 0,1-1000 nM und IL-
1B (Ciba Geigy, Basel, Schweiz) in einer Konzentration von 300 oder 600 pg/ml stimuliert.
Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit eiskaltem PBS kurz gewaschen und
anschlieBend mit Hilfe des ,,passive lysis buffer (Promega, Mannheim, Deutschland)
lysiert. Die Messung der Luziferase-Aktivitit wurde mit einem Microlumat R LB96P
Luminometer  (EG&G Berthold, Bad Wildbach, Deutschland) durchgefiihrt. Die
graphische Darstellung erfolgte als relative Luziferase-Aktivitit in %, wobei das

Kontrollexperiment mit 100% gleichgesetzt wurde.

GHRECTHRE VA CTHRED

Abb. 5 Schema des pH3SVL Reportergen-Konstrukts.
Das hypoxisch induzierbare Reportergen pH3SVL enthilt drei Hypoxie-responsible Elemente (HREs) aus
dem humanen Transferrin-Promotor, die jeweils 2 HIF-1 Proteine binden kénnen.

2.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt. Durch thermische Denaturierung wird
die Template-DNA in einzelstringige DNA iiberfiithrt, an welche im nachfolgenden Schritt
die Oligonukleotid-Primer hybridisieren. Im letzten Schritt erfolgt die Synthese der
komplementiren Stringe durch die DNA-Polymerase. Wird der aus drei Schritten
bestehende Zyklus mehrfach wiederholt, kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation
der gewtinschten Nukleotidsequenzen.

Aus dem Glukokortikoid-Rezeptor-Expressionsplasmid pRShGR  (American Type Culture
Collection, Rockville, MD) wurde mittels PCR der Glukokortikoid-Rezeptor (GR)
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amplifiziert. Als forward-Primer diente die Sequenz
5-CAGCGGGATCCGCTAGCGGTACCATGGACTCCAAAGAATCATTAAC-3"  mit
einer  Kpnl-Restriktionsschnittstelle  und  als  reverse-Primer  die  Sequenz
5-CAGTCTCGAGTCACTTTTGATGAAACAGAAG-3’ mit einer Xhol-
Restriktionsschnittstelle. Als Polymerase wurde Taq Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet. Fur die PCR wurden folgende Bedingungen gewihlt: 1. initiale
Denaturierung: 2 min bei 95 °C; 2. Denaturierung: 95° C fir 1 min, 3. Primer-
Hybridisierung: 47 °C fir 1 min 30 s, 4. Polymerisation: 72 °C fir 2 min, Wiederholung der
Schritte 2-4 32-mal; 5. abschlieBende Polymerisation: 5 min bei 72 °C. Der Etfolg der PCR
wurde per Gelelektrophorese mit einem 0,8%igen Agarosegel mit Ethidiumbromid
durchgefithrt. Die DNA-Fragmente werden dabei nach ihrer Gré3e aufgetrennt und

koénnen anhand eines Vergleichs mit einem GroBenmarker beurteilt werden.
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2.7. RNA-Isolierung

HepG2-Zellen wurden in 24er Zellkulturplatten ausgesit und bis zu einer Konfluenz von
60% wachsen lassen. AnschlieBend wurden sie flir weitere 12 h mit 0,1 — 1000 nM Dex
und/oder 300 pg/ml IL-1B unter normoxischen (20% O,) oder hypoxischen (3% O,)
Bedingungen inkubiert. AnschlieBend erfolgte mithilfe der ABI PrismTM 6100
NucleicAcid PrepStation (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) die RNA-
Isolierung der Zellen. Dazu wurden die Zellen zunichst in 500 pl Lysepuffer lysiert. Uber
ein Sdulensystem wurde schlieSlich aus dem Zelllysat durch verschiedene Wasch- und

Elutionsschritte die RNA nach den Herstellervorgaben isoliert.

2.8. Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Da die RNA nicht direkt als Template in die PCR eingesetzt werden kann, muss zunichst
die RNA in die komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dies erfolgt durch
RNA-abhingige DNA-Polymerasen, sogenannte reverse Transkriptasen.

Aus 1 ng RNA aus HepG2-Zellen wurde mit 100 U Reverse Transkriptase (Invitrogen)
cDNA hergestellt. Zunichst wurde die RNA mit Wasser und Oligonukleotid gemischt und
bei 68 °C fur 15 min zur Denaturierung erhitzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
Puffer, INTP-Basen und reverser Transkriptase. Der 25 pl Ansatz wurde 45 min bei 42 °C,
45 min bei 52 °C und 10 min bei 100 °C inkubiert.

2.9. Real time RT-PCR

Bei dieser Methode handelt es sich um eine quantitative PCR, bei der aus der Menge an
amplifiziertem Produkt auf die Menge der eingesetzten RNA-Matrize geschlossen werden
kann. So kann beispielsweise eine Aussage Uber die Transkriptionshiufigkeit bestimmter
Gene getroffen werden. Die Real time RT-PCR wird in einem Thermocycler durchgefiihrt.
Dort werden die PCR-Produkte direkt wihrend der Bildung erfasst. Dazu werden
sequenzspezifische Sondenmolekiile, die mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit einem
Fluoreszenzfarbstoff als Reporter und einem Quencher-Molekil markiert sind, verwendet.
Auch quantitative PCR-Systeme, die DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe benutzen, sind
verbreitet.

5 ul der cDNA aus der RT-PCR wurden als Template fiir die Real time RT-PCR eingesetzt.
VEGF,(; cDNA wurde im ABI 7000 Detection System (Applied Biosystems) quantifiziert.
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Daftr wurde ein kommerziell erhiltliches ,,Assay on demand“ fir VEGF,, (Applied
Biosystems) verwendet. Als endogene Kontrolle wurde das 60S ribosomale Protein 1.28
verwendet, das in 5 ul einer 1:1000 Verdiinnung quantifiziert wurde. Die verwendeten
Primer-Sequenzen waren fur den L.28 forward Primer
5-ATGGTCGTGCGGAACTGCT-3> und fir den L28  reverse  Primer
5-TTGTAGCGGAAGGAATTGCG-3. Die relative Expression wurde mit der AACT-

Methode (normalisiert auf 1.28) berechnet.

2.10. Plasmidherstellung

Aus dem Expressionsplasmid pRShGR (American Type Culutre Collection, Rockville,
MD) wurde das Plasmid pcDNA3_hGR hergestellt, das den Leserahmen des humanen GR
enthalt. Der GR wurde aus dem Expressionplasmid mit PCR-Technik amplifiziert (s. oben)
und schlieBllich in den Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) tiber eine Xhol- und Kpnl-
Restriktionsschnittstelle ligiert. pcDNA3 besitzt einen T7 Promotor, der fir den Einsatz im
»in vitro Transkription/Translation“-System benétigt wird. Die etfolgreiche Klonierung

wurde mit einer Sequenzanalyse (SEQ Lab, Géttingen, Deutschland) bestitigt.

2.11. In vitro Transkription/Translation (IVTT)

Fur die IVIT wurde entweder das ,, TINT®Quick coupled Transkription/Translation-
System (Promega, Mannheim, Deutschland) auf Basis von Retikulozytenlysat fiir HIF-1ou
oder das TNT®coupled Transkription/Translation-System (Promega) auf Basis von
Weizenkeim fiir GR verwendet. Der in vitro transkribierte und translatierte GR wurde mit
»S-Methionin (Amersham) radioaktiv markiert. Als Negativkontrolle fiir die Ko-

Immunprizipitation wurde eine IVI'T von pcDNA3 verwendet.

2.12. Ko-Immunprizipitation (Ko-IP)

10 ul, der mit *S-Methionin radioaktiv markierten IVIT des GR, und 10 pl der nicht
radioaktiven IVTT des HIF-1a wurden in MENG-Puffer (25 mM MOPS pH 7,5, 1 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), 0,02% NaN;, 10% Glycerin, 20 mM Molybdat, 2
mM Dithithreitol (DTT), 0,1% Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)) aufgenommen und bei 500

Umdrehungen/min, bei 4 °C fiir mindestens 8 h inkubiert. 2ul Anti-HIF-1a (Transduction
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Laboratoties) wurde zum Ko-IP-Ansatz hinzugegeben und bei 500 Umdrehungen/min auf
einem Drehrad bei 4 °C uber Nacht inkubiert. Protein G/A Agarose (Oncogene,
Cambridge, USA) wurde in MENG-Puffer aufgenommen, 100 pl pro Ko-IP-Ansatz
dazugegeben und fur weitere 3 h bei 500 Umdrehungen/min auf dem Drehrad bei 4 °C
inkubiert. Danach wurden die Proben 3-mal mit MENG-Puffer gewaschen. Die
immunprazipitierten Proteine wurden in 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 0,5% SDS, 0,5%
Bromphenol Blau, 20% Glycerin, 5% B-Mercaptoethanol aufgenommen und durch
Bioseparatoren (Millipore, Schwalbach, Deutschland) getrennt. Die Proteine wurden iiber
ein SDS/7,5%iges Polyacrylamid Gel nach der GroBe aufgetrennt. Das Gel wurde
anschlieBend vakuumgetrocknet und die Komplexe tber einen Phosphoimager

(Phosphoimager BAS 100, Fuji, Dusseldorf, Deutschland) detektiert.

2.13. Zytotoxizititstest mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl Tetrazoliumbromid)

Der MTT-Test erlaubt Riickschliisse auf die Zahl vitaler Zellen einer Kultur. Dies erfolgt
tber die Bestimmung der Aktivitit intrazellulirer Dehydrogenasen, die das Substrat MTT
zu wasserloslichem Formazan umsetzen. Das nur in den lebenden Zellen gebildete
Formazan hat ein charakteristisches Absorptionsspektrum von 480-660 nm mit einem
relativen Absorptionsmaximum bei 570 nm.

Fir den MTT-Test wurden HepG2-Zellen in eine 96er Mikrotiterplatte ausgesit und
kultiviert. Nach 24 h wurden die Dexamethason-Konzentrationen von 100 pM, 1 nM, 10
nM 100 nM, 1 uM, 10 uM sowie 100 uM in jeweils acht Replikaten gegeben und fiir weitere
24 h inkubiert. Um die Zellvitalitit abzuschitzen, wurde 25 pul MTT-Losung (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) zum Medium hinzugegeben und die Platte fir weitere 2 h bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul Lysepuffer (40 g
Natrium-Dodecyl-Sulfat, 100 ml N,N-Dimethylformamid, 100 ml A. dest, pH 4,7). Die
Zellen wurden tiber Nacht im Brutschrank lysiert und die Extinktion bei 570 nm bestimmt.
Die Messwerte wurden um den Betrag des Leerwertes korrigiert und der Mittelwert der
unbehandelten Kontrollgruppe als Bezugswert (100% Vitalitit) zur Abschitzung der

Zytotoxizitit von Dex definiert.
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2.14. Messung von sekretiertem VEGF

Sekretiertes VEGF,;; wurde im Medium-Uberstand von Zellkulturen mit einem
kommerziell erhiltlichen enzymgekoppelten Immunoassay (,,enzyme-linked
immunosorbent assay”, ELISA, Quantikine; R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)
bestimmt. HepG2-Zellen wurden in 24er Platten bis zu einer Konfluenz von 40% kultiviert
und anschlieBend mit 10 nM, 100 nM, 1000 nM Dex fir 6 h bzw. 12 h stimuliert. Der
Uberstand aus der Zellkultur wurde bei 13000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und die
Proteinkonzentration des sekretierten VEGF,; direkt bestimmt. Das Zellprotein wurde
mit der Methode nach Bradford bestimmt.

Der VEGF-ELISA der Firma R&D Systems ist nach einem ,,Sandwich*“-Prinzip aufgebaut:
Der an der festen Phase adhirierte, monoklonale Antikorper ist gegen humanes VEGF,
gerichtet. Mit einem zweiten, polyklonalen Antikérper, der zusitzlich mit einer
,horseradish-Peroxidase® gekoppelt ist, wird das immobilisierte VEGF-Protein aus den

Zellkultur-Uberstinden in einer kolorischen Reaktion nachgewiesen.

2.15. Radioaktive Markierung von EMSA-Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide wurden mit einer T4 Polynukleotid-Kinase in Gegenwart von y[*°P]-
ATP (New England Nuclear, Koln, Deutschland) markiert. Die ,,forward® Reaktion der T4
Polynukleotid-Kinase katalysiert den Transfer des ATP-yPhosphats an das 5-
Hydroxylende der DNA. Die freien Nukleotide wurden sdulenchromatographisch
abgetrennt.

2 pmol der einstringigen Oligonukleotide wurden mit 10 U T4 Polynukleotid-Kinase, 1,1
MBq y [°P]-ATP markiert, in einem Endvolumen von 10 L. Puffer (50 mM Tris-HCI pH
7,6; 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM Spermidin) aufgenommen und als spezifische
Proben fur den EMSA verwendet. Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Danach wurde der Ansatz fiir 5 min auf 90 °C erhitzt, um die
Oligonukleotide mit dem Gegenstrang hybridisieren zu lassen und tGber Nacht langsam
abkiihlen zu lassen. Der Reaktionsansatz wurde tiber eine Sephadex-Siule aufgereinigt und
schlieBlich  wurde 1 ul der markierten Oligonukleotide zur Messung der

Markierungseffizienz verwendet.
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2.16. HIF-1-EMSA

Um die funktionelle Aktivitit von DNA-bindenden Proteinen darzustellen, wurden
Kernextrakte im ,,electrophoretic mobility shift assay* (EMSA) analysiert. Im Gegensatz zu
den stark denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen im Western Blot-Verfahren, die nur
eine Aussage Uber den totalen Gehalt des untersuchten Proteins erlauben, werden bei
EMSA-Experimenten Gele unter nativen Pufferbedingungen verwendet. Die vor dem
Gellauf durchgefithrten Bindungsreaktionen von Proteinextrakten mit spezifischen,
doppelstringigen DNA-Oligonukleotiden erlauben die Bindung der nativ in ihrer Struktur
enthaltenen Proteine an spezifische DNA-Abschnitte. Im Gel werden anschlieBend die
durch die Bindung entstandenen Protein-DNA-Komplexe in Abhingigkeit von Masse und
Grof3e aufgetrennt, was zu einem charakteristischen Bandenmuster fihrt. Fir den EMSA
wurden spezifische DNA-Oligonukleotide fiir Gel Shift Experimente synthetisiert (MWG,
Ebersberg, Deutschland). Die 33 bp langen Sequenzen korrespondieren mit der Enhancer-
Sequenz des humanen Transferringens (TfHBS) und enthalten zwei HIF-1-

Bindungsstellen.

Tab.3 Nukleotidsequenzen der synthetischen  TfHBS-Oligonukleotide und  NFkB-
Oligonukleotide fiir Gel Shift Analysen.

TtHBS (sense): 5-TTCCTGCACGTACACACAAAGCGCACGTATTTC-3

TEHBS (antisense):  5-GAAATACGTGCGCTTTGTGTGTACGTGCAGGAA-3’

NF-kB (sense): 5-AGTTGAGGGGACTTTCCC-3

NF-kB (antisense): 5-GCCTGGGAAAGTCCCCTC-3

In Tabelle 3 sind die Sequenzen der Nukleotide angegeben.

Die Bindungsreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefithrt. Darin
waren 5 ug Kernextrakt in einer Pufferlésung aus 5 mM Tris, pH 7,5; 25 mM KCl; 1 mM
MgCl,; 0,95 mM EDTA; 5 mM DTT; 0,03% Nonidet P-40 und 400 ng Lachstestis-DNA.
Lachstestis-DNA wurde zugesetzt, um unspezifische Bindungen an die eingesetzten

Oligonukleotide zu verhindern. Im Anschluss wurden die Proben mit dem

doppelstringigen, radioaktiv markierten HIF-1- oder NFxB-Oligonukleotid (10000 cpm)
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tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fir den Supershift wurde der Probe 1 pl des HIF-1-

spezifischen Antikérpers zugesetzt.

2.17. Immunfluoreszenz

GR-defiziente U20S-Zellen wurden auf Deckglischen in 24er Platten bis zu einer
Konfluenz von ca. 90% kultiviert. Die Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz
Lipofektamin (Invitrogen) transient mit dem GR-Expressionsplasmid pRShGR (American
Type Culture Collection) und dem HIF-la-Expressionsplasmid pcDNA3_HIF-1a (zur
Verfiigung gestellt von Prof. Peter Ratcliffe, Oxford, UK) transfiziert. AnschlieBend
wurden sie mit einer Konzentration von 100 nM Dex stimuliert und fir weitere 4 h unter
normoxischen (20% O,) bzw. hypoxischen Bedingungen (3% O,) inkubiert. Die Zellen
wurden in 3,7% igem p-Formaldehyd/PBS fur 5 min fixiert, mit PBS gewaschen und mit
0,1% igem Triton X-100/PBS permeabilisiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen und schlieBlich mit 5% Trockenmilch/PBS tber Nacht bei 4 °C geblockt.
Darauf erfolgte zunichst die Inkubation mit dem ersten Antikérper Anti-HIF-lou
(Transduction) bzw. Anti-GR (Santa Cruz) in der Verdinnung 1:500 bzw. 1:1000 in 5%
Skim Milk fiir 1 h bei RT und anschlieBend mit dem sekundiren Antikérper Alexa 488
(Invitrogen) fir HIF-low bzw. Alexa 594 (Invitrogen) fir GR in der Verdinnung von
1:1000 in 5% Trockenmilch/PBS fir 1 h bei RT. Die Kernfirbung wurde mit Bisbenzimid
(Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) in PBS durchgefithrt. Die Deckglischen mit den
Zellen wurden in Mowiol auf einem Objekttriger eingebettet und getrocknet. Die

Auswertung erfolgte am Laser Scanning Microscope (Meta 510, Zeiss, Jena, Deutschland).

2.18. Transiente Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringen fremder DNA in kultivierte Zellen. Es
gibt verschiedene Methoden, um die DNA in die vorgesehenen Zellen zu bringen. Neben
CaPO,-Ko-Prizipitation und Elektroporation stehen verschiedene kationische liposomale
Reagenzien zur Verfliigung. Letztere wurden in der vorliegenden Arbeit eingesetzt.

Um in die GR-defizienten HRB5-Zellen das Expressionsplasmid des humanen GR
(pPRShGR) zu transfizieren, wurden diese mit FuGENEG (Roche, Basel, Schweiz)
behandelt, fiir die in der Immunfluoreszenz verwendeten U20S-Zellen wurde

Lipofektamin (Invitrogen) verwendet.
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Die Zellen wurden in 24er oder 12er Platten bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert und
unter Einsatz von FuGENE-6 (HRB-5-Zellen) bzw. Lipofektamin (U20S-Zellen) nach
den Angaben des Herstellers mit dem pRShGR-Plasmid und/oder dem pcDNA3_HIF-
la transfiziert. Bevor die Zellen hypoxisch bzw. normoxisch inkubiert und mit Dex

stimuliert wurden, erfolgte ein Wechsel des Mediums.

2.19. Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

E.coli-DH5a wurden auf einer Agar-Platte ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.
Danach wurden die Kolonien in SOB-Medium kultiviert und unter Schiitteln bei 19 °C bis
zu einer ODg,, von 0,5 wachsen gelassen. Die Bakterien wurden fir 10 min auf Eis
inkubiert und dann bei 2500 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Pellets wurden in
80 ml TB-Loésung aufgenommen und fiir 10 min auf Eis gestellt. Die Suspension wurde
erneut bei 2500 x g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert und das Pellet in 20 pl TB-Losung

aufgeldst. Die Zellen wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.20.Ligation von DNA in den Vektor pcDNA3

Der linearisierte Vektor pcDNA3 und das zu ligierende DNA-Fragment im Verhiltnis 1:5
wurde mit 10 U T4-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) in einem
Endvolumen von 10 pl Puffer (50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT, 1 mM
ATP, 25 pug/ml BSA) bei 16 °C tber Nacht ligiert.

2.21. Transformation von kompetenten E.coli Bakterien

200 wl kompetente DH50 Bakteriensuspension wurden mit 7 ul Ligat vermischt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension auf 42 °C fir 90 s im
Wasserbad erhitzt und danach kurz in Eiswasser abgekiihlt. 800 ul LB-Medium wurden
zugegeben und der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C geschiittelt. Die Probe wurde dann in ein
frisches Reaktionsgefi3 (Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland) uberfihrt und 30 s bei
13000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterien-Pellet in 150 pl
LB-Medium aufgelost und auf Agar-Platten, die mit 50 pg/pul Ampicillin - zur
Transformationsselektion supplementiert wurden, konzentriert oder verdinnt (1:10)

ausgestrichen. Die Platten blieben tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

35



MATERIAL und METHODEN

2.22.Mini-Priaparation

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) tber
Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines kommerziell
erhiltlichen Kits fur Mini-Praparationen (Quiagen, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. In einem 0,8%igem Agarosegel mit Ethidiumbromid wurde
die PlasmidgroBe durch Vergleich mit einem Groenmarker getestet. Die Plasmide mit der
richtigen GroBle wurden mit einem Gelextraktions-Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland)
nach Anweisung des Herstellers aus dem Gel eluiert und sequenziert (SEQLab, Géttingen,

Deutschland).

2.23. Maxi-Priparation

Nachdem das ,,richtige Plasmid* per Sequenzierung ermittelt wurde, erfolgte die Plasmid-
DNA-Aufreinigung mit einem kommerziellen Kit fir Maxi-Priparationen (Quiagen,

Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben.

2.24.Statistische Auswertung

Zur Darstellung der Daten in den Abbildungen wurden fiir alle Werte der arithmetische
Mittelwert + der Standardfehler aus den Einzelmesswerten gebildet. Der
Stichprobenumfang ist in der Legende der jeweiligen Abbildung vermerkt. Unterschiede in
den Mittelwerten innerhalb einer Gruppe wurde mit einer ,,one-way-ANOVA® (one way
analysis of variance) und anschlieBendem Post Test auf Signifikanz getestet: Der Vergleich
von Mittelwerten mit einer Kontrollgruppe erfolgte mit dem Test nach Dunnett. Konnte
die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von = 5% verworfen werden, so
wurde der Unterschied als statistisch signifikant bezeichnet. In den Abbildungen sind die
Signifikanzschwellen (p<0,05) mit einem Sternchen (*) oder einer Raute (#)
gekennzeichnet.

Die statistische Auswertung erfolgte auf Grundlage des Programms GraphPad Prism 0.3
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3. ERGEBNISSE

3.1. Dex reduziert den nukleiren HIF-1a Proteingehalt

Fir das synthetische Glukokortikoid Dex wurde ein Zytotoxizititstest durchgefiihrt, um
eine zellschidigende Wirkung der eingesetzten Substanz auszuschlieBen. Daftir wurden die
fir die Versuche relevanten bzw. um den Faktor 10 dariiber oder darunterliegenden
Konzentrationen von 100 pM bis 100 puM getestet. Bei keiner der untersuchten
Konzentrationen wurde nach einer Behandlungszeit von 24 h ein Einfluss auf die
Zellvitalitit festgestellt (Abbildung 6). Die Substanz konnte somit in der Zellkultur
eingesetzt werden. In den Reportergenstudien wurden zwei weitere Glukokortikoide
verwendet (HC, C), die jedoch eine deutlich niedrigere glukokortikoide Wirksamkeit
aufweisen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Zellvitalitit nicht beeinflusst
witd. Auch fir IL-1B wurden solche Tests durchgefiihrt, die ebenfalls eine Auswitkung auf

die Zellvitalitit ausschlossen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6 Zytotoxizitit von Dex

Vitalitit von HepG2-Zellkulturen (MTT-Test) nach 24-stiindiger Inkubation mit Dex in den angegebenen
Konzentrationen. (Mittelwerte + Standardfehler [SE], n=8)

HepG2-Zellen wurden fir 4 h unter hypoxischen Bedingungen (3% O,) inkubiert und
zeigten erwartungsgemal3 eine deutliche HIF-1ow Akkumulation im Kern (Abbildung 7 A).
Entsprechend zeigten normoxisch (20% O,) inkubierte HepG2-Zellen nur einen geringen

Gehalt an HIF-loo im Kern. Wurden die Zellen jedoch fiir 4 h unter hypoxischen
Bedingungen mit Dex (10 nM, 100 nM, 1uM bzw. 10 pM) stimuliert, nahm die HIF-1a
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Proteinmenge im Kern deutlich ab (Abbildung 7 A). Die stirkste Abnahme konnte dabei

bei einer Behandlung von 10 uM Dex verzeichnet werden.

HIF-1a kann auch unter normoxischen Bedingungen stabilisiert werden, wie beispielsweise
durch das proinflammatorische Zytokin IL-1f (Abbildung 7 B). Durch eine gleichzeitige
Applikation von Dex witd auch das durch IL-1P aktivierte HIF-1ow im Kern reduziert

(Abbildung 7 B). Mit 1 pM Dex war das HIF-la-Signal im Western Blot nicht mehr

detektierbar.
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Abb.7 Dex reduziert sowohl das hypoxisch induzierte als auch das durch IL-1B in Normoxie
induzierte HIF-1o-Protein.

A: Western Blot Analyse zum Nachweis von HIF-1a-Protein in Kernextrakten aus HepG2-Zellen, die fir 4
h in Hypoxie (3% O2) bzw. Normoxie (20% Oy) inkubiert und mit Dex stimuliert wurden. 20 ng nukleires
Gesamtprotein wurden in einer 7,5% SDS-PAGE massenspezifisch aufgetrennt und auf den HIF-la-
Proteingehalt untersucht. Die untere Bande (ca. 55 kDa ) wird durch unspezifische Bindung des sekundiren
anti-Maus-Antikrpers verursacht.

B: Nachweis durch Western Blot Analyse von HIF-1a-Protein in Kernextrakten aus hypoxischen (3% O»)

und normoxischen (20% Oz) HepG2-Zellkulturen, die fiir 4 h mit IL-1B und/oder Dex stimuliert wurden. 20
pg nukleires Gesamtprotein wurde in einer 7,5% SDS-PAGE massenspezifisch aufgetrennt und auf den
HIF-1o-Proteingehalt untersucht.

3.2. Der Einfluss von Dex auf HIF-1a ist ein kernspezifischer Prozess

Aus normoxisch (20% O,) bzw. hypoxisch (3% O,) inkubierten HepG2-Zellkulturen
wurden Gesamtzellextrakte und Kernextrakte gewonnen. Sowohl bei den Kernextrakten
als auch bei den Gesamtzellextrakten ist erwartungsgemill unter Normoxie kein HIF-1a

nachzuweisen, wiahrend in Hypoxie bei beiden eine deutliche HIF-1a-Akkumulation zu
finden ist (Abbildung 8). Werden die Zellen in Hypoxie mit 100 nM Dex fiir 4 h stimuliert,
zeigt sich bei den Kernextrakten eine Reduktion der HIF-1a-Proteinmenge, wahrend bei
den Gesamtzellextrakten zwischen hypoxischen und zusitzlich mit Dex behandelten Zellen

kein Unterschied im HIF-1a-Gehalt zu finden ist (Abbildung 8).
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Abb. 8 Der Effekt von Dex auf HIF-1a ist nur in Kernextrakten zu finden.

Western Blot Analyse von HIF-1a-Protein in Kernextrakten und Gesamtzellextrakten von

HepG2-Zellen, die fir 4 h normoxisch (20% O3) und hypoxisch (3% O») inkubiert bzw. mit 100 nM Dex fiir
4 h stimuliert wurden. Es wurden 30 pg nukleires bzw. 70 pg gesamtzellulires Protein geladen; die SP-1-
Bande korreliert mit der geladenen Proteinmenge.

3.3. Dex beeinflusst auch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an

die DNA

Primire humane Fibroblasten wurden unter normoxischen (20% O,) oder hypoxischen
(3% O,) Bedingungen kultiviert und fir 4 h mit IL-1p, IL-1B + Dex oder Dex behandelt.
Aus den Fibroblasten wurden Kernextrakte gewonnen, die im EMSA auf die Bindung von
HIF-1 an die DNA untersucht wurden. Abbildung 9 A zeigt bei den hypoxischen
Kernextrakten eine Bindung von HIF-1 an die DNA, die durch 100 nM Dex abgeschwicht
witd. Die Behandlung mit IL-1B fihrt zu einer gesteigerten HIF-1-DNA-Bindung, die
durch gleichzeitige Applikation von Dex wieder aufgehoben wird. Die Inkubation von
hypoxischem, unbehandeltem Kernextrakt mit einem HIF-la-spezifischen Antikérper
(Supershift) fihrt zur Retardierung der Bande, was darauf hinweist, dass es sich bei den
Banden um spezifische HIF-1-DNA-Komplexe handelt. Auch in Kernextrakten von
HelLa-Zellen (Abbildung 9 A) und HepG2-Zellen (Abbildung 9 C) konnte eine
Abschwichung der HIF-1-DNA-Bindung beobachtet werden.

In einem weiteren EMSA wurde mit Kernextrakten aus normoxischen Hela-Zellen
gezeigt, dass IL-1P in der Lage ist, die Bindung von NFkB an die DNA zu induzieren,
wihrend eine gleichzeitige Behandlung mit Dex die Bindung wieder abschwicht. Bei
Behandlung mit Dex zeigt sich eine dhnlich schwache DNA-Bindung von NFkB wie bei

den normoxischen Kontroll-Kernextrakten (Abbildung 10).
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Abb. 9 Die DNA-Bindung von HIF-1 wird durch Dex reduziert
Gel-Shift-Analyse aus hypoxischen und normoxischen Kernextrakten von primiren humanen Fibroblasten,
Hela-Zellen oder HepG2-Zellen, die mit IL-1B und/oder verschiedenen Konzentrationen Dex behandelt

wurden. Durch Zugabe von anti-HIF-1a-Antikérper zur HOX-Probe lie sich ein ,,Supershift™ nachweisen,
der spezifisch fir den HIF-1-TfHBS-Komplex ist.
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Abb. 10 Die DNA-Bindung von NF-kB wird durch IL-1 induziert und durch Dex wieder reduziert.

Gel-Shift-Analyse aus normoxischen Kernextrakten von Hel.a-Zellen, die mit IL-1f und/oder 0,1 uM Dex
behandelt wurden.

3.4. Verschiedene Glukokortikoide beeinflussen die transkriptionelle

Aktivitat von HIF-1

Die Reportergenstudien wurden mit HRG-1-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit

IL-1PB und/oder verschiedenen Konzentrationen Dex, HC, C unter normoxischen (20%
O,) oder hypoxischen (3% O,) Bedingungen fiir 24 h inkubiert und anschlieBend die
Luziferase-Aktivitit gemessen. Verglichen mit der hypoxischen Kontrolle reduzierte Dex
in den Konzentrationen 1 nM, 10 nM, 100 nM und 1000 nM die HIF-1-abhingige
Genexpression in Hypoxie signifikant. Mit Ausnahme von 10 nM fithrte Dex auch unter
normoxischen Bedingungen zu einer Abnahme der HIF-1-Aktivitit (Abbildung 11 A).
Auch die beiden Glukokortikoide HC und C, die beide eine deutlich niedrigere
glukokortikoide Potenz als Dex aufweisen, riefen unter Hypoxie bei Konzentrationen von
10 nM bis 1 uM eine signifikante Abnahme der transkriptionellen HIF-1-Aktivitit hervor
(Abbildung 11 A). Wie in Abbildung 11 A zu sehen, fiihrte die HC-Behandlung in
Normoxie bereits ab einer Konzentration von 1 nM zu einer signifikanten Reduktion der

HIF-1-Aktivitit, wihrend diese bei C-Behandlung ab 10 nM nicht gefunden werden
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konnte. Die Stimulierung der HRG-1-Zellen mit IL-1f (300 pg/ml) fiihrte sowohl unter
hypoxischen als auch unter normoxischen Kulturbedingungen zu einem signifikanten
Anstieg der HIF-1-abhingigen Genexpression (Abbildung 11 B). Die durch IL-1B-
induzierte transkriptionelle Aktivitit von HIF-1 konnte unter Hypoxie durch 1 nM, 10 nM,
100 nM und 1 uM Dex signifikant reduziert werden (Abbildung 11 B). Auch C fihrte in
hypoxisch inkubierten HRG-1-Zellen in Konzentrationen von 10 nM, 100 nM und 1 uM
zu einer signifikanten Abnahme der IL-1B-induzierten HIF-1-abhingigen Genexpresssion
(Abbildung 11 B), wihrend dies bei HC erst bei einer Konzentration von 1 uM zu
beobachten war (Abbildung 11 B). Unter normoxischen Bedingungen zeigte nur die
héchste eingesetzte Konzentration von 1 uM Dex die signifikante Reduktion der IL-1B-

induzierten transkriptionellen Aktivitit von HIF-1 (Abbildung 11 B).
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Abb. 11 Glukokortikoide reduzieren die transkriptionelle Aktivitit von HIF-1in HRG1-Zellen.

A: HRG1-Zellen mit einem stabil transfizierten HIF-1-abhingigen pH3SVL-Reportergen wurden 24 h in
Normoxie (20% O2) oder Hypoxie (3% Oy) inkubiert und fiir die Versuchsdauer mit den angegebenen
Konzentrationen Dex, HC, C behandelt. AnschlieBend wurde die Luziferase-Aktivitit bestimmt.

Dargestellt sind der Mittelwert + SE, n=4. Alle Werte wurden auf die hypoxische Kontrolle normiert (als
100% definiert). Die mit (*) markierten Balken zeigen die signifikanen Differenzen zwischen den
unterschiedlichen Behandlungen verglichen mit der hypoxischen Kontrolle (*p<0,05; Test nach Dunnett).

B: HRG1-Zellen wurden 24 h in Normoxie (20% Oz) oder Hypoxie (3% Oy) inkubiert, mit IT.-1 stimuliert
und mit den angegebenen Konzentrationen Dex, HC, C behandelt. Im Anschluss daran wurde die
Luziferase-Aktivitdt gemessen.

Datgestellt sind der Mittelwert + SE, n=4. Alle Werte wurden auf die hypoxische Kontrolle normiert (als
100% definiert). Die mit (*) markierten Balken stellen die signifikanen Differenzen (p<<0,05) zwischen den
unterschiedlichen Behandlungen verglichen mit der IL-1B behandelten Kontrolle dar, wihrend mit (#)
markierte Balken die Signifikanz (p<0,05) zwischen Kontrolle und IL-1B-Behandlung zeigen (Test nach
Dunnett).
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3.5. Der Effekt von Dex auf HIF-1 ist vom Glukokortikoid-Rezeptor
(GR) abhingig

Weitere Reportergenstudien wurden mit HRB-5-Zellen durchgefiihrt, die GR-defizient
sind. Diese wurden fir 24 h mit 1 nM, 10 nM oder 100 nM Dex in Normoxie oder
Hypoxie inkubiert. Abbildung 12 A zeigt, dass bei diesen Zellen weder unter normoxischen
noch unter hypoxischen Bedingungen ein Effekt von Dex auf die HIF-1-Aktivitit zu
finden war. Wurden diese Zellen jedoch mit einem Expressionsplasmid fiir den humanen
GR (pRShGR) transfiziert, so fand bei den hypoxischen Zellen bei allen eingesetzten
Konzentrationen eine signifikante Abnahme der transkriptionellen Aktivitit von HIF-1 im
Vergleich zur Kontrolle statt. In den normoxischen Zellen wurden keine signifikanten

Unterschiede festgestellt (Abbildung 12 B).

>
=

20% O,
& 120 ezzmn 3% 0, _ 120,
S o S
5 10 7 = s 20% O,
2 2 7
g 9 S
b 60 &
@ g
g K
5§ i
- 20 a
E 3
= 0 R =
o 2, Zp % g Dex[nM] o 2, 7o 7 ‘g Dex[nM|

Abb. 12 Dex reduziert die transkriptionelle Aktivitit von HIF-1 nur bei vorhandenem GR.

A: HRB5-Zellen mit einem stabil transfizierten HIF-1-abhingigen pH3SVIL-Reportergen wurden 24 h
normoxisch (20% Oz) oder hypoxisch (3% Oy) inkubiert und fir die Dauer des Versuches mit den
angegebenen Konzentrationen Dex behandelt. Im Anschluss wurde die Luziferase-Aktivitit gemessen.

B: HRB5-Zellen wurden mit dem GR-Expressionsplasmid pRShGR transient transfiziert und anschlieBend
fir 24 h bei Normoxie (20% Og) oder Hypoxie (3% O2) inkubiert und mit den erwihnten Konzentrationen
Dex behandelt. Danach wurde die Luziferase-Aktivitit bestimmt.

Dargestellt sind in beiden Graphen der Mittelwert + SE, A: Nox n=2, Hox n=4; B: Nox n=4, Hox n=4; alle
Werte wurden auf die hypoxische Kontrolle normiert, die als 100% definiert wurde. Die mit (*) markierten

Balken stellen die signifikanten Differenzen zwischen den unterschiedlichen Behandlungen verglichen mit der
Kontrolle dar (*p<<0,05; Test nach Dunnett).

3.6. Der GR und HIF-1a interagieren in vitro

Der humane GR wurde erfolgreich tber eine Kpzl- und eine Xhol-Restriktionschnittstelle

in der Multiple Cloning Site (MCS) in einen pcDNA3-Vektor mit T7 Promotor kloniert.

Das Plasmid pcDNA3_HIF-1a war bereits im Labor vorhanden. Beide Proteine wurden 7
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vitro transkribiert sowie translatiert und schlieBlich in einer Ko-IP auf eine mdgliche
Wechselwirkung getestet. Wie in Abbildung 13 deutlich zu erkennen ist, interagieren der
GR und das HIF-1a. Um zu zeigen, dass es sich um eine spezifische Bindung zwischen
beiden Proteinen handelte, wurde der Vektor pcDNA3 alleine in der IVIT hergestellt und
darauf in der Ko-IP anstelle des GR eingesetzt. Es war keine Wechselwirkung zu erkennen,
was bestitigt, dass die Interaktion zwischen dem GR und HIF-1a spezifisch ist (Abbildung
13).

Abb. 13 HIF-1a und GR interagieren in vitro.

HIF-1a und GR wurden in den Expressionsvektor pcDNA3 kloniert. Daraus wurden die Proteine in einer
IVTT hetgestellt, wobei der GR mit 3*S radioaktiv markiert wurde. Das HIF-1o.- und das GR-Protein wurden
fir 8 h gemeinsam in ecinem Reaktionsgefdl inkubiert und schlieBlich mit einem HIF-lo-Antikérper
prazipitiert. Als Negativkontrolle diente die Ko-IP zwischen der IVIT des Expressionsvektors pcDNA3
ohne Insert und der IVIT des HIF-la. In diesem Ansatz wurde der leere Expressionsvektor mit 35S
radioaktiv markiert. Die Detektion erfolgte radiophotographisch mit einem Phospho-Imager.

3.7. Die Induktion des HIF-1-Zielgens VEGF durch IL-1 wird durch
Dex aufgehoben

Die Untersuchung des HIF-1-Zielgens VEGF wurde mit Hilfe der Real-Time RT-PCR

durchgefithrt. Etwa 50% konfluente HepG2-Zellen wurden fur 6 h unter hypoxischen

Bedingungen mit IL-1f und/oder 100 nM Dex stimuliert. Im Anschluss wurde die RNA

isoliert, woraus danach mit RT-PCR die cDNA hergestellt wurde, die in den Real-Time-

RT-PCR-Versuchen als Matrize eingesetzt wurde. In hypoxischen Bedingungen fiihrte eine

IL-1B Stimulierung zu einer signifikanten Steigerung der VEGF-Expression. Durch
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Applikation von Dex fiel die Expression wieder auf den Kontrollwert ab. Dex-Behandlung
alleine fuhrte verglichen mit der Kontrolle zu einer nicht signifikanten Steigerung der

VEGF-mRNA-Expression.
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Abb. 14 Durch IL-18 induzierte VEGF, --mRNA wird durch Dex reduziert.

HepG2-Zellen wutden fiir 6 h unter hypoxischen Bedingungen (3% O,) mit IL-1B und/oder 100 nM Dex
stimuliert. Aus den Zellen wurde die RNA isoliert, mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und
diese als Matrize in der Real Time RT-PCR eingesetzt. VEGF, 5 wurde mit einem ,,Assay on demand*
detektiert. Dargestellt sind der arithmetische Mittelwert + SE, n=4; der mit # markierte Balken stellt die
Signifikanz (p<0,05) zwischen Kontrolle und IL-1-Behandlung dar. * zeigt die Signifikanz (p<0,05) zwischen
IL-1- und Dex-Behandlung (Test nach Dunett).

3.8. VEGF-Sezernierung in HepG2-Zellen wird von Dex beeinflusst

Der ELISA wurde mit dem Zelliberstand aus HepG2-Zellen durchgefthrt, die fir 24 h bei
Hypoxie (3% O,) inkubiert und fir die Versuchsdauer mit den angegebenen
Konzentrationen Dex behandelt wurden. Signifikante Unterschiede in der Sekretion von
VEGF zwischen den einzelnen Behandlungen wurden nicht gefunden. Tendenziell fihren
Behandlungen mit steigenden Dex-Konzentrationen zu einer Abnahme der VEGE-

Konzentration im Zelliberstand (Abbildung 15).
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Abb. 15 Die VEGFjss-Sekretion wird in HepG2-Zellen durch Dex beeinflusst.
Auswirkungen einer 12-stiindigen Dex-Behandlung (10 — 1000 nM) auf die Produktion von VEGF 1¢5s durch
hypoxisch (3% O») inkubierte HepG2-Zellen.

3.9. Dex fuhrt in Immunfluoreszenzen von transfizierten U20S-Zellen

zu einer Translokation des GR

Fir die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden U20S-Zellen verwendet, die keinen
funktionellen GR haben. Die Zellen wurden sowohl mit einem Expressionsplasmid fiir den
GR als auch fur HIF-1la transient transfiziert, bevor die Untersuchungen durchgefithrt
wurden. Die Ergebnisse wurden folglich an einem Uberexpressionssystem gewonnen.
Sowohl unter hypoxischen als auch unter normoxischen Bedingungen lag der
nichtaktivierte GR im Kern und im Zytoplasma vor (Abbildung 16, Abbildung 18).
Verglichen mit den jeweiligen Kontrollen fiihrte eine Behandlung mit 0,1 uM Dex zu einer
Translokation des GR in den Kern. Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, war nach einer
Behandlung mit Dex unter hypoxischen Bedingungen zu beobachten, dass kleine Mengen
des HIF-la- und GR-Proteins nicht mehr in den Kern gelangen konnten und im
Zytoplasma zurtickblieben. Die Antikorperkontrolle war negativ, was die Spezifitit der

verwendeten Antikérper belegt (Abbildung 20).
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Interferenz

Abb. 16 Immunfluoreszenz von hypoxischen U20S-Zellen

Immunfluoreszenzanalyse von transient mit einem GR- und HIF-la-Expressionsplasmid transfizierten
U208-Zellen, die fiir 4 h unter hypoxischen Bedingungen (3% Oo) inkubiert wurden. 1. Antikérper: Anti-
HIF-1a, Anti-GR, 2. Antikorper: Alexa 488, Alexa 594, Kernfirbung: Bisbenzimid.

Interferenz

Uberlagenung

Abb. 17 Immunfluoreszenz von hypoxisch inkubierten und mit Dex behandelten U20S-Zellen

Immunfluoreszenzanalyse von transient mit einem GR- und HIF-lo-Expressionsplasmid transfizierten
U20S-Zellen, die mit 0,1 uM Dex behandelt wurden und fiir 4 h unter Hypoxie (3% O) inkubiert wurden. 1.

Antikérper: Anti-HIF-1o, Anti-GR, 2. Antikérper: Alexa 488, Alexa 594, Kernfirbung: Bisbenzimid.
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Interferenz

Uberlagenng

Abb. 18 Immunfluoreszenz von normoxischen U20S-Zellen

Immunfluoreszenzanalyse von transient mit einem GR- und HIF-la-Expressionsplasmid transfizierten

U208-Zellen, die in Normoxie (20% Op) fiir 4 h inkubiert wurden. 1. Antikérper: Anti-HIF-1a, Anti-GR, 2.
Antikorper: Alexa 488, Alexa 594, Kernfirbung: Bisbenzimid.

HIF-1x Interferenz

&

Uberlagenng

Abb. 19 Immunfluoreszenz von normoxisch inkubierten und mit Dex behandelten U20S-Zellen

Immunfluoreszenzanalyse von transient mit einem GR- und HIF-la-Expressionsplasmid transfizierten
U20S-Zellen, die mit 0,1 pM Dex behandelt wurden und fiir 4 h normoxisch (20% O;) inkubiert wurden. 1.

Antikérper: Anti-HIF-1a, Anti-GR, 2. Antikérper: Alexa 488, Alexa 594, Kernfirbung: Bisbenzimid.
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Interferenz

Uberlagenng

Abb. 20 Immunfluoreszenz von normoxischen U208-Zellen ohne Antikorperbehandlung.

Immunfluoreszenzanalyse von transient mit einem GR- und HIF-la-Expressionsplasmid transfizierten

U208-Zellen, die fir 4 h in Normoxie (20% O») inkubiert wurden. Ohne 1. und 2. Antikdrper, Kernfirbung:
Bisbenzimid.
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4. DISKUSSION

Glukokortikoide gehoéren zur Klasse der Steroidhormone und werden in der
Nebennierenrinde produziert. Thre physiologischen Funktionen liegen in der Regulation
des Kohlenhydrat-, Lipid- wund Proteinmetabolismus. Synthetisch  hergestellte
Glukokortikoide zihlen zu den am haufigsten verschriebenen Medikamenten weltweit.
Eingesetzt werden sie u. a. zur Behandlung entziindlicher Erkrankungen. Wie bereits unter
1.3.1. beschrieben, entfalten sie thre Wirkung tiber einen Rezeptor, den GR.

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 wird unter hypoxischen Bedingungen in der Zelle
stabilisiert, initiiert die Transkription verschiedener Zielgene und ermdglicht der Zelle so
eine Anpassung an hypoxische Umweltbedingungen. Werden Zellen unter normalen
Sauerstoffbedingungen mit proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-ou oder IL-1j,
stimuliert, wird HIF-1 ebenfalls aktiviert und transkriptionell aktiv.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Glukokortikoiden auf verschiedene
hypoxisch oder normoxisch inkubierte Zelllinien mit Hilfe unterschiedlicher Methoden

untersucht.

4.1. Das synthetische Glukokortikoid Dex beeinflusst die HIF-lo-
Proteinmenge in HepG2-Zellkulturen

In den ersten Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit an HepG2 Zellen
wurde deutlich, dass ansteigende Konzentrationen Dex die HIF-law Proteinmenge in
Kernextrakten unter hypoxischen Bedingungen stark reduzieren. Durch Behandlung mit
dem proinflaimmatorischen Zytokin IL.-1 wurde HIF-1a in normoxischen Kernextrakten
induziert und durch steigende Konzentrationen Dex wieder reduziert. Wurden HepG2-
Zellen mit Dex behandelt, konnte in Gesamtzellextrakten keine Verinderung der HIF-1a-
Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden; wurden aus diesen Zellen
jedoch Kernextrakte gewonnen und auf die HIF-1a-Proteinmenge untersucht, so nahm
diese nach Dex-Behandlung ab. Damit konnten zum Teil die Ergebnisse von Kodama et al.
[Kodama et al., 2003] bestitigt werden, die ebenfalls nach einer Behandlung der Zellen mit
Dex in Gesamtzellextrakten keine Effekte auf die HIF-1aw Proteinmenge beobachten. Die
Ausschuttung proinflaimmatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-1 erfolgt als erste

Antwort des Gewebes auf eine Entziindung und fihrt zur Aktivierung von NF-kB [Ghosh
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und Karin, 2002]. Bereits Untersuchungen von 1999 durch Hellwig-Biirgel et al. [Hellwig-
Birgel et al., 1999] deuten auf eine Beteiligung von HIF-1a an der Entzindungsreaktion
hin. Die Autoren zeigen, dass auch unter normoxischen Bedingungen HIF-1 aktiviert
werden kann: durch die Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1f und
TNF-a. Es gibt weitere Arbeiten, die in HIF-1 einen Mediator von Immunreaktionen
sehen. Scheid et al. [Scheid et al., 2002] figen Schafen kinstliche Wunden zu und ermitteln
am Wundrand den HIF-la-Proteingehalt. Wihrend der inflaimmatorischen Phase der

Wundheilung finden sie dort erhohte HIF-1a-Spiegel. Wird HIF-1at in den Zellen der
myeloischen Linie in Midusen selektiv inaktiviert, weisen diese eine beeintrichtigte
Immunantwort auf [Cramer et al., 2003]. Weitere Versuche dieser Arbeitsgruppe
untersuchen HIF-1-Zielgene auf deren Induzierbarkeit nach zielgerichteter Zerstérung von
HIF-1a in Makrophagen. Die HIF-1 Zielgene VEGF, das glykolytische Enzym PGK und
der Glukosetransporter GLUT-1 sind sowohl unter normoxischen als auch unter
hypoxischen Bedingungen nicht mehr induzierbar [Cramer et al., 2003]. Auch eine Studie
von Karhausen et al. [Karhausen et al., 2004] untermauert eine Beteiligung von HIF-1a an
der  Entzindungsreaktion. In  Miusen erzeugen die Autoren  kinstliche
Darmentzindungen. Diese Mduse weisen zum Teil einen ,,Knock-out” fur HIF-1a oder
pVHL im intestinalen Epithel auf, was entweder zu einem fehlenden oder einem stindig
aktiven HIF-1 in diesem Gewebe fithrt. Die Ergebnisse der Untersuchungen deuten darauf
hin, dass epitheliales HIF-1 ein protektives Element bei entziindlichen Erkrankungen der
Mukosa darstellt und zu einem klinisch vorteilhaften Verlauf dieser Krankheit fihrt

[Karhausen et al., 2004].

4.2. Dex beeinflusst die DNA-Bindung von HIF-1

Durch Dex zeigte sich unter hypoxischen Bedingungen im HIF-1-EMSA von
Kernextrakten humaner primirer Fibroblasten, Hela- und HepG2-Zellen eine
abgeschwichte Bindung von HIF-1 an die DNA. Erwartungsgemil3 unterblieb in
Normoxie die Bindung von HIF-1 an die DNA. Bei den humanen primiren Fibroblasten
wurden auch Untersuchungen mit IL-1-Stimulation durchgefithrt. In den vorliegenden
Untersuchungen konnte unter hypoxischen Bedingungen eine Steigerung der DNA-
Bindung von HIF-1 zu beobachtet werden, die durch eine gleichzeitige Applikation von

Dex wieder reduziert wurde. Hellwig-Biirgel et al. [Hellwig-Biirgel et al., 2005a] zeigen, dass
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eine Behandlung von renalen proximalen tubuliren Zellen mit IL-1B bei Normoxie zu
cinem Anstieg der HIF-1-DNA-Bindung fihrt. Bei Behandlung der Zellen mit dem
spezifischen PI3K-Inhibitor LY 294002 ist weder unter hypoxischen noch unter
normoxischen Bedingungen nach IL-1B-Stimulation eine HIF-1-DNA-Bindung
nachzuweisen. PD 98059, ein spezifischer Inhibitor der MAPK, weist nur einen geringen
Effekt auf. In weiteren Experimenten kénnen die Autoren nach I1.-1B-Behandlung keine
signifikante Induktion von pAKT nachweisen, jedoch fithrt LY 294002 zu einer Hemmung
der durch IL-1B vermittelten HIF-la-Akkumulation und der HIF-1-DNA-Bindung.
Hellwig-Birgel et al. [Hellwig-Biirgel et al., 2005b] schlieBen daraus, dass eine miflige
Aktivierung der PI3K einen Einfluss auf die HIF-1o-Produktion oder Stabilisierung hat.
Dies weist wiederum darauf hin, dass die PI3K-Aktivitit zwar notwendig ist, aber
offensichtlich nicht alleine fir eine HIF-1o-Akkumulierung ausreicht. Hellwig-Biirgel et al.
[Hellwig-Birgel et al., 1999] zeigen durch ihre Ergebnisse eine Beteiligung der PI3K an der
hypoxischen und der durch IL-1B-induzierten HIF-1a Akkumulation.

4.3. Glukokortikoide beeinflussen die transkriptionelle Aktivitit von
HIF-1

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Glukokortikoide (Dex, HC und C)
auf ihren Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitit unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen untersucht. Die Experimente wurden mit stabil transfizierten HRG-1- bzw.
HRB-5-Zellen durchgefihrt. Unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen nahm die
HIF-1-Aktivitit mit steigenden Konzentrationen Dex, HC und C signifikant ab. Die
Abnahme setzte bei Dex bereits mit niedrigeren Konzentrationen verglichen mit HC und C
ein, was uber die geringere glukokortikoide Wirksamkeit von HC und C erklirt werden
konnte. Weiterhin wurden Experimente mit dem proinflaimmatorischen Zytokin I1.-1f3
durchgefiihrt, das eine signifikante Steigerung der HIF-1-abhingigen Genexpression
sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen Inkubationsbedingungen hervorrief und
durch eine Behandlung mit Dex, HC oder C signifikant reduziert werden konnte. Diesen
Ergebnissen stehen Befunde von Kodama et al. [Kodama et al., 2003] gegentiber, die eine
1,5 — 3 fache Induktion der HIF-1-abhingigen Genexpression unter Dex-Behandlung
finden. Sie untersuchen die mRNA-Expression der HIF-1-Zielgene VEGF, ADM und
GLUTS3, die unter hypoxischen Bedingungen durch Dex-Behandlung induziert werden und
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in Normoxie keine Verdnderung erkennen lassen. Auch in Reportergenstudien mit HRE-
Luziferase-Reportergen und Expressionsplasmid pCMX-GR transient transfizierter Hel.a-
Zellen weisen die Autoren unter Dex-Applikation eine gesteigerte HRE-abhingige
Genexpression in Abhingigkeit steigender Konzentrationen des GR-Expressionsplasmids
nach. Daraus schlussfolgern Kodama et al. [Kodama et al., 2003], dass die hypoxische
Induktion durch Dex-Behandlung tiber den GR vermittelt wird. Leonard et al. [Leonard et
al., 2005] fthren ahnliche Untersuchungen mit der GR-abhingigen Genexpression durch.
HK-2-Zellen werden transient mit einem GRE-Luziferase-Reportergen transfiziert, fir 20
h hypoxisch und fiir weitere 24 h mit verschiedenen Konzentrationen Dex in Hypoxie
inkubiert. Dies fithrt zu einer Potenzierung der GRE-Luziferase-Aktivitit, die den
deutlichsten Anstieg mit einer Dosierung von 10 nM erreicht.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe von Untersuchungen an stabil transfizierten
und GR defizienten HRB-5-Zellen ebenfalls gezeigt werden, dass fiir die Reduktion der
HIF-1-Genaktivitit durch Glukokortikoide der funktionelle GR notwendig ist. HRB-5-
Zellen zeigten unter Dex-Behandlung keine Reduktion der HIF-1-abhingigen
Genexpression. Wurden diese Zellen jedoch mit dem Expressionsplasmid des humanen
GR, pRShGR, transfiziert, so nahm unter Dex-Behandlung die HIF-1-Aktivitit signifikant
ab, was auch hier den Schluss zuldsst, dass die Vermittlung der Reduktion der HIF-1-
abhingigen Genexpression mdéglicherweise tiber einen sogenannten ,,Crosstalk™ zwischen
dem GR und HIF-la vermittelt wurde. Die nahezu identische Abnahme der
transkriptionellen Aktivitit von HIF-1 nach hypoxischer Induktion durch unterschiedliche
Konzentrationen Dex ist moglicherweise auf das durch eine transiente Transfektion
hervorgerufene Uberexpressionssystem zuriickzufiihren. Vermutlich werden so grofe
Mengen an GR exprimiert, dass bereits niedrige Glukokortikoid-Konzentrationen eine

maximale Abschwichung hervorrufen kénnen.

4.4. Dex beeinflusst die HIF-1-Zielgenexpression

Als Zielgen fur HIF-1 wurde mittels Real-Time RT-PCR quantitativ die mRNA von
VEGF,; untersucht. Durch IL-1B-Behandlung wurde die VEGF,;;-mRNA verdoppelt
verglichen mit der hypoxischen Kontrolle. Bei zusitzlicher Applikation von Dex reduzierte
sich die VEGF-mRNA wieder auf den hypoxischen Ausgangswert. Wurden die Zellen
lediglich mit Dex behandelt, zeigte sich ein leichter aber nicht signifikanter Anstieg im

Vergleich zur Kontroll-mRNA. Weiterhin wurde eine ELISA-Studie durchgefthrt, die
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keine signifikanten Verdnderungen der VEGF,-Sekretion nach Dex-Behandlung zeigten.
In den gewonnenen Daten lisst sich jedoch eine abnehmende Tendenz der VEGF,,-
Sekretion nach steigender Dex-Konzentration beobachten. Studien von Machein et al.
[Machein et al., 1999] an C6 und GS9L-Zellen (Glioma-Zellen aus der Ratte) zeigen in
normoxisch inkubierten Zellen eine signifikant stirkere Abnahme der VEGF-mRNA
verglichen mit hypoxischen Zellen. Auch Heiss et al. [Heiss et al., 1996] weisen darauf hin,
dass unter Hypoxie 9L-Zellen aus Ratten VEGF induziert wird, was jedoch durch Dex
nicht reduziert werden kann. Diese Ergebnisse werden auch von Finkenzeller et al.
[Finkenzeller et al., 1995] gefunden. Dex unterdriickt zwar den durch Phorbol-Ester und
den Blutplittchen-Wachstumsfaktor — (Platelet-derived growth factor = PDGF)
hervorgerufenen Anstieg der VEGEF mRNA, aber nicht den durch Hypoxie induzierten
Anstieg. Nauck et al. [Nauck et al, 1997] fihrten Untersuchungen mit den zwei
proinflaimmatorischen Mediatoren PAF (Plittchen aktivierender Faktor) und PDGF durch,
die beide die VEGF mRNA zeitabhingig induzieren. Die transkriptionelle Aktivierung
wird von steigenden VEGF-Proteinspiegeln begleitet, die durch Behandlung mit C, HC
und Prednisolon wieder aufgehoben werden.

Da die hier diskutierten Ergebnisse von Untersuchungen in Hypoxie stammen, fallen
moglicherweise die Effekte von Dex, mit Ausnahme der Induktion von IL-1, auf die

mRNA nur gering aus.

4.5. In vitro kommt es zu einer Protein-Protein-Wechselwirkung von
GR mit HIF-1a

In einer Ko-Immunprizipitationsstudie konnte in der vorliegenden Arbeit eine direkte
Wechselwirkung des GR mit dem HIF-la-Protein iz vitro nachgewiesen werden. In der
Literatur ist eine Wechselwirkung der beiden Proteine nicht beschrieben. Versuche von
Kodama et al. [Kodama et al., 2003], diese Interaktion mit Hilfe von GST-pull-down-
Assays nachzuweisen, scheiterten.

Chauvet et al. [Chauvet et al., 2004] weisen in ihren Untersuchungen den Retinoic acid-
receptor-related orphan receptor (ROR) o (Rora) als ein neues Zielgen fir HIF-1 nach.
Dieser Rezeptor ist ein Transkriptionsfaktor, der wie auch der GR, zur Hormonrezeptor-
Superfamilie gehort. Die Autoren zeigen eine Beteiligung von HIF-1 an der hypoxischen
RORa-Antwort. Auf molekularer Ebene gibt es einen ,,crosstalk zwischen durch HIF-1-
vermittelten und durch nukleire Rezeptoren vermittelten Signalwegen. Diese Studien

geben einen Hinweis darauf, dass es sich moglicherweise auch bei dem ebenfalls zur
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Hormonrezeptor-Superfamilie gehérendem GR um ein neues HIF-1-Zielgen handeln
konnte. Zur niheren Untersuchung einer moglichen Wechselwirkung zwischen den
Proteinen GR und HIF-la. wurde in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch die
Lokalisation von HIF-1at und/oder dem GR mit oder ohne Dex-Behandlung untersucht.
Wie aus den Bildern zu erkennen ist, lag der GR sowohl in Normoxie als auch unter
Hypoxie ohne Dex-Behandlung in Kern und Zytoplasma vor. Nach Aktivierung mit Dex
translozierte der GR unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen nahezu
vollstindig in den Kern. HIF-1a lag in Hypoxie unter Dex-Behandlung vermehrt im
Zytoplasma vor, verglichen mit der hypoxischen Kontrolle. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Effekte von Glukokortikoiden auf HIF-1 méglicherweise tiber eine direkte

Protein-Protein-Interaktion zwischen HIF-1a und dem GR vermittelt werden.

4.6. Wie sieht ein mdglicher neuer antiinflammatorischer

Mechanismus fiir die Glukokortikoide aus?

Wie die Glukokortikoide die in dieser Arbeit ermittelten Wirkungen auf HIF-1a, entfalten,
wurde bisher nicht geklirt. Moglicherweise handelt es sich um einen neuen
antiinflammatorischen Mechanismus. So kénnte beispielsweise der hemmende Effekt von
Glukokortikoiden auf HIF-1 und dessen Zielgene durch eine Interaktion mit HSP90 erklart
werden. Wird der GR durch Glukokortikoide aktiviert, werden die beiden an den Rezeptor
gebundenen HSP90-Molekdle in das Zytosol abgegeben. Dadurch steigt der HSP90-Gehalt

im Zytoplasma an, was moglicherweise in verstirktem Mal3e an HIF-1aw bindet und dieses

an der Translokation in den Kern hindert. Dass HIF-1a und HSP90 interagieren kénnen,
wurde bereits in mehreren Studien bestitigt [Minet et al., 1999; Katschinski et al., 2002;
Isaacs et al., 2002; Katschinski et al., 2004].

Minet et al. [Minet et al., 1999] zeigen, dass HIF-1a unter Hypoxie nicht mehr aktiviert
werden kann, wenn HSP90 durch einen spezifischen Inhibitor blockiert ist. Damit ist
bewiesen, dass HSP90 an der Stabilisierung von HIF-1 beteiligt ist. Pratt [Pratt, 1997] sowie
Scheibel und Buchner [Scheibel und Buchner, 1998] weisen nach, dass Geldanamycin (GA)
die ATP-Bindungsaktivitit von HSP90 hemmt. Dies fihrt zur Formation eines HSP90-
Komplexes mit einer niedrigeren Affinitit fiir Substrate. In ihren Untersuchungen zeigen
Minet und Mitarbeiter [Minet et al., 1999] an einem chimiren Protein, dem EGFP-HIF-1q,

dass dieses unter normoxischen Bedingungen deutlicher mit HSP90 interagiert als unter
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Hypoxie. An diesem mutierten Protein, das nur den C-Terminus von HIF-1a exprimiert
und im Kern lokalisiert ist, kann keine Wechselwirkung mit HSP90 beobachtet werden.
Dies sind Indizien fiir eine Interaktion von HSP90 und HIF-1a, die nicht tiber den C-
Terminus vermittelt wird. Mit Immunprizipitation gelang es den Autoren zu zeigen, dass
die Interaktion der beiden Proteine von der bHLH PAS-Domine vermittelt wird. Unter
hypoxischen Bedingungen dissoziiert das an das HIF-1a gebundene HSP90 ab. Mit dem
chimiren Protein EGFP-HIF-1a finden Minet et al. [Minet et al, 1999] keine Ko-
Translokation von HSP90 mit HIF-1a im Kern. In Normoxie interagiert HSP90 mit der
bHLH-PAS-Domine von HIF-la. Weiterhin zeigen die Autoren, dass HSP90 in die
Translokation von HIF-1a in den Kern involviert ist. Durch die Aktivierung des GR liegt
vermehrt freies HSP90 im Zytoplasma vor. Es kann HIF-1a stabilisieren, indem es an
dessen PAS-Domine bindet. Um die Translokation von HIF-1a in den Kern zu initiieren,
verdringt ARNT das HSP90 von der PAS-Domine, um selbst dort zu binden.
Moglicherweise konnte der erhéhte HSP90-Gehalt im Zyptoplasma nach GR Aktivierung
dazu fithren, dass ARNT nicht in der Lage ist, das HSP90 komplett zu verdringen. So
konnte die Translokation einer Vielzahl von HIF-la-Proteinen in den Kern verhindert
werden.

Auch Isaacs et al. [Isaacs et al., 2002] identifizieren HSP90 als einen neuen VHL- und
sauerstoffunabhingigen Regulator der HIF-1a-Proteinstabilitit. Die Experimente fithrten
die Autoren an RCC C2 und C6-Zellen durch, die kein funktionelles pVHL besitzen und
folglich auch unter normoxischen Bedingungen ein stabiles HIF-1a exprimieren. Diese
Zellen wurden mit den HSP90-Inhibitoren GA und 17-AAG behandelt, was zu einer
Abnahme der HIF-1a-Proteinmenge fihrt. Eine Behandlung mit GA destabilisierte das
transient transfizierte HIF-la in pVHL-defizienten 786-0-Zellen. GA und 17-AAG
reduzieren sowohl unter Normoxie und Hypoxie als auch unter Gegenwart oder
Abwesenheit von endogenem pVHL die HIF-loo Spiegel. Im Gegensatz zu den
Erkenntnissen von Minet et al. [Minet et al., 1999] verbindet sich HSP90 unter
hypoxischen und auch normoxischen Bedingungen mit HIF-1a.. Minet et al. [Minet et al.,
1999] verwenden chemische Hypoxie-Mimetika, wihrend in der Arbeit von Isaacs et al.
[Isaacs et al., 2002] reduzierte Sauerstoffspiegel zur Erzeugung einer Hypoxie verwendet

werden, was moglicherweise die unterschiedlichen Ergebnisse erklirt. Tatsichlich zeigen

Katschinski et al. [Katschinski et al., 2002], dass die hypoxische Akkumulation des HIF-1at.-
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Proteins durch GA antagonisiert werden kann. Diese Beobachtungen unterstiitzen die

Erkenntnisse von Isaacs et al. [Isaacs et al., 2002], dass HSP90 nicht nur unter hypoxischen
sondern auch unter normoxischen Bedingungen mit HIF-la interagieren kann. Die
Autoren vermuten auch, dass GA nicht dazu fuhrt, dass HIF-1o hochreguliert wird,
sondern dass es den Abbau von HIF-1a unter Hypoxie begtinstigt. In einer neueren Studie
von Katschinski et al. [ Katschinski et al., 2004] bestitigen die Autoren die bereits durch
Minet et al. [Minet et al., 1999] entdeckte Interaktion zwischen HIF-1a und HSP90. Als
Ort dieser Wechselwirkung ermitteln sie die PAS B Domine von HIF-1a. Unter Hypoxie

steigt die Bindung von ARNT an HIF-la an, wihrend sowohl die HSP90 als auch die
HSP70 Bindung abnimmt. Die Verdringung von HSP90 von der PAS B-Domine durch
ARNT ist méglicherweise ein entscheidender Vorgang fiir die vollstindige Aktivierung von
HIF-1. Unterstiitzt wird diese These durch Erkenntnisse, dass eine Zugabe von HSP90 zu
einer DNA-Bindungsreaktion oder eine Uberexpression von HSP90 die DNA-Bindung
und die Transaktivierungsaktivitit hemmt. Mit hypoxischen HSP90B-defizienten
embryonalen Stammzellen kénnen die Autoren 7z vitro zeigen, dass die HSP90-Aktivitit fiir
eine schnelle hypoxische Stabilisierung von HIF-1a notwendig ist.

Eine weitere Moglichkeit, wie die Wirkungen von Glukokortikoiden auf HIF-1 erklart
werden konnte, ist der Kernimport. Eventuell entsteht zwischen den beiden Proteinen GR
und HIF-1a eine Konkurrenz um die Importine, die fir den Kernimport benétigt werden.
Es konnte sein, dass zu wenig Importine vorhanden sind, was es unmoglich macht, alle
Proteine komplett in den Kern zu bringen. Depping et al. [Depping et al., 2005] konnten
zeigen, dass die o-Importine an der Translokation des HIF-1a in den Kern beteiligt sind.
Albermann et al. [Albermann et al,, 2004] exprimierten in Xenopus laevis Oozyten den
Ratten-GR (tGR), der im inaktiven Zustand im Zytoplasma vorliegt, nach Aktivierung
durch einen Liganden wie beispielsweise der synthetische Agonist Triamcinolon Acetonid
in den Kern gelangt und dort transkriptionell aktiv ist. Der Kerntransport des GR ist zeit-
und hormonabhingig. Der nukleire Import von Proteinen ist ein limitierender Prozess, da
er von der Verfiigbarkeit der Import-Rezeptoren und der Sittigung der Kernhtille abhingig
ist. Bereits funf Minuten nach Injektion von Triamcinolon Acetonid in die Oocyte wird die
Transportkapazitit fiir die Kerntranslokation tberschritten, was 30 Minuten nach
Hormonstimulation noch deutlicher ausfillt. Nach Ansicht der Autoren kann der
limitierende Faktor nur eine begrenzte Menge von Transportrezeptoren sein, da Xenopus-

Oocyten sehr viele Kernporen besitzen und sie folglich nicht limitierend sein kénnen. Bei
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Proteinen mit einer klassischen NLS wird der Kernimport tber Importin o/ vermittelt
[Gétlich und Kutay, 1999]. Viele Gruppen haben beteits die Interaktion von Importin a/f3
mit der NL1 des GR untersucht [Savory et al., 1999; Tanaka et al., 2003; Freedman und
Yamamoto, 2004]. Wihrend Savory et al. [Savory et al., 1999] eine Interaktion zwischen
dem GR und Importin o in einem Yeast-two-hybrid-System beobachten, weisen Tanaka et
al. [Tanaka et al., 2003] nach Kortikosteron-Behandlung eine Verbindung von Importin o
mit dem rGR im Zytoplasma lebender Zellen nach. Dariiber hinaus zeigen sie einen
parallelen Kernimport von fluoreszenz-markiertem rGR und Importin a in Kortikosteron
stimulierten Zellen. Durch einen Austausch der Lysine an Position 513 — 515 in Asparagine
von NL1 kann die Interaktion aufgehoben werden. Freedman und Yamamoto [Freedman
und Yamamoto, 2004] demonstrieren eine Wechselwirkung des rGR mit Importin a,
Importin 7 und Importin 8. Importin o bindet an NL1, wihrend Importin 7 und Importin
8 sowohl an NL1 als auch an NL2 bindet. Die Autoren beobachten, dass Importin o und
Importin 7, aber nicht Importin 8 den nukledren Import von rGR 7z vitro térdert. Diese
Daten weisen auf einen Kernimport des tGR durch Importin o/f tber die Bindung an
NL1 hin. Allerdings weisen die Ergebnisse von Albermann et al. [Albermann et al., 2004]
auf einen zweiten Importweg fiir den tGR hin, der unabhingig von Importin o/ und der
Bindung an die NL stattfindet. Untersuchungen von Picard und Yamamoto [Picard und
Yamamoto, 1987] unterstitzen diese Beobachtungen. Sie zeigen eine effiziente,
hormonabhingige und tber NL2 vermittelte Kerntranslokation des GR, sowie einen
unabhingigen Kernimport-Weg fir den GR vermittelt iber NL1 und NL2. Fir Proteine
scheint es durchaus tblich, dass sie mehr als einen Weg fiir ihren nukledren Import wihlen
oder mehr als ein Signal fiir die Forderung des Kernimportes benutzen [Picard und
Yamamoto, 1987; Goérlich und Kutay, 1999]. Der in Xenopus-Oocyten exprimierte rGR hat
eine limitierende Kapazitit fur den Kernimport, was auf eine Importin o/B-unabhingige
Vermittlung des Kernimportes hinweist. Dies ist nach Albermann et al. [Albermann et al.,
2004] vermutlich nicht auf eine mangelnde Importkapazitit der Kernporenkomplexe
zurickzufthren, sondern auf eine limitierte Menge eines bis jetzt noch nicht identifizierten
Importrezeptors.

Die Wirkungen der Glukokortikoide konnten auch tber eine direkte Protein-Protein-
Wechselwirkung vermittelt sein, wie sie bereits fir die beiden Transkriptionsfaktoren NF-
kB und AP-1 beschrieben ist. Scheinman et al. [Scheinman et al., 1995] zeigten, dass NF-

KB durch Glukokortikoide gehemmt wird. Die Interaktion zwischen NF-kB und dem GR
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ist mit der Wechselwirkung zwischen AP-1 und dem GR vergleichbar. Bei beiden
Transkriptionsfaktoren wird eine gegenseitige Hemmung beobachtet. Fiir die physische
Interaktion von GR und AP-1 oder NF-xB ist die Zinkfinger-Region des GR-Proteins
verantwortlich [Kerppola et al., 1993]. Die Zinkfinger-Region des GR-Proteins wird auch
fir die Hemmung der p65 Akivitit bendtigt [Scheinman et al., 1995]. AuBerdem fiihrt Dex
zu einem Verlust an nukleirem p65. Wird der GR durch ein Glukokortikoid aktiviert,
dissoziiert das HSP90 ab und groe Mengen an GR zirkulieren zwischen dem Zellkern und
dem Zytoplasma [Johnston, 1989]. Scheinman et al. [Scheinman et al., 1995] postulieren,
dass dieser Hormon-Rezeptor-Komplex mit dem freigesetzten NF-kB interagieren kann.
Die Hormonbindung wird méglicherweise sowohl fiir die Abgabe von HSP90 als auch fir
die Verbindung des GR mit NF-kB benotigt. Die Autoren beobachten eine
Wechselwirkung von p50 mit dem GR als auch eine endogene Wechselwirkung der NF-
kB-Untereinheiten, was zu einer Blockierung der DNA-Bindung fiithrt. Eine Interaktion
zwischen Transkriptionsfaktoren und deren DNA-Bindungsregionen kénnen, wie bei NF-

kB/bZIP-Komplexen, zu einer transkriptionellen Synergie flihten oder zu einer

transkriptionellen Repression wie fur den AP-1/GR oder den NF-xB/GR-Komplex

beschrieben [Scheinman et al, 1995]. Sowohl wunsere Ergebnisse der Ko-

>
Immunprizipitation als auch der Immunfluoreszenz weisen auf diese Moglichkeit der
Interaktion hin. Beide Proteine koénnen 7z witro miteinander interagieren und in der
Immunfluoreszenz ist nach hypoxischer Inkubation im Zytoplasma vermehrtes HIF-1a-

Protein mit Dex-Stimulation im Vergleich zur nichtstimulierten hypoxischen Kontrolle zu

sehen. In Abbildung 21 sind die drei méglichen Mechanismen schematisch dargestellt.
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transkriptioneller
“crosstalk”

Abb. 21 Maogliche Mechanismen der Wirkung von Glukokortikoiden auf HIF-1.

Mogliche Mechanismen, auf die die Wirkung der Glukokortikoide auf HIF-1 zurtckgefiihrt werden kénnen.
Direkte Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen HIF-1ot und GR im Zytoplasma, Wechselwirkung von
HIF-1o und HSP90 im Zytoplasma, Importinkonkurrenz zwischen GR und HIF-1a.

4.7. Schlussbetrachtung

Zwel Publikationen sind bereits erschienen, die sich mit der Wechselwirkung des GR mit
HIF-1 auseinandersetzen [Kodama et al., 2003; Leonard et al., 2005]. Wihrend Kodama et
al. [Kodama et al., 2003] den hier vorliegenden Ergebnissen kontrire Beobachtungen
machen, stehen die Befunde von Leonard et al. [Leonard et al., 2005] damit weitgehend im
Einklang.

Kodama et al. [Kodama et al, 2003] wihlen andere Versuchsbedingungen, was
moglicherweise der Grund fiir die gegensatzlichen Ergebnisse zur vorliegenden Arbeit ist.
So verwenden sie anstelle von 3% Sauerstoff als Hypoxie 1% Sauerstoff. Auflerdem
befreien sie vor Versuchsbeginn das FCS durch Aktivkohle von Serumsteroiden. Fur
Reportergenstudien ~ verwenden — sie  transient mit einem  HRE-Luziferase-
Reportergenplasmid und einem GR-Expressionsplasmid transfizierte HelLa-Zellen, obwohl
fir diese Zelllinie belegt ist, dass sie den GR auch endogen exprimiert [Kallio et al., 1999;
Eggert et al., 1997]. Aus hypoxischen (1% O,) oder normoxischen (20% O,) HelLa-Zellen,
die teilweise mit verschiedenen Dex-Konzentrationen behandelt waren, werden

Gesamtzellextrakte hergestellt. Eingesetzt im Western Blot sind keine Verinderungen im
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HIF-1a-Proteingehalt zu erkennen. In der vorliegenden Arbeit wurde bei Kernextrakten
sowohl aus hypoxischen HepG2-Zellen als auch aus normoxischen HepG2-Zellen, die mit
IL-1B stimuliert wurden, nach Dex-Behandlung eine signifikante Abnahme des HIF-1a.-
Proteingehaltes verzeichnet. Im Gegensatz zu den Versuchen von Kodama et al. [Kodama
et al., 2003] wurden fiir die hier vorliegenden Reportergenstudien stabil mit einem HRE-
abhingigen Reportergen transfizierte HepG2-Zellen verwendet. Lediglich fir den Versuch
mit den stabil transfizierten Hep3B-Zellen wurde transient ein GR-Expressionsplasmid
transfiziert, um zu beweisen, dass der beobachtete Mechanismus von Dex auf HIF-1 tber
den GR vermittelt wird bzw. dieser dafiir von au3erordentlicher Wichtigkeit ist. Kodama et
al. [Kodama et al, 2003] fihren auBlerdem Versuche mit transfizierten COS-7-Zellen
durch. Bei diesen Zellen handelt es sich um Affenzellen, wihrend in den hier diskutierten
Versuchen humane Hepatom-Zelllinien verwendet wurden. Moglicherweise sind die
kontriren Ergebnisse von Kodama et al. [Kodama et al., 2003] darauf zuriickzufithren, dass
sie mit einem Uberexpressionssystem in Affenzellen arbeiten, das deutlich weiter vom
Mensch entfernt ist, als die in den vorliegenden Versuchen verwendeten humanen
Zelllinien. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass in der vorliegenden Arbeit FCS
sowohl in der Zellkultur als auch im Versuch verwendet wurde, wihrend Kodama et al
[Kodama et al., 2003] zwar FCS in der Zellkultur verwenden, aber fiir die Experimente nur
von Serumsteroiden befreites FCS einsetzen. Es ist fraglich, ob eine Befreiung des FCS von
Serumsteroiden fir den Versuch ausreichend ist. Falls diese einen Einfluss haben sollten,
ist dies moglicherweise bereits unter den ,,normalen” Kulturbedingungen an die Zelle
vermittelt worden. Kodama und Mitarbeiter [Kodama et al., 2003] untersuchen ebenfalls

den Finfluss von HIF-1 auf die GR-abhingige transkriptionelle Aktivitit, indem sie COS-
7-Zellen transient mit HIF-la, ARNT und einem GRE-abhingigen ILuziferase-

Reportergen transfizieren. Werden diese Zellen mit Dex behandelt, so zeigt sich weder
unter Dex-Behandlung noch unter Hypoxie oder Normoxie ein Unterschied in der GR-
abhingigen transkriptionellen Aktivitit. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Leonard et al. [Leonard et al., 2005] an mit einem GRE-Promotor
Luziferase-Reporter-Konstrukt transient transfizierten HK-2-Zellen, die unter Dex-
Behandlung eine Potenzierung der GRE-Promotor-Aktivitit feststellen. Wird die GR-
Expression durch siRNA ausgeschaltet, schwicht sich die potenzierte Glukokortikoid-
Aktivitit wieder ab. Bei den HK-2-Zellen handelt es sich um humane proximale tubulire
Epithelzellen der Niere. Leonard und Mitarbeiter [Leonard et al, 2005] ermitteln mit

Micorarray-Analyse eine Hochregulation des GR unter Hypoxie. Weiterhin fithrt auch die
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Uberexpression von HIF-law zu einer Hochregulation des GR und potenziert die
Glukokortikoid-abhingige Aktivitit. Insgesamt sehen Leonard et al. [Leonard et al., 2005],
dass unter Hypoxie nicht nur die GR-Expression, sondern auch der Einfluss auf die
Hypoxie-abhingige Genexpression verdndert ist. Aufgrund ihrer Ergebnisse behaupten die
Autoren, dass Hypoxie auch die Beseitigung von entziindlichen Erkrankungen stimuliert,
was Uber die Induktion des GR und die nachtriglich gesteigerte Sensitivitit gegeniiber der
antiinflammatorischen Wirksamkeit der Glukokortikoide vermittelt wird.

Da HIF-1 wie beschrieben eine grof3e Rolle in der Entziindung spielt, erklart die negative
Wirkung der Glukokortikoide auf HIF-1 moglicherweise die verzégerte Wundheilung bei
Patienten, die mit Glukokortikoiden behandelt werden. So ist VEGF ein HIF-1-Zielgen
und induziert die Angiogenese. Bleibt diese Induktion durch Glukokortikoid-Behandlung
aus, so konnte es zu einer verzogerten Wundheilung kommen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Glukokortikoide einen negativen Einfluss
auf die HIF-lo-Proteinexpression, die HIF-1-DNA-Bindung und die transkriptionelle
Aktivitit von HIF-1 haben. Auch die durch das proinflaimmatorische Zytokin IL-1

ausgeloste Induktion der HIF-la-Proteinexpression, der HIF-1-DNA-Bindung und der
transkriptionellen Aktivitdit von HIF-1 und der erhéhten HIF-1-Zielgenexpression kann
durch Glukokortikoide wieder riickgingig gemacht werden. Um die bereits erwihnten
moglichen Mechanismen, die hinter diesen Beobachtungen zu vermuten sind, zu ermitteln
missen weitere Untersuchungen durchgefithrt werden. Es miussten die Wechselwirkungen
zwischen HSP90, GR und HIF-1a unter Hypoxie und/oder Glukokortikoid-Behandlung
ermittelt werden. Weiterhin konnten Kompetitionsstudien Aussagen tber den Kernimport

von HIF-1o und dem aktivierten GR machen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Anpasssung des Organismus an Sauerstoff-Mangel wird auf transkriptioneller Ebene
tber die Aktivierung sogenannter Hypoxie-induzierbarer Faktoren (HIF) vermittelt. Dabei
handelt es sich um heterodimere Transkriptionsfaktoren, die aus einer o- und einer P-
Untereinheit bestehen. Wihrend die B-Untereinheit stindig im Kern vorhanden ist, wird
unter normalen Sauerstoffbedingungen die a-Untereinheit sofort ubiquitiniert und im
Proteasom abgebaut. Liegt ein Sauerstoffmangel vor, wird HIF-o stabilisiert. Es
transloziert in den Kern, dimerisiert dort mit HIF-f, bindet an weitere Ko-Faktoren und an
das HRE (Hypoxie-responsible Element) der DNA, wo die die Transkription der HIF-
Zielgene initiiert wird. Dazu zdhlen Faktoren, die Prozesse wie die Erythropoiese, die
Angiogenese und den zelluliren Energiestoffwechsel regulieren und damit eine Anpassung
des Organismus an niedrige Sauerstoffkonzentrationen gewihrleisten.

HIF-1 spielt eine entscheidende Rolle bei Entzindungsprozessen. Bestimmte
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1) bewirken auch unter normoxischen
Bedingungen eine Induktion von HIF-la. Da Glukokortikoide Medikamente mit
anitinflammatorischer Wirkung sind, wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen
einer Glukokortikoid-Behandlung von Zellen auf HIF-1 untersucht. Neben dem am
hiufigsten verwendeten Glukokortikoid Dexamethason (Dex) wurden Cortison (C) und
Hydrocortison (HC) eingesetzt. In Westernblot-Analysen nahm das HIF-la-Protein in
hypoxischen Kernextrakten nach Dex-Behandlung deutlich ab. Westernblots aus
Kernextrakten ergaben, dass durch IL-1 unter Normoxie induziertes HIF-1ow nach Dex-
Behandlung abnimmt. In Gesamtzellextrakten war nach Dex-Behandlung keine
Verinderung der HIF-1a-Proteinbande zu beobachten. In EMSA (electrophoretic-mobility
shift assay) Studien an verschiedenen Zelllinien wurde deutlich, dass Dex zu einer
Abschwichung der HIF-1-DNA-Bindung fithrt bzw. die durch IL-1-induzierte HIF-1-
DNA-Bindung wieder aufhebt. Im Ko-Immunprazipitationsexperiment war eine direkte
Protein-Protein-Wechselwirkung des Glukokortikoid-Rezeptors (GR) und HIF-1au iz vitro
nachweisbar. An mit einem HRE-abhingigen Reportergen stabil transfizierten HRG-1-
Zellen wurde gezeigt, dass sowohl Dex als auch C und HC die transkriptionelle Aktivitit
von HIF-1 reduzieren. Dies traf ebenfalls fiir die durch IL-1 induzierte Aktivitit von HIF-1
zu. An mit einem HRE-abhingigen Reportergen stabil transfizierten HRB-5 Zellen, die

nativ keinen GR exprimieren, wurde ermittelt, dass die transkriptionelle Aktivitit von HIF-
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1 durch Dex nicht abgeschwicht wird. Wurde diesen Zellen jedoch ein GR-
Expressionsplasmid transfiziert, so zeigte sich nach Dex-Behandlung eine signifikante
Abnahme der HIF-1-Aktivitdt. Aus diesem Befund wurde geschlossen, dass der GR fiir die
Wirkung von Glukokortikoiden auf HIF-1 essentiell ist.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei den beobachteten Wirkungen von
Glukokortikoiden um einen bisher unbekannten neuen antiinflammatorischen
Mechanismus handelt. Dabei konnte es sich um eine direkte Protein-Protein-Interaktion
zwischen HIF-1a und dem GR, eine Interaktion zwischen HSP90 und HIF-1a oder eine

Konkurrenz zwischen HIF-1a und dem GR um Importine handeln, die eine Translokation

von HIF-1a in den Kern behindern.
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6. SUMMARY

The adaptation of organisms to low oxygen levels is mediated via the activation of so called
hypoxia inducible factors (HIF-1 and HIF-2). HIFs are heterodimeric transcription factors
consisting of two subunits, the - and the PB-subunit. The B-subunit is constitutively
present in the nucleus whereas under normoxic conditions the o-subunit is rapidly
degraded by the proteasome. During oxygen deficiency HIF-a is stabilised, translocates to

the nucleus where it dimerises with HIF-B and accumulates with various co-factors. This
complex binds to the HRE (hypoxia responsive element) of the DNA where it initiates the
transcription of HIF-target genes that are involved in erythropoiesis, angiogenesis and the
regulation of the cellular energy metabolism helping to adapt the organism to low oxygen
levels.

HIF-1 plays a crucial role in the development of inflaimmations. Under normoxic
conditions proinflammatory cytokines like Intetleukin 1 (IL-1) cause an induction of HIF-
la. As glucocorticoids are widely used antiinflammatory drugs, their effect on HIF-1 was
tested in cells in the present dissertation. The mainly used glucocorticoid was
dexamethasone (Dex), further studies were conducted with Cortisone (C) and
Hydrocortisone (HC). In nuclear extracts of Dex-treated hypoxic cells HIF-1o-protein was
reduced as shown by Western blotting. In nuclear extracts from normoxic IL-1 treated cells
HIF-1o was also reduced after treatment with Dex. However, Western blots of whole cell
extracts no difference was apparent between Dex-treated and non-treated cells. EMSA
(electrophoretic mobility shift assay) studies of different cell lines showed decreased HIF-1-
DNA-binding after application of Dex. In co-immunoprecipitation studies a direct protein-
protein-interaction of the glucocorticoid receptor (GR) and HIF-1a iz vitro was found. In
HRG-1 cells, that are stably transfected with a HRE-dependent reporter gene, Dex as well
as HC and C were able to reduce the transcriptional activity of HIF-1. In reporter gene
assays with GR deficient HRB-5 cells, likewise stably transfected with a HRE-dependent
reporter gene, Dex was not able to reduce the transcriptional activity of HIF-1. However,
when the cells were transfected with a GR expression plasmid a significant reduction of
HIF-1 activity was observed. These results led to the assumption that the GR is essential
for the effect of glucocorticoids on HIF-1.

The present results are a hint for a novel antiinflammatory mechanism of glucocorticoids.

Potentially, there could be a direct protein-protein-interaction between HIF-la and the
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GR, an interaction between HSP90 and HIF-1a or a competition between HIF-1a and the

GR for importins not allowing the translocation of HIF-1a into the nucleus.
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8. ANHANG

8.1. Abkiirzungen und Dimensionen

17-AAG 17-(Allylamino)-17-demethoxygeldanamycin
Abb. Abbildung

Akt zelluldares Homologon des viralen Onkogens v-akt
AP-1 Aktivator Protein 1

ARNT Arylhydrokarbon nukledrer Translokator

ATP Adenosintriphosphat

bHLH basische Helix-Loop-Helix Domine der DNA
bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Kortison

ca. circa

CBP CREB bindendes Protein

cDNA komplementire DNA

Ci Curie

cm Zentimeter

CMV Zytomegalie Virus

COX-2 Cyclooxygenase-2

cpm (gezahlte) Impulse pro Minute

CREB cAMP responsives Element bindendes Protein
C-TAD C-terminale Transaktivierungsdomaine
C-Terminus Carboxyterminus

Dex Dexamethason

DFO Desferrioxamin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

DR/AhR Dioxinrezeptor

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

EG-VEGF vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor aus der endogenen Driise
ELISA Enzymgekoppelter Immunoassay

EMSA Gel-Shift Experiment

EPO Erythropoietin

Erk extrazellulir Signal-regulierte Proteinkinase, auch MAPK
et al. und Kollegen
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FCS
FIH

GA
GAPDH
GLUT-1
GR
GRE

HBS
HC
HIF
HOX
HRE
HRP
HSP90
1D
IFN-y
IGF
IeG
IxB
IL-1B
IPAS
IVIT
JNK
kDa
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LRP-1

uM

MAPK
MCS
mg
MIC-2
min

ml

mM
mRNA

fetales Kilberserum

HIF inhibierender Faktor

Gramm

Erdbschleunigung

Geldanamycin
Glutaraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glukose Transporter 1
Glukokortikoid Rezeptor
Glukokortikoid responsibles Element
Stunde

HIF Bindungsstelle

Hydrokortison
Hypoxie-induzierbarer Faktor
Hypoxie

Hypoxie responsibles Element
Meerettich Peroxidase

Hitzeschock Protein 90
Inhibitorische Domine

Interferon y

Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor

Immunglobulin G

Inhibitor von NF-xB

Interleukin 1B
inhibitorisches PAS Protein

In Vitro Transkription/Translation
Jun N-terminale Kinase
Kilodalton

Liter

Luria-Bertoni
LDL-Rezeptor-Related Protein
Mikroliter

Mikromolar

Molar

Mitogen aktivierte Proteinkinase
Multiple Klonierungsstelle
Milligramm

CD 99 (Cluster of Differentiation)
Minute

Milliliter

Milimolar

Boten-RNA
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mTOR
MTT
NF-xB
NLS
nM

NO
NOS-2
NOX
NSAID
N-Terminus
NUR-77
ODDD
PAS
PBS
PCR
PDGF
PGE2
PGK-1
pH
PHD
PIBK
PMSF
pVHL
ROR
Rora
RT
RT-PCR
s

SAPK
SDS

SE
si-RNA
SV 40
TEMED
TtHBS
TGF-B
TNF-a
U

\Y
VEGF
z.B.

Ziel von Rapamycin im Sdugetier
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid
Nukledrer Faktor kB

nukledre Lokalisationssequenz

Nanomolar

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxidsynthase 2

Normoxie

nicht-steroidale anti-entziindliche Pharmaka
Aminoterminus

nukledrer Orphan-Rezeptor

Sauerstoffabhingige Degradationsdomane

Per Arnt Sim

phosphatgepufferte Kochsalzlosung

Polymerase Kettenreaktion

Plittchen abgeleiteter Wachstumsfaktor
Prostaglandin E2

Phosphoglyceratkinase

negativer dekadischer Logatithmus der H'-Ionen-Konzentration
Prolylhydroxylase

Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phenylmethylsulfonylfluorid

"von Hippel-Lindau"-Protein
Retinolsaure-Rezeptor bezogener Orphan-Rezeptor
Retinolsdure-Rezeptor bezogener Orphan-Rezeptor o
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR

Sekunde

Stress-aktivierte Proteinkinase
Natrium-Dodecylsulfat

Standardfehler

kleine inhibitorische RNA

Simian Virus 40

N,N,N'N'-Tetramethyldiamin
Transferrin-HIF-Bindungsstelle

Transformierender Wachstumsfaktor
Tumor-Nekrose-Faktor-o

Unit

Volt

vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor

zum Beispiel
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