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Zusammenfassung  1 

1 ZUSAMMENFASSUNG 

In vielen Tumorzellen kommt es zu einer Überexpression des Hypoxie-induzierbaren 

Faktor 1α (HIF-1α), was zu einer verbesserten Anpassung des Tumors an die intratumorale 

Hypoxie sowie zu einer Resistenz gegen Strahlen- und Chemotherapie führt. Je nach 

Tumor kann HIF-1α auf verschiedenen Wegen induziert werden. Eine Möglichkeit ist die 

Hemmung des Abbaus von HIF-1α über das 26S-Proteasom, wie z.B. beim van Hippel-

Lindau (VHL)-Syndrom aufgrund einer Mutation im VHL Gen. Patienten mit VHL-

Syndrom entwickeln häufig renal clearcell carcinomas (RCCs). In diesen Karzinomen 

kann HIF-1α nicht über den klassischen Weg über das 26S-Proteasom abgebaut werden. 

Um das Verständnis für alternative Regulationsmechanismen von HIF-1α zu erweitern, 

wurde mit RCC4-Zellen gearbeitet. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass in RCC4-Zellen das HIF-1-Protein unter Hypoxie, in Kombination mit NO, 

durch die Ca2+-abhängige Protease Calpain abgebaut wird. Unter Hypoxie kam es zu 

einem Anstieg der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in den 

Mitochondrien, die mit NO zu Peroxynitrit und weiteren reaktiven Stickstoffintermediaten 

(RNI) reagierten. Die kombinierte Stimulation der Zellen mit NO und O2
- unter Normoxie 

löste ebenfalls einen Anstieg des intrazellulären Ca2+-Gehaltes und der Calpain-Aktivität 

aus, was gleichzeitig zu einem reduzierten HIF-1-Proteingehalt führte. Der Calpain-

vermittelte HIF-1α-Abbau konnte auch in Zellen mit funktionellem VHL-Protein (pVHL) 

durch NO und O2
- ausgelöst werden, wenn der proteasomale Abbau gehemmt war. Diese 

Ergebnisse beschreiben einen neuen Regulationsmechanismus für das HIF-1-Protein, der 

unabhängig vom Sauerstoffgehalt und vom 26S-proteasomalen Abbau durch NO/O2
- und 

Calpain erfolgt. Bisher war noch nicht bekannt, dass HIF-1α anders als über das 

26S-Proteasom abgebaut werden kann. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass der Calpain-vermittelte Abbau neben dem proteasomalen Abbau zur Regulierung von 

HIF-1 beiträgt. 

In Tumorgeweben stellt nicht nur HIF-1, welches in den Tumorzellen aktiviert ist, einen 

Selektionsvorteil für die Zellen des Tumorgewebes dar. Ebenso tragen die Zellen des 

Tumorstromas, darunter die Makrophagen, die in den Tumor einwandern, zur Progression 

des Tumors durch die Anpassung an die hypoxischen Umgebung bei. Daher wurde im 

zweiten Teil dieser Arbeit die Regulation von HIF-1 in den durch konditioniertes 

Medium von apoptotischen Zellen (KMAZ) aktivierten Makrophagen und der Bedeutung 

der daraus resultierenden HIF-1-Aktivierung untersucht. Makrophagen, die durch 
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apoptotische Zellen (AZ) aktiviert werden, stellen einen anti-inflammatorischen, pro-

angiogenetischen  Phänotyp dar, der vergleichbar mit dem der Tumor-assozierten 

Makrophagen (TAMs) ist. TAMs infiltrieren in das Tumorgewebe und sind essentiell am 

Übergang von einem avaskulären zu einem invasiven, vaskularisierten und malignen 

Tumor beteiligt. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Vorarbeiten zeigen, dass Makrophagen 

zunächst Tumorzellen abtöten, wodurch die apoptotischen Tumorzellen Mediatoren (u.a. 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P)) freisetzen, die eine Polarisierung zu einem alternativen, 

TAM-ähnlichen-Phänotyp der Makrophagen bewirken. Die Inkubation der Makrophagen 

mit KMAZ führte zu einer Induktion der HIF-1-mRNA und des -Proteins unter Normoxie, 

was unabhängig von der Proteinstabilität auf eine gesteigerte Proteinsynthese 

zurückgeführt werden konnte. Weiterhin führte die Induktion von HIF-1α zu einer 

gesteigerten HIF-1-Aktivität. Die Differenzierung von Stammzellen zu CD31+-

Endothelzellen wurde durch die Überstände von den durch KMAZ polarisierten 

Makrophagen HIF-1-abhängig hervorgerufen und ist ein Indiz für die Ausbildung des 

HIF-1-vermittelten pro-angiogenetischen Phänotyps der Makrophagen. Als Mediatoren, 

die von den AZ freigesetzt wurden und an der HIF-1α-mRNA-Induktion beteiligt sind, 

konnten S1P und transforming growth factor-β (TGF-β) identifiziert werden. Des Weiteren 

kommt es zu einer Aktivierung des nuclear factor of activated T-cells (NFAT), der an den 

HIF-1α-Promotor bindet und die Transkription induziert. Aufgrund der verstärkten 

Synthese kommt es zur Akkumulation von HIF-1α und zur Aktivierung von HIF-1.  

Bisher ist die Aktivierung von HIF-1 in TAMs durch die Lokalisation in hypoxischen 

Arealen erklärt und nicht weiter untersucht worden. Die Erkenntnisse über die Regulierung 

von HIF-1 durch AZ beschreiben einen neuen Mechanismus, der zur HIF-1-Aktivierung 

auch unter Normoxie führt. Dabei vermitteln AZ statt der beschriebenen hypoxischen 

Stabilisierung des HIF-1α-Proteins eine Induktion der HIF-1α-mRNA. Weiterhin zeigen 

die Ergebnisse eine Möglichkeit auf, wie TAMs bereits unter Normoxie zur Angiogenese 

Induktion in Tumoren beitragen können und erweitern damit das Verständnis, wie die 

Tumor-unterstützende Wirkung der TAMs vermittelt wird.  
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2 EINLEITUNG 

Als Krebs bezeichnet man in der Medizin einen malignen (bösartigen) Tumor. 

Krebserkrankungen gehören nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den häufigsten 

Todesursachen in Deutschland. Prinzipiell können in jedem Organ des menschlichen 

Körpers Tumorzellen auftreten. In Deutschland sind häufig weibliche Brustdrüsen, 

Prostata, Lunge und Dickdarm betroffen. Maligne Tumore unterscheiden sich von 

benignen (gutartigen) Tumoren durch drei Eigenschaften:  

1. Sie infiltrieren, d.h. die Tumorzellen überschreiten Gewebsgrenzen und wachsen in 

benachbartes Gewebe ein. 

2. Sie destruieren, d.h. sie zerstören das umliegende Gewebe.  

3. Sie metastasieren, d.h. die Tumorzellen wandern durch Blut- und Lymphgefäße in 

andere Organe aus und bilden dort weitere Geschwülste. 

Tumore entstehen im Allgemeinen aus einzelnen, genetisch transformierten Zellen. Die 

Veränderungen der Zelle werden durch eine Vielzahl von Noxen ausgelöst, wie z.B. 

ionisierende Strahlung, Chemikalien, Viren oder chronische Entzündungen. Da die 

transformierten Zellen oft eine verstärkte Proliferations- und eine verminderte 

Apoptoserate zeigen, kommt es durch eine Anhäufung der veränderten Zellen schließlich 

zur Entstehung des Tumorgewebes. Bei Krebserkrankungen unterscheidet man zwischen 

den soliden Tumoren, die ungefähr 90 % aller Fälle ausmachen, und den Hämoblastosen, 

wie Leukämien, bei denen es sich um Krebserkrankungen der Zellbestandteile des Bluts 

und der blutbildenden Organe handelt.1 Solide Tumore werden oft von Makrophagen 

infiltriert. Makrophagen sind ein Bestandteil der Immunabwehr des Körpers und sollten 

daher die Tumorzellen angreifen. Tatsächlich kann jedoch beobachtet werden, dass sie den 

Tumor in Wachstum und Metastasierung unterstützen. Ein hoher Anteil von TAMs lässt 

Rückschlüsse auf die Aggressivität des Tumors zu.2 Das verstärkte Tumorwachstum führt 

wiederum oft zu einer Unterversorgung des Tumorgewebes mit Blut wodurch es zum 

Nährstoff- und Sauerstoffmangel (Hypoxie) kommt. Da die Entstehung von Hypoxie zum 

einen wichtig für die Tumorprogression und zum anderen auch für die Therapierbarkeit 

von Krebserkrankungen ist, wird im Folgenden die Hypoxie im Allgemeinen und im 

Bezug auf die Tumorentwicklung im Speziellen näher beleuchtet. Des Weiteren wird die 

Rolle der TAMs in der Krebsentstehung und -progression vorgestellt. 
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2.1 Hypoxie 

Hypoxie, also der Mangel an Sauerstoff, stellt für den Organismus im Ganzen wie auch für 
jede einzelne Zelle eine extreme Belastung dar und kann bei längerem Andauern zu 

Organschäden führen. Sauerstoff spielt eine wichtige Rolle bei der Energiegewinnung 

durch die oxidative Phosphorylierung. Unter Hypoxie ist die ATP-Gewinnung durch die 

mitochondriale Atmungskette nicht mehr gewährleistet. Wie wichtig die Anpassung der 

Zellen auf die jeweiligen Sauerstoffverhältnisse ist, wird dadurch verdeutlicht, dass 

Sauerstoff-abhängige Reaktionswege in der Evolution stark konserviert sind. Bei 

Sauerstoffmangel stellen Zellen ihren Stoffwechsel von aerob auf anaerob um, wozu eine 

große Anzahl von Veränderungen in der Zelle durchgeführt werden müssen. Der 

Organismus reagiert zunächst mit Hyperventilation und dann erhöhter Erythropoese und 

Angiogenese, um die O2-Versorgung langfristig zu verbessern. Unter Hypoxie werden die 

wesentliche Enzyme der Glykolyse induziert sowie die Glukoseaufnahme (durch Induktion 

der Glukosetransporter (Glut)-1,-2,-3) erhöht, wodurch die anaerobe Energiegewinnung 

durch die Glykolyse verstärkt wird. Außerdem wird auch der Sauerstofftransport im Blut 

unter Hypoxie durch eine Stimulation der Erythropoese und des Eisenstoffwechsels 

(Ceruloplasmin, Erythropoetin (EPO), Transferrin, Transferrin-Rezeptor) verbessert. Des 

Weiteren werden auch Gene induziert, deren Produkte der Sauerstoffunterversorgung 

möglichst schnell entgegenwirken, indem eine Gefäßum- und -neubildung induziert und 

auch die Regulation des Gefäßtonus verändert wird. Dies sind unter anderem der 

α1B-adrenerge-Rezeptor, Endothelin-1, NO-Synthase II (NOS II), plasminogen activator 

inhibitor-1 (PAI-1), Adrenomedullin (ADM), Hämoxygenase-1 (HO-1), vascular 

endothelial growth factor (VEGF) oder fms-related tyrosine kinase-1 (FLT-1).3-5 Die 

meisten der eben vorgestellten Prozesse werden durch HIF-1 vermittelt. HIF-1 ist ein 

Sauerstoff-abhängig aktivierter Transkriptionsfaktor.6 Neben der Induktion von Genen, die 

eine Verbesserung der O2-Versorgung gewährleisten sollen, reguliert HIF-1 die 

Transkription vieler anti-apoptotischer Proteine, die das Überleben der Zellen und somit 

letztendlich auch des Organismus ermöglichen sollen. Andererseits kann HIF-1 unter 

chronisch hypoxischen Bedingungen auch pro-apoptotische Signalwege induzieren. 

Gelingt es den Zellen nicht, sich an die niedrigen Sauerstoffkonzentrationen zu adaptieren, 

kommt es zur Apoptose.7 

Neben HIF-1 gibt es weiter Transkriptionsfaktoren, die unter hypoxischen Bedingungen 

aktiviert werde. Hier sind zum Beispiel das activator protein-1 (AP-1), der nuclear 

factor-κB (NF-κB), und die cAMP response element binding proteins (CREB) zu nennen.8 
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AP-1 bindet an die TPA response elements (TRE), welche in der Promotorregion vieler 

Gene lokalisiert sind und die Zellproliferation und Tumorprogression regulieren. Hypoxie 

erhöht die Affinität von AP-1 an die DNA und somit auch die transkriptionelle der 

Zielgene, zu denen z.B. auch der HIF-1-induzierte Wachstumsfaktor VEGF gehört.9 

NF-κB wird durch Stressfaktoren, wie z.B. Zytokine, virale und bakterielle Infektionen, 

Oxidantien und auch durch Hypoxie aktiviert. NF-κB transkribiert Gene wie Interleu-

kin-6 (IL-6) und p53, welche die durch Hypoxie ausgelösten Stressantworten vermitteln. 

Ein Zielgen von CREB ist beispielsweise der tumor necrosis factor-α (TNF-α).8 

2.2 Die Rolle von Hypoxie und HIF-1 in der Tumorbiologie 

In soliden Tumoren kommt es aufgrund des rapiden Gewebezuwachses zu einer 

Unterversorgung mit Sauerstoff. Einerseits kann Hypoxie Mechanismen induzieren, die 

das Wachstum und die Differenzierung der Zellen und somit das Fortschreiten des Tumors 

hemmen oder Zelltod in Form von Nekrose und Apoptose auslösen.10-13 Anderseits werden 

durch die Hypoxie, vor allem durch die Aktivierung von HIF-1, Gene induziert, welche die 

Angiogenese, die Glykolyse sowie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren verstärken und 

die Apoptose hemmen, was ein autarkes Wachstum der Tumorzellen ermöglicht.4,5 Neben 

der hypoxischen Aktivierung von HIF-1 können die beschriebenen Mechanismen, die dem 

Organismus eine Anpassung an die Hypoxie ermöglichen, im Tumorgewebe auch 

Sauerstoff-unabhängig durch Mutationen von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53, pVHL) 

oder Onkogenen (epidermal growth factor (EGF)-receptor (EGFR), viral oncogene rous 

sarcoma proto-oncogene tyrosine-protein kinase (v-Src), insulin-like growth factor 

receptor (IGF-R)) die Tumorprogression verstärken.4  

In Bezug auf die Metastasierung können ebenfalls Einflüsse von Hypoxie und HIF-1 

beobachtet werden, da unter Hypoxie Gene induziert, welche die Invasions- und 

Migrationsfähigkeiten und somit die Aggressivität des Tumors verstärken. Zu Beginn der 

Metastasierung lösen sich einzelne Zellen vom Tumor ab, durchbrechen die Basallamina, 

wandern in das umliegende Gewebe ein und gelangen schließlich über den Blutkreislauf 

oder das Lymphsystem zu anderen Organen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die für 

die Metastasierung  notwendigen Gene durch Hypoxie induziert werden können.14,15 Dazu 

gehören unter anderem Enzyme, die zur Lyse der Basallamina führen und Veränderungen 

der extrazellulären Matrix herbeiführen (z.B. Matrixmetallo Protease 2 (MMP2), 

urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR), Cathepsin D, autocrine motility 
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factor (AMF), hepatocyte growth factor receptor (c-Met).5 Des Weiteren kommt es durch 

Hypoxie zu einer verminderten Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Oberfläche 

von Tumorzellen, was eine erleichterte Ablösung der Zellen vom Tumor ermöglicht.16,17 

Durch intratumorale Hypoxie wird auch die Behandlung von Krebs erschwert. Dies trifft 

sowohl auf die Therapie mit Chemotherapeutika als auch auf die Anwendung ionisierender 

Strahlung zu.18-23 Ionisierende Strahlung schädigt die Zellen letal durch 

Doppelstrangbrüche der DNA, die nicht mehr repariert werden können. Die in der 

Strahlentherapie verwendete ionisierende Strahlung wirkt nur zu einem geringen Teil über 

einen direkten Einfluss auf die DNA. Der weitaus größere Effekt der Strahlung ist auf die 

indirekte Wirkung über die Bildung freier Radikale, die mit der DNA reagieren, 

zurückzuführen. Der initiale Schaden durch die Strahlung wird durch Peroxide verstärkt. 

Die Doppelstrangbrüche der DNA wiederum haben den Zelltod der geschädigten Zellen 

zur Folge. Da für die Bildung der Peroxide die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff 

im Gewebe erforderlich ist, kann dies nur in gut oxygenierten Zellen passieren.24 Aufgrund 

der Gewebshypoxie im Tumor treten bei der Chemotherapie hauptsächlich zwei Probleme 

auf. Der schnell wachsende Tumor ist sehr heterogen mit Blutgefäßen durchzogen, 

wodurch die hypoxischen Bereiche entstehen. Da die Chemotherapeutika meistens 

intravenös gegeben werden, gelangen die Wirkstoffe nur in stark verringerten 

Konzentrationen in diese unterversorgten Gebiete des Tumors. Weiterhin werden HIF-1α-

abhängige Gene wie der multi-drug-resistance transporter (MDR1) hochreguliert, 

wodurch es unter Hypoxie zu einem verstärkten Abtransport der Chemotherapeutika aus 

den Tumorzellen, und somit zu einer Resistenz gegen die Therapeutika, kommt.25-28  

Wie aus den bereist beschriebenen Mechanismen deutlich wird, ist die Rolle von HIF-1 im 

Tumorgeschehen vielfältig. Die Art des Tumors und die weiteren genetischen 

Veränderungen, die das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Stimuli 

beeinflussen, sind hierbei von entscheidender Bedeutung. Auch wenn in einigen Studien 

eine Überexpression von HIF-1α in Tumoren zu einer geringern Mortalität führte, ist in 

den meisten Fällen eine Überexpression von HIF-1α mit einer schlechten Prognose 

gleichzusetzen. In verschiedenen Tumorarten konnte eine Überexpression von HIF-1 im 

Vergleich zu untransformiertem Gewebe festgestellt und eine negative Korrelation mit 

dem Therapieerfolg hergestellt werden.29,30 Im Allgemeinen wird Hypoxie im 

Tumorgewebe heute als Marker für die Malignität angesehen.22 Die dominierende Rolle 

von HIF-1 in der Tumorbiologie kann auch beim VHL-Syndrom beobachtet werden. Das 

VHL-Syndrom tritt bei einem von 36.000 Menschen auf.31 Typisch für dieses Syndrom ist 
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die Entwicklung von hypervaskulären Tumoren in verschiedenen Organen, u.a. dem 

zentralen Nervensystem und den Nieren.32 Eine typische Krebsform für das VHL-Syndrom 

sind RCCs, die häufigste Form von Nierenkrebs. Das VHL-Tumorsuppressor-Gen ist ein 

entscheidender Faktor in der Pathogenese von RCCs, in deren Zellen das VHL-Gen auf 

beiden Allelen inaktiviert ist. Mutationen des VHL-Gens treten in den VHL-Syndrom 

assoziierten RCCs genauso wie in sporadisch auftretenden RCCs auf. Das Genprodukt des 

VHL-Gens ist das in der Regulation von HIF-1 beschriebene wichtige VHL-Protein 

(pVHL), das essentiell für den Abbau von HIF-1α und somit für die Regulierung von 

HIF-1 ist. Mutationen des pVHL führen entweder zu einer verminderten Bindung an das 

HIF-1α-Protein oder an die weiteren Komponenten des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, 

was zu einer Akkumulation von HIF-1α und einer damit gesteigerten HIF-1-Aktivität in 

führt.31 In RCCs kommt es, vermutlich durch die Überaktivierung von HIF-1, zu einer 

Resistenz gegen Chemo- und Radiotherapie,31,33 was verdeutlicht, wie wichtig die 

Forschung nach neuen Ansätzen für die Krebstherapie auf diesem Gebiet ist. 

Nachdem die Rolle von Hypoxie und HIF-1 in der Tumorbiologie vorgestellt wurde, wird 

im Folgenden auf die Regulation und Struktur des Transkriptionsfaktor HIF-1 näher 

eingegangen.  

2.3 HIF-1 

HIF-1 ist ein Sauerstoff-regulierter Transkriptionsfaktor, der nach derzeitigem Stand die 

Transkription von mehr als 70 Proteinen induziert.6 Die durch HIF-1 regulierten Gene 

haben alle ein hypoxia responsive element (HRE) mit der Sequenz 5´-RCGTG-3´ in ihrer 

Promotor- oder Enhancerregion, das dem Transkriptionsfaktor HIF-1 als Bindestelle an der 

DNA dient.34 

2.3.1 Struktur 

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer 120 kDa α- und einer 

94 kDa β-Untereinheit (UE) besteht. Nur als Heterodimer kann HIF-1 als 

Transkriptionsfaktor fungieren. Die β-UE ist auch unter aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator (ARNT) bekannt. Beide UE sind Mitglieder einer großen Familie von 

Transkriptionsfaktoren, der basic helix-loop-helix PER-ARNT-SIM (bHLH-PAS)-

Proteinfamilie, und die Struktur der α- und β-UE sind sich sehr ähnlich (Abbildung 1).34 

Neben HIF-1 sind auch die beiden Isoformen HIF-2 und HIF-3 bekannt. Diese 
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unterscheiden sich einerseits strukturell durch die beteiligte α-UE (HIF-1α, HIF-2α und 

HIF-3α), andererseits durch ihrer Funktion und Gewebsdistribution.35-37 In der 

vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt auf HIF-1 und daher wird im Folgenden nur 

dessen Struktur und Regulation dargestellt.  

 

 
Abbildung 1: Proteinstruktur von humanem HIF-1α und HIF-1β 
HIF-1α und HIF-1β besitzen am N-Terminus eine bHLH-Domäne, die in Verbindung mit der PAS-Domäne 
die Dimerisierung und DNS-Bindung von HIF-1 vermittelt. Eine TAD in HIF-1β und zwei TADs (N-TAD 
und C-TAD) in HIF-1α dienen der Rekrutierung von Kofaktoren. Des Weiteren besitzt die α-Untereinheit die 
ODD, einen Bereich der die Regulation des Proteins durch Sauerstoff vermittelt sowie zwei 
Kernlokalisationssequenzen (N-NLS und C-NLS). Die α-Untereinheit unterliegt verschiedenen 
posttranslationalen Modifikationen. P402 und P564 werden Sauerstoff-abhängig durch die PHD hydroxyliert 
und dienen als Bindungsstellen für pVHL. Die Acetylierung von K532 durch ARD1 erleichtert diese 
Interaktion. Eine weitere Hydroxylierung an N803 durch die FIH verhindert die Bindung der Kofaktoren und 
diente so der Regulation der Aktivität. 
 

Das N-terminale Ende enthält bei beiden UE die bHLH-Domäne gefolgt von der PAS-

Domäne. Die bHLH- und die PAS-Domäne werde für die Dimerisierung der 

Untereinheiten benötigt und die bHLH Domäne dient zusätzlich der Bindung des 

Transkriptionsfaktors an die DNA.34,38  

C-Terminal ist bei der HIF-1β-UE eine Transaktivierungsdomäne (TAD) zur 

transkriptionellen Aktivierung und Regulation lokalisiert. HIF-1α enthält neben der 

C-terminalen (C-TAD) noch eine N-terminale Aktivierungsdomäne (N-TAD) und eine 

oxygen-dependent degradation domain (ODD), die mit der N-TAD überlappt. Die ODD 

fungiert als Sauerstoffsensor und bestimmt die Proteinstabilität.38,39 Zusätzlich befinden 

sich noch nuclear localisation signals (NLS) am N- und C-terminalen Ende (Abbildung 

1).40 Neben der beschriebenen HIF-1α Untereinheit (HIF1α826) gibt es noch drei weitere 

HIF-1α splice-Varianten unterschiedlicher Länge, nämlich HIF-1α516, HIF-1α557 und 

HIF-1α735. Bei diesen deutlich kürzeren Aminosäuresequenzen fehlen entweder die 

N-TAD und die C-TAD bzw. nur die C-TAD.39 Die biologische Bedeutung dieser 

Isoformen ist im Detail noch nicht geklärt. 



Einleitung  9 

2.3.2 Regulation 

HIF-1α und -1β werden beide konstitutiv exprimiert, aber HIF-1α unterliegt einer strengen 

posttranslationellen Regulation. Während HIF-1β im Kern lokalisiert ist, befindet sich 

HIF-1α im Zytosol, wo es unter normoxischen Bedingungen einem ständigen Abbau 

ausgesetzt ist. Fällt dagegen der Sauerstoffpartialdruck ab, so wird HIF-1α stabilisiert, 

kann in den Kern translozieren und dort mit HIF-1β den aktiven Transkriptionsfaktor 

HIF-1 bilden.34 Wenn auch die Degradation von HIF-1α der Hauptregulierungspunkt ist 

(Halbwertszeit von HIF-1α unter Normoxie ca. 10 min41), so gibt es auch Faktoren, welche 

die Synthese der HIF-1α -UE beeinflussen. Eine weitere Ebene der Regulierung liegt in der 

Kontrolle der Dimerisierung der beiden UE und der Aktivität des Transkriptionsfaktors. 

Die einzelnen Schritte der HIF-1-Aktivierung sind in Abbildung 2 zusammengefasst und 

werden nun im Detail vorgestellt.  

2.3.2.1 Degradation 

HIF-1α wird unter Normoxie kontinuierlich durch das 26S-Proteasom abgebaut.42 

Vermittelt wird dieser Abbau der α-UE durch die ODD, die unter Normoxie durch das 

pVHL erkannt wird. pVHL ist ein Teil eines aus mehreren Untereinheiten bestehenden 

E3-Ubiquitin-Proteinligase-Komplexes aus Elongin B, Elongin C, Rbx und Cullin-2. 

Hierdurch wird HIF-1α polyubiquitiniert und dadurch für den Abbau durch das 

26S-Proteasom markiert.39,43 pVHL kann nur an HIF-1α binden, wenn dieses an den 

Prolinresten 564 und 402 in der ODD hydroxyliert ist (Abbildung 1). Diese 

Hydroxylierung erfolgt durch Mitglieder der Prolin-4-Hydroxylase-Familie, die 

HIF-1α-Prolylhydroxylasen (PHD) 1-3. Von den humanen Isoformen ist für die Regulation 

von HIF-1α vermutlich nur die PHD2 von Bedeutung, die wiederum auch durch HIF-1 

transkriptionell induziert wird.44 PHDs gehören zu den 2-Oxoglutarat-abhängigen 

Dioxygenasen.45,46 Sie können in der Zelle als Sauerstoffsensor angesehen werden, da sie 

für die vollständige Aktivität neben 2-Oxoglutarat und zweiwertigem Eisen auch noch 

molekularen Sauerstoff benötigen.44 Aufgrund der fehlenden Hydroxylierung kann unter 

Hypoxie pVHL nicht an HIF-1α binden, die Polyubiquitinierung bleibt aus und HIF-1α 

akkumuliert und transloziert in den Kern. Im Zellkern können dann die α- und die β-UE 

von HIF-1 dimerisieren und an die HRE in den Promotoren der Zielgene binden 

(Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Regulation von HIF-1 
Unter Normoxie wird HIF-1α durch die PHD und FIH hydroxyliert. Dadurch kann zum einen p300/CBP 
nicht an HIF-1 binden und zum anderen führt die Bindung von pVHL an HIF-1α zu einer 
Polyubiquitinierung und dem anschließenden Proteinabbau über das 26S-Proteasom. Unter Hypoxie sind 
sowohl die PHD als auch FIH inhibiert, HIF-1α transloziert in den Zellkern, dimerisiert mit HIF-1β und 
rekrutiert Kofaktoren wie p300/CBP. Durch die Bindung von HIF-1 an die DNA kommt es zur Expression 
der Zielgene, z.B. VEGF. Sauerstoff-unabhängig kann über NFAT, STAT3 und NF-κB  die Transkription 
und über MAPK/PI3K-Signalwege die Translation von HIF-1α erhöht werden. 
 

Es gibt noch zwei weitere posttranslationelle Modifikationen, denen die HIF-1α-UE 

unterliegt. Zum einen wird ein spezifischer Lysinrest innerhalb der ODD (K532) durch die 

Acetyltransferase arrest-defective 1 (ARD1) acetyliert, wodurch die Bindung von pVHL 

an HIF-1α verbessert wird (Abbildung 1). Unter Hypoxie wird ARD1 inhibiert, was 

wiederum die hypoxische Stabilisierung von HIF-1α unterstützt.47 Zum anderen konnte im 

Maus-Modell beobachtet werden, dass eine Nitrosylierung am Cystein 533 (humanes 

Analog C520) in der ODD nach Interaktion von Tumorzellen mit TAMs zu finden war. 

Hierdurch wurde der Abbau der HIF-1α-UE blockiert und die Aktivierung von HIF-1 

ermöglicht.48 Obwohl die Nitrosylierung bisher nur im Maus-Modell festgestellt wurde, 

könnte dieser Mechanismus auch in humanen Zellen stattfinden. 
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Neben Hypoxie können auch andere Stimuli zur Akkumulation von HIF-1α führen. Diese 

Agenzien werden auch Hypoxie-Mimetika genannt, weil sie eine ähnliche Wirkung wie 

der Sauerstoffmangel auf die Stabilität von HIF-1α haben. Da PHDs neben Sauerstoff auch 

2-Oxoglutarat und zweiwertiges Eisen benötigen, können auch CoCl2 oder Desferoxamin 

(DFO) die PHD inhibieren. Co2+ konkurriert mit Fe2+ um seine Bindungsstelle an den 

PHDs, während DFO Fe2+ komplexiert und es für die PHD unzugänglich macht.49,50 Auf 

die Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO), das ebenfalls die Aktivität der PHD modulieren 

kann, wird in Abschnitt 2.3.2.5 eingegangen. 

2.3.2.2 Transaktivierung von HIF-1 

Selbst wenn unter Hypoxie die beiden HIF-1-UE dimerisieren können, bedarf es noch 

einiger anderer Faktoren für die Aktivierung der Transkription. Zum einen muss HIF-1α 

erst durch Kinasen der mitogen activated phosphorylase kinase (MAPK)-Familie 

phosphoryliert werden, bevor es zur Dimerisierung und zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors kommen kann.51 Zum anderen muss der Ko-Aktivator p300/CREB 

binding protein (CBP) an einen Sequenzabschnitt innerhalb der C-TAD von HIF-1α 

binden.52 Damit p300/CBP überhaupt an HIF-1α binden kann, darf ein bestimmter 

Aparaginrest (Asn 803) in der C-TAD nicht hydroxyliert sein (Abbildung 1). Diese 

Hydroxylierung geschieht durch eine weitere Eisen- und Sauerstoff-abhängige 

Dioxygenase, die auch factor inhibiting HIF (FIH) genannt wird. Unter Normoxie 

hydroxyliert FIH HIF-1α, p300/CBP kann nicht binden und HIF-1 kann nicht als 

Transkriptionsfaktor aktiv werden.53 

2.3.2.3 Synthese 

Die Regulation von HIF-1 geschieht vor allem über den Abbau von HIF-1α. Jedoch kann 

die HIF-1α-Expression zusätzlich über weitere Faktoren moduliert werden. Der 

Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) Weg und die Aktivität der Proteinkinase B (PKB/AKT) 

sind z.B. an der Regulation des HIF-1α-Gehalts unter Normoxie wie auch Hypoxie 

beteiligt, indem sie die Translation der HIF-1α-mRNA induzieren.54,55 Auch die Mitglieder 

der MAP-Kinase-Familie haben einen stimulierenden Einfluss auf den HIF-1α-

Proteingehalt. Dies konnte schon für die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die 

p38 MAP-Kinase gezeigt werden.56,57 Stimuliert wird die Erhöhung der Synthese durch 

Wachstumsfaktoren, Zytokine oder andere mitogene Signale, was in einer erhöhte 
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Genexpression von HIF-1-Zielgenen auch unter Normoxie resultiert.38,58,59 Außerdem ist 

den letzten Jahren deutlich geworden, dass es unter bestimmten Bedingungen ebenfalls zu 

einer Induktion von HIF-1α-mRNA kommt. NF-κB war der erste Transkriptionsfaktor, für 

den gezeigt wurde, dass er die HIF-1α-mRNA induziert.60,61 Für so unterschiedliche 

Stimulanzien wie Lipopolysaccharide (LPS),61 depolymerisierte Mikrotubuli,62 TNF-α,63,64 

ROS65 und IL-1866 wurde gezeigt, dass sie in der Lage sind, die mRNA von HIF-1α 

NF-κB-abhängig zu induzieren. NF-κB kann HIF-1α-mRNA auch unter Hypoxie 

induzieren und neuste Arbeiten zeigen, dass NF-κB auch an der basalen mRNA-

Expression beteiligt ist.67-69 Weiterhin wurde gezeigt, dass signal transducers and 

activators of transcription 3 (STAT3) die HIF-1α-mRNA Src-Kinase-abhängig induzieren 

kann.70 NFAT induziert in Mastzellen nach Inkubation der Zellen mit Ionomycin und 

Substanz P, einem Mastzell-Aktivator, die HIF-1α-mRNA. Beide Reagenzien erhöhen die 

intrazellulären Ca2+ Konzentration, wodurch es zu einer Aktivierung von Calcineurin und 

dadurch auch von NFAT kommt.71 Weiterhin wurde auch gezeigt, dass endoplasmatisches 

Retikulum (ER)-Stress die HIF-1α-mRNA Ca2+-unabhängig erhöhen kann, wobei hier der 

beteiligte Transkriptionsfaktor ungeklärt blieb.72 Wird Sauerstoff-unabhängig die 

Transkriptions- oder Translationsrate der HIF-1α-mRNA erhöht, so ist die Syntheserate 

höher als die Abbaurate und es kommt zur Akkumulation und Aktivierung von HIF-1. 

2.3.2.4 ROS und HIF-1-Regulation 

ROS sind Teil der intrazellulären Kommunikation. Unter Stress, beispielsweise 

Sauerstoffmangel, produzieren Zellen, insbesondere in den Mitochondrien, verstärkt ROS. 

Dies geschieht durch erhöhte NAD(P)H Oxygenase I-Aktivität bei gleichzeitiger 

Inhibierung der mitochondrialen Atmungskette aufgrund der Abwesenheit des finalen 

Elektronenakzeptors O2.73 Während ROS in niedrigen Konzentrationen Rezeptoren, 

Enzyme und Transkriptionsfaktoren beeinflussen und somit als Signalstoffe fungieren, 

führen sie in höheren Konzentrationen zu Zellschäden, Mutagenese, Apoptose und 

Nekrose. Die Wirkung von ROS auf HIF-1 ist unterschiedlich unter Normoxie und 

Hypoxie. Ansätze zeigen, dass ROS HIF-1 unter Hypoxie inhibieren. ROS, im Speziellen 

H2O2, konnten die Akkumulation des HIF-1-Zielgens EPO unter Hypoxie reduzieren.74 

Weiterhin wird durch einen Anstieg der ROS unter Hypoxie die Bindung von HIF-1 an die 

DNA verschlechtert.75 Während unter Anoxie der nicht vorhandene Sauerstoff zur 

Inhibition der PHD führt, wird dieser Effekt unter Hypoxie nicht nur durch den 

Sauerstoffmangel sondern auch durch die erhöhte, vermutlich aus den Mitochondrien 
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stammende, ROS-Konzentration erreicht.76 ROS beeinflussen neben der Wirkung unter 

Hypoxie die HIF-1α-Aktivität auch unter Normoxie. In einigen Zellen konnte festgestellt 

werden, dass ein Anstieg von ROS mit einem Anstieg der HIF-1α-Proteinmenge 

korreliert.77 Die Zytokin-vermittelte Stabilität von HIF-1α scheint ebenfalls über einen 

ROS-sensitiven Weg zu erfolgen. Mechanistisch oxidieren ROS Fe2+ zu Fe3+, wodurch die 

PHD und damit auch die Degradation von HIF-1α  inhibiert wird.78 

2.3.2.5 NO und HIF-1-Regulation 

NO ist ein Radikal, das bei der Regulation vieler biologischer Funktionen eine Rolle spielt. 

Es induziert beispielsweise Vasodilatation, reguliert Blutplättchenadhäsion, fungiert als 

Neurotransmitter und ist auch Mediator bei Zellwachstum und Apoptose. NO ist ein 

kleines, fast unpolares Molekül, das daher ohne Probleme durch Zellmembranen 

diffundiert. Zusätzlich kann NO zu Nitrit und Nitrat oxidiert werden, wodurch es 

neutralisiert werden kann, ohne dass ein zusätzlicher Entsorgungsmechanismus gebraucht 

wird.79 NO reagiert intrazellulär mit molekularem Sauerstoff, Superoxidanionen, 

Metallionen und auch Thiolen weiter zu z.B. NO2
-, NO3

−, N2O3, N2O4 und zu Peroxynitrit 

(ONOO−), die als RNI zusammengefasst werden.80,81 NO wird durch die NOS gebildet. 

Diese setzt L-Arginin zu NO und L-Citrullin um, wobei NADPH, FAD und 

Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktoren benötigt werden.82 Es gibt 3 Isoformen der 

NOS: die neuronale NOS (nNOS oder NOS I), die induzierbare NOS (iNOS oder NOS II) 

und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS III). Während die nNOS und eNOS konstitutiv 

exprimiert werden, unterliegt die iNOS-Expression einer strengen Regulierung und spielt 

vor allem bei Entzündungsreaktionen und immunologischen Prozessen eine Rolle.82 NO 

hat zwei unterschiedliche biochemische Wirkungen. Einerseits kann es an eine Hämgruppe 

der Guanylatcyklase binden und diese dadurch aktivieren, wodurch cGMP gebildet wird 

und untergeordnete Signalwege aktiviert werden. Andererseits kann NO Proteine 

modifizieren und dadurch ihre Funktionen verändern. Die vaskuläre Relaxierung durch NO 

wird beispielsweise über cGMP reguliert, wogegen durch Nitrosylierung NF-κB inhibiert 

wird.79 

Die Wirkung von NO auf HIF-1 ist komplex. Einerseits scheint NO HIF-1α unter 

Normoxie zu stabilisieren, indem es das Eisenbindezentrum der PHD kompetitiv 

blockiert.83 Andererseits wurde auch gezeigt, dass es unter Hypoxie in Kombination mit 

dem NO-Donor SNP zu einer Inhibierung der HIF-1 Bindung an die DNA kommt84 und 

dass die Hemmung der mitochondriellen Respiration durch NO zum Abbau von HIF-1α 
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unter Hypoxie führt.85 Dabei besetzt NO die Bindestelle für O2 an der Cytochrom C 

Oxidase, die Teil der mitochondrialen Atmungskette ist. Dadurch steht das O2
 nun wieder 

verstärkt der PHD zur Verfügung, wodurch HIF-1α hydroxyliert wird. Die Ergebnisse 

zeigen, dass HIF-1α unter Hypoxie und NO nicht weniger synthetisiert, sondern verstärkt 

abgebaut wird.85 Ein anderer Ansatz erklärt die inhibierende Wirkung von NO unter 

Hypoxie mit der Wirkung von NO auf die ROS-Produktion. In HepG2-Zellen wurde unter 

Hypoxie eine verminderte ROS-Produktion im Vergleich zur Normoxie gemessen. Durch 

Zugabe von DETA-NO konnte die ROS-Konzentration wieder auf Normoxie-Level erhöht 

und eine Aktivierung der PHD beobachtet werden, wodurch es, wie unter Normoxie, zum 

HIF-1α-Abbau kam.86 Neben dem Einfluss, den NO auf den Abbau von HIF-1α hat, kann 

es auch dessen Synthese und die Transaktivierung modulieren. Steigende NO-

Konzentrationen können weiterhin die monomere GTPase Ras aktivieren, welche 

wiederum die MAPK- und PI3K-Wege stimuliert. Diese können dann die Sauerstoff-

unabhänginge Synthese von HIF-1 verstärken.79,87 Ebenfalls scheint eine verstärkte 

Bindung von p300/CBP an HIF-1 möglich zu sein, wenn durch NO ein Cystein (Cys 800) 

in der C-TAD nitrosyliert wurde.88 

2.3.2.6 Calcium2+ und HIF-1-Regulation 

Ca2+ ist ein wichtiger intrazellulärer second messenger. Einige Studien zeigen, dass sich 

unter Hypoxie in vielen Zellen der intrazelluläre Ca2+-Spiegel erhöht. Hierbei wird nicht 

nur Ca2+ aus dem ER89 und den Mitochondrien90 freigesetzt, sondern strömt auch aus dem 

Extrazellulärraum in die Zelle.91 In erregbaren Zellen, wie z.B. den Neuronen, findet der 

Ca2+-Einstrom vor allem über die spannungsabhängigen (VOCC) und die 

ligandenabhängigen Ca2+-Kanäle (LOCC) statt. Die transient receptor potential (TRP) 

Kanäle, die in fast allen Zellen vorkommen, sind somit in den nicht-erregbaren Zellen im 

Wesentlichen für den Ca2+-Einstrom verantwortlich.89  

Es gibt einige widersprüchliche Ergebnisse, was zum einen den Effekt von Hypoxie auf die 

Ca2+-Konzentration und zum anderen die Wirkung des Ca2+ auf HIF-1 betrifft. Eine 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration mit dem Ca2+-Ionophor A23187 

verstärkte die Neusynthese und Akkumulation von HIF-1α über eine Aktivierung der 

MAPK und der PI3K/PKB.92 Andererseits führt die Reduktion des intrazellulären Ca2+ 

durch BAPTA-AM zu dem gleichen Effekt, was durch eine Inhibition der PHD-Aktivität 

erklärt wird.92,93 Während einige Ergebnisse eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration durch Hypoxie zeigen, wird auch diskutiert, dass Ca2+ unter Hypoxie 
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vielmehr eine Verschiebung vom Zytosol in den Zellkern mitmacht. Da die PHD2 im 

Zytosol lokalisiert ist, wird ihr, unter der Annahme, dass Ca2+ für ihre Aktivität notwendig 

ist, somit unter Hypoxie das Ca2+ regelrecht entzogen.93 Andererseits scheint im speziellen 

Fall von VEGF die Expression nicht durch Ca2+ beeinflusst zu werden.94 

2.4 Das Calpain-System 

Calpaine sind eine Familie von Ca2+-abhängigen Cysteinproteasen, die in vielen intra-

zellulären Prozessen, wie z.B. die Umsetzung von Zytoskelettproteinen und der Regulation 

von Kinaseaktivitäten und Transkriptionsfaktoren involviert sind. Ihre am häufigsten 

genannten Mitglieder sind die mikro (µ)- und milli (m)-Calpaine, die nach den zur 

benötigten Ca2+-Konzentrationen benannt worden sind.95 Als zusätzliche Regulationsebene 

exprimieren Zellen Calpastatin, das mit dem Calpain in der Zelle kolokalisiert ist und als 

natürlich vorkommender Inhibitor die proteolytische Aktivität der Calpaine hemmt.96 Auch 

wenn der Mensch nur ein Gen für Calpastatin besitzt, so liegt es in Isoformen zwischen 

17.5 kDa und 84 kDa vor. Dies wird auf verschiedene Promotoren oder auch alternatives 

Splicing zurückgeführt. Mindestens acht verschiedene Isoformen konnten bisher aus 

Geweben isoliert werden, wobei pro Gewebe mehr als eine Isoform vorkommen kann. Es 

gibt keine Hinweise darauf, dass die Isoformen eine Spezifität für die verschiedenen 

Calpaine aufweisen.97 

Im Menschen konnten bisher 12 verschiedene Calpain-mRNAs isoliert werden, die starke 

Homologien zu den bereits untersuchten Calpainen aufweisen.97 Die Expression der 

einzelnen Calpaine sind je nach Gewebetyp und Organismus sehr unterschiedlich.98 Es gibt 

Ansätze, die vermuten lassen, dass Calpaine aufgrund noch ungeklärter Signale, 

möglicherweise einem Ca2+-Einstrom, zur Zellmembran wandern, während Calpastatin 

weiterhin im gesamten Zytosol verteilt bleibt.97 Die Translokation zur Membran könnte für 

die Aktivierung des Calpains notwendig sein, da gezeigt werden konnte, dass die benötigte 

Ca2+-Konzentration zur Aktivierung der Calpaine durch die Gabe von Phospholipiden 

herabgesetzt wurde.95,99-101 Substrate der Calpaine sind u.a. Zytoskelettproteine wie Fodrin, 

Talin, Filamin, eine Reihe von Membranproteinen einschließlich Rezeptoren von 

Wachstumsfaktoren (z.B. der Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF)), 

Adhäsionsmoleküle wie Integrin und Cadherin und auch Ionentransporter.97 
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2.4.1 Autoproteolyse des Calpains 

In Gegenwart hoher Ca2+-Spiegel autoproteolysieren m- und µ-Calpain. Dadurch sinkt die 

Ca2+-Menge, die zur Aktivierung benötigt wird und die Affinität zu Calpastatin wird 

erhöht.95 Die kleine UE wird bei beiden Calpainen auf 18 kDa verkleinert und die große 

UE des µ-Calpains wird auf 76 kDa, die des m-Calpains auf 78 kDa reduziert. Die nicht 

autoproteolysierten Calpaine sind keine Proproteine, sondern weisen bereits eine, wenn 

auch deutlich schwächere, Aktivität auf.97,102 Die Bedeutung der Autoproteolyse wird 

kontrovers diskutiert. Es wird deshalb vermutet, dass die abgespaltenen Peptide eine 

wichtige Rolle bei Regulationsprozessen innehaben, die bis jetzt noch nicht bekannt ist. 

Vergleichsweise lässt sich der vasokonstriktive Effekt der Peptide, die durch Spaltung des 

Fibrinogens bei der Produktion von Fibrin zu Blutgerinnung freigesetzt werden, 

heranziehen.103 Alternativ wird vermutet, dass durch die Autoproteolyse die Halbwertszeit 

der Calpaine herabgesetzt wird und dies als zusätzlicher Regulationsmechanismus dienen 

könnte.104  

2.5 Makrophagen-Polarisierung 

Makrophagen gehören zu den CD11b+-Leukozyten und sind ein Teil des kongenitalen 

Immunsystems. Sie differenzieren im Knochenmark aus myeloiden Vorläuferzellen zu 

Monozyten, die in den Blutkreislauf auswandern und somit im Körper zirkulieren. Kommt 

es z.B. aufgrund einer Verletzung zu einer Bakterienansammlung im Gewebe, so wandern 

die Monozyten ins Gewebe ein und differenzieren dort zu Makrophagen.105 Makrophagen 

sind, abhängig von ihrer Mikroumgebung, in der Lage, ein breites Spektrum von 

Phänotypen auszubilden.106  

Die Hauptaufgabe von Makrophagen ist, zwischen körpereigenen und körperfremden (z.B. 

Bakterien oder Viren) oder auch körpereigenen, aber entarteten Zellen (z.B. Tumorzellen 

oder auch apoptotische und nekrotische Zellen) zu unterscheiden und die letzteren zu 

eliminieren, um damit die Immunantwort zu regulieren. Bei soliden Tumoren wurde 

jedoch beobachtet, dass sich das Verhalten der Makrophagen in unmittelbarer Nähe zu den 

Tumorzellen umkehrt. Die Makrophagen wandern in den Tumor ein und verstärken die 

Aggressivität der Krebszellen, indem sie z.B. die Metastasierung des Tumors fördern. Wie 

die Krebszellen die Makrophagen für ihre Zwecke umprogrammieren, ist noch unklar. Es 

konnte gezeigt werden, dass wenn Makrophagen in den Tumor einwandern, sie einen 

veränderten Makrophagen-Phänotyp ausbilden im Vergleich zu Makrophagen, die z.B. bei 
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Entzündungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen. Um den vielfältigen Funktionen, die 

durch Makrophagen vermittelt werden, gerecht zu werden, werden die wichtigsten 

Phänotypen nachfolgend vorgestellt. 

2.5.1 Makrophagen-Phänotypisierung 

Makrophagen haben ein breites Spektrum an Differenzierungsmustern. Der so genannte 

„klassische“ Makrophagen-Phänotyp wird in Infektionen oder Verletzungen gefunden. 

Toll-like receptor (TLR)-Liganden wie TNF-α, Interferon-γ (INF-γ) und LPS sind hierbei 

die Hauptmediatoren, welche die Makrophagen aktivieren. In der ersten Phase der 

Entzündung sezernieren die Makrophagen ROS, NO und pro-inflammatorische Zytokine 

wie TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-12 und präsentieren Antigene über major 

histocompatibility complex II (MHC II), um die Pathogene zu bekämpfen und weitere 

Immunzellen zu aktivieren.107 Allerdings werden nicht nur die Pathogene angegriffen, 

sondern als Nebeneffekt auch das umliegende Gewebe geschädigt. Daher ist es wichtig, 

dass die Entzündungsreaktion schnell beendet wird, sobald die Pathogene eliminiert sind.  

 
Abbildung 3: Unterteilung der Makrophagen-Phänotypen nach Mantovani 
Die M1-Polarisierung wird über LPS und INF-γ induziert. M1-Makrophagen produzieren TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-12 sowie NO über die iNOS und ROS. Die Antigenpräsentation erfolgt über MHC II. Die M2a-
Makrophagen werden durch IL-4 induziert. In ihnen ist die Arginase induziert, wodurch Polyamin freigesetzt 
wird. Es werden IL-1ra und IL-10 freigesetzt. Sie exprimieren ebenfalls MHC II, aber auch MR und SR. 
M2b wird durch TLR-L und IK aktiviert und es werden IL-6, IL-10, IL-1 und TNF-α sezerniert und sie 
exprimieren ebenfalls MHC II. Der M2c wird durch IL-10 induziert und produziert Polyamin, IL-10 und 
Bestandteile der EM und MR werden exprimiert.106 
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Die zweite Phase der Entzündung wird durch Makrophagen vermittelt, die AZ 

phagozytieren und gleichzeitig zur Wundheilung beitragen. Die Makrophagen sekretieren 

nun z.B. Wachstumsfaktoren, anti-inflammatorische Zytokine (z.B. IL-10 und TGF-β) 

sowie pro-angiogenetische wie auch Matrix-restrukturierende Faktoren. Zusätzlich ist in 

diesen Makrophagen die ROS und NO Bildung unterdrückt. Dieser Makrophagen-

Phänotyp wird zur Gruppe der „alternativ aktivierten“ Makrophagen gezählt.108 Diese 

Gruppe umschließt wiederum verschiedenste Stimuli und Ausprägungen der 

Makrophagen, so dass Mantovani et al. die Klassifizierung in M1 (der klassische 

Phänotyp) und M2 (die alternativ aktivierten Phänotypen) vornehmen.106 Der M2-

Phänotyp wird dann je nach aktivierendem Stimulus und anschließender Ausprägung in 

M2a, M2b und M2c unterteilt (Abbildung 3). Der M2a-Phänotyp wird durch IL-4 und 

IL-13 aktiviert und ist vor allem bei allergischen Reaktionen und Parasitenbeseitigung 

beteiligt. Er sezerniert Polyamin, IL-10 und IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1ra) und 

exprimiert ebenfalls MHC II, sowie Manose-Rezeptoren (MR) und scavenger-Rezeptoren 

(SR). Der M2b-Typ hingegen wird durch Immunkomplexe (IK) und TLR-Liganden oder 

IL-1-Rezeptor-Liganden aktiviert. Er sezerniert verstärkt IL-10, allerdings auch pro-

inflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-6, IL-1 sowie reduzierte Mengen von IL-12, 

exprimiert ebenfalls MHC II und ist vor allem an der Immunregulation von Entzündungen 

beteiligt. Der M2c-Makrophagentyp wird durch IL-10 aktiviert und exprimiert ebenfalls 

den MR. Außer TGF-β und IL-10 sezerniert dieser Typ auch verstärkt Bestandteile der 

extrazellulären Matrix (EM) und ist daher neben der Immunregulation auch vor allem an 

der Matrix- und Gewebs-Restrukturierung beteiligt.106 

Bei dieser Klassifizierung der Makrophagen ist zu beachten, dass es sich um einzelne, 

isoliert betrachtete Stimuli handelt, die dann den jeweils beschriebenen Makrophagen-

Phänotyp hervorrufen. Im Gewebe hingegen sind gleichzeitig eine Vielzahl von 

unterschiedlichen Stimuli gegeben, sodass die Darstellung von Mosser und Edwars ein 

physiologischeres Model für die Makrophagen-Phänotypisierung bietet (Abbildung 4).109 

In dieser Darstellung wird nach den Funktionen der Makrophagen, also dem klassisch 

aktivierten, dem regulatorischen und dem an der Wundheilung beteiligten Phänotyp 

unterschieden. Die klassisch aktivierten Makrophagen entsprechen dem M1-Phänotyp. 

Weder die an der Wundheilung beteiligten noch die regulatorischen Markophagen lassen 

sich den M2-Phänotypen eindeutig zuordnen und stellen eher Mischformen der M2a-, 

M2b- und M2c-Typen dar. Besonders hervorzuheben ist, dass nach Mosser und Edwards 

die Makrophagen-Subtypen ineinander übergehen und somit auch Platz bieten für 
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Übergangs-Phänotypen, die in der strikten M1/M2-Klassifizierung nicht auftauchen 

würden. TAMs beispielsweise stellen einen solchen Misch-Phänotyp dar.109 

 

 
Abbildung 4: Makrophagenklassifierzierung nach Mosser und Edwards 
Die Unterteilung der Makrophagen erfolgt nach ihren Funktionen. Die Wundheilungs-Makrophagen sind 
gelb dargestellt, die regulatorischen blau und die klassisch aktivierten Makrophagen werden durch Rot 
repräsentiert. Die Farbverlauf zeigt an, dass in diesem Schema Mischformen der Makrophagen vorkommen. 
Zwischen den Wundheilungs- und den regulatorischen Makrophagen ordnen sich in Grün die TAMs an.109 

2.5.2 Makrophagen-Polarisierung durch AZ 

Es ist schon länger bekannt, dass AZ nicht nur durch Phagozytose entfernt werden, 

sondern dabei auch eine anti-inflammatorische Wirkung auf die Immunzellen des 

angeborenen Immunsystems ausüben. Erste Arbeiten zeigten, dass die LPS-induzierte 

TNF-α- und IL-1β-Induktion nach Kokultivierung von humanen Monozyten mit AZ 

inhibiert war. Dieser Makrophagen-Phänotyp, der durch AZ hervorgerufen wurde, zeichnet 

sich durch die erhöhte Produktion von TGF-β, Prostaglandin E2 (PGE2) und platelet-

activating factor (PAF) und eine reduzierte Bildung von NO und ROS aus. Weiterhin 

konnte in Mäusen gezeigt werden, dass auch wenn die Makrophagen nicht mehr in der 

Lage waren, die AZ zu phagozytieren, es trotzdem zu einer Erhöhung der TGF-β-

Produktion und einer Inhibition der TNF-α-Sekretion kam. Das Erkennen von 

externalisiertem Phosphatidylserin ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der 

Makrophagen/AZ-Interaktion und scheint essentiell für die TGF-β-Induktion in den 

Makrophagen zu sein. Die Inhibition der NO-Produktion in den Makrophagen wird der 

erhöhten Expression von Arginase1 bzw. Arginase2 zugeschrieben, wodurch weniger 
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L-Arginin, das gemeinsame Substrat der Arginase und der iNOS, für die NO-Produktion 

zur Verfügung steht. Für beide Arginase-Isoformen wurde gezeigt, dass sie durch AZ 

induziert werden.110,111 Neben NO wird auch die ROS-Produktion der Makrophagen durch 

AZ inhibiert. Durch die Aktivierung des Peroxisom Proliferator aktivierten Rezeptors γ 

(PPARγ) wird die Proteinkinase Cα (PKCα) gehemmt. Dies führt wiederum zu einer 

Hemmung der ROS-Produktion, weil die PKCα für die Bildung des NADPH-Oxidase-

Komplexes notwendig ist.112,113 Die fehlende Induktion der pro-inflammatorischen 

Zytokine wird vor allem durch eine Hemmung von NF-κB in den Makrophagen nach 

Kontakt mit AZ erklärt. Während die durch AZ-vermittelte NF-κB-Inhibierung in 

isolierten Makrophagen mit der Aktivierung von PPARγ in Verbindung gebracht wird, 

konnte für TAMs gezeigt werden, dass ein p50 Homodimer NF-κB inhibiert. Neben den 

Signalen, die eine Erkennung der AZ durch die Makrophagen voraussetzen, werden auch 

immer mehr lösliche Faktoren bekannt, die von AZ freigesetzt werden und zur 

Makrophagen-polarisierung beitragen, z.B. IL-10, TGF-β und S1P.114-118 Viele Stimuli, 

denen die Makrophagen nach Kontakt mit AZ ausgesetzt sind, sind ähnlich denjenigen, 

denen die Makrophagen im Tumorgewebe begegnen. AZ scheinen somit zur Ausprägung 

des TAM-Phänotyps beizutragen, da Makrophagen weniger zytotoxisch gegen lebende 

Tumorzellen waren, wenn sie zuvor mit apoptotischen Tumorzellen kokultiviert 

wurden.111,119-121 In vivo war die Tumorenstehung inhibiert, wenn die Erkennung von 

apoptotischen Zellen durch Makrophagen oder auch dendritische Zellen gestört war.122 

Weiterhin lassen sich beim Vergleich von TAMs mit Makrophagen, die durch apoptotische 

Zellen polarisiert wurden, auch bei der Ausprägung des Phänotyps Parallelen erkennen. 

Daher wird im Folgen noch näher auf den Phänotyp der TAMs eingegangen. 

2.5.3 Tumor-assoziierte Makrophagen 

TAMs werden zu den alternativ aktivierten Makrophagen gezählt und ordnen sich von 

ihrer Phänotyp-Ausprägung zwischen den regulatorischen und den an der Wundheilung 

beteiligten Makrophagen ein (Abbildung 4).  

Im frühen Stadium der Tumorentstehung sind die Makrophagen vermutlich klassisch 

aktiviert und können zur Entstehung des Tumors beitragen. DNS-Schädigungen, die 

aufgrund der erhöhten ROS-Produktion der Makrophagen erfolgen, können z.B. zu 

onkogenen Mutationen führen.123 Während der Tumorprogression verändern sich die 

Makrophagen im Tumorgewebe und man spricht von TAMs. Die Mechanismen, die zur 

Polarisierung der TAMs beitragen, sind noch nicht vollständig geklärt, aber die 
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Tumorumgebung scheint eine entscheidende Rolle dabei zu spielen. Von den Tumorzellen 

freigesetzte Prostaglandine, extrazelluläre Nukleotide, AZ, IgG-Komplexe, intratumorale 

Hypoxie und Zytokine, wie  IL-4, IL-10 und TGF-β, beeinflussen die TAMs.106,124-126 

TAMs produzieren hohe Spiegel an IL-10, unterdrücken die Immunantwort gegen die 

Tumorzellen und sind zusätzlich in der Lage, auch immunsupressiv auf andere Zellen des 

Immunsystems zu wirken.127-130  

Der Anteil und die Verteilung der TAMs sind je nach Krebsart sehr unterschiedlich. In 

einigen Ausnahmen, insbesondere bei Brustkrebs, können TAMs bis zu über 50 % der 

Tumormasse beitragen. Oft lässt sich eine Korrelation zwischen Makrophagen-Dichte und 

schlechter Prognose für den Patienten feststellen. Viele von den TAMs sezernierte 

Produkte, wie z.B. EGF, TGF-β, VEGF, IL-1β und MMPs, tragen zur Invasion, Migration 

und zur Tumorangiogenese bei.131-133 In Kokultur-Versuchen mit Tumorzellen und 

Makrophagen wurde die Invasion der Tumorzellen durch eine TNF-α-abhängige MMP-

Induktion in den Makrophagen erhöht.134 Im Maus-PyMT-Modell konnte gezeigt werden, 

dass es nach Depletion der Makrophagen zum einem zu einer starken Reduktion des 

Tumorwachstums und zum anderen zu einer verminderten Ausbildung von Blutgefäßen im 

Tumor kommt.135  

2.6 Sphingosin-1-Phosphat 

 S1P ist ein möglicher Immunmodulator im Tumorgewebe. Es ist der Phosphorsäureester 

des Sphingosins und ein wichtiges Gewebshormon aus der Klasse der Lipidmediatoren des 

tierischen Organismus. S1P gehört zu den wasserlöslichen Lysophospholipiden und kommt 

im menschlichen Organismus ubiquitär vor.136 Unter den unterschiedlichen Zelltypen, die 

S1P bilden und freisetzen, sind die wichtigsten Produzenten Thrombozyten und 

Mastzellen.137,138 S1P wird von diesen Zellen durch Mitglieder der ATP binding cassette 

(ABC)-Transporter-Familie exportiert.139,140 Die S1P-Konzentration (freies und gebun-

denes S1P) im Blut liegt zwischen 100-1000 nM, in der Lymphe zwischen 30-300 nM und 

im Lymphknoten und anderen Geweben zwischen 5-20 nM.137,141 S1P und seine 

Vorstufen, zu denen als wichtigste Vertreter Ceramid und Sphingosin gehören, wirken 

vielfältig auf die Apoptoseregulation, die Zellhomöostase, Migration und Seneszenz von 

Zellen und spielen ebenfalls bei inflammatorischen Prozessen eine wichtige Rolle.142 
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2.6.1 Synthese und Abbau von S1P 

S1P wird aus Ceramid gebildet. Ceramid selbst wird entweder aus Sphingomyelin, einem 

in der Plasmamembran enthaltenen Phospholipid, freigesetzt oder im Zuge einer 

intrazellulären de-novo-Synthese im ER aus Palmitoyl-CoA und Serin gebildet.143  

 

 
Abbildung 5: Synthese und Abbau von S1P 
Die Synthese von Ceramid kann entweder über die de-novo-Synthese ausgehend von Serin und Palmotyl-
CoA, oder über die Spaltung von Sphingomyelin erfolgen. Die Spaltung von Sphingomyelin erfolgt durch 
die Sphingomyelinasen. Die Umwandlung von Ceramid erfolgt durch die Ceramidase zu Sphingosin und 
durch die Sphingosin-Kinase weiter zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P). Umgekehrt kann durch die 
Dephosphorylierung von S1P durch die S1P-Phosphatase und weiter durch die Ceramid-Synthase Ceramid 
gebildet werden. Die irreversible Spaltung von S1P in Hexadecenal und Phosphoethanolamin wird durch die 
S1P-Lyase katalysiert. 
 

Ceramid selbst ist ein wichtiges Signalmolekül, kann aber auch in weitere Botenmoleküle 

wie Ceramid-1-Phosphat, Galaktosylceramid, Sphingosylphosphocholin, S1P, Psychosin 

und Sphingosin umgewandelt werden.144 Mit Hilfe von Ceramidasen entsteht aus Ceramid 

Sphingosin, das durch die Sphingosin-Kinasen (SK) zu S1P phosphoryliert wird. Es gibt 

zwei SK-Isoformen, deren Aktiviät im ER am höchsten ist.145 Diesem letzten Schritt der 
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S1P-Synthese kommt besondere Bedeutung zu, da die Phosphorylierung der 

geschwindigkeitslimitierende Schritt der S1P-Synthese ist. Daher wird in Abschnitt 2.6.1.1 

noch näher auf die SK eingegangen. Die SK bestimmt zusammen mit den S1P-

degradierenden Enzymen, S1P-Lyase und S1P-Phosphatase, das Verhältnis von 

Sphingosin/Ceramid zu S1P (der sog. Sphingolipid-Rheostat). Dieses Verhältnis von pro-

apoptotischem Ceramid zu anti-apoptotischem S1P scheint ausschlaggebend für die 

Vitalität der Zellen zu sein.142,146,147 Der Abbau von S1P erfolgt entweder durch reversible 

Spaltung durch Mitglieder der Lipid-Phosphat-Phosphohydrolase-Familie oder durch die 

irreversible Spaltung von S1P in Hexadecenal und Phosphoethanolamin durch die S1P-

Lyase.148-151 Die einzelnen Schritte der S1P-Synthese sind in Abbildung 5 zusammen 

gefasst.  

2.6.1.1 Sphingosin-Kinase  

Beide Isoformen der SK (SK1 und SK2) katalysieren die reversible Umwandlung von 

Sphingosin zu S1P. Die Isoformen unterscheiden sich neben ihrer Expression während der 

Embryonalentwicklung und dem Auftreten in unterschiedlichen Geweben152-154 auch in 

funktioneller Weise.155,156 Bei erhöhter SK1-Aktivität wird häufig gesteigertes Wachstum, 

Proliferation und eine erhöhte Vitalität der Zellen festgestellt.157-159 Im Gegensatz dazu 

wird das Protein der SK2 mit pro-apoptotischen Vorgängen in Verbindung gebracht. Es 

wurde gezeigt, dass die SK2 durch die Hemmung der DNA-Synthese oder durch die 

Freisetzung von Cytochrom C Apoptose induzieren kann.160,161 Die SK2 kann durch eine 

N-terminal gelegene B-cell lymphoma protein-2 (Bcl-2)-bindende (BH3)-Domäne im 

Protein mit Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie interagieren und Apoptose auslösen.160 

Weiterhin wurde durch knockdown Experimente gezeigt, dass in AZ die SK2-Aktivität für 

die erhöhte S1P-Freisetzung verantwortlich ist.117 Das SK2-Protein sellbst scheint pro-

apoptotisch zu wirken, während das Produkt S1P anti-apoptotisch ist. 

Die Mechanismen, die der Aktivierung der SK zugrunde liegen, sind noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Die Regulation der Isoenzyme kann sowohl auf transkriptioneller 

Ebene als auch durch posttranslationelle Modifikationen erfolgen. So konnte nach 

Stimulation mit Wachstumsfaktoren (platelet derived growth factor (PDGF))162 oder 

Zytokinen (TGF-β, TNF-α, IL-1β),163,164 aber auch unter Hypoxie165,166 ein erhöhter 

mRNA-Gehalt der SK1 detektiert werden. Als Faktoren, die zu einer Induktion der SK-

Aktivität führen, sind unter anderem TNF-α,167 IL-1β,163,168 PDGF,169 VEGF,170 EGF,171 

nerve growth factor (NGF),172 basic fibroblast growth factor (bFGF),172 
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Lysophosphatidsäure (LPA),173 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA)174 und S1P 

selbst175 beschrieben. In vitro führte die Zugabe von Phosphatidylserin, Phosphatidylinosit 

und Phosphatidylsäure zu einer Steigerung der SK-Aktivität.176 Das lässt vermutet, dass 

eine Translokation der Enzyme an die Plasmamembran zur Aktivitätssteigerung beiträgt. 

2.6.2 Die S1P-vermittelte Signaltransduktion  

S1P ist Ligand einer G-Protein-gekoppelten Rezeptorfamilie, deren Mitglieder in 

verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert sind. Es sind fünf S1P-Rezeptoren 

(S1P1 – S1P5) beschrieben, die zu der Familie der endothelial differentiation gene (EDG)-

Rezeptoren gehören. Diese Rezeptorfamilie beinhaltet insgesamt acht Rezeptor-Subtypen, 

die S1P und LPA spezifisch binden können.177 Die unterschiedlichen S1P-Rezeptoren 

können an verschiedene G-Proteine gekoppelt sein (Abbildung 6). Über Gi werden 

Prozesse wie zelluläres Überleben, Proliferation und Migration beeinflusst, über G12/13 der 

Umbau des Zytoskeletts und die Zellteilung kontrolliert und über Gq zahlreiche zelluläre 

Effektorfunktionen gelenkt.146 Des Weiteren besitzen S1P-Rezeptoren unterschiedlich 

starke Bindungsaffinitäten für S1P (Kd 2 – 63 nM), sodass je nach gegebener S1P 

Konzentration verschiedene Rezeptoren aktiviert und die Antworten moduliert werden.178 

 

 
Abbildung 6: Signalvermittlung über S1P-Rezeptoren 
In Zielzellen bindet S1P an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (S1P1-5) welche mit Gq, Gi und/oder 
G12/13 assoziieren können. Die Signalweiterleitung erfolgt über unterschiedliche Signalkaskaden (PLC, Rac, 
ERK, p38-MAPK, PI3K, Rho, JNK und AC). 
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Nach Rezeptor-vermittelter Aktivierung der G-Proteine erfolgt die intrazelluläre 

Weiterleitung der Signale unter anderem durch Phospholipase C (PLC), PI3K, 

Adenylatzyklase (AC), ERK1/2, p38-MAPK oder JNK (Abbildung 6).178-180 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein S1P-Rezeptor über mehrere G-Proteine 

gekoppelt ist. Abbildung 6 ist zu entnehmen, dass S1P1 und S1P4 an Gi, S1P2 und S1P3 an 

Gi, Gq und G12/13 und S1P5 an Gi und G12/13 koppeln.154 Somit können alle S1P-Rezeptor-

Subtypen zumindest das Gi-Protein aktivieren und dadurch eine Vielzahl von zellulären 

Reaktionen beeinflussen.  

2.6.3 Funktionen von S1P 

Da S1P ubiquitär vorkommt und die einzelnen Rezeptor-Subtypen je nach Zelltyp 

unterschiedlich stark exprimiert werden, entsteht ein, zum Teil aus gegensätzlichen 

Funktionen aufgebautes, komplexes Netzwerk. Zu den Funktionen gehören unter anderem 

Zellproliferation und -differenzierung, Apoptosehemmung, Stimulation von Zell-Zell-

Interaktionen, Chemotaxis, Zytoskelettveränderungen, erhöhte Permeabilität von tight 

junctions und Kontraktion glatter Muskelzellen. Des Weiteren reguliert S1P die 

intrazelluläre Ca2+-Homöostase.181,182  

Mittlerweile wird S1P sowohl als ein wichtiger Teil physiologischer als auch 

pathophysiologischer Prozesse angesehen. Beispielhaft zu nennen wären die embryonale 

Gefäß- und Herzentwicklung, die Neoangiogenese, die Regulierung von Gefäßtonus und    

-permeabilität bzw. der Herzfunktion und das Vorkommen bei entzündlichen und 

immunologischen Vorgängen.143 Die S1P1-abhängige Emigration von T-Lymphozyten aus 

dem Thymus bzw. aus sekundären Lymphorganen konnte gezeigt werden. Ausserdem 

kann S1P die Ansprechbarkeit von T-Zellen auf chemotaktische Reize reduzieren und 

durch vermindertes Homing von T-Zellen in sekundäre Lymphorgane eine Lymphozytose 

induzieren.183 Die Beteiligung an inflammatorischen Prozessen wird S1P über die 

Aktvierung von NF-κB zugesprochen.184,185 Neben der Aktivierung von NF-κB führt S1P 

auch zu einer verstärkten Expression der Cyclooxygenase-2 (COX-2) und damit zur 

Freisetzung von PGE2,186 was neben dem Entzündungsgeschehen auch an der Progression 

von Darmkrebs wesentlich beteiligt ist.187 Eine weitere Funktion von S1P, die durch die 

Aktivierung von S1P-Rezeptoren in Endothel- und glatten Muskelzellen ausgelöst wird, ist 

die Induktion der Vaskularisierung und Angiogenese.188 
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2.6.3.1 S1P in der Tumorentwicklung 

Die Erkenntnis, dass S1P das Überleben von Zellen fördert, rückte es in das Interesse 

onkologischer Studien. Verschiedene Tumorzellen lassen sich durch die SK in ihrem 

Proliferationsverhalten beeinflussen. So fördert sie das Wachstum und die 

Migrationsfähigkeit von Magenkarzinomzellen und Brustkarzinomzellen.159,189,190 In 

MCF-7-Brustkrebszellen wurde für die Migration der Zellen neben der Bindung von S1P 

an die S1P-Rezeptoren auch die Aktivierung der EGF-Rezeptoren benötigt. Dies wurde in 

MBA-MD-453-Brustkrebszellen bestätigt. Die SK2 wurde EGF-abhängig aktiviert, was 

eine verstärkte Migration zur Folge hatte.191,192 Der Einfluss von S1P auf die Invasivität 

von Zellen wurde in Glioblastomen gezeigt.193 Weiterhin kommt es durch S1P zu einer 

Resistenz gegenüber chemotherapeutischen Medikamenten bei malignen Melanomen und 

Prostatakarzinomen.23,186 Während die Hemmung der SK1-Expression zu einem 

reduzierten Tumorwachstum und einer erhöhten Chemosensitivität führte,194 induzierte 

eine Überexpression der SK1, die zur verstärkten Synthese von S1P führte, in Fibroblasten 

eine maligne Transformation und initiierte die Tumorbildung.195-197 In einer Vielzahl von 

Tumoren wurde ebenfalls eine Überexpression der SK1 nachgewiesen.198,199 Arbeiten mit 

einem monoklonalen Antikörper gegen S1P zeigten, dass die Reduktion von S1P im Maus-

Xenograft-Modell die Tumorprogression von humanen Brust- und Lungenkrebszellen 

deutlich inhibiert war und die Freisetzung von pro-angiogenetischen Faktoren wie IL-8 

und VEGF verringert war.200  

S1P wirkt nicht nur direkt auf die Tumorzellen, sondern moduliert auch die Interaktion von 

Tumoren mit den Zellen des Immunsystems. Die Freisetzung von TNF-α durch 

Makrophagen ist einer der ersten Schritte nach dem Kontakt von Immunzellen mit dem 

Tumor. Xia et al. konnten zeigen, dass TNF-α die Aktivierung der SK und die Freisetzung 

von S1P induziert und so Endothelzellen vor Apoptose schützt.201 Die Freisetzung von S1P 

aus apoptotischen Tumorzellen führt außerdem zu einer Polarisierung der assoziierten 

Makrophagen hin zu einem pro-Tumor-Phänotyp mit Reduktion von TNF-α und Induktion 

von IL-8 und IL-10 und schützt diese darüber hinaus vor Apoptose.116,117 

2.7 TGF-β 

Ein weiterer wichtiger Mediator im Tumormilieu ist TGF-β, von dem es drei Isoformen 

gibt: TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3 (im Folgenden werden die Isoformen allgemein TGF-β 

genannt).202-204 Sie gehören zu der Superfamilie der TGF-β-Proteine, zu der auch Inhibine, 
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Activine, die Müller-inhibierenden Substanz, die bone morphogenetic proteins (BMPs) 

und das decapentaplegic gene product (DPP) gehören. TGF-β und seine verwandten 

Faktoren sind in verschiedensten Organismen von Drosophila bis zu Säugetieren weit 

verbreitet und weisen stark konservierte Strukturhomologien auf.205,206 TGF-β erfüllt 

diverse biologische Funktionen, z.B. als Wachstumsfaktor, als Differenzierungsfaktor 

sowie als Regulator von endokrinen Funktionen und auch in der 

Embryonalentwicklung.205,207 Die biologischen Wirkungen von TGF-β hängen in hohem 

Maße von der Zielzelle, deren Differenzierungsgrad sowie Aktivierungszustand ab. Zu den 

vermittelten Effekten zählen eine reversible Proliferationshemmung auf sowohl normale 

als auch transformierte epitheliale, endotheliale, fibroblastische, neuronale, lymphatische 

und hämatopoetische Zellen. Weiterhin bewirkt TGF-β eine gesteigerte Zelladhäsion und 

Synthese von Extrazellulär-Bestandteilen. Dadurch ist einerseits seine wichtige Rolle im 

Rahmen von Entzündungsreaktionen und Wundheilungsprozessen sowie Morphogenese 

bzw. Differenzierung im Laufe der Embryogenese, andererseits aber auch seine 

pathogenetische Beteiligung bei bestimmten fibrotischen Prozessen zu erklären.205-208 

TGF-β ist in hohen Konzentrationen in Thrombozyten enthalten und wird in erster Linie 

von aktivierten Monozyten und Makrophagen, außerdem aber auch von Tumorzellen zur 

Aufrechterhaltung ihres transformierten Phänotyps und in geringerem Ausmaß von den 

meisten fibroblastischen und epithelialen Zellen sezerniert.205,207,209-211 Auch AZ setzen 

TGF-β frei.115 

2.7.1 TGF-β-Rezeptor 

Der Signaltransduktionsweg von TGF-β erfolgt über zwei membrangebundene Serin-/ 

Threonin-Kinase-Rezeptoren und wird intrazellulär über second-messenger der so 

genannten Smad-Protein-Familie weitergeleitet. Diese diffundieren in den Zellkern, wo sie 

nach Bindung an die DNA die Transkription aktivieren.205,212 Beim Menschen gibt es 

sieben TGF-β-Typ-I-Rezeptoren (TβRI) und drei verschiedene TGF-β-Typ-II-Rezeptoren 

(TβRII). Die initialen Schritte der TGF-β1 Signaltransduktion sind mittlerweile gut 

charakterisiert. TGF-β1 bindet an den konstitutiv aktiven TßRII, woraufhin der TßRI in 

einen hetero-oligomeren Komplex rekrutiert wird. TßRI wird auf der zytosolischen Seite 

durch den Liganden-gebundenen TßRII phosphoryliert und somit aktiviert. Es kommt zu 

transienter Assoziation mit zytoplasmatischen Effektor-Proteinen, den sog. R-Smads 

(Smad2, Smad3), die nach Phosphorylierung vom Rezeptor dissoziieren, um mit Smad4 
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hetero-oligomere Komplexe zu bilden. Diese translozieren in den Nukleus, um dort die 

Transkription spezifischer Gene zu regulieren.213,214 

Neben der Smad-vermittelten Siganltransduktion von TGF-β sind auch einige Fälle 

beschrieben, in denen TGF-β über die Aktivierung von p38 MAPK und JNK ohne 

Beteiligung der Smads agiert.215-217 

2.7.2 TGF-β in der Tumorentwicklung 

Die Rolle von TGF-β im Tumorgeschehen wird kontrovers diskutiert und scheint von der 

jeweiligen Krebsart und -stadium abhängig zu sein. Während in der frühen 

Tumorentwicklung TGF-β das Tumorwachstum und die –angiogenese  inhibiert, gibt es 

verstärkt Hinweise, dass bei der Tumorprogression TGF-β pro-angiogenetisch und Tumor-

unterstützend wirkt.218 Die TGF-β-induzierte Angiogenese wurde in Endothelzellen mit 

der Induktion von uPAR in Verbindung gebracht.219 Weiterhin induziert TGF-β 

VEGF-C220 und die MMP9221. Ebenso konnte für Makrophagen gezeigt werden, dass 

TGF-β sowohl an der VEGF als auch der MMP9-Induktion beteiligt ist.222 Im Maus-

Xenograft-Modell kommt es nach Neutralisierung von TGF-β zu einer Inhibition der 

Tumorangiogenese und des Tumorwachstumst.223 In Mäusen mit TßRII-/--Fibroblasten war 

die Fähigkeit von Prostatakrebszellen zur Invasion stark reduziert.224 Neuere Arbeiten 

zeigen eine direkten Einfluss von TGF-β bei der Induktion der SK1-Aktivität164,225 und des 

HIF-1α-Proteins226, deren Rolle bei der Tumorangiogenese bereits ausführlich dargelegt 

wurde. Weiterhin werden durch TGF-β Leukozyten ins Tumorgewebe rekrutiert, jedoch 

führen die immunsupprimierenden Eigenschaften von TGF-β1 dazu, dass die Proliferation 

und funktionelle Differenzierung von B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen, Neutrophilen 

und Makrophagen unterdrückt wird und  der immunologische Angriff auf die malignen 

Zellen nicht ausgeführt wird.227 

2.8 NFAT 

Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren besteht aus den folgenden fünf Mitgliedern: 

NFATc1, c2, c3, c4 und 5. NFAT ist wichtig für die Immunantwort von Zellen, hat jedoch 

auch Bedeutung für die Entwicklung des Herzen, des Skelettmuskels und des 

Nervensystems. Es konnte auch gezeigt werden, dass NFAT Zytokine und Gene induziert, 

die mit der Tumorentwicklung und Angiogenese in Verbindung stehen.228 In T-Zellen, 

Darmkrebszellen und Epidermiszellen war NFAT z.B. an der Induktion von COX-2 
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beteiligt, die wiederum eine wichtige Rolle sowohl im Entzündungsgeschehen als auch in 

der Krebsentstehung zukommt.229-231 

NFATc1, c2 und c4 werden vor allem in Immunzellen und hier überwiegend in 

Lymphozyten exprimiert, jedoch auch in Mastzellen, natürlichen Killerzellen, 

Makrophagen und basophilen Granolozyten. Auch außerhalb des Immunsystems werden 

Familienmitglieder von NFAT exprimiert, so z.B. NFATc3 in Muskeln und Herz.232,233 

NFATc4 im Hippocampus vorhanden, wo es die Transkription NFAT-abhängiger Gene als 

Antwort auf eine Depolarisation des Neurons auslöst.234 NFAT5 wurde erst kürzlich als 

Transkriptionsfaktor beschrieben und nimmt eine Sonderstellung unter den Mitgliedern der 

NFAT-Familie ein. Seine Verteilung im Gewebe ist bisher noch nicht bekannt und der 

Aktivierungsmechanismus und die DNA-Bindung unterscheiden sich von denen der 

anderen NFAT Familienmitgliedern. Eine gesteigerte Expression von NFAT5 kann infolge 

eines osmotischen Stresses auf die Zelle beobachtet werden, sodass eine Induktion von 

Genen, die in der Antwort auf osmotische Reize exprimiert werden, vermutet wird.235,236 

DNA-Bindungsstellen für NFAT finden sich in regulatorischen Domänen vieler 

induzierbarer Gene, die an der Immunantwort beteiligt sind, wie z.B. IL-2,237 IFN-γ,238 

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),239 Fas Ligand (FasL),240 

IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, TNF-α und CD40 Ligand233 sowie COX-2.241 Eine zentrale Rolle 

spielt NFAT in der Proliferation und Differenzierung von T-Lymphozyten.233,242,243 Bisher 

sind knockout Experimente einzelner Mitglieder der NFAT-Familie nicht aussagekräftig 

genug um eine alleinige Funktion eines Mitgliedes im Immunsystem festzustellen.233 

Obwohl große Unterschiede in den Primärstrukturen von NFATc1 bis c4  zu sehen sind, so 

sind zwei für die Funktion entscheidende Domänen jedoch hoch homolog. Dies ist die 

DNA-bindende und die Transkriptions-aktivierende Domäne, sodass sich synergistische 

und sogar identische Funktionen der NFAT-Proteine ergeben.233,244,245 Eine kombinierte 

Ausschaltung von NFATc1 und c2 führt indes in T-Helfer-Zellen zu einer stark 

verminderten Zytokinproduktion, wogegen B-Zellen jedoch hyperreaktiv sind.243 NFAT 

wird in dieser Arbeit generell als Abkürzung aller exprimierter NFAT-Familienmitglieder 

benutzt. 

2.8.1 Regulierung der NFAT-Aktivität  

Der Schlüsselmechanismus der Aktivierung von NFAT und eine daraus resultierende 

gesteigerte Transkriptionsrate NFAT-abhängiger Gene wird durch Calcineurin (CN), eine 

Serin/Threonin-Phosphatase, kontrolliert. CN ist ein Heterodimer, bestehend aus einer 
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ca. 60 kDa großen Calmodulin (CaM)-bindenden, katalytischen Untereinheit A (CnA) und 

einer kleineren 19 kDa Ca2+-bindenden, regulatorischen Einheit B (CnB). Calcineurin wird 

Ca2+-abhängig aktiviert, in dem das Ca2+ von CnB und CaM gebunden wird, wobei CnB 

zur Strukturerhaltung des Holoenzyms notwendig ist und CaM wahrscheinlich eine 

Konformationsänderung auslöst, die die autoinhibitorische Domäne aus der katalytischen 

Domäne von CnA entfernt.233,246-249 Die Immunsuppressiva Cyclosporin A (CsA) und das 

Antibiotikum FK506 sind spezifische CN-Inhibitoren und verhindern die Dephosphory-

lierung von NFAT. CsA und FK506 interagieren dabei mit ubiquitären intrazellulären 

Proteinen, den Immunophilinen, mit denen sie als Komplex an CN binden. Da als 

Bindungsstelle der Berührungspunkt von CnA und CnB fungiert, wird die Struktur von CN 

nachhaltig gestört und eine dephosphorylierende Aktivität unmöglich.250-252  

Nach der Dephosphoylierung transloziert NFAT in den Zellkern, wo es an DNA-

Erkennungssequenzen in regulatorischen Promotorregionen bindet und die Transkription 

von Genen induziert.233,236,253 Dabei liegt NFAT im Gegensatz zu vielen anderen 

Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-κB stets als Monomer vor. Spezifische DNA-

Bindungsstellen existieren als hochaffine Bindungsstellen für NFAT alleine oder als 

sogenannte composite Bindungsstellen, an denen NFAT Komplexe mit AP-1 bildet. Sinkt 

die CN-Aktivität in der Zelle wieder ab, wird NFAT infolgedessen rephosphoryliert und 

aus dem Zellkern über das spezifische Transportprotein chromosome region maintenanc 1 

(Crm1) exportiert.254 Um NFAT inaktivieren zu können, müssen genau die 13 Serinreste 

phosphoryliert werden, die von CN bei einer NFAT-Aktivierung dephosphoryliert wurden. 

Diese Kriterien werden für die NFAT-Mitglieder c1 bis c4 von der Glykogen-Synthase-

Kinase-3 (GSK-3) erfüllt.234,255 Es scheinen jedoch auch andere Kinasen, wie die Casein 

Kinase 1α (CK1α)256 und die p38 MAPK257 zumindest einige Mitglieder der NFAT-

Familie zu phosphorylieren. Offen ist noch, wie und welche Kinasen tatsächlich in den 

Kern gelangen und welche Serinreste von NFAT bereits im Kern phosphoryliert werden 

müssen, sodass der nukleäre Export möglich wird.236 Man kann jedoch von einem 

spezifischen Wechselspiel von CN-Aktivität und Kinasen-Inaktivität ausgehen, was eine 

effektive, schnelle Regulation der Aktivität von NFAT ermöglicht und die Voraussetzung 

für eine optimale Antwort auf einen Reiz des Immunsystems schafft.256 
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2.9 Zielsetzung 

Das Ziel dieser Arbeit war, zur Aufklärung der Regulation von HIF-1 als einem wichtigen 

Transkriptionsfaktor in der Tumorbiologie beizutragen. Hierfür sollte zum einen der 

HIF-1α-Proteinabbau in VHL-defizienten Tumorzellen aufgeklärt werden. In den pVHL-

defizienten Tumorzellen kommt es unter Hypoxie und gleichzeitiger Inkubation mit dem 

NO-Donor DETA-NO zu einer Reduktion der HIF-1α-Expression, die sich durch bisherige 

Erkenntnisse der HIF-1α-Regulation nicht erklären ließ. Zum andere wurde die Induktion 

des HIF-1α-Proteins in Makrophagen, die durch AZ polarisiert wurden, untersucht. In den 

polarisierten Makrophagen kann unter Normoxie eine Akkumulation des HIF-1α-Proteins 

beobachtet werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie die 

AZ die Induktion von HIF-1α vermitteln. Hierbei sollten folgende Aspekte geklärt werden: 

  

 Inkubation von RCC4-Zellen unter Hypoxie und DETA-NO führt zu einer 

Reduktion des HIF-1α-Proteins. Handelt es sich hierbei um einen VHL-

unabhängigen Abbaumechanismus für das HIF-1α-Protein? Kann Calpain HIF-1α 

abbauen? Findet der Calpain-vermittelte Abbau von HIF-1α nur in pVHL-

defizienten Zellen statt oder ist dies ein allgemein gültiger Mechanismus?  

 

 Die mechanistischen Details des HIF-1α-Abbaus unter Hypoxie und DETA-NO 

sollten näher untersucht werden. Könne die Mediatoren für die Aktivierung des 

HIF-1α-Abbaus identifiziert werden? Werden unter Hypoxie in RCC4-Zellen ROS 

gebildet, die mit dem NO reagieren und lässt sich der Abbau auch durch 

Substituierung von NO und O2
- unter Normoxie hervorrufen? Führt die 

Koadministration von NO und O2
- zu einer Erhöhung der Calpain-Aktivität und 

lässt sich weiterhin die Aktivierung der Calpaine mit einer Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration korrelieren? 

 

 Nach der Inkubation von Makrophagen mit Überständen von AZ kommt es zu einer 

Akkumulation des HIF-1α-Proteins. Handelt es sich hierbei um eine Inhibierung 

des Proteinabbaus oder um verstärkte Synthese von HIF-1α? Ist weiterhin eine 

transkriptionelle Aktivierung oder eine Stabilisierung der Grund für den Anstieg 

der HIF-1α-mRNA?  
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 Führt die Induktion von HIF-1α durch die AZ auch zu einer gesteigerten HIF-1-

Aktivität? Werden Makrophagen durch AZ polarisiert, sodass sie pro-

angiogenetische Faktoren (HIF-1-abhängig oder -unabhängig) sezernieren? Können 

Überstände von den durch AZ polarisierten Makrophagen zur Differenzierung von 

Stammzellen zu CD31+-Endothelzellen beitragen? 

 

 Um die mechanistischen Details zu klären, die der HIF-1α-Induktion in 

Makrophagen durch AZ zu Grunde liegen, sollte untersucht werden, welche 

Mediatoren von den AZ freigesetzt werden, die zur HIF-1α-mRNA-Induktion 

beitragen und welcher Transkriptionsfaktor in den Makrophagen die HIF-1α-

mRNA induziert.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Chemikalien 

Aceton Roth, Karlsruhe 

Acrylamid-Bis-Fertiglösung (40%, 37,5:1)  Roth, Karlsruhe 

Acrylamid-Bis-Fertiglösung (40%, 29:1)  Roth, Karlsruhe 

Agarose Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

anti-CD11b Mikrobeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Anthra(1,9-cd)pyrazol-6(2H)-one1,9-pyrazoloanthron 

(SP600125) 

Alexis Biochemicals, Grünberg 

4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-

d]pyrimidin (PP2) 

Alexis Biochemicals, Grünberg 

Adenosintriphosphat (ATP)  Roche Diagnostics, Mannheim 

Aminosäuren, nicht-essentielle PAA Laboratories, Cölbe 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Ammoinumpersulfat (APS)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Bay11-7082 Alexis Biochemicals, Grünberg 

Bovines Serumalbumin (BSA)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

BSA Standart Thermo Fisher Scientific, Bonn 

Bromphenolblau  Fluka, Buchs 

Calpastatin Calbiochem, Bad Soden 

Carbonyl-cyanide-p-trifluoro-methoxy-phenylhydrazon 

(FCCP) 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Chloroform  Merk Eurolab, Darmstadt 

Coelentaracin Biotrend Chemikalien, Köln 

12-(2-Cyanoethyl)-6,7,12,13-tetrahydro-13-methyl-5-oxo-

5H-indolo[2,3-a]pyrrolo[3,4-c]carbazol (Gö6976) 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Cyclosporin A (CsA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

4 ,́6´-Diamin-2-phenylindol (DAPI)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Roth, Karlsruhe 

Dihydrorhodamin (DHR) Alexis Biochemicals, Grünberg 

2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinon (DMNQ) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Dimethyloxalylglycin (DMOG) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Dimethylsulfoxid (DMSO)  Roth, Karlsruhe 

Dithiothreitol (DTT)  Roth, Karlsruhe 

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) PAA Laboratories, Cölbe 

Ethanol  Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 

Ethylendiaminetetraacetat (EDTA)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Thylenglycole-bis(aminoethylether)-N,N'-tetraacetat 

(EGTA)  

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Ficoll Amersham Biosciences, Freiburg 

4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-

pyridyl)1H-imidazol (SB203580) 

Alexis Biochemicals, Grünberg 

Fluromount G Biozol, Eching 

Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom, Berlin 

FKS für Stammzellen PAA Laboratories, Cölbe 

Fura-2AM Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Gelantine STEMMCELL Technologies, Köln 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Gentamycin PAA Laboratories, Cölbe 

Glukose Roth, Karlsruhe 

Glycerol-tolerant Puffer (20 x) Amersham Biosciences, Freiburg 

Glyzerin  Roth, Karlsruhe 

Glyzin  Serva, Heidelberg 

Harnsäure Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Hydroehtidin (HE) Molecular Probes, Eugene (USA) 

2,2’-(Hydroxynitroso-hydrazono) bis-ethanimin  

(DETA-NO) 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

JAK-I1 Calbiochem, Bad Soden 

JTE-013 Biozol, Eching 

Interferon-γ (IFN-γ) Roche Diagnostics, Mannheim 

Insulin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Ionomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Isopropanol  Merck EuroLab, Darmstadt 

jetPei Biomol, Hamburg 

Kaliumchlorid (KCl) Merck EuroLab, Darmstadt 

Kaliumcyanid (KCN) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Kaliumhexacyanoferrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)  Merck EuroLab, Darmstadt 
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Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)  Merck EuroLab, Darmstadt 

Kobaltchlorid (CoCl2) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Lactacystin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Leukemia inhibitory factor (LIF) Millipore, Schwalbach 

L-Glutamin PAA Laboratories, Cölbe 

Lipopolysacharid (LPS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Magermilchpulver  Merck EuroLab, Darmstadt 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Roth, Karlsruhe 

Magnesiumcarbonat-Hydroxid  Merck EuroLab, Darmstadt 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat  Merck EuroLab, Darmstadt 

MitoSox Invitrogen, Karlsruhe 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Methionin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

3-Morpholinsydnonimine Hydrochlorid (SIN-1) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on 

(LY294002) 

Alexis Biochemicals, Grünberg 

Murine macrophage colony-stimulating factor  

(M-CSF) 

Peprotech, London (UK) 

N-Acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-methioninal (ALLM) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumacetat  Merck EuroLab, Darmstadt 

Natriumborat  Merck EuroLab, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl)  Merck EuroLab, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)  Merck EuroLab, Darmstadt 

Natriumdithionit  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Natriumflourid (NaF)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck EuroLab, Darmstadt 

Natriumpyruvat PAA Laboratories, Cölbe 

Neomycin PAA Laboratories, Cölbe 

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure 

(HEPES) 

Roth GmbH, Karlsruhe 

Nitro-L-arginine methylester Hydrochlorid (L-NAME) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Nonidet P-40 ICN Biomedicals, Eschwege 

Oligomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Paraformaldehyd (PFA)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Para-Hydroxykumarinsäure  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Passiv Lysepuffer Promega, Mannheim 

PBS ( 9,55 g/ml)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

PD98059 Alexis Biochemicals, Grünberg 

Penicillin/Streptomycin Lösung  PAA Laboratories, Cölbe 

peqGold RNApure  PeqLab Biotechnologie, Erlangen 

Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

5-[4-Phenyl-5(trifluoromethyl)-2-thienyl]-3-[3-(trifluoro-

methyl)pheyl]-1,2,4-oxadiazol (SEW2871) 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

poly(dI-dC)  Pharmacia, Uppsala (Sweden) 

Proteaseinhibitormix (PIM)  Roche Diagnostics, Mannheim 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) PAA Laboratories, Cölbe 

(R)-Phosphorsäuremono-[2-amino-2(3-octyl-

phenylcarbamoyl)-ethyl] ester (VPC23019) 

Avanti Polar Lipids, Alabaster 

(USA) 

Saccharose  Merck EuroLab, Darmstadt 

Seperationsmedium PAA Laboratories, Cölbe 

Semicarbazid  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

SN50 Alexis Biochemicals, Grünberg 

Spingosin-1-Phosphat (S1P) Avanti Polar Lipids , Alabaster 

(USA) 

STA-21 Biomol, Hamburg 

Staurosporin  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

SybrGreen Thermo Fisher Scientific, Bonn 

Taq Polymerase/Reaktionspuffer Invitrogen, Karlsruhe 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 

9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amin (SQ22536) Alexis Biochemicals, Grünberg 

Transforming growth factor-β (TGF-β) PeproTech, London (UK) 

Tris-HCl  Roth, Karlsruhe 

Triton X-100  Roth, Karlsruhe 

Trizin  Roth, Karlsruhe 

Tween 20  Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid (H2O2), 30 % Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Xylencyanol Roth, Karlsruhe 

Z-Leu-Leu-Leu-al (MG132) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

β-Glycerophosphat  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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3.1.2 Puffer und Lösungen 

10 x Blottingpuffer   

Tris/HCl  250 mM 

Glyzin  1,9 M 

pH  8,3 

  

6 x DNA Probenpuffer   

Bromphenolblau 25 mg 

Xylencyanol 25 mg 

Ficol 1,5 g 

H20 ad 10 ml 

  

EMSA Kern Lysepuffer   

HEPES/KOH 50 mM 

KCl 50 mM 

NaCl 300 mM 

EDTA 0,1 mM 

Glycerin 10 %  

pH 7,9 

frisch dazu:   

DTT 1 mM 

NaF 10 mM 

PIM 1 x 

  

EMSA Zytosol Lysepuffer   

Tris-HCL pH 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 

EDTA 5 mM 

NP-40 0,5 %  

Trition X-100 1 % 

frisch dazu:   

DTT 1 mM 

NaF 10 mM 

PIM 1 x 
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Erythrozyten Lysepuffer   

Ammoniumchlorid 155 mM 

Natriumbicarbonat 10 mM 

EDTA 0,1 mM 

pH 7,4 

  

Harnstoff Lysepuffer   

Tris-HCL pH 6,8 10 mM 

Harnstoff 6,65 M 

Glycerin 10 %  

SDS 1 %  

pH 7,4 

frisch dazu:  

PIM 1 x 

  

Leukozyten Waschpuffer   

PBS 500 ml 

EDTA 2 mM 

  

Luciferase Substrat   

Tricin 20 mM 

Magnesiumcarbonat-

Hydroxid 

1,07 mM 

Magnesiumsulfat-

Heptahydrat 

2,67 mM 

EDTA-K+ 100 µM 

DTT 33,3 mM 

ATP 530 µM 

Coenzym A-Lithiumsalz 21,3 mg/l 

D-Luciferin 470 mM 

  

Puffer D   

HEPES/KOH 20 mM 

Glycerin 20 %  

KCl 100 mM 

EDTA 0,5 mM 

Nonidet P-40 0,25 % 
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DTT 2 mM 

PMSF 0,5 mM 

pH  7,9 

  

Puffer F   

Ficoll 20 %  

HEPES/KOH 100 mM 

KCl 300 mM 

DTT 10 mM 

PMSF 0,5 mM 

pH  7,9 

  

Renilla Puffer   

NaCl 0,1 M 

Tris/HCl pH 7,5 25 mM 

CaCl2 1 mM 

  

Renilla Substrat   

Coelenteracin [90 µM] 100 µl 

Renilla Puffer 10 ml 

direkt vor Gebraucht 

ansetzten  

  

5 x Reporter Lysepuffer   

Tris-H3PO4 125 mM 

DTT 10 mM 

Triton-X-100 5 %  

Glycerin 50 % 

pH 7,8 

  

Sammelgel-Puffer   

Tris-HCl  0,5 M 

pH  6,8 
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10 x SDS-Laufpuffer   

Tris/HCl  250 mM 

Glyzin  1,9 M 

SDS  7 mM 

pH  7,1 

  

5 x SDS-Probenpuffer   

1,25 M Tris (pH 6,8) 2,5 ml 

SDS 1 g 

Glycin  5 ml 

Bromphenolblau  0,002%  

DTT  5 mM 

  

5 x TBE   

Tris/HCl  445 mM 

Natriumborat 445 mM 

EDTA  10 mM 

  

10 x TBS   

Tris/HCl  500 mM 

NaCl  1,5 M 

pH  7,4 

  

TTBS   

Tris-HCl  50 mM 

NaCl 1 50 mM 

Tween-20  0,05% 

pH  7,4 

  

Trenngel-Puffer   

Tris-HCl  1,5 M 

pH  8,8 

  

Trypsin-Lösung   

Trypsin  0,5 mg/ml 

EDTA  0,22 mg/ml 
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3.1.3 Antikörper 

Tabelle 1: Verwendete Antikörper 
 

Antikörper Konzentration Hersteller 

HIF-1α  Human 1:1000 BD Bioscience, Heidelberg 

HIF-1α  Maus 1:500 Novus Biologicals, Littleton (USA) 

pSMAD2  1:1000 Cell Signalling Technology, Beverly (USA) 

SMAD2 1:1000 Cell Signalling Technology, Beverly (USA) 

Aktin 1:1000 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Anti-mouse HRP 1:2000 Amersham Biosciences, Freiburg 

Anti-rabbit HRP 1:2000 Amersham Biosciences, Freiburg 

TGF-β1 5 µg/ml R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Kontroll IgG1 5 µg/ml R&D Systems, Minneapolis (USA) 

NFATc1 2 ng/ml Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

3.1.4 Oligonukleotide 

IRD-700 markierte Oligonukleotide für den EMSA wurden von biomers.net GmbH (Ulm) 

gekauft. Die Bindestellen im HIF-1α Promoter sind unterstrichen: 

 

NFAT: 

5´-TTTTCAACTGGAAACTCGGGCGGG-3´ 

5´-CCCGCCCGAGTTTCCAGT TGAAA-3´ 

 

STAT3: 

5´ ATTGGCTCTCCGGGAACCCGCCTC 3  ́

5´ GAGGCGGGTTCCCGGAGAGCCAAT 3´ 
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3.1.5 Primersequenzen 

Die Primer wurden von biomers.net (Ulm) hergestellt. 

 
Tabelle 2: Primer für PCR/qPCR 
 

Primer Sequenz 5´ 3´ 

Human Aktin vorwärts TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 

Human Aktin rückwärts CTAGAAGCATTTGCGGTCGACGATGGAGGG 

Human Cytochrom C Oxidase II vorwärts TCAAATCAATTGGCCACCAATGG 

Human Cytochrom C Oxidase II rückwärts CATTGACCGTAGTATACCCCCGGTC 

Human HIF-1α vorwärts CTCAAAGTCGGACAGCCTCA 

Human HIF-1α rückwärts CCCTGCAGTAGGTTTCTGCT 

Maus Glut-1 vorwärts GAGGAGCTCTTCCACCCTCT 

Maus Glut-1 rückwärts TCCTCCTGGACTTCACTGCT 

Maus HIF-1α vorwärts GAAATGGCCCAGTGAGAAAA 

Maus HIF-1α-Exon2 vorwärts GGCGAAGCAAAGAGTCTGAAG 

Maus HIF-1α rückwärts CTTCCACGTTGCTGACTTGA 

Maus HIF-2α vorwärts CCTGCAGCCTCAGTGTATCA 

Maus HIF-2α rückwärts GTGTGGCTTGAACAGGGATT 

Maus ribosomal. 16S Protein vorwärts AGATGATCGAGCCGCGC 

Maus ribosomal. 16S Protein rückwärts GCTACCAGGGCCTTTGAGATGGA 

Maus VEGF vorwärts TGTCACCACCACGCCATCA 

Maus VEGF rückwärts GGAATCCCAGAAACAACCCTAATC 

3.1.6 Zelllinien 

Renal clearcell carcinoma (RCC4) sind humane Nierenkarzinom-Zellen mit einem Defekt 

im VHL-Gen. RCC4-pVHL sind RCC4-Zellen, die aufgrund einer stabilen Retransfektion 

wieder ein funktionelles VHL-Gen haben. Humane embryonic kidney cells (HEK294) sind 

humane Nierenkarzinom-Zellen. Jurkat-Zellen sind eine humane T-Zelllinie, die aus einer 

akuten lymphatischer Leukämie stammt. MCF-7 sind humane Brust-Adenokarzinom-

Zellen. MCF-7-SK2kd ist eine mit siRNA gegen Sphingosinkinase 2 stabil transfiziert 

MCF-7-Linie und MCF-7-neo wurde mit einem Kontrollvektor transfiziert und wird in der 

folgenden Arbeit mit MCF-7 bezeichnet.258 RAW264.7 sind eine murine 

Monozyten/Makrophagen-Zelllinie, die aus einem Tumor isoliert wurde, der mit dem 
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Abelson-Maus-Leukämie-Virus induziert wurde. CCE sind murine embryonale 

Stammzellen.259,260 

3.1.7 Verbrauchsmaterialien 

Cell+ Schalen Sarstedt, Nürnbrecht 

Deckgläser Roth, Karlsruhe 

Entwicklerkasseten Lightning Plus REGO-X-Ray, Augsburg 

Eppendorfgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

FACS Röhrchen Sarstedt, Nürnbrecht 

Filterpapiere Whatman, Dassel 

Leukosept-Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Lumox Schalen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Nitrozellulosemembran Hybond C extra Amersham Biosciences, Freiburg 

Objektträger Roth, Karlsruhe 

Pipettboy Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Pipetten (10 µl; 100 µl; 1000 µl; 5000 µl) Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen (10 µl; 100 µl; 1000 µl; 5000 µl) Eppendorf, Hamburg 

Plastikmaterial (Zellkultur)  Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Sterilfilter 0,22 µm Millipore, Schwalbach 

SuperX X-Ray Film  Fuji Film, Düsseldorf 

WillCo Schalen WillCo Wells, Amsterdam 

(Niederlande) 

3.1.8 Geräte 

Apollo-8 LB 912 Photometer  Berthold Technologies, Bad Wildbad 

Autoklav HV 85  BPW, Süssen 

AutoMacs Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Ultraschall-Generator B250 Sonifier  Branson Ultrasonics, Danbury (USA) 

CASY Model TT Schärfe System, Reutlingen 

FACSCanto Durchflusszytometer  BD Biosciences, Heidelberg 

Filmentwicklermaschine Optimax Typ TR  MS Laborgeräte, Wiesloch 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M  Zeiss, Göttingen 

Geldokumentationssystem UV-Transilluminator Raytest, Straubenhardt 

Holten LaminAir Sterilbank  Jouan, Unterhaching 

i-Cycler MyiQ Bio-Rad Laboratories, München 
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IG 150 (Zellkulturinkubator) Jouan, Unterhaching 

InVivo400 Werkbank Ruskin Technologies, Leeds (UK) 

Laser Scanning Mikroskop LSM 510 META Zeiss, Göttingen 

Magnetrührer Combimag RCH IKA Labortechnik, Staufen 

Mastercycler Thermocycler  Eppendorf, Hamburg 

Medimachine BD Biosciences GmbH, Heidelberg 

Mithras LB940  Berthold Technologies, Bad Wildbad 

Mini-PROTEAN 3 System (SDS-PAGE)  Bio-Rad Laboratories, München 

Multiscan RC Luminometer  Thermo Labsystems, Vantaa (Finnland) 

NanoDrop ND-1000  Peqlab Biotechnologie, Erlangen 

Odyssey imaging system Li-COR Biosciences, Bad Homburg 

Oxygraph-2k  Oroboros, Innsbruck (Österreich) 

Reinstwasseranlage Purelab Plus ELGA LabWater, Siershahn 

Spannungsquelle Bio-Rad Laboratories, München 

Sub-Cell GT Elektrophorese System  Bio-Rad Laboratories, München 

Thermomixer 5436  Eppendorf, Hamburg 

Trans-Blot SD Blot-Apparatur  Bio-Rad Laboratories, München 

Vortexer Heidolph, Schwabach 

Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach 

Zentrifuge 3413 R  Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg 

3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultivierung 

HEK293, RAW264.7, Jurkat, primäre Maus Makrophagen, MCF-7-neo und MCF-7-

SK2kd wurden mit RPMI mit 10 % hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum (FKS) (30 min 

bei 56 °C), 5 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin inkubiert. 

MCF-7-neo und MCF-7-SK2kd wurden zusätzlich noch mit 1 mM Natriumpyruvat, 1 % 

nicht-essentielle Aminosäuren, 10 mg/ml bovinem Insulin und x ng Neomycin inkubiert. 

HEK293.7, RCC4 und RCC4-pVHL wurden in DMEM mit 4.5 g/l D-Glukose mit 10 % 

hitzeinaktiviertem FKS, 5 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin 

und 1 mM Natriumpyruvat kultiviert. RCC4-ρ0 wurden mit 2 mM Natriumpyruvat und 

50 ng/ml Ethidiumbromid inkubiert. CCE wurden in Gelantine-beschichteten Flaschen in 

DMEM mit 4.5 g/l D-Glukose mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 8 % aktiviem FKS, 5 mM 
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L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM 

L-Glutamin, 100 µM ß-Mercaptoethanol und 1 % nicht-essentielle Aminosäuren mit 

103 U/ml LIF kultiviert. Primäre humane Monozyten wurden in RPMI mit 10 % 

hitzeinaktiviertem humanem Plasma (30 min bei 56 °C von „AB+“-Spendern vom 

Deutschen Roten Kreuz (DRK)-Blutspendedienst), 5 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin 

und 0,1 mg/ml Streptomycin inkubiert. 

Alle verwendeten Zellen wurden bei 37 °C und feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre bei 

5 % CO2 im Zellkulturinkubator kultiviert. Bis auf die Jurkat-Zellen, die in Suspension 

wachsen, wachsen alle verwendeten Zelllinien adhärent als Monolayer und wurden, wenn 

sie eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatten, trypsiniert und in neue Zellkulturflaschen 

und für Versuche in die entsprechenden Kulturschalen überführt. Für die Versuche wurde 

die Zellzahl mit Hilfe des CASY bestimmt und in den für die jeweiligen Methoden 

notwendigen Konzentrationen ausgesät. Arbeiten mit den Zellen erfolgten an Holten 

Sterilbänken. Alle Reagenzien wurden bei 37 °C im Wasserbad erwärmt.  

Die Inkubationen unter Sauerstoffmangelbedingungen erfolgten in der InVivo400 

Werkbank. Die Werkbank ermöglicht das Arbeiten mit Zellen unter konstanten 

hypoxischen Bedingungen. Für die durchgeführten Experimente wurden die Zellen bei 

0,5 % oder 1 % O2, 5 % CO2 und 94,5  %  bzw 94 % N2 bei feuchtigkeitsgesättigter 

Atmosphäre inkubiert. 

3.2.2 Generierung von RCC4-ρ0-Zellen 

RCC4-ρ0 sind RCC4-Zellen, die mit 50 ng/ml Ethidiumbromid inkubiert wurden. Durch 

das  Ethidiumbromid kommt es zur Inhibierung der Expression der mitochondriellen Gene, 

so dass die RCC4-ρ0 keine funktionelle Atmungskette mehr ausbilden können.  

3.2.3 Isolation primärer humaner Monozyten aus Buffy Coats 

Primäre humane Monozyten wurden aus Buffy Coats, die vom DRK-Blutspendedienst 

Baden-Württemberg-Hessen (Frankfurt am Main) zur Verfügung gestellt wurden, isoliert. 

Hierzu wurde der Buffy Coat in 50 ml Leucosept-Röhrchen überführt, in die zuvor 15 ml 

Seperationsmedium vorgelegt wurde. In der folgenden Dichtegradientzentrifugation 

(45 min, 440 x g, Raumtemperatur (RT)) wurden die Blutzellen in drei Phasen aufgetrennt. 

Die untere Phase enthielt Erythrozyten und Granulozyten, die mittlere Phase die 

Leukozyten und in der oberen Phase hatte sich das Blutplasma angesammelt. Die 
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Leukozytenphase wurde mit einer Pipette abgesaugt, in ein neues 50 ml Falcon-Röhrchen 

übertragen und zwei Mal mit Leukozytenwaschpuffer gewaschen (500 x g, 5 min, RT). 

Das Pellet wurde in serum-freiem RPMI Medium resuspendiert und auf Cell+ Schalen 

ausgesät. Nach 2 h wurde das serum-freie Medium abgenommen und durch 

Komplettmedium ersetzt. In dieser Zeit waren die Monozyten bereits angewachsen und die 

anderen Zellen wurden beim Mediumwechsel abgesaugt. Die Monozyten ließ man vor 

Versuchsbeginn 7 Tage zu Makrophagen ausdifferenzieren und führte in dieser Zeit alle 2-

3 Tage einen Mediumwechsel durch. 

3.2.4 Isolation der primären Maus Makrophagen aus der Milz 

Für die Isolierung der Makrophagen wurden C57BL/6 Mäuse mit einem konditionellen 

HIF-1Knockout in den myeloiden Zellen verwendet. Die Mäuse wurden von Dr. Johnson 

zur Verfügung gestellt (Universität Californien, Division of Biological Sciences, San 

Diego, USA261). 

Alle Isolierungsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Die Milz wurde mit der 

Medimachine nach den Anweisungen des Herstellers homogenisiert. Die Zellsuspension 

wurde 8 min mit 2 ml Erythrozyten Lysepuffer inkubiert und anschließend abzentrifugiert 

(5 min, 500 x g). Das Pellet wurde mit PBS gewaschen, in Leukozyten Waschpuffer 

resuspendiert und die Zellzahl mit dem Casy bestimmt. Anschließend wurden die CD11b+-

Zellen nach den Anweisungen des Herstellers mit dem AutoMacs separiert. Dazu wurden 

die Zellen 20 min mit anti-CD11b Mikrobeads inkubiert, zentrifugiert (10 min, 300 x g) 

und in Leukozyten Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden mit dem Programm „positive 

selection“ isoliert. Anschließen wurden die Zellen erneut zentrifugiert (10 min, 300 x g), in 

Medium resuspendiert und für Versuche in Schalen ausgesät. Für die Differenzierung zu 

Makrophagen wurden die Zellen für weitere 5 Tage mit macrophage colony-stimulating 

factor (M-CSF)(25 ng/ml) kultiviert.  

3.2.5 Herstellung von konditioniertem Medium AZ (KMAZ) 

Für das konditionierte Medium wurden Jurkat- oder MCF-7-Zellen mit einer 

Konzentration von 2,5 x 106/ml ausgesät und mit 20 ng/ml Staurosporin für 3 h in FKS-

freiem Medium inkubiert. Anschließend wurden die Zellen abgeschabt, zentrifugiert 

(5 min, 500 x g) und drei Mal mit PBS gewaschen und zentrifugiert (5 min, 500 x g). 

Anschließend wurden die Zellen in frischem Kulturmedium in gleicher Zellkonzentration 
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für weitere 3 h inkubiert. Zum Schluss wurde das Medium zentrifugiert (10 min, 1000 x g) 

und durch einen 0.22 µm Filter steril filtriert. Das Filtrat ist das KMAZ. Wenn es in den 

Versuchen nicht anders angegeben ist, wurde das KMAZ immer im Verhältnis 1:5 (lebende 

Zellen:tote Zellen beim Herstellen des KMAZ) eingesetzt.  

Analog wurde KMLZ von 2,5 x 106/ml lebenden Zellen und KMNZ von 2,5 x 106/ml 

nekrotischen Zellen hergestellt. Nekrotische Zellen wurden durch 30 minütige Inkubation 

bei 56 °C generiert.  

3.2.6 Herstellung von konditioniertem Medium polarisierter Makrophagen 

(KMPM) 

RAW264.7- und primäre Maus WT- und HIF-1α-/--Makrophagen wurden für 16 h mit 

KMAZ inkubiert. Das KMAZ wurde abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und für 

5 h mit frischem Medium inkubiert. Dieses wurde wieder abgenommen, steril filtriert und 

das Filtrat ist KMPM. 

3.2.7 Proteinbestimmung nach Lowry 

Für die Messung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde das Standard DC Protein 

Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, München), basierend auf der Methode nach Lowry, 

verwendet. Zunächst wurde aus BSA-Standard eine Standardreihe (0 - 2 µg/µl) erstellt. Die 

Proteinlösungen wurden, wenn nötig, verdünnt. Von der Standardreihe sowie den Proben 

wurden 5 µl in Duplikaten für die Proteinbestimmung in einer 96-Loch-Platte vorgelegt. 

25 µl Lösung A und anschließend 200 µl Lösung B wurden dazu gegeben. Die Ansätze 

wurden für 15 min schüttelnd bei RT inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 

photometrisch durch die Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlänge von 750 nm 

mit dem Apollo Photometer. 

3.2.8 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) und Western Blot 

Analyse 

Die Lyse der Zellen erfolgte mit 100 µl Harnstoff Lysepuffer und durch sonifizieren. 

Hierzu wurden die Zellen am Ultraschall-Generator Branson für 10 sec bei 20 % 

Ausgangsleistung auf Eis aufgebrochen. Um Zelltrümmer zu entfernen, wurden die Lysate 

zentrifugiert (15 min, 16000 x g, 4 °C) und in neue Eppendorfgefäße überführt und der 
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Proteingehalt, wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben, bestimmt. 100 µg Protein wurden mit 

5 x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Für die Auftrennung 

der Proteine wurden die Taschen des Sammelgels mit den Proben beladen und in 1 x SDS-

Laufpuffer bei 30 mA pro Gel laufen gelassen. Zur späteren Größenbestimmung der 

Banden wurde zusätzlich der PageRuler Prestained Protein Ladder eingesetzt. Die 

Zusammensetzung der SDS-Gele war wie folgt: 

 

4 % iges Sammelgel   

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

Sammelgel-Puffer  2,5 ml 

10 % SDS  100 µl 

ddH2O  6,4 ml 

10 % APS  50 µl 

TEMED  5 µl 

  

10 % iges Trenngel   

40 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1)  2,5 ml 

Trenngel-Puffer  2,5 ml 

10 % SDS  100 µl 

ddH2O  4,9 ml 

10 % APS 50 µl 

TEMED 5 µl 

 

Nach der Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proteine auf Nitrozellulosemembranen mit 

Hilfe einer Semi-Dry Blotting-Kammer überführt. Das Blotten erfolgte bei 75 mA pro Gel 

für 90 min. Anschließend wurden die Membranen, um unspezifische Antikörper-

bindungen zu minimieren, 30 min mit 5 % TTBS-Milch geblockt. Die Inkubation des 

1. Antikörpers erfolgte bei 4 °C über Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde 

der 2. Antikörper, der mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt war, für 1 h bei RT mit 

der Membran inkubiert. Die Membran wurde ein Mal 5 min mit TTBS und anschließend 

zwei Mal 5 min mit PBS gewaschen. Zur Detektion des Signals wurden 3 ml ECL mit 

30 µl para-Hydroxycumarinsäure und 1 µl 30 % H2O2 vermischt und 1 min bei RT mit der 

Membran inkubiert und das Signal mit einem Röntgenfilm detektiert. 
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3.2.9 Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) 

Die Zellen wurden zum Ernten vorsichtig abgeschabt und abzentrifugiert (5 min, 500 x g) 

und in 100 µl EMSA Zytosol Lysepuffer resuspendiert. Die Proben wurden 20 min auf Eis 

inkubiert und zentrifugiert  (1 min, 16000 x g). Der Überstand wurde bei Bedarf in ein 

neues Eppendorfgefäß überführt, er enthielt die zytosolischen Proteine. Das Pellet wurde 

mit 50 µl EMSA Kern Lysepuffer resuspendiert und 30 min bei 0 °C schüttelnd lysiert. 

Nach einer erneuten Zentrifugation (20 min, 16000 x g) wurde die Proteinkonzentration im 

Überstand bestimmt. 10 µg Protein wurden mit 2 µg poly(dI-dC), 2 µl Puffer D, 4 µl 

Puffer F und 250 fmol 5’-IRD700-gelabellten Oligonukleotide in einem Endvolumen von 

20 µl gemischt und für 30 min bei RT inkubiert. Der DNA-Protein-Komplex wurde bei 

120V in einem nativen, 4 % Polyacrylamidgel in 1-fach Glyerol-tolerant Puffer laufen 

gelassen. Die Zusammensetzung des Gels war wie folgt: 

 

4 % iges natives Gel   

20 x Glycerol-tolerant Puffer 500 µl 

40 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1)  1 ml 

ddH2O  8,5 ml 

10 % APS 100 µl 

TEMED 32 µl 

 

Die Protein-Oligonukleotid-Bande wurde mit dem Odyssey imagings system sichtbar 

gemacht. Supershift Analysen wurden mit dem NFAT Antikörper durchgeführt. 

3.2.10 Isolation von mRNA aus Zellen 

Für die Isolation von mRNA wurden 2,5 x 106 Zellen in 1 ml PeqGold RNApure lysiert 

und 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte eine Zugabe von 200 µl Chloroform und jeder 

Versuchsansatz wurde 15 s kräftig geschüttelt. Nach einer anschließenden Inkubation von 

10 min bei RT wurde das Gemisch durch Zentrifugation (5 min, 14.300 x g, 4 °C) in eine 

untere gelbliche Phenol-Chloroform Phase, eine obere farblose wässrige Phase und eine 

dazwischen liegende Interphase getrennt. Die Phenol-Chloroform Phase, welche die DNA 

und die Interphase die Zellbruchstücke und Proteine enthielt, wurden verworfen. Die obere 

wässrige Phase in der sich die RNA befand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Die Präzipitation der RNA erfolgte durch Zugabe von 500 µl Isopropanol. Nach einer 
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weiteren Inkubation (30 min) bei RT, wurde die RNA pelletiert (20 min, 12.000 x g, 4 °C) 

und zwei Mal mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen (10 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Pellet 

wurde dann im Reaktionsgefäß für 10 min bei 70 °C getrocknet und anschließend in 25 µl 

DEPC-behandeltem ddH2O (DEPC-ddH2O) resuspendiert. Die Konzentration der RNA 

wurde mit einem Nanodrop ermittelt. Die gelöste RNA wurde bei -80 °C bis zur weiteren 

Verwendung gelagert.  

3.2.11 Reverse Transkription von mRNA in cDNA 

Zur Herstellung von cDNA aus mRNA wurde das iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad 

Laboratories, München) benutzt. Die Verwendung erfolgte nach Angaben des Herstellers. 

Hierzu wurde pro Ansatz 1 µg mRNA eingesetzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde 

jeder Versuchsansatz auf 100 µl mit DEPC-ddH2O aufgefüllt und bei -20 °C bis zur 

weiteren Verwendung gelagert. 

3.2.12 Polymerase-Kettenraktion (PCR) 

Folgender Ansatz wurde für die Amplifizierung der cDNA hergestellt:  

 
Tabelle 3: PCR-Ansatz 
 

Template (cDNA) 2 µl 

dNTP [25 mM] 1 µl 

Taq Polymerase 2 µl 

MgCl2 3 µl 

Vorwärts-Primer [20 ng/µl] 3 µl 

Rückwärts-Primer[20 ng/µl] 3 µl 

10-fach Taq-Reaktionspuffer 5 µl 

ddH2O ad 50 µl 

 

In Tabelle 4 ist das Schema für die Abfolge der Reaktionsschritte während der 

Amplifikationsreaktion dargestellt.  
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Tabelle 4: Reaktionsabfolge bei der PCR 
 

Reaktionsfolge Reaktionsschritt Dauer Temperatur 

1 Denaturierung 3 min 95 °C 

Denaturierung 60 s 95 °C 

Primer-Anlagerung 90 s 55 °C 

2 

(45x) 

Elongation 3 min 72 °C 

3 Finale Elongation  10 min 72 °C 
 

25 µl der DNA Proben wurden mit 6 x DNA Probenpuffer gemischt und auf ein 1,5 % iges 

Agarosegel geladen. Zur Größenerkennung der DNA-Fragmente wurde der GeneRuler 

100 bp DNA Ladder verwendet. Die Gelzusammensetzung war wie folgt: 
 

1, 5 % iges Agarosegel   

Agarose 0,75 g  

0,5-fach TBE 50 ml 
 

Die Auftrennung erfolgte 1 bis 2 h bei 5 bis 8 V/cm in 0,5-fachem TBE. Anschließend 

wurde das Gel circa 15 min in einer Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml) gefärbt und die 

DNA-Fragmente mit einem Geldokumentationssystem unter UV-Licht mit 254 nm 

Wellenlänge detektiert. 

3.2.13 Quantitative Polymerase-Kettenraktion (qPCR) 

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR), die zur Quantifizierung der mRNA 

einzelner Gene diente, wurde mit einem i-Cycler und Sybr Green als Flourochrom 

durchgeführt. Hierzu wurde cDNA mit entsprechenden Primern und Sybr Green nach dem 

in Tabelle 5 dargestellten Schema angesetzt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2 

dargestellt.  
 

Tabelle 5: qPCR-Ansatz 
 

Template (cDNA) 4 µl 

 Vorwärts-Primer [10 pmol/ml] 0,4 µl 

Rückwärts-Primer [10 pmol/ml] 0,4 µl 

Sybr Green 10 µl 

ddH2O 5,2 µl 
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Die Abfolge der Reaktionsschritte während der Amplifikationsreaktion wurde nach 

Angaben des Herstellers erstellt (siehe Tabelle 6). 

 
Tabelle 6: Reaktionsabfolge bei der qPCR 
 

Reaktionsfolge Reaktionsschritt Dauer Temperatur 

1 Aktivierung der Polymerase 2 min 50 °C 

2 Denaturierung 15 min 95 °C 

Denaturierung 15 s 95 °C 

Primer-Anlagerung 30 s 55 °C 

3 

 

(45x) Elongation 30 s 72 °C 

4 Finale Denaturierung 2 min 95 °C 

5 Anlagerung homologer 

DNA-Stränge 

30 s 55 °C 

6 (80x) Erstellung der 

Schmelzkurve 

20 s + 0,5 °C 

/Wiederholung 

 

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte jeweils nach dem Elongationsschritt, wobei die 

Intensität der Fluoreszenz ein Maß für die Menge der gebildeten PCR-Produkte ist. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm MyiQ (Bio-Rad Laboratories, 

München). 

3.2.14 Reporter-Analysen 

Für die Messung der HIF-1α-Aktivität wurde ein Luziferase-Reporterplasmid (pGL3-EPO-

HRE) verwendet, das drei HRE Bindestellen aus dem EPO-Gen enthält, die vor einen 

SV40 Promoter geschaltet sind. Das Plasmid wurde von Dr. Kietzman (Universität 

Kaiserslautern, Kaiserslautern262) zur Verfügung gestellt. Für die Messung der Aktivität 

am HIF-1α-Promotor wurde ein Luziferase-Reporterplasmid verwendet, das durch ein 

800 bp langes Fragment aus dem HIF-1α Promoter aktiviert wird. Das Plasmid wurde von 

Dr. Fandrey (Universitätsklinikum Essen, Essen61) zur Verfügung gestellt. Für die 

Messung der NFAT-Aktivität wurde ein Luziferase-Reporterplasmid verwendet, das durch 

ein Segment des humanen modulatory calcineurin interacting protein 1 (MCIP-1)-Gens, 

das die NFAT-Bindestelle beinhaltet, aktiviert wird. Das Plasmid wurde von 

Dr. Rothermel (Universität Texas, Southwestern Medical Center, Dallas, USA263) zur 
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Verfügung gestellt. Als Kontrollplasmid wurde pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) 

verwendet.  

Die Zellen wurden mit jetPei nach den Herstelleranweisungen mit 2 µg der jeweiligen 

Plasmide (0.02 µg Renilla Luziferase (Promega, Mannheim)) transfiziert. Nach 8 h mit 

dem Transfektionsreagenz wurde das Medium gewechselt und der Versuch gestartet. Nach 

Ende der Inkubationszeit wurde die Zellen abgeschabt, abzentrifugiert (500 x g, 5 min, 

4 °C) und das Pellet in 100 µl Reporter Lysepuffer resuspendiert. Anschließend wurden die 

Zellen 30 min auf Eis inkubiert und dabei immer wieder gevortext. Nach erneuter 

zentrifugation (13.000 x g, 15 min, 4 °C) wurden 5 µl vom Lysat in ein FACS-Röhrchen 

gegeben. Nach Zugabe von 100 µl Luziferase Substrat wurden die Proben mit dem 

Multiscan RC Luminometer gemessen. Anschließend wurde von den Lysaten die Proteine 

wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben bestimmt und die Luziferase-Aktivität wurde auf den 

Proteingehalt normiert. Für die Renilla Messung wurden die Zellen mit 100 µl Passiv 

Lysepuffer resuspendiert und wie für die Luziferase Messung beschrieben lysiert. 10 µl 

vom Lysat wurden für die Messung mit 50 µl Renilla Substrat versetzt und mit dem 

Mithras gemessen. 

3.2.15 Messung der ROS und RNI mittels durchflusszytometrischer Messung 

(FACS) 

Für die Messung von intrazellulärem ROS wurden oxidative Fluoreszenzfarbstoffe 

Hydroethidin (HE) und Dihydrorhodamin (DHR) verwendet. 30 min vor Ende der 

Inkubationszeit der zu untersuchenden Ansätze wurde HE mit einer Endkonzentration von 

2 µM zugegeben. DHR wurde zu Beginn der Inkubationszeit der jeweiligen Ansätze in 

einer Endkonzentration von 50 µM zugesetzt. Für die Messung von ROS in den 

Mitochondrien wurde der Fluoreszenzfarbstoff MitoSox verwendet. MitoSox akkumuliert 

spezifisch in den Mitochondrien der Zellen und wird dort oxidiert. 10 min vor Ende der 

Inkubationszeit der zu untersuchenden Ansätze wurde MitoSox mit einer Endkonzentration 

von 5 µM zugegeben. Nach Versuchende wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert 

(5 min, 500×g, RT) und in 1 ml warmem PBS resuspendiert. Die Messung der Fluoreszenz 

von mindestens 10.000 Zellen erfolgte am FACSCanto Durchflusszytometer im PE Kanal 

(Anregung 488 nm, Emission 578 nm). 
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3.2.16 Respirometrie 

Die zelluläre Respiration (O2-Flux, [pmol O2/ml x 106 Zellen]) wurde mit einem 

Oxygraph-2k in einem 2-Kammer System mit einem Volumen von je 2 ml bei 37 °C 

bestimmt. Für jede Messung wurden 5 x106 Zellen pelletiert und in 2 ml FKS-freiem 

Medium resuspendiert. Nachdem der basale Sauerstoffverbrauch der Zellen erfasst worden 

war, wurde die mitochondriale ATPase mit 2 µg/ml Oligomycin inhibiert. Dies 

ermöglichte die Betrachtung des zellulären Sauerstoffverbrauchs unabhängig von der ATP-

Produktion. Anschließend erfolgte die Stimulation der Zellen durch die sequentielle 

Zugabe von Substanzen und die zeitliche Änderung des O2-Flux wurde erfasst.264 Als 

Kontrolle wurde am Ende jeder Messung 2 mM KCN (Inhibition des Komplex IV der 

Cytochrom C Oxidase) in den Ansatz zugegeben, was zur kompletten Inhibition des 

mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs führte. Die Erfassung der Daten und ihre weitere 

Analyse erfolgte mit der DataLab 4.0 Software (Oroboros, Innsbruck, Österreich). 

3.2.17 Messung der Calpain-Aktivität 

Die lebend-Zell Messung der intrazellulären Calpain-Aktivität erfolgte mit dem 

Fluorogenic Calpain Assay Kit (Calbiochem, Bad Soden). Nach Beenden der 

Inkubationszeit wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und 50 µl Assaypuffer 

wurde zu den Zellen gegeben. In Versuchsansätzen, in denen Inhibitoren/Chemikalien 

verwendet wurden, wurden diese auch während der Calpainmessung erneut zugegeben. 

Das Calpainsubstrat wurde den Herstellerangaben zufolge zu den Zellen gegeben und die 

Lumineszenz wurde über 45 min lang alle 3 min mit dem Mithras gemessen. Die 

Anregung erfolgte bei 355 nm und die Emmission wurde bei 460 nm aufgenommen. 

3.2.18 Calcium2+-Messung 

Für die Ca2+-Messung wurden die Zellen auf WillCo-Zellkulturschalen mit Glasboden 

ausgesät. Die Zellen wurden für 30 min mit 1 µM Fura-2AM bei 37 °C in HEPES-Puffer 

beladen. Anschließend wurden sie gewaschen und mit Medium für weitere 20 min bei 

37 °C inkubiert. Die Ca2+-Veränderungen wurden mit dem Axiowert 

Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitäten bei den 

Anregungswellenlänge 380 nm und 340 nm aufgenommen und das Verhältnis (Ratio) von 

380nm/340nm wurde benutzt, um die Ca2+-Konzentrationen zu berechnen. Am Ende des 
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Versuchs wurden zur Kalibrierung zuerst 5 µM Ionomycin, um die maximale Ratio 

(Rmax) zu bestimmen, und anschließend 5 mM EGTA, um die minimale Ratio (Rmin) zu 

bestimmen, zu den Zellen gegeben. Mit der SlideBook-Software (Intelligent Imaging 

Innovation, Göttingen) konnten die Ca2+-Konzentrationen berechnet werden.265 

3.2.19 Embryonic Body Assay 

Um Embrionic Bodies (EBs) wachsen zu lassen, wurde Medium ohne LIF benutzt. 

1000 Zellen/35 µl wurde in hängenden Tropfen ausgesät und für 3 Tage wachsen gelassen. 

Die EBs wurden dann auf Lumox Schalen ausgesät und für 2 Tage anwachsen gelassen. 

Das KMPM wurde 1:3 mit Medium (ohne LIF) verdünnt und für 24 h zu den EBs gegeben. 

Die Phasenkontrastbilder der ausplattierten EBs wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop 

Axiovert und der Slide Book Software aufgenommen.  

3.2.20 CD31-Immunfluoreszenzfärbung 

Nach der Inkubation wurde die EBs mit kaltem PBS gewaschen und mit kaltem 

Methanol/Aceton (7:3) bei -20 °C über Nacht fixiert. Die Proben wurden zwei Mal mit 

0.1% Triton-PBS gewaschen und für 1 h bei RT mit 10% FCS in 0.01% Triton-PBS 

geblockt. Der Anti-CD31 AK wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen erneut vier Mal mit 0.01% Triton-PBS gewaschen und mit einem anti-Ratte-cy3 

AK für 1 h bei RT inkubiert. Zum Färben der Zellkerne wurde die letzten 30 min DAPI 

dazugegeben. Nach dreimaligem Waschen mit 0.01% Triton-PBS wurden die Proben mit 

Fluoromount G auf Objektträger eingedeckelt und die CD31-Färbung mit dem Laser 

Scanning Mikroskop mit der ZEN Software (Zeiss, Göttingen) aufgenommen. Für Cy3 

wurde der 1 mW Helium/Neon Laser mit einer Anregung von 543 nm und für DAPI ein 

25 mW Diodenlaser mit einer Anregung von 405 nm verwendet. Für die statistische 

Auswertung der CD31-Fluoreszenzintensität wurde im Monolayer-Bereich der Proben die 

CD31- und DAPI-Fluoreszenz mit der Histogramfunktion der ZEN-Software gemessen. 

Die Hintergrundintensität wurde abgezogen und die Fluoreszenzintensität von DAPI vs. 

CD31 unter Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt.  
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3.2.21 Statistische Analyse 

Wurden die Ergebnisse von mehreren unabhängigen Versuchen zusammengefasst, so 

wurde eine statistische Analyse durchgeführt. Es wurden die Mittelwerte gebildet und die 

Standardabweichung (SD) berechnet. Die statistische Signifikanz wurde durch 

Berechnungen mit Hilfe des 1-Weg-ANOVA Test ermittelt. Anschließend erfolgte die 

Bestimmung der ‚ehrlichen signifikanten Differenz’ nach Tukey. Ein P-Level von 0,005 

gilt als signifikant (*). Die statistische Analyse wurde mit Graph Pad Prism, Version 4, 

durchgeführt. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 HIF-1α wird durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies über 

Calcium2+/Calpain reguliert 

Ein Großteil der Patienten mit einem VHL-Syndrom entwickelt multiple Tumore, welche 

eine hohe Resistenz gegenüber Chemotherapeutika aufweisen und daher schlecht 

behandelt werden können. Das besonders aggressive Verhalten dieser Tumore wird darauf 

zurückgeführt, dass HIF-1α  bei diesen Patienten nicht abgebaut werden kann und es somit 

zu einer dauerhaften HIF-1-Aktivierung kommt. Daher ist es von großem Interesse einen 

pVHL-unabhängigen Abbaumechanismus von HIF-1α zu identifizieren. Dies ist der 

Schwerpunkt im ersten Teil der vorliegenden Arbeit.  

4.1.1 Die Expression von HIF-1α unter Hypoxie und NO in RCC4-Zellen 

RCC4-Zellen haben kein funktionelles pVHL und bauen daher das HIF-1α-Protein nicht 

über den gut beschriebenen Degradationsweg über das 26S-Proteasom ab. Dies führte 

unter Normoxie zu einer Akkumulation von HIF-1α (Abbildung 1A) und ebenfalls zu einer 

Aktivierung von HIF-1.266 Eine Inkubation von RCC4-Zellen für 4 h bei 0,5 % O2 

(Hypoxie) oder 0,5 mM DETA-NO veränderte die HIF-1α-Proteinexpression nicht. Eine 

Kombination von Hypoxie mit dem NO-Donor DETA-NO führte jedoch zu einer 

deutlichen Reduktion des HIF-1α-Proteingehalts (Abbildung 7A), die sich, wie frühere 

Experimente zeigten, wiederum auch auf die Aktivität von HIF-1 auswirkte.266 Um 

festzustellen, ob die nach 4 h Inkubation mit 0,5 mM DETA-NO beobachtete Reduktion 

von HIF-1α maximal war, wurde in Abhängigkeit der DETA-NO Konzentration und 

Expositionsdauer die Proteinakkumulation analysiert. Bereits eine Inkubation mit 0,1 mM 

DETA-NO bei 0,5 % Hypoxie führte zu einer Reduktion des HIF-1α-Proteingehalts, die ab 

einer Konzentration von 0,5 mM  DETA-NO nicht weiter verstärkt werden konnte 

(Abbildung 7B). Der zeitliche Verlauf zeigte bereits ab 2 h eine Reduktion des HIF-1α-

Proteins, die nach 4 h Inkubation unter 0,5 % Hypoxie mit 0,5 mM DETA-NO maximal 

war (Abbildung 7C). Um mögliche zytotoxische Nebeneffekte zu unterbinden, welche bei 

hohen Konzentrationen und/oder Langzeit-Inkubationen mit DETA-NO auftreten können, 

wurden die Zellen im Folgenden immer mit 0,5 mM DETA-NO über 4 h inkubiert. Die 
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hier verwendete Konzentration von 0,5 mM DETA-NO setzt nur eine ca. 300-fach 

geringere Menge von NO frei.267,268 Damit liegt die durch DETA-NO freigesetzte NO-

Menge bei ca. 1,5 µM, was im Bereich von Konzentrationen ist, die bei Entzündungs-

prozessen in Geweben zu finden sind. 

 

 
Abbildung 7: Hypoxie und NO verringern die HIF-1α-Proteinakkumulation 
RCC4-Zellen wurden für 4 h sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie (0,5 %) mit und ohne 0,5 mM 
DETA-NO (A), für 4 h unter Hypoxie (0,5 %) mit DETA-NO Konzentrationen von 0,1 bis 1 mM (B), mit 
0,5 mM DETA-NO für 30 min bis 16 h unter Hypoxie (0,5 %)(C) und für 16 h unter Normoxie und Hypoxie 
inkubiert. Unter Hypoxie wurden die Zellen zusätzlich noch mit LPS (1 µg/ml)/IFN-y (100 U/ml) oder mit 
LPS/IFN-y und L-NAME (1 mM) behandelt (D). Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels 
Western-Blot detektiert. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige 
Experimente. 
 

Um die Fragestellung zu klären, ob endogen produziertes NO ausreicht, um unter Hypoxie 

zu einer Reduktion von HIF-1α zu führen, wurden RCC4-Zellen unter Hypoxie mit einer 

Kombination von 1 µg/ml LPS und 100 U/ml IFN-γ stimuliert. LPS/IFN-γ induziert die 

iNOS und steigert die Menge des endogen gebildeten NO. Die Stimulation der Zellen mit 

LPS/IFN-γ führte unter Hypoxie zu einer Reduktion des HIF-1α-Proteingehalts, was durch 

2 mM L-NAME, einem iNOS-Inhibitor, inhibiert werden konnte (Abbildung 1D). 

Die Ergebnisse zeigen, dass unter Hypoxie sowohl exogenes als auch endogenes NO zu 

einer Reduktion der HIF-1α-Proteinexpression in pVHL defizienten Zellen führt.  

4.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies in Kombination mit NO vermindert die 

Proteinakkumulation von HIF-1α  

Ein möglicher molekularer Mechanismus, der an der Reduktion des HIF-1α-Proteins 

beteiligt sein könnte, ist die Bildung von ROS unter Hypoxie. Um dies zu überprüfen, 

wurden die Zellen mit dem ROS sensitivem Fluoreszenzmarker Hydroethidin (HE) 
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beladen. HE wird vor allem durch O2
-, aber auch andere ROS oxidiert, was zu einer 

Zunahme der Fluoreszenzintensität führt. Unter Hypoxie wurde ein 2-facher Anstieg der 

HE-Oxidation im Vergleich zur Normoxie beobachtet, während eine Inkubation der Zellen 

unter Normoxie mit DETA-NO nicht zur Erhöhung der ROS-Produktion führte. Die 

Kombination von DETA-NO und Hypoxie jedoch zeigte tendenziell einen Rückgang der 

HE-Oxidation im Vergleich zur Hypoxie allein (Abbildung 8). 

 

 
Abbildung 8: NO verringert die Oxidation von Hydroethidin unter Hypoxie 
RCC4-Zellen wurden 4 h sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie (0,5 %) mit und ohne 0,5 mM 
DETA-NO inkubiert. Die HE-Oxidation wurde mittels FACS analysiert. Die unbehandelte Kontrolle wurde 
mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die 
mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die 
unbehandelte Kontrolle.  
 

Der Rückgang der HE-Oxidation unter Hypoxie und DETA-NO lieferte einen Hinweis auf 

eine mögliche Interaktion von NO mit den unter Hypoxie gebildeten ROS. Des Weiteren 

könnte die Reaktion von NO und ROS den Abbau von HIF-1α in RCC4-Zellen initiieren. 

Um dies zu überprüfen, sollte unter Normoxie durch gleichzeitige Gabe von NO und O2
- 

eine Reduktion von HIF-1α herbeigeführt werden.  

 

 
Abbildung 9: SIN-1 und DETA-NO/DMNQ reduzieren die HIF-1α-Proteinmenge unter Normoxie 
RCC4-Zellen wurden 4 h unter Normoxie mit oder ohne  SIN-1 (1 mM) (A), DETA-NO (0,5 mM) und/oder 
DETA-NO/DMNQ (20 µM) (B) inkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-
Blot detektiert. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige 
Experimente. 
 

Zum einen wurde hierfür SIN-1 verwendet, das sowohl O2
- als auch NO freisetzt. Zum 

anderen wurde die Gabe von DETA-NO mit DMNQ kombiniert. DMNQ wird in der Zelle 

in einem zyklischen Prozess zunächst 2-fach oxidiert. Dieser energetisch ungünstige 
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Oxidationsstatus führt zur spontanen und kontinuierlichen Bildung von O2
-. Eine 

Inkubation von RCC4-Zellen für 4 h mit 1 mM SIN-1 führte unter Normoxie zu einer 

konzentrationsabhängigen Reduktion des HIF-1α-Proteingehaltes (Abbildung 9A und 

Abbildung 14B). Weiterhin zeigte sich, dass unter Normoxie weder DETA-NO noch 

DMNQ alleine einen Einfluss auf HIF-1α hatten (Abbildung 16), wogegen die 

Kombination DETA-NO/DMNQ eine  Reduktion des HIF-1α-Proteins bewirkte 

(Abbildung 9B).  

Um mögliche unspezifische Reaktionen durch Antioxidantien zu vermeiden und um die 

Quelle der ROS zu klären, wurden RCC4-ρ0-Zellen hergestellt. Dazu wurden RCC4-

Zellen mit Ethidiumbromid inkubiert, was zu einem Verlust der Replikation von 

mitochondriellen Genen führt. Da einige Untereinheiten der mitochondriellen 

Atmungskette durch mitochondrielle Gene kodiert werden, wurde somit in RCC4-ρ0-

Zellen die Ausbildung einer funktionellen Atmungskette verhindert. Eines dieser Gene ist 

die Untereinheit II der Cytochrom C Oxidase, das nach der Inkubation mit 

Ethidiumbromid in den RCC4-ρ0-Zellen nicht mehr exprimiert wurde (Abbildung 10A).  

 

 
Abbildung 10: Ethidiumbromid führt zum Verlust einer funktionellen Atmungskette 
Die UE II der Cytochrom C Oxidase wurde mittels PCR in unbehandelten und nach 14 und 26 d mit 
50 ng/ml Ethidiumbromid behandelten RCC4-Zellen nachgewiesen (A). Die zelluläre Atmung von RCC4- 
und RCC4-ρ0-Zellen wurde mittels eines Oxygraph-2k gemessen. State-3 ähnliche Basisatmung wurde 
gemessen, bevor durch Zugabe von 2 µg/ml Oligomycin das Atmungsminimallevel, state-4, erreicht wurde. 
Durch Entkoppeln der Atmungskette mittels 1 µM FCCP wurde das maximale Atmungspotential der 
Mitochondrien gemessen. Am Ende wurde die Atmung mit KCN abgeblockt (B). Die dargestellten Werte 
entsprechen den Mittelwerten aus n ≥ 3 Experimenten ± S.D. 
 

Um die verringerte Respiration der RCC4-ρ0-Zellen zu zeigen, wurde zusätzlich der 

zelluläre Sauerstoffverbrauch gemessen. In RCC4-Zellen wurden, nachdem sich eine 

Basislinie im Sauerstoffverbrauch eingependelt hatte, 2 µg/ml Oligomycin zugegeben um 

die mitochondrielle Atmung durch Hemmung der ATP Synthase auf ein Minimallevel 

(state 4-like) herab zu senken. Die Zugabe von FCCP, das die oxidative Phosphorylierung 

entkoppelt, führte zu einem verstärkten Sauerstoffverbrauch. Zum Abschluss der Versuche 
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wurde die Atmung mit 2 mM KCN blockiert. In den RCC4-ρ0-Zellen konnte dagegen 

keine Reaktion auf die verwendeten Chemikalien beobachtet werden (Abbildung 10B). 

Um nachzuweisen, dass RCC4-ρ0-Zellen weniger ROS unter Hypoxie bilden, wurde mit 

MitoSox die ROS-Produktion spezifisch in den Mitochondrien detektiert.  

 

 
Abbildung 11: MitoSox-Oxidation unter Hypoxie in RCC4- vs. RCC4-ρ0-Zellen 
RCC4- und RCC4-ρ0-Zellen wurden für 4 h unter Normoxie oder Hypoxie (0,5 %) inkubiert und die 
mitochondrielle ROS-Produktion wurde mittels MitoSox Oxidierung mit der FACS Analyse analysiert. Die 
unbehandelte Kontrolle wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich.  
 

Hypoxie führte in RCC4-Zellen zu einer 6-fachen Erhöhung der mitochondriellen ROS-

Produktion, wogegen es in RCC4-ρ0-Zellen nur zu einer 2-fach erhöhten MitoSox-

Oxidation unter Hypoxie kam (Abbildung 11). Dies bestätigt, dass RCC4-ρ0-Zellen, deren 

respiratorische Atmung drastisch reduziert ist, verringerte ROS Mengen unter Hypoxie 

produzieren. Die funktionelle Konsequenz dieser verringerten mitochondriellen ROS-

Produktion zeigte sich dann in der Analyse der Proteinexpression von HIF-1α in den 

RCC4-ρ0-Zellen unter Hypoxie und NO. 

 

 
Abbildung 12: Akkumulationsverhalten von HIF-1α-Protein unter Hypoxie und Normoxie in 
Kombination mit NO/O2

- in RCC4-ρ0-Zellen 
RCC4-ρ0-Zellen wurden 4 h unter Normoxie oder Hypoxie (0,5 %) mit 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ 
oder DETA-NO/DMNQ inkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot 
detektiert. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Während in RCC4-Zellen eine deutliche Reduktion des HIF-1α-Proteins unter Hypoxie 

und DETA-NO zu beobachten war (Abbildung 7), ließ sich dies in RCC4-ρ0-Zellen nicht 
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beobachten (Abbildung 12). Erst wenn O2
- durch DMNQ unter gleichzeitiger Gabe von NO 

substituiert wurde, konnte in RCC4-ρ0-Zellen eine Reduktion des HIF-1α-Proteins 

hervorgerufen werden. Die gleichzeitige Stimulation der RCC4-ρ0-Zellen mit DETA-NO 

und DMNQ sowohl unter Hypoxie als auch unter Normoxie führte zu einem Rückgang des 

HIF-1α-Proteins. Dies bestätigt, dass die unter Hypoxie mitochondriell gebildeten O2
- 

zusammen mit NO für die Reduktion des HIF-1α-Proteingehalts verantwortlich sind.  

4.1.3 Oxidierende Substanzen regulieren HIF-1α 

Wenn O2
- und NO in entsprechenden Raten produziert werden, reagieren sie zu 

hochreaktiven Sauerstoff- und Stickstoffintermediaten. Die Bildung von oxidativen 

Reaktionsprodukten aus O2
- und NO hängt stark von der Stöchiometrie der Moleküle ab. 

Um dies zu zeigen, wurde die Proteinexpression von HIF-1α in Abhängigkeit von 

variierenden Konzentrationen von DETA-NO und DMNQ analysiert.  

 

 
Abbildung 13: NO/O2

- beeinflussen den HIF-1α-Abbau konzentrationsabhängig 
RCC4-Zellen werden 4 h unter Normoxie mit 0,5 mM DETA-NO und steigenden Konzentrationen von 
DMNQ (5 bis 40 µM)(A) oder mit 20 µM DMNQ und steigenden Konzentrationen von DETA-NO (von 0,1 
bis 3 mM)(B) inkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. Die 
dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Die Variation beider Substanzen zeigte, dass es nur in bestimmten Konzentrations-

Kombinationen von DETA-NO und DMNQ zur Reduktion von HIF-1α kam. Bei 

konstanter NO Konzentration wurde HIF-1α nur zwischen 10 und 20 µM DMNQ deutlich 

reduziert, wogegen sowohl niedrigere (5 µM) als auch höhere (40 µM) Konzentrationen 

den HIF-1α-Proteingehalt nicht beeinflussten (Abbildung 13A). Umgekehrt zeigt sich bei 

konstanter O2
- Konzentration ein deutlicher Einfluss auf das HIF-1α-Protein nur zwischen 

0,3 und 1 mM DETA-NO. Auch hier zeigten niedrigere (0,1 mM) und höhere (3 mM) 

Konzentrationen von DETA-NO nur noch marginale Effekte (Abbildung 13B). 

Zur weiteren Aufklärung der entstandenen Radikale, wurde Harnsäure, ein Antioxidans, 

das Peroxynitrit, ein hochreaktives Reaktionsprodukt aus O2
- und NO, und andere RNI 

abfängt, eingesetzt. Harnsäure zeigte in Abhängigkeit der eingesetzten Konzentration 
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sowohl unter Hypoxie und DETA-NO (Abbildung 14A) als auch unter Gabe von SIN-1 

(Abbildung 14B) und DETA-NO/DMNQ (Abbildung 16) eine Inhibition des HIF-1α-

Proteinverlusts. 

 

 
Abbildung 14: Einfluss von Harnsäure und Methionin auf das Akkumulationsverhalten von HIF-1α 
nach NO/O2

-  
RCC4-Zellen wurden 4 h unter Hypoxie (0,5 %)  und 0,5 mM DETA-NO mit 0,5 oder 1 mM Harnsäure oder 
mit 5 mM Methionin (A), unter Normoxie mit steigenden Konzentrationen von SIN-1 (0,2 bis 1 mM) oder 
mit 1 mM SIN-1 und steigenden Konzentrationen von Harnstoff (0,2 bis 1 mM) inkubiert (B). Harnsäure 
wurde zusätzlich 30 min vorinkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot 
detektiert. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Zur Bestätigung dieses Ergebnisses wurde als weiteres Antioxidans Methionin benutzt, 

welches ebenfalls als Peroxynitrit-Scavenger beschrieben ist. Genau wie Harnsäure 

inhibierte auch Methionin unter Hypoxie und DETA-NO die Reduktion des HIF-1α-

Proteins (Abbildung 14A). 

Um das mögliche Reaktionsprodukt aus NO und O2
- zu messen, wurde Dihydrorhodamin 

(DHR) eingesetzt, das durch Peroxynitrite und andere RNI oxidiert wird. 

 

 
Abbildung 15: Oxidationsverhalten von Dihydrorhodamin durch NO/O2

- 
RCC4-Zellen wurden 4 h unter Normoxie entweder mit 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ, DETA-NO/ 
DMNQ oder mit  1 mM SIN-1 mit oder ohne  1 mM Harnsäure inkubiert. Harnsäure wurde zusätzlich 30 min 
vorinkubiert. DHR Oxidierung wurde mittels FACS Analyse analysiert. Die unbehandelte Kontrolle wurde 
mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die 
mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die 
unbehandelte Kontrolle, wenn es nicht anders dargestellt ist.  
 

Ein signifikanter Anstieg der DHR-Oxidation wurde sowohl durch SIN-1 als auch durch 

DETA-NO/DMNQ gemessen. Die Zugabe von 0,5 mM DETA-NO/20 µM DMNQ zeigte 
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einen 4-fachen, 1 mM SIN-1 sogar einen 5-fachen Anstieg der DHR-Oxidation, die in 

beiden Fällen durch Harnsäure inhibiert wurde. Dagegen wurde DHR weder durch 20 µM 

DMNQ noch durch 0,5 mM DETA-NO stärker oxidiert als unter unbehandelten 

Kontrollbedingungen (Abbildung 15). Diese Ergebnisse zeigen, dass oxidative Prozesse, 

die Harnsäure-sensitiv sind und die von dem gleichzeitigen Vorhandensein von NO sowie 

O2
- abhängig sind, für die Reduktion von HIF-1α in RCC4-Zellen verantwortlich sind. 

Andere Arbeiten konnten bereits zeigen, dass NO unter Normoxie HIF-1α stabilisiert und 

dass die gleichzeitige Gabe von O2
- diesem entgegenwirkt.269,270 

Um zu vergleichen, ob es sich bei der Reduktion von HIF-1α unter Hypoxie und NO in 

RCC4-Zellen um den gleichen Mechanismus handelt wie er in Zellen mit funktionellem 

pVHL vorliegt, wurden RCC4-pVHL-Zellen benutzt. RCC4-pVHL-Zellen sind RCC4-

Zellen, die aufgrund von einer stabile Retransformation wieder ein funktionelles pVHL 

exprimieren. 

  

 
Abbildung 16: Harnsäure hat gegensätzliche Effekte in RCC4- vs. RCC4-pVHL-Zellen 
RCC4- und RCC4-pVHL-Zellen wurden 4 h unter Normoxie mit 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ oder 
der Kombination DETA-NO/DMNQ mit und ohne Harnsäure inkubiert. Harnsäure wurde zusätzlich 30 min 
vorinkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. Das dargestellte 
Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Unter Normoxie oder unter 20 µM DMNQ war in RCC4-pVHL-Zellen kein HIF-1α-

Protein detektierbar. HIF-1α ließ sich jedoch durch die Gabe von 0,5 mM DETA-NO 

induzieren, was wiederum durch die Koadministration von DMNQ inhibiert wurde. Auch 

in RCC4-Zellen führte diese Kombination zur Reduktion von HIF-1α. Entscheidend ist 

jedoch, dass sich im Gegensatz zu den RCC4-Zellen in RCC4-pVHL-Zellen die Reduktion 

von HIF-1α durch DETA-NO/DMNQ nicht durch Harnsäure inhibieren ließ (Abbildung 

16). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass das Zusammenspiel von NO und O2
- beim 

klassischen, pVHL-abhängigen HIF-1α-Abbau einen anderen Mechanismus als in pVHL 

defizienten RCC4-Zellen vermittelt. 
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4.1.4 NO und O2
- reduzieren die HIF-1α-Proteinmenge durch Calpain  

Wie bereits gezeigt wurde, wird durch NO und O2
- die HIF-1α-mRNA Menge in RCC4-

Zellen nicht verändert,266 so dass die hier gezeigte Abnahme des HIF1-α-Proteins nicht 

durch eine transkriptionelle Regulation erklärbar ist. Darüber hinaus wurde auch die 

Translationrate durch NO und O2
- nicht verringert.266 Daraus ergibt sich, dass es sich bei 

der Reduktion von HIF-1α in RCC4-Zellen durch NO und O2
- um einen pVHL-

unabhängigen Abbaumechanismus des Proteins handelt.  

Um herauszufinden, wie HIF-1α abgebaut wird, wurde nachfolgend der Proteasom-

Inhibitor MG132 eingesetzt.  

 

 
Abbildung 17: Der hypoxische Proteinabbau von HIF-1α ist Calpain-abhängig 
RCC4-Zellen wurden 4 h unter Hypoxie (0,5 %) mit 0,5 mM DETA-NO und zusätzlich mit 5 µM MG132, 
1 mM DMOG, 10 µM Lactacystin (A), 0,5 µM ALLM oder 1 µM Calpastatin (B) behandelt. MG132, 
DMOG, Lactacystin, ALLM und Calpastatin wurden 1 h vorinkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin 
wurde mittels Western-Blot detektiert. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei 
unabhängige Experimente. 
 

Die Reduktion des HIF-1α-Proteins unter 0,5 % Hypoxie und 0,5 mM DETA-NO wurde 

durch den Einsatz von 5 µM MG132 aufgehoben (Abbildung 11A). Dieses Ergebnis deutet 

darauf hin, dass auch in RCC4-Zellen der Abbau von HIF-1α über das Proteasom erfolgt. 

Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass die RCC4-Zellen statt dem defizienten pVHL 

eine pVHL-ähnliche E3-Ubiquitin-Ligase als Ersatz benutzen und somit der Abbau über 

das Proteasom gewährleistet wird. Um einen durch Hydroxylierung vermittelten Abbau 

auszuschließen, wurde im nächsten Schritt der PHD-Inhibitor DMOG eingesetzt. Falls 

alternative E3-Ligasen in den RCC4-Zellen unter Hypoxie und DETA-NO aktiviert 

werden, sollte DMOG den Abbau von HIF-1α in gleicher Weise wie MG132 hemmen. 



Ergebnisse  66 

1 mM DMOG führte jedoch nicht zu einer Wiederherstellung des HIF-1α-Proteins nach 

Hypoxie und DETA-NO (Abbildung 11A). Dies zeigt zum einen, dass die Reduktion von 

HIF-1α nicht über den klassischen Hydroxylierungs- und Ubiquitinierungs-Abbauweg über 

das 26S-Proteasom abläuft und zum anderen stellt es in Frage, ob MG132 ein spezifischer 

Proteasom-Inhibitor ist. Daher wurde zusätzlich Lactacystin verwendet, das spezifischer 

für den proteasomalen Abbau von Proteinen ist. Es wurde deutlich, dass 10 µM 

Lactacystin im Gegensatz zu MG132 die Reduktion von HIF-1α unter Hypoxie und 

DETA-NO nicht umkehren konnte (Abbildung 17A). Da somit ausgeschlossen wurde, dass 

in RCC4-Zellen das HIF-1α-Protein auf einem alternativen Weg dem 26S-Proteasom zum 

Abbau zugeführt wird, musste ein alternativer Proteinabbaumechanismus in Betracht 

gezogen werden. Da für MG132 beschrieben ist, dass es neben dem Proteasom sowohl 

Calpain als auch weitere lysosomale Cysteinproteasen hemmt, wurde Calpain als 

möglicher Kandidat für den Abbau von HIF-1α in Betracht gezogen. Als Erstes wurden 

dafür die spezifischen Calpain-Inhibitoren ALLM und Calpastatin benutzt. Sowohl 0,5 µM 

ALLM als auch 1 µM Calpastatin inhibieren den Abbau von HIF-1α unter 0,5 % Hypoxie 

und 0,5 mM DETA-NO (Abbildung 17B) vergleichbar mit MG132 (Abbildung 17A).  

Um weiterhin ein Zusammenwirken von O2
- und NO auf den Abbau von HIF-1α zu 

bekräftigen, wurde analysiert, ob der Abbau unter Normoxie in Kombination mit 

DETA-NO und DMNQ auch mittels Calpastatin aufgehoben werden kann. 

 

 
Abbildung 18: NO/O2

- vermitteln den Calpain-abhängigen HIF-1α-Abbau 
RCC4-Zellen wurden 4 h unter Normoxie mit 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ, der Kombination 
DETA-NO/DMNQ oder DETA-NO/DMNQ zusammen mit 1 µM Calpastatin inkubiert. Calpastatin wurde 
1 h vorinkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. Das 
dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Wie schon zuvor unter Hypoxie und DETA-NO führte die Inkubation der Zellen mit 

Calpastatin zu einer Hemmung des HIF-1α-Abbaus durch DETA-NO und DMNQ unter 

Normoxie (Abbildung 18). Aus diesen Inhibitor-Versuchen ergibt sich, dass der Abbau 

von HIF-1α, ausgelöst von NO und O2
-, durch Calpain vermittelt wird. Calpaine sind Ca2+-

abhängige Proteasen und in weiteren Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass unter 

Einsatz des Ca2+-Chelators Bapta-AM der Abbau von HIF-1α unter Hypoxie/ DETA-NO 



Ergebnisse  67 

gehemmt wird.266 Weiterhin führte eine Erhöhung des intrazellulären Ca2+ durch 

Ionomycin oder Thapsigargin unter Normoxie ebenfalls zu einem Calpain-abhängigen 

HIF-1α-Abbau.266 Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass Calpain HIF 1α in RCC4-

Zellen abbaut.  

RCC4-Zellen haben kein funktionelles pVHL, wodurch der Abbau von HIF-1α über das 

Proteasom nicht möglich ist. Der Abbau von HIF-1α durch Calpain könnte daher ein 

Ersatzmechanismus sein, der einen alternativen Abbau des Proteins ermöglicht. Um zu 

testen, ob dieser alternative Abbaumechanismus nur in RCC4-Zellen oder auch in Zellen, 

die ein funktionelle pVHL haben, vorliegt, wurden Versuche in HEK293-Zellen 

durchgeführt. Der Abbau von HIF-1α über das 26S-Proteasom wurde in den HEK293-

Zellen durch Gabe von DMOG gehemmt. DMOG inhibiert die PHD, sodass HIF-1α unter 

Normoxie akkumuliert. 

 

 
Abbildung 19: Verändertes HIF-1α-Akkumulationsverhalten durch NO/O2

- in HEK293-Zellen  
HEK293 wurden 1 h mit 1 mM DMOG vorinkubiert und anschließend wurden die Zellen für 4 h unter 
Normoxie mit steigenden Konzentrationen von SIN-1 (A) oder mit 0,5 mM DETA-NO/20 µM DMNQ (B) 
inkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. Die dargestellten 
Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Abbildung 19 zeigt, dass ohne DMOG HIF-1α wie erwartet unter Normoxie depletiert war, 

da es über das Proteasom abgebaut wurde, wohingegen die Zugabe von 1 mM DMOG zu 

einer Akkumulation führte. Die Kombination von DMOG mit steigenden Konzentrationen 

von SIN-1 führt zu einer konzentrationsabhängigen Reduktion von HIF-1α. Dies entspricht 

den Beobachtungen in RCC4-Zellen (Abbildung 9 und Abbildung 14). Auch die 

Kombination von 0,5 mM DETA-NO und 20 µM DMNQ unter Normoxie, bei 

gleichzeitiger Inhibierung der PHD durch DMOG, zeigte eine deutliche Reduktion des 

HIF-1α Signals (Abbildung 19B). Die Versuche mit SIN-1 und mit DETA-NO/DMNQ in 

HEK293-Zellen zeigen, dass sich die HIF-1α Degradation nach Hemmung des pVHL-

abhängigen Abbauwegs durch NO und O2
- induzieren lässt. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass auch in den HEK293-Zellen, genau wie in RCC4-Zellen, der HIF-1α-Abbau 

durch Calpain vermittelt wird (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Der HIF-1α-Proteinabbau durch NO/O2

- in HEK293-Zellen ist Calpain-abhängig  
HEK293 wurden 1 h mit 1 mM DMOG vorinkubiert und anschließend wurden die Zellen für 4 h unter 
Normoxie mit 0,5 mM DETA-NO/20 µM DMNQ mit oder ohne 0,5 µM ALLM inkubiert. ALLM wurde 
zusätzlich 1 h vorinkubiert. Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. 
Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Um weiterhin die mechanistischen Details, die dem Abbau von HIF-1α zugrunde liegen, 

zu verdeutlichen, wurde der direkte Einfluss von NO und O2
- auf die Calpain-Aktivität 

untersucht. Hierfür wurde ein Substrat verwendet, das von den Zellen aufgenommen wird 

und nach Spaltung durch Calpain luminesziert. 

 

 
Abbildung 21: Der Einfluss von NO/O2

- auf die Calpain-Aktivität 
Die Messung der Calpain-Aktivität erfolgte wie in Material und Methoden erklärt. Die Zellen wurden für 4 h 
unter Normoxie mit 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ oder mit DETA-NO/DMNQ mit oder ohne 
Calpastatin oder Harnsäure oder mit steigenden Konzentrationen von SIN-1 mit oder ohne Calpastatin oder 
Harnsäure inkubiert. Calpastatin und Harnsäure wurden 30 min vorinkubiert. Die Lumineszenz wurde 
gemessen und die unbehandelte Kontrolle wurde mit 1 gleichgesetzt. Das dargestellte Ergebnis ist 
repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit 
p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle, wenn es nicht anders 
dargestellt ist.  
 

Die Kombination von 0,5 mM DETA-NO und 20 µM DMNQ erhöhte die Calpain-

Aktivität in RCC4-Zellen um das 2-fache. Weder DETA-NO noch DMNQ alleine führten 

zu einer Aktivitätserhöhung. Der Einsatz von 1 µM Calpastatin und auch von 1 mM 

Harnsäure konnte die Erhöhung der Calpain-Aktivität durch DETA-NO und DMNQ 

verhindern. Die Reduktion der Substratlumineszenz durch Calpastatin dient als Nachweis, 
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dass das Substrat Calpain-spezifisch abgebaut wird. Analog zu DETA-NO/DMNQ erhöhte 

auch SIN-1 konzentrationsabhängig die Calpain-Aktivität (Abbildung 21). Die gleichen 

Konzentrationen SIN-1 (1 mM), die zum Abbau von HIF-1α führten (s. Abbildung 14) 

erhöhten die Calpain-Aktivität bis auf das 6-fache der Kontrolle. Wie bei der Aktivierung 

von Calpain durch DETA-NO/DMNQ wurde auch die SIN-1-abhängige Calpain-Aktivität 

sowohl durch Calpastatin als auch durch Harnsäure inhibiert (Abbildung 21). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass das Zusammenwirken von NO und O2
- zu einer Aktivierung von 

Calpain führt. 

Da Calpain Ca2+-abhängig aktiviert wird, und der Einfluss von Ca2+ auf den pVHL-

unabhängigen Abbau von HIF-1α bereits gezeigt wurde,266 wurde im Folgenden 

untersucht, ob NO und O2
- zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

führen. Der intrazelluläre Ca2+-Basislevel betrug in RCC4-Zellen 250 nM. Weder 0,5 mM 

DETA-NO noch 20 µM DMNQ führten zu einer Erhöhung des intrazellulären Ca2+. 

Wurden RCC4-Zellen mit der Kombination aus 0,5 mM DETA-NO/20 µM DMNQ 

inkubiert, so betrug die maximale Ca2+-Konzentration nach 1 h 750 nM. 1 mM SIN-1 

führte in RCC4-Zellen zu einer stärkeren und schnelleren Ca2+-Erhöhung mit einem 

Maximum nach 30 min von 1,5 µM (Abbildung 22). 

 

 
Abbildung 22: Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration durch NO/O2

- 
Intrazelluläres Ca2+ wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, mit Fura-2AM gemessen. Der 
absolute Ca2+-Gehalt zum maximalen Erhöhungszeitpunkt durch 0,5 mM DETA-NO, 20 µM DMNQ oder 
die Kombination aus DETA-NO/DMNQ wurde nach ca. 60 min und durch SIN-1 nach ca. 30 min bestimmt. 
Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten 
Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle, 
wenn es nicht anders dargestellt ist.  
 

Das 340/380 nm-Verhältnis von Fura2-AM im Zeitverlauf zeigt, dass DETA-NO/DMNQ 

den Ca2+-Level langsam aber stetig innerhalb von 60 min (Abbildung 23A, durchgezogene 

Linie) erhöht. Wurden die Zellen zuvor mit Harnsäure inkubiert und anschließend mit 

DETA-NO/DMNQ behandelt, so erhöhte sich die intrazelluläre Ca2+-Konzentration nicht 

(Abbildung 23A, gestrichelte Linie). 1 mM SIN-1 dagegen führte zu einem sofortigen 
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Anstieg des intrazellulären Ca2+ mit leicht abnehmendem Ca2+-Level ab 30 min 

Inkubationszeit (Abbildung 23B, durchgezogene Linie). Auch der stärkere, SIN-1 

vermittelte Anstieg der Ca2+-Konzentration ließ sich durch Vorinkubation mit Harnsäure 

inhibieren (Abbildung 23B, gestrichelte Linie).  

 

 
Abbildung 23: Intrazelluläre Ca2+-Veränderungen durch DETA-NO/DMNQ und SIN-1 
Die zellulären Ca2+-Schwankungen wurden an der Verhältnisänderung (Ratio) 340/380 nm von Fura-2AM in 
Einzelzellen im Zeitverlauf gezeigt. RCC4-Zellen wurde entweder mit 0.5 mM DETA-NO/20 µM DMNQ 
(A) oder mit 1 mM SIN-1 (B) mit und ohne Harnsäure inkubiert. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Zugabe 
der Substanze an. Die Graphen sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Diese Ergebnisse zeigen, dass NO/O2
- in der Lage sind, die intrazelluläre Ca2+-

Konzentration zu erhöhen und somit eine Calpain-Aktivierung zu verursachen. Sowohl die 

Aktivierung von Calpain als auch die Erhöhung des intrazellulären Ca2+ durch NO/O2
- war 

Harnsäure-sensitiv und wurde daher durch Peroxynitrit oder andere RNI vermittelt. 

4.2 Makrophagen-Polarisierung durch AZ führt zu einer HIF-1α-

Aktivierung durch TGF-β und S1P 

Neben Veränderungen in den Tumorzellen, bei denen die Aktivierung von HIF-1 zu einem 

unabhängigen Wachstum und einer Resistenz gegenüber Apoptosestimuli beiträgt, tragen 

auch andere Zelltypen, die im Tumorgewebe vorkommen, wie z.B. Makrophagen, zu dem 

malignen Wachstum und der Metastasierung des Tumors bei. Makrophagen, die in solide 

Tumore einwandern, bilden einen Tumor-unterstützenden-Phänotyp aus und stellen einen 

kritischen Faktor in vielen Phasen der Tumorentwicklung dar. Bisher ist wenig darüber 

bekannt, welche Signale des Tumors zu einer Phänotyp-veränderung in den Makrophagen 

führen und noch weniger ist bekannt, wie die Tumor-vermittelten Signale auf molekularer 

Ebene in den Makrophagen zu einer Tumorprogression führen. Auch die Regulation und 

Rolle von HIF-1 in den TAMs ist noch nicht gut charakterisiert. Im zweiten Teil der Arbeit 

sollte daher die Induktion von HIF-1α in Makrophagen untersucht werden. 
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4.2.1 AZ induzieren HIF-1α und aktivieren HIF-1 in Makrophagen 

In einem ersten Ansatz wurden RAW264.7-Makrophagen mit den Überständen von 

apoptotischen T-Lymphoma Jurkat-Zellen (KMAZ-J) inkubiert. Dies führte zu einer 

zeitabhängigen Akkumulation des HIF-1α-Proteins beginnend nach 2 h und bis zu 16 h 

(Abbildung 24A).  

 

 
Abbildung 24: HIF-1α-Protein akkumuliert in Makrophagen durch KMAZ 
RAW264.7-Zellen wurden für 1-16 h mit den Überständen von apoptotischen Jurkat-Zellen (KMAZ-J) 
inkubiert (A). RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J oder mit 1 mM DMOG oder in Kombination 
mit beiden inkubiert (B). Die Expression von HIF-1α und Aktin wurde mittels Western-Blot detektiert. Die 
dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Um zu untersuchen, ob KMAZ-J möglicherweise den normoxischen Abbau von HIF-1α 

durch das 26S-Proteasom hemmt, wurden die RAW264.7-Makrophagen mit DMOG 

behandelt. DMOG blockiert die PHD-Aktivität sodass es zu einer maximalen HIF-1α-

Akkumulation aufgrund des inhibierten Proteinabbaus kommt. Die Inkubation mit 1 mM 

DMOG und KMAZ-J zusammen konnte die Proteinakkumulation im Vergleich zur Probe 

mit DMOG alleine weiter verstärken (Abbildung 24B), was auf eine erhöhte 

Proteinproduktion statt auf eine Hemmung des Proteinabbaus hinwies.  

 

 
Abbildung 25: HIF-1α- und HIF-2α-mRNA nach Inkubation mit KMAZ 
RAW264.7-Zellen wurden für 1 bis 16 h mit KMAZ-J inkubiert (A). RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit 
KMAZ-J inkubiert (B). HIF-1α- bzw. HIF-2α- und ribosomales 16S-Protein-mRNA wurden mittels qRT-PCR 
ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α-/HIF-2α- zu ribosomalem Protein-mRNA unter Kontroll-
bedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 
Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle. 
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Zusätzlich zur HIF-1α-Proteinakkumulation wurde die HIF-1α-mRNA-Expression 

zeitabhängig durch KMAZ-J erhöht. Zwischen 2h und 16 h Inkubation mit KMAZ-J war ein 

Anstieg der mRNA-Expression von HIF-1α auf das 4,5-fache der Kontrolle zu sehen 

wogegen die HIF-2α-mRNA nicht erhöht wurde (Abbildung 25). Weder der Überstand von 

nekrotischen (KMNZ-J) noch von lebenden Jurkat-Zellen (KMLZ-J) erhöhte die HIF-1α-

mRNA-Expression (Abbildung 26).  

 

 
Abbildung 26: HIF-1α-mRNA nach Inkubation mit Überständen von apoptotischen/nektrotischen/ 
lebenden Zellen 
RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit  Überständen von apoptotischen (KMAZ-J), nekrotischen (KMNZ-J) 
oder lebenden (KMLZ-J) Jurkat-Zellen inkubiert. HIF-1α- und ribosomales 16S-Protein-mRNA wurden 
mittels qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle wenn nicht anders angegeben. 
 

Die Induktion der HIF-1α-mRNA nach 16 h Inkubation mit KMAZ-J konnte ebenfalls in 

primären murinen (Abbildung 27A) und primären humanen (Abbildung 27B) 

Makrophagen beobachtete werden.  

 

 
Abbildung 27: KMAZ erhöht die HIF-1α-mRNA-Expression in primären Makrophagen 
Murine primäre Makrophagen (A) und humane primäre Makrophagen (B) wurden für 16 h unter Normoxie 
mit KMAZ-J inkubiert. HIF-1α und ribosomales 16S-Protein- (A) bzw. Aktin-mRNA (B) wurden mittels qRT-
PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α zu ribosomalem Protein-/Aktin-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle.  
 

Um zu bekräftigen, dass es sich bei der Erhöhung der HIF-1α-mRNA um eine 

transkriptionelle Hochregulation und nicht um eine Stabilisierung der RNA handelt, wurde 
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ein Luziferase-Reporter-Konstrukt benutzt, das die Luziferase-Expression unter die 

Kontrolle eines 800 bp großen Teils des HIF-1α-Promotors stellt.  

 

 
Abbildung 28: KMAZ aktiviert den HIF-1α-Promotor  
RAW264.7-Zellen wurden mit einem HIF-1α-Promoter-Luciferaseplasmid transfiziert und für 16 h mit 
10 µg/ml LPS, KMAZ-MCF7 oder KMAZ-J inkubiert. Die Luziferase-Aktivität wurde gemessen und auf den 
Proteingehalt normiert. Die Kontrolle wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den 
Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant 
unterschiedlich und beziehen sich auf die Kontrolle. 
 

Die Inkubation von RAW264.7-Makrophagen für 16 h mit KMAZ-J erhöhte die Luziferase-

Aktivität signifikant zur Kontrolle. Auch der Überstand von apoptotischen MCF-7-

Brustkrebszellen (KMAZ-MCF7) erhöhte die Luziferase-Aktivität. Der bereits in der Literatur 

beschriebene Effekt von LPS auf den HIF-1α-Promotor,61 wurde als interne Kontrolle 

reproduziert (Abbildung 28). Diese Daten zeigen, dass die Überstände von apoptotischen 

Zellen, unabhängig ob von MCF-7- oder von Jurkat-Zellen, die Transkription der HIF-1α-

mRNA erhöhen.  

Um herauszufinden, ob die beobachtete Akkumulation des HIF-1α-Proteins auch zu einer 

verstärkten transkriptionellen Aktivität von HIF-1 führt, wurde ein EPO-Promotor-

Luziferase-Konstrukt benutzt, das multiple HRE-Bindestellen enthält.  

 

 
Abbildung 29: KMAZ führt zur Erhöhung der HIF-1-Aktivität 
RAW264.7-Zellen wurde mit einem pGL-3xEPO-HRE-Plasmid transfiziert und für 16 h mit 100 µM CoCl2 
oder mit KMAZ-J inkubiert. Die Luziferase-Aktivität wurde gemessen und auf den Proteingehalt normiert. Die 
unbehandelte Kontrolle wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle. 
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Während KMAZ-J die Luziferase-Aktivität um das 2-fache steigerte, induzierte CoCl2 die 

Reporter-Aktivität um das 4-fache (Abbildung 29). Ausserdem wurden klassische HIF-1-

Zielgene, Glut-1 und VEGF, zum einen nach 16 h Inkubation mit KMAZ-J und zum anderen 

nach 16 h Hypoxie (1 % O2) untersucht.  

 

 
Abbildung 30: KMAZ induziert VEGF und Glut-1 HIF-1-abhängig 
RAW264.7-Zellen oder primäre murine Makrophagen wurde für 16 h unter Normoxie, Hypoxie oder mit 
KMAZ-J inkubiert. Glut-1 (A), VEGF (B) und ribosomales 16S-Protein-mRNA wurden mittels qRT-PCR 
ermittelt und das Verhältnis von Glut-1- bzw. VEGF- zu ribosomalem Protein-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle wenn es nicht anders angegeben wird. 
 

In RAW264.7-Zellen führten KMAZ-J und Hypoxie beide nach 16 h Inkubation zu einer 

6-fachen Erhöhung der Glut-1 (Abbildung 30A) und zu einer 17-fachen Erhöhung der 

VEGF-mRNA-Expression (Abbildung 30B). Um eindeutig nachzuweisen, dass HIF-1 für 

diese Hochregulierung von Glut-1 und VEGF verantwortlich ist, wurde der gleiche 

Versuchsansatz in primären murinen Makrophagen wiederholt, in denen, wie schon zuvor 

gezeigt, die HIF-1α-mRNA nach KMAZ-J ebenfalls erhöht wurde (s. Abbildung 27). 

Primäre Wildtyp-Makrophagen zeigten eine 4-fache Hochregulierung von Glut-1 

(Abbildung 24A) und eine 10-fache Erhöhung von VEGF (Abbildung 24B) sowohl durch 

Hypoxie als auch durch Inkubation mit KMAZ-J. Diese Hochregulierung von Glut-1 und 

VEGF, sowohl durch Hypoxie als auch durch KMAZ-J, war in HIF-1α-/--Makrophagen 

signifikant inhibiert (Abbildung 30). In den HIF-1a-/--Makrophagen wurde deutlich, dass 

bereits die Basislevel von Glut-1 und VEGF durch den Knockout beeinflusst wurden, 
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jedoch sowohl durch KMAZ-J als auch durch Hypoxie noch eine geringe Induktion von 

Glut-1 und VEGF vorlag.  

4.2.2 Polarisierte Makrophagen steigern die Differenzierung von Stammzellen 

Nachdem festgestellt wurde, dass KMAZ HIF-1 aktiviert, sollten funktionelle 

Konsequenzen dieser Aktivierung untersucht werden. Dafür wurden Makrophagen für 16 h 

mit KMAZ-J behandelt, das Medium entfernt, und die durch das KMAZ-J polarisierten 

Makrophagen für 5 h mit frischem Medium inkubiert. Die Überstände dieser polarisierten 

Makrophagen (KMPM) wurden entweder von RAW264.7- oder von primären HIF-1α+/+- 

oder HIF-1α-/--Makrophagen hergestellt. Anschließend wurden EBs für 24 h mit diesen 

Überständen inkubiert. Auf Lumox-Platten (Zellkulturplatten mit einer Sauerstoff-

durchlässigen Membran) ausplattierte EBs bildeten einen vielschichtigen Körper aus, der 

durch einen Monolayer-Rand umgeben wurde (Abbildung 31). Hannig et al. zeigten, dass 

in differenzierenden embryonischen Stammzellen die CD31-Expression 6-8 Tage nach 

Inkubation ohne LIF maximal war.271 Deshalb zeigen Abbildung 31-Abbildung 33 die 

Differenzierung an Tag 6. 

 

 
Abbildung 31: KMPM verändert die Morphologie von Stammzellen 
Ausplattierte EBs wurden entweder als Kontrolle mit Kulturmedium (A) oder mit KMPM (B), für 24 h 
inkubiert. KMPM wurde von RAW264.7-Makrophagen hergestellt und für 24 h auf die EBs gegeben. Das 
dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. Die gestrichelte Linie 
zeigt den Übergang zwischen dem vielschichtigen Hauptkörper und dem umgebenden Monolayer-Rand 
angewachsenen EBs. Der Maßstabsbalken entspricht 200 µm. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für 
mindestens drei unabhängige Experimente (Vergrößerung x 10). 
 

Wenn man die Stammzellen mit KMPM von RAW264.7-Makrophagen inkubierte, so 

konnten morphologische Veränderungen der Stammzellen im Monolayer-Rand der EBs im 

Vergleich zur Kultivierung mit Medium beobachtet werden (Abbildung 31).  
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Abbildung 32: KMPM  erhöht Differenzierung von Stammzellen zu CD31+-Endothelzellen 
Ausplattierte EBs wurden entweder als Kontrolle mit Kulturmedium (A) oder mit KMPM (B) für 24 h 
inkubiert. KMPM wurde von RAW264.7-Makrophagen hergestellt und für 24 h auf die EBs gegeben. CD31+-
Zellen wurden mit Immunofluoreszenz aufgenommen (rot). DAPI ist blau gefärbt. Der Maßstabsbalken 
entspricht 500 µm. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente 
(Vergrößerung x 10). 
 

 
Abbildung 33: KMPM erhöht die Differenzierung von Stammzellen zu CD31+-Endothelzellen HIF-1α-
abhängig 
Ausplattierte EBs wurden entweder als Kontrolle mit Kulturmedium (A) oder mit KMPM für 24 h inkubiert. 
KMPM wurde von RAW264.7-Makrophagen (B), primären Maus Wildtyp-Makrophagen (C) oder von 
primären Maus HIF-1α-/--Makrophagen (D) hergestellt und für 24 h auf die EBs gegeben. CD31+-Zelle 
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wurden mit Immunofluoreszenz aufgenommen (rot). DAPI ist blau gefärbt. Die gestrichelte Linie zeigt den 
Übergang zwischen dem vielschichtigen Körper und dem umgebenden einschichtigen Rand des EB. Der 
Maßstabsbalken entspricht 100 µm. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei 
unabhängige Experimente (Vergrößerung x 40). Die CD31-Fluoreszenzintensität im Monolayer-Rand der 
EBs wurde gemessen und das Verhältnis von DAPI zu CD31-Fluoreszenz unter Kontrollbedingungen wurde 
mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die 
mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die 
unbehandelte Kontrolle wenn es nicht anders angegeben wird (E). 
 

Deutlicher noch als die morphologischen Veränderungen der Zellen lässt sich der Einfluss 

des KMPM erkennen, wenn man die Differenzierung der Stammzellen zu CD31+-

Endothelzellen betrachtet. Die EBs wurden für 24 h mit KMPM von RAW264.7-Zellen 

inkubiert und ein Anstieg der CD31-Expression (rot) konnte im Vergleich zur Inkubation 

mit Kulturmedium beobachtet werden (Abbildung 32). Unter Kontrollbedingungen mit 

Medium zeigte sich im vielschichtigen Körper des EBs eine Autodifferenzierung zu 

CD31+-Zellen, die mit Beginn der Inkubation ohne den Differenzierungsinhibitor LIF 

einsetzte (Abbildung 32A). Die Differenzierung des vielschichtigen Körpers der EBs 

wurde deutlich verstärkt, wenn die EBs mit KMPM inkubiert wurden (Abbildung 32B). 

Betrachtet man den Monolayer-Rand der EBs, so wird der Unterschied in der 

Differenzierung der Zellen nach KMPM im Vergleich zur Kontrolle am deutlichsten. 

Während unter Kontrollbedingungen keine CD31+-Zellen im Monolayer-Rand der EBs 

vorhanden waren (Abbildung 33A), zeigte die Inkubation der Zellen mit KMPM von 

RAW264.7-Zellen hingegen deutlich CD31+-Zellen (Abbildung 33B). Wurden die 

Stammzellen mit Überständen von unbehandelten RAW264.7-Zellen inkubiert, zeigten 

sich keine Unterschiede in der CD31-Differenzierung im Vergleich zur Inkubation mit 

Kulturmedium. Wurden statt RAW264.7-Zellen primäre murine Makrophagen für die 

Herstellung des KMPM benutzt, wurde ebenfalls eine CD31-Differenzierung der 

Stammzellen im Monolayer-Bereich sichtbar (Abbildung 33C). Stammzellen, die dagegen 

mit KMPM von HIF-1α-/--Makrophagen inkubiert wurden, zeigten nach 24 h keine 

Differenzierung zu CD31+-Zellen im Monolayer-Rand der EBs (Abbildung 33D). 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Hochregulierung von HIF-1α durch das KMAZ 

zur Zielgen-Aktivierung von HIF-1 führt und diese Aktivierung eine Differenzierung der 

Stammzellen zu CD31+-Endothelzellen zur Folge hat. 

Nachfolgend sollte geklärt werden, wie die HIF-1-Aktivierung durch die Überstände der 

AZ vermittelt wird. 
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4.2.3 Die Rolle von S1P bei der Induktion der HIF-1α-mRNA 

S1P wird von AZ freigesetzt und besitzt die Fähigkeit, den Phänotyp von Makrophagen zu 

modulieren.114,116,117 Daher stellte sich die Frage, inwiefern S1P in der Induktion der 

HIF-1α-mRNA involviert sein könnte.  

Der Einsatz von 1 µM VPC23019, einem S1P1- und S1P3-Antagonist, inhibierte die 

Hochregulation der HIF-1α-mRNA durch KMAZ-J wohingegen 100 nM JTE-013, ein S1P2-

Antagonist, keinen Effekt zeigte (Abbildung 34A). S1P scheint über S1P1- oder S1P3-

Aktivierung an der Regulation der HIF-1α-mRNA beteiligt zu sein.  

 

 
Abbildung 34: Rolle von S1P bei der HIF-1α-mRNA-Induktion 
RAW264.7 Zelle wurden 16 h mit Überständen von apoptotischen Jurkat-Zellen (KMAZ-J) mit oder ohne 
1 µM VPC23019 oder 100 nM JTE-013 inkubiert. VPC23019 und JTE-013 wurden 1 h vorinkubiert (A). 
RAW264.7-Zellen wurden 16 h mit Überständen von apoptotischen MCF-7-Zellen (KMAZ-MCF7) oder von 
apoptotischen MCF-7-Zellen mit einem Knockdown der Sphingosine-Kinase 2 (KMAZ-SK2kd) mit oder ohne 
zusätzlich 500 nM S1P oder 1 µM SEW2871 inkubiert (B). HIF-1α- und ribosomales 16S-Protein-mRNA 
wurden mittels qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle wenn es nicht anders angegeben wird. 
 

Um die Bedeutung von S1P in der Hochregulation der HIF-1α-mRNA weiter zu 

bekräftigen, wurde Medium von apoptotischen MCF-7-Zellen im Vergleich zu Medium 

von  apoptotischen MCF-7-Zellen mit einem Knockdown der Sphingosine-Kinase 2 

(KMAZ-SK2kd), das verminderte Mengen von S1P enthält, benutzt.117 Während die 

Inkubation mit KMAZ-MCF7 zu einer 6-fachen Erhöhung der HIF-1α-mRNA führte, wurde 

durch KMAZ-SK2kd nur noch eine 2- bis 3-fache Induktion in den RAW264.7-Makrophagen 

beobachtet. Sowohl S1P als auch SEW2871, ein S1P1-Agonist, konnten die inhibierende 

Wirkung des KMAZ-SK2kd wieder aufheben. KMAZ-SK2kd senkte die HIF-1α-mRNA nicht bis 

auf das Kontrollniveau herab und weder S1P noch SEW2871 alleine konnten die HIF-1α-

mRNA in RAW264.7-Zellen induzieren (Abbildung 34B). Daraus konnte gefolgert 
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werden, dass neben S1P noch weitere Mediatoren an der Induktion der HIF-1α-mRNA 

beteiligt sind.  

4.2.4 TGF-β ist an der Regulation der HIF-1α-mRNA beteiligt 

Es ist bekannt, dass AZ TFG-β als immunregulatorische Komponente freisetzen.115 

Weiterhin wurde bereits beschrieben, dass der aktivierte S1P-Rezeptor den TGF-β-

Rezeptor transaktivieren kann.272,273 Daher wurde untersucht, ob KMAZ zur Aktivierung 

des TGF-β-Rezeptors führt und ob TGF-β dazu beiträgt, die HIF-1α-mRNA zu erhöhen. 

Um die Aktivierung des Rezeptors nachzuweisen, wurde die Phosphorylierung von Smad2, 

einem downstream-Ziel des TGF-β-Rezeptors, untersucht. 

 

 
Abbildung 35: TGF-β-Rezeptor-Aktivierung nach KMAZ 
RAW264.7-Zellen wurden für 30 min bis 4 h mit KMAZ-J inkubiert (A). RAW264.7-Zellen wurden für 1 oder 
2 h mit KMAZ-J mit oder ohne 1 µM VPC23019 inkubiert. VPC23019 wurde für 1 h vorinkubiert (B). 
RAW264.7-Zellen wurden für 1 oder 2 h mit KMAZ-J oder mit denaturiertem KMAZ-J (KMAZ-J 100 °C) 
inkubiert (C). RAW264.7-Zellen wurden für 2 h mit KMAZ-J mit oder ohne steigenden Konzentrationen des 
TGF-β neutralisierenden Antikörper (nAK) inkubiert. Der nAK wurde 1 h mit KMAZ-J bei 37 °C vorinkubiert. 
(D) Die Expression von Smad2 und von phosphoryliertem Smad2 (P-Smad2) wurde mittels Western-Blot 
detektiert. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente.  
 

In RAW264.7-Zellen erhöhte KMAZ-J zeitabhängig die transiente Phosphorylierung von 

Smad2. Die stärkste Aktivierung wurde nach 1 bis 2 h (Abbildung 35A) nachgewiesen. 

Die Gesamt-Proteinexpression von Smad2 wurde durch KMAZ-J nicht beeinflusst. Um 

auszuschließen, dass die Aktivierung des TGF-β-Rezeptors lediglich durch das im KMAZ-J 

vorhandene S1P über den S1P-Rezeptor erfolgt, wurden die Zellen zusätzlich zum KMAZ-J 

noch mit VPC23013 inkubiert. Hemmung von S1P1 und S1P3 beeinflusste die 

Phosphorylierung von Smad2 weder nach 1 h noch nach 2 h (Abbildung 35B), sodass eine 

Aktivierung des TGF-β-Rezeptors durch S1P über die S1P1 und S1P3 im KMAZ-J 
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ausgeschlossen werden konnte. Weiterhin wurde das KMAZ-J für eine Stunde bei 100 °C 

(KMAZ-J100 °C) gekocht, sodass Hitze-empfindliche Moleküle, darunter Proteine wie 

TGF-β, inaktiviert wurden, aber Lipide wie S1P aktiv blieben. Denaturiertes KMAZ-J führte 

nicht zu einer Phosphorylierung von Smad2 (Abbildung 35C), was darauf hinweist, dass 

ein Hitze-unbeständiger Faktor, wie ein Protein, für die Aktivierung des TFG-β-Rezeptors 

verantwortlich ist. Auch dieses Ergebnis stützte die These, dass der TGF-β-Rezeptor nicht 

durch den S1P-Rezeptor aktiviert wird. Um die Rolle von TGF-β genauer zu untersuchen, 

wurde das KMAZ-J mit einem neutralisierenden Antikörper (nAK) gegen TGF-β inkubiert, 

wodurch eine deutliche Reduzierung des phosphorylierten Smad2 bei gleich bleibender 

Smad2-Proteinexpression beobachtet werden konnte (Abbildung 35D).  

 

 
Abbildung 36: Rolle von TGF-β bei der HIF-1α-mRNA-Induktion 
RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J mit oder ohne zusätzlich 1 oder 5 µg/ml TGF-β 
neutralisierendem Antikörper (nAK), mit 5 µg/ml Kontroll IgG, mit KMAZ-J 100 °C oder mit 10 ng/ml TGF-β 
inkubiert. Die AK wurden 1 h mit KMAZ-J bei 37 °C vorinkubiert. HIF-1α- und ribosomales 16S-Protein-
mRNA wurden mittels qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-mRNA 
unter Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten 
aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich 
und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle wenn es nicht anders angegeben wird. 
 

Nachdem die Aktivierung des TGF-β-Rezeptors auf das im KMAZ-J vorhandene TGF-β 

zurückgeführt worden war, stellte sich die Frage, in wie weit TGF-β die Induktion der 

HIF-1α-mRNA beeinflusst. Hierfür wurden RAW264.7-Zellen für 16 h mit KMAZ-J 100 °C 

inkubiert und es zeigte sich, dass denaturiertes KMAZ-J die HIF-1α-mRNA kaum 

induzierte. Wurden RAW264.7-Zellen für 16 h mit KMAZ-J und dem TGF-β nAK 

inkubiert, so inhibierte der TGF-β nAK die HIF-1α-mRNA-Induktion durch das KMAZ-J 

konzentrationsabhängig. Eine IgG-Kontrolle beeinflusste die HIF-1α-mRNA-Expression 

hingegen nicht (Abbildung 36). Dies macht deutlich, dass neben S1P auch TGF-β die 

HIF-1α-mRNA-Expression durch KMAZ reguliert. Jedoch führte, genau wie S1P allein 
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(Abbildung 34B), eine Inkubation der RAW264.7-Zellen mit 10 ng/ml TGF-β zu keiner 

Induktion der HIF-1α-mRNA (Abbildung 36). 

4.2.5 NFAT induziert die Hochregulation der HIF-1α-mRNA  

Obwohl TGF-β den Rezeptor und die Smad-Kaskade aktiviert, befinden sich im HIF-1α-

Promotor keine Wiederholungen der Nukleotidsequenz AGAC oder GTCT, die als Smad-

Bindestellen beschrieben sind.274 Daher wurde ein direkter Einfluss von Smad2 

downstream vom TGF-β Signalweg auf die HIF-1α Transkription als unwahrscheinlich 

betrachtet. Vor allem für NF-κB ist beschrieben, dass es die HIF-1α Transkription 

induziert.60,61 Daher wurden nachfolgend zwei etablierte NF-κB-Inhibitoren, Bay11-7082 

und SN50, verwendet. 

 

 
Abbildung 37: NF-κB ist nicht für die Erhöhung der HIF-1α-mRNA nach KMAZ verantwortlich  
RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J mit oder ohne 40 µM SN50 oder 10 µM Bay11-7082 
inkubiert (A).  RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit 1 µg/ml LPS mit oder ohne 40 µM SN50 oder 10 µM 
Bay11-7082 inkubiert (B). SN50 und Bay11-7082 wurden 1 h vorinkubiert. HIF-1α- und ribosomales 16S-
Protein-mRNA wurden mittels qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-
mRNA unter Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den 
Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant 
unterschiedlich und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle. 
 

Obwohl die beiden Agenzien NF-κB blockierten, wie die Inhibition der iNOS-mRNA nach 

LPS Behandlung als Kontrolle zeigte (Abbildung 37B), beeinflussten weder SN-50 noch 

Bay11-7082 die Erhöhung der HIF-1α-mRNA nach KMAZ-J (Abbildung 37A). Daher 

wurde NF-κB als möglicher Signalweg ausgeschlossen. 

Es ist weiterhin bereits gezeigt worden, dass NFAT die HIF-1α-mRNA in Mastzellen 

regulieren kann71 und so stellte sich die Frage, ob KMAZ zur Aktivierung von NFAT in 

RAW264.7-Makrophagen führt. Dafür wurde ein NFAT-abhängiges MCIP-Luziferase-

Reporter-Konstrukt verwendet. RAW264.7 wurden 16 h mit KMAZ-J inkubiert, was zu 

einer ca. 7-fachen Induktion der MCIP-Reporter-Aktivität führte. Die Induktion des MCIP-

Reporters wurde durch CsA inhibiert (Abbildung 38A). Die Aktivierung von NFAT 
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erfordert eine Dephosphorylierung durch Calcineurin, das wiederum durch CsA gehemmt 

wird. 

 

 
Abbildung 38: KMAZ induziert NFAT-Aktivität und HIF-1α-mRNA-Erhöhung ist NFAT-abhängig 
RAW264.7-Zellen wurden mit einem NFAT-abhängigem MCIP-Reporter-Konstrukt und mit einem prl-cmv-
Renillaplasmid transfiziert und für 16 h mit KMAZ-J mit oder ohne 1 µM Cyclosporin A (CsA) inkubiert. CsA 
wurde 1 h vorinkubiert. Luziferase-Aktivität wurde gemessen und auf Renilla-Aktivität normiert. Die 
unbehandelte Kontrolle wurde mit 1 gleich gesetzt (A). RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J mit 
oder ohne steigenden Konzentrationen von CsA inkubiert. HIF-1α- und ribosomales 16S-Protein-mRNA 
wurden mittels qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt (B). Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten 
aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich 
und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle wenn es nicht anders angegeben wird. 
 

Um zu zeigen, dass diese NFAT-Aktivierung auch für die HIF-1α-mRNA-Induktion 

verantwortlich ist, wurden RAW264.7-Zellen für 16 h mit KMAZ-J und steigenden 

Konzentrationen von CsA inkubiert und die HIF-1α-mRNA Menge bestimmt. Die 

Induktion der HIF-1α-mRNA durch das KMAZ-J konnte konzentrationsabhängig durch CsA 

reduziert werden (Abbildung 38B). Um die direkte Bindung von NFAT an den HIF-1α-

Promotor zu zeigen, wurden die beschriebenen NFAT Bindungsstellen aus dem HIF-1α-

Promotor im EMSA eingesetzt.71  

 

 
Abbildung 39: KMAZ erhöht die NFAT Bindung an den HIF-1α-Promotor 
RAW264.7-Zellen wurden für 4 h mit KMAZ-J mit oder ohne 1 µM CsA inkubiert. Die Bindung von NFAT 
an die HIF-1α-Promotorsequenz wurde mittels EMSA mit spezifischen 5′-IRD700-gekennzeichneten 
Oligonukleotiden gemacht. Der Supershift wurde mit einem NFATc1 Antikörper gemacht. Das dargestellte 
Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
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Inkubation der RAW264.7-Zellen für 4 h mit KMAZ-J erhöhte die Bindung an diese 

Sequenz, was wiederum durch CsA verhindert wurde (Abbildung 39). Um die Spezifität 

des Oligonukleotid-Protein-Komplex zu beweisen, wurde das Proteinlysat zusätzlich mit 

einem NFATc1 spezifischem Antikörper inkubiert, wodurch ein Supershift des Komplexes 

hervorgerufen werden konnte (Abbildung 39).  

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so lässt sich sagen, dass KMAZ NFAT aktiviert, 

was wiederum an den HIF-1α Promoter bindet und zur Induktion der HIF-1α-mRNA führt. 

Um die Bedeutung von NFAT zu stärken, wurde der Einfluss eines NFAT 

Expressionsplasmids (NFAT-EP) auf die HIF-1-Aktivität und auf die Aktivierung des 

HIF-1α-Promotors untersucht.  

RAW264.7-Zellen wurden mit dem NFAT-EP und dem zuvor schon benutzten EPO-

Promotor-Luziferase-Konstrukt kotransfiziert. Die Überexpression von NFAT führt zu 

einer 2,5-fachen Erhöhung der Reporter-Aktivität, womit die Induktion vergleichbar mit 

der Reporter-Aktivierung durch das KMAZ-J war (Abbildung 40A).  

 

 
Abbildung 40: Überexpression von NFAT aktiviert HIF-1 und die HIF-1α-Promotor-Aktivität 
RAW264.7-Zellen wurden mit einem pGL-3xEPO-HRE-Plasmid und mit einem NFAT-Expressionsplasmid 
(NFAT-EP) kotransfiziert und für 16 h inkubiert oder die Kotransfektion wurde mit einem Kontrollplasmid 
(KP) durchgeführt und die Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J inkubiert (A). RAW264.7-Zellen wurden mit 
einem HIF-1α-Promoter-Luciferaseplasmid und mit einem NFAT-EP kotransfiziert und für 16 h inkubiert 
oder die Kotransfektion wurde mit einem KP durchgeführt und die Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J mit 
oder ohne 1 µM Cyclosporin A (CsA) inkubiert. CsA wurde 1 h vorinkubiert (B). Die Luziferase-Aktivität 
wurde gemessen und auf den Proteingehalt normiert. Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die 
dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten 
Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle 
wenn es nicht anders angegeben wird. 
 

Um zu zeigen, dass NFAT den HIF-1α Promoter aktiviert und somit direkt für die 

Induktion der HIF-1α-mRNA nach KMAZ-J verantwortlich ist, wurde das NFAT-EP mit 

dem HIF-1α-Promoter-Konstrukt in die RAW264.7-Zellen kotransfiziert. Die Aktivierung 

des HIF-1α Promoters war vergleichbar stark wie nach Inkubation der Zellen mit KMAZ-J. 

Weiterhin wurde die Induktion des HIF-1α Promoters durch KMAZ-J durch Inkubation mit 

1 µM CsA gehemmt (Abbildung 40B). 
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Zur Klärung, ob S1P und/oder TGF-β über NFAT an der Regulierung der HIF-1α-mRNA 

durch KMAZ-J beteiligt sind, sollte zuerst ihr Einfluss auf die Bindung von NFAT an der 

HIF-1α-Promotorsequenz untersucht werden. Im EMSA wird deutlich, dass die Inhibition 

von S1P durch VPC23019 keinen Einfluss auf die KMAZ-J-induzierte Bindung von NFAT 

an den HIF-1α Promoter hat. Die Blockierung von TGF-β durch den TGF-β nAK zeigte 

einen leichten Einfluss auf die Bindungsstärke von NFAT durch KMAZ-J, war jedoch nicht 

annähernd mit der Inhibition durch CsA vergleichbar (Abbildung 41). 

 

 
Abbildung 41: NFAT Bindung an den HIF-1α-Promotor nach VPC23019 und TGF-β nAB 
RAW264.7-Zellen wurden für 4 h mit KMAZ-J mit oder ohne 1 µM CsA, 1 µM VPC23019 oder 5 µg/ml 
TGF-β nAb inkubiert. CsA und VPC23019 wurde 1 h vorinkubiert, der TGF-β nAB wurde 1 h mit KMAZ-J 
bei 37 °C vorinkubiert. Die Bindung von NFAT an die HIF-1α-Promotorsequenz wurde mittels EMSA mit 
spezifischen 5′-IRD700-gekennzeichneten Oligonukleotiden gezeigt. Das dargestellte Ergebnis ist 
repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Die NFAT-Aktivität, gemessen mit dem MCIP-Reporter, wurde weder durch die 

Inkubation mit 500 nM S1P, 10 ng/ml TGF-β oder einer Kombination aus beiden induziert 

(Abbildung 42A). Wurde die NFAT-Aktivität mit KMAZ-J induziert, so konnte auch diese 

nicht durch VPC23019 oder den TGF-β nAK inhibiert werden (Abbildung 42B).  

 

 
Abbildung 42: NFAT-Aktivität wird nicht durch S1P und TGF-β beeinflusst  
RAW264.7-Zellen wurden mit einem NFAT-abhängigen MCIP-Reporter-Konstrukt und mit einem prl-cmv-
Renillaplasmid transfiziert. Die Zellen wurden für 16 h mit 500 nM S1P und/oder 10 ng/ml TGF-β inkubiert. 
Luziferase-Aktivität wurde gemessen und auf den Proteingehalt normiert. Kontrollbedingungen wurden mit 1 
gleichgesetzt (A). Die Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J mit oder ohne 1 µM VPC23019 und/oder 5 µg/ml 
TGF-β inkubiert. VPC23019 wurde 1 h vorinkubiert, der TGF-β nAB wurde 1 h mit KMAZ-J bei 37 °C 
vorinkubiert. Luziferase-Aktivität wurde gemessen und auf den Proteingehalt normiert. KMAZ-J wurde mit 1 
gleichgesetzt (B). Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus n≥3 Experimenten ± S.D.  
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Diese Ergebnisse zeigen, dass S1P NFAT nicht direkt zu beeinflussen scheint. Weiterhin 

beeinflusst TGF-β möglicherweise die Bindung von NFAT an die DNA, zeigt jedoch 

ebenfalls keinen direkten Effekt auf die NFAT-Aktivität. Weitere Experimente werden 

notwendig sein, um die vielfältigen Signalwege, welche die HIF-1α-mRNA beeinflussen, 

umfassend aufzuklären. Um zumindest einen Überblick darüber zu bekommen, welche 

Signalwege überhaupt bei der Induktion der HIF-1α-mRNA durch KMAZ beteiligt sind, 

wurde der Einfluss einiger wichtiger Signalwege auf die HIF-1α-mRNA überprüft.  

 

 
Abbildung 43: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die HIF-1α-mRNA-Induktion durch KMAZ 
RAW264.7-Zellen wurden für 16 h mit KMAZ-J und zusätzlich  mit 10 µM JAK-Inhibitor1 (JAK-I1), 10 µM 
SB203580 (p38-Inhibitor), 10 µM SP600125 (JNK-Inhibitor), 1 µM Gö6976 (PKC-Inhibitor), 30 µM 
PD98059 (ERK-Inhibitor), 25 µM LY294002 (PI3K-Inhibitor), 10 µM PP2 (Src-Inhibitor), 10 µM SQ22536 
(Adenylatcyklase-Inhibitor) oder 10 µM STA-21 (STAT3-Inhibitor) inkubiert. GW9662 wurde 3h, alle 
anderen Inhibitoren wurden 1 h vorinkubiert. HIF-1α- und ribosomales 16S-Protein-mRNA wurden mittels 
qRT-PCR ermittelt und das Verhältnis von HIF-1α- zu ribosomalem Protein-mRNA unter 
Kontrollbedingungen wurde mit 1 gleichgesetzt. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus 
n≥3 Experimenten ± S.D. Die mit (*) markierten Messwerte sind mit p≥0,05 signifikant unterschiedlich und 
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrolle. 
 

Die Inhibition der Janus-Kinase (JAK), der p38-Kinase, der PKC und der Src-Kinase 

konnte eine Induktion der HIF-1α-mRNA durch das KMAZ-J entgegenwirken, wogegen die 

JNK, ERK, PI3K und auch die Adenylatcyklase keine Rolle bei der Induktion der HIF-1α-

mRNA durch KMAZ-J zu spielen scheinen (Abbildung 43).  

Neben NFAT scheint der Transkriptionsfaktor STAT3 an der Regulierung der HIF-1α-

mRNA beteiligt zu sein, für den auch schon gezeigt wurde, dass er die HIF-1α-mRNA 

induziert.70 Der Einsatz von STA-21, einem STAT3-Inhibitor, hemmte die Induktion der 

HIF-1α-mRNA durch KMAZ-J (Abbildung 43). Allerdings konnte im EMSA keine 
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Erhöhung der STAT3 Bindung an den HIF-1α-Promotor festgestellt werden, sondern nur 

eine basale Bindung, die durch das KMAZ-J nicht beeinflusst wurde (Abbildung 44). 
 

 
Abbildung 44: STAT3 Bindung  an den HIF-1α-Promotor wird durch KMAZ nicht beeinflusst 
RAW264.7-Zellen wurden für 4 h mit KMAZ-J inkubiert. Die Bindung von STAT3 an die HIF-1α-
Promotorsequenz wurde mittels EMSA mit spezifischen 5′-IRD700-gekennzeichneten Oligonukleotiden 
gemacht. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente. 
 

Die hohe Anzahl an möglichen beteiligten Kinasen und weiteren Transkriptionsfaktoren 

macht weitere Untersuchungen notwendig, die zum Verständnis dieses komplexen 

Signalnetzwerkes beitragen werden. 
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5 DISKUSSION 

5.1 ROS vermitteln die HIF-1α Regulierung durch Calcium2+/Calpain 

unter Hypoxie und NO 

Verstärkt proliferierende Tumorzellen erzeugen schnell eine kritische Masse, die keine 

ausreichende Versorgung der einzelnen Zellen mit Sauerstoff und Nährstoffen mehr 

gewährleisten kann. Es entsteht ein Sauerstoff- und Nährstoffgradient zum inneren Bereich 

des Tumors, sodass ein nekrotischer Kern entsteht. Der erhöhte Bedarf des Tumorgewebes 

macht eine gesteigerte Angiogenese sowie Vaskularisierung notwendig, um das weitere 

Wachstum des Tumors zu gewährleisten. Die Stabilisierung von HIF-1α scheint dabei eine 

entscheidende Rolle zu spielen. Der Abbau von HIF-1α unter Normoxie ist ein essentieller 

Schritt eine Überaktivierung von HIF-1 zu verhindern, die, wie z.B. beim VHL-Syndrom, 

zur Entstehung von Tumoren beitragen kann. Weiterhin wird intratumorale Hypoxie, 

welche ebenfalls die Aktivierung von HIF-1 zur Folge hat, in soliden Tumoren mit 

erhöhter Resistenz gegen Chemotherapie assoziiert.5,29,30 Beispielsweise wurde für humane 

Brustkarzinomzellen gezeigt, dass die durch Doxorubicin ausgelöste Apoptose der 

Tumorzellen nach HIF-1-Induktion deutlich reduziert war.275 HIF-1 induziert Proteine der 

ABC-Transporter-Familie (MDR1 und breastcancer resistance protein (Bcrp)), wodurch 

der Efflux der Therapeutika aus den Zellen verstärkt wird.25-28,276,277 Auch in RCCs kommt 

es durch die Überaktivierung der HIF-1 zu einer Resistenz278 gegen Chemo- und 

Radiotherapie.31,279 Diese Beispiele verdeutlichen die Rolle von HIF-1 in Tumoren und 

zeigen auf, wie wichtig die Kontrolle von HIF-Aktivität für die Therapierbarkeit von 

Tumoren ist. 

Die in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten RCC4-Zellen haben eine biallele 

Mutation des VHL-Gens, wodurch in den Zellen kein funktionelles pVHL vorliegt und 

HIF-1α unkontrolliert akkumuliert. Weiterhin ist HIF-1 in RCC4-Zellen auch 

transkriptionell aktiv, obwohl FIH unter Normoxie zumindest einen Teil der HIF-1-

Aktivität verhindern sollte. Es wurde in anderen Zellen, die aus RCCs isoliert wurden, 

gezeigt, dass in Abhängigkeit von PI3K/PKCζ die FIH-Expression inhibiert wird.280 Diese 

Daten lassen vermuten, dass in RCC4-Zellen ein ähnlicher Mechanismus vorliegt, der zu 

der normoxischen HIF-1-Aktivierung beiträgt.266 
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Die vorliegende Arbeit zeigt neue Erkenntnisse der pVHL-unabhängigen HIF-1α-

Regulation. Sowohl unter Hypoxie und NO als auch unter Normoxie, wenn NO und O2
- 

gleichzeitig vorliegen, kommt es zur Bildung von Peroxynitrit und anderen RNI. Dies hat 

einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration und einer daraus resultierenden 

Aktivitätssteigerung von Calpain zur Folge. Calpain ist dann in der Lage HIF-1α 

abzubauen. So vervollständigen die hier dargestellten Ergebnisse das Verständnis für die 

Rolle von Ca2+ bei Hypoxie-induzierter Genexpression, da HIF-1α neben dem Proteasom 

auch durch die Ca2+-abhängigige Protease Calpain abgebaut werden kann. Im Folgenden 

wird jetzt näher auf die mechanistischen Details des Calpain-vermittelten HIF-1α-Abbaus 

eingegangen.  

5.1.1 NO vermittelter HIF-1α-Proteinabbau unter Hypoxie 

Während NO unter Normoxie in vielen Zellen zu einer Stabilisierung von HIF-1α beiträgt, 

worauf im nächsten Abschnitt noch eingegangen wird, kommt es unter Hypoxie durch NO 

zu einer Abnahme der HIF-1α-Expression und zu einer reduzierten DNA-Bindung und 

dadurch einer inhibierten Zielgenexpression von HIF-1. Mechanistisch konnte gezeigt 

werden, dass die Inhibierung der mitochondriellen Respiration durch NO zum Abbau von 

HIF-1α unter Hypoxie führt.85 NO inhibiert dabei die Cytochrom C Oxidase, die der O2-

reduzierende Enzymkomplex der mitochondriellen Atmungskette ist. Dies führt nicht zu 

einer reduzierten HIF-1α-Synthese unter Hypoxie und NO, sondern verstärkt den Abbau 

des Proteins. Durch die Inhibierung der mitochondriellen Atmung steht der noch 

vorhandene Sauerstoff den PHDs zur Verfügung, so dass diese unter Hypoxie wieder aktiv 

werden können.85 Außer von O2
 ist die PHD-Aktivität auch von der Fe2+-Konzentration 

abhängig. Ein weiterer Ansatz, um die Reaktivierung der PHD unter Hypoxie durch NO zu 

erklären, ist, dass es durch NO zu einer erhöhten Konzentration von freiem Fe2+ kommt, 

was zu einer Aktivierung der PHDs beiträgt.281-284 Unabhängig von den zugrunde 

liegenden molekularen Zusammenhängen gehen alle bisherigen Ansätzen davon aus, dass 

die Reduktion der HIF-1α-Expression unter Hypoxie und NO durch eine Reaktivierung der 

PHD-Aktivität hervorgerufen wird, die dann den Abbau von HIF-1α über das Proteasom 

auch unter Hypoxie erlaubt. Für die vorliegenden Ergebnisse in RCC4-Zellen können 

aufgrund des nicht-funktionellen pVHL daher diese Erklärungen nicht herangezogen 

werden. Vielmehr wird deutlich, dass unter Hypoxie in RCC4-Zellen die Zugabe von NO 

zu einem Abbau von HIF-1α führte, dem ein radikal-vermittelter Mechanismus zugrunde 

liegt. Meine Ergebnisse zeigen, dass unter Hypoxie verstärkt ROS in den Mitochondrien 
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gebildet und diese durch die Kombination mit NO reduziert wurden. Nach Depletion der 

mitochondriellen ROS-Produktion fand der Abbau von HIF-1α unter Hypoxie und NO 

nicht mehr statt, außer die ROS wurden substituiert. Neben der Zugabe des NO-Donors 

DETA-NO konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine Stimulation der iNOS durch 

LPS/IFNγ unter Hypoxie ausreichte, um durch endogen produziertes NO den HIF-1α-

Abbau auszulösen. Außerdem war der Abbau von HIF-1α Methionin- und Harnsäure-

sensitiv, was auf eine Beteiligung von Peroxynitrit oder anderen RNI hinwies. Alle 

bisherigen Arbeiten bringen die Rolle von ROS und NO mit der PHD Aktivierung in 

Verbindung. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Beteiligung von ROS/RNI an 

einem pVHL-unabhängigen Abbau von HIF-1α gezeigt werden. 

5.1.2 HIF-1α wird unter Normoxie durch NO und O2
- beeinflusst 

Während es unter Hypoxie zu einem erhöhten Abbau durch NO kommt, stabilisiert NO 

HIF-1α unter Normoxie. Unter Normoxie wird die pVHL Bindung an HIF-1α durch NO 

beeinträchtigt, HIF-1α wird weniger ubiquitiniert und nicht mehr abgebaut.285 Es wird 

vermutet, dass NO an das Fe2+ der PHDs bindet und damit das Enzym inaktiviert.83 Neben 

dem Einfluss, den NO auf den Proteinabbau von HIF-1α hat, kann auch die Synthese und 

die Transaktivierung moduliert werden. NO bzw. NO-Intermediate können die monomere 

GTPase Ras aktivieren, welche wiederum die MAPK und PI3K Signalwege stimuliert. 

MAPK und PI3K können dann die Synthese von HIF-1 verstärken.79 Die beschriebenen 

Mechanismen werden bei unterschiedlichen Konzentrationen von RNI aktiviert. Die 

Inhibierung der PHD ist bei höheren Konzentrationen von RNI zu beobachten als die 

Aktivierung der PI3K. Weiterhin findet die Aktivierung der PI3K durch RNI nicht 

ubiquitär in allen Zellen statt.59,286 

Neben NO können auch ROS unter Normoxie einen Anstieg der HIF-1α-Proteinmenge 

hervorrufen.77 ROS oxidierten Fe2+ zu Fe3+, wodurch die PHD und damit auch die 

Degradation von HIF-1α inhibiert wird.78 Kombiniert man jedoch NO und O2
-, reagieren 

diese miteinander, wodurch weder NO noch O2
- in ausreichender Menge verfügbar 

bleiben, um die PHD zu hemmen.269 Meine Ergebnisse zeigen, dass es in RCC4-Zellen 

durch die Kombination von NO und O2
- unter Normoxie zu einem pVHL-unabhängigen 

Abbau von HIF-1α kommt. Dieser Abbau ist Harnsäure-sensitiv, was untermauert, dass 

NO und O2
- miteinander reagieren, wodurch RNI, vermutlich Peroxynitrit, entstehen, die 

den HIF-1α-Abbau auslösen. Dies lässt sich nicht durch die bisher bekannte Regulation 

von HIF-1α durch NO und O2
- erklären, da dafür ein funktionelles pVHL notwendig ist. 
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Interessanterweise konnte hier gezeigt werden, dass der pVHL-unabhängige Abbau von 

HIF-1α unter Hypoxie und NO auf die gleiche Weise wirkte wie unter Normoxie und NO, 

wenn O2
- substituiert wurde. In beiden Fällen reagierten O2

- und NO, wahrscheinlich zu 

Peroxynitrit, und lösten den Abbau von HIF-1α über einen pVHL-unabhängigen 

Mechanismus aus. Zusätzlich zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse auch, dass der 

pVHL-unabhängige Abbau von HIF-1α auch in HEK293-Zellen stattfand, wenn der Abbau 

über das 26S-Proteasom gehemmt war während die Zellen mit der Kombination aus NO 

und O2
- inkubiert wurden. Dies zeigt, dass der pVHL-unabhängige Abbau von HIF-1α ein 

allgemein gültiger Mechanismus in der HIF-1α-Regulation ist und nicht nur durch den 

Verlust des pVHL von den RCC4-Zellen entwickelt worden ist. Um weiterhin die 

Beteiligung von NO und O2
- im Vergleich zum proteasomalen Abbau zu sehen, wurden 

RCC4-pVHL-Zellen verwendet. Im Gegensatz zu z.B. HepG2-Zellen,270 wurde durch 

Zugabe von O2
- keine Akkumulation von HIF-1α hervorgerufen. NO war aber auch in 

RCC4-pVHL-Zellen in der Lage, HIF-1α zu stabilisieren. Die Stabilisierung des HIF-1α-

Proteins durch NO wurde durch die gleichzeitige Gabe von O2
- aufgehoben. In diesem Fall 

hatte Harnsäure keinen inhibitorischen Effekt auf den HIF-1α-Abbau. Der Unterschied 

lässt sich dadurch erklären, dass beim pVHL-abhängigen Abbau durch NO die PHDs 

gehemmt werden. Reagiert NO mit O2
-, bleibt kein NO für die Hemmung der PHDs mehr 

übrig. Harnsäure, die das Reaktionsprodukt aus NO und O2
- abfängt, kann die Reaktion 

von NO mit O2
- nicht verhindern. Im Gegensatz dazu wird deutlich, dass der pVHL-

unabhängige Abbau in RCC4-Zellen durch Harnsäure inhibiert wird, da dieser Abbau 

durch Peroxynitrit/RNI ausgelöst wird.  

5.1.3 HIF-1α wird durch Calpain abgebaut 

5.1.3.1 NO und O2
-  führen zur Aktivierung von Calpain  

Bisher gibt es keine Hinweise darauf, dass HIF-1α anders als über das 26S-Proteasom 

abgebaut wird. Die Inhibition mit DMOG in RCC4-Zellen zeigt bei meinen Versuchen 

jedoch keine Beeinflussung des HIF-1α-Abbaus durch NO/O2
-. DMOG wird in der Zelle 

zu N-Oxalylglycin, einem Strukturanalogon zu 2-Oxoglutarat, umgesetzt und hemmt so 

kompetitiv 2-Oxoglutarat-abhängige Dioxygenasen, zu denen auch die PHDs gehören.287 

Aus diesem Ergebnis kann man daher schließen, dass sich in RCC4-Zellen keine 

Ersatzligase für das pVHL ausgebildet hat, die die Hydroxylierung des Proteins durch 
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PHDs erkennt, HIF-1α ubiquitiniert und so für den Abbau über das Proteasom markiert. 

Um weiterhin ausschließen zu können, dass HIF-1α nicht durch einen unbekannten Weg 

über das Proteasom abgebaut wird, wurden die proteasomalen Inhibitoren MG132 und 

Lactacystin eingesetzt. Während Lactacystin den Abbau von HIF-1α durch NO und O2
- 

nicht beeinflusste, konnte die Degradation durch MG132 gehemmt werden. MG132 

inhibiert neben dem Proteasom auch Calpain,288-290 wobei die Spezifität 

konzentrationsabhängig ist.290 Für PC12-Zellen konnte gezeigt werden, dass 

Konzentrationen von 20 nM bis 10 µM von Tri-Leucinen, zu denen MG132 gehört, das 

Proteasom inhibieren. Ab Konzentrationen von 100 µM wurden Calpaine mit gleicher 

Effektivität wie das Proteasom inhibiert.290 Die in meinen Versuchen eingesetzte 

Konzentration von 10 µM MG132, die in den RCC4-Zellen den Abbau inhibierte, liegt 

damit an der Obergrenze der Konzentration für die spezifische Inhibierung des Proteasoms. 

Zusammen mit den Ergebnissen für Lactacystin, welches als spezifischer Inhibitor für das 

Proteasom gilt291,292 und den Abbau des HIF-1α Signals nicht inhibierte, kann 

geschlussfolgert werden, dass HIF-1α unter Hypoxie und NO in RCC4-Zellen nicht über 

das Proteasom sondern durch Calpain abgebaut wird. Calpaine sind Ca2+-abhängige 

Cysteinproteasen, die in vielen intrazellulären Prozessen wie z.B. dem Abbau von 

Zytoskelettproteinen und der Regulation von Kinaseaktivitäten und Transkriptionsfaktoren 

involviert sind.97  

Für den Nachweis, dass Calpain in den Abbau von HIF-1α involviert ist, wurden in der 

vorliegenden Arbeit die Calpain-Inhibitoren ALLM und Calpastatin eingesetzt. 

Insbesondere Calpastatin ist ein spezifischer, auch endogen in den Zellen vorhandener 

Inhibitor von Calpain, für den bisher keine inhibierende Wirkung auf andere Proteasen 

nachgewiesen werden konnte.293 Meine Ergebnisse zeigen, dass unter allen Bedingungen, 

die  zur Ausbildung der RNI und einem HIF-1α-Abbau in den RCC4-Zellen führten, durch 

die Inhibition von Calpain die HIF-1α-Expression wiederhergestellt werden konnte. Dies 

bestätigt, dass es sich in RCC4-Zellen sowohl unter Hypoxie als auch unter Normoxie um 

denselben Mechanismus handelt, der zu einer Aktivierung von Calpain und letztendlich 

zum Abbau von HIF-1α führt. Zusätzlich zeigten die Versuche in HEK239-Zellen, die ein 

funktionelles pVHL haben, dass nach Inhibierung der PHD-Aktivität der Calpain-

abhängige HIF-1α-Abbau durch NO und O2
- ebenfalls aktiviert wird. Neben den hier 

vorliegenden Ergebnissen konnte kürzlich auch in einem anderen System gezeigt werden, 

dass Calpain an der HIF Regulierung beteiligt ist. Analog zur Feststellung unserer 

Arbeitsgruppe, dass unter Hypoxie und DETA-NO nicht nur HIF-1α sondern auch HIF-2α 
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durch Calpain abgebaut wird,266 konnten auch Nanduri et al. zeigen, dass HIF-2α durch 

Calpain reguliert wird. In PC12-Zellen führten kurze Hypoxie-Intervalle zu einer Induktion 

von HIF-1α, aber HIF-2α wurde Calpain-abhängig abgebaut. Die kurzfristige Hypoxie 

führte zu einer Abnahme des Calpastatin-Proteins in den Zellen, wodurch es zu einer 

Aktivierung von Calpain kam.294 

Die Messung der intrazellulären Calpain-Aktivität bestätigte, dass in meinen Versuchen 

weder NO noch O2
- allein zu einer Aktivierung führten. Analog zu den Auswirkungen auf 

den HIF-1α-Proteinabbau, aktivierte erst die Kombination von NO und O2
- entweder durch 

SIN-1 oder durch DETA-NO/DMNQ das Calpain. Zusätzlich ließ sich zeigen, dass, genau 

wie der Abbau von HIF-1α, auch die Calpain-Aktivierung Harnsäure sensitiv war, d.h. 

Calpain durch Peroxynitrit oder andere RNI aktiviert wurde. Eine Aktivierung von Calpain 

durch Peroxynitrit wurde bereits in Chondrozyten und Erythrozyten gezeigt,278,295 wobei 

Peroxynitrit über eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration Calpain 

aktiviert.278  

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Calpain ein alternatives proteolytisches System in der 

Regulation des HIF-1α-Proteins darstellt, welches zusätzlich zum proteasomalen Abbau 

aktiviert werden kann.  

5.1.3.2 NO und O2
-  führen zu einer Erhöhung des intrazellulären Calcium2+ 

Die Rolle von Ca2+ in der HIF-1α Regulierung ist noch nicht ausreichend untersucht und 

die bisherigen Ergebnisse stellen sich widersprüchlich dar. Einerseits wurde gezeigt, dass 

eine Erhöhung der Ca2+-Konzentration mit dem Ca2+-Ionophor A23187 die verstärkte 

Neusynthese und Akkumulation von HIF-1α über die Aktivierung der MAPK und des 

PI3K/PKB Signalwege zur Folge hat.92 Andererseits führt die Reduktion des 

intrazellulären Ca2+ durch BAPTA-AM ebenfalls zu einer Akkumulation von HIF-1α-

Protein, was durch eine Inhibition der PHD-Aktivität erklärt wird.92,93 Es ist bekannt, dass 

Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentrationen die Expression von Hypoxie-

regulierten Genen beeinflussen. Selbst wenn der bereits beschriebene Mechanismus der 

PHD Aktivierung durch Ca2+ nicht für pVHL-defiziente Zellen anzuwenden ist, so wird 

deutlich, dass Ca2+ wichtig für die Regulation von HIF-1α ist. Weitere Arbeiten unserer 

Arbeitsgruppe zeigen, dass durch Chelatierung der Ca2+-Ionen HIF-1α in RCC4-Zellen 

nicht mehr abgebaut wird, wohingegen eine Erhöhung des intrazellulären Ca2+ wiederum 

auch in RCC4-Zellen zum Proteinabbau führt.266  
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Wie die vorliegende Arbeit zeigt, führte die Kombination von NO und O2
- zu einem 

Calpain-abhängigen Proteinabbau. Während weder die verwendeten Konzentrationen von 

NO noch O2
- allein zu einer Veränderung des Ca2+-Levels führten, kam es sowohl durch 

die Kombination von DETA-NO/DMNQ als auch durch SIN-1 zu einer Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration. Genau wie zuvor der Abbau von HIF-1α und die 

Aktivierung von Calpain, war auch die Erhöhung des intrazellulären Ca2+ Harnsäure-

sensitiv. Das Reaktionsprodukt aus NO und O2
- konnte als Mediator sowohl für den 

HIF-1α-Proteinabbau als auch für die Erhöhung der Ca2+-Konzentration identifiziert 

werden. In glatten Muskelzellen wurde bereits gezeigt, dass Peroxynitrit einen Ca2+-

Ausstrom aus dem sarcoplasmatischen Retikulum auslösen.296 Auch aus den 

Mitochondrien wird Ca2+ nach Stimulation mit Peroxynitrit ausgeschüttet.297 Eine 

inhibitorische Wirkung von Peroxynitrit auf die HIF-1α-Proteinakkumulation wurde 

ebenfalls beschrieben, jedoch ohne den Mechanismus zu klären.298,299 Die hier vorliegende 

Arbeit zeigt, dass ein möglicher Mechanismus eines Peroxynitrit-induzierten HIF-1α-

Abbaus die Erhöhung der intrazellullären Ca2+-Konzentration ist, die dann die Calpain-

Aktivierung und den damit verbundene Proteinabbau zur Folge hat.  

 

 
Abbildung 45: NO und O2

- aktivieren den Calpain-vermittelten HIF-1α-Abbau 
Wenn der Abbau über das Proteasom gehemmt ist, kommt es zur Akkumulation und Translokation von 
HIF-1α in den Zellkern, wo es mit HIF-1β und p300/CBP an die DNS bindet und HIF-1-Zielgene wie VEGF 
induziert (1). Wird aber z.B. unter Hypoxie, in den Mitochondrien O2

- gebildet und NO, z.B. exogen durch 
DETA-NO, hinzu gegeben, reagieren NO und O2

- zu Peroxynitrit (ONOO-) und anderen RNI. Diese erhöhen 
den intrazellulären Ca2+-Level, wodurch es zur Aktivierung von Calpain und zum Abbau von HIF-1α durch 
Calpain kommt (2). 



Diskussion  94 

Der vorgestellte Abbaumechanismus durch Calpain, der in Abbildung 45 verdeutlicht wird, 

trägt dazu bei, die komplexen Zusammenhänge zu klären, die der Regulierung von HIF-1α 

durch NO und O2
- zugrunde liegen. Es konnte gezeigt werden, dass die ROS und RNI, die 

entstehen, wenn NO und O2
- in physiologischen Mengen vorliegen, an sich nicht 

zytotoxisch sind,269 sich dadurch also kein direkter Tumor-inhibierender Effekt erzielen 

lässt. Jedoch kann der durch das Peroxynitrit ausgelöste HIF-1α-Abbau ein möglicher 

Therapieansatz sein, um bei Patienten mit VHL-Syndrom oder anderen Tumoren, in denen 

HIF-1α überexprimiert ist, eine verringerte Tumor-Progression und einer Verbesserung der 

Chemotherapie-Effizienz zu erzielen. In verschiedenen Krebszellen konnte gezeigt werden, 

dass es durch hypoxische Vorstimulation zu einer erhöhten Resistenz gegen 

Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Paclitaxel und 5-Fluorouracil kam. Wurden die 

Zellen während der Hypoxie zusätzlich mit NO-Donoren, z.B. DETA-NO, inkubiert, 

konnte dies die Resistenz gegenüber den Agenzien aufheben.300-302  

5.2 Die Polarisierung von Makrophagen durch apoptotische Zellen 

führt zu einer Aktivierung von HIF-1α durch TGF-β und S1P 

HIF-1α ist in vielen Tumoren induziert, wobei die verstärkte Expression nicht nur in den 

Tumorzellen selbst, sondern auch in den Zellen des Tumorstromas vorliegt. Für viele 

Karzinome ist gezeigt worden, dass Makrophagen, die in den Tumor eingewandert sind, 

zur Tumorprogression beitragen.126 Die Induktion und die Regulation von HIF-1α in den 

Tumorzellen, u.a. durch Mutationen im Tumorsupressor-Gen VHL, ist im ersten Teil der 

Arbeit dargelegt worden. Die Mechanismen der HIF-1-Aktivierung in TAMs ist bisher 

noch nicht ausreichend untersucht worden. Da TAMs häufig in hypoxischen Arealen 

vorgefunden werden, wird die Hypoxie als Ursache für die HIF-1α-Akkumulation 

angesehen. Allerdings konnten TAMs auch in normoxischen Bereichen des Tumors 

nachgewiesen werden,135 sodass auch eine Regulation von HIF-1α durch das 

Tumormikroklima, wie z.B. durch die nekrotischen oder apoptotischen Tumorzellen, 

vermutet werden kann. Makrophagen zeigen vielfältige Ausprägungen und verändern ihren 

Phänotyp aufgrund der Signale, die sie aus ihrer Umgebung erhalten. Zwischen TAMs und 

Makrophagen, die durch AZ polarisiert werden, lassen sich viele Parallelen im Phänotyp 

erkennen. TAMs spielen eine kritische Rolle bei der Stimulation der Angiogenese im 

Tumorgewebe.135 Weiterhin zeigen TAMs einen anti-inflammatorischen und anti-

apoptotischen Phänotyp. Bei der Entstehung und im frühen Entwicklungsstadium von 
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Tumoren können pro-inflammatorische Antworten und das Töten der Tumorzellen durch 

Makrophagen beobachtet werden. Durch die Koinkubation von Makrophagen mit 

Tumorzellen bilden die Makrophagen, nachdem sie zuvor die Tumorzellen getötet haben, 

einen anti-inflammatorischen Phänotyp aus.117 Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es 

zu einer verringerten Tumorbildung kommt, wenn in I-κB-Kinase-/--Makrophagen die pro-

inflammatorische Antwort durch die Hemmung von NF-κB inhibiert ist.303 Das Entstehen 

von transformierten Zellen im Entzündungsgeschehen wird oft mit Gewebsverletzungen 

und/oder DNA Strangbrüchen bzw. Mutationen durch die zytotoxischen, pro-

inflammatorischen Produkte der Makrophagen in Verbindung gebracht.123 Zusätzlich 

werden die Makrophagen im Tumorgeschehen durch den Kontakt mit den AZ und durch 

die Zytokine, die von den apoptotischen und lebenden Tumorzellen sezerniert werden, z.B. 

IL-4, IL-10, PGE2 and TGF-β, zu regulatorischen Makrophagen polarisiert 106,116,117,126,304. 

Es ist noch nicht geklärt, ob HIF-1 eine Rolle bei der Ausbildung des TAM Profils spielt 

oder welche Signale z.B. von den apoptotischen Tumorzellen zu der Phänotyp-

Veränderung der Makrophagen führen. Daher wurden in dieser Arbeit Makrophagen durch 

Überstände von AZ stimuliert und die Regulation von HIF-1α untersucht, um 

Rückschlüsse bezüglich der Rolle von HIF-1 im „pro-Tumor“-Phänotyp der TAMs ziehen 

zu können. 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Überstände von AZ NFAT 

aktivieren und dadurch HIF-1α transkriptionell aktiviert wird. Bei der Erhöhung der 

HIF-1α-mRNA wurden weiterhin S1P und TGF-β als verantwortliche Mediatoren 

identifiziert, die von den AZ sezerniert werden. Die Aktivierung von HIF-1 trägt dazu bei, 

dass Makrophagen sogar unter normoxischen Bedingungen pro-angiogenetische Faktoren, 

wie z.B. VEGF produzieren. Die funktionelle Konsequenz der HIF-1-Aktivierung in 

Makrophagen unter Normoxie, die durch das KMAZ polarisiert wurden, wurde durch die 

Differenzierung von Stammzellen zu CD31+-Endothelzellen gezeigt.  

5.2.1 Apoptotische Zellen induzieren HIF-1α und aktivieren HIF-1  

Meine Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation von Makrophagen mit KMAZ zu einer 

Akkumulation der HIF-1α-mRNA und des Proteins führte. In unserer Arbeitsgruppe 

konnte bereits gezeigt werden, dass es durch KMAZ in RAW264.7-Zellen zu einer 

Translokation des RNA-stabilisierenden human protein R (HuR) ins Cytosol und einer 

damit verbundenen Aktivierung von HuR kommt, die zur Stabilisierung der Cox-2-mRNA 

führt.305 Um auszuschließen, dass es sich bei der Induktion der HIF-1α-mRNA um eine 
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Stabilisierung der mRNA handelt, wurde die transkriptionelle Induktion durch Reporter 

Analysen verifiziert. Weiterhin zeigen meine Ergebnisse, dass nach vollständiger 

Hemmung des HIF-1α-Abbaus über das 26S-Proteasom das Proteinsignal noch weiter 

durch KMAZ verstärkt wurde, was auf eine verstärkte Proteinsynthese statt auf einen 

verminderten HIF-1α-Abbau hindeutet. Die erhöhte HIF-1α-mRNA-Expression, die nach 

Stimulation mit KMAZ beobachtet wurde, stützt diese These. Die normoxische 

Akkumulation von HIF-1α durch das KMAZ führte zu einer Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1, was mittels eines HIF-Aktivitäts-Reporters und der HIF-1-

abhängigen Induktion der Zielgene VEGF und Glut-1 gezeigt werden konnte. In den 

HIF-1α-/--Makrophagen wurde deutlich, dass bereits die Basislevel von Glut-1 und VEGF 

durch den knockout beeinflusst wurden, jedoch sowohl durch KMAZ-J als auch durch 

Hypoxie noch eine geringe Induktion von Glut-1 und VEGF stattfand. Da sowohl für 

Glut-1 als auch für VEGF weitere regulierende Transkriptionsfaktoren bekannt sind, 

könnten diese hierfür verantwortlich sein. Für VEGF wurde gezeigt, dass es synergistisch 

von STAT3 und HIF-1 reguliert wird306 und cMyc kann zur Regulation von Glut-1 

beitragen.307 Ebenfalls ist vor kurzem gezeigt worden, dass das KMAZ in humanen 

primären Makrophagen bereits nach 1 h zu einer Erhöhung der VEGF-Produktion führt. 

Diese VEGF-Induktion ist, Inhibitor-Studien zufolge, STAT1-abhängig.308 

Möglicherweise kommt es auch bei der STAT1-abhängigen VEGF-Induktion zu 

Synergieeffekten mit HIF-1α wie es bereits für STAT3 beschrieben worden ist.  

5.2.2 S1P und TGF-β sind an der Induktion von HIF-1 beteiligt  

Nachdem die funktionellen Konsequenzen der HIF-1-Aktivierung durch AZ unter 

Normoxie gezeigt werden konnten, wurde untersucht, welche Mediatoren von AZ 

sekretiert werden und zu der HIF-1α-mRNA-Induktion beitragen. Die vorliegenden 

Ergebnisse zeigen, dass sowohl S1P als auch TGF-β an der Induktion der HIF-1α-mRNA 

beteiligt sind. Es ist bekannt, dass AZ sowohl TGF-β als auch S1P freisetzen.114-116 S1P ist 

wichtig für die Tumorangiogenese309,310 und wird mit oft einer erhöhten VEGF-Produktion 

in Verbindung gebracht, jedoch sind die mechanistischen Details, die der S1P vermittelten 

VEGF-Induktion zu Grunde liegen, noch nicht geklärt. Sowohl in in vitro als auch in vivo 

wurde gezeigt, dass die VEGF Konzentration nach Administration eines S1P 

neutralisierenden Antikörpers stark reduziert werden konnte.200 Meine Ergebnisse konnten 

weiterhin verdeutlichen, dass HIF-1 unter Beteiligung von S1P aktiviert wird, so dass 

HIF-1 wiederum zu der S1P-abhängigen VEGF-Induktion beitragen kann.  



Diskussion  97 

Die Verwendung der Inhibitoren der S1P-Rezeptoren zeigten, dass der Antagonist für S1P1 

und S1P3, VPC23019, die Induktion der HIF-1α-mRNA im Gegensatz zum S1P2-

Antagonisten JTE-013 inhibierte. Bedenkt man, dass murine Makrophagen nur S1P1 und 

S1P2 exprimieren,311,312 deutet dies auf einen S1P1 vermittelten Mechanismus durch das 

KMAZ hin. Um diese Vermutung, die bisher nur auf dem Einsatz der Inhibitoren beruht, zu 

verifizieren, müssten knockdown-Versuche für die S1P-Rezeptoren durchgeführt werden. 

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt jedoch nicht auf die S1P-Rezeptoren, sondern auf 

die Beteiligung von S1P als einer der löslichen Faktoren, die an der HIF-1α-Induktion 

beteiligt sind, gelegt. Dafür wurde KMAZ von Zellen hergestellt, die einen Knockdown der 

SK2 haben. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die SK2, nicht die SK1, in 

AZ das entscheidende Enzym für die S1P-Produktion ist und dass das freigesetzte S1P 

durch den Knockdown deutlich reduziert wurde.117 Das KMAZ-SK2kd mit der reduzierten S1P 

Konzentration konnte die HIF-1α-mRNA nicht mehr erhöhen. Srinivasin et al. haben 

beschrieben, dass in T-Zellen die mRNA einer verkürzten Isoform von HIF-1α durch S1P 

induziert wird, was eine Reduktion der T-Zell-Aktivierung zur Folge hatte.313 In 

Endothelzellen wiederum führte S1P zu einer Akkumulation des HIF-1α-Proteins und 

dadurch zur Aktivierung von HIF-1, was über eine Hemmung des Proteinabbaus erklärt 

wurde.314 Ader et al. wiederum konnten zeigen, dass die SK1-Aktivität zur 

Phosphorylierung und damit zur Inaktivierung von GSK-3 benötigt wird, was zur 

Stabilisierung des HIF-1α-Proteins unter Hypoxie beiträgt.315 Die in dieser Arbeit 

vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass durch die Reduktion der S1P Konzentration oder 

Blockierung des S1P-Rezeptors die HIF-1α-mRNA-Induktion durch KMAZ inhibiert 

wurde. Inwieweit die Proteinstabilität möglicherweise zusätzlich beeinflusst wird, wurde 

nicht weiter untersucht. Jedoch ist hervorzuheben, dass, selbst wenn der Abbau von 

HIF-1α durch DMOG vollständig gehemmt war, sich durch KMAZ noch eine Verstärkung 

des HIF-1α-Proteins ergab. Dies deutete darauf hin, dass KMAZ nicht den pVHL-

abhängigen Abbau über das 26S-Proteasom hemmt, sondern die Proteinsynthese durch 

erhöhte mRNA-Expression verstärkt. Daher wurde der Schwerpunkt der vorliegenden 

Arbeit auf die Aufklärung der Induktion der HIF-1α-mRNA durch KMAZ gelegt.  

Meine weiteren Ergebnisse zeigen, dass S1P an der Induktion der HIF-1α-mRNA nicht 

allein beteiligt ist. Während die Inhibition der S1P-vermittelten Signaltranslation die 

Erhöhung der HIF-1α-mRNA verhinderte, konnte weder der S1P1-Agonist SEW2871 noch 

S1P alleine eine Induktion der mRNA hervorrufen. Interessanterweise induzieren S1P und 

SEW2871 die HIF-1α-mRNA, wenn sie mit dem KMAZ-SK2kd koinkubiert wurden. In dem 
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Ansatz wurde die Reduktion der HIF-1α-mRNA, die im Vergleich zu KMAZ zu beobachten 

war, durch die Gabe von S1P und SEW2871 aufgehoben. Dies bestätigt, dass neben S1P 

noch weitere lösliche Faktoren im KMAZ enthalten sind, die synergistische Effekte auf die 

Regulation der HIF-1α-mRNA ausüben.  

Da bereits bekannt ist, dass die S1P-Rezeptoren auch ohne Anwesenheit von TGF-β die 

TGF-β-Rezeptoren aktivieren können272,273 wurde untersucht, ob dies in den Makrophagen 

nach Stimulation mit KMAZ der Fall ist. Tatsächlich kam es durch KMAZ zu einer Smad2 

Phosphorylierung. Weitere Versuche zeigten jedoch, dass dies nicht durch den S1P-

Rezeptor vermittelt wurde. Zusätzlich führte die Denaturierung des KMAZ sowohl zu einem 

Verlust der TGF-β-Rezeptor-Aktivierung als auch zu einer Inhibition der HIF-1α-mRNA-

Induktion durch das KMAZ. Dies zeigte, dass neben S1P ein Protein an der HIF-1α-mRNA-

Induktion beteiligt ist. Durch die Verwendung eines TGF-β neutralisierendem Antikörpers 

kam es sowohl zur Reduktion der TGF-β-Rezeptor-Aktivierung als auch der HIF-1α-

mRNA-Induktion durch das KMAZ. Es konnte bereits gezeigt werden, dass AZ TGF-β 

sezernieren115 und dass TGF-β bei der Tumorprogression pro-angiogenetisch und Tumor-

unterstützend wirken kann.218 Die TGF-β-induzierte Angiogenese wird in Endothelzellen 

mit der Induktion von uPAR in Verbindung gebracht.219 Weiterhin wurde gezeigt, dass 

TGF-β VEGF-C220 und die MMP9 induziert.221 Auch für murine Makrophagen konnte 

bestätigt werden, dass TGF-β sowohl an der VEGF- als auch MMP9-Induktion beteiligt 

ist.222 Diese pro-angiogentischen Faktoren sind HIF-1-Zielgene, so dass ein Teil der 

TGF-β-vermittelten Angiogense auf eine Aktivierung von HIF-1 zurück zuführen sein 

könnte. Außerdem wurde für humanen Lungenfibroblasten gezeigt, dass TGF-β zur 

Induktion des HIF-1α-Proteins und zur Aktivierung von HIF-1 führt. Mechanistisch wurde 

die HIF-1α-Akkumulation noch nicht weiter untersucht.226 Allerdings bestätigt sich bei 

meinen Ergebnissen, dass, genau wie S1P, die Administration von TGF-β allein nicht 

ausreicht, um die HIF-1α-mRNA zu erhöhen. Im Gegenzug sind aber sowohl TGF-β als 

auch S1P im KMAZ essentiell notwendig, um die mRNA zu induzieren. Wird nur einer der 

beiden Signalwege unterbunden, kommt es zu einer Inhibition der HIF-1α-mRNA-

Induktion. Diese Ergebnisse zeigen auch die Komplexität der durch KMAZ vermittelten 

Signale und legen nahe, dass neben S1P und TGF-β noch weitere Faktoren an der 

Induktion der HIF-1α-mRNA beteiligt sind.  
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5.2.3 NFAT induziert HIF-1α-mRNA 

Nachdem ein Teil der Mediatoren, welche die Induktion der HIF-1α-mRNA vermitteln, 

identifiziert wurden, stellte sich als nächstes die Frage, welche Transkriptionsfaktoren 

HIF-1α induzieren. Der bisher am besten beschriebene Transkriptionsfaktor, NF-κB, 

konnte aufgrund der durchgeführten Inhibitor-Versuche für die Aktivierung der HIF-1α 

Transkription in den Makrophagen durch KMAZ ausgeschlossen werden. Darüber hinaus 

konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Transaktivierung von NF-κB nach 

Kokultivierung von RAW264.7-Makrophagen und AZ inhibiert ist.316 Neben NF-κB sind 

noch STAT3 und NFAT als transkriptionelle Aktivatoren für die HIF-1α-mRNA 

bekannt.60,61,70,71 STAT3 induziert Src-Kinase-abhängig die HIF-1α-mRNA.70 In 

Mastzellen hingegen induziert NFAT nach Inkubation der Zellen mit Ionomycin und 

Substanz P, einem Mastzell-Aktivator, die HIF-1α-mRNA. Beide Reagenzien erhöhen die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration, wodurch es zu einer Aktivierung von Calcineurin und 

infolgedessen von NFAT kommt.71 In der hier vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass eine 

Inhibition von STAT3 zwar die Induktion der HIF-1α-mRNA durch das KMAZ verhindert, 

mittels EMSA Experimenten jedoch keine verstärkte Bindung von STAT3 an den HIF-1α-

Promotor gezeigt werden konnte. Möglicherweise ist STAT3 an der basalen Expression 

der HIF-1α-mRNA beteiligt oder es handelt sich um indirekte Effekte auf die Induktion der 

HIF-1α-mRNA, welche durch STAT3 vermittelt werden. Dieser Aspekt wurde in der 

vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht und bleibt somit noch zu beantworten. Im 

Gegensatz dazu zeigte NFAT eine deutliche Aktivierung durch das KMAZ im 

Reporterassay und ebenfalls eine verstärkte Bindung an den HIF-1α-Promotor im EMSA. 

Zusätzlich führte eine Überexpression von NFAT sowohl zu einer Steigerung der HIF-1α-

Promotoraktiviät als auch zu einer HIF-1-Aktivierung. Sowohl S1P als auch TGF-β 

können NFAT aktivieren. In isolierten glatten Muskelzellen aus Koronaraterien von 

Schweinen führte S1P zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration, wodurch 

Calcineurin und NFAT aktiviert wurden.317 TGF-β aktiviert die TGF-β-activated Kinase 1 

(TAK1), welche dann wiederum regulator of calcineurin 1 (RCAN1) phosphoryliert. 

Unphosphoryliert bindet RCAN1 an das aktive Zentrum von Calcineurin und inhibiert es. 

Nach der Phosphorylierung  löst sich RCAN1 von Calcineurin und folglich wird NFAT 

aktiviert.318 Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen allerdings, dass weder S1P noch 

TGF-β direkt auf NFAT wirken. Weder die Zugabe noch die Reduktion von S1P und 

TGF-β allein oder in Kombination beeinflusste die NFAT-Aktivität. Lediglich der TGF-β 

neutralisierende Antikörper reduzierte die Bindung von NFAT an den HIF-1α-Promotor 
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geringfügig. Diese geringe Hemmung ist jedoch nicht ausreichend, um die Reduktion der 

HIF-1α-mRNA nach der Inhibition des TGF-β Signalwegs vollständig zu erklären. In 

Abbildung 46 ist eine Zusammenfassung über die bisher gewonnenen Erkenntnisse 

bezüglich der HIF-1α-mRNA-Regulation in Makrophagen, die durch AZ polarisiert 

wurden, dargestellt.  

 

 
Abbildung 46: Regulation von HIF-1α in Makrophagen durch AZ  
AZ setzen S1P, TGF-β und weitere, bisher unbekannte Substanzen frei. S1P und TGF-β binden an ihre 
Rezeptoren und aktivieren diese. S1P und TGF-β sind an der HIF-1α-mRNA-Induktion beteiligt, jedoch sind 
die beteiligten Signalwege noch nicht geklärt. Weiterhin kommt es durch AZ zu einer Calcineurin-
abhängigen NFAT-Aktivierung und TGF-β beeinflusst zum Teil die Bindung von NFAT an den HIF-1α 
Promoter. NFAT induziert die HIF-1α-mRNA und das HIF-1α-Protein akkumuliert, da der Abbau die 
verstärkte Synthese nicht kompensieren kann. Nach Translokation in den Zellkern bindet HIF-1α an HIF-1β 
und p300/CBP und die HIF-1-Zielgene, wie z.B. VEGF, induziert.  
 

Da weder S1P noch TGF-β alleine die NFAT-Aktivität beeinflussen, verstärkt dies die 

Vermutung, dass weitere Faktoren von den AZ und/oder autokrine Mediatoren von den 

polarisierten Makrophagen sezerniert werden, die an der Induktion von HIF-1 beteiligt 

sind. Adenosin könnte von AZ sezerniert werden und in murine Makrophagen führt die 

Aktivierung des Adenosin-A2a-Rezeptors durch PKC- und PI3K-abhängige Mechanismen 
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zu einer Induktion der HIF-1α-mRNA.319 Weiterhin konnte unsere Arbeitsgruppe kürzlich 

zeigen, dass das KMAZ den Adenosin-A2a-Rezeptor in humanen Makrophagen in S1P/ 

HO-1-abhängiger Weise induziert.308 In Prostatakarzinomzellen wurde gezeigt, dass PGE2 

die HIF-1α-mRNA induziert,320 was nach Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe durch die 

Stimulation mit KMAZ aus RAW264.7-Makrophagen freigesetzt wird.305  

Die Signalwege, welche durch KMAZ in den Makrophagen aktiviert werden sind vielfältig. 

Ein Screening möglicher Signalwege zeigte, dass die Inhibitororen für JAK, p38, PKC und 

die Src-Kinase eine reduzierende Wirkung auf die KMAZ vermittelte HIF-1α-mRNA-

Induktion haben. Zusätzliche Versuche werden in der Zukunft folgen müssen, um weitere 

Mediatoren und die Interaktionen der unterschiedlichen Mechanismen zu identifizieren. 

5.2.4 Polarisierte Makrophagen steigern die Differenzierung von Stammzellen 

Klinische Studien bei Menschen zeigen, dass eine Korrelation zwischen einem hohen 

Makrophagen-Anteil und einer schlechten Prognose für die Krebspatienten zu finden ist. 

Mehrere in vivo Studien verdeutlichen die Rolle von TAMs für die Tumorentwicklung. Im 

PyMT-Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass in macrophage colony-stimulating factor 

(M-CSF)-/- Mäusen die Anzahl der eingewanderten Makrophagen im Tumorgewebe 

deutlich reduziert war. M-CSF ist ein Chemokin, welches zur Makrophagenrekrutierung 

ins Gewebe beiträgt. Zusätzlich war sowohl die Tumorangiogenese als auch die 

Tumorprogression und Metastatsierung der M-CFS-/- Mäuse verringert.135,321 Daher ist es 

interessant, dass für humane Monozyten gezeigt werden konnte, dass M-CFS VEGF, einen 

wichtigen pro-angiogenetischen Faktor, über eine Aktivierung von HIF-1 induziert.322 In 

humanen Urothelkarzinomen konnte mittels Immunhistologie gezeigt werden, dass die 

Karzinome, in denen es sowohl zu einer Erhöhung des HIF-1α und des COX-2-Proteins als 

auch der TAM- und Endothelzell-Anzahl im Gewebe kam, verstärkt invasiv waren.323 

Diese Studien verdeutlichen, wie wichtig die Aktivierung von HIF-1 in Tumoren und den 

Zellen des Tumorstromas, z.B. den TAMs, für die Tumorprogression ist. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in Makrophagen, die durch AZ 

polarisiert wurden, zu einer HIF-1-Aktivierung unter Normoxie kommt. Um zu 

veranschaulichen, ob die Aktivierung von HIF-1 zur Tumorentwicklung beitragen kann, 

wurde ein in vitro Versuchsansatz gewählt, der die pro-angiogenetische Wirkung der 

Makrophagen verdeutlicht. Hierfür wurden murine embryonale Stammzellen als EBs 

kultiviert und auf Schalen ausplattiert. Für Stammzellen wurde gezeigt, dass octamer 

binding transcription factor 4 (Oct-4) HIF-2-abhängig die Differenzierung von Stamm-
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zellen hemmt.324 Deshalb wurden Lumox Schalen für die EB Kultivierung gewählt. Im 

Gegensatz zu normalen Zellkulturschalen bildet sich in Lumox-Schalen, die einen Gas-

permeablen Boden haben, kein Sauerstoff-Gradient im Medium aus.325 Die ausplattierten 

EBs wurden mit den Überständen von KMAZ polarisierten Makrophagen inkubiert, um 

anschließend die Differenzierung in CD31+-Zellen zu untersuchen. CD31 ist ein in 

Endothelzellen exprimiertes Membranprotein und wird in vielen ähnlichen Anwendungen 

mit Stammzellen als Marker für Vaskulogenese und Angiogenese verwendet.271,326,327 

Meistens werden für Angiogenese-Assays 3-D-Modelle benutzt, in denen die EBs in eine 

Kollagen-Matrix eingebettet werden, um das Auswachsen der CD31+-Zellen ins Gel zu 

beobachten.326 Da jedoch das KMPM dazu führte, dass die Kollagen-Matrix sich wieder 

verflüssigt, wurde das modifizierte Modell mit ausplattierten EBs benuzt.327 Wie schon 

Jakobssen et al. konnte auch bei den hier durchgeführten Versuchen eine 

Autodifferenzierung der Zellen in CD31+-Zellen im vielschichtigen Körper des EBs 

beobachten werden.327 Im Monolayer-Rand der EBs wurden unter Kontrollbedingungen 

jedoch keine CD31+-Zellen gefunden. Nach Inkubation der EBs mit dem KMPM zeigte sich 

die Differenzierung  zu CD31+-Endothelzellen auch im Randbereich der EBs. Wurde 

KMPM von HIF-1α-/--Makrophagen verwendet, kam es wiederum zu keiner Differenzierung 

in CD31+-Zellen im Monolayer-Rand. Dies verdeutlicht, dass die Aktivierung von HIF-1 

in den durch AZ polarisierten Makrophagen funktionelle Konsequenzen im Bezug auf die 

Freisetzung von pro-angiogenetischen Faktoren, wie z.B. VEGF, auch unter Normoxie hat. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Mechanismus für die HIF-1-Aktivierung in 

TAMs vorgestellt. Da HIF-1 durch AZ bereits unter Normoxie aktiviert wird, können 

TAMs vermutlich bereits in normoxischen Tumorgewebe ihren pro-angiogenetischen 

Einfluss ausüben. Die gewonnen Ergebnisse tragen dazu bei, das Verständnis, wie 

regulatorische Makrophagen mechanistisch zur Tumorentwicklung beitragen, zu erweitern. 

5.3 Ausblick 

In vielen Tumoren kommt es zu einer HIF-1-abhängigen verbesserten Anpassung an die 

intratumorale Hypoxie sowie einer Resistenz gegen Strahlen- und Chemotherapie. 

Außerdem konnte auch für Zellen des Tumorstromas, insbesondere Makrophagen, eine 

verstärkte HIF-1α-Expression und eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression 

nachgewiesen werden.  
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Der in dieser Arbeit vorgestellte alternative HIF-1α-Proteinabbau in Tumorzellen über 

Calpain bietet möglicherweise einen neuen Ansatz, um bei Patienten mit VHL-Syndrom 

die HIF-1-vermittelte Chemoresistenz zu inhibieren. Hierfür könnte in einem pVHL-

defizienten System nach Aktivierung von Calpain die Sensitivität gegenüber 

Chemotherapeutika untersucht werden.  

Basierend auf dem analysierten Mechanismus der HIF-1-Induktion in Makrophagen unter 

Normoxie bietet die Analyse der Überstände, der durch AZ polarisierten Makrophagen, 

einen Ansatz, die Rolle der Makrophagen im Tumorgeschehen weiter zu charakterisieren. 

Hierbei wäre von besonderem Interesse, welche Faktoren von den polarisierten 

Makrophagen HIF-1-abhängig sezerniert werden und welche Effekte dadurch in den Zellen 

des Tumorstromas hervorgerufen werden. 
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