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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Es ist heute unbestritten, dass Hypoxie unmittelbaren Einfluss auf Invasion und
Metastasierung von Tumoren hat. Die molekularen Mechanismen, wie ein
Sauerstoffmangel im Tumorgewebe zu einem erhdhten Invasionspotential und
damit einhergehender Epithel-Mesenchym-Transition (EMT) fihrt, sind jedoch
nur in Ansatzen bekannt. Das Ziel dieser Studie war, Hypoxie-induzierbare
EMT-Regulatoren zu identifizieren und in vitro und in vivo zu charakterisieren.

Ich habe durch Zeitreihenversuche mit mehreren Zelllinien nachweisen kénnen,
dass die E-cadherin-Repressoren Slug und Snail durch CoCl, (Stabilisierung
von Hif-1a) oder Hypoxie (1 % Sauerstoff) vermehrt exprimiert werden. Im Slug-
Promoter habe ich eine moégliche Hif-1a-Bindungsstelle identifiziert, was einen
direkten Effekt nahe legt. Transiente und stabile Transfektion einer Hif-1a cDNA
fuhrte  ebenfalls zu einer erhéhten mMRNA  Expression dieser
Transkriptionsfaktoren. In 1 % Sauerstoff kam es zudem zu einer Verminderung
der E-cadherin Protein-Expression. Genauere Untersuchungen einer
Tumorzelllinie mittels RNA-Microarray zeigten Einflisse von Hypoxie auf
vielfaltige Signalwege, die die Tumorprogression fordern und eine Rolle bei der
Hypoxie-induzierten EMT spielen kdénnten. Im Nacktmausmodell konnte ich
zeigen, dass Slug mRNA in 6 (60%) und Snail mRNA in 8 (80%) von 10
Pimonidazol-positiven Tumorarealen vermehrt exprimiert wurde, im Vergleich
zu Pimonidazol-negativen Bereichen der gleichen Tumoren. Die E-cadherin
Immunreaktivitat war in 5 (83%) von 6 Pimonidazol-positiven Tumoren
reduziert. Die Untersuchung menschlicher Nierenzellkarzinome ergab eine
erhohte mRNA-Expression der E-cadherin-Repressoren Snail und Slug in
-hypoxischen* Gewebearealen.

Unsere Daten lassen auf einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen
Hypoxie und Hif-lalpha vermittelter Uberexpression von E-cadherin
hemmenden  Transkriptionsfaktoren  schlieen. Zudem scheint die
Uberexpression von Hif-1a zu einer Destabilisierung von E-cadherin-Protein zu
fuhren.
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2 EINLEITUNG

2.1 HYPOXIE

Sauerstoff wird von den Zellen vieler Organismen fir die Bereitstellung von
Energie in Form von ATP benétigt. Hypoxie ist eine Reduktion des
Normalgehalts an Sauerstoff im Gewebe (pO;, < 2,5 mmHg, [1]) und kommt vor
allem bei Gefal3erkrankungen, Lungenerkrankungen und Tumorerkrankungen
vor [2, 3]. Hypoxische Bereiche im Gewebe entstehen durch ein
Ungleichgewicht von Versorgung mit und Verbrauch von Sauerstoff. Abhéngig
von Schwere und Dauer der Hypoxie kann sie zu einer dauerhaften Schadigung
von Zellen fuhren [1]. Interessanterweise spielt Hypoxie aber auch eine wichtige
Rolle in der menschlichen Embryonalentwicklung. Hypoxie nimmt Einflul3 auf
den SchluB des Neuralrohrs und auf weitere  morphologische
Entwicklungsschritte, und vermittelt Apoptose wahrend der Entwicklung [4].
Viele Organismen haben Mechanismen entwickelt, um sich an Hypoxie
anzupassen. Diese Anpassung greift unter anderem in die Vaskularisierung und
in das Zellwachstum ein und wird Uber regulatorische Gene gesteuert. Zu
diesen zéhlen die Hypoxia Inducible Factors (Hifs), die eine zentrale Rolle in
der Zellantwort auf Hypoxie spielen.

2.1.1 Die Rolle von Hif-1

Es gibt drei Vertreter der Hif-Familie: Hif-1, Hif-2 und Hif-3. Da Hif-1 die grof3te
Rolle in der Zellantwort auf Hypoxie zu spielen scheint [5], wird in dieser Arbeit
ausschlie8lich auf dieses Molekul eingegangen. Hif-1 besteht aus einer
konstitutiv  exprimierten 3-Untereinheit und einer Sauerstoff-abhangig
regulierten a-Untereinheit (siehe Abb. 2.1). Hif-la (HIF1A, Acc. Nr.
NC_000014) ist auf dem humanen Chromosom 14q21-g24 lokalisiert, Hif-113
(ARNT, Acc. Nr. NC _000001) auf Chromosom 1g21. Herrschen normale
Sauerstoffbedingungen (Normoxie) wird Hif-1a durch die Hydroxylasen FIH
(factor inhibiting Hif) und PDH2 (prolyl hydroxylase domain protein) an einem
Asparagin- und zwei Prolin-Resten hydroxyliert. Durch Hydroxylierung des
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Asparagin-Restes wird Hif-1a inaktiviert, durch Hydroxylierung der Prolin-Reste
kann der von-Hippel-Lindau Faktor (VHL) an die a-Untereinheit binden, was zur
Ubiquitinylierung und zum Abbau von Hif-1a im Proteasom fuhrt. Bei geringen
Sauerstoffkonzentrationen (Hypoxie) wird Hif-1a nicht hydroxyliert, kann mit
Hif-13 dimerisieren, in den Nukleus translozieren und dort mit den Cofaktoren
p300/CBP die Transkription von Hif-1 Zielgenen aktivieren [6, 7]. Durch diesen
Mechanismus kann Hif-1 im Zusammenspiel mit den Hydroxylasen als
molekularer Sauerstoffsensor fungieren und die Antwort auf Sauerstoffmangel
Uber seine Zielgene steuern. Ein Mittel Hypoxie in vitro zu simulieren ist die
Behandlung von Zellen mit CoCl,. Diese Substanz fiihrt zur Stabilisierung von
Hif-1a und zu einer Hypoxieantwort unter normoxischen Bedingungen.

Die Zielgene von Hif-1 enthalten in ihrem Promotor sogenannte HREs (hypoxia
responsive elements). Ein HRE besteht aus einer Hif-1 Bindungs-
Konsensussequenz (HBS): BACGTSSK (B=G/C/T, S=G/C, K=G/T) [8, 9] und
einer Hilfssequenz, die als ,Hif-1 ancillary sequence® bezeichnet wird:
CAC(A/G)K und die maglicherweise eine Hif-13 Bindesequenz darstellt [10].

Proteasom
Degtabili-
serung | < ——Inaktivierung
l oDDD p3a0
b{HLH A[PAS | B N-TAD C-TAD | 826
F|,1I4=fl_“ Fro LI'-rZ-J .i.t-nIE:ZJB
HIF-1c g
HO WHL OH O
. QI\J
Sauverstoff- | HIF prolyl-hydroxylase PHD2 OZ
Sensoren HIF asparaginyl-hydroxylase  FIH
Abb. 2.1: Regulation der HIF Stabilitat und Aktivi  tat durch Sauerstoff-abhéngige

Hydroxylierung. Schematische Darstellung der Protei ndomanen von Hif-1 a: bHLH (basic
helix-loop-helix ), PAS (Per/Arnt/Sim), NTAD ( N-terminal transactivation domain ), CTAD
(C-terminal transactivation domain ) und ODDD (O,-dependent degradation domain ). Bei
niedriger Sauerstoffkonzentration kann Hif-1 o mit Hif-13 dimerisieren und aktiviert mit
seinen Coaktivatoren p300 und CBP ( CREB binding protein ) die Transkription seiner
Zielgene. Ist Sauerstoff vorhanden, wird Hif von FI  H (factor-inhibiting Hif ) an einem
Asparagin-Rest hydroxyliert, was zur Inaktivierung von Hif fihrt. Bei hohen
Sauerstoffkonzentrationen wird Hif zuséatzlich von P HD2 (prolyl hydroxylase domain
protein = EGLN1 ) an zwei Prolin-Resten hydroxyliert. Dadurch kann VHL an Hif binden,
Hif kann ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut werden. Modifiziert aus Pouyssegur
et al. [6]
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Zellen reagieren auf vielfaltige Weise auf eine hypoxische Umgebung. Eine der
bestuntersuchten zellbiologischen Antworten auf Hypoxie ist die Produktion von
Wachstumsfaktoren, die eine vermehrte Blutgefal3bildung induzieren [2]. Doch
hat Hif-1 weit vielfaltigere Zielgene; schon im Jahre 2003 waren uber 60
mutmalliche Hif-1 Zielgene bekannt. Dazu gehdrt der Angiogenese-Faktor Vegf
(vascular endothelial growth factor) und der Glucose Transporter Glutl, die
haufig in Expressionsstudien als Hypoxiemarker verwendet werden. Auch
Gene, die in den Bereichen Zelliberleben, Proliferation, Zellmotilitat,
Zytoskelettstruktur, Extrazellulare Matrix Metabolismus und in vielen anderen
Bereichen eine Rolle spielen, werden von Hif-1 reguliert [11-17].

2.1.2 Tumorhypoxie

Hypoxie ist ein weit verbreitetes Merkmal von lokal fortgeschrittenen soliden
Tumoren [1]. Hauptursachen fir Tumorhypoxie sind die schnelle Proliferation
der Tumorzellen, die mit einem erhdhten Sauerstoffbedarf einhergeht, und die
strukturell und funktionell abnormale Vaskularisierung und Mikrozirkulation, die
zu einer ungleichmafigen Verteilung von Sauerstoff im Tumor fuhren [2, 18].
Hypoxische Areale finden sich in einer Vielzahl bésartiger Tumoren, wie in
Mammakarzinomen, in Zervixkarzinomen, in Kopf- und Halstumoren, in
Prostata-, Pankreas-, Lungen- und Gehirntumoren, in rektalen Tumoren, in
Weichteilsarkomen, in malignen Melanomen und in Nierenzellkarzinomen [19-
26]. Es gibt immer mehr Hinweise, dal3 bis zu 60 % der lokal fortgeschrittenen
soliden Tumoren hypoxische oder anoxische Bereiche aufweisen [1].

Tumorhypoxie hat zwei Gesichter, einerseits kann sie zu verminderter
Proliferation und Zelltod fuhren. Auf der anderen Seite aber kénnen durch
Hypoxie ausgeldste Proteom- und/oder Genomanderungen die Tumor-
progression fordern. Dies geschieht durch Mechanismen, die den Zellen helfen
mit Nahrstoffmangel zurecht zu kommen, ihre Ursprungsumgebung zu
verlassen und unbegrenzt zu wachsen [24, 26]. Ergebnisse zahlreicher Studien
legen eine Bedeutung von Hypoxie und dem Hif-System in der Vermittlung von
Wachstumsvorteilen fur Tumorzellen und der Tumorprogression nahe [2, 27-
30]. Wahrscheinlich spielen drei Mechanismen bei der Hypoxie-induzierten
Tumorprogression eine Rolle: Veréanderungen der Genexpression, Klon-
Selektionierung und Veradnderungen des Genoms, ausgeldst durch gestoérte
DNA-Reperatur und erhéhte Mutagenese [11, 20, 31-35].
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Eine besondere Bedeutung kommt Hypoxie auch bei der Tumorbehandlung zu.
Tumorhypoxie geht mit einer Resistenz gegen Strahlentherapie einher und
scheint auch die Effizienz von bestimmten Formen der Chemotherapie, von
photodynamischer Therapie und Immuntherapien negativ zu beeinflussen [19,
20, 24, 26].

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dal? Tumorhypoxie ein unab-
hangiger nachteiliger Prognosefaktor ist und mit einem erhdohten Fern-
metastase-Risiko verbunden ist [36-40]. Experimentelle Studien ergaben, dafl3
Sauerstoffmangel zu einem erhohten Invasions- und Metastasierungspotential
von Tumorzellen fahrt [2, 18]. Generell spielt bei der Tumorinvasion die
sogenannte Epithel-Mesenchym-Transition eine grof3e Rolle, auf die im
Folgenden néher eingegangen wird.

2.2 EPITHEL-MESENCHYM-TRANSITION

Mesenchymale Zellen sind eine grof3artige “Erfindung“ des Reichs der Metazoa,
deren Entstehung die Formung eines Embryos durch Gastrulation ermdglicht.
Epitheliale Zellen kdnnen sich in mesenchymale Zellen durch einen als Epithel-
Mesenchym-Transition (EMT) bezeichneten Prozess umwandeln. Dabei mul3
diese Umwandlung keineswegs vollstandig sein; es reicht wenn eine Zelle viele
ihrer epithelialen Eigenschaften verliert, zum Beispiel Zellpolaritat, und dafur
Eigenschaften, die typisch fir mesenchymale Zellen sind erhalt, zum Beispiel
Motilitat. EMT mul3 also keine komplette Umwandlung des Zelltyps bedeuten
[41]. In Tab. 2.1 sind Gene dargestellt, deren Expression typisch fur Epithel-
bzw. Mesenchymzellen sind (aus Thiery et al. [41]).

Tab. 2.1: Gene, deren Expression typisch fir Epith el- (Epitheliale Marker) bzw.
Mesenchymzellen (Mesenchymale Marker) ist.

Epitheliale Marker Mesenchymale Marker
E-cadherin Fibronektin
Claudine Vitronektin
Occludine FSP1
Desmoplakin Vimentin
Cytokeratin 8/9/18 Smooth-muscle Aktin
Mucin-1 FGFR2 lib/llic

FSP1 = Fibroblasten spezifisches Protein 1; FGFR2 = fibroblast-growth-factor receptor 2

10
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Wahrend der normalen Embryonalentwicklung spielt EMT eine Schlisselrolle
bei Gastrulationsbewegungen und der Entstehung der Neuralrinne [42]. Die
Zellen konnen sich vom epithelialen Gewebe, aus dem sie stammen losen,
ohne Apoptose oder Anoikis zu unterlaufen. Stattdessen befahigt EMT die
Zellen zur Invasion und dazu durch die extrazellulare Matrix zu wandern [43].
Ohne EMT konnte die Embryonalentwicklung nicht Gber das Blastula-Stadium
hinaus voranschreiten [41, 44-46]. Wahrend der Gastrulation wandern die
primaren Mesenchymzellen vom Primitivstreifen weg, um sich in mesodermale
und endodermale Epithelien zu differenzieren und die drei Keimblatter
(Endoderm, Mesoderm, Ektoderm) zu bilden [42, 43]. EMT ist ein essenzieller
Prozess in der Embryonalentwicklung und ist dort ein prazise regulierter Ablauf.

Im Tumor jedoch fuhrt EMT zur Progression, bei der sich Zellen vom
Primé&rtumor I6sen und in andere Bereiche abwandern [37, 47-50] (siehe Abb.
2.2). Lokale Invasion kann als “Initialzindung” fur die Bosartigkeit von
Karzinomen angesehen werden, die zur Bildung von im Allgemeinen fatalen
Fernmetastasen fuhrt [37].

@' Epithelzelle @Mesenchymale Tumorzelle

= .
@ Tumorzelle Tumorzelle unter transientel

MET
&7 Fbroblast f&xlmmunzelle
Abb. 2.2: Epithel-Mesenchym-Transition (EMT) im Tu mor. Tumorzellen (blau)

durchlaufen eine EMT und nehmen Eigenschaften einer mesenchymalen Zelle (violett)
an. Sie konnen invadieren und durch die extrazellul  &re Matrix wandern. Dadurch und
durch Einwandern in BlutgefaRe, Extravasion und ern euter Ansiedlung in entferntem
Gewebe kommt es zur Bildung von Metastasen. Modifiz  iert aus Peinado et al. [37]
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Epitheliales Gewebe besteht aus Zelllagen, die eng miteinander durch Zell-
Zelladhasion, wie zum Beispiel ,adherens junctions®, ,tight junctions oder
Desmosomen verbunden sind und die eine apikal-basale Zellpolaritat
aufweisen [42]. EMT fordert Tumorzellmigration und -invasion, und dabei muf3
der Migration der Verlust von zellularer Organisation vorausgehen.

Zellmigration vom Primartumor und Invasion in umliegendes Bindegewebe sind
Schritte, die zur Metastasierung von Karzinomen fuhren. Es gibt immer mehr
Hinweise darauf, dal} Hypoxie bei der Initiation dieser Ereignisse eine Rolle
spielt. Vorraussetzungen fur Invasion sind die proteolytische Modifikation der
extrazellularen Matrix (ECM), die Induktion von Migration und ein Verlust der
Zell-Zell-Adhasion (siehe Abb. 2.3) [6]. Proteolyse der ECM wird unter anderem
durch die Hif-regulierten Gene Cathepsin D, uPAR (urokinase plasminogen
activator receptor) und MMP2 (Matrix-Metalloproteinase 2) vermittelt. PGI/AMF
(phosphoglucose isomerase/autocrine motility factor), TGF-a (transforming
growth factor a) und c-Met (mesenchymal-epithelial transition factor)
induzieren Migration und sind ebenfalls Zielgene von Hif [11, 51, 52]. Das
gleiche gilt fur die Gene Keratin 14, 18 und 19 und Vimentin, die bei der
Adhasion eine Rolle spielen. Eines der Schlisselereignisse wahrend der EMT
ist der funktionelle Verlust des Zelladhasionsmolekils E-cadherin, welchem
Eigenschaften als Invasionssuppressor wahrend der Tumorprogression
zugeschrieben werden [53]. Die transkriptionelle Repression wird als besonders
wichtiger Mechanismus der dynamischen Stilllegung des E-cadherin Gens
wahrend der Tumorprogression angesehen [37]. Der Verlust von E-cadherin
wurde ebenfalls in zahlreichen Studien mit Hypoxie in Verbindung gebracht [48,
54-56]. Pouysségur et al. schlagen als ,missing link" zwischen E-cadherin-
Verlust und Hypoxie die Hochregulation von LOX (lysyl oxidase) durch Hif, mit
anschlieBender Stabilisierung des Transkriptionsfaktors und EMT-Regulators
Snail und damit Repression der E-cadherin-Expression vor [6] (siehe Abb. 2.3).
Dabei sind aber nur einzelne Schritte dieser Kaskade unabhangig voneinander
gezeigt worden. Und zwar die Induktion von LOX durch Hif [57, 58], die
Aktivierung von Snail durch LOX [59] und die Repression von E-cadherin durch
Snail [48].

Kirzlich wurde auch eine direkte Regulation des EMT-Regulators und E-
cadherin-Repressors Twist durch Hif-1 gezeigt, was ein erneutes Indiz fir die
Regulation von EMT durch Hypoxie wahrend der Tumorprogression ist [60].
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| Normales Epithel

Basalmembran

Extrazeliulare Matrix

Proteolyse  Migration

,\f];‘ : ;-»;"ﬁ ﬁ..-"’\ .1.'.\ A

E QHWO‘:@&:'HK
- s LOX Induktion

anaﬂﬁxxtiviertang
E-cadherin
E-cadherin-Verlust Repression
Invasion
Abb. 2.3: Modell des Hypoxie-induzierten E-cadheri  n-Verlustes. Hypoxie fuhrt zur

Stabilisierung von Hif. Hif reguliert die Transkrip tion von Genen, die an der Proteolyse
der extrazellularen Matrix, an der Zellmigration un  d an der Adhéasion beteiligt sind. Laut
diesem Modell fuhrt Hypoxie Uber eine LOX-Induktion und Snail-Aktivierung zur E-
cadherin Repression und damit zur Invasion. Modifiz iert aus Pouysségur et al [6].

2.3 E-cadherin

Das E-cadherin Gen CDH1 (RefSeq Accession NM_004360) liegt auf dem
humanen Chromosom 16g22.1 [61]. E-cadherin, ein 120 kDa Transmembran-
Glykoprotein, gehért zur Familie der klassischen Cadherine [62, 63]. Mitglieder
dieser Familie bilden Calcium-abhangig homophile Dimere und sind an der
selektiven Zell-Zelladhasion beteiligt [64]. E-cadherin, ein wichtiges
interzellulares Adhéasionsmolekil [65] wird fur die Aufrechterhaltung von
stabilen Zell-Zell-Kontakten und einer epithelialen Zellpolaritat bendtigt [66, 67].
E-cadherin besteht aus einer extrazellularen Domane, die die Dimerisierung
vermittelt und einer intrazellularen Doméne, die mit verschiedenen Catenin-
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Proteinen den cytoplasmatischen Zelladhdsions-Komplex bildet. Dieser
Komplex ist Gber a-catenin mit dem Aktin Zytoskelett verbunden, was die Starke
der Zell-Zelladh&sion erhoht [68]. Die von den Cadherinen gebildeten
Strukturen, ,adherens junctions* und Desmosomen, definieren die
physiologische Funktion einer Zelle, das heildt sie bestimmen ob und in welcher
Form eine Zelle in funktionelle Strukturen, wie das Epithel eines Organs oder
das Stroma, integriert ist [68].

Wie bereits erwéhnt, spielt der Verlust von E-cadherin eine Schlusselrolle in der
Embryonalentwicklung. Bestimmte Prozesse erfordern eine EMT, zum Beispiel
wahrend der Gastrulation oder der Bildung des Neuralrohrs, wenn Zellen ihre
epithelialen Merkmale verlieren, sich aus ihrem Zellverband l6sen und motil
werden [69].

Aber auch in der Tumorprogression spielt der Verlust von E-cadherin eine
wichtige Rolle. E-cadherin wird in diesem Zusammenhang als Invasions-
Suppressor angesehen [37]. In den meisten Tumoren epithelialen Ursprungs
tritt ein E-cadherin-Verlust begleitet von einer Tumorprogression auf [68].
Aufgrund von deskriptiven und funktionellen Daten wird der E-cadherin-Verlust
als eine Vorraussetzung flr Tumorinvasion und Metastasierung angesehen
[53]. Mehrere Gruppen konnten unabhéngig voneinander zeigen, dal3 eine
Wiederherstellung der E-cadherin-Funktion in Tumorzelllinien die Umwandlung
eines invasiven, mesenchymalen in einen nicht-invasiven, epithelialen
Phanotyp bewirkt [53, 70]. In vielen Karzinomen, zum Beispiel in Mamma-,
Endometrium-, Zervix- oder Magenkarzinomen, korreliert eine verminderte
E-cadherin-Expression mit einer geringen histologischen Differenzierung, einem
erhohten Invasions- und Metastaserisiko, mit Rickféllen und einer schlechten
Prognose [71-75].

Es gibt verschiedene Mechanismen, die zu einem funktionellen Verlust von
E-cadherin wahrend der Tumorprogression fihren. Das sind vor allem
Mutationen [76], Anderungen des Kondensationsgrades der DNA [77],
Promoter Hypermethylierung [78, 79], posttranslationelle Spaltung [80] oder
Modifikation [81] und direkte Repression der Transkription [82-85].

Der Promoter des humanen E-cadherin Gens enthélt mehrere regulatorische
Elemente, unter anderem eine CCAAT-Box, eine GC-reiche Region, einen
Enhancer im ersten Intron [86-89] und ein palindromisches Element (E-pal)
[86, 87] [89-91] (siehe Abb. 2.4). Die Repression der E-cadherin-Transkription
wird Uber das E-pal-Element im E-cadherin-Promoter, das die E-Box enthélt,
vermittelt. Es sorgt fir eine so starke Transkriptionsrepression, dafld sogar die
Effekte aktivierender Faktoren, die auf den proximalen Promoter wirken,
Uberkompensiert werden konnen [92]. Die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren
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Snail und Slug binden an das E-pal-Element im E-cadherin-Promoter, was zur
Repression der E-cadherin Transkription fuhrt [84, 93].

79 -65 -5

+1
—

——| CAGCT —— CAGT |—

- 0 -29 +21
Abb. 2.4: Der Promoter des humanen E-cadherin Gens mit mutmalflichen
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren und mit dem Transkriptionsstart (Position

+1). Gezeigt sind das E-pal-Element, die CCAAT-Box, eine SP-1 Konsensussequenz und
zwei SIP1 Bindungsstellen (CACCT). Die Nukleotidseq uenz der 5’ Region des E-cadherin
Gens findet sich in der GenBank Datenbank (Accessio  n L34545).

2.4 Die Snail-Familie der Transkriptionsfaktoren

Bei der Tumorprogression scheint die transkriptionelle Repression von
E-cadherin eine entscheidende Rolle zu spielen. Zu E-cadherin hemmenden
Transkriptionsfaktoren zahlen neben der ZEB-Familie (Zinc finger E-box binding
factor) und den bHLH (basic helix-loop-helix)-Familien auch Mitglieder der
Snail-Familie [37]. Die Snail Transkriptionsfaktoren spielen eine entscheidende
Rolle in der Embryonalentwicklung als EMT-Induktoren [82, 94]. Eine zentrale
Rolle der Snail-Familie in der Mesodermbildung wurde in zahlreichen Spezies
gezeigt. lhre Expression in der Entwicklung ist mit der Bildung der Neuralrinne
assoziiert [94-96].

Zur Snail-Familie gehéren die Zink-Finger Transkriptionsfaktoren Snail (SNAI1)
und Slug (SNAI2) [97] (siehe Abb. 2.5). Die im Protein enthaltenen Zink-Finger
befinden sich am C-Terminus und gehdren zum C2H2-Typ (zwei konservierte
Cystein- und Histidin-Reste binden koordinativ das Zink-lon). Die Zink-Finger
Elemente ermdglichen die Sequenz-spezifische DNA-Bindung an E-Box
Elemente. Die E-cadherin Repression wird von der SNAG (SNAIL/Gfi-1=growth
factor independent)) Doméane vermittelt (siehe Abb. 2.5) [98]. Die Zentralregion
des Gens codiert fur eine Serin-Prolin-reiche Doméne, die zwischen den
verschiedenen  Mitgliedern der  Snail-Familie variiert. Die  Snail-
Transkriptionsfaktoren hemmen die Transkription von E-cadherin indem sie an
E-box Elemente (CANNTG, [84, 85, 99]) in der 5 Proximalsequenz des E-
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cadherin-Promoters binden. Durch diese Funktion und durch Regulation ihrer
anderen Zielgene kénnen sie eine vollstandige EMT auslésen und damit zum
Erwerb von invasiven und onkogenen Eigenschaften fuhren [84, 85, 98, 100].

Zerstorung-Box

o [W——8--00—

L | — | |

NAG SPreiche NE,,S Zink-Hnger

i

2 | - U
. )
UG
Domane

Abb. 2.5: Die Hauptkomponenten der Proteine Snalil (SNAI1) und Slug (SNAI2). Die
SNAG-Domane ist fiir die Repression des E-cadherin-G  ens verantwortlich. Snail enthalt
eine ,Zerstérungsbox“ und ein nukledres Exportsigna | (NES Domane), die beide die
posttranslationale Regulation von Snail ermdglichen . Slug hat eine Slug-Doméne, deren

Funktion noch unbekannt ist. Snail besitzt vier, Sl ug funf Zink-Finger-Elemente, die der
Sequenz-spezifischen DNA-Bindung dienen.

Snail

Die Charakterisierung von Snail als Transkriptionsrepressor von E-cadherin und
EMT-Regulator im Jahre 2000 war ein wichtiger Schritt zum besseren
Verstandnis der molekularen Mechanismen der Tumorinvasion [84, 85]. Snail
wurde erstmals in Drosophila melanogaster als Regulator der Mesodermbildung
beschrieben [101]. Nach und nach wurden dann auch Snail Homologe in
anderen Spezies gefunden, unter anderem in der Maus und im Menschen.

Das humane Snail Gen (SNAI1, RefSeq Acc. NM_005985) wurde 1999 von
Twigg and Wilkie isoliert und analysiert [102]. Das Gen uberspannt ungefahr
6,4 kb, besteht aus 3 Exons und weist eine CpG Insel oberhalb der
Codierungssequenz auf. Die Lokalisierung des Snail Gens wurde auf dem
humanen Chromosom 20q13.1 bestimmit.

Twigg and Wilkie [102] haben ein einzelnes Transkript von 1,8 kb (GenBank
Accession NM_005985) in mehreren humanen fetalen Geweben gefunden, mit
der hochsten Expression in der Niere, aber auch in einigen adulten Geweben
vor allem in der Lunge und in der Plazenta. Der offene Leserahmen des Snail
Gens codiert ein Protein von 264 Aminosauren, das aus vier Zink-Finger
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Motiven besteht und ein Molekulargewicht von ungefahr 29,08 kDa hat (Swiss-
Prot).

Peinado et al. [98] haben ein Modell fur die Snail Repression der E-cadherin
Transkription aufgestellt, das die Bildung eines Komplexes mit dem Co-
Repressor SIN3A und den Histon Deacetylasen 1 und 2 (HDAC1 und 2)
beinhaltet. Diese Interaktion scheint von der SNAG Doméne von Snail abhangig
zu sein, was darauf hindeutet, daf3 Snail die Repression durch Rekrutierung von
Chromatin-Modifikatoren vermittelt. Diese Tatsache legt eine dynamische
Verbindung zwischen Transkriptions-Hemmung und epigenetischem ,Gene
silencing” von E-cadherin wahrend Tumorprogression und EMT nahe [37, 98].

Die Zentralregion des Snail-Proteins enthalt ein nukleares Exportsignal
(NES) [103] und eine ,destruction box“ Doméne [104] (siehe Abb. 2.5). Diese
Proteindoméanen spielen bei der posttranskriptionellen Regulation von Snalil
eine Rolle [37]. Phosphorylierung der Domanen durch GSK3[ (glycogen
synthase kinase 3R) fuhrt zum Export ins Cytoplasma und zum Ubiquitin-
vermittelten Abbau im Proteasom [104, 105]. Die subzellulare Lokalisation von
Snail kann durch Phosphorylierung durch PAK1 (p21l-activated kinase) reguliert
werden [103, 106]. In Zebrafisch Embryonen wird die nukle&re Lokalisation
aul3erdem durch die Expression des Zinktransporters LIV1 (locus of insensitivity
to victorinl gene) kontrolliert [107]. Zusatzlich zur Phosphorylierung kénnen
andere Wechselwirkungen die Stabilitat von Snail beeinflussen. Zum Beispiel
fuhrt die Interaktion mit LOXL2 und 3 (lysyl-oxidase like 2 und 3) zur Repression
der E-cadherin Expression und zu EMT [59].

Die Rolle von Snail als EMT-Regulator beruht neben der Transkriptions-
Repression von E-cadherin auch auf der Hemmung der Expression von
anderen epithelialen Markern wie Occludin und von Claudinen, die Tight
Junction Komponenten sind [108, 109]. Zusatzlich bewirkt Transfektion von
Zellen mit Snail die Herunterregulierung von anderen epithelialen Markern wie
Desmoplakin [84], MUC-1 (Muzinl) und Cytokeratin-18 [110]. Dadurch verlieren
Epithelzellen ihre Merkmale wie Zellpolaritat und Zelladh&asion. Die Expression
von mesenchymalen Markern wie Vimentin und Fibronektin hingegen wird
induziert [84]. Peiro et al. haben aul3erdem gezeigt, dass Snail an seinen
eigenen Promoter binden und damit seine eigene Expression hemmen kann
[111]. Snail und Slug zeigen neben ihrer Rolle als EMT-Regulatoren auch anti-
apoptotische Aktivitat [112-115]. Eine Ubersicht der Zielgene von Snail bietet
Tab. 2.2.

In den letzten Jahren wurde Snail eine Rolle als EMT-induzierender Faktor in
der Progression von humanen Tumoren zugeschrieben. Beim Menschen wurde
eine Snail mRNA-Expression in Biopsien und Resektaten von Patienten mit
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Mammakarzinomen [94], Magenkarzinomen [116], Leberkarzinomen [117],
oralen Plattenepithelkarzinomen [118], Ovarialkarzinomen [119] und in
Melanom-Zelllinien [120] gefunden.

Slug

Slug ist ein weiterer Vertreter der Snail-Familie von Transkriptionsfaktoren. Slug
wurde 1994 im Huhn als wichtiger Regulator der Mesoderm-Bildung und
Neuralrinnen-Migration, zwei auf EMT basierenden Entwicklungsprozessen,
entdeckt [121, 122]. Das humane Slug Gen (SNAI2, RefSeq Acc. NM_003068)
wurde von Cohen et al. 1998 isoliert und charakterisiert [123] . Slug besteht aus
drei Exons, Uberspannt ca. 4 kb und ist auf Chromosom 8qg11 lokalisiert. Cohen
et al. beschreiben ein einzelnes Transkript von 2,2 kb Lange, das in der
Plazenta, im Herzen, im Pankreas, in der Leber, in der Niere und im
Skelettmuskel exprimiert wird. Das Slug Protein besteht aus 268 Aminoséuren
und sein Molekulargewicht betrdgt 29989 Dalton [123]. Slug besitzt flnf
Zinkfingerdomanen fir die Sequenz-spezifische DNA-Bindung und eine Slug-
Domane, deren Funktion noch unbekannt ist (siehe Abb. 2.5) [37].

Auch Uber die posttranslationelle Regulation von Slug ist wenig bekannt. Die
Arbeitsgruppe um Vernon hat kirzlich beschrieben, dass in Xenopus Ppa
(partner of paired) bei der Stabilitdtt und dem Abbau von Slug eine Rolle
spielt [124].

Ebenso wie Snail hat Slug neben E-cadherin noch weitere Zielgene. Darunter
befinden sich die epithelialen Marker Occludin, Claudinl und Cytokeratin 18
und 19 [125-128]. Auch Slug kann an seinen eigenen Promoter binden, im
Gegensatz zu Snail induziert aber Slug die Transkription seines eigenen
Gens [37]. Wie bereits erwdhnt kann Slug neben seiner Rolle als EMT-
Regulator auch als anti-apoptotischer Faktor agieren [112-115]. Tab. 2.2 zeigt
eine Ubersicht Uiber die Zielgene von Slug.

Auch Slug scheint eine Rolle in der Progression von humanen Tumoren zu
spielen. In Mamma- und Ovarialkarzinomen wurde eine Slug-Expression mit
einem schlechten klinischen Verlauf assoziiert [129, 130]. Come et al. konnten
eine Assoziation von Slug-Uberexpression und Lymphknoten-Metastasen in
Mammakarzinomen zeigen [131]. Die Expression von Slug in kolorektalen
Tumoren stellt einen unabhangigen Faktor fir eine schlechte Prognose dar
[132]. Castro Alves et al. beschreiben die Assoziation von Slug-Uberexpression
und E-cadherin  Herrunterregulierung in diffusen und intestinalen
Magenkarzinomen und deren Korrelation mit dem Auftreten von
Fernmetastasen [133]. Auch in Oesophagus-Plattenepithelkarzinomen [134]
und in primaren Lungen-Adenokarzinomen [135, 136] ist eine Slug-Expression
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mit einem schlechten klinischen Verlauf verbunden. Méglicherweise tragt eine
Slug-Expression auch zur Bosartigkeit von Melanomen bei [137].

Tab. 2.2:  Zielgene von Snail und Slug

Zielgene von Snail Zielgene von Slug
Repression Induktion Repression Induktion
E-cadherin Vimentin E-cadherin Slug
Occludin Fibronektin Occludin
Claudine Claudin 1
Desmoplakin Cytokeratin 18/19
Cytokeratin 17/18
MUC-1
Snalil

2.5 NIERENZELLKARZINOM

Funf Prozent aller epithelialen Tumoren sind Nierenzellkarzinome (renal cell
carcinoma, RCC). Im Jahr 2007 gab es in den USA 38.000 neu diagnostizierte
Falle der Krankheit [138, 139]. Die Mehrheit der Nierenzellkarzinome (96 %)
sind sporadisch, lediglich 4 % sind hereditar. 75 % der Nierenzellkarzinome
sind vom klarzelligen Typ, 15 % sind papillare, 5 % chromophobe und 5 %
unterschiedliche Formen von Tumoren, unter anderem Onkozytome [140, 141].
Klarzellige Nierenzellkarzinome sind zu einem hohen Prozentsatz (ca. 70 %)
von einem funktionellen Verlust des von Hippel-Lindau Gens (VHL)
gekennzeichnet (vergleiche Abb. 2.1). Dabei sind die Ursachen des VHL-
Verlusts je nach Studie in 40 - 60 % der Nierenzellkarzinome Mutationen, in 10
- 20 % epigenetische Veranderungen [142]. Der VHL-Verlust resultiert in einer
konstitutiv aktivierten Hypoxie-Antwort, die durch die Stabilisierung der a-
Untereinheiten von Hif-1 und 2 ausgeldst wird [143]. Obwohl wahrscheinlich die
Hif-Deregulation allein nicht ausreicht um Tumoren zu erzeugen [144], spielt Hif
bei der Entstehung von RCCs eine wichtige Rolle [145].

Das fortgeschrittene Nierenzellkarzinom ist fast immer resistent gegenuber
konventioneller Chemo- und Strahlentherapie und in den meisten Fallen
unheilbar [139, 146]. Oft wird eine Nephrektomie vorgenommen, auch wenn
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schon Metastasen bestehen, weil sie trotzdem noch einen Einflu3 aufs
Uberleben zu haben scheint [139] und die einzige Mdglichkeit einer , Therapie*
darstellt.

Es gibt einige neue Anséatze von Therapien, wie zum Beispiel einen VEGF-
Antikorper (Bevacizumab, Avastin®, Genentech Inc.), der in einer Phase I
Studie zwar ein langeres Progressions-freies Uberleben und ein hoheres
objektives Tumoransprechen zeigte als das Placebo, jedoch keine signifikante
Uberlebenssteigerung mit sich brachte [139]. Desweiteren haben sich
Multikinase-Inhibitoren als vielversprechende Substanzen zur Therapie von
Nierenzellkarzinomen herauskristallisiert, hier vor allem Sunitinib (Sutent®,
Pfizer Inc.) [139]. Sunitinib blockiert die Aktivitdt von VEGFR-2 (vascular
endothelial growth factor receptor 2), PDGFR-3 (platelet derived growth factor
receptor 3), Src (sarcoma virus transforming gene), ABL (Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog), sowie von IGFR-1 (insuline like growth
factor receptor 1) und FGFR-1 (fibroblast growth factor receptor 1)
Tyrosinkinasen [147]. In einer Phase Il Studie wurde Sunitinib mit IFN-a
(Interferon a), einem Immuntherapeutikum das bei der Therapie von
Nierenzellkarzinomen bescheidene aber gute Ergebnisse bringt, verglichen.
Dort zeigte sich unter Sunitinib eine erhdhte objektive Ansprechrate, ein
langeres Progressions-freies Uberleben und eine verbesserte Lebensqualitat im
Vergleich zur IFN-a-Therapie [148]. Aber trotz dieser positiven Effekte der
Multikinase-Inhibitoren kann der Krankheitsverlauf nicht aufgehalten werden
[139]. Da es also noch keine befriedigende Therapie gibt und da
Nierenzellkarzinome ein gutes Modellsystem flr Tumorhypoxie im Allgemeinen
darstellen, lohnt es sich die Mechanismen der Tumorprogression in diesen
Tumoren weiter zu ergrinden.
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2.6 ZIEL DER ARBEIT

Tumorhypoxie ist ein weitverbreitetes Phanomen und hat unmittelbaren Einfluf3
auf Invasion und Metastasierung. Die molekularen Mechanismen mit denen
Sauerstoffmangel im Tumorgewebe zu einem erhdhten Invasionspotential fuhrt,
sind erst in Ansatzen bekannt. Ein erhdhtes Invasionspotential von Zellen ist
typischerweise mit einer Epithel-Mesenchym-Transition verbunden. Mittlerweile
gibt es deutliche Hinweise, dal3 ein Zusammenhang zwischen Hypoxie und der
direkten Induktion von E-cadherin-hemmenden Transkriptionsfaktoren besteht.
Die genauen Zusammenhange sind jedoch noch immer ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, erstmalig umfangreich den Zusammenhang
zwischen Hypoxie und Epithel-Mesenchym-Transition in vitro und in vivo zu
untersuchen.

Die Arbeitshypothese dieser Studie ist in Abb. 2.6 dargestellt. Danach fiuhrt
intratumorale Hypoxie und die damit verbundene erhdhte Hif-1-Aktivitat zu einer
Uberexpression der EMT-Regulatoren Snail und/oder Slug. Dadurch kommt es
zu einer Inaktivierung von E-cadherin und dadurch schlief3lich zur Invasion von
Tumorzellen und zur Metastasierung.

Intratumorale Hypoxie
Vermehrte Hif-1 Aktivitat
Uberexpression von EMT-Regulatoren (Snail, Slug)

E-cadherin-Inaktivierung

Invasion/Metastasierung

Abb. 2.6: Arbeitshypothese dieser Studie.
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Folgende spezifische Ziele wurden fur diese Arbeit definiert:

1. Untersuchung der Hypoxie-Induzierbarkeit der Expression von Snail und

2.

Slug und des Einflusses auf die E-cadherin Expression in Zellkultur-
modellen verschiedener Tumorarten. Untersuchung der Auswirkungen
von

a) Behandlung der Zellen mit CoCl,.
b) Inkubation der Zellenin 1 % O..

c) Transfektion der Zellen mit einem Expressionsvektor fir stabilisiertes
Hif-1a.

Aufbau und Verwendung eines Tiermodells. Untersuchung der
Expression der EMT-Regulatoren, von E-cadherin und von Vimentin in
hypoxischen im Vergleich zu normoxischen Bereichen experimenteller
Tumore.

Untersuchung der Expression der EMT-Regulatoren, von E-cadherin und
von Vimentin in klarzelligen Nierenkarzinomen. Vergleich von VHL-
negativen (— Hif-1a stabilisiert) und VHL-positiven Tumoren.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PUFFER UND LOSUNGEN

Die folgende Liste zeigt gebrauchliche Puffer und Losungen, die im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurden. Spezielle Puffer finden sich am Ende des
jeweiligen Abschnitts. Eine Liste der Adressen der Hersteller der verwendeten
Produkte findet sich in Abschnitt 3.12.

Zitratpuffer

10 mM Zitronensaure-Monohydrat (#1.00244.1000, Merck KGaA)
Aqua dest.

pH = 6,0 (NaOH)

PBS

137 mM NaCl (#1.06404.5000, Merck KGaA)

8,2 mM NayHPO,4 x 2H,0 (#1.06580.1000, Merck KGaA)
1,8 mM KH,PO, (#1.04873.1000, Merck KGaA)
pH=7,4

Eine 20 x Losung wurde hergestellt, autoklaviert und bei Raumtemperatur
gelagert.

TE Puffer

10 mM Tris (#75825, USB Corporation)
1 mM EDTA (#34103, Merck KGaA)
pH 8
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SDS-Polyacrylamide Gel

Trenngel (10%, 10ml)

4,88 ml Aqua dest.

2,5ml 1M Tris (#75825, USB Corporation) pH 8.8

2,5 ml 40 % Acrylamide/Bis solution 37,5:1 (#161-0148, BioRad Lab.)
50 pl 20 % SDS (#A0675,1000, AppliChem)

60 ul 10% APS (#A7460, Sigma-Aldrich)

6 ul TEMED (#161-0801, BioRad)

Sammelgel (5ml)

3,05 ml Aqua dest.

1,25 ml 0,5M Tris (#75825, USB Corporation) ph 6,8

0,63 ml 40% Acrylamide/Bis Solution 37,5:1 (#161-0148, BioRad Lab.)
25 ul 20% SDS (#A0675,1000, AppliChem)

40 pl 10% APS (#A7460, Sigma-Aldrich)

4 pl TEMED (#161-0801, BioRad)

Laemmli Ladepuffer

60 mM Tris (#75825, USB Corporation) pH=6.8

8,7 % viv Glycerol (#1.04092.1000, Merck KGaA)
0,72 M 2-Mercaptoethanol (#M7154, Sigma-Aldrich)
80 pug/ml Bromphenolblau (#B5525, Sigma-Aldrich)
2 % wiv SDS (#A0675,1000, AppliChem)

Der Puffer wurde 5 x konzentriert angesetzt und aliquotiert bei 4T gelagert.

SDS Laufpuffer

193 mM Glycin (#1.04201.1000, Merck KGaA)
25 mM Tris (#75825, USB Corporation)

0,05 % w/v SDS (#A0675,1000, AppliChem)
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Ein 10 x Puffer wurde hergestellt und bei Raumtemperatur gelagert.

Blotpuffer

192 mM Glycin (#1.04201.1000, Merck KGaA)

25 mM Tris (#75825, USB Corporation)

0,2 % wiv SDS (#A0675,1000, AppliChem)

20 % v/v Methanol (#1.06009.1000, Merck KGaA)

Der Puffer wurde bei 4C gelagert.

“Strip-Puffer”

10 % v/v Methanol (#1.06009.1000, Merck KGaA)

10 % v/v Essigsaure (Eisessig) (#1.00063.1000, Merck KGaA)
in Aqua dest.

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

TBS

20 mM Tris (#75825, USB Corporation)

137 mM NaCl (#1.06404.5000, Merck KGaA)
pH=7,3

Eine 10 x Losung wurde hergestellt, autoklaviert und bei Raumtemperatur
gelagert.

TBST

TBS mit 0,1 % v/v Tween-20 versetzt (#8.22184.1000, Merck KGaA).

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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TBST-M
TBST mit 2,5-5 % w/v Magermilchpulver versetzt (#60219, Topfer)

Der Puffer wurde frisch vor Gebrauch hergestellt und bei 4°C gelagert.

LB-Medium

20 g LB Broth Base (# 12780-052, Gibco) wurden in 1 | Aqua dest. gelost,
autoklaviert und, wenn noétig mit 50 pug/ml Ampicillin versetzt.

LB-Platten

32 g LB Agar (#22700-025, Gibco) wurden in 1 | Aqua dest. gel6st, autoklaviert
und mit 50 pg/ml Ampicillin versetzt.

TBE

10 x TBE (#15581-028, Invitrogen), daraus wurde eine 1 x Losung hergestellt,
autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Agarose Gelelektrophorese von DNA

Seakem LE Agarose (#50004, Cambrex) wurde in 1 x TBE durch Aufkochen
gelést. Nach Abkihlung wurde das Gel mit einem Tropfen Ethidiumbromid
versetzt und in Gelkammer mit Kamm gegossen. DNA-Proben wurden mit
Ladepuffer versetzt und auf das Gel geladen.

10 x DNA Ladepuffer

0,4 % Bromphenolblau

0,4 % Xylene Cyanol

50 % Glycerol

1mM EDTA (#34103, Merck KGaA)
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3.2 ZELLKULTUR

3.2.1 Zellkulturbedingungen

Die Zellen wurden bei 37° C in einer feuchten Atmos phéare mit 5 % CO; in
einem Heraeus CO, Inkubator (Typ BBK 6220, Kendro Laboratory Products)
kultiviert.

3.2.2 Zelllinien und Medien

Folgende Zelllinien wurden benutzt: Ishikawa (Humanes asiatisches
Endometrium-Adenokarzinom, European Collection of Cell Cultures (ECACC)
No. 99040201), MCF7 (Humanes Mamma-Adenokarzinom, ATCC No. HTB-22),
MDA-MB-435S (Humanes duktales Mammakarzinom, ATCC No. HTB-129), GC
2957 (Humanes Magenkarzinom, intestinaler Typ, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Dr. R. Seruca, IPATIMUP, Portugal) und A431
(Humanes Epidermoid-Karzinom, ATCC No. CRL-1555). Die Zellen wurden
ausgesucht, da sie E-cadherin auf RNA- und Proteinebene exprimieren, Snail
allerdings nur auf RNA-Ebene. Slug und Snaill mRNA werden von diesen
Zelllinien relativ schwach exprimiert. Alle diese Zelllinien sind epitheliale
Zelllinien, die starke Zell-Zellkontakte bilden. Dadurch sollten durch Hypoxie
induzierte Veranderungen der Zellen zum mesenchymalen Typ hin leicht
auszumachen sein. Aul3erdem war das Ziel, Tumorzellen unterschiedlichen
Ursprungs zu untersuchen.

GC 2957-Zellen wurden in RPMI-Medium (RPMI 1640, #31870-025, Gibco)
kultiviert, alle anderen Zelllinien in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, #31966-021, Gibco), mit 10 % FCS und 2,5 ml Penicillin/Streptomycin.

3.2.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden mit 10 ml vorgewarmtem PBS (37° C) gewaschen, ca. 5
Minuten trypsiniert (0,5 ml Trypsin pro 25 cm? Zellkulturflasche, 37° C), in
vorgewarmtem  Zellkulturmedium (37° C) aufgenommen, in einem
angemessenen Verhaltnis gesplittet und in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgelegt.

Dulbecco’s PBS (#H15-002, PAA Laboratories)
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Trypsin-EDTA (#L11-004, PAA Laboratories)

3.2.4 Herstellen von gefrorenen Stocklésungen

Zellen wurden bei 80 % Konfluenz in einer 75 cm? Zellkulturflasche mit PBS
gewaschen, trypsiniert und in 10 ml Zellkulturmedium (4° C) aufgenommen.
Nach dreimindtiger Zentrifugation bei 300 x g und 4° C wurden die Zellen in
5 ml Einfriermedium resuspendiert und in 2 ml Kryoréhrchen aliquotiert (auf
Eis). Die Rohrchen wurden fur vier Stunden bei -20° C gelagert und dann auf
-80° C transferiert. Am folgenden Tag wurden die Stockldsungen fur die
dauerhafte Lagerung in flussigen Stickstoff Gberfihrt.

Einfriermedium
90 % v/v FCS (#3302-P260317, PAN Biotech)
10 % v/iv DMSO (#20385, SERVA)

3.2.5 In-Kulturnahme von gefrorenen Stocklésungen

15 ml-Falcon-Réhrchen mit 9 ml Zellkulturmedium (37° C) wurden vor dem
Auftauen vorbereitet. Kryor6hrchen mit der gefrorenen Stockldsung wurden in
einem 37° C-Wasserbad aufgetaut und in die vorbereiteten Falcon-R6hrchen
transferiert. Nach dreiminatiger Zentrifugation bei 300 x g wurden die Zellen in
frischem Medium resuspendiert und in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgelegt. Das
Medium wurde am folgenden Tag gewechselt.

3.3 HYPOXIE-EXPERIMENTE

3.3.1 CoCl,-Behandlung

Zellen wurden zwei Tage vor CoCl,-Zugabe ausgelegt, so dal3 sie bei Zugabe
von CoCl; eine Dichte von ca. 70 % aufwiesen. Am Tag der Zugabe wurde das
Medium gewechselt und eine CoCl, Stocklésung (10mM, Feststoff #C-8661,
Sigma) wurde ins Medium zugegeben (Endkonzentration 400 pM).
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Kontrollkulturen ohne CoCl,-Zugabe wurden mitgeftihrt. RNA- und Proteinlysate
wurden nach 0, 12, 24 und 48 Stunden Behandlung mit Trizol (Invitrogen) bzw.
T-PER Lysepuffer (Pierce) bereitet.

3.3.2 Inkubation in einer Hypoxiekammer

Drei Tage vor Start eines Hypoxieexperiments wurden Zellen so ausgelegt, dal3
sie bei Beginn des Experiments eine Dichte von ca. 70 % erreicht hatten. Am
Tag des Experiments wurde das Medium gewechselt, die Zellen in einen
Hypoxie-Inkubator (WTB Binder) Uberfuhrt und dort bei 1 % O, in einer feuchten
Atmosphare mit 5 % CO, und bei 37° C inkubiert. Kontrollkulturen wurden
ebenfalls in einer feuchten Atmosphare bei 21 % O, mit 5 % CO, inkubiert.
RNA- und Proteinlysate wurden nach 0, 12, 24 und 48 Stunden Behandlung mit
Trizol (Invitrogen) bzw. T-PER Lysepuffer (Pierce) hergestellt.

3.4 TRANSFEKTION VON HUMANEN ZELLEN MIT
EINEM HIF-1a-PLASMID

3.4.1 Praparation der Plasmide flr die Transfektion

Der Expressionsvektor fur mutiertes Hif-1la p(HA)Hifla(P402A,P564A) wurde
uns freundlicherweise von Curtis C. Harris zur Verfiigung gestellt und beruht auf
dem Vektor pcDNA3 (#V79020, Invitrogen). Er wurde in der Gruppe von L. Eric
Huang durch Insertion eines Konstrukts von Hif-1la hergestellt, das Uber site
directed mutagenesis modifiziert worden war [149]. Durch die Mutation der
Prolinreste 402 und 564 zu Alanin kann der von Hippel-Lindau-Faktor nicht
mehr an Hif-1a binden. Dadurch wird Hif-1a unter normoxischen Bedingungen
stabilisiert.

Der Vektor wurde zunadchst in One Shot ToplO (#C4040-10, Invitrogen)
kompetente E.coli Bakterien transformiert. Dazu wurden 5 pl des geldsten
Plasmids zu 50 ul der kompetenten Zellen gegeben; diese wurden zunachst
30 Minuten auf Eis belassen. Dem folgte ein 30 sekiindiger Hitzeschock bei
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42° C, woraufhin die Zellen wieder auf Eis gestellt wurden. Die Zellen wurden
dann in 250 pl vorgewarmtes SOC Medium (#15544-034, Invitrogen) gegeben
und eine Stunde bei 37° C geschittelt. 100 pl wurden auf LB Platten mit
Ampicillin ausplattiert, iber Nacht bei 37° C inkubiert und am folgenden Tag
wurden Klone gepickt. Diese wurden zum Vermehren des Plasmids
hochgezichtet und mit dem QIAGEN Plasmid MidiKit (#12143, Qiagen)
aufgereinigt. Nach Uberprifung durch Restriktionsverdau und Sequenzierung
wurde das Plasmid in die Transfektion eingesetzt.

Zusatzlich wurde fur die Herstellung Mock-transfizierter Zellen ein ,leeres*
Plasmid durch herausschneiden des Inserts hergestellt. Dazu wurde das Insert
zunachst in folgendem Ansatz mit den Enzymen Kpnl (#R0124L, New England
Biolabs) und Xbal (#ER0681, Fermentas) herausgeschnitten: 1 pug Plasmid, je
0,5 pl Enzym, 2 ul Puffer 2 (#B70025, New England Biolabs) in Aqua dest. , 30
Minuten bei 37° C. Um die zur Religation nétigen ,b lunt ends” zu erzeugen,
wurde das geschnittene Plasmid zusatzlich mit 1 pl eines Klenow-Fragments
(#27-0928-02, Pharmacia, jetzt GE Healthcare) und 1 pl (2 pM) dNTPs
(#200415-51, Stratagene) 45 Minuten bei 37°C behan delt. Das Produkt dieser
Reaktion wurde auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und durch Gelextraktion
mit dem QIAquick Gel Extraktionskit (#28706, Qiagen) aufgereinigt.

3.4.2 Transiente und stabile Transfektion

Humane Zellen wurden mittels Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) mit dem
Expressionsvektor fur stabilisiertes Hif-1la p(HA)HIFlalpha(P402, P564A)
transfiziert. Am Tag vor der Transfektion wurden 2,5 x 10° Zellen in eine
Vertiefung einer 6-Well Zellkultur-Testplatte in 2 ml Medium ohne
Penicillin/Streptomycin ausgelegt. Losung A, bestehend aus 2 pg DNA in 250 pl
OptiMEM  (#31985, Invitrogen), und LoOosung B, bestehend aus 7 pl
Lipofectamin™ 2000 (#11668019, Invitrogen) in 250 pl OptiMEM, wurden
zusammen gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Mischung wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben, die Zellen wurden fir
sechs Stunden bei 37° C inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium
gewechselt. Mock-transfizierte Zellen wurden mit dem ,leeren® Plasmid
transfiziert. FUr eine transiente Transfektion wurden die Zellen nach drei und
funf Tagen geerntet und RNA bzw Protein extrahiert. Fur stabil transfizierte
Zellen wurden die Zellen nach vier Tagen mit 600ug/ml
G-418 Sulphate (#P25-011, PAA Laboratories) selektioniert.
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3.5 WESTERN BLOT

3.5.1 Proteinextraktion aus Zellen mit T-PER  ®Tissue Protein
Extraction Reagent

Die Zellen wurden mit gekihltem PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen
mit eiskaltem T-PER Puffer mit einem Zellschaber abgekratzt (100 pl/25 cm?
Zellkulturflasche), 10 Minuten auf Eis inkubiert und dabei immer wieder
gevortext. AnschlieRend wurde das Lysat 15 Minuten bei 4 °C und 20800 ¢
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.

T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (#78510, PIERCE)

Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette Complete Mini (#1836153, Roche)/10 ml
T-PER Puffer) wurde vor Gebrauch hinzugefugt.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit der B radford-
Methode

Die Proteinkonzentration wurde mit der Bradford-Methode bestimmt [150]. Das
Prinzip dieser Konzentrationsbestimmung beruht auf der Bindung des
Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine und die damit
verbundene Blaufarbung, deren Intensitat der Proteinkonzentration proportional
ist. Die Absorption der Proben wird bei 959 nm spektrophotometrisch
gemessen. Mithilfe einer Eichgerade kann dann die Proteinkonzentration
berechnet werden.

Das Protein Assay Farbstoffkonzentrat (#500-0006, BioRad) wurde 1:5 in Aqua
dest. verdunnt. Protein Standard 1l (1.48 mg BSA/ml, #500-0007, BioRad)
wurde 1:10 in Aqua dest. verdiunnt. Die Proben fir die Standardkurve wurden
vorbereitet (1,48 - 10,36 pg Protein) und in Plastikktvetten tberfuhrt. 995 pl des
verduinnten Protein Assay Farbstoffkonzentrats wurden in Plastikklvetten
aliquotiert und 5 pl der Proben unbekannter Konzentration wurden hinzugefugt
(Verdiinnung 1:200). Nach Mischen wurde die Absorption der Proben im
Photometer bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen, eine Standarkurve
erstellt, und damit die Proteinkonzentration der Proben errechnet.
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3.5.3 SDS Gelelektrophorese

Die Proben wurden mit Laemmli Puffer versehen und auf einem SDS-
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.5.4 Protein-Transfer von SDS-Gelen auf Nitrozellu lose-
membranen (Western Blotting)

Die Nitrozellulosemembran (#NC02, Schleicher&Schuell Bioscience, Uber
Hartenstein), Schwamme und Whatman-Papier (#10426693,
Schleicher&Schuell Bioscience) wurden in Blotpuffer befeuchtet. Das Blot-
Sandwich wurde wie folgt aufgebaut: Ein Schwamm wurde auf die schwarze
Seite der Blotkassette gelegt, darauf wurde ein Whatman-Papier gelegt und
darauf das vom Sammelgel abgetrennte Trenngel. Auf das Gel wurde die
Membran und ein weiteres Whatman-Papier gelegt. Nach Entfernen von
Luftblasen wurde ein zweiter Schwamm darauf gelegt, die Kassette
geschlossen und in eine mit Blotpuffer gefillte Blotkammer gegeben. Der
Transfer wurde auf Eis mit einer konstanten Spannung von 100 V 90 Minuten
lang durchgefihrt.

3.5.5 Immunologische Detektion der immobilisierten Proteine

Unspezifische Bindestellen auf der Membran wurden mit Block-Puffer eine
Stunde bei Raumtemperatur geblockt (Tab. 3.1). Die Membran wurde mit dem
primaren Antikérper (Tab. 3.1) in Block-Puffer verdinnt fir 16 Stunden bei 4°C
auf einem Schittler inkubiert. Danach wurde die Membran 3 x 10 Minuten mit
TBST gewaschen. Der Sekundarantikorper (Tab. 3.1) wurde ebenfalls in Block-
Puffer verdinnt und fur zwei Stunden bei 4° C auf d er Membran belassen.
Danach wurde die Membran wieder 3 x 10 Minuten in TBST gewaschen. Die
Aktivitat der Meerrettich Peroxidase (HRP) wurde mit dem ECL-Plus Western
Blotting Detection System (#RPN2132, GE Healthcare) detektiert. Ein
Rontgenfilm (#RPN 3103K, Amersham Biosciences) wurde in einer
Filmkassette durch die spezifische Reaktion auf der Membran belichtet, in einer
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine vom Typ SRX-101A (Konica Minolta)
entwickelt und fixiert.
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Tab.3.1: Im Western Blot und Microarray verwendete Antikérpe r,
Antikdrperverdiinnungen und Block-Puffer

Primarantikorper Spezies Verdin- Blocking/Verd.
nung
Snail Ratte 1:2500 0.5 % BSA/
(Dr. E. Kremmer, GSF, Miunchen [151]) 2.5 % TBST-M
E-cadherin Maus 1:5000 5% TBST-M

(#610182 BD Biosciences)

Hif-1a Maus 1:250 5% TBST-M
(#610959, BD Biosciences)

Gapdh Maus 1:5000 5% TBST-M
(#CSA-335, Stressgen Bioreagents)

Vimentin Maus 1:1000 5% TBST-M
(#M0725 , Dako)

Cytokeratin 18 (DC10) Maus 1:1000 5% TBST-M/

0
(#4548, Cell Signaling) 5 %BSA

B-actin Maus 1:10000 5% TBST-M
(#A 5441, Sigma-Aldrich)

Sekundarantikdrper

anti-mouse IgG HRP-conjugated Schaf 1:10000 5% TBST-M
(#NA931-1ML, GE Healthcare)

anti-rat IlgG HRP-conjugated Ziege 1:5000 0.5 % BSA/
(#NA9350, GE Healthcare) 2.5 % TBST-M
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3.5.6 Wiederverwenden der Western-Blot Membran

Nach dreimal 10-mindtigem Waschen der Membran in TBST wurde die
Membran zweimal 10 Minuten bei Raumtemperatur in Strippuffer inkubiert.
Nach nochmals dreimaligem Waschen in TBST wurde die Membran bei 4°C
gelagert oder wie in Abschnitt 3.5.5 beschrieben weiterbehandelt.

3.6 EXPRESSIONSANALYSE DURCH REAL-TIME
RT-PCR

3.6.1 RNA-Extraktion aus Zelllinien

Gesamt-RNA aus Zelllinien wurde mit dem TRIzol® LS reagent (#10296-028,
Invitrogen) extrahiert. Dazu wurden die Zellen zunachst mit kaltem PBS
gewaschen und dann in 1,5 ml Trizol pro 75 cm? Zellkulturflasche mit einem
Zellschaber abgekratzt. Die RNA wurde nach einem Standard
Phenol/Chloroform Extraktions-Protokoll isoliert, indem zuerst 1/5 des
Volumens an Chloroform zugegeben, dann gevortext, 15 Minuten bei 2900 x g
abzentrifugiert und danach aus der oberen Phase mit demselben Volumen
Isopropanol die RNA flir eine Stunde bei -20° C gefé llit wurde. Daraufhin wurde
wieder 15 Minuten bei 20800 x g und 4°C abzentrifu giert, das Pellet einmal mit
eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 30 pl RNase-freiem
Wasser resuspendiert.

3.6.2 RNA-Extraktion aus Formalin-fixiertem, Paraff in-
eingebettetem Gewebe

Gesamt-RNA aus formalin-fixiertem, paraffin-eingebettetem Gewebe wurde aus
8 um Schnitten wie zuvor beschrieben extrahiert [152]. Die Schnitte wurden
durch zweimaliges Baden in Xylol fir 10 Minuten entparaffiniert und durch
Waschen in 100, 90 und 70 % Ethanol, Spulen mit RNase-freiem Wasser und
Baden in TE-Puffer rehydriert. Die Schnitte wurde mithilfe eines
Referenzschnitts, der mit einem Hypoxie-spezifischen Pimonidazol-Antikérper
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immunhistochemisch gefarbt wurde, makrodisseziert (siehe Abb. 3.1). Das
Gewebe wurde in 200 pl Lysepuffer aufgenommen und mit 25 ul Proteinase K
versetzt. Die Lyse erfolgte bei 60° C fur 16 Stunde n oder bis das gesamte
Gewebe geldst war. Die RNA wurde nach einem Standard Phenol/Chloroform
Extraktionsprotokoll isoliert (ein Volumen an Phenol pH 4,5, ein halbes Volumen
an Chloroform/ Isoamylalkohol (25:1)) und durch Zugabe von einem Volumen
an Isopropanol eine Stunde bei -20° C gefallt. Nach Waschen mit eiskaltem 70
% Ethanol wurde das Pellet luftgetrocknet, in 20 ul Aqua dest. geldst und die
RNA bei -80°C gelagert.

RNA Lysepuffer

10 mM Tris/HCL pH 8,0

0,1 mM EDTA pH 8,0

2% SDS pH 7,3

500 pg/ml Proteinase K (#03115887001,Roche Diagnostics)

Vergleich der mRNA Expression
verschiedener Gene in hypoxischen und
normoxischen Tumorbereichen mittels real-
time RT-PCR

Abb. 3.1: Schema der RNA Isolierung aus formalin-f ixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe. Von ungefarbten Schnitten ein  es Tumorblocks wurden mittels

Makrodissektion auf Referenzschnitten markierte Ber  eiche abgekratzt. Auf den
Referenzschnitten wurden zuvor immunhistochemisch n ormoxische (N) und hypoxische

(H) Bereiche mithilfe eines Pimonidazol-Antikérpers bestimmt. Die daraus gewonnene

RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mittels TagMan real-time RT-PCR die
Expression verschiedener Gene in den Bereichen mite  inander verglichen.
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3.6.3 Reverse Transkription

cDNA aus Zelllinien wurde durch reverse Transkription mit der SuperScript I
reversen Transkriptase (#18064-014, Invitrogen) in einem Gesamtvolumen von
20 pl mit 1 ug RNA eine Stunde bei 42°C hergestellt.

RNA aus formalin-fixiertem, Paraffin eingebettetem Gewebe wurde in derselben
Weise in cDNA umgeschrieben, dabei wurden jedoch 10 pl der RNA-L6sung
verwendet.

3.6.4 Quantitative real-time RT-PCR

Die Expressionsanalyse der mRNA-Mengen von [3-actin, 18S rRNA, Slug,
Snail, E-cadherin, Glutl und Vegf mittels real-time RT-PCR wurde mit dem
ABI PRISM 7700 Sequence Detection System Gerat und der dazugehérigen
Software (PE Applied Biosystems Inc) durchgefihrt. Intron-Uberspannende
Primer und Probes fiir das TagMan® System wurden mit der Primer Express
Software (Perkin Elmer) designt. Die Sequenzen der PCR Primer Paare und
TagMan® Probes sind in Tab. 3.2 gezeigt. Die TagMan® Probes wurden bei PE
Applied Biosystems hergestellt. Der Reaktionsansatz fur die real-time RT-PCR
bestand aus 10 pl TagMan® Universal MasterMix (#4305719, PE Applied
Biosystems), 5 pl verdinnter cDNA, 300 nmol/l von jedem Primer und der
Probe, in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Nach zweiminutiger Uracil
N-Glykosylase Spaltung bei 50° C wurde die AmpliTag Gold durch eine
zehnminutige Inkubation bei 95°C aktiviert. Jeder der 40 PCR-Zyklen umfasste
15 Sekunden Denaturierung bei 95° C und eine Minute Hybridisierung der
Probe und Primer bei 60°C.

Tab.3.2:  Sequenz der verwendeten TagMan Primer und Probes

GrolRe des PCR-

Oligo Acc. Number Sequenz 5'- 3' Produkis
R-actin fw CCTGGCACCCAGCACAAT
3-actin rev NM_001101 AGTACTCCGTGTGGATCGGC 70 bp
R-actin P ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC
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GrolRe des PCR-

Oligo Acc. Number Sequenz 5'- 3'
Produkts

GLUT1 fw GCTCATCAACCGCAACGAG
GLUTL1 rev NM_006516 CAGCTGTCCCGCGCA 61 bp
GLUT1 RNA P AGAACCGGGCCAAGAGTGTGCTAAAGAAG
VEGF fw CGCAAGAAATCCCGGTATAAGT
VEGF rev NM_001025366 TGCTTTCTCCGCTCTGAGC 65 bp
VEGF P TGGAGCGTTCCCTGTGGGCC
E-cad fw GAACAGCACGTACACAGCCCT
E-cad rev NM_004360 GCAGAAGTGTCCCTGTTCCAG 76 bp
E-cad P ATCATAGCTACAGACAATGGTTCTCCAGTTGCT
Snail fw TGCAGGACTCTAATCCAAGTTTACC
Snail rev NM_005985 GTGGGATGGCTGCCAGC 71 bp
Snail P TCCAGCAGCCCTACACCAGGCC
Slug fw TGTGTGGACTACCGCTGC
Slug rev NM_003068 TCCGGAAAGAGGAGAGAGG 63 bp
Slug P TTCCACGCCCAGCTACCCAATG
18S rRNA fw CCCTGTAATTGGAATGAGTCCAC
18S rRNA rev X03205 GCTGGAATTACCGCGGCT 89 bp
18SrRNA P GAGGGCAAGTCTGGTGCC

fw, forward Primer; rev, reverse Primer; P, Probe

3.6.5 Relative Quantifizierung der Expression

Relative Expressionlevel der Zielgene wurden mit der Standardkurvenmethode
evaluiert. Dabei wurden Standard-cDNA Losungen der Magenkarzinom-Zelllinie
MDA-MB-435S, die mit einem Expressionsvektor fur E-cadherin transfiziert war,
seriell vierfach verdinnt (100-0,39) und in Duplikaten auf den Gehalt an
Zielgenen und den Housekeeping-Genen 18S rRNA bzw. R-actin untersucht.
Mit den erhaltenen Daten wurden Standardkurven fur jedes Gen erstellt indem
Cr-Werte gegen die relative Menge an Nukleinsaure aufgetragen wurden.
Durch Auflésen nach der relativen Menge an Nukleinsdure beim Housekeeping-
Gen und beim Zielgen und durch Division von Zielgen durch Housekeeping-
Gen ergab sich die relative Genexpression.
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3.7 EXPRESSIONSANALYSE UBER MICROARRAYS

Die mRNA Expression in unbehandelten und in 1 % Sauerstoff (48 h)
inkubierten Ishikawa-Zellen wurde mit Agilent "Whole Human genome (4 x 44K)
Oligo Microarrays" und der "Genespring GX" Software in drei unabhangigen
Experimenten analysiert. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde
spektrophotometrisch mit dem Nanodrop ND 1000 Spektrophotometer
(NanoDrop Technologies) bestimmt. Die RNA Integritdt wurde mit dem Agilent
Bioanalyzer auf RNA NanoChips Uberprift. Cy3 Fluoreszenz-markierte cRNA
wurde aus 1 pg Gesamt-RNA mithilfe des Agilent Low RNA Input Fluorescent
Linear Amplification Kit gewonnen. Die markierte cRNA wurde Uber RNeasy
mini columns (Qiagen) aufgereinigt. Die cRNA Konzentration, Cy3 Aufnahme
und Reinheit wurde spektrophotometrisch mit dem Nanodrop ND 1000
Spektrophotometer (NanoDrop Technologies) und die Lange des amplifizierten
Produkts mit dem Agilent Bioanalyzer bestimmt. Gleiche Mengen (1,65 ug)
gereinigter Cy 3 markierter cRNA wurden fur 17 Stunden bei 65° C mit den
Whole human Genome Microarrays hybridisiert. Die Mikroarrays wurden mit
dem Agilent Microarray Scanner gescannt und die Bildgebung mit dem Feature
Extraction Software Paket erzielt. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Arrays
zu erzielen wurden die Daten auf die jeweiligen Durchschnitts-intensitatswerte
der Arrays normalisiert. Die Expressionsanderung wurde Uber den Quotienten
von Expression in hypoxischen zur Expression in normoxischen Zellen ermittelt.
Die Daten wurden einem t-Test unterzogen. Diese Arbeiten wurden in
Kollaboration mit Dr. Holger Laux (St. George’s University of London, lon
Channels and Cell Signalling Centre, Division of Basic Medical Sciences, UK)
durchgefthrt.
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3.8 GEWEBE

3.8.1 Induktion der Tumorbildung in Nacktmausen

Weibliche CD1-nude Mause (Crl:CD1-Foxnlnu, Charles River Laboratories)
wurden im Tierstall der Nuklearmedizinischen Klinik der TU Minchen gehalten.
In einem Alter von sechs bis acht Wochen wurden den Mé&usen ca 1 x 10’
Zellen der Zelllinien A431 oder Ishikawa in 150 pl PBS in die Schulterpartien
injiziert. Das Tumorwachstum wurde beobachtet, und bei einer Grol3e von
mindestens 15 mm wurden die Tumoren entfernt. Eine Stunde vor
Herausschneiden der Tumoren wurde den Mausen intraperitoneal 1,5 mg
Pimonidazol (#HP2-1000, Hypoxyprobe™.-1 Plus Kit, Chemicon) in 200 pl NaCl
injiziert. Pimonidazol bildet in hypoxischen Bereichen Proteinaddukte, die mit
dem Hypoxyprobe™-1 Plus Kit immunhistochemisch angefarbt werden kénnen.
Die Tiere wurden vor dem Entfernen der Tumoren getdtet. Diese
Tierexperimente wurden von Frau Dr. Roswitha Beck und Frau Dr. Janette
Carlsen in der Nuklearmedizinischen Klinik des Klinikums rechts der Isar der TU
Minchen nach den Richtlinien zum Umgang mit lebenden Tieren in
wissenschaftlichen Studien und dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt.

3.8.2 Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Eine Anzahl von 16 formalin-fixierten, paraffin-eingebetteten Gewebeproben
klarzelliger Nierenzellkarzinome wurde aus der Patientendatenbank des
Instituts fur Pathologie der TU Muinchen ausgesucht. Alle Gewebeproben
stammten aus dem Jahr 2003, acht Proben von weiblichen, acht Proben von
mannlichen Patienten. Die Proben wurden aufgrund ihrer gro3en Menge an
Tumormaterial ausgewahlt. Die Tumorbereiche wurden von der Pathologin Dr.
Frauke Neff an H&E-Farbungen mit einem Folienstift fir die Extraktion von RNA
und Protein markiert.
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3.8.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Das entnommene Gewebe wurde zundchst routinemaliig in einer aufsteigenden
Alkoholreine (70 % Ethanol, 96 % Ethanol, 100 % Isopropanol, Xylol)
entwassert, in 4 % Formalin fir 24 h fixiert und in Paraffin eingebettet. Fur die
Proteinextraktion wurden 10 um, fir die RNA-Extraktion 8 pum dicke Schnitte
und fur Immunhistochemie und HE-Farbung wurden 3 pm dicke Schnitte
hergestellt, auf Objekttrager aufgezogen und Gber Nacht bei 55° C getrocknet.

3.9 IMMUNOHISTOCHEMIE

3.9.1 Immunhistochemische Analysen

3 pm Schnitte von formalin-fixiertem, paraffin-eingebettetem Gewebe wurden
wie zuvor beschrieben immunhistochemisch analysiert [153]. Die Schnitte
wurden mit Xylol entparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Um die Antigene zu demaskieren wurden sie fur vier Minuten in
Citratpuffer (fir Snail mit 0,1 % Tween) im Schnellkochtopf gekocht und
anschlieend wieder in PBS abgekihlt. Durch 15 minitige Inkubation mit 1 %
Wasserstoffperoxid wurden endogene Peroxidasen geblockt. Bei Snail wurde
stattdessen mit 3 % Ziegen-Normalserum (#S-1000, Vector) 20 Minuten nicht-
spezifischer Hintergrund geblockt. Nach 3 mal 2 Minuten Waschen in PBS
wurden die Schnitte mit je 100 pl Erstantikbrperverdiinnung wie in Tab. 3.3
dargestellt inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde durch 3 mal 2 Minuten
Waschen in PBS entfernt und die Schnitte wurden fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper inkubiert (siehe
Tab. 3.3). Gleichzeitig wurde der Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex angesetzt
(Lésung A und Lésung B 1:50 verdiinnt in PBS; aus Vectastain® Elite ABC-Kit,
Vector) und ebenfalls 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (entfallt bei
Hypoxyprobe). Nachdem der nicht gebundene sekundare Antikérper durch
Waschen in PBS entfernt worden war, wurden die Schnitte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex inkubiert. Nach
erneutem Waschen in PBS wurden die Schnitte 10 Minuten bei
Raumtemperatur in DAB (1 Sigma FAST™ DAB und eine Sigma FAST™ Urea
H.O, Tablette in 5 ml destilliertem Wasser) inkubiert. Anschlie3end wurden die

40



MATERIAL UND METHODEN

Schnitte erneut in PBS gewaschen, fir 10 Sekunden mit Hamatoxylin gefarbt,
kurz in warmem Wasser geblaut, durch eine aufsteigende Alkoholreihe

entwassert und mit Pertex eingedeckt.

Tab. 3.3:  Liste der fur die Imnmunhistochemie verwe  ndeten Antikdrper
Priméarantikdrper Spezies Verdunnung Inkubation
Snail Ratte 1:3000 in 2hRT
(Dr. E. Kremmer, GSF, Munich) PBS/BSA
E-cadherin Maus 1:1500 in 1hRT

(#610182 BD Biosciences Pharmigen) PBS/BSA
“anti-Pimonidazol” Maus 1:250 in 30 min. RT

HypoxyprobeTM-1Mabl FITC-labeled TBS/BSA

(#HP2-1000, Chemicon)

Vimentin (Clone V9) Maus 1:3000 in 30 min. RT

(#M0725, Dako) Ar[])ti)iody

Diluent
Sekundarantikdrper

anti-mouse IgG aus Vectastain Elite 1:200 in 30 min. RT

ABC kit PBS/BSA

(#PK-6102, Vektor)

anti-rat IgG aus Vectastain Elite ABC kit 1:200 in 30 min. RT

(#PK-6104, Vektor) PBS/BSA
anti-FITC Mab Labeled with HRP 1:50 in 30 min. RT

TBS/BSA

(#HP2-1000, Chemicon)

Albumin aus Rinderserum (BSA)

(#A3912-100G, Sigma-Aldrich)
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3.9.2 Auswertung der Immunhistochemie

Intensitat und Verteilung der spezifischen Farbung wurde von Frau Dr. Frauke
Neff mit Hilfe eines semi-quantitativen Immunreaktivitats-Score (IRS, Score 0-
12) ausgewertet, der von Remmele and Stegner 1987 beschrieben wurde [154].
Der IRS Score errechnet sich durch Multiplikation der Farbeintensitat (staining
intensity, SI) und des Prozentsatzes positiver Zellen (percentage of positivity,
PP). Genauer gesagt ist der S| abgestuft in 0 = keine Farbung, 1 = schwache
Farbung, 2 = moderate Farbung, 3 = starke Farbung. Der PP ist bei 200
gezéhlten Zellen abgestuft in 0 = keine gefarbten Zellen, 1 = weniger als oder
10 % gefarbte Zellen, 2 = zwischen 11 und 50 % gefarbte Zellen, 3 =51 - 80 %
der Zellen sind gefarbt, 4 = mehr als 80 % der Zellen sind gefarbt.

Bei der E-cadherin-Farbung wurde nur eine membranstéandige Farbung als
positiv gewertet, bei der Snail-Féarbung nur eine nukleare Farbung. Als starke
Farbung wurden hier flir E-cadherin Remmele Scores von 9 bis 12, als
intermediare Farbung von 5 bis 8 und als schwache Farbung von 0 bis 4
gewertet. Bei der Snail Farbung wurden Remmele Scores zwischen 3 und 4 als
intermediare Farbung und Werte zwischen 0 und 2 als schwache Féarbung
gewertet.

3.10 PROTEIN AUS FORMALIN-FIXIERTEM, PARAFFIN-
EINGEBETTETEM GEWEBE

3.10.1 Proteinextraktion

Proteine aus Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe wurde wie
zuvor beschrieben extrahiert [155]. Fur die Proteinextraktion wurde Formalin-
fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe in einer absteigenden
Alkoholreihe mit je drei mal 10 Minuten Xylol, zwei mal 10 Minuten 100 %
Isopropanol, zwei mal 10 Minuten 96 % Ethanol und zwei mal 70 % Ethanol
entparaffiniert und anschlieend in destilliertem Wasser feucht gehalten. Vor
der Extraktion wurden die Tumorbereiche anhand der HE-Farbung bzw. die
normoxischen und hypoxischen Bereiche anhand einer anti-Pimonidazol-
Farbung von einem erfahrenen Pathologen markiert. Der gekennzeichnete
Bereich wurde von einem ungefarbten 10 pm dicken Schnitt mit einer Kantle
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abgekratzt und in einer geeigneten Menge Qproteome FFPE tissue kit Puffer
(#37623, Qiagen) suspendiert. Die Gewebeschnitte wurden fur fiunf Minuten auf
Eis inkubiert und gelegentlich mit einem Vortexer gemischt. AnschlieRend
wurden sie fiir 20 min. im Wasserbad bei 100 °C erhitzt, fir 2 h bei 80 °C und
750 rpm geschittelt und zum Schluss 15 Minuten bei 4 °C und 16600 x ¢
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei —20 °C gelagert. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde 1 pl der Extrakte in einen Bradford-Assay (siehe
Abschnitt 3.5.2) eingesetzt.

3.10.2 Reverse Phase Protein Microarray

Mithilfe des BioOdyssey™ Calligrapher™ MiniArrayer (BioRad) und der
dazugehdrigen Software wurden die Proteinlysate der Tumor-Xenotransplantate
in Triplikaten von Verdiinnungsreihen auf FAST® Slide Nitrozellulose-
Objekttrager (#10484182, Schleicher&Schuell) gespottet. Die Proteinlysate der
Nierenzellkarzinome wurden mit dem Handgerat ,MicroCaster* (#10485047,
Whatman/Schleicher&Schuell) wie zuvor beschrieben in Quadruplikaten auf
Nitrozellulose-Objekttrager gespottet [155]. Die Gesamtproteinmenge wurde
mithilfe des SYPRO® Ruby protein blot stain (#S11791, Invitrogen) bestimmt
und zur Normalisierung der Farbeintensitaten der Antikbrper verwendet. Vor der
Antikdrper-Inkubation wurden bei den Objekttrdgern zuséatzlich zum Blocking
endogene Peroxidasen mit der Dako REAL™ Peroxidase Blocking Solution
(#S52023, Dako) geblockt. Abb. 3.2 zeigt einen Beispiel-Proteinmicroarray mit
vier Replikaten einer Probe in einer Verdinnungsreihe gespottet. Das linke Bild
zeigt einen mit SYPRO® Ruby gefarbten Objekttrager, das rechte einen mit
einem Antikorper gegen Snail inkubierten Objekttrager.
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Abb. 3.2: Beispiel eines Reverse Phase Protein-Mic roarrays. Das linke Bild zeigt
einen mit SYPRO® Ruby gefarbten Objekttrager, das rechte einen mit einem Antikorper
gegen Snail inkubierten Objekttréager. Die Proben wu  rden in Quadruplikaten und in einer
Verdinnungsreihe (unverdinnt, 1:2, 1:4, Puffer) auf  gespottet. Modifiziert aus Hipp et al.,
2008 [156].

3.10.3 Quantifizierung von Protein Microarrays und
Western Blots

Die Western Blots und Protein Microarrays wurden mit einer Aufldésung von 600
bzw. 1200 dpi in Graustufen als tif-Datei eingescannt. Die Intensitdten der
Schwarzung des Rontgenfilms wurden mit der Bildbearbeitungssoftware Scion
Image (Scion Corporation) gemessen. Die Hintergrundkorrektur wurde tber den
2D Rolling Ball (Radius 100 fur Microarrays und 200 fur Western Blots)
durchgefihrt. Die ermittelten Intensitaten wurden in Microsoft Excel kopiert und
ausgewertet. Bei den Protein-Mikroarrays wurde von den Werten jeweils der
Hintergrundwert abgezogen und es wurden Mittelwerte errechnet.

Zur statistischen Auswertung wurde die Standardabweichung (Stabwn)
berechnet (siehe Formel 3-1).
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2. 2
Stabwn = nZX nz(zx) Formel 3-1

n = Gesamtzahl der Messwerte

X = Messwert

3.11 STATISTISCHE AUSWERTUNGEN

Die Daten wurden zur statistischen Auswertung mit der SPSS Software (SPSS
GmbH) der Spearman rank Korrelation unterzogen und die Signifikanzgrenze
mit dem Benjamini und Hochberg Verfahren angepasst. Hierarchische
Clusteranalysen wurden mit der Cluster und TreeView Software durchgefuhrt
[157]. Dabei wurde ein Average Linkage Clustering auf Basis der Spearman
rank Korrelation ausgewabhilt.

Die RNA Microarray Daten wurden mittels t-Test statistisch ausgewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 EINFLUSS VON HYPOXIE AUF DIE EXPRESSION
VON E-CADHERIN, SNAIL UND SLUG IN
ZELLLINIEN

Um die Auswirkungen von Hypoxie auf die Expression von E-cadherin, Snail
und Slug in Zelllininen zu untersuchen, wurden die Zellen zum einen mit CoCl,
behandelt und zum anderen in 1 % Sauerstoff inkubiert. Untersucht wurde eine
Endometrium-Adenokarzinom Zelllinie (Ishikawa), eine Magenkarzinom-Zelllinie
(GC 2957) und eine Mammakarzinom-Zelllinie (MCF7).

CoCl; ist eine Substanz mit der sich Hypoxie nachahmen lasst, indem Hif-1a
unter normoxischen Bedingungen stabilisiert wird. Da CoCl,-Behandlung ein
leicht zugangliches Modell fir Hypoxie darstellt, wurden die Zellen zunachst mit
dieser Substanz inkubiert. Um zu untersuchen, ob die Hif-1 Expression einen
Einfluss auf die Expression des Zell-Zell-Adhasionsmolekils E-cadherin und
der EMT-Regulatoren Snail und Slug hat, wurden die drei humanen
Tumorzelllinien mit 400 pM CoCl, behandelt. Aus diesen Zellen und aus
Kontrollkulturen ohne CoCl,-Behandlung wurde zum Zeitpunkt O, nach 12, 24
und 48 Stunden RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels TagMan®
real-time RT-PCR die Expression der Zielgene verglichen. Um sicher zu stellen,
daR Hif-1a tatséchlich stabilisiert war, wurden die Hif-1-Zielgene Glutl und Vegf
untersucht. Die Expression des jeweiligen Zielgens wurde auf das
Housekeeping-Gen R-actin normalisiert und die relative Expression durch
Division der mRNA-Menge in behandelten Zellen durch die mRNA-Menge in
unbehandelten Zellen errechnet. Zusatzlich wurden Proteinlysate zum Zeitpunkt
0, nach 12, 24 und 48 Stunden aus den Zellen gewonnen. Diese wurden mit
Western-Blot-Analysen auf die Expression von Hif-1a, E-cadherin und Snail
untersucht. AufRerdem wurde auch die Expression des mesenchymalen
Markers Vimentin untersucht. Keine der Zelllinien exprimierte dieses Protein
unter normoxischen Bedingungen und auch durch hypoxische Bedingungen
konnte die Expression nicht induziert werden. Die Proteinexpression von Glutl,
Vegf und Slug konnte nicht untersucht werden. Gegen diese Proteine wurde
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auch nach intensiver Suche und Austestung kein spezifischer Antikdrper
gefunden, der unseren Qualitdtsansprichen genugte.

Um die Konditionen von Tumorhypoxie besser widerspiegeln zu koénnen,
wurden die Zelllinien auch auf Veranderungen der Expression nach Inkubation
in 1 % Sauerstoff untersucht. Dabei wurde wiederum zum Zeitpunkt 0, nach 12,
24 und 48 Stunden RNA aus den hypoxischen Zellen und Kontrollkulturen unter
21 % O, isoliert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mittels TagMan®
real-time RT-PCR auf den Gehalt an mRNA der Hypoxiemarker Glutl und Vedf,
des Zelladhasionsmolekiils E-cadherin und der EMT-Regulatoren Slug und
Snail untersucht. Die Untersuchungen wurden wie in obigem Abschnitt
beschrieben durchgefiihrt. Aus Ishikawa-Zellen gewonnene RNA wurde
zusatzlich durch RNA Microarrays untersucht, um die Auswirkungen von
Hypoxie auf diese Zelllinie genauer zu untersuchen. Dabei wurde die
Expression in hypoxischen und normoxischen Zellen nach 48 Stunden
verglichen. Auch aus den in 1 % O, inkubierten Zellen wurden zum Zeitpunkt O,
nach 12, 24 und 48 Stunden Proteinlysate gewonnen und in Western-Blot
Analysen auf die Expression von Hif-1a, E-cadherin und Snail untersucht.

Im Folgenden werden diese Ergebnisse - nach Zelllinien getrennt - im
Einzelnen vorgestellt.

4.1.1 Endometrium-Adenokarzinom Zelllinie Ishikawa

Verschiedene Gruppen haben in der Vergangenheit einen Zusammenhang
zwischen der Entstehung oder dem Verlauf von Endometriumkarzinomen und
Hypoxie gezeigt. So schrieben Pijnenborg et al. der Hif-la-Proteinexpression
eine Rolle bei der Entstehung von Endometriumkarzinom-Rezidiven zu [158].
Eine andere Gruppe hat gezeigt, dal3 die Hif-la-Expression vom normalen
Endometrium, Uber pramalignes Gewebe bis hin zum endometrioiden
Adenokarzinom ansteigt, und postuliert deshalb eine wichtige Rolle fiir Hypoxie
in der Entstehung solcher Tumoren [159]. AufRerdem scheint der EMT-
Regulator Snail EinfluBR auf die Progression von endometrioiden
Adenokarzinomen zu haben [160]. Ishikawa ist eine Endometrium-
Adenokarzinom Zelllinie, die epitheliale Eigenschaften wie E-cadherin-
Expression und starke Zell-Zellkontakte besitzt. Blechschmidt et al. konnten
aulBerdem in Wound-healing-assays zeigen, dal3 eine Variante dieser Zelllinie,
die Snail exprimiert, ein héheres Migrationspotential besitzt als die Snail-
negativen Ishikawa-Zellen [160]. Diese Zelllinie bietet deshalb ein ideales
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Modell, um die Auswirkungen von Hypoxie auf die Tumorprogression durch
maogliches Auslésen von EMT zu untersuchen.

Hif-1a-Stabilisierung durch Behandlung mit CoCl,

Bei der Endometrium-Karzinom Zelllinie Ishikawa bewirkte die Behandlung mit
400 pM CoCl, einen kontinuierlichen Anstieg der Glutl mRNA-Expression
(sieche Abb. 4.1). Die Vegf Expression war weniger deutlich erhoht.
Die Expression des Zelladh&sionsmolekils E-cadherin verlief von unverandert
(12h) Uber leicht erhoht (24h) bis zu 2-fach erh6ht zum Zeitpunkt 48 Stunden.
Slug wurde nach 12-stindiger CoCl,-Behandlung unverdndert, nach
24 Stunden 2-fach erhdht und nach 48 Stunden 6-fach erhdht in behandelten
Ishikawa-Zellen exprimiert. Die Snail Expression war zunachst unverandert,
nach 24 Stunden leicht erhdht und nach 48 Stunden 4-fach erhoht.
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Abb. 4.1: Relative mRNA-Expression der Gene Glutl, Vegf, E-cadherin , Slug und

Snail in der Endometrium-Adenokarzinom Zelllinie Is hikawa. Gezeigt ist das Verhéaltnis

der Expression in CoCl »-behandelten zu unbehandelten Zellen, jeweils norma lisiert auf
das Housekeeping-Gen R-actin. Der Mittelwert aus Tr iplikaten ist mit der
Standardabweichung dargestellt. Die Expression wurd e zum Zeitpunkt 0, 12, 24 und 48
Stunden nach CoCl ,-Zugabe mittels TagMan ® real-time RT-PCR untersucht.

Die Proteinexpressionen von Hif-1a, E-cadherin, Snail und (-actin (als
Housekeeping-Protein) wurde in drei unabhangigen Experimenten untersucht.
Abb. 4.2 zeigt einen reprasentativen Western-Blot dieser Experimente. Wie
bereits erwahnt konnten mangels verlasslicher Antikdrper Glutl, Vegf und Slug
nicht auf Proteinebene untersucht werden. Ishikawa-Zellen reagierten auf die
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CoCl,-Behandlung zwar mit einem deutlichen Anstieg der Hif-1a-Expression, E-
cadherin wurde jedoch nahezu unverandert exprimiert. Snail wurde in Ishikawa-
Zellen auf Proteinebene nicht exprimiert. Die semi-quantitative Auswertung
dieser Western-Blots zeigt Abb. 4.3.
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Abb. 4.2: Western-Blot von Proteinlysaten unbehand  elter und CoCl ,-behandelter
Ishikawa-Zellen nach 0, 12, 24 und 48 Stunden. Hif- 1la wird nur in behandelten Zellen
exprimiert, E-cadherin bleibt zu allen Zeitpunkten relativ unverandert. Snail wird in dieser
Zelllinie auf Proteinebene Uberhaupt nicht exprimie rt. Als Housekeeping-Protein wurde
[3-actin mit untersucht.
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Abb. 4.3: Semiquantitative Analyse der Proteinexpr ession von Hif-1 a und

E-cadherin in Ishikawa-Zellen in Reaktion auf Behan  dlung mit 400 uM CoCl ,. Dargestellt
ist das Verhéltnis der Expression in behandelten Ze  llen zur Expression in unbehandelten
Zellen, jeweils normalisiert auf [-actin. Die Werte geben den Mittelwert aus drei
unabhéngigen Experimenten an, die Fehlerbalken stel  len die Standardabweichung dar.
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Inkubation in 1 % O,

In Ishikawa-Zellen waren die Hypoxiemarker Glutl und Vegf unter hypoxischen
Bedingungen auf RNA-Ebene Uberexprimiert (siehe Abb. 4.4). E-cadherin und
Snail wurden in Ishikawa-Zellen unter 1 % O, leicht verstarkt exprimiert im
Vergleich zu Zellen unter 21 % O, (1,5- bis 1,8-fach). Slug wurde tber die Zeit
unter hypoxischen Bedingungen immer starker exprimiert (2- bis 4-fach).
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Abb. 4.4; Relative mRNA-Expression der Gene Glutl, Vegf, E-cadherin, Slug und

Snail in der Endometrium-Adenokarzinom Zelllinie Is hikawa nach Inkubation in 1 % O .
Gezeigt ist das Verhdltnis der Expression in hypoxi schen zu normoxischen Zellen,
jeweils normalisiert auf das Housekeeping-Gen R-act in. Die Expression wurde zum
Zeitpunkt 0, 12, 24 und 48 Stunden nach Start des E  xperiments mittels TagMan ® real-time
RT-PCR untersucht. Die Werte ergaben sich aus dem M ittelwert von drei unabhéangigen
Experimenten, die Fehlerbalken zeigen die Standarda  bweichung an.

Abb. 4.5 zeigt ein Beispiel einer Western-Blot Analyse von Proteinlysaten der
Zelllinie Ishikawa unter 21 % und 1 % O, aus drei unabh&ngigen Experimenten.
Gezeigt ist hier die Proteinmenge von Hif-1a, E-cadherin, Snail und von 3-actin
als Housekeeping-Protein. In Abb. 4.6 ist die semiquantitative Auswertung von
Western-Blots dieser Experimente dargestellt. Hif-1a war unter 1 % O, nach 12
Stunden am deutlichsten Gberexprimiert (6-fach), nach 24 Stunden noch 3-fach
und nach 48 Stunden noch doppelt so hoch wie in normoxischen Zellen. Die E-
cadherin Proteinmenge zeigte ebenfalls nach 12 Stunden die deutlichste
Reaktion, sie war in hypoxischen Zellen auf 44 % im Vergleich zu normoxischen
Zellen gesunken. Nach 24 Stunden war sie nur noch auf 70 % erniedrigt, nach
48 Stunden war sie in hypoxischen Zellen unverdndert. Snail wurde in diesen
Zellen Uberhaupt nicht exprimiert.
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Abb. 4.5: Western-Blot Analyse von Zelllysaten der Zelllinie Ishikawa und deren

Reaktion auf Inkubation bei 1 % O ,. Untersucht wurde die Expression von Hif-1 a,
E-cadherin, Snail und als Housekeeping-Protein 3-ac  tin zum Zeitpunkt O und nach 12, 24
und 48 Stunden.
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Abb. 4.6: Semiquantitative Analyse der Proteinexpr ession von Hif-1 a und
E-cadherin in Ishikawa-Zellen in Reaktion auf Inkub  ation in 1 % O ,. Dargestellt ist das
Verhéltnis der Expression in hypoxischen Zellen zur Expression in normoxischen Zellen,

jeweils normalisiert auf 3-actin. Die Werte geben d  en Mittelwert aus drei unabhangigen
Experimenten an, die Fehlerbalken markieren die Sta  ndardabweichung.
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Um einen umfassenderen Uberblick uber die Einflisse von Hypoxie auf die
Genexpression in Ishikawa-Zellen zu erhalten wurde aus normoxischen und
hypoxischen Zellen gewonnene RNA auch mit RNA-Microarrays (Agilent
Technologies) analysiert. Die Experimente wurden in Kooperation mit Dr.
Holger Laux (St. George’s University of London, lon Channels and Cell
Signalling Centre, Division of Basic Medical Sciences, UK) durchgefuhrt. RNA
aus drei unabhangigen Experimenten wurde untersucht. Abb. 4.7 zeigt den
Linegraphen der drei Replikate, in dem die differentielle Expression in den
hypoxischen (Proben 1-3) und den normoxischen (Proben 4-6) Ishikawa-Zellen
dargestellt ist. Der Linegraph zeigt, dal3 die Daten der drei Experimente sehr
gut Ubereinstimmten, und dal3 die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
gewdahrleistet ist. Zunéchst sollte festgelegt werden, welche Gene als
differentiell exprimiert angesehen wurden. Als Ausschlu3grenze fur ,differentiell
exprimierte” Gene wurde ein Quotient der Expression in hypoxischen Zellen zu
der Expression in normoxischen Zellen von 1,5 bzw. 0,67 gewahlt. Bei dieser
Ausschlul3grenze waren Uber 1400 Gene in hypoxischen Zellen differentiell
exprimiert. Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in Tab. 4.1
zusammengefasst.

Normalisierte Intensitét (log scale)

Probennummer

Abb. 4.7: Der Linegraph der Mikroarray-Analysen ze gt die differentielle Expression
der untersuchten Gene in den hypoxischen Proben (1- 3) und in den normoxischen
Proben (4-6). Die Daten aus drei unabhéngigen Exper imenten stimmen gut tUberein.
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Tab. 4.1:  Auswahl von Ergebnissen der Microarrays von hypoxischen im Vergleich zu
normoxischen Ishikawa-Zellen

x-fache
Gen Ontologie Expression in Genname Acc. Nummer p-Wert
Hypoxie
Hypoxie 208,6 CA9 NM_001216 0,0017
5,439 CA12 NM_001218 0,0159
16,82 CXCR4 NM_001008540 0,0109
4,577 GLUT1 NM_006516 0,0008
5,196 VEGF AF022375 0,0383
Glycolyse 18,65 ALDOC NM_005165 0,0025
4,817 LDHA NM_005566 0,0048
Angiogenese 65,88 ANGPTL4 NM_016109 0,0133
2,284 CYR61 NM_001554 0,0084
39,13 EDN2 NM_001956 0,0185
Zell-Zelladhé&sion 0,449 AMBP NM_001633 0,0469
1,532 CDH1 NM_004360 0,0057
3,965 CDH23 NM_022124 0,0199
2,336 FLRT3 NM_198391 0,0145
5,027 JAM2 NM_021219 0,0286
7,927 LOX NM_002317 0,0068
6,241 LOXL2 NM_002318 0,0134
0,565 PCDH20 NM_022843 0,0233
2,314 SAP30 NM_003864 0,0053
1,548 SNAI1 NM_005985 0,0008
1,526 SNAI2 NM_003068 0,0998
Zellmotilitat 20,04 ANK1 NM_000037 0,0013
3,4 FSCN1 NM_003088 0,0056
2,527 LAMB3 NM_001017402 0,0037
2,385 MMP25 NM_022718 0,0104
3,975 VIM NM_003380 0,0049
Signalwege 8,025 ASCL2 NM_005170 0,0040
3,684 DACT2 NM_214462 0,0419
4,482 DTX1 NM_004416 0,0331
0,427 IL4 NM_000589 0,0288
Signalwege 8,025 IL17RB NM_172234 0,0036
2,302 SMAD7 NM_005904 0,0005
2,047 SMAD9 NM_005905 0,0333
2,743 SOCS2 NM_003877 0,0317
9,841 WISP2 NM_003881 0,0107
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x-fache

Gen Ontologie Expression in Genname Acc. Nummer p-Wert
Hypoxie

Apoptose 65,88 ANGPTL4 NM_016109 0,0133
13,03 BNIP3 NM_004052 0,0011
0,491 CASP9 NM_001229 0,0393
3,894 TERT NM_003219 0,0227
2,034 TNFAIP3 NM_006290 0,0193

Tumorbiologie 3,523 BCL6 NM_138931 0,0499
3,349 JUN NM_002228 0,0049
2,41 JUNB NM_002229 0,0166
2,485 PDGF-A X06374 0,0003
2,176 TGFA NM_003236 0,0113

In jedem Fall zeigten bekannte Hypoxie-regulierte Gene , dal3 in dem
untersuchten System tatséchlich Hypoxie herrschte. So war das am starksten
regulierte Gen die Carbonic Anhydrase 9 (CA9, 208-fach Uberexprimiert in
hypoxischen Zellen). VEGF (vascular endothelial growth factor) war in
hypoxischen Ishikawa-Zellen 5-fach Uberexprimiert, GLUT1 (solute carrier
family 2 (facilitated glucose transporter), member 1) 4,5-fach. Auch das
bekannte Hif-1-Zielgen CXCR4 (chemokine (C-X-C motif) receptor 4) war in
hypoxischen Zellen héher exprimiert (ca. 17-fach). Gene, die bei der Glykolyse
eine Rolle spielen, sind fur ihre Hypoxie-induzierbarkeit bekannt und waren
auch in groBer Zahl in hypoxischen Zellen Uberexprimiert, darunter zum
Beispiel Aldolase C (ALDOC, ca. 19-fach) und Lactat Dehydrogenase A (LDHA,
ca. 5-fach). Gapdh war in hypoxischen Zellen 2,8-mal so stark exprimiert wie in
normoxischen Zellen.

Auch Angiogenese-Regulatoren werden durch Hypoxie beeinflusst. Hier war
ANGPTL4 (angiopoietin-like 4, transcript variant 2) in hypoxischen Zellen
ca. 66-fach im Vergleich zu normoxischen Zellen exprimiert. Endothelin 2
(EDN2) wurde in hypoxischen Ishikawa-Zellen 39-fach tUberexprimiert und der
Angiogenese-Induktor CYRG61 (cysteine-rich, angiogenic inducer, 61) ca. 2-fach.

Die mRNA-Mengen von Snail und Slug waren in hypoxischen Zellen 1,5-fach
erhoht im Vergleich zu normoxischen Zellen. Das gleiche gilt fir E-cadherin .

Einige andere Gene, die bei der Zelladhasion eine Rolle spielen, waren in
hypoxischen Ishikawa-Zellen differentiell exprimiert. LOXL2, welches mit Snail
bei der E-cadherin-Repression interagiert und kooperiert und maoglicherweise
Snail stabilisiert [161], war in hypoxischen Zellen 6-fach Uberexprimiert. Auch
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LOX, ein naher Verwandter von LOXL2, war in hypoxischen Zellen hdher
exprimiert als in normoxischen (ca. 8-fach). Wie bereits erwahnt kooperiert
SIN3A mit Snail bei der Repression von E-cadherin. Das SIN3A-assozierte
Protein SAP30 (sin3-associated polypeptide, 30 kDa) war in hypoxischen Zellen
doppelt so hoch exprimiert wie in normoxischen. Die Zelladh&sionsproteine
PCDH20 (Protocadherin 20) und AMBP (alpha-1-microglobulin/bikunin
precursor) wiesen in hypoxischen Zellen eine halb so groRe mRNA-Menge auf
wie in normoxischen Zellen. Andere Adhasionsmarker hingegen waren in
hypoxischen Zellen starker exprimiert als in normoxischen Zellen. So war
CDH23 (Cadherin-like 23) 4-fach, das am Aufbau von ,tight junctions* beteiligte
JAM2 (junctional adhesion molecule 2) 5-fach und FLRT3 (fibronectin leucine
rich transmembrane protein 3), das eine Rolle bei der Zelladhasion und der
Signaltransduktion zu spielen scheint, ca. 2-fach in hypoxischen Zellen
exprimiert.

Auch Gene, die bei der Zellmotilitdit eine Rolle spielen, waren in hypoxischen
Ishikawa-Zellen differentiell exprimiert. So war der mesenchymale Marker
Vimentin (VIM) ca. 4-fach, das Actin-bundelnde Fascin (FSCN1) ca. 3-fach
unter hypoxischen Bedingungen Uberexprimiert. Die mMRNA-Menge von
Laminin-beta3 (LAMB3) war in hypoxischen Zellen 2,5-fach erhoht, die von
MMP25 (matrix metalloproteinase 25) 2,4-fach. Das unter anderem an Vimentin
bindende Protein ANK1 (ankyrin 1, erythrocytic transcript variant 3), welches
Membranstrukturen mit dem Cytoskelett verbindet, war in hypoxischen Zellen
20-fach Uberexprimiert.

Mitglieder von Signalwegen , die normalerweise in der Embryonalentwicklung
eine Rolle spielen und deren Deregulation zur Tumorentstehung und
-progression beitragen, zeigten sich in diesen Microarray-Analysen als in
Hypoxie differentiell exprimiert. So waren zwei Mitglieder des WNT-
Signalweges, WISP2 (WNT1 inducible signaling pathway protein 2) und DACT2
(dapper homolog 2, antagonist of beta-catenin (Xenopus)) in hypoxischen
Zellen vermehrt exprimiert (ca. 10- bzw. 4-fach). Auch Proteine des Notch-
Signalweges wurden in hypoxischen Zellen Uberexprimiert, wie zum Beispiel
ASCL2 (achaete-scute complex-like 2 (Drosophila), 8-fach) und DTX1 (deltex
homolog 1 (Drosophila), 4,5-fach). SMAD7 und SMAD9 (mothers against DPP
homolog 7 bzw. 9 (Drosophila)) sind Beispiele fur Gene, die im TGF-B3-
Signalweg eine Rolle spielen und in hypoxischen Zellen ungefahr doppelt so
hoch exprimiert wurden wie in normoxischen. Cytokin-Signale scheinen in
diesen Zellen zum Teil negativ durch Hypoxie reguliert zu werden. So wurde
SOCS2 (suppressor of cytokine signaling 2) in hypoxischen Ishikawa-Zellen ca.
3-fach exprimiert und die IL4-Expression (Interleukin 4) war auf 43 %
vermindert. IL17RB (interleukin 17 receptor B), ein anderer Cytokin-Rezeptor,
war hingegen unter hypoxischen Bedingungen 8-fach tUberexprimiert.
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Apoptose-assoziierte Gene  wurden in hypoxischen und normoxischen
Ishikawa-Zellen ebenfalls differentiell exprimiert. Es wurden sowohl Gene
induziert, die vor Apoptose schiitzen, wie zum Beispiel ANGPTL4 (angiopoietin-
like 4, transcript variant 2, 66-fach), TNFAIP3 (tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 3, 2-fach), TERT (telomerase reverse transcriptase, 4-fach) als
auch Gene, die Apoptose induzieren koénnen, wie zum Beispiel BNIP3
(BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3, 13-fach). CASP9 (caspase
9, apoptosis-related cysteine protease), ein wichtiger Apoptosefaktor, war in
hypoxischen Zellen auf 49 % der Expression in normoxischen Zellen
herunterreguliert.

Auch einige Tumor-assoziierte Gene wurden in hypoxischen Ishikawa-Zellen
verandert exprimiert. So waren die zwei Onkogene JUN und JUNB in
hypoxischen Ishikawa-Zellen 2- bzw. 3-fach Uberexprimiert. Die
Wachstumsfaktoren PDGF-A (platelet-derived growth factor) und TGFA
(transforming growth factor, alpha) waren in hypoxischen Zellen 2,5- bzw.
2-fach erhoht exprimiert. Die mMRNA-Menge von BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6
(zinc finger protein 51) transcript variant 2) war in hypoxischen Zellen auf das
3,5-Fache erhdht.

Zusammengefasst zeigen die Daten aus den RNA-Microarrays, dafl} das
System, hypoxische Bedingungen in Ishikawa-Zellen zu schaffen, funktioniert
hat, da bekannte Hypoxie-regulierte Gene in den hypoxischen Zellen deutlich
Uberexprimiert waren. Die mRNAs von Snail, Slug und E-cadherin waren
hingegen nur leicht verandert exprimiert.

4.1.2 Magenkarzinom Zelllinie GC 2957

In Magenkarzinomen konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Hypoxie
und Tumorprogression gezeigt werden. Ma et al. haben einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Hif-la-Expression und der Tiefe der Invasion, der
Invasion in Blutgefalle und dem Auftreten von Lymphknoten- und
Fernmetastasen in Magenkarzinomen gefunden [162]. In der Studie von
Sumiyoshi et al. zeigte sich Hif-1la-Expression sogar als unabhangiger
Prognosefaktor fur Patienten mit Magenkarzinomen [163]. Eine Rolle fir EMT
bei der Tumorprogression von Magenkarzinomen konnten Castro Alves et al.
darlegen. In ihrer Studie korrelierte eine Slug Uberexpression und die damit
einhergehende E-cadherin Repression mit dem Auftreten von Fernmetastasen
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und mit fortgeschrittenem pTNM staging [133]. Um nun den Zusammenhang
zwischen Hypoxie und EMT in Magenkarzinomen genauer zu untersuchen, bot
sich als Modell die Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957 an. Sie bildet starke Zell-
Zellkontakte, exprimiert E-cadherin auf RNA- und Proteinebene und Snail (und
Slug) nur schwach auf RNA-Ebene.

Hif-1a-Stabilisierung durch Behandlung mit CoCl,

Der Hypoxiemarker Glutl wurde in den Magenkarzinom-Zellen zu allen
untersuchten Zeitpunkten nach CoCl,-Zugabe auf RNA-Ebene vermehrt
exprimiert (4- bis 10-fach, siehe Abb. 4.8). Vegf hingegen ging nach 48
Stunden in den CoCl,-behandelten Zellen wieder ungefahr auf das Level von
unbehandelten Zellen zurtick (0,8-fach), nachdem es nach 12 und 24 Stunden
eine 7- bzw. 5-fache Expression gezeigt hatte. Die E-cadherin mRNA-
Expression war in behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen
zwischen 2- und 3-fach erhoht. Snail wurde in CoCl,-behandelten Zellen auf
MRNA-Ebene erhoht exprimiert. Der EMT-Regulator Slug zeigte eine Tendenz
dazu, unter CoCl,-Einfluss erhdht exprimiert zu werden. Die Variationsbreite
war allerdings in den Triplikaten aus nicht bekannten Grinden sehr grof3, so
dal sich gro3e Standardabweichungen ergaben.
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Abb. 4.8: Relative mMRNA-Expression der Gene Glutl, Vegf, E-cadherin, Slug und

Snail in der Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957. Gezeigt ist  das Verhéltnis der Expression
in CoCl,-behandelten zu unbehandelten Zellen, jeweils norma lisiert auf das
Housekeeping-Gen [(-actin. Der Mittelwert aus Tripli katen ist mit der Standard-
abweichung dargestellt. Bei Slug 12h betragt die St  andardabweichung 27, bei Snail 48h
21. Die Expression wurde zum Zeitpunkt O, nach 12, 24 und 48 Stunden CoCl ,-
Behandlung mittels TagMan ® real-time RT-PCR untersucht.
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Auf Proteinebene zeigten GC 2957-Zellen eine drastische Reaktion auf CoCl,-
Behandlung. In Western-Blot Analysen dreier unabh&ngiger Experimente zeigte
sich ein deutlicher Anstieg der Expression von Snail, wobei das Housekeeping-
Protein 3-actin unverandert exprimiert wurde (siehe Abb. 4.9). Semiquantitative
Auswertung der Expression in diesen Experimenten ergab eine 2-, 8- und 13-
fache Erhéhung an Hif-1a-Protein durch CoCl,-Behandlung nach 12, 24 und 48
Stunden (siehe Abb. 4.10). Die Snail Proteinmenge erhohte sich in derselben
Zeit auf das 2-, 9- und 23-Fache. Die Expression von E-cadherin blieb von der
CoCl,-Behandlung unberthrt.
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Abb. 4.9: Western-Blot Analyse von Zelllysaten der Zelllinie GC2957 und deren
Reaktion auf Behandlung mit 400 pM CoCl ,. Untersucht wurde die Expression von Hif-1  a,
E-cadherin, Snail und als Housekeeping Protein 3-ac  tin zum Zeitpunkt 0 und 12, 24 und
48 Stunden nach Zugabe von CoCl , bzw. H,0.
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Abb. 4.10: Semiquantitative Analyse der Proteinexp  ression von Hif-1 «a, E-cadherin,

und Snail in GC 2957-Zellen in Reaktion auf Behandl ung mit 400 uM CoCl , Dargestellt ist
das Verhéltnis der Expression in behandelten Zellen zur Expression in unbehandelten

Zellen, jeweils normalisiert auf [-actin. Die Werte geben den Mittelwert aus drei

unabhéngigen Experimenten an, die Fehlerbalken stel  len die Standardabweichung dar.

Eine Transfektion von EMT-Regulatoren (z.B. Slug) in GC 2957-Zellen fuhrt zu
einer veranderten Morphologie (C. Alves und F. Carneiro, Porto, personliche
Mitteilung). Daher untersuchte ich bei diesen Zellen die Morphologie nach
CoCl,-Behandlung. Die unbehandelten Zellen bilden stark zusammen haftende
Zellinseln, wobei die CoCl,-behandelten Zellen deutlich lockerer angeordnet
sind (siehe Abb. 4.11).

Abb. 4.11: GC 2957 Zellen verénderten stark ihr Au  ssehen nach 24-stiindiger CoCl -
Behandlung. Abbildung A zeigt unbehandelte Zellen, Abbildung B Zellen, die 24 Stunden
mit 400 uM CoCl , behandelt wurden. Die Zellen sind lockerer angeord  net und bilden nicht
mehr so stark zusammen haftende Inseln. (VergréReru  ng: 100-fach)
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Inkubation in 1 % O,

Abb. 4.12 zeigt die relative mMRNA-Expression der untersuchten Gene in der
Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957 unter hypoxischen im Vergleich zu
normoxischen Bedingungen. Die Werte fir Slug sind nicht dargestellt, da sie in
den drei Experimenten so stark variierten, da? sich sehr groRe Standard-
abweichungen ergeben hatten. In zwei von drei Experimenten zeigte sich
jedoch die Tendenz, dal3 Slug in hypoxischen GC 2957-Zellen vermehrt
exprimiert wird. Uberexpression von Glutl und Vegf (4- bis 7,5-fach) zeigt, daf
tatsachlich hypoxische Bedingungen herrschten. E-cadherin wurde unter
1 % O, ca. doppelt so hoch wie unter 21 % O, exprimiert. Die Snail mMRNA-
Menge wurde nicht deutlich von den hypoxischen Bedingungen beeinflusst (0,7-
bis 1,4-fach).
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Abb. 4.12: Relative mRNA-Expression der Gene Glutl , Vegf, E-cadherin und Snail in
der Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957. Gezeigt ist da s Verhdltnis der Expression in
hypoxischen zu normoxischen Zellen, jeweils normali siert auf das Housekeeping-Gen 13-
actin. Die Expression wurde zum Zeitpunkt 0, 12, 24 und 48 Stunden nach Start des
Experiments mittels TagMan ® real-time RT-PCR untersucht. Die Werte ergaben sic  h aus
dem Mittelwert von drei unabhdngigen Experimenten, die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung.

Abb. 4.13 zeigt einen Western-Blot von Proteinlysaten der Zelllinie GC 2957
mit Antikdrpern gegen Hif-1a, E-cadherin und gegen [3-actin. Es wurden drei
unabhéngige Experimente durchgefuhrt. Semiquantitative Analyse dieser
Western-Blots ergab, dal? Hif-1a nach 12 und 24 Stunden in 1 % O, 5-fach
erhoht exprimiert wurde, nach 48 Stunden 2-fach (siehe Abb. 4.14). Die
E-cadherin Proteinmenge war nach 12 Stunden in hypoxischen Zellen leicht auf
80 % erniedrigt, nach 24 Stunden gleich hoch wie in hormoxischen Zellen und
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nach 48 Stunden deutlicher auf 60 % erniedrigt. Snail wurde auf Proteinebene
Uberhaupt nicht exprimiert und die Expression wurde auch nicht durch Hypoxie
induziert.
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Abb. 4.13: Western-Blot Analyse von Zelllysaten de r Zelllinie GC2957 und deren
Reaktion auf Inkubation bei 1 % O ,. Untersucht wurde die Expression von Hif-1 a,
E-cadherin, Snail und als Housekeeping Protein 3-ac  tin zum Zeitpunkt O und nach 12, 24
und 48 Stunden.
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Abb. 4.14: Semiquantitative Analyse der Proteinexp ression von Hif-1 a und E-

cadherin in GC 2957-Zellen in Reaktion auf Inkubati on in 1 % O,. Dargestellt ist das
Verhéltnis der Expression in hypoxischen Zellen zur Expression in normoxischen Zellen,
jeweils normalisiert auf 3-actin. Die Werte geben d  en Mittelwert aus drei unabhéngigen
Experimenten an, die Fehlerbalken stellen die Stand  ardabweichung dar.
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4.1.3 Mammakarzinom-Zelllinie MCF7

Hypoxie scheint auch einen EinfluR auf die Progression von Mamma-
karzinomen zu haben. Tan et al. haben in ihrer Studie gezeigt, dal3 ein hohes
Hif-1a-Expressionslevel signifikant mit Lymphknoten-Metastasen und kirzerem
krankheitsfreien Uberleben bei Mammakarzinompatienten korreliert [164]. In
diversen Studien hat sich Hif-la als unabhangiger Prognosemarker fur
unterschiedliche Mammakarzinom-Subtypen gezeigt [165-171]. Come et al.
zeigen einen Zusammenhang zwischen Snail, Slug und Lymphknoten-
Metastasen in einem grof3en Mammakarzinom-Kollektiv. Die Expression von
Snail und Slug scheint eine wichtige Rolle in der Invasion von
Mammakarzinomen zu spielen [131]. MCF7 ist eine Mammakarzinom-Zelllinie,
die starke Zell-Zellkontakte ausbildet, E-cadherin auf RNA- und Proteinebene
exprimiert und Slug und Snail schwach auf RNA-Ebene exprimiert. Sie ist eine
typische epitheliale Zelllinie und deshalb ein ideales Modell um die
Auswirkungen von Hypoxie auf EMT in Mammakarzinomen zu untersuchen.

Stabilisierung von Hif-1a durch Behandlung mit CoCl,

Die mRNA-Expression der Hypoxiemarker Glutl und Vegf in der
Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 war nach CoCl,-Behandlung zu allen
untersuchten Zeitpunkten erhéht (1,5- bis 3,5-fach, siehe Abb. 4.15).
E-cadherin wurde in diesen Zellen unter CoCl,-Einfluss unverandert exprimiert.
Die Menge an Slug mRNA in behandelten Zellen nahm kontinuierlich ab, von
70 % der Menge in unbehandelten Zellen nach 12 Stunden bis 33 % nach
48 Stunden. Snail hingegen wurde nach CoCl,-Zugabe stark vermehrt
exprimiert, und zwar von 3-fach nach 12 Stunden bis zu 14-fach nach 48
Stunden.
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Abb. 4.15: Relative mRNA-Expression der Gene Glutl , Vegf, E-cadherin, Slug und
Snail in der Mammakarzinom Zelllinie MCF7. Gezeigt  ist das Verhéaltnis der Expression in
CoCl,-behandelten zu unbehandelten Zellen, jeweils norma lisiert auf das Housekeeping-
Gen R-actin. Der Mittelwert aus Triplikaten ist mit der Standa  rdabweichung dargestellt.
Bei der Snail-Expression nach 48 h betragt die Stan  dardabweichung 2. Die Expression
wurde zum Zeitpunkt 0, 12, 24 und 48 Stunden nach C  oCl,-Zugabe mittels TagMan ® real-
time RT-PCR untersucht.

Die Behandlung mit 400 uM CoCl, bewirkte in MCF7-Zellen auf Proteinebene
ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Expression von Snail. Abb. 4.16 zeigt
die Western-Blot Analysen der Proteine Hif-1a, E-cadherin, Snail, und 3-actin
als Housekeeping-Protein. Die semiquantitative Auswertung der Immunreaktion
ist in Abb. 4.17 dargestellt. Darin zeigt sich, daf3 die Hif-la Proteinmenge
12 Stunden nach CoCl,-Zugabe auf das 14-fache anstieg, nach 24 Stunden
12-fach und nach 48 Stunden noch 8-fach so hoch war wie in unbehandelten
Zellen. Snail wurde in behandelten Zellen 6-fach (12 und 24 Stunden nach
Zugabe) bzw. 9-fach (48h) so hoch exprimiert wie in unbehandelten Zellen. Die
E-cadherin Expression war nach 48-stiindiger CoCl,-Behandlung leicht auf das
1,5-Fache erho6ht, nachdem sie nach 12- und 24-stiindiger Behandlung nahezu
unverandert war.
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Abb. 4.16: Western-Blot Analyse von Zelllysaten de r Zellinie MCF7 und deren
Reaktion auf Behandlung mit 400 pM CoCl ,. Untersucht wurde die Expression von Hif-1  a,
Snail und als Housekeeping-Protein 3-actin zum Zeit  punkt 0 und 12, 24 und 48 Stunden
nach Zugabe von CoCl ; bzw. H,0.
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Abb. 4.17: Semiquantitative Analyse der Proteinexp  ression von Hif-1 «a, E-cadherin

und Snail in MCF7-Zellen in Reaktion auf Behandlung mit 400 uM CoCl ,, Dargestellt ist
das Verhaltnis der Expression in behandelten Zellen zur Expression in unbehandelten

Zellen, jeweils normalisiert auf R-actin. Die Werte geben den Mittelwert aus drei

unabhéngigen Experimenten an, die Fehlerbalken mark  ieren die Standardabweichung.
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Inkubation in 1% O,

In MCF7-Zellen, die in 1 % O, inkubiert wurden, wurde die mRNA des
Hypoxiemarkers Vegf zu allen untersuchten Zeitpunkten vermehrt exprimiert,
die von Glutl dagegen nur zum Zeitpunkt 24 Stunden (siehe Abb. 4.18). Die
MRNAs von E-cadherin, Slug und Snail lagen in hypoxischen MCF7-Zellen in
unveranderter bzw. verminderter (0,5- bis 1-fach) Menge vor als in
normoxischen Zellen.
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Abb. 4.18: Relative mRNA-Expression der Gene Glutl , Vegf, E-cadherin, Slug und
Snail in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 in 1 % O ,. Gezeigt ist das Verhdltnis der
Expression in hypoxischen zu normoxischen Zellen, j eweils normalisiert auf das
Housekeeping-Gen R-actin. Die Expression wurde zum Zeitpunkt 0, 12, 24 und
48 Stunden nach Start des Experiments mittels TagMa n® real-time RT-PCR untersucht.
Die Werte ergaben sich aus dem Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten, die

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Einen Western-Blot von Proteinlysaten der Zelllinie MCF7 mit Antikbrpern
gegen Hif-1a, E-cadherin, Snail und das Housekeeping-Protein 3-actin in
Reaktion auf Inkubation bei 1 % O, zeigt Abb. 4.19. Dargestellt ist eines von
drei unabhangigen Experimenten. Die semiquantitative Analyse der Expression
in diesen Experimenten ist in Abb. 4.20 dargestellt. Diese ergab, dal’ Hif-1la
nach 12 und 24 Stunden in hypoxischen Zellen 5-fach erhéht exprimiert wurde,
nach 48 Stunden 3,5-fach erhdht. Die E-cadherin Proteinmenge bei 1 % O, war
zunachst nur leicht auf 85 bzw. 80 % erniedrigt (12 bzw. 24 Stunden),
erniedrigte sich aber dann nach 48 Stunden drastisch auf 30 %. Snail war auf
Proteinebene nicht exprimiert.
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Abb. 4.19: Western-Blot Analyse von Zelllysaten de r Zellinie MCF7 und deren

Reaktion auf Inkubation bei 1 % O ,. Untersucht wurde die Expression von Hif-1 a,
E-cadherin und als Housekeeping-Protein R-actin zum Zeitpunkt 0 und nach 12, 24 und

48 Stunden.
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Abb. 4.20: Semiquantitative Analyse der Proteinexp ression von Hif-1 a und E-
cadherin in MCF7-Zellen in Reaktion auf Inkubation in 1 % O,. Dargestellt ist das
Verhéltnis der Expression in hypoxischen Zellen zur Expression in normoxischen Zellen,

jeweils normalisiert auf 3-actin. Die Werte geben d  en Mittelwert aus drei unabhéngigen
Experimenten an, die Fehlerbalken markieren die Sta  ndardabweichung.
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4.2 TRANSFEKTION

Einflisse auf die Expression der untersuchten Gene durch CoCl,-Behandlung
der Zellen kénnten unter Umstanden auch durch andere Funktionen von CoCl,
als die Stabilisierung von Hif-1a, z.B. Chlorierung organischer Sauren oder eine
maogliche Toxizitat verursacht worden sein. Auch durch Inkubation in 1 % O,
kommt es zu Nebeneffekten wie Anderung des pH-Wertes. Um auszuschlieRRen,
dalR die Veradnderungen in der Expression nach CoCl,-Behandlung und
Inkubation in 1 % O, durch diese Nebeneffekte ausgeltst werden und um zu
uberprufen, ob Reaktionen der Zellen auf Hypoxie direkt durch Hif-1a vermittelt
werden, wurden die Zelllinien mit einem Expressionsvektor fur stabilisiertes Hif-
la transfiziert. Das Plasmid p(HA)Hif1la(P402A,P564A) enthalt ein Konstrukt fur
Hif-1a, das unter normoxischen Bedingungen stabilisiert ist.

Hif-1 reguliert die Expression seiner Zielgene tUber sogenannte HREs (Hypoxia
Responsible Elements) im Promoter des Zielgens. Die EMT-Regulatoren Snail
und Slug wurden zumindest auf RNA-Ebene grof3tenteils in den Zelllinien unter
hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert. Nach CoCl,-Behandlung war
die Proteinexpression von Snail in allen drei Zelllinien erhéht. Deshalb stellte
sich die Frage ob Slug und Snail mdglicherweise ein HRE enthalten. Im
Promoter des EMT-Regulators Snail wurde bereits ein moégliches HRE
beschrieben [172]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun der Promoter von Slug
auf das Vorhandensein solcher HREs hin durchsucht. Dabei habe ich zwei
maogliche HREs gefunden (siehe Abb. 4.21).

1
el
121
181
241
301
3el

cccggctect gogecccctec tagetocecag
gcgaggttac ctctcttgaa aatacttaaa
aaaacagccc attttgaacc agaataattt
agctgtccca gagggaggag ctgaaatctg
caaaagagag gaaaaaaaaa ccctcccagce
gtgacttg aggcgccggc cagtcococgtet
ctggccocgeoc gogatgotgt agggaccogee

|:| HBS(Hif-1 binding site): BAOGTSXK |:| HAS(Hif-1 ancillary site): CAQA/GK

ag.cgtgga tcgcgggegg ggctcaclga
cacttttttt cctectccact gaaatctcaa
agtctgacaa cagattctte ctectgttecac
aacctctcag ctgtgattgg atctttcttg
caaaacglgc tcagttcgta aaggagccgg
gccgcacctg agcacggoce ctgoccocgago
gtgtccteccoce goocggaccgt tatcocgogoc

B=GT/C SGC
K=G'T

Abb. 4.21:

gekennzeichnet, das Startcodon ist fett gedruckt.

Zwei mdgliche HREs (farbig gekennzeichn
von Slug. Ein HRE besteht aus einer Hif-1 Bindestel
Nebenstelle (HAS, grun). Von der Konsensussequenz a

et) im Promoterbereich (grau)
le (HBS, gelb) und einer Hif-1
bweichende Basen sind in pink
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4.2.1 Stabile Transfektion

Zunachst sollten die drei Karzinom-Zelllinien stabil mit dem Vektor
p(HA)Hifla(P402A,P564A), einem Expressionsplasmid fur in  Normoxie
stabilisiertes Hif-1a transfiziert werden. Das gelang allerdings nur fir die
Endometriumkarzinom-Zelllinie Ishikawa. Abb. 4.22 zeigt eine Western-Blot
Analyse von untransfizierten, drei Mock- (Plasmid ohne Insert) und vier Hif-1a-
transfizierten Klonen der Ishikawa-Zellen. Hif-la wurde nur in den mit
p(HA)Hifla(P402A,P564A) transfizierten Klonen exprimiert. Die Protein-
Expression von Snail und E-cadherin wurde nicht von der Transfektion
beeinflusst.

533 S o ovozog
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Abb. 4.22: Western-Blot Analyse mit Antikdrpern ge  gen Hif-1 a, E-cadherin, Snail und
das Housekeeping-Protein 3-actin mit Proteinlysaten aus untransfizierten, Mock- und Hif-
la-transfizierten Ishikawa-Zellen.

Auf RNA-Ebene wurde Glutl im Mittel in den Hif-la-transfizierten Ishikawa-
Zellen ca. doppelt so hoch exprimiert wie in den Mock-transfizierten Zellen
(siehe Abb. 4.23). Auch die Slug-Expression verdoppelte sich in den Hif-1a-
transfizierten Zellen nahezu. Snail wurde in Mock- und Hif-la-transfizierten
Zellen gleichermalRen exprimiert. Die mRNA Menge von E-cadherin halbierte
sich nach der Hif-1a-Transfektion.
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Abb. 4.23: Relative mRNA-Expression der Gene Glutl , Slug, Snail und E-cadherin in
Mock-transfizierten (grau hinterlegt) und Hif-1  a-transfizierten (schwarz) Ishikawa-Zellen.
Die Rauten geben die einzelnen Klone an, die horizo ntalen Striche die Mittelwerte aus
den Klonen.

4.2.2 Transiente Transfektion

Es war lediglich bei Ishikawa-Zellen moglich, Hif-1a stabil zu transfizieren. Bei
den anderen beiden Zelllinien (GC 2957 und MCF7) konnte die Hif-1a-
Expression schon nach kurzer Zeit nicht mehr festgestellt werden. Aus diesem
Grund wurden diese Zelllinien nur nach transienter Transfektion auf die
Expression der zu untersuchenden Gene analysiert. Da aus diesen Ansétzen
nur eine kleine RNA-Ausbeute erzielt werden konnte, wurde nur die Expression
von Glutl, E-cadherin, Snail und Slug untersucht.

Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957

Abb. 4.24 zeigt TagMan® real-time RT-PCR Analysen von drei unabhéngigen
transienten Transfektions-Experimenten der Zelllinie GC 2957. Drei Tage nach
der Transfektion zeigten die Zellen eine Verringerung der Expression von Glutl,
E-cadherin und Slug. Die Snail mMRNA-Menge war im Mittel auf das 27-Fache
erhoht, die einzelnen Experimente wichen allerdings so stark voneinander ab,
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dal3 dies lediglich als Tendenz bewertet werden kann. Funf Tage nach der
Transfektion sind in den Hif-la-transfizierten Zellen alle Gene weitgehend
unverandert im Vergleich zu den Mock-transfizierten Zellen exprimiert. In Abb.
4.25 ist eine Western-Blot Analyse mit einem Hif-1a-, einem E-cadherin-, einem
Snail- und einem R-actin-Antikérper dargestellt. Die Expression von E-cadherin
und Snail war in Hif-1a-transfizierten GC 2957-Zellen unverandert im Vergleich
zu Mock-transfizierten Zellen. Auch in diesen Zellen war Hif-1la nur zum
Zeitpunkt 3d erhoht exprimiert, nach fiinf Tagen war die Expression gleich hoch
wie in Mock-transfizierten Zellen.
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Abb. 4.24: mRNA-Expression von Glutl, E-cadherin, Slug und Snail in GC 2957-

Zellen drei und funf Tage nach Transfektion mit dem Expressionsvektor fur stabilisiertes
Hif-1a p(HA)Hifl a(P402A,P564A) bzw mit dem leeren Vektor (Mock). Die  Abbildung zeigt
den Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten n ormalisiert auf R-actin. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
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Abb. 4.25: Western-Blot Analyse von Zelllysaten de r Zellinie GC 2957 mit
Antikérpern gegen Hif-1 a und R-actin. Die Zellen wurden mit Expressionsvekt  or
p(HA)Hifl a(P402A,P564A) fir stabilisiertes Hif-1 «, beziehungsweise mit dem leeren

Vektor (Mock) transfiziert und nach drei und funf T agen wurden Proteinlysate analysiert.
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Mammakarzinom-Zelllinie MCF7

In MCF7-Zellen zeigte sich nach transienter Transfektion mit dem Vektor fur
stabilisiertes Hif-1a nach drei Tagen eine leichte Abnahme der Glutl und Snail
MRNA-Expression auf ca. 80 %, die Expression von E-cadherin und Slug war
unverandert (siehe Abb. 4.26). Fiinf Tage nach der Transfektion waren in Hif-
lo-transfizierten Zellen Glutl und Snail genauso hoch exprimiert wie in Mock-
transfizierten Zellen. Die E-cadherin mRNA-Menge nahm in Hif-1a-transfizierten
Zellen auf 75 % ab, die Slug mRNA Menge auf 56 %.

MCF7
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Abb. 4.26: MRNA-Expression von Glutl, E-cadherin, Slug und Snail in MCF7-Zellen
drei  und funf Tage nach  Transfektion mit dem  Expres  sionsvektor
p(HA)Hif1 a(P402A,P564A) fur stabilisiertes Hif-1 o bzw mit dem leeren Vektor (Mock). Die

Abbildung zeigt den Mittelwert von drei unabhéngige n Experimenten normalisiert auf R3-

actin. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichu  ng

Einen Kontrast dazu bildete die Untersuchung der Expressionslevel auf
Proteinebene. In Abb. 4.27 ist ein Western-Blot mit Antikbrpern gegen die
Proteine Hif-1a, Snail, E-cadherin und (-actin dargestellt. Dabei zeigten
semiquantitative Analysen einen deutlichen Anstieg der Hif-1a-Expression auf
5-fach nach drei Tagen und auf 16-fach nach funf Tagen (siehe Abb. 4.28). Die
Snail-Proteinmenge war nach drei sowie nach finf Tagen verdoppelt. E-
cadherin war nach der Transfektion unverandert exprimiert.
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Abb. 4.27: Western-Blot Analyse von Zelllysaten de  r Zelllinie MCF7 mit Antikdrpern
gegen Hif-1 a, Snail, E-cadherin und R-actin. Die Zellen wurden mit Expressionsvektor
p(HA)Hifl a(P402A,P564A) fir stabilisiertes Hif-1 «a, beziehungsweise mit dem leeren
Vektor (Mock) transfiziert und nach drei und funf T agen wurden Proteinlysate analysiert.
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Abb. 4.28: Transiente Transfektion der Zelllinie M CF7 mit dem Expressionsvektor

p(HA)Hif1 a(P402A,P564A) flur stabilisiertes Hif-1 a. Proteinlysate wurden drei und funf
Tage nach Transfektion aus Mock- und Hif-1 a-transfizierten Zellen isoliert und in
Western-Blot Analysen auf die Expression von Hif-1  a, E-cadherin und Snail untersucht.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhéngige  n Experimenten, jeweils auf [3-actin
normalisiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standarda  bweichung.
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4.3 MAUSMODELL

Die bisherigen in vitro-Daten legen nahe, daf3 Hypoxie einen Einflul3 auf die
Expression von EMT-Regulatoren haben kann. Da in vitro Versuche mit
Zelllinien nur in Ansatzen die Bedingungen im Tumorgewebe wiedergeben
kénnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch ein in vivo-System aufgebaut. So
konnten Einflisse von Hypoxie auf die Expression von E-cadherin und dessen
Regulatoren Snail und Slug in vivo untersucht werden. Dazu wurden Mausen
subkutan Ishikawa-Zellen injiziert um experimentelle Tumore zu erzeugen.
Ishikawa-Zellen wurden in dieser Arbeit schon in Zellkultur auf ihre Reaktion auf
Hypoxie untersucht. Zusatzlich wurden A431-Zellen in die Untersuchung
aufgenommen. Die Zelllinie A431 war bereits im Institut fir Nuklearmedizin far
die Erzeugung von Tumorxenotransplantaten in Nacktmausen etabliert und
wurde fir Hypoxie-Studien verwendet [173]. Es wurden insgesamt 20 Tumoren
untersucht, davon stammten 13 von der Zelllinie A431, sieben von der Zelllinie
Ishikawa. Eine Stunde vor Entnahme der Tumoren wurde den
Mausen intraperitoneal Pimonidazol-Hydrochlorid (Pimonidazol) gespritzt.
Pimonidazol bildet unter hypoxischen Bedingungen Proteinaddukte, die
immunhistochemisch angefarbt werden koénnen. Uber diese Immunfarbung
wurden von einer Pathologin (Dr. Frauke Neff) normoxische (,Pimonidazol“-
negative) und hypoxische (,Pimonidazol“-positive) Bereiche markiert. Diese
markierten Schnitte dienten dann als Referenzschnitte, anhand derer die
betreffenden Bereiche makrodisseziert und daraus RNA oder Protein isoliert
werden konnte (vergleiche Abschnitt 3.6.2). Die Pimonidazol-Farbung wird als
Goldstandard flr Hypoxie angesehen. Zusatzlich wollten wir Hypoxie-
spezifische Proteine untersuchen (CAIX, Glutl, Vegf). Da aber die von uns
getesteten kommerziellen Antikdrper unseren Anforderungen hinsichtlich
Spezifitat, Hintergrund und Sensitivitat nicht gentgten, wurde die Hypoxie auf
MRNA-Ebene mittels der Glutl-Expression verifiziert. Nur die Pimonidazol-
positiven Bereiche wurden als tatsachlich hypoxisch eingestuft, die Glutl héher
exprimierten als die korrespondierenden Pimonidazol-negativen Bereiche.
Daraus ergaben sich zehn Tumore, die tatsachlich hypoxische Bereiche
aufweisen. Davon waren acht Xenotransplantate der Zelllinie A431, zwei
stammten aus der Zelllinie Ishikawa.
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4.3.1 Untersuchung der Proteinexpression von E-cadh erin,
Snail und Vimentin anhand von Immunhistochemie

Schnitte der formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Tumoren wurden
immunhistochemisch mit Antikérpern gegen Pimonidazol-Proteinaddukte,
E-cadherin, Snail und Vimentin gefarbt. Die Expression von Slug konnte leider
nur auf mRNA-Ebene untersucht werden, da - wie zuvor erwahnt - die
kommerziellen Antikbrper gegen dieses Protein uns hinsichtlich ihrer
Spezifitaten nicht Uberzeugten. Gesamt betrachtet waren 6 der 10 Tumore
E-cadherin positiv. Von diesen E-cadherin positiven Tumoren zeigten 5 (83 %)
eine verminderte E-cadherin-Farbung in hypoxischen Bereichen (siehe
Tab. 4.2). In 2 (33 %) der 6 Tumore wurde Snail in hypoxischen Bereichen
starker exprimiert als in normoxischen Bereichen. Die Vimentin-Expression war
in keinem der 6 Tumore in hypoxischen Arealen erhtéht. Abb. 4.29
zeigt Beispiele von immunhistochemischen Analysen eines A431-
Tumorxenotransplantats, in welchem in hypoxischen Arealen die Snail-Farbung
starker und die E-cadherin Farbung schwécher bzw. weniger membranstandig
ist als in normoxischen Bereichen.

Tab. 4.2: Relative Expression in hypoxischen im Ve rhaltnis zu normoxischen
Bereichen von E-cadherin-positiven A431- und Ishika  wa-Tumoren (n=6),
bestimmt durch immunhistochemische Analysen

Expression in

hypoxischen A431 Ishikawa gesamt
Bereichen

E-cadherin | 4/4 (100 %) 1/2 (50 %) 5/6 (83,3 %)
Snail 1 1/4 (25 %) 1/2 (50 %) 2/6 (33,3 %)
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normoxisch hypoxisch

Pimonidazol
A >
E-cadherin
Snail
Abb. 4.29: Bilder der immunhistochemischen Farbung en eines  A431-

Tumorxenotransplantats mit einem Pimonidazol-Antik® rper (A und B), einem Antikérper

gegen E-cadherin (C und D) und einem Snail-Antikérp er (E und F). Gezeigt sind
Farbungen in normoxischen (A, C und E) und in hypox  ischen Bereichen (B, D und F) des
Tumors. Die Tumoren zeigten starke Pimonidazol-Farb ~ ungen in hypoxischen Bereichen.

Die Membran-standige E-cadherin-Reaktivitdt im norm  oxischen Bereich (C) ging in dem

hypoxischen Bereich (D) fast vollstandig verloren. Der hypoxische Bereich (F) zeigt im

Gegensatz zum normoxischen Bereich (E) Snail-positi v geféarbte Zellkerne (Pfeile).
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4.3.2 Untersuchung der Proteinexpression anhand von Reverse
Phase Protein Microarrays

Von normoxischen und hypoxischen Bereichen der Formalin-fixierten, in
Paraffin eingebetteten Tumorxenotransplantate wurde auch Protein extrahiert.
Diese Proteinlysate wurden anhand von Reverse Phase Protein Microarrays auf
die Expression von E-cadherin, Snail, Gapdh, Vimentin und Cytokeratin 18 hin
untersucht. Die Expression der einzelnen Proteine wurden auf das
Gesamtprotein normalisiert. Tab. 4.3 gibt eine Ubersicht Uber die relative
Expression der zuvor genannten Proteine in hypoxischen Bereichen der
Tumore. Ausschnitte aus den Proteinmikroarrays mit einem hypoxischen und
einem normoxischen Tumorbereich zeigt Abb. 4.30. Aufgrund von
Materialmangel war es nur méglich aus 4 Tumoren (3 E-cadherin-positiv, 1 E-
cadherin-negativ) aus der Gruppe der 10 Glutl-verifizierten Tumore Protein zu
extrahieren. Diese Auswertung ergab, dafl von den E-cadherin-positiven
Tumoren alle 3 E-cadherin in den hypoxischen Bereichen vermindert
exprimierten. Die Snail Proteinmenge war in keinem der 4 Tumore in
hypoxischen Arealen erhéht. Vimentin wurde in 75 % der Tumore (3/4) in
hypoxischen Bereichen starker exprimiert als in normoxischen. Auch
Cytokeratin war in hypoxischen Arealen von 3 von 4 Tumoren (75 %)
Uberexprimiert. Gapdh wurde nur in 1/4 (25 %) Tumoren in hypoxischen
Bereichen tberexprimiert.

Tab. 4.3: Relative Expression von E-cadherin, Snai I, Vimentin, Cytokeratin 18 und
Gapdh in hypoxischen Bereichen von Glutl verifizier ten Tumoren und von
allen untersuchten Tumoren. Bei E-cadherin z&hlten zur Gesamttumoranzahl
nur die Tumore, die in normoxischen Bereichen E-cad herin-positiv waren.

Expression in der 4 Glutl-
hypoxischen verifizierten
Bereichen Tumore
E-cadherin | 3/3 (100 %)*
Snail 1 0/4 (0 %)
Vimentin 1 3/4 (75 %)

Cytokeratin 18 1 3/4 (75 %)

Gapdh 1 1/4 (25 %)

* der vierte Tumor war in normoxischen Bereichen E-cadherin-negativ
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Abb. 4.30: Ausschnitte aus den Proteinmikroarrays von einem hypoxischen und

einem normoxischen Tumorbereich. Gezeigt sind Aussc hnitte von entwickelten
Rontgenfilmen, die mit Objekttragern belichtet wurd en, die mit Antikorpern gegen E-
cadherin, Snail, Vimentin, Cytokeratin 18 und Gapdh inkubiert wurden. Das oberste Bild
zeigt das Gesamtprotein dargestellt mit einer Sypro Ruby-Farbung.

4.3.3 RNA-Expression von E-cadherin, Snail und Slug

Um die Veranderungen in den hypoxischen Bereichen der Tumore in einem
noch friheren Stadium nachvollziehen zu kénnen, wurde zusatzlich der Einfluf3
der Hypoxie auf die RNA-Expression untersucht. AuRerdem kann dadurch
geklart werden, ob Hypoxie einen Einflul3 auf die Transkription oder auf die
Proteinstabilitat des betreffenden Gens hat. Dazu wurde die Expression von
Glutl, Slug, Snail und E-cadherin mit real-time RT-PCR analysiert. Aul3erdem
konnte die Slug-Expression nur auf RNA-Ebene untersucht werden, weil leider
kein funktionierender Slug-Antikdrper vorlag. Es wurden wieder hypoxische mit
normoxischen Bereichen verglichen. In Abb. 4.31 sind die 10 Tumore
dargestellt, bei denen die relative mMRNA-Expression des Hypoxiemarkers Glutl
in hypoxischen Bereichen grofRer als in normoxischen Bereichen war. In 6
(60 %) dieser 10 Tumore war Slug in hypoxischen Arealen starker exprimiert als
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in normoxischen. Die Snail mMRNA Menge war in 8 (80 %) dieser 10 Tumore in
hypoxischen Bereichen grofRer als in normoxischen. Auch die E-cadherin-
MRNA-Expression war in 90 % der Tumore in den hypoxischen Bereichen
erhoht.
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Abb. 4.31: Relative mRNA-Expression von Glutl, Slu g, Snail und E-cadherin in
hypoxischen Bereichen im Verhaltnis zu normoxischen Bereichen in den experimentellen
Tumoren, die Glutl in hypoxischen Bereichen Uberexp rimieren. Die Rauten geben die
Expression in hypoxischen Bereichen einzelner Tumor e an, die horizontalen Striche den
Mittelwert der 10 Tumore.

4.3.4 Vergleich von RNA und Protein

Zur besseren Ubersicht werden hier nochmals alle in vivo-Ergebnisse
zusammengefal3t. Beim Vergleich der gewonnenen Ergebnisse aus der
Immunhistochemie, des Protein Microarrays und der TagMan® Analysen
ergaben sich einige Unterschiede (siehe Tab. 4.4). Die relative Snail-Expression
in hypoxischen Bereichen stimmt nur in einem der Tumore in der
Immunhistochemie und im Protein Microarray Uberein. Von sechs Tumoren
konnten keine Mikroarray-Daten erhoben werden. Die Ergebnisse zur Snail-
Expression aus TagMan® Analyse und Microarray stimmen bei zwei Tumoren
Uberein, ebenso verhélt es sich beim Vergleich von immunhistochemischer und
TagMan® Analyse. Bei einem Tumor ist das Verhaltnis von Snail-Expression in
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hypoxischen zu normoxischen Bereichen auf RNA-Ebene umgekehrt zu dem
Verhaltnis auf Protein-Ebene.

Die relative E-cadherin-Expression in hypoxischen Bereichen stimmt nur in
einem Tumor in der Immunhistochemie und im Microarray Uberein. In zwei
Tumoren unterscheiden sich die Ergebnisse stark zwischen erhdht und
erniedrigt. In Microarray und TagMan® Analyse stimmt die relative Expression in
hypoxischen Bereichen ebenfalls nur in einem Tumor Uberein. Drastisch
unterscheiden sich die Ergebnisse hier bei zwei Tumoren. Bei einem Vergleich
von immunhistochemischer mit der TagMan® Analyse stimmen die Ergebnisse
zur E-cadherin-Expression in drei Tumoren uberein, in zwei Tumoren sind sie
entgegengesetzt.

Tab. 4.4: Vergleich der relativen Expression in hy poxischen zu normoxischen
Bereichen von Snail und E-cadherin ermittelt mit Im munhistochemie (IHC), reverse Phase
Protein Microarray (Array) oder TagMan ® real-time RT-PCR (RNA). Grin bedeutet eine
verringerte Expression in hypoxischen Bereichen, ro t eine erhdhte, schwarz eine gleich
gebliebene. Weil3e Felder bedeuten es liegen keine D  aten vor. A hinter der Tumornummer
bedeutet A431-Tumor, | Ishikawa-Tumor.

Snail E-cadherin

Tumor# | IHC Array RNA IHC Array RNA

1A
2A
3A
4 A
S5A
6A
7A
8A
91
10|
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4.4 NIERENZELLKARZINOM

Beim klarzelligen Nierenzellkarzinom gibt es einen grof3en Anteil (ca. 70 %) von
Patienten mit einem Defekt im VHL-Gen, welcher wiederum zur Stabilisierung
von Hif-1a fuhrt. Damit bietet das klarzellige Nierenzellkarzinom ein ideales
Modell fur Hif-1-vermittelte Genregulation. In dieser Arbeit sollte die Expression
von E-cadherin, Snail und Slug in VHL-positiven (,normoxischen®) und VHL-
negativen (,hypoxischen*) Tumoren verglichen werden. Da ich aber auch nach
intensiver Suche keinen spezifischen Antikérper gegen VHL gefunden habe,
erfolgte die Einteilung der Tumore in ,normoxisch” und ,hypoxisch* wiederum
Uber die Glutl mRNA-Expression. Da Glutl ein Zielgen von Hif-1 ist, lal3t eine
hohe Expression dieses Gens auf eine hohe Hif-1 Expression schlie3en.

4.4.1 RNA-Expression von E-cadherin, Snail, Slugun  d Gapdh

Zunachst wurde aus 16 Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten
Tumorproben RNA isoliert und in TagMan® real-time RT-PCR Analysen auf die
Expression von Glutl, Vegf, Snail, Slug, E-cadherin und Gapdh untersucht.
Dabei zeigte sich in 9 von 16 Tumoren eine starke Glutl-Expression, was auf
eine hohe Hif-1a Expression hinweisen konnte. Die anderen 7 Tumore zeigten
eine niedrige Glutl-Expression. Die Einteilung wurde Uber den Median aus
allen Werten vorgenommen; diejenigen Tumoren, die eine Glutl-Expression
Uber dem Median zeigten, wurden als ,hypoxisch® eingestuft, diejenigen, deren
Glutl-Expression unter dem Median lag als ,normoxisch“. Die Ergebnisse sind
in Abb. 4.32 dargestellt, wobei ,normoxische* Tumore in grau hinterlegt sind,
~hypoxische” in schwarz. Die Vegf-Expression korrelierte nach der Spearman
rank correlation und Anpassung nach Benjamini und Hochberg statistisch
signifikant mit der Glutl-Expression (p=0,009). Snail wurde im Mittel in
~-hormoxischen* Tumoren ho6her exprimiert als in ,hypoxischen®. E-cadherin
wurde in den zwei Tumortypen nicht unterschiedlich exprimiert. Slug und Gapdh
wurden in ,hypoxischen® Tumoren hoher exprimiert als in ,normoxischen®. Die
Expression dieser beiden Gene in den Nierenzellkarzinomen Kkorrelierte
statistisch signifikant miteinander (p=0,0001).
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Abb. 4.32: Relative mRNA-Expression von Glutl, Veg f, Snail, Slug, E-cadherin und
Gapdh in 16 klarzelligen Nierenkarzinom-Proben. Dar gestellt ist die Expression des
jeweiligen Gens in den einzelnen Patienten normalis iert auf 18S rRNA (Rauten). Die
horizontalen Striche geben die Mittelwerte an. In g rau hinterlegt sind die Werte von
~hormoxischen“ Tumoren, schwarz von ,hypoxischen*.

Unterzieht man die Daten einer hierarchischen Clusteranalyse so zeigt sich,
dal3 die Expression von Glutl und Vegf stark miteinander korreliert (siehe Abb.
4.33). Genauso verhalt es sich mit Gapdh und Slug, und entgegen den
Erwartungen auch mit Snail und E-cadherin.

niedrige hohe Expression
= =
o] l"- = o= '|-| ﬂ'.! o ]
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—— s
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|: Vegf
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Abb. 4.33: Ergebnisse der hierarchischen Clusteran alyse. Die grine Farbe zeigt
niederige Expression an, die schwarze intermediare und die rote Farbe hohe Expression
der mRNA. Die Expression von Vegf und Glutl korreli  ert stark miteinander. Die von
E-cadherin und Snail und die von Gapdh und Slug kor relieren ebenfalls.
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4.4.2 Protein

Von den 16 Nierenzellkarzinom-Proben wurde auch Protein isoliert. Mit den
Proteinlysaten wurden reverse Phase Protein-Microarrays angefertigt und diese
mit Antikdrpern gegen E-cadherin, Snail, Gapdh, Vimentin und Cytokeratin 18
inkubiert. Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung des
Schwarzungsgrades des Rontgenfilms normalisiert auf das Gesamtprotein zeigt
Abb. 4.34 . Dabei zeigte sich, da3 E-cadherin im Mittel in hypoxischen Tumoren
geringer exprimiert wird als in normoxischen. Snail wird im Mittel in Glutl
Uberexprimierenden Tumoren etwa gleich hoch exprimiert wie in Glutl schwach
exprimierenden Tumoren. Gapdh liegt in hypoxischen Tumoren in grofRerer
Menge vor. In hypoxischen und normoxischen Tumoren liegt etwa gleich viel
Vimentin-Protein vor. Cytokeratin 18 wurde in hypoxischen Tumoren weniger
exprimiert als in normoxischen.
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Abb. 4.34: Relative Protein Expression von E-cadhe rin, Snail, Gapdh, Vimentin und
Cytokeratin 18 (CK18) in 16 klarzelligen Nierenkarz inom-Proben. Dargestellt ist die
Expression des jeweiligen Proteins in den einzelnen Patienten normalisiert auf das

Gesamtprotein ermittelt durch SyproRuby (Rauten). D  ie horizontalen Striche geben die
Mittelwerte an. In grau hinterlegt sind die Werte v on normoxischen Tumoren, in schwarz
die von hypoxischen.

Analyse der Daten in einer hierarchischen Clusteranalyse ergibt zwei Gruppen
von Proteinen (siehe Abb. 4.35). In der einen befinden sich Vimentin, Glutl und
Gapdh, in der anderen Cytokeratin 18, E-cadherin und Snail. Dabei korrelieren
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hier stark die Expression von Gapdh mit der von Glutl und die Expression von
Snail mit der von E-cadherin.

B
niedrige hohe Expression

Glutl
Gapdh
Vimentin
CK18

Snail
Ecad

Abb. 4.35: Ergebnisse der hierarchischen Clusteran  alyse der Protein-Expression von
Vimentin, Gapdh, CK18, Snail und E-cadherin und der MRNA-Expression von Glutl. Die
grine Farbe zeigt niedrige Expression an, die Schwa rze intermediare und die rote Farbe
hohe Expression des Proteins. Die Expression von Ga  pdh und Glutl, und von E-cadherin
und Snail korrelieren stark miteinander. In Untergr  uppen kann man CK18, Snail und
E-cadherin und Vimentin, Glutl und Gapdh zusammenfa  ssen.
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5 DISKUSSION

Hypoxie wurde in vielen verschiedenen Arten solider Tumore nachgewiesen
[174]. Immer mehr deutet darauf hin, dal3 bis zu 60 % lokal fortgeschrittener
Tumore hypoxische oder anoxische Bereiche aufweisen [1]. Erniedrigte
intratumorale Sauerstoffkonzentrationen werden vor allem durch eine
fehlerhafte Vaskularisierung in proliferierendem Tumorgewebe verursacht [174].

Zellen, die sich nicht an Sauerstoffmangel anpassen kénnen unterlaufen Zelltod
durch Apoptose oder Nekrose [165]. Aber Hypoxie kann auch adaptive
Veréanderungen in Tumorzellen auslésen, die mit einem aggressiveren malignen
Phanotyp verbunden sind und zu einer schlechten Prognose fuhren [165, 175].
Zu diesen Veranderungen gehdren unter anderem solche, die zu einer
Zunahme der Invasivitat fihren, wie Verminderung von Zell-Zelladhasion, zum
Beispiel durch funktionellen Verlust von E-cadherin, und solche die zu einer
erhohten Zellmotilitat fuhren. Sie kdénnen unter dem Oberbegriff Epithel-
Mesenchym-Transition (EMT) zusammengefal3t werden.

EMT, gekennzeichnet durch Verlust von epithelialer Zellpolaritat und
Umwandlung in einen mesenchymalen Phanotyp, tritt in unterschiedlichem
Umfang wahrend der Embryonalentwicklung, in normalen adulten Zellen
wéahrend der Wundheilung und in zahlreichen pathologischen Prozessen auf.
Auch wahrend der Tumorprogression spielt EMT eine wichtige Rolle. Ein
wichtiger Schritt in der EMT ist der funktionelle Verlust von E-cadherin, der
verschiedene Ursachen haben kann. Als besonders wichtig hat sich hierbei die
transkriptionelle Repression des E-cadherin-Gens herausgestellt [82-85].

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dal? Hypoxie einen Einflul3 auf die
E-cadherin-Expression zu haben scheint [55, 56, 176, 177]. Zellkultur-Studien
haben auch gezeigt, daf} die Hypoxie-vermittelte E-cadherin-Repression durch
Uberexpression verschiedener Inhibitoren, zum Beispiel Snail, ZEB1 und ZEB2
ausgeldst wird [55, 176, 177]. Genaue Mechanismen und Ubertragbarkeit auf
die in vivo-Situation blieben bisher jedoch weitgehend ungeklart.
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5.1 HYPOXIE UND EMT IN ZELLLINIEN

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Expression von EMT-assoziierten Genen
in drei verschiedenen Tumorzelllinien in Reaktion auf Hypoxie untersucht. Bei
den Zelllinien handelte es sich um die Endometriumkarzinom-Zelllinie Ishikawa,
die Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957 und die Mammakarzinom-Zelllinie MCF?7.
Die Expression von E-cadherin und dessen Repressoren Snail und Slug wurde
nach Gabe der Hypoxie-simulierenden Substanz CoCl,;, nach Inkubation in
1 % O, und nach Transfektion mit einem Expressionsplasmid fur stabilisiertes
Hif-la auf RNA- und Proteinebene untersucht. Zusétzlich wurden die
Auswirkungen von Hypoxie/Hif-1a-Stabilisierung auch auf funktioneller Ebene
untersucht. Dazu wurden normoxische und hypoxische Zellen in ,Wound-
healing-Assays” im Bezug auf ihre Motilitat und in Invasion-Assays auf ihre
Invasivitat hin untersucht. Die Ergebnisse sind in dieser Arbeit nicht
beschrieben, da weder CoCl,-Behandlung, noch Inkubation in 1 % O, oder
Transfektion mit stabilisiertem Hif-1a Auswirkungen auf die Motilitat und die
Invasivitat der Zellen hatte.

5.1.1 Auswirkungen von Hypoxie auf die
Endometriumkarzinom-Zelllinie Ishikawa

Das Zell-Zell-Adhasionsmolekil E-cadherin wird in normoxischen Ishikawa-
Zellen auf RNA- und Proteinebene exprimiert. In CoCl,-behandelten Ishikawa-
Zellen war lediglich die mRNA-Expression von E-cadherin leicht erhoht, die
Proteinexpression war unverandert. In transient Hif-1a-transfizierten Ishikawa-
Zellen war die mRNA-Expression von E-cadherin leicht erhéht, in stabil
transfizierten Zellen dagegen erniedrigt. Das E-cadherin-Protein war in beiden
Fallen in gleicher Menge wie in Mock-transfizierten Zellen vorhanden. Ishikawa-
Zellen unter 1 % Sauerstoff exprimierten deutlich weniger E-cadherin-Protein
als Zellen unter 21 % Sauerstoff. Allein die Stabilisierung von Hif-1a scheint
also fur die Herunterregulierung von E-cadherin nicht ausreichend zu sein, es
missen wohl noch zuséatzliche Faktoren, die bei Sauerstoffmangel vorhanden
sind zum Tragen kommen. Welche das sind bleibt allerdings noch zu klaren. Im
Gegensatz zur Proteinexpression von E-cadherin war die mRNA-Expression in
hypoxischen Zellen allerdings leicht erhdht. Das spricht gegen eine
transkriptionelle Regulation von E-cadherin durch Hypoxie. Die E-cadherin
Repression in Ishikawa-Zellen unter hypoxischen Bedingungen scheint also
eher eine Proteindestabilisierung oder Hemmung der Translation darzustellen.
Freie Cadherine, die nicht im Komplex mit Cateninen in der Membran vorliegen,
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sind instabil [178]. Der E-cadherin/Catenin-Komplex kann durch
Phosphorylierung von E-cadherin stabilisiert oder destabilisiert werden [179,
180]. Mdglicherweise liegt hier eine durch Hypoxie induzierte E-cadherin
Protein-Destabilisierung  vor, indem der E-cadherin/Catenin-Komplex
geschwacht wird. Das E-cadherin-Protein kénnte auch durch MMPs (Matrix-
Metalloproteinasen) abgebaut werden, was ein weiterer Mechanismus der E-
cadherin-Regulation ist [68]. Eine mdgliche Erklarung fir die erhohte RNA-
Expression von E-cadherin unter hypoxischen Bedingungen ist, daf3 durch
fehlendes Protein eine Gegensteuerung der Zelle in Gang gesetzt wird, die eine
erhdhte Transkription des E-cadherin-Gens nach sich zieht.

Snail wird in normoxischen Ishikawa-Zellen nur auf RNA-Ebene exprimiert. Die
CoCl,-Behandlung, Inkubation in 1 % O, und transiente Transfektion mit Hif-1a
bewirkte in diesen Zellen einen Anstieg der Snail mMRNA-Expression. Stabil
transfizierte Ishikawa-Zellen exprimierten Snail in gleicher Menge wie Mock-
transfizierte Zellen. Die Proteinexpression von Snail konnte in Ishikawa-Zellen
nicht durch hypoxische Bedingungen induziert werden. Mdglicherweise wird die
Snail-Expression durch Hypoxie zwar induziert, aber das Protein wird
destabilisiert. Dies kénnte durch Phosphorylierung durch GSK3R geschehen,
was zum Export von Snail aus dem Nukleus und zum Abbau durch das
Proteasom fuhrt [104]. Nachdem das Protein nicht exprimiert wird, scheint Snail
in der Hypoxie-assoziierten EMT in diesen Endometriumkarzinom-Zellen keine
Rolle zu spielen.

Der E-cadherin-Repressor Slug wurde auf RNA-Ebene sowohl unter 1 % O,
als auch in CoCl,-behandelten und in Hif-1a-transfizierten (stabil und transient)
Zellen starker exprimiert als in ,normoxischen” Zellen. Slug kénnte also
durchaus eine Rolle in der Antwort von Ishikawa-Zellen auf Hypoxie spielen.
Die Proteinexpression von Slug konnte leider nicht untersucht werden, da kein
spezifischer Antikorper gegen Slug vorlag. Slug konnte auch fur die
E-cadherin-Repression in stabil Hif-la-transfizierten Ishikawa-Zellen ver-
antwortlich sein, da dort die mRNA-Menge von E-cadherin erniedrigt ist.

Abb. 5.1 zeigt das durch diese Ergebnisse aufgestellte Modell der Auswirkung
von Hypoxie auf EMT-assoziierte Proteine im Endometriumkarzinom. Danach
wird in Hypoxie die Expression von Slug induziert. Dadurch wird E-cadherin
herunterreguliert. Denkbar - aber ohne Bestéatigung durch eigene Ergebnisse -
konnte durch eine Hemmung von Bestandteilen des E-cadherin/Catenin-
Komplexes oder durch die Aktivitat von MMPs E-cadherin destabilisiert werden.
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Abb. 5.1: Modell der Regulation von EMT-assoziiert en Proteinen im Endometrium-
karzinom durch Hypoxie. Durch Hypoxie wird die Expr ession von Slug und
mdoglicherweise von MMPs induziert, wodurch E-cadher in herunterreguliert wird. Durch
eine Hypoxie-induzierte Hemmung von Bestandteilen d es Catenin/E-cadherin-Komplexes
kénnte E-cadherin destabilisiert werden. Die gestri chelten Linien geben mdogliche
Regulationswege an, die allerdings nicht durch eige ne Ergebnisse belegt wurden.

Durch Vergleich der Genexpression in normoxischen und hypoxischen
Ishikawa-Zellen durch  RNA-Microarrays zeichneten sich  zahlreiche
Kandidatengene ab, die eine Rolle bei der Hypoxie-induzierten EMT spielen
kénnten oder die die Tumorprogression vorantreiben.

Fur eine Epithel-Mesenchym-Transition muf3 sich die Zelladhdsion &ndern.
Einige Gene, deren Funktion im Bereich Zelladhasion liegt, waren in
hypoxischen Ishikawa-Zellen differentiell exprimiert. So waren die Lysyl-
Oxidasen LOX und LOXL2 in hypoxischen Zellen starker exprimiert als in
normoxischen. Beide Proteine stabilisieren den E-cadherin-Repressor Snail,
indem sie ihn vor dem GSK3R-induzierten Abbau schitzen [59]. SIN3A
kooperiert mit Snail bei der Repression von E-cadherin. Das SIN3A-assoziierte
Protein SAP30 war in hypoxischen Zellen Uberexprimiert. Die mMRNA-
Expressionen der Zelladhasionsmolekile Protocadherin 20 und AMBP waren in
Hypoxie deutlich verringert. Imoto et al. postulieren eine Rolle von einem
PCDH20-Verlust in der Karzinogenese von NSCLC (non small cell lung cancer),
da es zwar in normalem Lungengewebe exprimiert wird, im Tumorgewebe
jedoch nicht [181]. AMBP kodiert fur die leichte Kette eines Plasma-Protease-
Inhibitors, der zur Stabilisierung der extrazellularen Matrix beitragt. Hamm et al.
zeigten einen weitverbreiteten Verlust von AMBP-Expression in verschiedenen
Tumorarten und schlagen aufgrund ihrer Ergebnisse AMBP als
Tumorsuppressor-Gen vor [182]. FLRT3 funktioniert als De-Adhé&sionsprotein,
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indem es die subzellulare Lokalisation von C-cadherin beeinflusst [183]. In
hypoxischen Ishikawa-Zellen war FLRT3 uberexprimiert. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen war die Expression einiger Gene, die die Zelladhasion
fordern allerdings in hypoxischen Ishikawa-Zellen erh6ht. Zum Beispiel CDH23
(cadherin-like 23) und die tight junctions-Komponente JAM2. Dazu mul3
beachtet werden, dal3 Migration auch eine Adhasionskomponente enthalt.
Zellmigration besteht aus den Schritten Ausstilpung der Zelloberflache durch
Actin-Polymerisation, Matrixadhasion (Bildung von focal adhesions) und
Nachziehen der Zelle (durch Actomyosin-Krafte) [184]. Andererseits kbnnte es
auch einfach eine Gegensteuerung der Zelle zum Erhalt des epithelialen
Phanotyps sein. Insgesamt scheint Hypoxie in diesen Endometriumkarzinom-
Zellen zu einem Expressionprofil zu fihren, das eher lockere Zell-Zelladh&sion
beglnstigt.

Einige Gene, die bei der Zellmotilitat eine Rolle spielen, sind in hypoxischen
Ishikawa-Zellen Uberexprimiert. Fascin, das cytoplasmatisches Actin bindelt
und eine Schlusselrolle in  diversen Formen von Actin-basierten
Motilitatsstrukturen inne hat [185], war in hypoxischen Zellen Gberexprimiert. In
Epithelien ist dieses Protein sehr gering exprimiert oder fehlt vollig [185, 186].
Yoder et al. zeigen, dal3 Fascin-Expression in Mammakarzinomen mit einem
aggressiven Kklinischen Verlauf einhergeht [187]. Die Uberexpression des
mesenchymalen Markers Vimentin in hypoxischen Ishikawa-Zellen zeigt, daf3
die Zellen eine EMT durchlaufen haben. In humanen Mammakarzinom-
Zelllinien wurde gezeigt, dal3 eine Vimentin-Expression mit einer erhdhten
Basalmembran-Invasivitat assoziiert ist [188]. Zeng et al. zeigten in ihrer Studie
in endometrioiden Karzinomen, dal3 Vimentin mit dem klinischen Staging in
diesen Karzinomen korreliert. Sie schlagen deshalb Vimentin als
Prognosefaktor fir den haufigsten Subtyp von Endometriumkarzinomen vor
[189]. Auf Proteinebene wurde allerdings die Expression von Vimentin in
Ishikawa-Zellen durch Hypoxie nicht induziert. Moglicherweise wird die
Translation gehemmt oder das Protein wird destabilisiert. Das unter anderem
an Vimentin bindende Ankyrin war in hypoxischen Zellen deutlich erhoht
exprimiert. LAMB3, ein Bestandteil der extrazellularen Matrix Komponente
Laminin 5, war in hypoxischen Ishikawa-Zellen ebenfalls héher exprimiert als in
normoxischen. Kita et al. [190] zeigten eine erhohte LAMB3 mRNA-Expression
in malignem Gewebe von Patienten mit Plattenepithel-Karzinomen des
Osophagus im Vergleich zum Normalgewebe. AuRerdem korreliert in diesen
Tumoren die LAMB3-Expression signifikant mit der Tiefe der Invasion und der
Intravasation [190]. Insgesamt legen die Ergebnisse aus den RNA-Mikroarrays
eine Induktion der Zellmotilitdt durch Hypoxie in diesen Endometriumkarzinom-
Zellen nahe.
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In Ishikawa-Zellen flhrte Hypoxie auch zur Regulation der Expression von
Bestandteilen von Signalwegen, die eine wichtige Rolle in der Embryogenese
spielen und deren Deregulation zur Tumorentstehung und -progression beitragt.
Ein solcher Signalweg ist der WNT-Signalweg [191], von dem zwei Mitglieder,
WISP2 und DACT2 in hypoxischen Ishikawa-Zellen vermehrt exprimiert
wurden. Ein weiterer Signalweg, dessen Deregulation zur Tumorentstehung
beitragt, ist der Notch-Signalweg [191]. Die Notch-Signalmolekile ASCL2 und
DTX1 waren in hypoxischen Ishikawa-Zellen starker exprimiert als in
normoxischen. SMAD7 und SMAD9 sind Mitglieder des TGF-3-Signalwegs,
deren Expression in Ishikawa-Zellen ebenfalls durch Hypoxie induziert wurde.
Katoh beschreibt, dafl3 die Balance zwischen den verschiedenen Signalwegen
in Stamm- und Vorlauferzellen sehr wichtig ist. Wenn diese aus dem
Gleichgewicht gerat, fuhrt dies zu pathologischen Verdnderungen, wie zum
Beispiel zu Tumoren [191, 192].

Cytokine regulieren eine Vielzahl an biologischen Prozessen, indem sie
Membranrezeptoren aktivieren. Die Signaltransduktion tdber den JAK/STAT-
Signalweg verleihnt den Cytokinen vielfaltige Funktionen in der
»Zellkommunikation®. Interleukin 4 (IL4) besitzt anti-Tumorfunktionen [193, 194].
Seine Expression war in hypoxischen Ishikawa-Zellen deutlich herunterreguliert.
Eine IL17RB-Expression korreliert in Mammakarzinomen negativ mit
Tumorgrad und Nodalstatus, das heif3t mit Metastasierung [195]. Dieses Gen
war in hypoxischen Zellen Uberexprimiert. SOCS2, ein Cytokin-Signal
Suppressor, war ebenfalls in hypoxischen Zellen hoher exprimiert als in
normoxischen. SOCS2 kann zwar Tumorsuppressor-Funktionen austben, Rico-
Bautista et al. beschreiben aber fir SOCS2 eine Rolle in der Entwicklung und
Progression von Leukamike und in High-grade intraepithelial lesions, Vorlaufern
von Analtumoren [196]. Hypoxie scheint vielfaltige Einflisse auf Cytokin-Signale
zu haben, sie fuhrt sowohl zu Férderung als auch zur Hemmung des Cytokin-
Signalling.

In Ishikawa-Zellen scheint Hypoxie zu einem Schutz vor Apoptose zu fihren.
So war der antiapoptotische Faktor ANGPTL4 [197] in hypoxischen Zellen stark
Uberexprimiert. Ein anderes Protein, das Tumorzellen vor Apoptose zu
schitzen vermag, ist TNFAIP3 [198]. Es war ebenfalls in hypoxischen Zellen
Uberexprimiert. Auch TERT, die Telomerase reverse Transkriptase, die
bekanntermal3en Zellen vor Apoptose schuitzt [199], war in hypoxischen Zellen
hoher exprimiert als in normoxischen. Dagegen war CASP9, ein
proapoptotischer Faktor [200], in hypoxischen Ishikawa-Zellen herunterreguliert.
BNIP3, das bisher als proapoptotischer Faktor angesehen wurde, war in
hypoxischen Zellen hoéher exprimiert als in normoxischen. Kirzlich konnten
Giatromanolaki et al. in Endometrium-Karzinomen den Zusammenhang
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zwischen BNIP3-Expression und schlechtem postoperativem Outcome zeigen
[201]. Tracy et al. schreiben BNIP3 vor allem in Reaktion auf Hypoxie eine Rolle
als Uberlebensfaktor zu, indem BNIP3 entweder vor ATP-Verarmung schutzt
oder indem es fur die Entsorgung beschadigter Mitochondrien sorgt [202].

Auch einige allgemeine Tumor-assoziierte Gene wurden in hypoxischen
Ishikawa-Zellen starker exprimiert als in normoxischen. Darunter waren die zwei
Onkogene JUN und JUNB, deren knockout in Melanomzellen zu Zellzyklus-
Arrest und Induktion von Apoptose fiihrt [203]. Die Uberexpression kénnte also
die Zelle in einem aktiven Zellzyklus verbunden mit Zellteilung halten und vor
Apoptose schitzen. Die Wachstumsfaktoren PDGF-A und TGFA wurden
ebenfalls in Zellen unter Hypoxie starker exprimiert. Beide sind bekannt fur ihre
Rolle in der Tumorbiologie als positive Regulatoren des Tumorwachstums.
Reinartz et al. konnten zeigen, dal3 TGFA-Expression in Endometrium-
karzinomen mit einer tieferen Invasion und einer Invasion in Blutgeféalie
korreliert [204, 205]. BCL6 ist ein weiteres Onkogen, das in hypoxischen
Ishikawa-Zellen tberexprimiert war. BCL6 spielt eine Rolle bei der Zellzyklus-
Regulation und seine Deregulation fuhrt zu einem erh6hten Wachstum von
Lymphomen [206]. Insgesamt scheint Hypoxie in Ishikawa-Zellen also die
Expression von tumorassoziierten Genen zu begtnstigen.

Abb. 5.2 zeigt ein zusammenfassendes Schema der regulierten Ablaufe in
Endometriumkarzinom-Zellen. Hypoxie induziert die Expression von Genen, die
die Zellmotilitat fordern, Tumor-assoziierter  Signalwege und von
~rumorproteinen“. Gene, die an Apoptose und Zelladhasion beteiligt sind,
werden durch Hypoxie herunterreguliert.

Signalwege
Apoptose ,\ /\ Cytokine
Hypoxie
»rumorproteine” l Zellmotilitat
Zelladhasion
Abb. 5.2: Schema der Regulation von Tumor-relevant en Eigenschaften und
Proteinen der Zelle durch Hypoxie in Endometriumkar zinom-Zellen. Hypoxie induziert die
Expression von Genen, die bei der Zellmotilitdt und in Signalwegen eine Rolle spielen

und von Tumor-assoziierten Genen. Hypoxie hemmt die Expression von Genen, die an
der Zelladh&sion und an Apoptose beteiligt sind. Cy  tokine oder Mitglieder von Cytokin-
Signalwegen werden sowohl herauf- als auch herunter  reguliert.
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Die von mehreren Gruppen aufgestellte These, dal3 Hypoxie einen Einflul3 auf
Entstehung und Progression von Endometriumkarzinomen hat, wird auch durch
die vorliegenden Ergebnisse aus Ishikawa-Zellen untersttitzt. Dies scheint aber
nicht nur auf der Induktion von EMT zu basieren, sondern weit vielfaltigere
Ursachen zu haben.

5.1.2 Auswirkungen von Hypoxie auf die Magenkarzino  m-
Zelllinie GC 2957

Die Magenkarzinom-Zelllinie GC 2957 ist ein geeignetes Modell, um die
Auswirkungen von Hypoxie auf EMT in Magenkarzinomen zu untersuchen. GC
2957-Zellen exprimieren das Zelladhasionsmolekil E-cadherin sowohl auf
RNA- als auch auf Proteinebene. Durch Behandlung dieser Zellen mit CoCl,
wurde zwar die mRNA-Expression von E-cadherin erhoht, aber die
Proteinexpression blieb davon unberthrt. Auch nach Inkubation der Zellen in
1 % O, war die mMRNA-Expression von E-cadherin erhoht. Es lag jedoch weni-
ger E-cadherin-Protein als in normoxischen Zellen vor. Transfektion der
Magenkarzinom-Zellen mit dem stabilisierten Hif-la hatte keinen
nennenswerten Einfluld auf die E-cadherin-Expression. Wie bereits in Abschnitt
5.1.1 beschrieben, konnte die Ursache der verringerten E-cadherin
Proteinexpression in  hypoxischen GC 2957-Zellen entweder eine
Proteindestabilisierung oder Hemmung der Translation sein. Andererseits
konnte die erhdhte RNA-Expression auch eine Gegenreaktion der Zellen auf die
nun verringerte Proteinmenge von E-cadherin mit Ankurbeln der Transkription
darstellen.

Der EMT-Regulator Slug wird in GC 2957-Zellen nur in sehr geringen Mengen
auf RNA-Ebene exprimiert. Diese Zellen zeigten unter CoCl,-Behandlung die
Tendenz dazu Slug mRNA vermehrt zu exprimieren. Die Triplikate wichen
allerdings so weit voneinander ab, dal3 dies wirklich nur als Tendenz zu werten
ist. Moglicherweise reichen durch die sehr geringe Basalexpression von Slug in
dieser Zelllinie schon kleinere Abweichungen in den einzelnen Experimenten,
um eine groRe Standardabweichung zu erzeugen. Auch nach Inkubation der
Magenkarzinom-Zellen in 1 % O, zeigte sich dieser Trend, vermehrt Slug
MRNA zu erzeugen. Auch hier waren die Abweichungen zwischen den
Triplikaten sehr hoch. Auf Proteinebene konnte Slug leider nicht untersucht
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werden. Es kann also in diesem Zellkulturmodell keine verlassliche Aussage
Uber die Rolle von Slug in Hypoxie-vermittelter EMT gemacht werden.

Der E-cadherin-Repressor Snail wird in GC 2957-Zellen ebenfalls nur in sehr
geringen Mengen auf RNA-Ebene exprimiert, das Protein ist in diesen Zellen
unter Normalbedingungen nicht nachzuweisen. 1 % O, hatte keinen nennens-
werten EinfluB auf die Snail-Expression, weder auf RNA- noch auf
Proteinebene. Nach CoCl,-Behandlung zeigten diese Zellen eine erhdhte Snail
MRNA-Expression, die Snail-Proteinmenge wurde durch CoCl, sogar
dramatisch erhéht. Nachdem die E-cadherin-Proteinmenge allerdings nicht
verringert ist, liegt es nahe, dal3 Snail in Reaktion auf CoCl, in diesen Zellen
eine andere Funktion hat. Leroy et al. [122] haben in ihrer Arbeit mit MDCK
(Madin-Darbin canine kidney) Tubulogenese eine Rolle fur Slug, aber wie sie
vermuten auch far Snalil, in partieller EMT (p-EMT) ohne E-cadherin-Repression
beschrieben. In ihrem 3D-Modell werden epitheliale MDCK-Zellen in einem
dreidimensionalen Gel aus extrazellularer Matrix kultiviert. Werden diese Zellen
mit HGF (hepatocyte growth factor) stimuliert, formen sie verzweigte Tubuli, in
denen manche Zellen ihre Polaritat verlieren und motil werden, aber nie alle
Eigenschaften einer Mesenchymzelle erwerben. Die Autoren dieser Arbeit
konnten in ihrem Modell eine Induktion der Slug-, und weniger deutlich der
Snail-Expression in Reaktion auf HGF-Stimulation zeigen. In ihren weiteren
Experimenten haben sie sich auf die Untersuchung von Slug beschréankt,
vermuten aber, dal? Snail die gleiche Funktion hat. In ihrem Modell scheint Slug
die p-EMT nicht auszulésen. Slug scheint vielmehr als Uberlebensfaktor zu
fungieren, der die Zellen vor Apoptose schitzt, indem er die Expression
proapoptotischer Proteine wie p53 hemmt. Verschiedene Gruppen haben EMT
als sequentiell ablaufendes, mehrstufiges Programm beschrieben. In diesem
Programm ist der Verlust von E-cadherin unter den spéteren Schritten [207,
208]. Slug und Snail kdonnten in den verschiedenen Phasen von EMT
unterschiedliche Funktionen haben, und nur wahrend der spaten Phase von
EMT eine Rolle als E-cadherin-Repressoren spielen [122]. So kénnte es sein,
dal3 sich in unserem Zellkulturmodell die GC 2957-Zellen noch in einer eher
fruihen EMT-Phase befinden. Die Rolle von Snail und Slug als antiapoptotische
Faktoren in Hypoxie koénnte man durch Analyse der Expression von
proapoptotischen Proteinen in Reaktion auf hypoxische Bedingungen
untersuchen.

GC 2957- und, wie im nachsten Abschnitt (Abschnitt 5.1.3) néher beschrieben,
auch MCF7-Zellen reagierten unterschiedlich auf die Behandlung mit CoCl, und
die Inkubation in 1 % O,. Vor allem in der Reaktion der Snail-Expression kam
dies zum Tragen. Dies kdnnte zum Einen darauf beruhen, daf3 CoCl, lediglich
Hif-1a stabilisiert, wobei Sauerstoffmangel sicherlich einen globaleren Einflul3
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auf Zellen hat. Zum Anderen kann man auch den EinfluR der pH-Wert-
Anderung in 1 % O, oder einer moglichen Toxizitat bzw. der Chlorierungs-
Eigenschaften von CoCl, nicht ausschliel3en.

Interessanterweise zeigten die Magenkarzinom-Zellen nach Behandlung mit
CoCl, auch eine sehr starke morphologische Veranderung. Die fir diese
Zelllinie typische Anordnung in fest zusammenhaftenden Zellinseln scheint
unter CoCl,-Einflul3 stark aufgelockert zu sein. Da E-cadherin unter diesen
Bedingungen unverandert exprimiert wird, kann eine Herunterregulierung
dieses Adhéasionsproteins nicht die Ursache der Verdnderung sein.
Mdglicherweise sind andere Proteine in diesen Prozess involviert, die die Zell-
Zelladhasion schwachen, ohne dall E-cadherin herunterreguliert wird. Zum
Beispiel konnte der cytoplasmatische Zelladhasionskomplex, der die
intrazellulare Domane mit dem Aktin-Zytoskelett verbindet, nicht korrekt
ausgebildet sein, was die Zell-Zelladhasion schwachen wirde [68]. Um dies
aufzuklaren kénnte man die Expression von Komponenten dieses Komplexes,
zum Beispiel 3-Catenin, untersuchen. Der mesenchymale Marker Vimentin
scheint hierbei keine Rolle zu spielen, da die Expression dieses Proteins nicht
durch CoCl,-Behandlung induziert werden konnte.

Abb. 5.3 fal3t noch einmal das aus den vorliegenden Ergebnissen entstandene
Modell der Regulation von EMT-assoziierten Proteinen durch Hypoxie im
Magenkarzinom zusammen. Danach wirkt Hif-1 in der frihen Phase der
Hypoxie als Induktor der Snail-Expression. Snail fungiert in diesem Stadium
nicht als E-cadherin-Repressor, sondern konnte als Uberlebensfaktor agieren.
In der spateren Phase der Hypoxie wird die Expression von Slug und
maoglicherweise auch von MMPs induziert. Dadurch wird E-cadherin
herunterreguliert.
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Frithe Phase der Hypoxie Spéatere Phase der Hypoxie

Hif-1 Hypoxie
Snail Slug | | MMPs
’ I
1
4
Apoptose E-cadherin
Abb. 5.3: Modell der Regulation von EMT-assoziiert en Proteinen im Magenkarzinom
durch Hypoxie. In der frihen Phase von Tumorhypoxie wird Snail durch Hif-1

hochreguliert. Snail wirkt nicht als E-cadherin-Rep ressor, sondern koénnte als
antiapoptotischer Faktor wirken. In der spateren Ph ase der Hypoxie wird die Slug-
Expression und moglicherweise die Expression von MM Ps induziert, wodurch E-cadherin
herunterreguliert wird. Die gestrichelten Linien ge ben mogliche Wege an, die allerdings
nicht durch eigene Ergebnisse belegt wurden.

5.1.3 Auswirkungen von Hypoxie auf die Mammakarzino  m-
Zelllinie MCF7

Die Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 exprimiert unter Normalbedingungen
E-cadherin sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene. Durch Behandlung mit
CoCl, veranderte sich die mRNA-Menge nicht, die Proteinmenge stieg nach
48 Stunden leicht an. Nach Inkubation von MCF7-Zellen in 1 % O, exprimierten
diese E-cadherin auf RNA-Ebene zunachst unverandert und nach 48 Stunden
leicht vermindert. Die E-cadherin Proteinmenge wurde in diesen Zellen durch
Hypoxie allerdings drastisch verringert.

Snail wird in MCF7-Zellen nur schwach auf RNA-Ebene exprimiert. CoCl,-
Behandlung induzierte die Expression von Snail stark, und zwar sowohl auf
RNA- als auch auf Proteinebene. Die mRNA-Menge von Snail wurde durch
Inkubation in 1 % O, zunachst sogar verringert und war dann gleich hoch wie in
normoxischen Zellen. Die Proteinexpression von Snail konnte durch Hypoxie in
diesen Zellen nicht induziert werden. Wie bereits erwdhnt konnte die
Diskrepanz zwischen der Reaktion der Zellen auf CoCl,-Behandlung und
Inkubation in 1 % O, zum Einen darauf beruhen, daf3 CoCl; lediglich Hif-1a
stabilisiert, wobei Sauerstoffmangel sicherlich einen globaleren Einflul3 auf
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Zellen hat. Zum Anderen kann man auch den EinfluR der pH-Wert-Anderung in
1 % O, oder einer moglichen Toxizitat bzw. der Chlorierungs-Eigenschaften von
CoCl; nicht ausschlief3en.

Transfektion von MCF7-Zellen mit stabilisiertem Hif-1la hatte zwar keine
Auswirkung auf die mRNA-Expression von Snail, die Proteinexpression war
allerdings in Hif-1a-transfizierten Zellen im Vergleich zu Mock-transfizierten
Zellen erhoht. Das spricht fur eine Regulation der Proteinstabilitdt von Snail
durch Hif-1. So konnte Hif-1 zum Beispiel die Snail-Phosphorylierung durch
GSK3R verhindern. Diese Phosphorylierung fuhrt zum Export von Snail aus
dem Zellkern ins Cytoplasma und zum Ubiquitin-vermittelten Abbau im
Proteasom [104, 105]. Um diese Frage zu klaren, sollte man die Expression von
GSK3R und seinen Zielgenen oder Interaktionspartnern in Hif-la-transfizierten
MCF7-Zellen untersuchen.

Die Slug mRNA-Expression nahm in den Mammakarzinom-Zellen unter CoCl,-
Behandlung kontinuierlich ab. In MCF7-Zellen, die in 1 % O, inkubiert wurden,
war die Slug mRNA-Expression zunachst unverandert und nach 48 Stunden
leicht vermindert. Auch nach Transfektion dieser Zellen mit stabilisiertem Hif-1a
war die RNA-Expression von Slug vermindert. Slug scheint also keine Rolle in
der Hypoxie-vermittelten EMT in diesen Zellen zu spielen.

Auch durch eine Snail-vermittelte Repression kann die Herunterregulation der
E-cadherin Expression in hypoxischen MCF7-Zellen nicht erklart werden, da
Snail weder vermehrt exprimiert noch stabilisiert wird. Es kdnnten andere
E-cadherin-Repressoren, wie Twist oder Sipl eine Rolle spielen. Da die mRNA-
Menge von E-cadherin aber nur leicht vermindert ist, ist eine Regulation von
E-cadherin auf einer anderen Ebene wahrscheinlicher. So kdnnte E-cadherin
durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) abgebaut werden. Oder E-cadherin
wird internalisiert und im Cytoplasma abgebaut. Um dies herauszufinden,
konnte man beispielsweise Uber Immunfluoreszenz die Lokalisation des
verbliebenen E-cadherin-Proteins bestimmen. Auf3erdem kdénnte man
Uberprifen, ob in hypoxischen MCF7-Zellen vermehrt MMPs exprimiert werden.
Bei den Mammakarzinom-Zellen scheint auf3erdem wiederum nicht die Hif-1a-
Stabilisierung allein ausreichend zu sein, um E-cadherin herunterzuregulieren.
In CoCl,-behandelten und Hif-1la-transfizierten Zellen kam es nicht zu einer
verminderten E-cadherin Proteinmenge. In ,wirklicher* Hypoxie scheinen also
noch weitere Faktoren eine Rolle zu spielen.

Abb. 5.4 fal3t das Modell der Regulation von EMT-assoziierten Proteinen durch
Hypoxie im Mammakarzinom noch einmal zusammen. Danach wird Snail durch
Hif-1 in der frihen Phase der Hypoxie einerseits durch Hemmung von GSK3[3
stabilisiert. Andererseits wird aber auch die Snail-Expression durch
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Hif-1 induziert. In der spateren Phase der Hypoxie kdnnte E-cadherin durch
Hochregulation von Repressoren wie Twist oder Sipl gehemmt werden.
AulRerdem konnte E-cadherin durch die Herunterregulierung von Bestandteilen
des E-cadherin/Catenin-Komplexes destabilisiert werden.

Friihe Phase der Hypoxie

| Hif1 |

Spatere Phase der Hypoxie

| Hypoxie |

| Snail | | Twist/Sip || MMPs| | Catenine|

| E-cadherin |

Abb. 5.4: Modell der Regulation von EMT-assoziiert en Proteinen durch Hypoxie im
Mammakarzinom. Direkt durch Hif-1 oder in der frihe n Phase der Hypoxie wird Snail
einerseits durch Hemmung von GSK3R stabilisiert. An dererseits wird aber auch die
Snail-Expression durch Hif-1 induziert. In der spa eren Phase der Hypoxie konnte
E-cadherin durch Hochregulation von Repressoren wie Twist oder Sipl gehemmt
werden. AuBerdem konnte E-cadherin durch die Herunt  erregulierung von Bestandteilen
des E-cadherin/Catenin-Komplexes destabilisiert wer  den. Die gestrichelten Linien geben
mdgliche Wege an, mit denen Hypoxie Einflu auf die EMT nimmt, diese wurden
allerdings nicht durch eigene Ergebnisse belegt.

5.2 HYPOXIE UND EMT IM MAUSMODELL

Um der Situation im Tumor noch naher zu kommen als im Zellkulturmodell,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Mausmodell aufgebaut und
untersucht. Dazu wurden in Nacktmausen Tumorxenotransplantate einer
Endometriumkarzinom-Zelllinie (Ishikawa) und einer Epidermoid-Karzinom-
Zelllinie (A431) erzeugt. Den Mausen wurde kurz vor Herausschneiden der
Tumore Pimonidazol injiziert. Dadurch konnten hypoxische Bereiche der
Tumore immunhistochemisch von normoxischen Bereichen unterschieden
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werden. Obwohl Pimonidazol als Hypoxiemarker allgemein anerkannt ist,
wurden die hypoxischen Bereiche mit einem weiteren Marker verifizieren. Das
hat sich allerdings als &ul3erst schwierig herausgestellt, da kein Hypoxie-
spezifischer Antikorper gefunden wurde, der in der Immunhistochemie oder in
Proteinextrakten zuverlassige Resultate geliefert hat. Deshalb wurde auf die
RNA-Ebene zurlckgegriffen, wo sich in der Zellkultur bereits Glutl als guter
Hypoxiemarker erwiesen hatte. So konnten von insgesamt 20 Tumoren in 10
Tumoren die Pimonidazol-positiven Bereiche mit der Glutl-Expression verifiziert
werden.

Aus dieser Gruppe von Tumoren war nur ein Teil E-cadherin-positiv, obwohl die
zugrundeliegenden Zelllinien E-cadherin exprimieren. Zum Teil mussen die
Zellen im Lauf des Tumorwachstums E-cadherin verloren haben. Bei den
E-cadherin-positiven Tumoren zeigte sich in der immunhistochemischen
Analyse bei einer groRen Mehrzahl (83 %) eine Herunterregulierung von
E-cadherin in hypoxischen Bereichen im Vergleich zu normoxischen Bereichen.
40 % dieser Tumore zeigten in der Immunhistochemie (IHC) eine
Uberexpression von Snail in hypoxischen Bereichen. In diesen Tumoren scheint
die E-cadherin-Repression Snail-vermittelt zu sein. Allerdings konnte dies nicht
in Protein-Mikroarrays bestatigt werden. In diesem Analyseverfahren zeigte
keiner dieser Tumore eine Uberexpression von Snail in hypoxischen Bereichen.
Anscheinend besteht ein Unterschied in der Proteinbindung des Antikérpers in
IHC und Mikroarray. In diesem Fall kdnnte dieser darin liegen, dal3 Snail ein
nukleares Protein ist. Moglicherweise werden durch die verwendete Methode
fur die Proteinextraktion die nuklearen Proteine nicht vollstandig extrahiert.

Ebenfalls in 40 % dieser Tumore war Slug in hypoxischen Bereichen auf RNA-
Ebene Uberexprimiert. Dies konnte leider aufgrund des fehlenden Antikorpers
nicht auf Proteinebene verifiziert werden. In diesen Tumoren kdnnte also Slug
die E-cadherin-Transkription hemmen. Allerdings findet man in 80 % der
Tumore, die in hypoxischen Arealen E-cadherin auf Proteinebene
herunterreguliert haben, in diesen Bereichen mehr E-cadherin mRNA als in
normoxischen Bereichen. Das konnte einerseits eine Gegensteuerung der
Zellen auf fehlendes E-cadherin-Protein mit Hochfahren der Transkription sein.
Andererseits konnte es sich bei der Herunterregulierung von E-cadherin auch
hier um eine Regulation Uber Proteindestabilisierung handeln, beispielsweise
durch Matrix-Metalloproteinasen. Es wurde bereits gezeigt, dal3 verschiedene
Matrix-Metalloproteinasen, beispielsweise MMP2 und MMP9 durch hypoxische
Konditionen Uberexprimiert werden [209] [210]. Au3erdem kdnnte E-cadherin
Uber eine Schwachung des E-cadherin/Catenin-Komplexes destabilisiert
werden. Im Protein-Mikroarray konnten wegen Materialmangels leider nur vier
(drei E-cadherin-positive, ein E-cadherin-negativer) der zehn Tumore
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untersucht werden. Von diesen zeigten interessanterweise alle drei E-cadherin-
positiven Tumoren eine Herunterregulation von E-cadherin in hypoxischen
Arealen. Dies stimmte nur in einem der insgesamt vier (25 %) mit den
Ergebnissen der immunhistochemischen Analyse tberein. Mdglicherweise sind
in den Proteinlysaten die Epitope des E-cadherin-Proteins, an das der
Antikdrper bindet, besser zuganglich als in den Gewebeschnitten. Es kbnnte
sein, dal3 deshalb dort Unterschiede in der Expression besser erkannt werden
kénnen.

In den zehn Tumoren zeigte sich in immunhistochemischen Analysen keine
Auswirkung von Hypoxie auf die Expression des mesenchymalen Markers
Vimentin. Wurde dieses Protein allerdings Uber Protein-Mikroarrays analysiert,
zeigten 75 % der Tumore eine Uberexpression in hypoxischen Bereichen. Das
spricht wiederum daftr, dal3 die Epitope, an die der Antikérper bindet, im
Mikroarray besser zuganglich sind als im Gewebeschnitt. Mdglicherweise wird
in der Immunhistochemie nur eine sehr dramatische Uberexpression von
Vimentin erkannt, wobei der Mikroarray sensitiver ist. Cytokeratin 18 war
interessanterweise in hypoxischen Arealen von 75 % der Tumore
Uberexprimiert. Klassischerweise wird Cytokeratin 18 als epithelialer Marker
angesehen. Verschiedene Studien haben allerdings bewiesen, dal3 die
Coexpression von Vimentin und Cytokeratin 18 die Motilitat von Tumorzellen
und damit Metastasierung fordert [188, 211-215]. So exprimieren humane
Melanome nur Vimentin. Metastasierende Melanome allerdings coexprimieren
Vimentin und Cytokeratine [213-215]. In den experimentellen Maus-Tumoren in
dieser Arbeit, die in hypoxischen Arealen Cytokeratin 18 Gberexprimieren, wird
auch Vimentin vermehrt in hypoxischen Bereichen exprimiert. Diese
Coexpression konnte also ein Hinweis auf erhéhte Zellmotilitdt und -invasivitat
in hypoxischen Tumorbereichen sein.

Insgesamt scheint die Regulation der EMT in diesem Modell sehr komplex zu
sein. Was aber eine wichtige Rolle zu spielen scheint ist die Herunter-
regulierung der Proteinexpression von E-cadherin durch Hypoxie. Abb. 5.5
fasst die Proteine, die durch Tumorhypoxie im Mausmodell reguliert werden,
noch einmal zusammen.
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Tumorhypoxie

Snail Slug MMPs | | Catenine Vimentin | | Cytokeratin 18
E-cadherin
Abb. 5.5: Proteine, die durch Hypoxie im Mausmodel | reguliert werden. Es gibt
mehrere Ebenen auf denen E-cadherin hier reguliert werden konnte. Durch die
Hochregulation der Repressoren Snail und Slug, mdgl icherweise aber auch durch
Hochregulation von MMPs oder durch Schwachung des E -cadherin/Catenin-Komplexes.
Der mesenchymale Marker Vimentin wird durch Hypoxie in diesem Modell
Uberexprimiert. Die erhdhte Cytokeratin 18 Expressi on konnte hier durch die
Coexpression mit Vimentin auf eine erhohte Zellmoti litat und -invasivitat hindeuten. Die

gestrichelten Linien geben mdgliche Wege an, tber d ie Hypoxie EMT regulieren konnte,
die allerdings nicht durch eigene Ergebnisse belegt wurden.

5.3 HYPOXIE UND EMT IN NIERENZELLKARZINOMEN

Klarzellige Nierenzellkarzinome sind zu einem hohen Prozentsatz (ca. 70 %)
von einem Verlust des VHL-Tumorsuppressors gekennzeichnet. Durch eine
fehlende VHL-Funktion wird Hif-la unter normoxischen Bedingungen
stabilisiert, und Hif-1 kann die Transkription seiner Zielgene induzieren.
Dadurch stellen klarzellige Nierenzellkarzinome ein ideales Modell fir die
Untersuchung von Tumorhypoxie dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumorproben von 16 Patienten mit
klarzelligem Nierenzellkarzinom untersucht. Da leider kein spezifischer
Antikdrper gegen VHL vorlag, wurde auch hier die Einteilung in ,normoxische”
und ,hypoxische® Tumore Uber den Hypoxiemarker Glutl vorgenommen.
Unterstitzt wurde diese Auswahl durch einen weiteren Hypoxiemarker, Vedf,
dessen RNA-Expression statistisch signifikant mit der RNA-Expression von
Glutl korrelierte (p=0,009). Bei der RNA-Expression von E-cadherin gab es
keinen nennenswerten Unterschied in hypoxischen und normoxischen
Tumoren. Auf Proteinebene hingegen war E-cadherin in hypoxischen Tumoren
geringer exprimiert als in normoxischen. Hypoxische Tumore wiesen zwar eine

100



DISKUSSION

geringere  mRNA-Menge von Snail als normoxische Tumore auf, die
Proteinmenge war jedoch in hypoxischen Tumoren etwa gleich hoch wie in
normoxischen. Slug wurde in den Tumoren, die Glutl Uberexprimieren, héher
exprimiert als in Glutl schwach-exprimierenden Tumoren. Dies konnte
wiederum nur auf mRNA-Ebene untersucht werden. Gapdh wurde sowohl auf
RNA- als auch auf Proteinebene starker in hypoxischen Tumoren exprimiert.
Auf die Expression des mesenchymalen Markers Vimentin hatte in diesem
Modell Hypoxie keinen Einfluf3. Der epitheliale Marker Cytokeratin 18 dagegen
wurde in ,hypoxischen* Nierenzellkarzinomen geringer exprimiert als in
~-hormoxischen®.

Zusammenfassend kann man also sagen, dal3 die epithelialen Marker
E-cadherin und Cytokeratin 18 in Glutl Uberexprimierenden Tumoren geringer
exprimiert werden als in Tumoren, die Glutl nur schwach exprimieren. Da der
mesenchymale Marker Vimentin in beiden Tumorgruppen gleich exprimiert wird,
scheint es sich bei der Hypoxie-induzierten EMT in Nierenzellkarzinomen eher
um eine partielle EMT zu handeln. Zur Klarung dieser Frage ware es aber
sinnvoll, noch weitere mesenchymale Marker, wie zum Beispiel Fibronektin
oder Smooth-muscle Actin, zu untersuchen. Diese partielle EMT scheint nicht
Snail-vermittelt zu sein, da das Snail-Protein in hypoxischen und
normoxischen Tumoren gleichermalRen exprimiert wird. Dagegen konnte die
Herunterregulierung von E-cadherin und Cytokeratin 18 durch Slug ausgel6st
werden. Slug mRNA wird in hypoxischen Tumoren starker exprimiert als in
normoxischen und sowohl E-cadherin als auch Cytokeratin 18 sind bekannte
Zielgene von Slug. Ziel ware es allerdings einen geeigneten Slug-Antikorper zu
finden, um die Uberexpression von Slug auf Proteinebene verifizieren zu
kénnen. Die Regulation von E-cadherin Uber Slug kommt allerdings wiederum
nur in Frage, wenn man die unveranderte mRNA-Menge von E-cadherin mit
einer Gegenreaktion der Zelle erklart. Andererseits kdnnte auch hier wieder die
E-cadherin Proteinmenge Uber eine Proteindestabilisierung reguliert werden.
Um dies zu klaren, konnte die Expression von Proteinen, die E-cadherin auf
Proteinebene regulieren, beispielsweise MMPs, untersucht werden.

Abb. 5.6 zeigt ein Modell zur Repression der epithelialen Proteine Cytokeratin
18 und E-cadherin in VHL-defizienten Nierenzellkarzinomen. Cytokeratin 18
konnte hier durch die Hif-1-vermittelte Uberexpression von Slug
herunterreguliert werden. Die E-cadherin Expression konnte ebenfalls tber
diesen Weg gehemmt werden. Aul3erdem konnte das E-cadherin-Protein in
VHL-negativen Nierenzellkarzinomen durch MMPs oder durch Schwéachung des
E-cadherin/Catenin-Komplexes destabilisiert werden.
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VHL-Verlust
Hif-1
:
1
4
Slug MMPs | | Catenine
L1 1 X
7
Cytokeratin 18 E-cadherin
Abb. 5.6: In  Glutl-uUberexprimierenden Nierenzellka rzinomen kommt es zur
Uberexpression von Slug und dadurch zur Repression von Cytokeratin 18 und E-
cadherin. E-cadherin konnte aber auch auf Proteineb ene durch MMPs oder udber
Schwachung des E-cadherin/Catenin-Komplexes destabi lisiert werden. Die gestrichelten
Linien geben mdgliche Wege an, die allerdings nicht durch eigene Ergebnisse belegt

wurden.
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Abb.

ABL
ALDOC
AMBP
AMF
ANGPTL
ANK

Aqua dest.

ARNT
ASCL
ATP
BCL
bHLH
BNIP

BSA
CA9/CAIX
CASP
CBP
CDH
CDH1
cDNA
CK18
CTAD
CXCR
CYR

Abbildung

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
Aldolase C

Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor
Autocrine motility factor

Angiopoietin-like

Ankyrin

Destilliertes Wasser

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
Achaete-scute complex-like
Adenosintriphosphat

B-Zell Lymphom

basic helix-loop-helix

BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein

Bovine serum albumin

Carbonic anhydrase 9

Caspase

CREB binding protein
Cadherin

Cadherin 1 = E-cadherin
copy DNA

Cytokeratin 18
C-terminal transactivation domain
Chemokine (C-X-C motif) receptor

Cystein-rich angiogenic inducer
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Da
DAB
DACT
DNA
dpi
DPP
DTX
Ecad
EDN
EMT
E-pal
FFPE
FGFR
FIH
FLRT
FSCN
FSP1
fw
Gapdh
Glutl
GSK3R
HBS
HDAC
HE-Farbung
Hif
HRE
IFN-a
IGFR
IHC
IL

Dalton

3,3'-Diaminobenzidine

Dapper homolog, antagonist of beta-catenin
Desoxyribonukleinséure

dots per inch

Decapentaplegic gene

Deltex homolog

E-cadherin

Endothelin

Epithel-Mesenchym-Transition
palindrominsches Element

Formalin-fixed, Paraffine-embedded
Fibroblast-growth-factor receptor

Factor inhibiting Hif

Fibronectin leucine rich transmembrane protein
Fascin

Fibroblasten spezifisches Protein 1

forward

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glucose Transporter 1

Glycogen synthase kinase 313

Hif-1 Bindungssequenz

Histon-Deacetylase

Hamatoxylin- und Eosin-Féarbung
Hypoxia inducible factor

Hypoxia responsive element
Interferon a

Insuline like growth factor receptor
Immunhistochemie

Interleukin
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IL17RB
INT
IRS
JAM

k

kb
LAMB
LDHA
LIV1
LOX
LOXL
MDCK
MET
mmHg
MMP
MUC-1
NES
NSCLC
NTAD
ODDD
PAK1
PAS
PBS
PCDH
PDGFR
PDH2
p-EMT
PER
PGI
PP
Ppa

Interleukin 17 Rezeptor B

Integrase gene
Immunoreaktivitats-Score

Junctional adhesion molecule

Kilo

Kilobasen

Laminin-beta

Laktat Dehydrogenase A

Locus of insensitivity to victorinl gene
Lysyl oxidase

LOX-like

Madin-Darbin canine kidney
Mesenchymal-epithelial transition factor
Millimeter Quecksilbersaule
Matrix-Metalloproteinase

Muzin 1

nukleares Exportsignal

Non small lung cancer

N-terminal transactivation domain
O,-dependent degradation domain
p21-activated kinase

Per/Arnt/Sim

Phosphate buffered Saline
Protocadherin

Platelet derived growth factor receptor
Prolyl hydroxylase domain protein
partielle EMT

Period gene

Phosphoglucose isomerase
Percentage of positivity

Partner of paired
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RCC

rev
RNA
SAP

Sl

SIM
SMAD
SNAG
SNAI1
SNAI2
SOCS
SP-11
Src
Stabwn
Tab.

TBS
TERT
TGF-a
TNFAIP
uUPAR
Vegf
VEGFR
VHL
VIM
WISP
WNT
ZEB

Renal cell carcinoma

reverse
Ribonukleinsaure

Sin3-associated polypeptide
Staining intensity

Single minded gene

Mothers against DPP
SNAIL/Gfi-1=growth factor independent
Snail Gen

Slug Gen

Suppressor of cytokine signalling
Specifity protein 1

Sarcoma virus transforming gene
Standardabweichung

Tabelle

Tris buffered Saline

Telomerase reverse Transkriptase
Transforming growth factor a

Tumor necrosis factor a induced protein
Urokinase plasminogen activator receptor
Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor receptor
von Hippel-Lindau Faktor

Vimentin

WNT1 inducible signaling pathway protein
Wingless/INT

Zinc finger E-box binding factor
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