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1. EINLEITUNG

1.1. Bedeutung des Sauerstoffs

Die standige Verfugbarkeit von molekularem Sauerstoff (O) ist eine conditio
sine qua non fur die meisten mehrzelligen Lebewesen. Erstes Leben in Form
biogener, organosedimentarer Strukturen entstand vor ca. 3,8 Millionen
Jahren. Es existierte lediglich von der oxidativen Kraft des Sulfates
vulkanischem Ursprungs. Die biologische Nutzbarkeit von Licht war die
Grundvoraussetzung fur die Entwicklung zu heutigen Lebensformen. Dieses
geschah vor etwa 3.5 Millionen Jahren mit dem Entstehen einer zunachst an-
oxygenischen Photosynthese. Kurze Zeit darauf entwickelte sich die
oxygenische Photosynthese, unter anderem mit der Evolution von
Cyanobakterien. Die dadurch erreichte Umsetzbarkeit von atmospharischem
Kohlendioxid unter Oxidation von Chlorophyll und der Abgabe von O,
ermoglichte die Anreicherung der Biosphare mit Sauerstoff. Erste Hinweise fur
eukaryotes Leben, welches einen strikt aeroben Stoffwechsel aufweist,
datieren 2,7 Millionen Jahre zuruck. Vor etwa 1,5 - 2 Millionen Jahren
erreichte die Biosphare einen mit heute vergleichbaren O,-Gehalt, der die
Evolution komplexer Lebensformen (iberhaupt erst ermdglichte (Ubersicht in
1,2)_

Die Fahigkeit von Sauerstoff, Elektronen aufzunehmen, macht es zu einem
idealen Partner in Redoxreaktionen, die organische Substanzen abbauen und
dadurch metabolische Energie generieren. Alle hGheren Organismen nutzen
die oxidative Phosphorylierung zur Bildung lebensnotwendiger
Energiebausteine. O, ist unabdingbar fur den intermediaren Stoffwechsel der
mitochondrialen Atmungskette, die das essentielle Energiesubstrat
Adenosintriphosphat (ATP) generiert. O, dient dabei als terminaler
Elektronakzeptor in einer Kaskade von Reaktionen, die Glukose zu
Kohlendioxid und Wasser oxidiert und dabei 32 Mol ATP pro Mol Glukose
generiert. In Situationen mit kritisch gesenktem O,-Angebot (Hypoxie) muf3
die sehr viel weniger ergiebigere anaerobe Glykolyse genutzt werden (2 Mol

ATP / Mol Glukose), was fur den Gesamtorganismus fur die Aufrechterhaltung



der Homdostase nicht ausreicht (Ubersicht in Bunn und Poyton 1995 3).
Aufgrund der zentralen Bedeutung von Sauerstoff mufte die Evolution zu
hoheren Organismen komplexe Systeme entwickeln, die die kontinuierliche
Aufnahme und Distribution von O3 in jede Zelle des Korpers sicherstellen.
Gleichzeitig wurden Strategien entwickelt, die in Situationen kritisch gesenkter
Sauerstoff-Spannung eine Adaptation des Gesamtorganismus und zellularer
Strukturen ermdglicht. In diesem Sinne spielen die Luftwege und die Lunge
mit ihrer enormen Oberflache eine wichtige Rolle bei der Aufnahme des
atmospharischen O,. Dieser bindet dann an spezialisierte zell-gebundene
Molekile (Hamoglobin) und wird in einem dichten Netzwerk des
Blutkreislaufes, welches selbst einer fein abgestimmten Tonusregulation
unterliegt, an das periphere Gewebe transportiert. Wie wir heute wissen, sind
alle Elemente dieses Prozesses direkt durch O, selbst reguliert. Ein
sauerstoffabhangiges transkriptionelles System steuert die Expression

zahlreicher Gene, die diese und eine Vielzahl anderer Vorgange beeinflussen.

1.2.  Erythropoietin als Modell hypoxisch regulierter Genexpression

Erythropoietin (EPO) stellt ein ideales Modellsystem zur Untersuchung
sauerstoffabhangiger Regulation dar. Dieses Hormon spielt eine klar
definierte, wichtige physiologische Rolle und hat einen hohen Grad an
biologischer Spezifitat. Weiterhin zeigt es einen ausgesprochen hohen Grad
an hypoxischer Induktion, was die Untersuchung zugrunde liegender
Mechanismen erleichtert hat. EPO ist ein ca. 30 kDa grol3es Glykoprotein,
dessen Produktion unter Sauerstoffmangel bis zu 1000-fach gesteigert
werden kann. Es bindet an spezifische Rezeptoren der erythroiden
Vorlauferzellen, verhindert die Apoptose dieser Zellen und ermdglicht dadurch
die Differenzierung und Proliferation zu reifen Erythrozyten. Eine Steigerung
des Erythrozytenvolumens geht mit einer verbesserten O,-Transportkapazitat
einher und schlieRt somit einen physiologischen Regelkreis (Ubersicht in
Jelkmann und Hellwig-Burgel 2001 * und Fisher 2003 °).

Ein entscheidender Durchbruch zur Klarung der zugrunde liegenden

Mechanismen gelang mit der Identifikation von Zell-Linien, die EPO



induzieren konnten, den Hepatom-Zellen Hep3B und HepG2 °. In diesen
Zellen zeigte EPO ein ahnliches Regulations-Verhalten wie es bereits von in
vivo Experimenten bekannt war. Eine starke Induktion konnte unter Hypoxie
gesehen werden. Weiterhin liel3 es sich mit Eisenchelatoren sowie mit
verschiedenen Metallen, wie z.B. Cobalt, induzieren. Diese Bedingungen
wurden daher auch als “chemische Hypoxie” bezeichnet. In der Zellkultur
fuhrte die Zugabe von Kohlenmonoxid zu einer Hemmung der EPO-Induktion
unter Hypoxie. Zusammengenommen fuhrten diese Daten zu der lange Zeit
favorisierten Theorie, dass es sich bei dem O,-Sensor um ein Ferroprotein,
genauer ein Ham-Protein handelt ’. Es vergingen mehr als 10 Jahre, bis der
wahre Sauerstoff-Sensing Mechanismus sowie die ihm zugrunde liegenden
Strukturen aufgeklart werden konnten. Sehr viel friher allerdings konnte der

EPO regulierende Transkriptionsfaktor identifiziert werden.

1.3.  Identifikation von Hypoxia-inducible Factor 1

Die hypoxische Induktion von EPO beruht in erster Linie auf einer
gesteigerten Transkriptionsrate, was sowohl in der Niere in vivo 8 als auch in
Hep3B Zellen gezeigt werden konnte °. Hypoxisch regulierte Expression eines
4 kb humanen EPO Gens in der Leber transgener Mause zeigte, dal®
wesentliche Elemente dieser Regulation cis-aktivierend in diesem Bereich
liegen mussten '°. Deletionsstudien der nicht-kodierenden Bereiche des EPO-
Gens identifizierten eine kleine Region, 120 Basenpaare 3’ des Poly-A Endes,
flankiert von den Restriktionsenzymstellen Apa | und Pvu Il, die fur die
hypoxische Induzierbarkeit verantwortlich war. Wurde dieser Bereich aus
einem Transgen herausgeschnitten, so zeigte sich keinerlei Induktion mehr
unter Hypoxie. Wurde er jedoch 5’ der kodierenden Region wieder
hineinkloniert, so zeigte das Transgen wieder seine ursprungliche
sauerstoffabhangige Regulation. Die Charakteristika eines typischen
Enhancer-Elementes waren somit erfiillt '"">. Semenza und Kollegen
verwendeten ein Oktanukleotid dieses Enhancers (5-TACGTGCT-3’) und
beschrieben die hypoxie-abhangige Bindung nukleérer Proteine daran ™. Sie

pragten den Begriff “Hypoxia-inducible Factor 1” (HIF-1). Anhand von



Proteinextrakten von mit Cobalt induzierten Hep3B Zellen, gelang ihnen Uber
eine Affinitatsaufreinigung bindender Proteine am EPO 3’ Enhancer die
Klonierung von HIF-1 '*>'®_In der Folge konnte die HIF-1 bindende DNA-
Region weiter eingegrenzt werden auf die Nukleotide 5’-R-CGTG-3'. Diese
Konsensus-Sequenz bezeichnet man heute als Hypoxia Responsive Element
(HRE).

1.4. Weitreichende Bedeutung von HIF

Die Identifikation der regulativen DNA Abschnitte ermoglichte die
Untersuchung ihrer Aktivitat auch in anderen Zellen, die kein EPO
exprimieren. Uberraschenderweise konnte eine hypoxische Transaktivierung
dabei in allen bisher untersuchten Zellkulturen nachgewiesen werden "8,
Diese Erkenntnis liel3 vermuten, dal} es sich bei HIF nicht nur um einen
bedeutsamen Transkriptionsfaktor fur EPO, sondern vielmehr um einen
ubergreifenden Mechanismus zur hypoxischen Adaptation handelt.
Tatsachlich sind bis heute Dutzende verschiedener Gene identifiziert, die alle
durch HIF hypoxisch beeinflusst werden und dabei mindestens ein HRE in
ihrem Gen aufweisen (Tab. 1). Man geht heute davon aus, daRHIF Uber seine
Zielgene Uberwiegend protektiv auf die es exprimierenden Zellen wirkt, indem
es einerseits den Sauerstoffverbrauch senkt (z.B. gesteigerte anaerobe
Glykolyse), andererseits aber die Sauerstoffzufuhr steigert (z.B.
Erythropoiese, Vasodilatation). Weiterhin werden schadliche Einflisse der
Hypoxie gemindert (z.B. pH-Regulation - Carboanhydrasen) und protektive
Mechanismen gegen die Reoxygenierung (z.B. Radikalenfanger - Ham
Oxygenase 1) aktiviert. Zu den von HIF beeinflul3ten Prozessen zahlen neben
der Erythropoiese unter anderem die Angiogenese (z.B. Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF) und die Regulation des Gefalttonus (NO-Synthase,
Endothelin-1, Adrenomedulin), der Glukose Transport (Glucose Transporter 1
und 3, GLUT) und die Glykolyse (die Uberwiegende Anzahl der glykolytischen
Enzyme), sowie eine heterogene Gruppe von Genen, die auf Signal-
Transduktion und Entscheidungen des Zelluberlebens Einfluls nehmen

(Ubersicht in Wenger 2002 ). Darunter befinden sich allerdings



HIF Zielgene

Erythropoiese und Eisentransport
Erythropoietin

Transferrin

Transferrin Rezeptor
Ceruloplasmin

Glukose Transport und Glykolyse
Glucose Transporter 1+ 3
Hexokinase 1 + 2

LDH-A

PGK 1

Aldolase A + C

Phosphofructokinase L
Pyruvat Kinase M

Enolase 1

Triose Phosphat Isomerase
GAPDH

Zellwachstum -und Uberleben
p21

NIP3

NIX

"Insulin-like growth factor 2"

IGFBP 1-3

Angiogenese
VEGF

VEGF Rezeptor FLT-1
"Plasminogen activator inhibitor 1"
TGFB3

Leptin (und Wundheilung)
Endoglin

Kontrolle des VVasotonus
Nitrit Oxid Synthase 2
Endothelin 1
ag-Adrenoceptor

Adrenomedullin
Heme Oxygenase 1

Andere

"Carbonic anhydrase" 9 (pH Regulation)
Adenylat Kinase 3 (Nucleinsaure Stoffwechsel)
Prolyl-4-hydroxylase a1 (Matrix Metabolismus)
p35srj (HIF "feedback" Regulation)

"Intestinal trefoil factor" (Barriere Funktion)
Atriales Natriuretisches Peptid (Wasser
Homdostase)

Ecto-5'-Nucleotidase (intestinale Permiabilitat)

Tab. 1: Spektrum der von HIF beeinfluBten Zielgene. Aufgefiihrt sind nur diejenigen HIF-

abhangigen Gene, die experimentell eindeutig nachgewiesen werden konnten.

ebenfalls Gene, die den programmierten Zelltod (Apoptose) einleiten. Die

Reichweite dieser Auswirkung ist derzeit unzureichend definiert. Eine

Apoptose erheblich geschadigter Zellen ist jedoch flir den Gesamterhalt und

die Funktion eines Gewebsverbandes biologisch sinnvoll.

Aufgrund der wesentlichen Rolle in der hypoxischen Adaptation wird HIF

haufig als “master regulator” bezeichnet. In dieser Funktion ist es

wahrscheinlich fur eine Vielzahl an pathophysiologischen Vorgangen und

multiplen Erkrankungen relevant (Ubersicht in Semenza 2001 ?°). Zu diesen

zahlen die klinisch Uberaus wichtigen Gebiete der Perfusionsstérungen (z.B.

Myokardinfarkt und apoplektischer Insult), sowie das Tumorwachstum. Es

besteht die Hoffnung, dieses System klinisch nutzbar zu machen. Auf



zahlreichen Gebieten wird daher momentan intensiv versucht, die HIF-

Aktivitat in beide Richtungen zu modulieren 2"

1.5.  Struktur und Regulation von HIF

Transkriptionell aktives HIF ist ein Dimer bestehend aus einer a- und einer 3-
Untereinheit. Beide Untereinheiten gehdren zu einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, mit ahnlicher Primarstruktur, den ,basic helix loop
helix“ (o HLH) PAS Proteinen, benannt nach den ersten identifizierten
Mitgliedern dieser Familie: Per, ARNT und Sim. Die N-terminale bHLH und
PAS Region dieser Transkriptionsfaktoren ist fur die Dimerisierung mit dem
jeweiligen Bindungspartner und fur die DNA-Bindung der Zielgene
verantwortlich. Die weiter C-terminal gelegenen Abschnitte bestimmen die
jeweilig individuelle Funktion der unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren.
Als Wang und Semenza 1995 HIF klonierten, stellten sie fest, dal} die -
Untereinheit bereits bekannt und zuvor als “aryl hydrocarbon nuclear
translocator” (ARNT) bezeichnet wurde. ARNT stellt den Dimerisationspartner
auch anderer bHLH-PAS Proteine dar, zeigt also eine vielseitige Funktion. Am
besten charakterisiert war die Metabolisierung polyaromatischer
Hydrocarbone, die durch Dimerisierung mit dem Aryl Hydrocarbon Receptor
erreicht wird *. Es zeigte sich, daR HIF-1B selbst nicht O,-abhangig reguliert
wird, sondern unter allen untersuchten Bedingungen abundant und konstitutiv
vorliegt. Die HIF-1a. Untereinheit hingegen war ein zuvor nicht identifiziertes
Protein, welches eine strikte O,-Abhangigkeit zeigt und somit diejenige
Untereinheit darstellt, die fur die Regulation des Komplexes entscheidend ist.
Dabei wird HIF nicht durch die Expression seiner mRNA reguliert. Die meisten
Arbeitsgruppen fanden keine Anderung der mRNA Expression unter Hypoxie,
sondern stellten einen posttrankriptionellen Mechanismus fest. HIF-1a hat in
der Normoxie eine ausgesprochen kurze Halbwertszeit von nur wenigen
Minuten. Mit zunehmender Hypoxie wird es stabilisiert und akkumuliert im
Zellkern %2, In aquilibrierten Suspensionskulturen zeigte HIF-1a die hdchste

Induktion bei O,-Spannungen um 0.5% und nach etwa 4 Stunden 2. Arbeiten



aus neuerer Zeit konnten zeigen, dass HIF bereits in den ersten Minuten nach
Einsetzen der Hypoxie induziert wird 2*. In weiterfiihrenden Arbeiten wurde
die Ubiquitinierung und nachfolgende Destruktion Uber das Proteasom als der
entscheidende regulative Mechanismus identifiziert 2>, Die von der
Regulation des EPO Genes bekannten Stimuli Cobalt und Eisenchelation,
fuhrten ebenso zu einer Stabilisierung von HIF-1a, wie die Hypoxie. Damit
konnten die urspringlichen Daten der EPO Regulation eindeutig auf einen
einheitlichen O2-Sensing Mechanismus zuruckgefuhrt werden. Die genaue
Funktionsweise dieses Apparates blieb jedoch zunachst weiter verborgen.
Wertvolle Aufschlisse lie3en sich aus der Analyse funktioneller Domanen von
HIF-1a ziehen. Neben der bHLH-PAS Domane (s.o0.) wurden zwei “nuclear
localisation signals” (NLS) gefunden, die fur den Transport in den Zellkern

d 282 (Abb. 1). Wichtiger noch war die Identifizierung zweier

notwendig sin
Transaktivierungs-Domanen (TAD), die jeweils eine sauerstoffabhangige
Aktivitat zeigen und unabhangig voneinander diese Funktion ausuben
kénnen. Dabei zeigt die N-terminale TAD eine Uberlappung mit einer
sogenannten “oxygen dependent degradation domain” (ODDD), die die O,-

abhangige Instabilitit des Proteins herbeifiihrt 2232 (Abb. 1).

ODDD
401-603
NLS-N Pro Pro NLS-C Asn
17-‘33 ‘402 450 718-721 o83
N, [T | | | | coon
PHLH A TADN TAD-C
PAS 531-575 786-826

Abb. 1: Funktionelle Doméanen von HIF-1a. Am aminoterminalen Ende (N,) des Proteins liegen
die “basic-helix-loop-helix“ (bHLH) und die beiden Per-ARNT-Sim (PAS A und B) Domaéanen, die
fur die DNA-Bindung und Dimerisierung verantwortlich sind. HIF-1a verfligt Gber zwei “nuclear
localisation signals® (NLS). Am carboxyterminalen Ende (COOH), sowie bei den Aminosauren
531-575 befinden sich zwei unabhangige Transaktivierungsdomanen (TAD). Von den
Aminosauren 401-603 erstreckt sich die funktionell wichtige “oxygen dependent degradation
domain“ (ODDD), die die sauerstoffabhangige Instabilitat des Proteins herbeiflihrt. Die
Aminosauren Pro421, Pro564 und Asn802 sind von herausragender funktioneller Bedeutung und

werden im Kapitel 3.1.3. naher beschrieben. Der strukturelle Aufbau von HIF-2a ist sehr ahnlich.




1.6. Zusammenfassung der Ausgangsbefunde und offene Fragen

Uber die detaillierte Untersuchung der regulativen Mechanismen des EPO
Gens konnte der Transkriptionsfaktor HIF mit Gbergeordeneter Bedeutung flr
die hypoxische Adaptation identifiziert werden. HIF ist ein Heterodimer zweier
bHLH-PAS-Proteine, einer konstitutiv exprimierten p-Untereinheit und einer
sauerstoffabhangigen, regulativen a-Untereinheit. Letztere zeigt ein inverses
Expressionsmuster zur perizellularen O,-Konzentration. Unter normoxischen
Bedingungen ist HIFa instabil und wird Uber das Ubiquitin-Proteasom-System
mit einer Halbwertzeit von nur wenigen Minuten degradiert. Erst unter Hypoxie
wird HIFa stabilisiert und ist transkriptionell aktiv. Es konnten bisher drei a-
Untereinheiten identifiziert werden: HIF-1a, HIF-2c und HIF-3a. Die

Bedeutung dieser drei HIFa Isoformen war bisher unbekannt.

Die oben zusammengefassten Daten sind auf dem Kenntnisstand des
Beginns meiner eigenen Arbeiten (ca. 1998). Die Abbildung 2 stellt diese
Zusammenhange schematisch dar und zeigt wichtige noch ausstehende
Fragestellungen. In meinen eigenen Arbeiten habe ich mich insbesondere mit

vier Fragen beschaftigt:

1. Wie wird die sauerstoffabhangige Regulation der a-Untereinheiten erreicht?
2. Welche Bedeutung haben die unterschiedlichen HIFa Isoformen
3. Welche Bedeutung spielt HIF in der Physiologie und Pathophysiologie?

4. Welche Bedeutung hat HIF in der Progression solider Tumoren?



Ublqultln 300/CPB

Normoxie
NS
{
Proteasomale |
Nukleare Translocation

Q Destruktion 0
Zelluliire Expression/ €
Regulation in vive .

Hypoxie

o~
=

Stabilisierung

P& Pp300/CBP

> Angiogenese
= Erythropoiese

: = Glykolyse

HRE

Nukleus

Abb. 2: Regulation von HIF. In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff (O,) werden die HIFa.
Untereinheiten ubiquitiniert und Uber das Proteasom abgebaut. In der Hypoxie sind die

HIFa Untereinheiten stabil und akkumulieren, translozieren in den Zellkern, dimerisieren mit
HIFR, rekrutieren den transkriptionellen Ko-Faktor p300/CBP und fiihren zur transkriptionellen
Aktivierung zahlreicher Zielgene. Der Vorgang des zelluldren O,-Sensing, die Beschaffenheit der
verantwortlichen E3-Ubiquitin Ligase (Es-Ligase), die Regulation der transkriptionellen
Aktivierung durch p300/CBP und die Regulation von HIFa. in vivo waren bisher unbekannt (?).

Im folgenden werden eigene Orginalarbeiten zu diesem Thema
zusammenfassend dargestellt. In der anschliellenden Diskussion werden die
wichtigen neuen Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen in Zusammenhang mit

den eigenen Ergebnissen diskutiert.
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2. KURZE DARSTELLUNG EIGENER ORGINALARBEITEN

in chronologischer Reihenfolge

2.1. “Selection and analysis of a mutant cell line defective in the HIF-1a
subunit. Characterisation of HIF-1a-dependent and —independent hypoxia-
inducible gene expression.”

Zur Klarung zellularer, von spezifischer Genregulation abhangiger Prozesse
eignen sich am besten vergleichende genetische Experimente mit Zell-Linien,
die sich einzig in der Funktionsweise des zu untersuchenden Systems
unterscheiden. Durch Mutagenese und anschlieRende Selektion von stabil mit
Selektionsmarkern transfizierten Zellen ist es uns gelungen, Zellklone zu
isolieren, in denen HIF-1a inaktiviert ist. Im Vergleich mit der wild-typ Zelle
konnten wertvolle Informationen Uber den Einflu® von HIF auf zellulare
Funktionen, sowie das Spektrum der Zielgene gezogen werden.

(Wood SM, Wiesener MS, Yeates KM, Okada N, Pugh CW, Maxwell PH,
Ratcliffe PJ. J Biol Chem 1998;273(14):8360-8)

2.2.  “Induction of endothelial PAS domain protein-1 by hypoxia:
characterisation and comparison with HIF-1a.”

1997 wurde von vier unabhangigen Arbeitsgruppen eine zweite HIFa
Untereinheit, mit gro3er Sequenzubereinstimmung zu HIF-1a identifiziert. Aus
diesen Arbeiten ging keine Information Uber die Funktion und Regulation
dieser zweiten Untereinheit hervor. Deshalb generierten wir monoklonale
Antikorper gegen beide HIFa Untereinheiten und untersuchten die Expression
und Regulation in Zell-Linien unterschiedlichen Ursprungs. Anders als aus
den initialen Berichten mitgeteilt wurde, konnte in allen Zell-Linien eine
sauerstoffabhangige Induktion von HIF-2a gezeigt werden. Unter
verschiedensten experimentellen Bedingungen zeigten beide HIFa

Untereinheiten ein nahezu gleichartiges Regulationsverhalten, so dass ein
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identischer Sauerstoffsensor und Signaltranduktionsweg angenommen
werden konnte.

(Wiesener MS, Turley H, Allen WE, Willam C, Eckardt KU, Talks KL, Wood
SM, Gatter KC, Harris AL, Pugh CW, Ratcliffe PJ, Maxwell PH. Blood
1998;92(7):2260-8)

2.3. “The tumour suppressor protein VHL targets hypoxia-inducible factors
for oxygen-dependent proteolysis.”

Einige Hinweise aus der Literatur deuteten indirekt auf einen Einflu® des
Tumor Suppressor Gens ,von Hippel Lindau® (VHL) auf die Regulation von
HIF hin. Aus diesem Grunde untersuchten wir renale Karinomzell-Linien, die
auf beiden Allelen eine Inaktivierung von VHL zeigen. Es zeigte sich ein
erheblicher EinfluR des VHL-Status auf die Regulation von HIFa
Untereinheiten. VHL negative Zellen zeigten eine sauerstoffunabhangige,
maximale Stabilisierung von HIFoa mit entsprechend aktivierten Zielgenen.
Rekonstituierung dieser Zellen mit VHL hob dieses Phanomen wieder auf und
stellte die Sauerstoffabhangigkeit der Expression wieder her. Wir konnten
weiterhin zeigen, da® pVHL malfgeblich fir die Destruktion von HIFa
verantwortlich ist und das dafur pVHL und HIF eine direkte Bindung eingehen.
Diese Bindung ist streng sauerstoffabhangig und liel3 sich durch Agentien wie
Cobalt oder Eisenchelatoren inhibieren. Diese Bindungscharakteristika
erfullten daher weitgehend die Kriterien, die dem vermuteten Sauerstoffsensor
entsprachen. Mit der Identifikation von pVHL als funktionell unabdingbarem
Teil der regulierten Destruktion von HIFa, gelang ein entscheidender
Durchbruch, der zur spateren Aufklarung des Sauerstoff-Sensor
Mechanismus fuhrte.

(Maxwell PH, Wiesener MS, Chang GW, Clifford SC, Vaux EC, Cockman ME,
Wykoff CC, Pugh CW, Maher ER, Ratcliffe PJ. Nature 1999 May 20;
399(6733):203-4)
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2.4. “The regulation of interleukin-8 by hypoxia in human macrophages — a
potential role in the pathogenesis of the acute respiratory distress syndrome
(ARDS).”

Das ARDS geht mit einem hohen Grad an Inflammation des pulmonalen
Gewebes einher. Als mdgliche Ursache fir die Inflammation wurde eine
deutlich erhéhte Sekretion von dem potenten neutrophilen Chemokin
Interleukin-8 (IL-8) identifiziert, dessen Ursprung wahrscheinlich pulmonale
Makrophagen sind **. Diese Befunde konnten wir in einem anderen
Patientenkollektiv, bei traumatisch bedingtem ARDS, bestatigen. Die
klinischen Daten deuteten auf initiale Hypoxie als Ursache von erhdhter IL-8
Sekretion und nachfolgender Entwicklung des ARDS hin. In
Zellkulturexperimenten mit humanen Makrophagen konnte bestatigt werden,
dal Hypoxie zu einer Induktion von IL-8 fihrt. Diese Induktion schien aber
nicht von HIF abhangig zu sein, und ist vermutlich nicht der einzige
Aktivierungsmechanismus. Andere Faktoren, wie Re-Oxygenierung,
Barotrauma und andere pro-inflammatorische Stimuli kdnnten flr die
Aktivierung von IL-8 verantwortlich sein.

(Hirani N, Antonicelli F, Strieter RM, Wiesener MS, Ratcliffe PJ, Haslett C,
Donnelly SC. Mol Med. 2001 Oct;7(10):685-97)

2.5. “Constitutive activation of hypoxia-inducible genes related to
overexpression of HIF-1« in clear cell renal carcinomas.”

Die haufigste Manifestation VHL assoziierter Tumoren stellen sporadische
klarzellige Nierenzellkarzinome dar. Diese gehen mit einer erworbenen
Inaktivierung beider Allele des VHL Gens einher. Wie in 2.3. ausgeflhrt
zeigen Zell-Linien, die von solchen Tumoren generiert wurden, eine
Stabilisierung von HIFa. Untereinheiten mit entsprechender Transaktivierung
der Zielgene. Um zu uberprufen, ob dieses auch auf das Tumorgewebe
zutrifft, haben wir Nierenzellkarzinome gesammelt und untersucht. In einem
breiten Spektrum nicht-renaler humaner Tumoren konnte lediglich eine fokale
Aktivierung von HIF in Regionen herabgesetzter Sauerstoffspannung gesehen

werden. In den klarzelligen Tumoren hingegegen konnte eine starke, in der
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Immunhistochemie homogene Expression von HIF-1a in nahezu allen
Tumorzellen beobachtet werden. Ebenso zeigten die Zielgene VEGF und
GLUT1 eine sehr hohe Expression, die mit der Expression von HIF-1a
korrelierte. Die VHL Mutationsanalyse bestatigte die genetische Ursache der
HIF Uberexpression. Die auRerordentlich starke Expression von HIF-1a in
den Nierenzellkarzinomen erklart moglicherweise ihren Phanotyp: schnelles
Wachstum, frihe Metastasierung und starke Vaskularisierung. Aufgrund
dessen eignet sich diese Gruppe von Tumoren wahrscheinlich in besonderer
Weise fur eine Tumortherapie durch Inaktivierung von HIF.

(Wiesener MS, Minchenhagen PM, Berger |, Morgan NV, Roigas J, Schwiertz
A, Jurgensen JS, Gruber G, Maxwell PH, Loning SA, Frei U, Maher ER,
Grone HJ, Eckardt KU. Cancer Res. 2001 Jul 1;61(13):5215-22)

2.6. “Paraneoplastic erythrocytosis associated with an inactivating point
mutation of the von Hippel Lindau gene in a renal cell carcinoma’.

Eine Besonderheit renaler Karzinome ist die mogliche Assoziation mit
paraneoplastischer Polyzythamie. Der molekulare Mechanismus dieses
Phanomens ist bislang nicht geklart worden. Wir hatten die Gelegenheit,
einen Patienten mit einer schwerwiegenden Polyzythamie mit einem Hb von
22 g/dl zu untersuchen. Die Polyzythamie fuhrte zu einem thrombotischen
Myokardinfarkt als Erstmanifestation eines bis dahin unbekannten
Nierenzellkarzinoms. Nach Nephrektomie untersuchten wir das Gewebe und
fanden eine massiv erhdhte Expression von EPO mRNA, sowie aller Ubrigen
HIF Zielgene und von HIF-1a und —2a Untereinheiten. Die Mutationsanalyse
des Tumormaterials zeigte eine Punktmutation mit dem Effekt eines
Aminosaureaustausches (Leu163Pro) des VHL Gens. In vitro Mutagenese
und nachfolgende Bindungsstudien demonstrierten den Verlust der Bindung
zwischen pVHL und den HIFa Untereinheiten in Folge dieser Mutation.
Daraus ergibt sich das Unvermégen HIFa zu ubiquitinieren und damit zu
zerstoren. Auf diesem Wege konnte eine Kausalkette von einer Punktmutation

des VHL Gens bis zum Myokardinfarkt geschlossen werden.



14

(Wiesener MS, Seyfarth M, Warnecke C, Jurgensen JS, Rosenberger C,
Morgan NV, Maher ER, Frei U, Eckardt KU. Blood. 2002 May 15;99(10):3562-
5)

2.7. “Involvement of a ferroprotein sensor in hypoxia-mediated inhibition of
neutrophil apoptosis.”

Neutrophile Granulozyten sind ein wichtiges Instrument des Immunsystems,
zur Bekampfung von bakteriellen Infektionen. Starke Aktivierung dieser Zellen
kann jedoch auch zu der Freisetzung von histotoxischen Granula,
Sauerstoffradikalen und Sektretion von pro-inflammatorischen Mediatoren
fuhren und somit eine erhebliche Gewebsschadigung nach sich ziehen. Durch
die Fahigkeit der Neutrophilen zu einer spontanen Apoptose mit
nachfolgender Abraumung durch Makrophagen werden diese negativen
Auswirkungen eingedammt. Anders als bei den meisten anderen Zellen fuhrt
Hypoxie bei den neutrophilen Granulozyten zu einer deutlichen Hemmung der
Apoptose **. Wir konnten zeigen, daR diese Inhibition mit sehr groRer
Wahrscheinlichkeit von HIF abhangig ist und somit eine neue Funktion dieses
Systems identifizieren.

(Mecklenburgh KI, Walmsley SR, Cowburn AS, Wiesener MS, Reed BJ,
Upton PD, Deighton J, Greening AP, Chilvers ER. Blood. 2002 Oct
15;100(8):3008-16)

2.8. “Ildentification of cyclin D1 and other novel targets for the von Hippel-
Lindau tumour suppressor gene by expression array analysis and
investigation of cyclin D1 genotype as a modifier in von Hippel-Lindau
disease.”

Das VHL Gen bt neben der Tumor Suppression und der Regulation von
HIFa noch weitere Funktionen aus. Zu diesen zahlen die Inhibition der
transkriptionellen Elongation und die extrazellulare Ablagerung von
Fibronektin. Am besten definiert sind dabei bisher die Prozesse, die zur

Destruktion von HIFa Untereinheiten fihren. Mit der Gen Array Analyse
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besteht die Moglichkeit einer Screening-Untersuchung, die potentiell neue
Kandidaten-Gene von VHL finden kann. Von vorrangigem Interesse sind
dabei Gene, die die Tumorgenese bei VHL Verlust erklaren. Mit einem Gen
Array, auf dem gleichzeitig annahernd 600 Tumor-assoziierte Gene
untersucht werden kdnnen, konnten wir sechs neue Gene identifizieren, die
durch VHL invers reguliert werden. Diese Gene zeigten keine Modulation ihrer
Expression durch Hypoxie und sind somit vermutlich nicht von HIF abhangig.
Das auf den ersten Blick interessanteste Gen dieser Gruppe ist Cyclin D1, ein
SchlUsselprotein flur die Zell-Zyklus-Regulation. Die Identifikation dieser Gene
konnte einen wesentlichen Fortschritt in der Klarung der tumorsuppressiven
Wirkung von VHL bedeuten.

(Zatyka M, da Silva NF, Clifford SC, Morris MR, Wiesener MS, Eckardt KU,
Houlston RS, Richards FM, Latif F, Maher ER. Cancer Res. 2002 Jul
1;62(13):3803-11)

2.9. “Expression of HIF-1a and HIF-2« in hypoxic and ischemic rat
kidneys”.

Die Niere zeigt bereits unter physiologischen Bedingungen ein sehr
heterogenes Sauerstoffprofil, mit bestimmten Regionen, die eine
ausgesprochen niedrige O2-Spannung aufweisen. Aus diesem Grunde fuhrten
wir eine detaillierte Untersuchung zur Aktivierung von HIFa in der Niere durch.
Uberraschenderweise zeigte die Niere unter Kontrollbedingungen keinerlei
Signal fur HIF-1a oder —2a,, auch nicht in der Papille. Unter Hypoxie kam es
zu einer starken Akkumulation, jedoch nur in spezifischen Zellpopulationen.
Die parenchymatodsen und interstitiellen Zellen unterschieden sich streng in
ihrem Expressionsmuster fur die jeweilige HIFa. Untereinheit. Totale Ischamie,
sowie lokaler Infarkt fuhrten ebenso zu einer Aktivierung von HIF.
Interessanterweise scheinen die peritubularen renalen Fibroblasten, die fur
die EPO Produktion verantwortlich sind, lediglich HIF-2a zu aktivieren, so daf3
die Erythropoiese vermutlich von der Aktivierung von HIF-2a abhangig ist.
(Rosenberger C, Mandriota S, Jurgensen JS, Wiesener MS, Horstrup JH, Frei
U, Ratcliffe PJ, Maxwell PH, Bachmann S, Eckardt KU. J Am Soc Nephrol
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2002 Jul; 13(7):1874-6)

2.10. “Widespread, hypoxia-inducible expression of HIF-2« in distinct cell
populations of different organs.”

Stroka et al. *° publizierten kiirzlich eine umfassende Arbeit zu der HIF-1a.
Regulation in verschiedenen Organen von Mausen. Vergleichbare Daten zu
HIF-2a existierten nicht, so dal} wir eine systematische Analyse der
Expression in verschiedenen Organen durchfuhrten. Es zeigte sich eine
Aktivierung von HIF-2a unter Hypoxie in allen untersuchten Organen, mit
einer streng zellspezifischen Expression. In den verschiedenen Organen
wechselte die Expression der HIFa Isoformen von parenchymatdsen zu
interstitiellen Zellen. In allen Organen jedoch zeigten die Endothelzellen eine
starke Aktivierung von HIF-2a.. Der Uberwiegende Anteil an Zellen vermochte
nur eine von beiden HIFa Untereinheiten zu aktivieren, so daf® offenbar nur
ein geringer Grad an Redundanz zwischen den beiden Systemen vorliegt.
(Wiesener MS, Jurgensen JS, Rosenberger C, Scholze CK, Hoérstrup JH,
Warnecke C, Mandriota S, Bechmann |, Frei UA, Pugh CW, Ratcliffe PJ,
Bachmann S, Maxwell PH, Eckardt KU. FASEB J. 2003 Feb;17(2):271-3)
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3. DISKUSSION

3.1. Sauerstoffabhangige Regulation von HIF
3.1.1. Das VHL Syndrom

Seit der Identifikation von HIF-1 ist die Suche nach den zugrunde liegenden,
regulativen Mechanismen, insbesondere des O,-Sensors und seiner
Funktionsweise, intensiv betrieben worden. Um die Funktionsweise eines
Systems verstehen zu lernen, werden haufig ,Knockout“-Experimente fur
entsprechende Gene herangezogen. Eine weitere mogliche Strategie ist die
Untersuchung naturlich vorkommender Mutationen. Mit dem von Hippel-
Lindau (VHL) Gen eroffnete sich die Mdglichkeit dazu.

Eugen von Hippel beschrieb 1904 erstmals die seltene Erkrankung der
retinalen Angiomatose als Krankheitsentitat *°. 1927 erkannte Arvid Lindau
die Assoziation dieser retinalen Angiomatose mit zerebralen Hdmangiomen,
Nierenzellkarzinomen und Zysten des Pankreas. Er beschrieb das
gemeinsame Vorkommen dieser Tumoren, ohne jedoch eine familiare
Haufung zu erkennen *. Diese Erkrankung zeigt einen autosomal rezessiven
Erbgang und wurde nach ihren Erstbeschreibern “von Hippel-Lindau” (VHL)-
Syndrom benannt. 1993 wurde das VHL Gen am kurzen Arm des
Chromosoms 3p identifiziert *®. Es stellt ein klassisches Tumor Suppressor
Gen dar, das den Regeln nach Knudson folgt % erst bei Inaktivierung beider
Allele kommt es zur Ausbildung charakteristischer Tumoren.
Wiederherstellung des VHL-Status in solchen Tumorzellen fihrt zum Verlust
der Tumorbildung, wenn sie in Nacktmause implantiert werden “°*2. Das VHL
Gen allein ist also von vorrangiger Bedeutung fur das Wachstum dieser
Tumorzellverbande.

Ist ein Allel des VHL Gens in der Keimzellbahn inaktiviert, so liegt das
familiare VHL-Syndrom vor. Bei einem “second hit” des zweiten Allels in
pradisponierten Zellen, kommt es zu dem Auftreten des typischen Tumor-
Syndroms, einer Kombination von Nierenzellkarzinomen,

Phaochromozytomen, Hamangioblastomen und retinalen Angiomen. Das
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familiare VHL Syndrom ist selten, zeigt bei den Betroffenen jedoch eine hohe
Penetranz und Letalitat ****. Epidemiologisch bedeutsamer sind die
sporadisch auftretenden Tumoren des VHL-Kreises, das klarzellige
Nierenzellkarzinom (NZK) und die Hamangioblastome. Bei letzteren findet
man bei etwa 50% der Falle eine Inaktivierung des VHL Gens. Bei den NZK
kommt dieses in der weitaus (iberwiegenden Zahl der Falle vor **.

Zu dem charakteristischem Phanotyp aller VHL-assoziierten Tumoren gehort
eine aullerordentlich starke Vaskularisierung. Anhand von Experimenten mit
Zell-Linien VHL defizienter NZK stellte man eine Uberexpression von VEGF,
aber auch der ebenfalls hypoxisch regulierten Gene GLUT1 und PDGF B fest
4145 Diese Gene zeigten eine konstitutive Uberexpression, deren Abundanz
sich durch zusatzliche hypoxische Inkubation nicht weiter steigern lie. Durch
stabile Transfektion der Zellen mit wild-typ VHL konnte eine niedrige
Basalexpression dieser Gene, sowie eine Induzierbarkeit durch Hypoxie
wieder hergestellt werden. VHL stellt also einen negativen Regulator dieser
Gene dar. Man nahm zunachst an, dal} es sich um ein mMRNA-
Stabilitatsphanomen handelt. Die Uberexpression der angiopoietischen
Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF B wurde als Ursache des stark

vaskularisierten Phanotyps dieser Tumoren diskutiert.

3.1.2. Die Bedeutung von VHL fiir die Degradation von HIF

Zusatzlich zu der konstitutiven, VHL-abhangigen Uberexpression der
hypoxisch regulierten Gene, gab es einen weiteren, klinischen Hinweis auf die
Interaktion von VHL mit HIF. Die Tumoren des VHL-Kreises, insbesondere die
NZK, gehen gehauft mit einer paraneoplastischen Polyzythamie einher *°. In
zahlreichen Fallen konnten deutlich erhdhte Serum-EPO Konzentrationen
festgestellt werden, als Hinweis darauf, daf® auch EPO als weiteres HIF
Zielgen in Zusammenhang mit VHL Mutationen aktiviert werden kann.
Aufgrund dieser Beobachtungen entschlossen wir uns, nach moglichen
Einflussen des VHL-Gens auf die Regulation von HIF zu suchen (s. Kap.
2.3.). Zu diesem Zweck untersuchten wir zunachst in zwei verschiedenen
NZK-Zell-Linien mit VHL-Defizienz (RCC4 und 786-0) zahlreiche andere HIF-
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abhangige Gene. Bei allen zeigte sich eine konstitutive Uberexpression der
MRNA Abundanz ohne weitere Induktion durch Hypoxie. Erst
Rekonstituierung eines normalen VHL-Status durch stabile Transfektion mit
wild-typ VHL fuhrte zu einer Suppression der Expression und der
Wiederherstellung einer Induzierbarkeit durch Hypoxie. Der deutliche Einflu®
des VHL Status einer Zelle auf die Expression aller untersuchten HIF-
abhangigen Gene deutete auf eine direkte Beteiligung an der Regulation von
HIF hin. Tatsachlich zeigten die Ergebnisse von HIF-Reporter Assays, sowie
die DNA-Bindungsaktivitat von HIF gleichartige Ergebnisse. Diese beiden
Techniken wiesen auf die VHL-Abhangigkeit der transkriptionellen Aktivitat
von HIF hin. Der direkte Nachweis der Proteine HIF-1a und HIF-2a. in diesen
Zellen bestatigte schliel3lich diesen Befund. Das VHL-Protein (pVHL) fuhrt
also zur sauerstoffabhangigen Destruktion von HIFa Untereinheiten. In seiner
Abwesenheit sind diese stabil und voll transkriptionell aktiv.

Wir konnten weiterhin zeigen, dal® die HIFa Untereinheiten eine direkte
Protein-Protein-Interaktion mit pVHL eingehen. Dieses konnte in
Immunoprazipitationsassays aber auch in dem DNA-Bindungskomplex
nachgewiesen werden. Eine ganz wesentliche Beobachtung war, daf die
Interaktion nur in Anwesenheit von Sauerstoff stattfand. Durch proteasomale
Inhibitoren akkumulieren die HIFa Untereinheiten trotz Anwesenheit von
Sauerstoff, da sie nicht destruiert werden konnen. In diesem Zustand konnten
also Proteininteraktionen von HIF o untersucht werden. Andere Bedingungen,
die HIFa stabilisieren, sind Zugabe von Eisenchelatoren und Cobalt.
Interessanterweise fand sich unter diesen Bedingungen keine Interaktion
zwischen HIFa und pVHL. Die Bindung ist also nicht nur O,- sondern auch
eisenabhangig und zeigt daher Charakteristika die dem vermuteten Oo-
Sensor entsprechen. Wir konnten ferner zeigen, daf die Interaktion mit pVHL
an der ODD-Domane stattfindet, demjenigen Abschnitt also, der die Stabilitat
und somit die Funktion von HIF mafigeblich bestimmt.

Bereits fruhzeitig wurde vermutet, dafd pVHL an der Degradation von
bestimmten Proteinen beteiligt ist. pVHL wurde als Teil eines
Multiproteinkomplexes identifiziert, der die Proteine Cul2, Elongin B und C

einschlielt. Dieser Proteinkomplex zeigt eine grofte Ahnlichkeit mit dem zuvor
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bekannten SCF-Komplex (Skp1/Cdc53/F-box Protein) von Hefe Zellen 7“2
Dieser Komplex markiert bestimmte Proteine durch Ubiquitinierung flr die
nachfolgende proteasomale Degradation. Skp1 zeigt dabei Strukturahnlichkeit
mit Elongin C und Cdc53 mit Cul2. pVHL hingegen ahnelt dem F-box Protein,
welches das Zielprotein direkt bindet und ubiquitiniert. Elongin B zeigt eine
Strukturahnlichkeit zu Ubiquitin Molekilen. Rbx1 (oder auch ROC1) ist ein
weiteres Protein in dem Komplex, welches ein Ubiquitin-konjugierendes
Enzym rekrutieren kann (E2) *°. Zusammen stellt dieser Proteinkomplex eine
E3-Ubiquitin Ligase dar, deren Zielproteine jedoch bisher nicht bekannt
waren. Mit den HIFa Untereinheiten konnten wir nun erstmals ein solches
Target identifizieren (s. Kap. 2.3.). Kurze Zeit nach dem Erscheinen dieser
Publikation wurde von mehreren Gruppen der Nachweis erbracht, dafl} pVHL,
als Teil der E3-Ligase, direkt fur die Ubiquitinierung von HIFa verantwortlich
ist 50—53.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, einen ganz wesentlichen Aspekt der O,-
abhangigen Regulation von HIF zu klaren. Die Identifikation von pVHL als
entscheidender Faktor fur die Destruktion der HIFa Untereinheiten ebnete

den Weg fur die Suche nach dem O,-Sensor.

3.1.3. Molekulare Grundlagen der Interaktion zwischen pVHL und HIF

Mittlerweile konnte die Kristallstruktur des pVHL / Elongin B und C Komplexes
aufgeklart werden **. Es zeigte sich, daR pVHL tber zwei funktionelle
Domanen verfugt, eine a- und eine -Domane. Die a-Domane bindet Elongin
C und dieses seinerseits Cul2 und Elongin B. Die B-Domane von pVHL bindet
direkt die ODD-Domane der HIFo Untereinheiten °2. Beide Doméanen des
pVHL stellen Regionen dar, in denen sich Mutationsereignisse des VHL-

Syndroms haufen, sogenannte ,hotspots” **

, was die grol3e funktionelle
Bedeutung wiederspiegelt.

Die Bindungskinetik zwischen pVHL und HIFa deutete die Beteiligung eines
sauerstoff- und eisenabhangigen Proteins an. Arbeiten in einer ,Hypoxie-

Workbench”, in denen auch die Extraktion der Proteine unter Hypoxie
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stattfinden konnte, zeigten, daf® die Bindung zwischen pVHL und HIFa nur in
Anwesenheit von Oz zustande kommt. Die Interaktion von rekombinantem
HIFa mit pVHL war auflderdem von der vorherigen Inkubation mit eukaryotem
Zellextrakt abhangig. Ferner zeigte sich eine Temperatur-Abhangigkeit und
Hitze-Inaktivierung der Bindungsreaktion. Diese Befunde sprachen fir eine
enzymatische Modifikation des/der Bindungspartner. Auch von anderen
Systemen, die durch das Proteasom reguliert werden, ist bekannt, dal} die
Bindung der E3-Ligase in der Regel eine Stimulus-abhangige Modifikation des
Targets voraussetzt °°. Die Kombination von Mutationsanalyse und
Massenspektroskopie zeigte, dal® die kritische Modifikation von HIFa eine
Hydroxylierung von einem Prolinrest (P564 in humanem HIF-1a) ist °®*".
Kurze Zeit darauf wurde ein zweites Prolin als alternative Hydroxylierungs-
und Bindungsstelle zu pVHL (P402 in humanem HIF-1a, siehe auch Abb. 1 in
der Einleitung) identifiziert °®. Die kristallographische Untersuchung von HIFa-
Polypeptiden mit pVHL zeigte eine spezialisierte Bindungstasche auf der
Oberflache der B-Domane des pVHL fur HIF-Hydroxyprolin. Ein definiertes
Netzwerk von Wasserstoffbrickenbindungen halt dabei das Hydroxyprolin in
der Bindungstasche, welche ohne hydroxyliertes Prolin nicht zustande kommt
59,60.

Die Hydroxylierung der beiden HIF-Prolinreste erwies sich als streng eisen-
und sauerstoffabhangig; die entsprechende Hydroxylase erflllte also
elementare Kriterien des vermuteten Sauerstoff-Sensors. Diese konnten als
Prolylhydroxylasen (PHD) identifiziert werden, welche bisher vier Isoformen
umfassen 3. Die PHDs gehéren zu einer Familie von 2-Oxoglutarat und
eisen-abhangigen Enzymen, die molekularen Sauerstoff als Substrat
bendtigen. Das aktive Zentrum dieser Enzyme beinhaltet ein Eisenatom.
Darin wird ein Atom des O, an das Prolin von HIF gebunden, das zweite
reagiert mit 2-Oxoglutarat zu Succinat und CO.. Die grundlegenden
Mechanismen des Sauerstoff-Sensing konnten somit identifiziert werden, und
sie lieRen sich ontogenetisch bis in C. elegans und Drosophila-Fliegen
zuriickverfolgen ®'%4,

Nicht nur die Stabilisierung, sondern auch die transkriptionelle Aktivitat der

HIFa Untereinheiten wird durch die Sauerstoff-Spannung uber eine
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Hydroxylierungsreaktion reguliert. Die HIF Transaktivierung ist von der
Bindung der C-terminalen TAD an einen transkriptionellen Ko-Faktor,
CBP/p300, abhangig ®°. Diese Bindung wird durch die Hydroxylierung eines
spezifischen Asparaginrestes (Asn 803 des humanen HIF-1a) reguliert ®. In
Anwesenheit von O, wird Asn 803 hydroxyliert, wodurch die Bindung an
CBP/p300 blockiert und somit die transkriptionelle Aktivitat unterdrtickt wird.
Die Asparaginyl Hydroxylase wurde kurzlich identifiziert und nach ihrer
Erstbeschreibung “Factor Inhibiting HIF” (FIH-1) benannt °”°. FIH-1 gehért
ebenfalls zu der Familie der 2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen, deren
dreidimensionale Struktur vor kurzem geklart werden konnte ®®7%"". Sowohl
die PHDs als auch FIH-1 stellen nach heutigem Kenntnisstand die
intrazellularen Sauerstoff-Sensoren dar, die zumindestens in vitro Uber einen
weiten Bereich von physiologischen Sauerstoff-Spannungen arbeiten. Es wird
von gréfdtem Interesse sein, die gewebs- und zellspezifische Expression und
Regulation der verschiedenen PHDs und FIH-1, sowie deren
Hydroxylierungsaktivitat in Bezug auf die verschiedenen HIFa Untereinheiten
zu untersuchen. Mdglicherweise werden durch diese Eigenschaften weitere

Ebenen differentieller Regulation erreicht.

3.2. Funktionelle Bedeutung unterschiedlicher HIFo Isoformen

3.2.1. HIF-1a, HIF-2¢,, HIF-3«

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ist HIF ein Heterodimer, bestehend
aus zwei Untereinheiten, einer konstitutiven HIF[3 / ARNT Untereinheit und
einer Oz-abhangigen a-Untereinheit. Anhand von DNA Bindungsstudien an
den regulativen Abschnitten des EPO Gens wurde zunachst HIF-1a
identifiziert. 1997 wurde von vier unabhangigen Arbeitsgruppen die Existenz
einer weiteren HIFa Untereinheit beschrieben "27°. Auffallig war eine sehr
hohe Sequenz-Ubereinstimmung mit HIF-1a., die Fahigkeit ebenso mit ARNT
zu dimerisieren, sowie eine vergleichbare Struktur der funktionellen Domanen

®_In Reporter-Assay Studien wurden weiterhin Hinweise fiir eine hypoxische
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Aktivierung des Proteins gewonnen. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wurde
diese neue a-Untereinheit HIF-2a genannt, das daraus entstehende Dimer
mit ARNT, HIF-2. Bereits in diesen ersten Arbeiten wurde eine hohe
Expression insbesondere in endothelialen Zellen beschrieben, sowie eine im
Vergleich zu HIF-1a héhere Affinitat zu den Genen der Angiogenese
festgestellt >”*. Es wurde daher vermutet, da HIF-2a. mdglicherweise fiir die
Adaptation der Gefalte bedeutender ist und der Faktor deshalb initial auch
.endothelial PAS domain protein 1” genannt (EPAS-1 72). Regulation und
Funktion von HIF-2a, sowie die funktionelle Abgrenzung dieser beiden

scheinbar unabhangigen HIFa Untereinheiten blieben zunachst unbekannt.

Inzwischen wurde auch eine dritte o-Untereinheit, HIF-3a, identifiziert *”.
Diese zeigt jedoch keine sauerstoffabhangige Regulation . Bis heute ist die
Bedeutung von HIF-3a weitestgehend unbekannt. Eine alternative
Splicevariante von HIF-3a, dem die DNA-Bindungs- und
Transaktivierungsdomane fehlt, wurde kurzlich als ein naturlicher Inhibitor von
HIF identifiziert. Diese wurde “inhibitory PAS protein” (IPAS) benannt .

3.2.2. Generierung und Charakterisierung von HIF a defizienten Zellen

Um die Funktion von HIF-1a naher zu charakterisieren, beabsichtigten wir
zunachst, HIF-1a in einer Zell-Linie durch chemische Mutagenese zu
inaktivieren (s. Kap. 2.1.). Diese Versuche wurden in CHO-Zellen
durchgefuhrt, die HIF-1a, nicht aber HIF-2a. exprimieren. Ein wesentliches
Problem bestand in der anschlieRenden Selektion. Da die HIF-1 Aktivierung
zu keiner bekannten Selektionsmdglichkeit fuhrt, wurden die Zellen zunachst
stabil mit Oberfachenmarkern (E-selectin und CD2) transfiziert. Diese wurden
zuvor mit einem potenten HRE versehen, so dal} sie hypoxisch aktivierbar
waren. Nach chemischer Mutagenese konnten Zellen selektiert werden, die
die transfizierten Oberflachenmarker nicht mehr hypoxisch aktivieren konnten.
Dieses wurde immunoselektiv, durch Zugabe von spezifischen Antikorpern

gegen CD2 und E-selectin und anschlieRendes Aussahen auf mit sekundaren



24

Antikérpern beschichteten Kulturschalen durchgefiihrt (sogenanntes
“Panning”). Zellen, die die Mdglichkeit zur hypoxischen Aktivierung der
Markergene verloren hatten, konnten nicht haften und wurden fur die nachste
Runde des “Panning” verwendet. Auf diese Weise wurden jeweils 10
Selektionsrunden fur die Marker im Wechsel durchgefuhrt. Durch FACS-
Analyse und HIF-Reporter-Assay Studien konnten diese Selektionsergebnisse
bestatigt werden. Insgesamt konnten neun Zellklone mit einer Gber die Zeit
stabilen Reduktion der HIF-Aktivierung isoliert werden, von denen einer eine
vollstandige Inaktivierung zeigte. Diese Zell-Linie wurde Ka 13 genannt und
intensiv untersucht.

Die Inaktivierung von Ka 13 konnte durch Re-Transfektion mit HIF-1a, aber
nicht HIF-113 / ARNT aufgehoben werden. Diese Befunde sprachen fur einen
Defekt von HIF-1a selbst und nicht fur eine Inaktivierung des O,-Sensing oder
Transaktivierungsapparates. Dieses konnte in Northern Blots, RNAse
Protection Assays, sowie Immunoblots flr HIF-1a bestatigt werden. Mit dieser
Zell-Linie bestand erstmalig die Moglichkeit, funktionelle Auswirkungen von
HIF-1a auf zellulare Funktionen und Zielgenaktivierung zu untersuchen.
Zahlreiche andere Gruppen verwendeten diese generierten Zell-Linien in der
Folgezeit. So wurde mit ihnen unter anderem die Apoptose auf HIF-
Abhangigkeit untersucht 2 und es wurden wichtige neue Zielgene gefunden
# Ka 13 zeigte in unseren Untersuchungen keinen Unterschied des
Zellzyklus- und Proliferationsverhaltens, weder unter Normoxie noch unter
Hypoxie im Vergleich zu der wild-typ Zelle. Dieses ist ein Hinweis darauf, dal}
HIF-1a nicht an diesen Prozessen beteiligt ist. Verschiedene Gene wurden in
den Zell-Linien untersucht. Wie erwartet wurde GLUT 1 in der wild-typ Zelle
deutlich durch Hypoxie induziert. In Ka 13 jedoch kam es zu keinerlei
Induktion; ein deutliches HIF-1a abhangiges Muster. Das gleiche
Regulationsverhalten zeigte das wichtige glykolytische Gen Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), ein hiermit neu identifiziertes HIF-
abhangiges Zielgen. Glucose-regulated Protein 78 (GRP78) und
Hamoxygenase (HO-1) auf der anderen Seite zeigten ebenfalls eine deutliche
Induktion unter Hypoxie, jedoch gleichermalien auch in der Ka 13 Zelle. HO-1

wurde 1997 als ein HIF-Target identifiziert 8 In ahnlichen Versuchen mit
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ARNT wild-typ und "knockout" Zellen konnte dabei eine Aufhebung der
Induktion in ARNT defizienten Zellen festgestellt werden. Anhand der Daten
aus Ka 13 laft sich nun jedoch feststellen, daf® es sich zumindestens in
unserem System nicht um eine HIF-1a abhangige Regulation handelt. Eine
weitere Moglichkeit bestand darin, dal} die hypoxische Regulation von HO-1
durch HIF-2a vermittelt wird. Da CHO Zellen kein HIF-20. exprimieren und
HIF-3a wie oben erwahnt, nicht sauerstoffabhangig reguliert wird ist die
hypoxische Induktion von HO-1 und GRP78 ist in den CHO-Zellen
offensichtlich nicht von den bekannten HIFa Isoformen abhangig. Entweder
es gibt eine weitere, bisher noch unbekannte HIFa Untereinheit, oder ein
unabhangiges System fuhrt zu der sauerstoffabhangigen Induktion dieser

Gene.

Inzwischen sind von anderen Arbeitsgruppen ,Knockout“-Experimente in
Mausen fur HIF-1 und —2a durchgefihrt worden (siehe unten, 3.2.3.).
Prinzipiell sind die Stammzellen dieser Experimente auch fur zellulare
Experimente geeignet. Aufgrund der ungleich schwierigeren
Kulturbedingungen von Stammzellen, eignen sich jedoch CHO-Zellen weitaus
besser. Dennoch konnten Experimente mit HIF-1a defizienten Stammzellen
vergleichbare Ergebnisse fiir eine Reihe von Zielgenen zeigen %4, Anhand
solcher Versuche mit HIFa defizienten Stammzellen konnten weiterhin
interessante Befunde fur die Induktion der Apoptose erhoben werden. Die
hypoxisch vermittelte Apoptose stellte sich als eine Funktion von HIF-1a
heraus ®°. Die durch Glukosedeprivation induzierte Apoptose wurde als eine
Funktion von HIF-20 definiert ®°. Diese Arbeiten weisen auf einen wichtigen
funktionellen Unterschied der beiden HIFa Isoformen hin. Eine interessante
Frage ist die der Signaltransduktion bei der HIF-2a Aktivierung durch

Glukosedeprivation.
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3.2.3. HIF « defiziente Tiere (,Knockouts®)

Wichtige funktionelle Daten Uber die Bedeutung von HIFa fur die
physiologische Entwicklung konnten aus den ,Knockout* Experimenten
gewonnen werden. Die Inaktivierung von HIF-1a fUhrte zu einem Absterben
der Foten um den Tag 11 der Entwicklung. Die Tiere zeigten unter anderem
erhebliche Abnormalitaten der Vaskulogenese, sowie der Entwicklung des
zentralen Nervensystems %4, Die Ergebnisse der HIF-20. Experimente waren
uneinheitlicher. Zwei Gruppen berichteten ebenfalls Uber einen letalen
Ausgang in der Embryogenese mit erheblichen Abnormalititen der GefaRe ®,
bzw. schweren kardialen Funktionsstérungen aufgrund mangelnder
Katecholaminsynthese ¥ . In einem anderem genetischen Hintergrund
erreichten etwa die Halfte der HIF-2a ,,knockout® Tiere das Geburtsalter mit
auffalligem Minderwuchs und starben kurze Zeit darauf, offenbar an akutem
Lungenversagen 8 Da die Entwicklung der homozygot inaktivierten Tiere
letal verlauft, kdnnen diese Tiere nicht fur funktionelle Studien verwendet
werden. Die heterozygoten Tiere beider HIF Isoformen zeigten jedoch unter
Standardbedingungen keinen auffalligen Phanotyp. Anhand dieser Tiere
konnte demonstriert werden, dal® HIF-1a unter chronischer Hypoxie
vermutlich beteiligt ist an der Entwicklung einer Polyzythamie,
rechtsventrikuldrer Hypertrophie, pulmonaler Hypertonie %, der
Aufrechterhaltung elektrophysiologischer Membranpotentiale von Myozyten %
und neuronalen Aktivitaten des Carotissinus, sowie der Anpassung des
Atemantriebs an die chronische Hypoxie .

Eine weitere mogliche Strategie der HIFa Inaktivierung ist das zell-spezifische
Targeting eines Gesamtorganismus. Anhand solcher Experimente konnte
bereits eine Rolle von HIF-1a fiir das Wachstum und Uberleben von
Chondrozyten %2, sowie fiir die Reifung und Funktion von B-Lymphozyten %
definiert werden. Entfernung des HRE vom VEGF Gen transgener Mause
filhrte zu einer schwerwiegenden neuromuskularen Erkrankung **.

Diese Befunde belegen, dall HIF in einer Vielzahl von pathophysiologisch
relevanten Prozessen maligeblich beteiligt ist. In Kenntnis der groRen Anzahl

HIF-abhangiger Zielgene (s. Tab. 1) und der weitlaufigen Expression von HIF
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ist anzunehmen, daf zahlreiche weitere Funktionen von HIF in Zukunft

erkannt werden.

3.2.4. Vergleich der Expression und Regulation von HIF-1a und HIF-2«

Die Identifikation der zweiten O,-abhangigen HIFa Untereinheit fuhrte
unmittelbar zu der wichtigen Frage, ob es sich um funktionell redundante oder
unabhangige Systeme handelt. Aus diesem Grunde haben wir einen

Schwerpunkt unserer Arbeiten an dieser Fragestellung ausgerichtet.

3.2.4.1. Experimente in Zelllinien

Um die Expression und Regulation beider HIFa Untereinheiten vergleichend
untersuchen zu kdnnen, generierten wir spezifische monoklonale Antikérper
sowie RNA-Sonden gegen beide Untereinheiten. In verschiedenen maligne
transformierten Zelllinien untersuchten wir dann die Regulation von HIF-1a
und HIF-2a auf Protein- und RNA-Ebene (s. Kap. 2.2.). Entgegen der
ursprunglichen Vermutung, daf3 es sich bei HIF-2a. um ein
endothelspezifisches Gen handelt (“Endothelial PAS protein-1”, EPAS-1 "?),
konnten wir in den von uns untersuchten Zellen eine weit verbreitete RNA-
Expression finden. Vergleichende Untersuchungen der zwei verschiedenen
HIFa Proteine zeigten eine gleichartige Regulation, mit nur geringen
Unterschieden. Beide Proteine waren zwar unter normoxischen Bedingungen
nicht oder nur unwesentlich nachweisbar. HIF-2a konnte jedoch in der
Normoxie bei einigen Zellen eher nachgewiesen werden. Unter graduell
zunehmender Hypoxie kam es frihzeitiger zu einer Akkumulation von HIF-2a.,
bereits bei Sauerstoffkonzentrationen von etwa 5%, wohingegen ein
deutlicher Anstieg der HIF-1a. Abundanz erst bei 1% O, gesehen wurde.
Abgesehen von diesen geringen Unterschieden zeigten beide HIFa
Untereinheiten eine ahnlich deutliche Induktion unter Hypoxie mit einer

vergleichbaren Zeitkinetik und Halbwertszeit der Proteine, sowie eine
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Stabilisierung durch proteasomale Inhibitoren. Weiterhin konnte bei beiden
eine Induktion durch Eisenchelation, sowie Zugabe von Cobalt beobachtet
werden. Die Expression beider Proteine war redoxabhangig und zeigte eine
Sensitivitat gegenuber Inhibitoren von Flavoprotein Oxidoreduktasen. Diese
Ergebnisse lieRen den Schluld zu, da® beide HIFa Untereinheiten durch einen
einheitlichen O,-Sensor und Transduktionsmechanismen reguliert werden.
Eine vergleichende Analyse der funktionellen Doméanen zeigte ebenfalls einen
sehr ahnlichen Strukturaufbau der beiden Proteine, mit grofer

Sequenziibereinstimmung im Bereich funktionell wichtiger Doménen °.

Bei den vielen Ahnlichkeiten dréngt sich daher die Frage auf, welche
Bedeutung die unterschiedlichen HIFa Untereinheiten haben und ob es
funktionelle Unterschiede gibt. Bereits die ,Knockout“-Arbeiten (siehe 3.2.3.)
zeigten, dal es sich nicht um (ausschlieB3lich) redundante Systeme handelt.
Die Inaktivierung einer Untereinheit allein reicht aus, um schwerwiegende
Veranderungen in der sich entwickelnden Maus zu erzeugen.
Interessanterweise wurde in den verschiedenen ,Knockout“-Experimenten ein
unterschiedlicher Phanotyp beschrieben. Die erhaltene Funktion der jeweils
anderen a-Untereinheit kann also offensichtlich den Defekt nicht
kompensieren. Experimente mit den Stammzellen der ,Knockout“-Tiere
zeigten, dal defiziente Zellen fur HIF-1a die Fahigkeit fur die hypoxische
Induktion von Glukose Transportern und glykolytischen Enzymen verlieren,
obwohl HIF-2a in diesen Zellen ebenfalls exprimiert wird 3. VEGF wird in
seiner Induzierbarkeit lediglich abgeschwacht, so dal} hier moglicherweise
HIF-2a anteilig kompensieren kann. Diese Daten deuten an, daf3 sich die
beiden HIFa Untereinheiten moglicherweise in dem Spektrum der durch sie
aktivierbaren Zielgene unterscheiden. Bereits zwei der urspruinglichen
,Cloning“-Manuskripte deuteten eine groRere Affinitat von HIF-2a (verglichen
mit HIF-1c) an dem Promoter von VEGF an "3, Mit der Zell-Linie Ka 13
(siehe oben) stand ein geeignetes Instrument zur Verfigung, um die Einflisse
der a-Untereinheiten auf die Transaktivierung verschiedener Zielgene
unabhangig voneinander zu untersuchen. Da Ka 13 weder HIF-1a noch HIF-

20 exprimiert, konnten durch Ko-Transfektion eines zu untersuchenden
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Reporter-Gens mit der entsprechenden HIFa Untereinheit funktionelle
Untersuchungen durchgefuhrt werden. In Bestatigung der genannten Daten
zeigte sich eine deutlich starkere Transaktivierung des VEGF-Reporters durch
HIF-2a, als durch HIF-1a.. Auf der anderen Seite zeigte ein Laktat-
Dehydrogenase-Reporter eine starkere Transaktivierung durch HIF-1a, so
dall moglicherweise die Glykolyse tatsachlich von dieser HIFa Untereinheit
dominiert wird. HIF-2a hingegen scheint moglicherweise fur die hypoxische
Adaptation der Gefalde eine grofere Rolle zu spielen. Zahlreiche andere
Gruppen konnten einen starkeren Effekt von HIF-2a auf den VEGF Promoter
bestatigen "#7>%>%_Dennoch konnten wir eine weitldufige Expression in allen
von uns untersuchten Zell-Linien feststellen, so dal} die Frage nach der
genauen Funktion hier zunachst unbeantwortet blieb. Aufgrund der sehr
artifiziellen Situation der Zellkultur, insbesondere der Reporter-Assays, waren
Kenntnisse uber die Expression und Regulation der HIFa Isoformen in vivo

zwingend erforderlich.

3.2.4.2. Expression von HIF-1a und HIF-2¢ in vivo

Flar das Gesamtverstandnis des HIF-Systems ist es von vorrangiger
Bedeutung zu wissen, welche Organe und Zellen die HIFa Untereinheiten
aktivieren kénnen. Aus diesem Grunde etablierten wir die Immunhistochemie
an Geweben von Ratten fur beide HIFa Untereinheiten. Dies erwies sich aus
technischen Grinden als schwierig. Erwartungsgemal stellte die Degradation
der a-Untereinheiten ein Problem dar. Wie viele andere
Transkriptionsfaktoren zeigte auch HIF eine eher niedrige Abundanz, so daf
die Sensitivitat des Assays sehr hoch sein muf3te. Durch Stimulation der Tiere
mit Kohlenmonoxid, welches mit hoher Affinitat an Hamoglobin bindet und
dadurch nach Beendigung der Versuche anhielt, konnte das Problem der
Degradation erheblich vermindert werden. Durch Antigen Demaskierung unter
hohen Temperaturen und hohem Druck, sowie hocheffizienter Amplifikation
an perfusionsfixierten Geweben, konnte schliel3lich eine gute Qualitat der

Immunhistochemie erreicht werden.
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In der Zellkultur ist die O,-Versorgung der Zellen von mehreren Faktoren
abhangig. Die perizellulare O2-Konzentration variiert in Abhangigkeit von
Angebot (Oz-Luftkonzentration und Mediumdicke) und Verbrauch
(Stoffwechsel und Zelldichte). Unter Raumluft konnten in konfluenten HepG2
Kulturen mit Mikroelektrodenmessungen O,-Spannungen perizellular von
deutlich weniger als 1% gemessen werden %’. Dennoch kann durch Reduktion
der atmospharischen O,-Konzentration regelhaft eine deutliche Stimulation
der HIF-Aktivitat in allen Zellen festgestellt werden. Durch gleichformige
Aussaat der Zellen ist die perizellulare O2-Spannung in vitro verhaltnismanig
gleichformig. In vivo liegt demgegenuber eine ausgesprochen heterogene
Situation der O,-Spannung in verschiedenen Geweben vor, die von
zahlreichen Faktoren abhangig ist. Zum Teil werden in einigen Geweben
physiologischerweise O,-Konzentrationen erreicht, die unter
Zellkulturbedingungen bereits zu einer kraftigen Induktion von HIF fuhren. Es
ist daher denkbar, dal} es in solchen Regionen bereits unter
Basalbedingungen zu einer Expression von HIF kommt. Die Niere ist in
diesem Zusammenhang von besonderem Interesse. Die O,-Profile sind in der
Niere ausgesprochen heterogen. Einerseits erhalt die Niere auf ihr Gewicht
bezogen eine sehr hohe Blutversorgung. Andererseits ist die regionale O-
Versorgung durch Shunt-Diffusion und hohen Verbrauch deutlich
eingeschrankt. Somit werden insbesondere im Nierenmark Regionen
angetroffen, in denen unter Normalbedingungen nur ein Sauerstoffpartialdruck
von < 10 Torr herrscht ®. Dieser Befund 4Rt die Niere als physiologisch
sinnvollen Ort fur die Regulation der Erythropoiese (EPO-Synthese)
erscheinen, kdonnte allerdings auch die hohe Anfalligkeit der Niere fir einen
Funktionsverlust unter Hypoxie erklaren. Aufgrund dieser komplexen Situation
fUhrten wir zunachst eine detaillierte Untersuchung der HIF o Expression in
der Niere durch (s. Kap. 2.9.). Uberraschenderweise konnte unter
Basalbedingungen keinerlei Signal fur HIF-1a oder HIF-2a gesehen werden,
auch nicht in der Medulla. Erst unter systemischer Hypoxie mit 8% O, aber
insbesondere mit 0,1% Kohlenmonoxid, zeigte sich ein deutliches Signal fur

die HIFa Untereinheiten. HIF-1a. zeigte dabei ein regional betontes Muster,
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beginnend im inneren Kortex und zur Papille progredient zunehmend. Die
HIF-1a Expression spiegelt daher das erwartete O,-Gefélle in der Niere
wieder. HIF-2a hingegen zeigte ein verbreitertes Expressionsmuster, ohne
offensichtlichen quantitativen Unterschied zwischen Kortex und Nierenmark.
In den in vitro Untersuchungen schien HIF-2a bereits bei hoheren O-
Spannungen induziert zu werden als HIF-1a. Die weit verteilte Expression von
HIF-2a in der Niere kdonnte diese Beobachtung bestatigen, da also
offensichtlich die hohere O,-Konzentration im Kortex bereits ausreicht, um
HIF-2a zu stabilisieren.

Interessanterweise zeigten die beiden HIF o Isoformen eine strikte
zellspezifische Expression, die nicht Uberlappte: HIF-1a wird von den
epithelialen Tubuluszellen, HIF-2a von interstitiellen Zellen exprimiert. Durch
Experimente mit anderen Stimuli (totale Ischamie, regionaler Infarkt oder
peritoneale Gabe von Cobalt) konnte in nahezu allen Zelltypen der Niere die
eine oder andere Isoform induziert werden. Die beschriebene Trennung der
zellspezifischen Expression der beiden a-Untereinheiten blieb dabei erhalten,
d.h. kein Zelltyp vermochte beide Isoformen zu exprimieren. Wie diese
differente Expression in vivo erreicht wird, ist bislang unklar. Uber eine in situ
Hybridisierung mochten wir in weiterfUhrenden Arbeiten untersuchen, ob die
differente Proteinexpression auf die mRNA Expression der beiden Isoformen
zuruckzufuhren ist.

Die differentielle zellulare Expression der HIFa Isoformen hat
hdchstwahrscheinlich funktionelle Auswirkungen der beiden Systeme.
Unterschiedliche Funktionen der verschiedenen Zellen, sowie ein
andersartiges Spektrum von exprimierten HIF-Zielgenen werden die
Auswirkungen einer HIF-1a oder HIF-2a Stimulation bestimmen. In
detaillierten histologischen Untersuchungen konnten wir zeigen, daf} die
peritubularen kortikalen Fibroblasten, die fur die EPO Produktion
verantwortlich sind %1% |ediglich HIF-2a induzieren kdnnen. HIF-2a und nicht
wie urspruinglich angenommen HIF-1a ist daher vermutlich fur die
Erythropoiese im adulten Organismus verantwortlich. DaR lediglich HIF-1a als
bindende a-Untereinheit in Hep3B Zellen nachgewiesen werden konnte 15

liegt mdglicherweise an den gewahlten experimentellen
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Bindungsverhaltnissen. Es konnte inzwischen gezeigt werden, dal® HIF-2a
nur im reduzierten Milieu an einen HRE, so auch den EPO Enhancer binden
kann "°'. Die redoxabhangige DNA-Bindung der HIFa Isoformen kdnnte eine

weitere Ebene der differentiellen Regulation darstellen.

Im akuten, ischamisch/hypoxischen Nierenversagen kommt es insbesondere
zu einer tubularen Nekrose des S3 Segmentes des proximalen Tubulus.
Dieses Segment zeigt in unseren Experimenten unter sytemischer Hypoxie
keine Induktion von HIFa, was moglicherweise einen Erklarungsansatz fur die
hohe Hypoxie-Anfalligkeit dieser Region darstellt. Erst mit intraperitoneal
injiziertem Cobalt lie3 sich HIF-1a in diesen Zellen induzieren. Diese
Beispiele spiegeln die Bedeutung der genauen Kenntnisse der zellularen
Expression dieser Systeme wieder. Anhand der erhobenen Daten lie3e sich
spekulieren, daf durch spezifische Modulation der HIFa Isoformen HIF-2a bei
der Erythropoiese und HIF-1a bei dem akuten hypoxischen Nierenversagen

ein geeignetes Ziel darstellen.

Im Verlauf unserer Untersuchungen wurde von einer anderen Arbeitsgruppe
eine umfassende Arbeit Uber die HIF-1a. Expression in zahlreichen Organen
von Mausen publiziert *°. Sie zeigten eine weitreichende, jedoch ebenfalls
zellspezifische Expression von HIF-1a in allen Organen.
Bemerkenswerterweise wurden Signale auch unter Basalbedingungen
beobachtet. Stroka et al. beschrieben jedoch ebenfalls eine deutliche
Induktion unter Hypoxie. Aufgrund dieser detaillierten Publikation zu HIF-1a
konzentrierten wir unsere Arbeiten auf HIF-2a, fihrten die histologischen
Arbeiten jedoch vergleichend mit HIF-1a durch (s. Kap. 2.10.). Wie bereits in
der Niere sahen wir in keinem anderen Organ eine Expression von HIFa unter
Basalbedingungen. Jedes der untersuchten Organe konnte aber unter
Hypoxie HIF aktivieren. Ebenfalls wie in der Niere fand sich dabei ein
zellspezifisches Muster der Expression, mit einer strikten Trennung zwischen
Zellen die HIF-1a oder HIF-2a aktivieren konnen. Die Verteilung der
Expression von HIF-1a oder HIF-2a auf parenchymatodse und

nichtparenchymatdse (interstitielle) Zellen, war in den unterschiedlichen
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Organen allerdings uneinheitlich. In der Leber fand sich HIF-2a. in den
perivenosen Hepatozyten, HIF-1a hingegen wurde nur in interstitiellen Zellen
beobachtet. Die Lunge und der Darm zeigten eine starke Induzierbarkeit nur
von HIF-2a in Alveozyten, bzw. dem Darmepithel. Im Gehirn konnte HIF-1a in
den neuronalen Zellen, HIF-2a jedoch nur in Gliazellen beobachtet werden.
Die einzige Ausnahme dieser Regel stellen Kardiomyozyten dar. In diesen
konnte ein kraftiges Signal fur beide HIFa Isoformen, haufig in denselben
Zellen gefunden werden.

HIF-2a zeigte in allen Organen eine kraftige Aktivierung in Endothelzellen.
Diese Beobachtung bestatigt die frihzeitig geaulerte Vermutung, dal} HIF-2a
fur die hypoxische Adaptation des GefalRsystems eine dominante Rolle zu
spielen scheint. Einzig die kardialen Endothelzellen vermochten auch HIF-1a
kraftig zu aktivieren, was die besondere Bedeutung dieses Organs und der

hypoxischen Adaptation durch HIF zusatzlich unterstreicht.

Zusammenfassend kann nach den Beobachtungen in vivo also keinesfalls
von redundanten Systemen gesprochen werden. Viel mehr handelt es sich
offenbar um ein komplementares System mit alternativer Nutzung in
verschiedenen Zelltypen. Der letale Ausgang der ,Knockout“-Experimente
konnte durch diesen Befund erklart werden. HIF ist offenbar fur die
embryonale Entwicklung notwendig. Da von fast allen (zumindest adulten)
Zellen nur eine Isoform aktiviert werden kann, kommt es bei der Inaktivierung
dieser a-Isoform offensichtlich zu einer erheblichen Beeintrachtigung der

Funktion der Zellen.

3.3. Expression von HIF unter pathophysiologischen Bedingungen

3.3.1. Ischédmische und entziindliche Erkrankungen

Die bisher beschriebenen Modelle der isolierten systemischen Hypoxie oder

der funktionelle Anamie an gesundem Gewebe spielen klinisch eine eher

untergeordnete Rolle. Klinisch relevanter sind die komplexeren Stérungen der
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Ischamie. Unter anderem kommt es dabei zusatzlich zu einer Reduktion der
zellularen O,-Versorgung zu einer Akkumulation von Metaboliten, Abfall des
pH und Inflammation des Gewebes. Fur die Einschatzung der
pathophysiologischen Bedeutung von HIF ist daher von Interesse zu wissen,
in wie weit auch unter diesen komplexen Bedingungen eine Aktivierung von
HIFa zu sehen ist.

In Herzinfarkten %, sowie Modellen der Ischamie an der Retina '®® und dem
Gehirn '™ konnte bereits eine Aktivierung von HIF-1a. im perinekrotischen
Areal demonstriert werden. In eigenen Untersuchungen konnten wir dieses im
Herzen und der Niere von Ratten bestatigen. Im Myokardinfarkt sahen wir
eine periinfarzielle Aktivierung beider a-lsoformen bis zu 4 Wochen nach dem
Ereignis. Interessanterweise sahen wir eine Aktivierung von HIF-2a im
gesamten Myokard jenseits des Infarktareals, so dal® diese Isoform
maoglicherweise an dem Remodeling des gesamten Ventrikels beteiligt ist.
(Jurgensen et al., Manuskript eingereicht bei ,Cardiovascular Research®). In
der Niere kam es zu einer deutlichen Aktivierung von HIF-1a und zahlreicher
Zielgene im perinekrotischen Areal. Die HIF-1a Expression wies eine Ko-
Lokalisation mit Proliferations- und Endothelzellmarkern auf, was einen
Einfluld auf die Reparaturvorgange andeutet. HIF-2a zeigte in der regionalen
Ischamie der Niere nur eine vergleichbar schwache Aktivierung (Rosenberger

et al., Manuskript eingereicht bei ,Kidney International®).

Es ist anzunehmen das der Netto-Effekt dieser Aktivierung unter anderem
Uber die Adaptation des Metabolismus und Stimulation der Angiogenese zu
einer Eingrenzung des Infarktareals und Forderung von
Reparaturmechanismen fuhrt. Dementsprechend konnte in mehreren Arbeiten
ein positiver Effekt von HIF-Uberfunktion unter peripherer oder myokardialer

Ischamie gezeigt werden "%

Weniger offensichtlich als bei der Ischamie, bei der immer auch ein Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes auftritt, ist die Beteiligung von HIF in entziindlichen
Geweben. Das akute Lungenversagen (ARDS) geht mit einem hohen Grad an

Inflammation des pulmonalen Gewebes einher. Es konnte gezeigt werden,



35

dald HIF bei der Produktion von alveolarem Surfactant beteiligt ist und
dadurch die Entstehung eines ARDS beim Neugeborenen verhindern kann 8.
Beim manifesten ARDS wird die Inflammation wesentlich durch gesteigerte

Freisetzung von Interleukin 8 (IL-8) vermittelt >

. Wir konnten zeigen, dal} die
Induktion von IL-8 malRgeblich durch Hypoxie vermittelt wird (s. Kap. 2.4.). In
Zellkulturexperimenten liel3 sich jedoch kein Nachweis flr die Beteiligung von
HIF an dieser Induktion fuhren. HIF scheint daher Uber die Surfactant-
Synthese gunstig in die Pathogenese einzugreifen. Fir eine Beteiligung an

der Inflammation des Lungenparenchyms liegen derzeit keine Daten vor.

Ein wichtiges Element gewebsstandiger Immunabwehr, insbesondere bei
bakteriellen Infektionen, ist die Aktivierung neutrophiler Granulozyten. Diese
Aktivierung mul} in engen Grenzen gehalten werden, da durch Freisetzung
von histotoxischen Substanzen, Sauerstoffradikalen und pro-
inflammatorischen Mediatoren eine Gewebsschadigung verursacht werden
kann. Die Eindammung dieser Prozesse geschieht in erster Linie durch
Apoptose der Neutrophilen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3 Hypoxie

t **. Wir konnten demonstrieren, dal dieser Effekt mit

diese Apoptose hemm
grol3er Wahrscheinlichkeit unter dem Einflul® von HIF steht und damit eine
weitere Funktion dieses Systems darstellt (s. Kap. 2.7.). Die genaue
Bedeutung dieses Effektes von HIF bleibt zunachst unklar. Es ist jedoch
anzunehmen, dal dadurch eine ausgesprochen starke Aktivierung der
Neutrophilen in hypoxischen Geweben vermittelt wird, die moglicherweise in

Gewebsschadigungen munden kann.

Die aufgeflhrten Arbeiten definieren potentielle klinische Zusammenhange, in
denen durch Modulation von HIF moglicherweise ein therapeutischer Nutzen
gezogen werden kann.

3.3.2. Tumorerkrankungen

Das unkontrollierte Wachstum von Tumorzellverbanden ist eine

Herausforderung an die lokale Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung. Jegliche
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Tumormasse, die Uber die normale kapillare Diffusionsstrecke hinausgeht
(wenige Kubik-Millimeter), ist daher abhangig von mannigfaltigen
Adaptationsmechanismen wie der metabolischen Anpassung, der
Angiogenese und der Regulation des pH-Wertes. Bereits 1926 erkannte
Warburg, da® Tumorzellen einen veranderten Stoffwechsel, insbesondere
eine deutlich gesteigerte Glykolyse aufweisen '°®. Dieser Zustand wurde
daher als “Warburg Effekt” bezeichnet. 1971 stellte Folkman die heute
allgemein akzeptierte Hypothese auf, dal jegliches Tumorwachstum oberhalb
von wenigen Kubik-Millimetern unabdingbar von der Angiogenese abhangig

ist und sich daraus therapeutische Optionen ableiten lassen '%°.

In soliden Tumoren treten immer Regionen auf, die schwerst hypoxisch sind
"0 Die Tumorhypoxie ist nicht nur von Bedeutung fiir das Wachstum des
Tumors, sondern auch fiur therapeutische Gesichtspunkte, da sich gezeigt hat,
dal’ die hypoxischen Regionen eines Tumors haufig gegen therapeutische
MaRnahmen resistent sind ''". Es ist naheliegend zu spekulieren, daR dieses
ein Effekt der HIF-Aktivierung in solchen Tumorzellen darstellt. Das es einen
Zusammenhang von HIF-Aktivierung und Tumorwachstum gibt, wurde
friihzeitig vermutet "'*"'*. In vergleichenden Maus-Xenograph Experimenten
mit HIF kompetenten und defizienten Zellen konnte dafur der erste
experimentelle Nachweis erbracht werden. Die HIF defizienten Tumoren
zeigten eine deutlich reduzierte Expression von HIF Zielgenen sowie eine
verringerte Kapillarisierung, woraus ein signifikant langsameres
Tumorwachstum resultierte #'"°. Eine weitere Arbeit kam hinsichtlich des
Grollenwachstums der experimentellen Tumoren jedoch zu einem
gegenteiligen Effekt und flhrte dieses auf eine gesteigerte, HIF-indizierte
Apoptose zuriick ®. Die Ursachen dieser differenten Ergebnisse sind bisher
ungeklart. Die Uberwiegende Anzahl von Publikationen in der Folge beschrieb
jedoch ebenfalls einen begunstigenden Einflu von HIF auf das

Tumorwachstum ',
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3.3.2.1. Solide Tumoren

Tumorzellverbande solider Karzinome sind heterogene Gewebe. Abhangig
von den lokalen Gegebenheiten, insbesondere dem Grad der
Vaskularisierung und dem lokalen O,-Verbrauch, kommt es zu einem
Nebeneinander von gut oxygenierten Gewebe und schwerst hypoxischen
Arealen, bis hin zu nekrotischen Anteilen. Der Sauerstoffpartialdruck des
Tumorgewebes ist daher ausgesprochen wechselhaft 1. Ubertragen auf eine
etwaige HIF-Aktivierung mufite sich dieses in einem fokalen Muster der HIF-
Expression ausdricken. Immunhistologische Arbeiten fur HIF-1o und HIF-2a
an klinischen Materialien konnten dieses erstmals an einer Vielzahl
verschiedener humaner Tumoren nachweisen '1'®_ Seitdem sind von
zahlreichen verschiedenen Arbeitsgruppen gleichartige Publikationen
erschienen. Teilweise konnte in diesen Arbeiten eine Korrelation der HIFa
Expression zu der Kapillarisierung des Tumorgewebes und sogar der
Prognose der Erkrankung hergestellt werden (Ubersicht in Acker und Plate
2002 M.

3.3.2.2. VHL assoziierte Tumoren

VHL assoziierte Tumoren werden durch die Inaktivierung beider Allele des
Tumor-Suppressors verursacht. Wie bereits beschrieben flihrt dieses zu einer
maximalen, Oz-unabhangigen Aktivierung von HIF in Zellkulturen (3.1.2.), die
von renalen Karzinomen abstammen. In wieweit diese Befunde an Zell-Linien
fur die Biologie humaner Tumoren relevant sind war bislang unklar. Da die
Inaktivierung von VHL in allen Tumorzellen zu finden ist, mifte in VHL
assoziierten Tumoren eine Aktivierung von HIF in jeder Tumorzelle des
gesamten Tumorquerschnittes festzustellen sein. Erste Hinweise flr eine
Bestatigung dieser Hypothese fanden sich in immunhistochemischen
Untersuchungen einzelner Falle dieser Tumoren 2%, Tumoren von
Patienten des VHL-Syndroms sind ausgesprochen selten anzutreffen. Sehr

viel haufiger sind die sporadisch auftretende Nierenzellkarzinome und
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Hamangioblastome. Bei der grollien Mehrzahl der sporadisch auftretenden
klarzelligen NZK sowie etwa 50% der sporadischen Hamangioblastome findet
sich ebenfalls eine VHL-Inaktivierung **. Wir filhrten daher in einer groen
Zahl von NZK eine systematische Analyse der HIF-1a Expression, sowie
Vertreter seiner Zielgene durch (s. Kap. 2.5.).

Dabei zeigte sich eine deutliche Uberexpression von HIF-1a. in der Mehrzahl
der klarzelligen NZK, die sich bereits durch das wenig sensitive
Immunoblotten nachweisen liel3. Die VHL-Mutationsanalyse von genomischer
DNA des Tumorgewebes ergab eine klare Assoziation von Tumoren mit
deutlicher HIF-Uberexpression und dem Auftreten einer VHL Mutation. Die
Immunhistochemie zeigte den erwarteten Befund einer homogenen
Aktivierung von HIF-1a in nahezu jeder Tumorzelle. Die nichtklarzelligen NZK
zeigten selten und wenn dann sehr viel schwacher eine Expression von HIF-
1a. Dasselbe Muster stellte sich bei der quantitativen Untersuchung der
MRNA Abundanz der Zielgene VEGF und GLUT1 heraus. Interessanterweise
zeigte eine Gegenuberstellung quantitativer Daten fur HIF-1a Protein und der
MRNA Abundanz der Zielgene eine sehr gute Korrelation. Dieser Befund
bestatigt die dominante Rolle von HIF fur die transkriptionelle Regulation
dieser Gene. Offensichtlich stehen andere regulative Faktoren, wie andere
Transkriptionsfaktoren und Einflisse auf die mRNA Stabilitdt an Bedeutung
deutlich zuruck.

Inzwischen konnte eine andere Gruppe unsere Befunde bestatigen und
ahnliche Daten auch fiir HIF-2a erheben '?". Unter Beriicksichtigung der
vermuteten wachstumsférdernden Auswirkungen von HIF mufdte die
maximale Uberexpression sich auf das Wachstumsverhalten auswirken. Der
lange beschriebene, charakteristische Phanotyp VHL assoziierter Tumoren,
mit ausgesprochen starker Vaskularisierung und agressivem
Wachstumsverhalten kénnte also in der HIF-Uberexpression seine Erklarung

finden.

Eine zentrale Frage bei den VHL assoziierten Tumoren ist, ob HIF und VHL
lediglich in einem kausalen Zusammenhang stehen, oder ob beide Faktoren

eigenstandige Einflisse auf die Tumorgenese und / oder das
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Wachstumsverhalten von Tumoren haben. Durch eine vergleichende Gen-
Array Analyse aus einer Gruppe von 600 Tumor-assoziierten Genen mit VHL-
defizienten und rekonstituierten Zellen, konnten wir sechs neue Gene
identifizieren, die offensichtlich einer Regulation durch VHL unterliegen (s.
Kap. 2.8.). Das auf den ersten Blick interessanteste Gen dieser Gruppe ist
das Cyclin D1, das eine inverse Beziehung zu dem VHL-Status der Zelle
zeigt. Anhand unseres Tumormaterials lief3 sich zeigen, daf’ in den VHL
defizienten Zellen eine massive Uberexpression von Cyclin D1 vorliegt.
Dieses Gen ist maligeblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, indem
es den Ubergang von der G1- zu der S-Phase steuert. Die Regulation der
Expression von Cyclin D1 durch pVHL konnte daher einen Mechanismus
darstellen, Uber den die Tumor-Suppression erreicht wird. HIF selbst scheint
in die Regulation von Cyclin D1 nicht einzugreifen, da in unseren Arbeiten
keinerlei Regulation durch Hypoxie zu erkennen war. Eine weitere

Arbeitsgruppe konnte ebenfalls keinen Effekt von HIF auf Cyclin D1 feststellen
122

Wahrend zahlreiche Hinweise fur die Rolle von HIF im Rahmen der
Tumorprogression vorliegen, ist die Bedeutung von HIF fur die
Tumorentstehung weiterhin unklar. HIFa Protein konnte kurzlich bei Patienten
mit dem VHL-Syndrom schon in den frihesten Lasionen, zum Teil einzelnen
Zellen inmitten des gesunden Nierengewebes nachgewiesen werden 2.
Dieses macht eine friihe Beteiligung von HIF prinzipiell méglich. Zwei weitere
Arbeiten konnten anhand von experimentellen Tumoren zeigen, daf3 HIF
einen dominierenden Einflu auf das Wachstumsverhalten hat. Fur die
Tumorentwicklung in diesen Experimenten schien die Expression von HIF
wichtiger zu sein als der VHL Status der Zellen '?*'®. Dabei schien HIF-2a.
eine bedeutendere Rolle zu spielen als HIF-1a, was einen weiteren wichtigen
funktionellen Unterschied der beiden Systeme andeutet. Eine kurzlich
publizierte Arbeit mit VHL -/- Stammzellen konnte zeigen, dal} ein VHL
,Knockout® zwar auch in diesen Zellen zu einer maximalen Aktivierung von
HIF fuhrt, die daraus gebildeten Tumoren jedoch Uberraschenderweise eine

geringere Tumorigenitét als die wild-typ Zellen aufweisen '?°. Die Rolle von
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VHL (und HIF) in nicht renalen Tumoren ist daher bisher nur unzureichend

charakterisiert.

Ein interessantes, wenn auch seltenes klinisches Phanomen ist das der
paraneoplastoischen Polyzythamie. In den meisten Fallen wird dieses
vermutlich durch eine Uberproduktion von EPO durch den Tumor verursacht.
Prinzipiell kann dieses Phanomen bei vielen verschiedenen Tumoren
auftreten. Am haufigsten ist es jedoch bei den VHL assoziierten Tumoren,
insbesondere den NZK zu beobachten *°. Bei den NZK wird die Haufigkeit
einer Polyzythamie mit 1 — 5% angegeben und ist somit im Vergleich zu
anderen Tumoren ein weitaus haufigeres Ereignis '*""'?%_ In allen
beschriebenen Fallen bildete sich die Polyzythadmie nach vollstandiger
chirurgischer Entfernung des Tumors zurick. Die EPO-Sekretion geht also
offensichtlich von dem Tumorgewebe aus. In der Vergangenheit konnten zwei
Arbeiten an Einzelpraparaten solcher Tumoren EPO mRNA bzw. das Protein
direkt in den Tumorzellen nachweisen '?*'*°. Mehreren Gruppen gelang es,
Tumorzellen solcher polyzythdmer Patienten in die Kultur zu bringen *''%
Nacktmausen zu injizieren und dadurch diese wiederum polyzythamisch zu
machen "**'%_ Diese Arbeiten zeigen zweifelsfrei, daR die Tumorzellen selbst
die Quelle der EPO-Sekretion sind. Wir untersuchten die molekularen
Grundlagen dieser Zusammenhange in einem Patienten, der sich initial mit
einem akuten Myokardinfarkt vorstellte (s. Kap. 2.6.). Die
Coronarangiographie zeigte keinerlei Hinweis auf arterosklerotische
Veranderungen, sondern einen thrombotischen Verschluf3. Als Ursache der
Coronarthrombose wurde eine Polyzythamie mit einem Hb von 22 g/dI
festgestellt. Die Abdomensonographie zeigte einen gro3en Nierentumor, der
sich postoperativ als klarzelliges NZK herausstellte. Die Analyse des
Tumormaterials zeigte eine massiv erhdhte Expression der mRNA fur EPO,
sowie zahlreicher weiterer HIF-Zielgene. Sowohl im Immunoblot, als auch in
der Immunhistochemie lieRen sich HIF-1a und HIF-2a in hoher Konzentration
nachweisen. Die Mutationsanalyse der genomischen DNA aus dem Tumor
zeigte eine Punktmutation im VHL Gen mit dem Effekt eines

Aminosaureaustausches (Leu163Pro). Die in vitro Expression dieses
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mutierten pVHL zeigte in Immunoprazipitaten kein Bindungsverhalten mit
HIFa. Dieser Befund zeigt, dal® die Punktmutation dazu fuhrt, daf® das
mutierte pVHL die Fahigkeit verliert, HIF zu binden und damit zu destruieren.
Interessanterweise liegt die Mutation nicht in der HIF bindenden 3-Domane,
sondern in der a-Domane, die die Bindung zu dem Elongin-Cul2-Komplex
herstellt °*. Es ist daher anzunehmen, daR die Mutation die Tertidrstruktur des
gesamten Proteins verandert, und so die Bindung an HIFa beeintrachtigt.
Anhand dieser klinischen Einzelbeobachtung konnte somit erstmals die
Relevanz dieser komplexen molekularen Zusammenhange aufgezeigt

werden.

Ungeklart ist nach wie vor die Frage, welcher Mechanismus in den
Tumorzellen die EPO-Sekretion ermdglicht. Klarzellige NZK stammen von den
proximalen renalen Tubulusepithelien ab, die normalerweise zur EPO-
Produktion nicht im Stande sind. In einer Sammlung von bisher 70 NZK
fanden wir eine EPO Expression in etwa 35% der Falle. Diese Zahl ist deutlich
hdher als die Haufigkeit des klinischen Syndroms der Polyzythamie (Wiesener
et al., in Vorbereitung). Die Grinde fur das Ausbleiben einer Polyzythamie bei
gleichzeitig gesteigerter Genexpression von EPO konnte in einem
Eisenmangel, systemischer Inflammation oder Infiltration des Knochenmarkes
liegen. Diese Bedingungen liegen haufig bei einer malignen Erkrankung vor

und mindern die Funktion, bzw. die Aktivierung von EPO 4

Kurzlich konnte die Ursache der familiaren Cuvash Polyzythamie, sowie
zahlreicher anderer kongenitaler Polyzythamien gefunden werden. In allen
Fallen fand sich eine Mutation des VHL Genes, ohne das ein Malignom
vorgelegen hat '**"*"_ Dieser Befund, sowie die auffallige Haufung von VHL
assoziierten Tumoren mit dem klinischen Syndrom der Polyzythamie weisen
auf eine Rolle von pVHL flr die zellspezifische Expression des EPO Gens hin.
In kiinftigen Arbeiten méchten wir versuchen, die Grundlagen dieser

Regulation zu finden.
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3.4. Perspektiven therapeutischer Beeinflussung

Die Vielzahl der von HIF beeinfluRten Zielgene und pathophysiologischen
Vorgange und die zugleich sehr spezifische physiologische Induktion machen
es zu einem attraktiven Kandidaten fir eine therapeutische Modulation. Dies
gilt insbesondere deshalb, weil es sich bei HIF nicht um einen speziellen
Effektor mit singularer Auswirkung handelt, sondern um eine zentrale
Schaltstelle einer koordinierten Genexpression. Nach den bisherigen
Erkenntnissen geht man von einer Uberwiegend protektiven Funktion von HIF
auf diejenigen Zellen, die es exprimieren aus. Demzufolge mufte eine
Stabilisierung von HIF in der Ischamie, bzw. eine Blockade von HIF in
Tumorzellen klinisch sinnvoll sein.

Die mannigfaltigen Auswirkungen von HIF geben allerdings Anlal® zu der
Sorge, dal} ein signifikantes Spektrum an unerwinschten Nebenwirkungen
durch die Manipulation entsteht. Aus diesem Grund sollte der gewahlte
Ansatz der Modulation so spezifisch wie mdglich sein und die Applikation

gegebenenfalls lokal erfolgen.

3.4.1. Uberexpression von HIF bei ischédmischen Erkrankungen

In Situationen kritisch reduzierter Perfusion und damit verbundener Reduktion
des O,-Angebotes ist das Uberleben der Zellen unmittelbar von zahlreichen
Anpassungsvorgangen abhangig. So mussen die betroffenen Zellen
kurzfristig ihren Energiebedarf Uber die anaerobe Glykolyse decken, die einen
erhdhten Substratbedarf nach sich zieht. Infolge dessen mul} der
Glukosetransport stimuliert werden. Fur die Reparatur des geschadigten
Gewebes ist mittelfristig Angiogenese notwendig. Alle diese Prozesse sind
wesentlich durch HIF reguliert, dessen Expression Uber die endogene

Expression hinaus vermutlich sinnvoll ist.

Eine theoretische Sorge bei Uberexpression von HIF ist die Beglinstigung
existierender oder gar die Entstehung neuer Tumoren (siehe Kapitel 3.3.2.).

Diese ernstzunehmende potentielle Auswirkung bedarf griindlicher weiterer



43

Untersuchungen. Weiterhin stellt sich die Frage, ob durch eine
Uberexpression von HIF allein, prinzipiell ein entsprechender Effekt erreicht
werden kann. Erste experimentelle Hinweise dafur konnten in transgenen
Mausen mit einer HIF-Uberexpression in der Epidermis erbracht werden. Im
Gegensatz zu vergleichbaren Arbeiten, in denen VEGF alleine tUberexprimiert
wurde, fiihrte die Uberexpression von HIF-1a zu einer deutlich gesteigerten
Vaskularisierung der Epidermis, mit einem dichten Netzwerk von geordneten
und dichten Kapillaren '*®. Diese Daten geben einen deutlichen ersten
Hinweis auf die Nltzlichkeit und die biologische Relevanz einer HIF-

Uberexpression.

Aufgrund der Erkenntnisse Uber das Sauerstoff-Sensing aus jungster Zeit
(siehe Kapitel 3.1.3.) erscheint momentan der Ansatz kleinmolekulare
Substanzen zu entwickeln, die im aktiven Zentrum der PHDs oder des FIH-1
ihre Wirkung entfalten, am vielversprechendsten. Durch Inhibition der
Hydroxylierung an den spezifischen Prolinresten kdonnte HIF o stabilisiert
werden. Die Blockade der Hydroxylierung des Asparaginrestes in der N-
terminalen Transaktivierungsdomane mufite eine gesteigerte transkriptionelle
Aktivitat zur Folge haben. Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur dieser
Enzyme wird moglicherweise bei der Entwicklung kleinmolekularer Inhibitoren
behilflich sein. Weiterhin wird sie moglicherweise die Entwicklung Isoenzym-

spezifischer Substanzen zulassen.

In eigenen Untersuchungen mit PHD Inhibitoren erwiesen sich einige dieser
Substanzen effektiv bei der Induktion von HIF in der Zellkultur sowie in einem
in vivo Angiogenesemodell (Warnecke et al., FASEB J in press). Eine weitere
Publikation konnte kurzlich die Stabilisierung von HIF durch PHD-Inhibitoren
in der Zellkultur demonstrieren ™. Weiterhin konnte vor kurzem gezeigt
werden, dall die Anwendung einer solchen Substanz in einem Modell eines

Myokardinfarktes die linksventrikuldre Funktion verbessert ™.

Weitere Strategien in Diskussion sind die Applikation von spezifischen

Peptiden der pVHL Bindungsregion von HIFa, die ebenfalls in angewandten
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Modellen der Angiogenese Effektivitat zeigen konnten "'. Anhand eines
anderen Peptides, PR39, wurde in einem Myokardinfarkt Modell eine
Stabilisierung von HIF, sowie eine gesteigerte Angiogenese erreicht ', Wir
versuchen in Zusammenarbeit mit dem RNA Netzwerk Berlin, spezifische
Aptamere gegen HIFa zu generieren, die sich gegen die pVHL Bindungsstelle
richten. Wenn es gelange dadurch pVHL von der Bindung zu verdrangen, so

mufte eine Stabilisierung von HIFa erreicht werden kdnnen.

Zusammenfassend sind zahlreiche Strategien der Stabilisierung von HIF
bisher in experimenteller Erprobung. Definitive Daten Uber eine

therapeutische Nutzbarkeit liegen jedoch noch nicht vor.
3.4.2. Blockade von HIF in Tumoren

Jegliches Gewebewachstum hangt von der Fahigkeit ab, Energie und
Sauerstoff fur das expandierende Gewebe bereitzustellen. Dieses trifft zum
Beispiel fur die Embryogenese und die Wundheilung zu. In besonderem Male
aber ist das aul3erordentlich schnelle Wachstum von Tumoren von der
Ausbildung einer Gefallversorgung und Adaptation des Glukosestoffwechsels
abhangig """, HIF scheint bei diesen Anpassungsvorgdngen des
Tumorgewebes eine wesentliche Rolle zu spielen und ubt daher vermutlich
einen prognostisch ungunstigen Einflufd aus. Aus diesem Grund werden
Inhibitoren der HIF-Funktion als eine mdgliche therapeutische Strategie
diskutiert.

In den Nierenzellkarzinomen konnten wir eine maximale HIF-Aktivierung in
nahezu jeder Tumorzelle finden. Sie unterscheiden sich darin wesentlich von
anderen Karzinomen, die lediglich eine regional betonte Aktivierung der HIFa
Isoformen aufweisen. Es ist davon auszugehen, dal die homogene
Uberexpression von HIF in den Nierenzellkarzinomen biologisch relevant ist.
Wir haben daher postuliert, dal® ein therapeutischer Ansatz, der sich gegen
die HIF-Funktion richtet, in den VHL assoziierten Karzinomen am

vielversprechendsten sein kdnnte
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Den ersten Hinweis fur eine Effektivitat der HIF Blockade auf das
Tumorwachstum konnte durch Peptide, die sich gegen die HIF-Bindungsstelle
an dem transkriptionellen Ko-Faktor p300/CBP richten, erbracht werden.
Durch diese Peptide konnte die transkriptionelle Aktivitat von HIF mal3geblich
gesenkt werden. In Xenograph Tumor-Modellen wurde dadurch ein deutlich

reduziertes Tumorwachstum erreicht '3,

Andere Strategien, die momentan diskutiert werden, sind die Nutzung
spezifischer siRNA Molekiile und die Uberexpression dominant negativer
Mutationen. FUr den letzteren Ansatz konnte die Effektivitat fur HIF-2a. in vitro
bereits demonstriert werden "*. Ein Screen von ca. 2000 kleinmolekularer
Substanzen des ,National Cancer Institutes® (U.S.A.) zeigte kurzlich vier
Kandidaten, die die HIF-Transaktivierung deutlich herabsetzten '*°. Der
genaue Mechanismus dieser Hemmung ist bisher unbekannt; die Substanzen

werden jedoch bereits auf ihre Effektivitat in Tumor-Modellen hin untersucht.

Die Problematik eines pharmakologischen Ansatzes zur HIF-Blockade in
Tumoren ist sicherlich die spezifische Applikation. Eine lokale Gabe von
Substanzen selektivim Tumorgewebe ist technisch schwierig. Makrophagen
migrieren durch Tumorgewebe in Richtung hypoxischer Regionen. Es wurde
daher bereits diskutiert, gentechnisch manipulierte Makrophagen mit
hypoxisch aktivierbaren histotoxischen Substanzen einzusetzen '*°.

Die Folgen einer systemischen HIF-Blockade sind derzeit noch nicht
absehbar. Ob HIF auch unter physiologischen Bedingungen im gesunden
Gewebe eine Rolle spielt, ist unklar. In unseren Untersuchungen war unter
normalen Bedingungen keinerlei Expression der HIFa Isoformen
festzustellen. Unter dem Einflu} von molekularem Sauerstoff konnte dieses
jedoch durch Degradation bedingt sein. Ferner kdnnte eine systemische
Blockade von HIF bei Tumor-Patienten mit gleichzeitig bestehenden
chronischen Ischamien (z.B. peripher arterielle VerschluRkrankheit), die
maglicherweise in diesen Regionen eine kontinuierliche HIF-Aktivierung

aufweisen, erhebliche Nebenwirkungen nach sich ziehen. Potentielle



Strategien zur HIF-Blockade missen daher intensiv auf solche

unerwlunschten Folgen untersucht werden.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Die standige Verfugbarkeit von molekularem Sauerstoff (O) ist ein
elementarer Bestandteil jeglicher multizellularer Lebensformen. Zur
Aufrechterhaltung der Homoostase sind diese auf die Bildung des
Energiesubstrates ATP durch oxidative Phosphorylierung angewiesen. Die
mitochondriale Atmungskette bendtigt dafur zwingend O, als terminalen
Elektronakzeptor. Bei einer inadaquaten O-Versorgung (Hypoxie) kann durch
die deutlich weniger ergiebigere anaerobe Glykolyse ein alternativer Weg
genutzt werden. Fur den Energiehaushalt eines Gesamtorganismus reicht
dieses jedoch nicht aus. Aus diesem Grunde mufdten hohere Organismen
wahrend der Evolution komplexe Systeme entwickeln, die die Aufnahme und
Verteilung von O in jede Zelle sicherstellen, sowie eine Adaptation in Phasen
der Hypoxie erlauben. Wie wir heute wissen, werden diese mannigfaltigen
Prozesse zu einem grof3en Teil transkriptionell und direkt durch die
Verfugbarkeit von O, selbst reguliert.

Anhand der Regulation des Erythropoietin Gens konnte 1995 der
Transkriptionsfaktor “Hypoxia-inducible Factor-1“ (HIF-1) identifiziert werden.
Dieser stellte sich in der Folge als entscheidender Regulator der hypoxischen
Adaptation heraus. Unter anderem werden Prozesse wie die Erythropoiese,
die Angiogenese, die Modulation des Gefal3tonus, des Glukosetransportes
und der Glykolyse wesentlich durch HIF reguliert.

HIF ist ein Heterodimer bestehend aus zwei Untereinheiten; einer
konstitutiven - und einer regulativen a-Untereinheit. Letztere zeigt ein
inverses Expressionsmuster zur perizellularen O,-Konzentration. Unter
normoxischen Bedingungen ist HIFa instabil und wird Gber das Ubiquitin-
Proteasom-System mit einer Halbwertzeit von nur wenigen Minuten
degradiert. Erst unter Hypoxie wird HIFa stabilisiert und ist transkriptionell
aktiv.

Es konnten bisher zwei funktionell relevante O,-abhangige a-Untereinheiten
identifiziert werden: HIF-1a und HIF-2a.. Die Bedeutung dieser beiden

Systeme, der unterliegenden Regulationsmechanismen sowie die Relevanz
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dieses Systems in vivo waren weitgehend ungeklart und sind wesentlicher
Teil der hier zusammengefalten Arbeiten.

Durch die Herstellung spezifischer Antikorper gegen jede HIFa Isoform ist es
uns gelungen, die Expression und Regulation dieser beiden Faktoren
vergleichend zu untersuchen. In Zellkulturen zeigte sich ein sehr ahnliches
Regulationsmuster hinsichtlich der O,-abhangigen Degradation, bzw. dem
Induktionsverhalten unter Hypoxie, sowie der chemisch/pharmakologischen
Modulation. Wir folgerten daraus, dal} beide Isoformen offenbar tUber den
gleichen O,-Sensing- und Transduktionsapparat reguliert werden.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Systeme stellte sich zunehmend die Frage,
welche Bedeutung diesen beiden unabhangigen HIF o Isoformen zuzumessen
ist. An Geweben von gesunden Ratten konnten wir eine systematische
Analyse der Expression und Regulation der beiden HIFa Untereinheiten in
mehreren Organen durchfihren. In normoxischen Geweben war HIFa nicht
nachweisbar, selbst nicht im Nierenmark, das physiologischerweise O,-
Spannungen aufweist, die in vitro bereits zu einer deutlichen HIF-Induktion
fuhren. Erst unter systemischer Hypoxie konnten deutliche Signale fur beide
Isoformen gesehen werden. Der interessanteste Befund dieser Arbeiten ist,
dald beide HIFa Isoformen nur von spezifischen Zellpopulationen exprimiert
werden. Dabei zeigte sich das Muster der Expression bezogen auf
parenchymatdse oder interstitielle Zellen in den verschiedenen Organen
unterschiedlich. Lediglich die endothelialen Zellen zeigten in jedem Organ
eine starke Expression von HIF-2a. Diese Untereinheit scheint damit fur die
hypoxische Adaptation des GefalRsystems eine dominante Rolle zu spielen.
Das Herz war das einzige Organ in dem wir eine Uberlappende Expression
beider Isoformen fanden. Sowohl in den Kardiomyozyten, als auch in den
endothelialen Zellen konnten wir beide HIFa Untereinheiten detektieren. In
vivo lassen sich also klare Unterschiede im Expressionsmuster der beiden
Systeme feststellen. Uber die unterschiedlichen zellularen Funktionen und
different exprimierten Zielgene werden diese Unterschiede funktionell relevant
sein. Das Induktionsverhalten in verschiedenen Organen bei recht
unterschiedlicher O,-Spannung macht deutlich, dal in vivo die Regulation

keinem Absolutwert folgt, sondern intrinsische Faktoren der Zellen ebenfalls
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eine Rolle spielen. Die genaue Beschreibung der zellularen Lokalisation von
den HIFa Untereinheiten ist Voraussetzung fur eine gezielte Modulation des
Systems. Dieses kdnnte unter anderem in Regionen der Ischamie von
klinischem Vorteil sein.

Far die Erkennung regulativer Mechanismen eignen sich haufig
Untersuchungen an Systemen, die flr bestimmte Faktoren inaktiviert sind.
Prinzipiell kann man dieses an experimentell herbeigeflhrten, aber auch an
klinisch bekannten Mutationen durchfiihren. Der ersten Strategie folgend,
fuhrten wir in CHO-Zellen eine erfolgreiche Mutagenese fur HIF-1a durch.
Durch Vergleich mit der wild-typ Zelle, sowie Re-Transfektion mit HIF-1a oder
HIF-2a stehen damit nun wertvolle experimentelle Werkzeuge zur Verfligung,
um HIF-abhangige zellulare Vorgange und Ziel-Gene zu untersuchen.
Indirekte Hinweise fur die Beteiligung an der HIF-Regulation einer klinisch
bekannten Mutation lagen fur das von Hippel-Lindau (VHL) Gen vor. VHL ist
ein Tumor-Suppressor Gen, welches bei Mutation in der Keimzellbahn zu
einer familiaren Prakanzerose, dem VHL Syndrom, flhrt. Bei Inaktivierung
des zweiten Allels kommt es zu dem Auftreten charakteristischer, stark
vaskularisierter Tumoren. Auch die Mehrzahl sporadisch auftretender
klarzelliger Nierenzellkarzinome geht mit einer VHL-Inaktivierung einher.
Durch Arbeiten mit renalen Karzinom-Zellen konnten wir VHL als
entscheidenden regulativen Faktor fur die HIF-Degradation identifizieren. Wir
beobachteten eine O»- und eisen-abhangige, direkte Bindung von VHL and
HIFa. Die Degradation von HIF war unmittelbar von dieser Bindung abhangig.
VHL ist also der bindende Teil einer E3-Ubiquitin Ligase, die die
Ubiquitinierung und damit O,-abhangige Destruktion einleitet. Auf diesen
Erkenntnissen aufbauend ist es vor kurzem gelungen, den zellularen O,-
Sensor zu identifizieren. 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenasen fuhren in
Anwesenheit von O, eine Hydroxylierung charakteristischer Prolinreste von
HIFa durch. Diese Reaktion findet in einem eisenhaltigen aktiven Zentrum,
nur in der Anwesenheit von O, statt und ist die Voraussetzung fur die Bindung
an VHL. Durch diese Arbeiten wurde also ein ganz wesentlicher Beitrag fur

die Erkennung Oz-abhangiger Regulationsmechanismen geleistet.
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Es wird vermutet, dal® HIF eine bedeutsame Rolle bei dem Wachstum
maligner Tumoren spielt. Das UberschieRende Wachstum proliferierender
Tumorzellen fuhrt zu Regionen mit erheblichem O»- und Nahrstoffdefizit.
Daher ist das Wachstum von Tumorgeweben abhangig von
Adaptationsmechanismen des Stoffwechsels und der Angiogenese.
Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten eine regionale Aktivierung von HIFa in
verschiedenen Tumoren feststellen und dieses teilweise mit einer
schlechteren klinischen Prognose korrelieren. Die Aktivierung von HIF in
Tumoren geschieht wahrscheinlich durch eine Senkung der Gewebsspannung
fur O, und ist daher regional betont. Wir konnten an Hand von
Untersuchungen an Nierenzellkarzinomen zeigen, daf’ es im Unterschied
dazu in VHL assoziierten Tumoren, in Folge genetischer Inaktivierung von
VHL in jeder Tumorzelle zu einer homogenen, starken Aktivierung von HIFa
kommt. Darlber hinaus zeigte sich eine klare Assoziation zwischen der
Expression von HIF-1a. und entsprechender Zielgene wie Glukose-1
Transporter und VEGF. Diese Befunde konnten den charakteristischen,
hypervaskularisierten Phanotyp der VHL assoziierten Tumoren erklaren.
Derzeit wird vielfach versucht, durch Inhibition von HIF eine neue Strategie
zur Tumortherapie zu entwickeln. Aufgrund der vorliegenden Daten mufite
dieser Ansatz in VHL assoziierten Tumoren am aussichtsreichsten sein.
Anhand eines klinischen Falles konnten wir erstmals die oben aufgeflhrten
molekularen Zusammenhange an einem Patienten aufzeigen. Dieser Patient
stellte sich mit einem akuten Myokardinfarkt vor, der durch eine schwere
EPO-induzierte Polyzythamie bedingt war. Als Ursache der Polyzythamie fand
sich ein klarzelliges Nierenzellkarzinom, welches HIF und seine Zielgene
maximal Uberexprimierte. Die Mutationsanalyse der Tumor-DNA zeigte eine
Punktmutation fur VHL, die dazu fuhrt, dal3 pVHL in vitro die Bindung an HIFa

und damit die Fahigkeit zur Destruktion von HIFa verliert.

Zusammenfassend konnten durch die beschriebenen Arbeiten wesentliche
Aspekte der Regulation und der biologischen Relevanz von HIF, sowohl in

gesunden Geweben, als auch in Tumoren, dargestellt werden. In der
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Abbildung 3 ist abschlieliend das Modell der HIF-Regulation nach heutiger
Vorstellung gezeigt.

p300/CPB

Normoxie

; o,

PHD 1-3, FIH-1

Proteasomale l
Destruktion 1,1

Stabilisierung
Nukleire Translokation

l Zellspezifische
Expression

Hypoxie

¥ & p300/CBP

= Angiogenese
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:s_ : = Glykolyse

HRE

Nukleus

Abb. 3: Umfassendes Modell der HIFa Regulation. In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff

(O,) wird HIFa durch Prolyl Hydroxylasen (PHD, Prolin — P), und eine Asparaginyl Hydroxylase (FIH-
1, Asparagin — N) hydroxyliert. Die PHDs ermdglichen einer E3-Ubiquitin Ligase (E3-UL) , mit dem

von Hippel Lindau Protein (pVHL) als Erkennungskomponente, HIFa direkt zu binden und es fur die

Destruktion durch Ubiquitinierung und nachfolgender proteosomaler Lyse zu markieren. FIH-1
unterbricht die Bindung zu dem transkriptionellen Ko-Faktor p300/CBP und damit die

transkriptionelle Aktivitat. In Abwesenheit von O, sind die HIFa Untereinheiten stabil, akkumulieren

und translozieren in den Zellkern. Dieses geschieht in vivo nach einem streng definierten, zell-
spezifischen Muster der verschiedenen HIFa Isoformen. HIF o dimerisiert schlieRlich mit HIFR,

rekrutiert p300/CBP und aktiviert die Transkription zahlreicher Zielgene.
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und wissenschaftlichen Laufbahn wurde von ihm wesentlich gepragt.

Den Herren Professor Ratcliffe, Dept. Nephrology der University of Oxford,
und Professor Maxwell, Dept. Nephrology des Hammersmith Hospital in
London, bin ich ebenfalls zu grolRem Dank verpflichtet. Wahrend meiner
wissenschaftlichen Tatigkeit in Oxford, aber auch nach meiner Riickkehr nach
Berlin waren sie stets auRerordentlich anregende und freundschaftliche
Kooperationspartner. Nach Ablauf meiner Auslands-Foérderung durch die DFG
erhielt ich durch lhr Mitwirken ein Stipendium der medizinischen Fakultat in
Oxford (Barnes Fund).

Bedanken mdchte ich mich ebenfalls bei allen Mitgliedern, Doktorandinnen
und Doktoranden beider Arbeitsgruppen in Oxford und Berlin. Die in dieser
Schrift aufgefuhrten Arbeiten sind das Ergebnis gemeinschaftlicher Arbeiten
gewesen, die in stets freundschaftlicher und kooperativer Atmosphare

durchgefuhrt werden konnten.
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Herrn Professor Dr. Frommel, Prodekan fur Forschung der Charité, danke ich
fur die Bereitstellung und Ermoglichung der individuellen Nutzung eines
Forschungsstipendiums der Fakultat. Dieses ermoglichte mir die sinnvolle

Verbindung klinischer Ausbildung mit wissenschaftlicher Tatigkeit.

Bedanken mdchte ich mich schlielich bei der gro3ziugigen Unterstiutzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die Durchflihrung der

wissenschaftlichen Untersuchungen.
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8. ANLAGE:

EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG;

gemal} Habilitationsordung der Charité
Hiermit erklare ich, dass
- keine staatsanwaltschaftliche Ermittlungsverfahren anhangig sind,
- weder fruher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt oder
angemeldet wurde bzw. welchen Ausgang ein durchgeflhrtes
Habilitationsverfahren hatte;
- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaldt, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen wurden, sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlerinnen oder
Wissenschaftlern und technischen Hilfskraften und die Literatur vollstandig

angegeben sind,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist,

Datum: 06.03.2003 Michael Wiesener
Unterschrift
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