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1 Einleitung 

1.1 Zelluläre Sauerstoffhomöostase  

1.1.1 Prinzipien der Sauerstoffhomöostase 

Alle Zellen höherer Organismen sind zum Überleben auf eine kontinuierliche Zufuhr von 

Sauerstoff (O2) angewiesen. Komplexe Lebewesen kombinieren zu diesem Zweck zwei 

Transportwege miteinander: Die Konvektion, d.h. der Transport von Atemgasen (O2 und 

Kohlenstoffdioxid (CO2)) mithilfe eines Trägermediums, und die Diffusion, d.h. der 

passive Transport von Molekülen entlang eines Konzentrationsgradienten. Diese 

Kombination findet während der Atmung statt [1]. Bei Säugetieren erfolgt per Diffusion 

der Gasaustausch zwischen der aus den Bronchien zuströmenden Luft und der Luft in den 

Lungenalveolen, zwischen selbiger und dem Blut und zwischen den Kapillaren und den 

Zielgewebezellen entlang des Gaspartialdruckgefälles. Mithilfe der Atemluft werden die 

Atemgase per Konvektion in und aus den Atemwegen und mithilfe des Blutes im 

Blutkreislauf transportiert [1].  

Der Mensch verbraucht in Ruhe etwa 300 ml O2 pro Minute. Eine ausreichende 

Versorgung aller Zielgewebe erreicht der menschliche Körper durch die Pumpfunktion des 

Herzmuskels mit einem Herzzeitvolumen von ca. 5 Litern pro Minute [2]. Da Sauerstoff 

im Blut eine geringe physikalische Löslichkeit besitzt, ist für den Transport von Sauerstoff 

zu den Zielzellen im menschlichen Körper das Hämoglobin (Hb) als 

Sauerstofftransportmolekül unerlässlich [1]. Bei hohem Sauerstoffpartialdruck (pO2), wie 

er im Lungenkreislauf herrscht, bindet es O2 an das in seinen vier Hämgruppen jeweils 

enthaltene zweiwertige Eisen (Fe2+). Dies wird als Oxygenation bezeichnet. Bei niedrigem 

pO2 in metabolisch aktivem Gewebe wird der Sauerstoff dann an die Zielzelle abgegeben 

(Desoxygenation) [1].  

Die Zielzellen benötigen O2 für eine kontinuierliche Herstellung von Energie in Form von 

Adenosintriphosphat (ATP), um ihre Funktion und Struktur aufrechterhalten zu 

können [3]. Der Sauerstoffverbrauch und damit Energiebedarf ist dabei abhängig von der 

zellulären Aktivität, die unter anderem von Körpertemperatur, Hormonen und zellulären 

Modulatoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), beeinflusst wird, und kann auch innerhalb 

eines Organs variieren [3]. Die Gewinnung von ATP erfolgt über verschiedene 
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Oxidationsschritte mithilfe der Atmungskette, in der molekularer Sauerstoff als terminaler 

Elektronenrezeptor fungiert [4].  

Bei einer Reduktion des Sauerstoffangebots, durch eine Störung der Atmung oder der 

Durchblutung, kommt es durch die verminderte Neubildung von ATP zu einer erheblichen 

Störung der Zellfunktion. Beispielsweise führt ein verringerter Ionentransport über die 

Zellmembran über eine Veränderung des Membranpotentials zu einer verminderten 

Erregbarkeit von Muskel- und Nervenzellen oder auch zu einer verminderten Resorptions- 

und Sekretionsleistung von Epithelzellen [3]. An der Aufrechterhaltung der zellulären 

Sauerstoffhomöostase sind neben Atmung, Hb- Gehalt und Durchblutung eine Reihe von 

Proteinen als Faktoren molekularer Signaltransduktionskaskaden beteiligt.  

1.1.2 Normoxie und Hypoxie in der Zelle 

In Meereshöhe beträgt der pO2 in der Luft ca. 160 mmHg, im arteriellen Blut 

physiologisch (unter anderem abhängig vom Alter) zwischen 60 mmHg und 90 mmHg und 

im gemischt- venösen Blut 40 mmHg. In der intrazellulären Flüssigkeit fällt der pO2 

physiologisch auf weniger als 5 mmHg ab und beträgt in Endorganzellen, wie 

beispielsweise den renalen papillären Zellen, nur 1 mmHg bis 2 mmHg [2;5]. Der pCO2 

liegt bei 0,3 mmHg in der Luft und zwischen 40 mmHg und 60 mmHg in den 

Körperzellen [2].  

Herrschen eben genannte Sauerstoffpartialdrücke spricht man im Allgemeinen von 

Normoxie. Gängige Inkubatoren zur Durchführung von in vitro Experimenten arbeiten in 

einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit ca. 21% Sauerstoffgehalt. Im Gewebe liegt 

der tatsächliche Sauerstoffpartialdruck physiologisch aber deutlich unter dem in der 

Atemluft. Dieser Zustand von Normoxie in Abhängigkeit des jeweiligen Gewebe- bzw. 

Zelltyps wird als „Physioxia“ bezeichnet [6]. Zu einer mangelhaften Sauerstoffversorgung 

und damit einer Gewebehypoxie (pO2 < normal) oder Gewebeanoxie (pO2 = 0 mmHg) 

kommt es bei Störungen des Gasaustausches in der Lunge oder bei Störungen des 

Atemgastransportes im Blut. O2- Bedarf und O2- Angebot stimmen dann nicht mehr 

überein [3]. Man unterscheidet dabei unter anderem die arterielle von der venösen 

Hypoxie. Bei Erstgenannter kommt es zu einer Senkung des arteriellen pO2 (Hypoxie) und 

des O2- Gehaltes im Blut (Hypoxämie). Dies kann durch eine eingeschränkte 

Lungenatmung (alveoläre Hypoventilation, z.B. bei Infektionen der Lunge) oder eine 
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verlängerte alveoläre Diffusionsstrecke (z.B. im Rahmen von Lungengerüsterkrankungen 

wie dem Lungenemphysem) verursacht sein [3]. Bei der venösen Hypoxie erfolgt durch 

verstärkte Sauerstoffausschöpfung im Kapillarbett bei erhöhtem O2- Bedarf oder durch 

einen reduzierten Blutfluss im Rahmen von Durchblutungsströrungen (z.B. bei einer 

Thrombose) ein ausgeprägter pO2- Abfall im kapillären Blut. Dies führt durch eine 

Verminderung des Gaspartialdruckgefälles zu einer eingeschränkten Diffusion und einer 

reduzierten O2- Versorgung der Zellen (ischämische Gewebehypoxie) [3]. Bei einer 

anämischen Hypoxie ist durch eine Erniedrigung des Hb- Gehaltes des Blutes oder bei 

Blutverlusten der Sauerstoffgehalt vermindert [3]. Als Hypoxydose werden Störungen der 

Zellatmung beschrieben, die im Rahmen von einer Hypoxämie, einer Ischämie oder auch 

einer Hypoglykämie und bei toxischer Schädigung bestimmter Enzyme auftreten 

können [7].  

Treten Veränderungen in der Sauerstoffversorgung von Geweben akut auf, resultiert 

daraus zunächst ein noch reversibler Funktionsausfall der Zelle. Ist der O2- Mangelzustand 

anhaltend, führt dies zu einer irreversiblen Zellschädigung und schließlich zum Zelltod.  

Bei chronisch- oder latent- hypoxischen Bedingungen besitzt der Organismus 

Anpassungsmechanismen auf zellulärer, organischer und systemischer Ebene zur 

Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase. Diese umfassen die Aktivität von 

verschiedenen Sauerstoffsensoren, die unter hypoxischen Bedingungen eine 

Gefäßerweiterung und Steigerung der Durchblutung sowie eine vermehrte Expression 

bestimmter Gene, beispielsweise zur Anpassung von Zellmetabolismus und –proliferation, 

bewirken können [3]. Auf diese Weise werden das respiratorische und kardiovaskuläre 

System an eine reduzierte Sauerstoffversorgung angepasst [8]. 

1.1.3 Die Hypoxie- induzierbaren Faktoren 

Die Hypoxie- induzierbaren Faktoren (hypoxia- inducible factor(s), HIF(s)) nehmen eine 

Schlüsselrolle in der sauerstoffabhängigen Genexpression ein. Sie regulieren die 

Transkription von Hunderten von Genen, um das Gleichgewicht zwischen 

Sauerstoffangebot und –bedarf in allen Zellen aufrecht zu erhalten [9;10]. Die Entdeckung 

der HIFs gelang Semenza und Wang 1992 bei der Untersuchung der Enhancer- Region des 

Erythropoetin (EPO)- Gens unter hypoxischen Bedingungen [11]. Die Hypoxie- 

induzierbaren Faktoren sind heterodimere Transkriptionsfaktoren, die aus einer 
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sauerstofflabilen α- Untereinheit (HIF-1α, HIF-2α, oder HIF-3α) und einer überwiegend 

konstitutiv exprimierten β- Untereinheit (auch bekannt als aryl receptor nuclear 

translocator, ARNT) bestehen. Sie gehören zur Superfamilie der basischen Helix- Loop- 

Helix- Per- ARNT- Sim (bHLH- PAS)- Proteine [12]. Die PAS- Domäne ist 

verantwortlich für die Heterodimerisierung der α- und β- Untereinheiten. Das N- terminale 

basische bHLH- Sequenzmotiv ermöglicht eine spezifische Bindung an sogenannte 

Hypoxie- responsive- Elemente (hypoxia responsive element, HRE) der 

Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid, DNA) der Zielgene [13].  

HIF-1α besitzt eine sauerstoffabhängige Degradierungsdomäne (oxygen dependent 

degradation domain, ODDD), die über Hydroxylierung von zwei Prolin- und Acetylierung 

eines Lyinrestes für die Stabilität des Transkriptionsfaktors verantwortlich ist [14]. Die 

Prolinreste sind auch in HIF-2α und HIF-3α zu finden [8;15]. HIF-2α ist strukturell eng 

verwandt mit HIF-1α. Beide besitzen eine N- terminale und eine C- terminale 

Transaktivierungsdomäne (N- terminal transactivation domain, N-TAD und C- terminal 

transactivation domain, C-TAD) für Protein- Protein- Interaktionen, die über 

Wechselwirkung mit bestimmten Koaktivatoren, wie z.B. CBP/ p300, eine Aktivierung der 

Gentranskription bewirken [16]. HIF-3α und HIF-1β besitzen lediglich eine 

Transaktivierungsdomäne [8;17]. Der strukturelle Aufbau der HIF- Untereinheiten ist 

in Abbildung 1 dargestellt.  
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Sowohl HIF-1α als auch HIF-2α sind in einer Vielzahl von Zell- und Gewebetypen 

(ko-) exprimiert und scheinen komplexe, sich überlappende, aber auch antagonisierende 

Funktionen in der Sauerstoffsensorik zu besitzen [5]. Die Expression von HIF-3α ist 

ebenfalls Hypoxie- induziert und HIF-3α scheint im Rahmen eines negativen Feedback- 

Mechanismus als Zielgen von HIF-1 und HIF-2 zu fungieren [17]. Von HIF-3α existieren 

Splice- Varianten, die vorrangig eine inhibitorische Funktion auf die 

Transaktivierungsfunktion von HIF-1α und die Expression von HIF-1- und HIF-2- 

abhängigen Zielgenen besitzen [18-20].  

Sowohl die Transaktivierungsfunktion von HIF-1 und HIF-2 als auch deren 

Proteinstabilität, Protein- Protein- Interaktionspotential und Expressionslevel unterliegen 

spezifischen posttranslationalen Regulationsmechanismen. Diese umfassen 

Hydroxylierungen, Methylierungen, Acetylierungen, S- Nitrosylierungen, 

SUMOylierungen und Phosphorylierungen spezifischer Aminosäurereste [21-26]. 

Abbildung 1: Struktureller Aufbau der HIF- Untereinheiten.  
HIF-α (HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α) und HIF-1β gehören der Superfamilie der bHLH- PAS- Proteine 
an. HIF-1α enthält eine sauerstoffabhängige Degradierungsdomäne (ODDD), die über 
Hydroxylierung von zwei Prolinresten (P) und einem Lysinrest (K) die sauerstoffabhängige 
Stabilität reguliert. Die Prolinreste sind auch in der HIF-2α- und HIF-3α- Untereinheit zu finden. 
HIF-1α und HIF-2α enthalten außerdem zwei Transaktivierungsdomänen (C-TAD und N-TAD), 
wohingegen HIF-3α und HIF-1β nur über eine TAD verfügen. Von HIF-3α existieren zahlreiche 
Splice- Varianten. Die Gesamt- Aminosäurenlänge jeder Untereinheit ist jeweils am Ende der 
Domänenstruktur aufgeführt. Modifiziert nach [8]. 
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1.1.4 Regulation und Modifikation der HIFs 

HIF-1β wird überwiegend konstitutiv und weitgehend unabhängig von der 

Sauerstoffversorgung der Zelle exprimiert [12]. Mandl et al. konnten allerdings jüngst 

einen positiven Feedback- Mechanismus identifizieren, bei dem es HIF-1a- abhängig zu 

einer Hochregulation von HIF-1b unter hypoxischen Bedingungen kommt [27-29]. HIF-1α 

wird zwar ebenfalls konstitutiv exprimiert, kann jedoch aufgrund seiner geringen 

Halbwertszeit von ca. 5 Minuten unter normoxischen Bedingungen nicht detektiert 

werden [12;30;31]. In Normoxie sorgen verschiedene Modifikationen für eine 

Degradierung von HIF-α und für eine Hemmung der transkriptionellen Funktion. Neu 

synthetisiertes HIF-α wird durch spezifische Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD) an zwei 

Prolinresten (P402 und P564) innerhalb der ODDD hydroxyliert, wodurch HIF-α von dem 

Tumorsuppressor- Protein- von- Hippel- Lindau erkannt, polyubiquitinyliert und dann 

proteasomal abgebaut wird [22;32;33].  

Die Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3 haben alle drei die Fähigkeit, die Stabilität von 

HIF-α zu beeinflussen [33]. Für ihre enzymatische Aktivität benötigen die PHDs 

α-Ketoglutarat, zweiwertiges Eisen (Fe2+) und Ascorbinsäure als Kofaktoren. Molekularer 

Sauerstoff wird durch die PHDs gespalten, wobei ein Sauerstoffatom auf den Prolinrest im 

HIF-α- Protein übertragen wird, das andere Sauerstoffatom reagiert mit α-Ketoglutarat zu 

Succinat und CO2 [34]. Analoga von α-Ketoglutarat können die PHD- Funktion erfolgreich 

inhibieren und somit die Halbwertszeit von HIF-α erhöhen [35;36]. Zudem wurde in 

verschiedenen Arbeiten herausgefunden, dass Eisenchelatoren oder bestimmte Metalle, wie 

z.B. Cobalt, durch Bindung oder Austausch von Fe2+ die Aktivität der PHDs einschränken 

und HIF-a stabilisieren können [37]. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit von Fe2+ als 

Kofaktor der PHDs, welches innerhalb dieser Enzyme relativ labil an zwei Histidin- und 

einen Asparginsäurerest gebunden ist. Ascorbinsäure ist ebenfalls essentiell für eine volle 

enzymatische Aktivität der PHDs, indem es Eisen in seinem zweiwertigen Zustand 

hält [38]. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Verfügbarkeit der eben 

genannten Kofaktoren, sogar in Anwesenheit von Sauerstoff, limitierend auf die 

enzymatische Aktivität der PHDs wirkt [39].  

Die drei PHD- Isoformen haben eine unterschiedliche Präferenz gegenüber den HIF-a 

Untereinheiten und weisen eine differierende gewebe- und kompartimentspezifische 

Expression auf [40-42]. PHD2 wurde in vitro als Hauptregulator von HIF-1α unter 

normoxischen Bedingungen identifiziert. Arbeiten mit PHD2- spezifischer small 
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interfering RNA (siRNA), welche für einen PHD2- Protein- knockdown sorgt, resultierten 

in einer erfolgreichen Stabilsierung von HIF-1α in Normoxie. Dahingegen konnten mit 

PHD1- oder PHD3- spezifischer siRNA keine ähnlichen Effekte erzeugt werden [40]. 

Zudem zeigte sich, dass in den meisten normoxischen Zellen die Expression von PHD2 

höher als die der anderen Isoformen ist [32]. PHD3 scheint dahingegen einen stärkeren 

Einfluss auf HIF-2α als auf HIF-1α zu besitzen. Das egl-9 family hypoxia inducible 

factor 1 (EGLN1)- Gen codiert für PHD2 und enthält ein HRE mit spezifischer 

Bindungsstelle für HIF-1α. Das EGLN3- Gen (für PHD3) enthält wiederum ein HRE mit 

spezifischer Bindungsstelle für HIF-2α [41]. Unter hypoxischen Bedingungen wird so die 

Genexpression von PHD2 und PHD3, nicht aber von PHD1, im Rahmen eines Feedback- 

Mechanismus durch die Akkumulation von HIF-1α und HIF-2a gesteigert [41]. 

Lokalisierungsstudien konnten zeigen, dass PHD1 ausschließlich im Zellkern zu finden ist, 

wohingegen PHD2 hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert ist, jedoch über spezifische 

Transportwege zwischen Nukleus und Zytoplasma hin- und herbewegt wird. PHD3 ist in 

beiden Kompartimenten lokalisiert [41-43]. PHD2 zeigt das höchste Expressionsniveau in 

Fettgewebe, Herz und Skelettmuskel, PHD3 in Herz und Plazenta und PHD1 in den 

Hoden [44].  

Die Hydroxylierung der Prolinreste im HIF-α- Protein dient als Markierung für das 

Tumorsuppressor- Protein- von- Hippel- Lindau (pVHL), welches eine spezifische 

Bindung mit den Hydroxyprolinresten eingeht [45]. Durch Komplexbildung mit den 

Proteinen Elongin C, Elongin B, Cullin-2 und Rbx1 bildet pVHL einen funktionellen 

E3- Ligase- Komplex, welcher eine Polyubiquitinylierung und proteasomale Degradierung 

von HIF-a bewirkt [46-48]. Eine Acetyltransferase (arrest defective protein 1 homologue, 

ARD1) stabilisiert die Bindung von pVHL an HIF-1α durch Acetylierung eines 

spezifischen Lysinrestes in der ODDD (K532) [23].  

Neben der Regulation der Stabilität von HIF-a wird auch dessen transkriptionelle Funktion 

durch posttranslationale Modifikationen beeinflusst. In Normoxie, unter Anwesenheit 

molekularen Sauerstoffs, α-Ketoglutarats, Fe2+ und Ascorbinsäure hydroxyliert das Enzym 

factor- inhibiting HIF-1 (FIH1) einen Asparaginrest in der C-TAD von HIF-α (N803). 

Dieser Schritt inhibiert die Interaktion von HIF-a mit den Koaktivatoren CBP/ p300 und 

somit die Aktivierung HIF- abhängiger Zielgene [49]. Eine Übersicht der molekularen 

Mechanismen zur Regulation von HIF-1α unter Normoxie und Hypoxie ist in Abbildung 2 

dargestellt. 
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Die Genexpression von HIF-1α und HIF-2α unterliegt ebenfalls bestimmten 

Regulationsmechanismen. Durch die Interaktion von Transkriptionsfaktoren (z.B. SP1 und 

SP3) mit verschiedenen Enzymen kann die messenger RNA (mRNA)- Expression von 

Abbildung 2: Molekulare Mechanismen zur Regulation von HIF-1a.  
Unter normoxischen Bedingungen (links) hydroxylieren Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD) und das 
Enzym factor- inhibiting HIF-1 (FIH1) zwei Prolinreste (P402, P564) bzw. einen Asparaginrest (N803) 
im HIF-1α- Protein. Hydroxyliertes HIF-1α bindet an einen Protein- von- Hippel- Lindau (pVHL)- 
E3- Ligase- Komplex. Diese Bindung wird durch Acetylierung eines Lysinrestes (K532) durch die 
Acetyltransferase ARD1 stabilisiert. HIF-1α wird polyubiquitinyliert und proteasomal abgebaut. 
Die Hydroxylierung durch FIH1 verhindert die Interaktion zwischen HIF-1α und den 
Koaktivatoren CBP/ p300 und damit die transkriptionelle Aktivität. In Abwesenheit von 
Sauerstoff (rechts) sind PHDs, FIH1 und ARD1 nicht aktiv, die Bindung an pVHL findet nicht 
statt. HIF-1α ist stabilisiert, transloziert in den Zellkern und heterodimerisiert mit HIF-1β, was 
durch Mitogen- aktivierte Proteinkinase (MAPK) induzierte Phosphorylierung unterstützt wird. 
Zusammen mit den Koaktivatoren CBP/ p300 bindet HIF-1α an die Hypoxie- responsiven 
Elemente (HRE) spezifischer Zielgene und sorgt für deren Transkription. Modifiziert nach [8]. 
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HIF-1a und HIF-2a reduziert (z.B. durch die Protein- Arginin- Methyltransferase 1, 

PRMT1) oder gesteigert werden (z.B. durch die Proteinkinase C, PKC) [24]. Als wichtiger 

Aktivierungsschritt der HIF- Proteinsynthese sei zudem die Induktion des 

Phosphatidylinositol-3- Kinase (PI3K)/ Proteinkinase B (AKT)/ mammalian target of 

Rapamycin (mTOR)- Signalweges durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen 

species, ROS) oder Wachstumsfaktoren genannt [50-54].  

S- Nitrosylierung, SUMOylierung und Phosphorylierung von spezifischen 

Aminosäureresten, beispielsweise von Serinresten durch die Mitogen- 

aktivierte Proteinkinase (mitogen- activated protein kinase, MAPK, s. Abbildung 2), haben 

ebenfalls einen Einfluss auf die HIF- Aktivität [55;56]. Ferner sorgen Zytokine, 

Wachstumshormone und äußere Umweltbedingungen für eine sauerstoffunabhängige 

Regulation von HIF-1α [8;15].  

Unter hypoxischen Bedingungen ist die enzymatische Funktion von PHDs und FIH1 

inhibiert, da molekularer Sauerstoff als Substrat nicht zur Verfügung steht. Somit wird 

HIF-1α stabilisiert, transloziert vom Zytoplasma in den Zellkern und heterodimerisiert dort 

mit der HIF-1β- Untereinheit [30]. Der aktivierte Komplex bindet dann an die HRE 

bestimmter Zielgene und interagiert mit Koaktivatoren zur Induktion der 

Genexpression [8;15;29]. Aufgrund der definitiven Notwendigkeit der Anwesenheit von 

Sauerstoff als Substrat, werden die PHDs als entscheidende molekulare Sauerstoffsensoren 

angesehen [33].  

1.1.5 HIF-1- abhängige Zielgene 

Es ist eine gewebeabhängige und präzise Aktivierung bestimmter Gene notwendig, um 

Zellen an veränderte Sauerstoffbedingungen anzupassen. HIFs sorgen für eine 

Genexpression durch Bindung an die HRE in der regulierenden Region der zugehörigen 

Zielgene. Dabei enthält ein funktionelles HRE, neben spezifischen Bindungsstellen für die 

HIF- Heterodimere, auch Bindungsstellen für weitere Transkriptionsfaktoren oder 

Koaktivatoren, wie beispielsweise Redox- Faktor 1 (Ref-1) [57]. Die HRE zeichnen sich 

durch eine Konsensussequenz aus, die sich aus der Basenfolge (A/C)CGTG 

zusammensetzt [57]. HIF-1α und HIF-2α haben sowohl gemeinsame als auch individuelle 

Zielgene, wobei die N-TAD individuelle und die C-TAD gemeinsame Genspezifitäten der 

beiden HIF-α- Untereinheiten definiert [58-60]. Bis heute sind über 1000 Gene bekannt, 
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die durch HIF-1 reguliert werden [61]. DNA- Microarray- Studien konnten zeigen, dass 

beispielsweise mehr als 2 % aller menschlichen Gene in arteriellen Endothelzellen in ihrer 

Expression durch HIF-1 gesteuert werden [62].  

Unter hypoxischen Bedingungen wird die Expression derjenigen Gene gesteigert, die 

direkt oder indirekt die Transportkapazität des Blutes für Sauerstoff erhöhen. Hierbei 

handelt es sich um Gene, die an der Erythropoese oder am Eisenstoffwechsel beteiligt sind. 

Neben der erhöhten Expression von EPO sorgen HIFs unter anderem auch für eine 

vermehrte Bildung von Transferrin, dem Transferrinrezeptor und einer Ferroxidase [8]. 

HIF-1a spielt dabei eine essentielle Rolle in der Erythropoese im Dottersack während der 

Embryogenese, wohingegen HIF-2a als entscheidende Isoform in der Regulation von EPO 

im Erwachsenenalter gilt [63]. HIF-1 induziert ferner die Expression des vascular 

endothelial growth factor (VEGF), welcher die Angiogenese fördert, indem er für die 

Rekrutierung von Endothelzellen in hypoxische und avaskuläre Bereiche und deren 

Proliferation sorgt [64;65]. Dieser Prozess ist zum Beispiel wichtig für die Wundheilung, 

aber auch im Kontext des vaskulären Remodelings nach einem Herz- oder 

Hirninfarkt [66]. Herrscht in einer Zelle Sauerstoffmangel, wird der Glukosemetabolismus 

vom aeroben Zitratzyklus auf die anaerobe Glykolyse umgestellt [67]. Da die anaerobe 

Glykolyse jedoch deutlich weniger ATP je Glukosemolekül generiert, müssen die Zellen 

zur Aufrechterhaltung ihrer Energieversorgung vermehrt Glukose herantransportieren und 

verstoffwechseln [68]. Dies wird erzielt durch eine HIF-1- vermittelte Aktivierung der 

Expression von Glukosetransportern und Enzymen der Glykolyse [69-72]. Auch 

Zellproliferation, Apoptose, Fettstoffwechsel und das Immunsystem werden durch HIF-1- 

abhängige Zielgenaktivierung beeinflusst [8;15;73;74]. In Experimenten mit knockout- 

Mäusen konnte gezeigt werden, dass das vollständige Fehlen von HIF-α einen 

entscheidenden Einfluss auf die Embryonalentwicklung hatte und zu einer gestörten 

Entwicklung des kardiovaskulären Systems, der Hämatopoese und zu rascher embryonaler 

Letalität führte [75;76]. 

Trotz aller protektiver Funktionen, die HIF-1 bei vermindertem Sauerstoffangebot in der 

Zelle erfüllt, spielt der Transkriptionsfaktor auch eine entscheidende Rolle in der 

Pathophysiologie von Krankheiten. So sind HIF-1- aktivierte Signalwege an der 

Entstehung und Aufrechterhaltung multipler Erkrankungsprozesse des Herz- 

Kreislaufsystems beteiligt. Exemplarisch seien an dieser Stelle die Bildung 

artherosklerotischer Plaques, eine erhöhte Katecholaminproduktion unter intermittierend- 
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hypoxischen Bedingungen beim Schlaf- Apnoe- Syndrom sowie die Formation choroidaler 

und retinaler Neovaskulatisation bei der diabetischen Retnopathie genannt [61;77-81]. In 

zahlreichen Krebsarten konnten außerdem erhöhte HIF- Spiegel nachgewiesen werden 

(s. Abschnitt 1.2.3).  

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen vermehrter HIF- Expression und der Pathogenese 

vielfältiger Erkrankungen, wird der HIF- Signalweg immer wieder als Ziel für 

Therapeutika diskutiert und untersucht, worauf in nachfolgenden Abschnitten genauer 

eingegangen wird.   
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1.2 Sauerstoffhomöostase und Tumorgenese 

1.2.1 Tumorpathophysiologie 

Nach Herz- Kreislauferkrankungen sind Krebsleiden die häufigste Todesursache sowohl 

weltweit als auch in Deutschland [82]. In Deutschland zählen Prostata-, Lungen- und 

Darmkrebs zu den häufigsten Krebsarten beim Mann, bei der Frau stehen Tumore der 

Brustdrüse, des Darms und der Lunge an führender Position [83]. Generell umschreibt der 

Begriff „Tumor“ jede Gewebsvermehrung, d.h. auch entzündlich bedingte Schwellungen, 

jedoch wird er in der Medizin im engeren Sinne gleichgesetzt mit dem Begriff der 

„Neoplasie“. Mit Neoplasie ist eine autonom proliferierende Gewebsmasse, die von den 

physiologischen Regulationsmechanismen des Organismus abgekoppelt ist, gemeint [7]. 

Diese kann sowohl benigne als auch maligne sein, wobei in den folgenden Abschnitten 

vornehmlich auf maligne Tumore Bezug genommen wird.  

Bei der Entstehung maligner Tumore, der Karzinogenese, spielen verschiedene Faktoren 

eine Rolle. Durch eine Vielzahl von Noxen physikalischer, chemischer und biologischer 

Art kommt es zu genetischen Veränderungen, die der klinischen Manifestation von 

Tumoren Jahre vorausgehen können. Neben Umweltfeinflüssen sind auch erbliche 

Faktoren, Lebensalter und Ernährung in den Prozess der Karzinogenese involviert [7;84]. 

Auch spontane somatische Mutationen können für eine Tumorentstehung verantwortlich 

sein [85]. Die Entstehung von Krebs ist ein mehrstufiger Prozess. Genmutationen 

entstehen meist in mehreren Schritten und führen im Kontext von Umweltbedingungen 

und genetischen Determinanten zur malignen Transformation [86]. Onkogene sind 

zellteilungsfördernde Gene, die ein Tumorwachstum induzieren. Diese können durch 

Mutationen aus normalen, regulierenden Genen entstehen (Protoonkogene) oder durch 

Mutationen in Signalwegen vermehrt exprimiert sein und so zur Tumorprogression 

beitragen [7]. Ein Beispiel hierfür ist die gesteigerte Expression des Gens für den human 

epidermal growth factor recteptor 2 (HER-2) beim HER-2 positiven Brustkrebs, welcher 

über die Aktivierung verschiedener nachgeschalteter Signalwege Proliferation und 

Metastasierung begünstigt [87]. Tumorsuppressorgene wirken normalerweise hemmend 

auf die Zellproliferation und fördern die Gewebedifferenzierung. Ein wichtiger Vertreter 

der Tumorsuppressorproteine ist p53, Von p53 sind zahlreiche Mutationsvarianten 

bekannt, die zu einer onkogenen Zelltransfomation beisteuern, metabolische Anpassungen 

der Tumorzellen bewirken und mit einer schlechten Prognose und Therapieresistenz 
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assoziiert sind [88;89]. Bei Verlust oder Mutation verschiedener Apoptose- regulierender 

Gene kommt es ebenfalls zu einer Enthemmung des Zellwachstums [84].  

Haben maligne Transformation und eine dadurch ermöglichte Tumorentstehung 

stattgefunden, besitzen Tumorzellen Eigenschaften, die über verschiedene Wege eine 

Anpassung an das Tumormilieu, wie beispielsweise eine reduzierte Sauerstoffversorgung, 

bewirken und damit eine Progression und auch eine Metastasierung begünstigen. Der 

Metabolismus von Tumorzellen weist beispielsweise deutliche Unterschiede zu dem 

gesunder Zellen auf. Tumorzellen generieren ihre Energie auch in Anwesenheit von 

Sauerstoff vornehmlich über den Stoffwechselweg der Glykolyse mit anschließender 

Ausscheidung von Laktat [89-91]. Dieser Effekt wird auch als aerobe Glykolyse oder 

Warburg- Effekt bezeichnet und dient neben der Bereitstellung von ATP der Generierung 

glykolytischer Intermediate, die nach der Zellteilung der Nährstoffversorgung entstandener 

Tochterzellen dienen [89;90]. Zudem sind Glutaminolyse, der Pentose- Phosphat- Weg 

und die Synthese von Fettsäuren und Cholestorol in Krebszellen gesteigert [89;90]. Eine 

wichtige, Stoffwechsel- aktivierende Rolle spielen dabei ROS, die durch eine vermehrte 

Produktion, mitochondriale Dysfunktion, unkontrollierte Wachstumsfaktor- und 

Zytokinfreisetzung und einen verminderten Abbau in erhöhter Konzentration in 

Krebszellen vorliegen [92;93]. Neben der Anpassung des zellulären Stoffwechsels sind 

ROS an der Zellproliferation durch Interaktion mit Rezeptor- Tyrosinkinasen und MAPK, 

an der Metastasierung (unter anderem über Aktivierung von Metalloproteinasen), an der 

Angiogenese und an der Verhinderung der Apoptose beteiligt [93-95].  

Diese Veränderungen tragen zum Zellüberleben und, über Anpassung an einen steigenden 

Nährstoffbedarf stark proliferierender Zellen, zur Tumorprogression bei.  

1.2.2 Einfluss von Hypoxie auf die Tumorprogression 

Bereits in subklinischen Stadien sind Tumorzellen bei vermehrtem Größenwachstum einer 

schlechteren Nährstoffversorgung ausgesetzt. Dazu zählt auch eine mangelnde 

Sauerstoffversorgung. Hypoxische Zellen können über die Induktion verschiedener 

Signalwege die Angiogenese und Vaskulogenese anregen. Diese resultieren jedoch meist 

in einer insuffizienten oder chaotisch angeordneten Vaskularisation, welche dem 

wachsenden Sauerstoffbedarf stark proliferierender Tumorzellen nicht nachkommen 

kann [96;97]. Je weiter entfernt von einem versorgenden Blutgefäß desto niedriger sind die 
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messbaren Sauerstoffkonzentrationen. Auch eine tumorbedingte Anämie kann 

verantwortlich für eine verminderte Sauerstoffversorgung des Organismus allgemein und 

der Tumorzellen im Speziellen sein [98]. Hypoxie resultiert in normalem Gewebe in einem 

Arrest des Zellwachstums und einer Induktion der Apoptose, wenn die 

Anpassungsmechanismen nicht ausreichen oder der Sauerstoffmangel schwer oder 

anhaltend ist. In Tumorzellen sind diese Mechanismen durch oben genannte Mutationen 

ausgeschaltet und Hypoxie übt einen Selektionsdruck auf die Zellen aus, welcher in einem 

aggressiveren und geringer differenzierten Phänotyp resultiert. Dadurch ist Tumorhypoxie 

mit einer schlechteren Prognose unabhängig von den Behandlungsmodalitäten 

assoziiert [39;44].  

In Tumorzellen kommen unterschiedliche Arten der Hypoxie vor. Insbesondere in 

größeren Tumorformationen herrschen chronisch- hypoxische Bedingungen, die über 

verschiedene Wege die genetische Instabilität und Mutagenese begünstigen. Tumore 

zeigen aber am häufigsten eine sogenannte zyklische Hypoxie, bei der es durch die 

desorganisierte Blutversorgung zu kurzen Phasen der Hypoxie mit anschließender 

Reoxygenierung kommt [99]. Die zyklische Hypoxie hat eine stärkere Aktivierung 

Hypoxie- induzierter Signalwege zur Folge, unter anderem über eine erhöhte Produktion 

von ROS, die zum Tumorzellüberleben und zur Tumorprogression beitragen [100;101]. 

Neben dem HIF- Signalweg sind weitere Signalwege in die zelluläre Anpassung an 

hypoxische Bedingungen in Tumoren involviert. Dazu zählen der PI3K/ AKT/ mTOR-, der 

MAPK- und der NFκB- Signalweg, die für Zellproliferation und –überleben, Angiogenese 

und Vaskularisation, Metabolismus sowie Migration und Inflammation verantwortlich 

sind [102]. Eben diese Signalwege werden in Tumorzellen auch Hypoxie- unabhängig über 

verschiedene Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren aktiviert, die an Rezeptor- 

Tyrosinkinasen, G- Protein- gekoppelte Rezeptoren und toll- like- Rezeptoren binden und 

die Signalkaskaden in Gang setzen. Zusätzlich kommt es durch epigenetische 

Veränderungen und erworbene Mutationen der einzelnen Faktoren, die eine 

Überstimulation von Rezeptoren und Signalwegen bewirken, zu einem unkontrollierten 

Zellwachstum [102].  

Hypoxische Tumorzellen sind resistenter sowohl gegenüber Bestrahlungs- als auch 

Chemotherapie. Zelluläre Anpassungsmechanismen, die diese Resistenz verursachen, 

umfassen unter anderem die Induktion eines Arrests des Zellzyklus, welcher die Zellen vor 

externem Stress schützt, sowie die Inhibierung der Apoptose und die Induktion 
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spezifischer Gene [102]. Die Medikamentenresistenz kann erklärt werden durch eine 

geringere Wirkstoffverfügbarkeit in schlecht vaskularisierten Tumorregionen oder die 

hypoxische Induktion von multidrug- resistance (MDR)- Genen, die für einen Efflux von 

Chemotherapeutika aus der Zelle sorgen. Zudem benötigen manche Chemotherapeutika 

Sauerstoff zur Wirkstoffaktivierung [103;104]. Auf die Bestrahlungsresistenz wird in den 

Abschnitten 1.3.3 und 1.3.4 eingegangen. 

1.2.3 Rolle der HIFs und PHDs in Tumorzellen 

In den meisten humanen Tumorzelllinien konnte ein erhöhtes Expressionsniveau von 

HIF-1α, HIF-2α oder beiden nachgewiesen werden. Erklärt werden kann dies in Teilen 

durch die Ausbildung hypoxischer Regionen in soliden Tumoren mit zunehmendem 

Größenwachstum (s. Abschnitt 1.2.2). Ein Großteil solider Tumore, inklusive der Blase, 

des Gehirns, der Brust, des Darms, der Ovarien, des Pankreas, der Nieren und der Prostata 

zeigte in Zelkulturmodellen und Gewebeproben eine verstärkte nukleäre Expression von 

HIF-1α und HIF-2α [105]. HIF-2α konnte zudem vermehrt in Tumor- assoziierten 

Makrophagen nachgewiesen werden [105]. In den meisten dieser Tumore und auch in 

Tumoren des Ösophagus, der Leber, der Lunge, des Magens, des Uterus, der Haut und in 

Kopf und Hals Tumoren sowie im Kontext akuter lymphatischer und myeloischer 

Leukämie waren erhöhte Spiegel von HIF-1α und HIF-2α mit einer erhöhten Mortalität 

verbunden [61]. Im Gegenzug resultierte die Abwesenheit von HIF-1α in Tierexperimenten 

in einer späteren Tumorentstehung und einem verringerten Tumor- und 

Metastasenwachstum [104].  

Neben Sauerstoffmangel als direktem Aktivator des HIF- Signalweges (über Hemmung der 

PHDs, s. Abschnitt 1.1.4) spielen weitere Faktoren eine Rolle. Ein erhöhtes Vorkommen 

von Stickstoffmonoxid (NO) und ROS in Tumorzellen allgemein und insbesondere in 

zyklisch- hypoxischen Regionen sorgt für eine verstärkte Expression von HIF-1a über 

Aktivierung des PI3K/ MAPK- Signalweges, für eine Stabilisierung des Proteins durch S-

Nitrosylierung und für eine vermehrte Zielgenaktivierung durch die Funktion als 

Koaktivator [99;101;106]. Zudem hemmen ROS, Mitglieder der MAPK- Familie und 

weitere Proteine, wie z.B. das Adapterprotein CIN85 in Brustkrebszellen, die enzymatische 

Aktivität der PHDs [107-109]. Unabhängig von der reduzierten Sauerstoffversorgung 

können ferner Mutationen von Enzymen des Krebszyklus, wie der Fumarat- Hydratase 
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oder der Succinat- Dehydrogenase, die PHD- Funktion durch Akkumulation der 

α-Ketoglutarat Analoga Fumarat und Succinat hemmen [110]. Eine Vielzahl genetischer 

Veränderungen ist bekannt, die zu einer erhöhten HIF-1a- Expression führen. Beispielhaft 

seien loss- of- function Mutationen im pVHL- Gen, wie sie beim von- Hippel- Lindau- 

Syndrom vorliegen, sowie gain- of- function Mutationen im NFκB- Gen und im 

PI3K/ AKT/ mTOR- Signalweg, welche eine wichtige pathophysiologische Rolle beim 

HER-2 positiven Mammakarzinom spielen, aufgeführt [111-113]. Zudem sorgen 

Mutationen im p53- Gen für eine vermehrte, aktivierende Interaktion mit HIF-1α und 

dadurch für eine Tumorprogression in vorangeschrittenen Stadien [114].  

Die Auswahl eben genannter HIF- Aktivierungsschritte und weitere führen in Tumorzellen 

zu einer Immortalisierung der Zellen, einem optimierten Metabolismus, einer verbesserten 

Blutversorgung und einer Evasion immunregulatorischer antikanzerogener 

Mechanismen [72;112;115-117]. Jedoch spielen HIFs nicht nur bei der Entstehung und 

Progression von Primärtumoren eine Rolle, sondern treiben über verschiedene Wege auch 

die Metastasierung voran. Über die Aktivierung HIF- spezifischer Zielgene wird die 

Kollagenbildung gesteigert, die Intravasation und Margination, d.h. die Einwanderung in 

Blutgefäße und Adhäsion an die Gefäßwände, und die Invasion ins lymphatische System 

begünstigt [61;118]. Aufgrund dieser Eigenschaften werden HIFs als wichtige Regulatoren 

der Tumorprogression und als mitverantwortlich für Therapieresistenzen und ein 

schlechteres Patientenüberleben angesehen [113].  

Unerwarteterweise nehmen HIFs und PHDs trotz ihrer gegenseitigen 

Regulationsmechanismen nicht grundsätzlich eine inverse Rolle in der 

Tumorpathophysiologie ein. Immunohistochemische Studien in humanen Krebsgeweben 

konnten zeigen, dass die drei PHD- Isoformen in zahlreichen Krebsarten in 

unterschiedlicher Weise, auch unabhängig von Sauerstoffversorgung und HIF- Expression, 

überexprimiert sind. Alle drei präsentierten sich vermehrt in Tumoren der Prostata, des 

Pankreas und der Brust [44]. Dies kann zum Teil durch die verstärkte Anwesenheit von 

Wachstumsfaktoren und –rezeptoren oder die hormonabhängige PHD- Geninduktion 

erklärt werden [44]. Exemplarisch trägt PHD2 in Brustkrebszellen zur Tumorprogression 

und Metastasierung bei, indem das Enzym den hochregulierten epidermal growth factor 

receptor (EGFR) stabilisiert und die Kollagensynthese aktiviert [119;120]. PHD2 wurde 

zudem vermehrt in Tumoren des Kopf und Halses (head and neck squamous- cell cancer, 

HNSCC) und klarzelligen Ovarialtumoren gefunden [121;122]. In HNSCC war die 
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gesteigerte nukleäre Expression mit einer schlechteren Differenzierung sowie einer 

erhöhten Aggressivität und Therapieresistenz des Tumors assoziiert [123]. Außerdem 

konnte durch Jokilehto et al. in Kolonkarzinomzellen mit erhöhter nukleärer PHD2- 

Proteinkonzentration ein gesteigertes Verankerungs- unabhängiges Zellwachstum 

festgestellt werden, wobei dieser Effekt unabhängig von der spezifischen PHD2- 

Hydroxylasefunktion war [124].  

PHD2 wird aber auch als Tumorsuppressorprotein diskutiert. Ein niedriges 

Expressionsniveau von PHD2 konnte beispielsweise in Zellen kolorektaler Karzinome im 

Frühstadium einem schlechteren Tumorgrading und Patientenüberleben zugeordnet 

werden, unabhängig vom HIF-1α- Expressionsniveau [125]. Eine PHD2- Überexpression 

bewirkte hingegen in Tumoren des Pankreas eine Reduktion von Tumorwachstum und –

invasion [126]. Im Gegensatz zu oben genannten Krebsarten konnten in 

Nierenzellkarzinomen, follikulären Lymphomen und bronchogenen Tumoren niedrigere 

Mengen von PHD1, PHD2 und PHD3 nachgewiesen und keine eindeutige Assoziation 

zwischen PHD- und HIF- Expression bzw. der HIF- Hydroxylase- Funktion festgestellt 

werden [44].  

Zusammenfassend muss also hervorgehoben werden, dass die Expression der drei PHD- 

Isoformen eine wichtige, aber duale Rolle in der Tumorgenese spielt, stark abhängig von 

Zell- und Tumortyp und dabei zu Teilen unabhängig von der HIF- hydroxylierenden 

Funktion ist. Auf diese Aspekte wird in den Untersuchungen dieser Arbeit genauer 

eingegangen. Das Wissen darüber, wie Hypoxie, HIFs und Tumorwachstum 

zusammenhängen, eröffnet ein Forschungsfeld für die Entwicklung von Therapeutika, die 

auf das PHD- HIF- System wirken und das Potential haben, die Therapieresistenz 

gegenüber Chemotherapeutika und Bestrahlung zu überwinden. 
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1.3 Strahlentherapie 

1.3.1 Ziele und Anwendungsgebiete einer Bestrahlungstherapie 

Neben Resektion und Chemotherapie stellt die Strahlentherapie eine der drei wesentlichen 

Säulen in der Krebstherapie dar [127]. Eine Bestrahlungstherapie kann sowohl in kurativer 

als auch palliativer Absicht angewandt werden. Zudem kann sie beispielsweise zum 

Downstaging eines Tumors vor Operationen (neoadjuvant), in Kombination mit 

radiosensibilisierenden Chemotherapeutika (Radiochemotherapie) und zur Verringerung 

des lokalen Rezidivrisikos nach einer Operation (adjuvant) eingesetzt werden [128]. Es 

gibt sogar Krebsarten, wie z.B. Prostatakrebs im lokal begrenzten Stadium mit niedrigem 

Risikoprofil, die durch alleinige Strahlentherapie geheilt werden können [129].  

Im Gegensatz zur Chemotherapie wirkt die Strahlentherapie lokal und der Zielbereich kann 

genau definiert werden (Präzisionsbestrahlung). Dennoch werden neben Tumorzellen auch 

immer angrenzende, im Strahlengang liegende, gesunde Zellen von den ionisierenden 

Strahlen getroffen. Um Nebenwirkungen gering zu halten und eine Reparatur gesunder 

Zellen zu ermöglichen, wird die Gesamtstrahlendosis von 40 Gray bis 70 Gray (Gy) in 

kurativer Absicht auf Einzeldosen von 1,5 Gy bis 3 Gy aufgeteilt (Normofraktionierung). 

Bei schnell wachsenden Tumoren ist auch eine Hypofraktionierung, d.h. eine Aufteilung 

der notwendigen Bestrahlungsdosis auf wenige Fraktionen denkbar [128].  

Gängige Techniken sind die Bestrahlungen von außen (perkutan) mit Linearbeschleunigern 

oder von innen mit umschlossenen Radionukliden (Brachytherapie). Im Rahmen der 

Nuklearmedizin werden ferner Bestrahlungen mit offenen Radionukliden 

durchgeführt [130]. Im palliativen Kontext wird die Bestrahlungstherapie eingesetzt, um 

gezielt Metastasen oder den Primärtumor zu bestrahlen, in der Absicht, Schmerzen und 

andere Symptome zu lindern [127]. Eine Behandlung mit Protonen oder anderen schweren 

Ionen (Ionentherapie) findet ihre Anwendung bei der Therapie von Tumoren, die nahe 

äußerst strahlensensibler Organe liegen, wie beispielsweise Tumore der Schädelbasis, oder 

bei der Therapie kindlicher Tumore. Die Ionentherapie ermöglicht eine bessere 

Dosisverteilung durch das spezielle Absorptionsprofil der Ionen im Gewebe [128].  

Nebenwirkungen einer Strahlentherapie umfassen neben allgemeinen Symptomen, wie 

Schwächegefühl und Appetitlosigkeit, vornehmlich örtliche Nebenwirkungen im Bereich 

des Bestrahlungsfeldes. Dazu zählen Schleimhautentzündungen (Mukositiden) bei 
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Bestrahlung der Kopf- Hals- Region, gastrointestinale Symptome bei Bestrahlungen des 

Bauchraums oder Anämien, Leukozytopenien und Thrombozytopenien bei 

Knochenbestrahlungen. Diese Nebenwirkungen treten akut mit zeitlichem Bezug zur 

Bestrahlung auf. Zu einer Strahlenpneumonitis kommt es typischerweise erst mehrere 

Wochen nach einer Strahlentherapie. Als chronische Strahlenschäden sind unter anderem 

Gewebefibrosierungen (z.B. Lungenfibrose), Hautschäden, Störungen der Blutbildung 

sowie Fertilitäts- und Wachstumsstörungen zu nennen. Ferner ist das Risiko der Bildung 

von Zweittumoren erhöht [7;131]. Patienten mit einem Hodgkin- Lymphom, die im 

Rahmen ihrer Therapie bestrahlt wurden, haben beispielsweise ein nahezu fünffach 

erhöhtes Risiko, mit einer Latenz von 20 bis 40 Jahren ein Zweitkarzinom (z.B. 

Leukämien, Mammakarzinome, Schilddrüsenkarzinome) zu entwickeln [132].  

1.3.2 Wirkung der Strahlentherapie auf zellulärer Ebene 

Bei der in der Strahlentherapie angewandten Strahlung handelt es sich um ionisierende 

Strahlung. Ionisierende Strahlung vermag es, elektrisch geladene Teilchen (Ionen) zu 

erzeugen und Energie im bestrahlten Gewebe abzugeben. Die Wechselwirkungen mit der 

bestrahlten Materie werden in der Strahlenphysik als Primärprozesse bezeichnet [133]. Im 

Rahmen von Sekundärprozessen kommt es durch die Radiolyse von Wasser zur Bildung 

von Wasserradikalen, welche dann mit biologischen Molekülen, wie z.B. der DNA, 

reagieren (indirekte Strahlenwirkung). Eine wichtige Rolle spielt dabei die Anwesenheit 

von Sauerstoff, welcher durch Reaktion mit Wasserradikalen Peroxidradikale, respektive 

ROS, bildet und die Strahlenwirkung um ein Mehrfaches steigert. Im Gegensatz dazu kann 

die ionisierende Strahlung auch ohne Zwischenschritt mit dem Zielmolekül 

wechselwirken, was als direkte Strahlenwirkung bezeichnet wird [133].  

Strahlentherapie wirkt auf zellulärer Ebene durch Schäden an der DNA, die in einer 

Hemmung der Zellproliferation oder dem Zelltod resultieren [134]. Dabei haben 

ionisierende Strahlen sowohl auf Tumorzellen als auch auf angrenzende oder im 

Strahlengang liegende, normale Zellen einen schädigenden Einfluss. Dennoch verfügen 

gesunde Zellen physiologisch über schnellere und effektivere Reparaturmechanismen als 

Tumorzellen, unter anderem durch eine Redundanz zelleigener Reparaturenzyme. Somit 

können sie im Zeitraum zwischen den einzelnen Bestrahlungsfraktionen ihre normale 

Zellfunktion wiedererlangen [135]. Die biologische Wirkung ionisierender Strahlung ist 
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abhängig vom linearen Energietransfer (d.h. wie viel Energie ein ionisierendes Teilchen 

pro Längeneinheit an das bestrahlte Gewebe abgibt, LET), totaler Dosis, Fraktionierung 

und Strahlenempfindlichkeit des bestrahlten Gewebes [136]. Die zelluläre 

Strahlenempfindlichkeit hängt dabei maßgeblich vom Zellzyklus- Stadium ab. Zellen, die 

sich in der Mitose befinden, sind besonders strahlensensitiv, wohingegen in der mittleren 

bis späten S- Phase eine Radioresistenz festzustellen ist [96]. Durch direkte oder indirekte 

Strahlenwirkung kommt es in der DNA zu Einzel- oder Doppelstrangbrüchen, zu DNA- 

Vernetzungen (zwischen den Einzelsträngen oder zwischen DNA und Proteinen), 

Basenschäden oder mehrerer der genannten gleichzeitig (sogenannte bulky lesions) [96]. 

Bei einer Strahlendosis von 1 Gy bis 2 Gy werden in einer oxygenierten Zelle ca. 1000 

Basenschäden, 1000 Einzelstrang- und 40 Doppelstrangbrüche verursacht [133]. Die 

vermehrte strahleninduzierte Produktion von ROS bzw. ein insuffizientes antioxidatives 

System in Tumorzellen sorgt außerdem für posttranslationale Modifikation zahlreicher 

Proteine und Enzyme, welche irreparable Zellschäden, aber auch eine vermehrte 

Mutagenese und Strahlenreistenz zur Folge haben können [137;138].  

Können Schäden an DNA oder anderen Makromolekülen nicht repariert werden, resultiert 

ein irreversibler Zellzyklusarrest (Seneszenz) oder der Zelltod. Tumorzellen sterben dabei 

nicht unmittelbar nach der Bestrahlung. Vielmehr kommt es zunächst zu einer 

genomischen Instabilität und Seneszenz der Zellen, die nach Stunden, Tagen oder Wochen 

zum Zelltod führt, hauptsächlich durch Induktion der Apoptose oder Nekrose, durch 

Autophagie oder mitotische Katastrophe [139-141]. Dennoch induziert die Bestrahlung 

gleichzeitig eine Vielzahl von Signalwegen, die sowohl gesunde Zellen als auch 

Tumorzellen vor den zytotoxischen Effekten ionisierender Strahlung schützen und zu einer 

Strahlenresistenz von Tumorzellen führen können.  

1.3.3 Prinzipien der Strahlenresistenz 

Eine Resistenz gegenüber einer Strahlentherapie mit der Folge von Tumorresiduen und –

rezidiven gehört zu den größten Problemen in Bezug auf das Langzeitüberleben von 

Patienten, die sich einer Bestrahlungstherapie unterziehen. Eine Strahlenresistenz kann 

sowohl durch eine intrinsische Resistenz einer Subpopulation klonogener Tumorzellen 

erklärt werden als auch in erworbenen Resistenzmechanismen unter laufender 
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Bestrahlungstherapie begründet sein. Dabei spielen Krebsstammzellen und auch 

verschiedene intrazelluläre Signalwege eine entscheidende Rolle [142].  

Bei Krebsstammzellen (cancer stem cells, CSCs) handelt es sich um eine kleine 

Subpopulation von Zellen innerhalb eines Tumors, welche die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung besitzen und sich zu heterogenen Krebszellen differenzieren 

können [143]. Der genaue Entstehungsmechanismus von CSCs ist unklar, jedoch wird 

vermutet, dass sie durch onkogene Transformation aus normalen Krebszellen entstehen 

oder durch ionisierende Strahlung, z.B. über den PI3K/ AKT/ mTOR- und 

HIF-1a- Signalweg, aktiviert werden [144-146]. Unter anderem durch eine vermehrte 

Aktivierung von Zellzyklus- Kontrollenzymen und eine optimierte Inhibierung 

proapoptotischer Signalwege sind CSC- Subpopulationen innerhalb eines Tumors generell 

resistenter gegenüber einer Bestrahlung als die übrigen Tumorzellen [142].  

Ionisierende Strahlung aktiviert außerdem eine Vielzahl von Signalwegen, die das 

Überleben von Tumorzellen fördern [147]. Das Tumorsuppressorprotein p53 ist als 

Transkriptionsfaktor auf verschiedene Weise in die zelluläre Reaktion auf Bestrahlung 

involviert. Es reagiert auf ionisierende Strahlung und dadurch hervorgerufene Zellschäden 

mit der Initiierung eines Zellzyklusarrests in der G1- bzw. G2/ M- Phase des Zellzyklus, 

der Einleitung zellulärer Seneszenz, mit einer Aktivierung der Apoptose oder mit der 

Veranlassung von DNA- Reparaturmechanismen [141;148-151]. Dadurch wird zum einen 

der therapeutische Effekt ionisierender Strahlen umgesetzt, zum anderen aber auch 

ungünstigerweise die Regenerierung der Tumorzellen nach Bestrahlung ermöglicht.  

Reaktive Sauerstoffspezies nehmen ebenfalls einerseits eine zentrale Rolle in der 

therapeutischen Wirkung ionisierender Strahlung ein (s. Abschnitt 1.3.2). Andererseits 

sorgen ROS für eine Adaption der Tumorzellen an strahleninduzierten Stress und somit für 

die Entwicklung einer Strahlenresistenz. Typischerweise erfahren sowohl gut oxygenierte 

als auch hypoxische Tumorzellen kurz nach der Bestrahlung eine Phase der 

Reoxygenierung, welche entscheidend zur Radioresistenz beiträgt [101;152;153]. Bedingt 

ist die Reoxygenierung durch einen reduzierten Sauerstoffverbrauch durch den Tod 

strahlensensiblerer Zellen und eine verbesserte Perfusion [99;154]. ROS gelten als eine der 

maßgeblichen Initiatoren der aeroben Glykolyse bei erhöhtem Glukosebedarf in dieser 

Reoxygenierungsphase. Zum einen wird dieser Stoffwechselweg durch Aktivierung von 

HIF-1a über den PI3K/ AKT/ PKC/ Histon- Deacetylase- Signalweg induziert, zum 
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anderen durch direkte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. TGF-β), die wiederum 

die Synthese glykolytischer Enzyme steigern [89;155].  

Ein weiteres Prinzip der Strahlenresistenz ist die Liganden- unabhängige Aktivierung von 

Signaltransduktionswegen durch die direkte ionisierende Wirkung der Strahlung sowie 

durch mutierte oder posttranslational modifizierte Rezeptorproteine 

(z.B. EGFR) [136;147]. Diese regulieren zahlreiche nachgeschaltete Enzyme (z.B. PI3K 

und nachgelagerte Kinasen), die wiederum Signalwege für u.a. Zellzyklus, Metabolismus, 

Angiogenese und Proliferation kontrollieren und ein Überleben bestrahlter Tumorzellen 

ermöglichen [136;156;157].  

1.3.4 Einfluss der HIFs und PHDs auf die Strahlenresponsivität von 

Tumoren 

In den 1950er Jahren wurde erstmals beobachtet, dass Hypoxie zu einer Strahlenresistenz 

solider Tumore führt, [158]. Dieses Phänomen ist zum einen auf eine geringere Sauerstoff- 

induzierte DNA- Schädigung zurückzuführen. Zum anderen ist HIF-α durch die inaktiven 

PHDs und weitere Faktoren (s. Abschnitte 1.2.3, 1.3.3) stabilisiert und sorgt durch 

Genaktivierungen für eine Anpassung und ein Überleben der 

Tumorzellen [99;101;154;155]. Eine vermehrte Aktivierung von HIF-1α in soliden 

Tumoren ist mit einer erhöhten Resistenz gegenüber gängigen Therapien assoziiert. Die 

HIF- vermittelte Strahlenresistenz ist dabei auf eine HIF-1α regulierte Inhibierung der 

Apoptose, die Einleitung autophagozytotischer Schritte, eine gesteigerte Fähigkeit zur 

DNA- Reparatur und auf eine Anpassung des Zellmetabolismus zurückzuführen [159]. 

Eine Übersicht ist in Abbildung 3 dargestellt.  
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Zahlreiche Proteine und Enzyme, die in DNA- Reparaturmechanismen involviert sind, 

werden durch HIF-1α reguliert und sorgen für eine effektive und schnelle Behebung 

strahleninduzierter DNA- Schäden in hypoxischen Tumorzellen. HIF-1α induziert 

beispielsweise die Überexpression der DNA- abhängigen Proteinkinase (DNA- PK) und 

der DNA Ligase IV, welche für die Reparatur von Doppelstrangbrüchen mitverantwortlich 

sind, sowie von Basenschäden- reparierenden Enzymen [160-162].  

Weitere Mechanismen, die zur Strahlenresistenz beitragen, sind HIF-1α- induzierte 

Veränderungen im Zellmetabolismus zur Sicherstellung der zellulären Energieversorgung. 

Durch Hochregulation des solute carrier family 2 member 1- Gens (SLC2A1, auch bekannt 

als Glukosetransorter, GLUT1) und eine vermehrte Expression glykolytischer Enzyme, wie 

z.B. der Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1 (PDK), erfolgt eine Umstellung im 

Glukosemetabolismus auf die aerobe Glyokolyse (Warburg- Effekt) [155;163;164]. In 

hoher Menge zur Verfügung stehende Glukose wird auch in den Pentose- Phosphat- Weg 

Abbildung 3: Prinzipien HIF-1α- vermittelter Strahlenresistenz.  
Unter Anwesenheit von Sauerstoff führt ionisierende Strahlung durch Generierung von ROS zu 
Schäden an der DNA (Einzelstrangbrüche, Doppelstrangbrüche, Basenschäden). Können diese 
Schäden nicht repariert werden, resultiert daraus der Zelltod. Unter hypoxischen Bedingungen ist 
HIF-1α stabilisiert, unter anderem auch durch Erhöhung von ROS in der Reoxygenierungsphase 
nach Bestrahlung. HIF-1α vermittelt eine Inhibierung der Apoptose, die Erhöhung der ATP- 
Produktion durch Autophagozytose und aerobe Glykolyse, eine Verbesserung und Protektion der 
Vaskularisation durch VEGF- Induktion und die Reparatur von DNA- Schäden. Durch diese 
Mechanismen umgehen hypoxische Tumorzellen den Zelltod durch Bestrahlung. 
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eingespeist und führt auf diese Weise, über die Produktion von Reduktionsmitteln wie 

Nicotinamid- Adenin- Dinukleotid- Phosphat (NADPH) und Glutathion, zur Elimination 

von ROS und Minderung der DNA- Schäden [165]. Außerdem steigert HIF-1α die 

Expression von Zytokinen, VEGF und anderer proangiogenetischer Faktoren, welche eine 

verbesserte Vaskularisation nach Bestrahlung und Protektion der in Endothelzellen 

bestehenden Tumorgefäße erwirken [154;166].  

Durch Inhibition des intrinsischen und extrinsischen Weges der Apoptose und durch 

Initiierung autophagozytotischer Schritte zur Generierung von ATP in metabolischen 

Stresssituationen bewahrt HIF-1a bestrahlte Tumorzellen vor dem Zelltod [167-170]. 

Eben genannte Prinzipien HIF- vermittelter Strahlenresistenz werden bestätigt durch 

Studien, die zeigten, dass eine selektive HIF-1- Inhibition, z.B. durch PX-478 oder 

spezifische siRNA, in einer erhöhten Strahlensensibilität resultierte [171-173]. Eine 

Suppression von HIF-2α führte über eine gesteigerte Apoptose ebenfalls zu einem 

verbesserten Ansprechen von Tumorzellen auf eine Bestrahlung [172;174]. Mandl et al. 

konnten außerdem zeigen, dass auch eine Depletion von HIF-1b in Tumorzellen die 

Strahlenresponsivität erhöht [175]. 

HIFs und PHDs können aber, wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, auch gleichzeitig 

vermehrt exprimiert sein, was für eine voneinander unabhängige Funktion bei 

Tumorprogression und Therapieresistenz spricht. So zeigte sich HIF-1α in HNSCC 

vermehrt und war dort mit einer erhöhten Chemotherapie- und Bestrahlungsresistenz 

assoziiert [176-178]. Gleichzeitig konnten eine hohe Expression von PHD2 allgemein und 

insbesondere eine hohe nukleäre PHD2- Expression mit einer schlechteren Differenzierung 

und einer signifikant niedrigeren Strahlensensibilität von HNSCC in Verbindung gebracht 

werden [123;179]. Ein selektiver PHD2- knockdown führte dazu passend zu einer 

deutlichen Erhöhung der Strahlensensibilität von Kopf- Hals- Tumoren [180]. Eine hohe 

zytoplasmatische Konzentration von PHD1 korrelierte hingegen mit einem kürzeren 

Rezidiv- freien Überleben bei Patienten mit klassischem Hodgkin- Lymphom, die sich 

einer Radiotherapie unterzogen haben [181].  

Der Zusammenhang zwischen PHD- Expression bzw. intrazellulärer Lokalisation der 

jeweiligen Hydroxylasen und der Strahlenresponsivität scheint dementsprechend stark vom 

Tumorzelltyp abhängig zu sein. Der weiteren Untersuchung der Assoziation zwischen 

PHD2- Expression und Strahlenresponsivität in vitro wird sich in dieser Arbeit gewidmet.  
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1.4 Die Hypoxie- induzierbaren Faktoren im Kontext des 

subzellulären Proteintransports 

1.4.1 Bedeutung des subzellulären Proteintransports 

In eukaryotischen Zellen existieren mit Zytoplasma und Zellkern zwei physikalisch 

voneinander getrennte Zellkompartimente, in denen unterschiedliche Zellfunktionen erfüllt 

werden. Die Translation von Proteinen findet beispielsweise an den zytoplasmatischen 

Ribosomen statt, jedoch erfüllen Proteine häufig ihre Funktion im Zellkern, wozu RNA- 

Prozessierung, Transkription, DNA- Reparatur und Replikation gehören. Um ihre Rolle in 

der Signaltransduktion erfüllen zu können, ist ein Proteintransport über die Kernmembran 

notwendig. Andere Proteine nehmen eine wichtige Rolle in der zytoplasmatischen 

Signaltransduktion für Zellzyklus oder Zellmetabolismus ein und sind auf einen Transport 

aus dem Zellkern in das zytoplasmatische Kompartiment angewiesen. Aufgrund dieser 

räumlichen Trennung verschiedener Signalwege und Funktionen innerhalb der Zelle haben 

Eukaryoten ein System gerichteter Transportmechanismen entwickelt, welches neben 

internen auch externen Stimuli unterliegt [182;183].  

Der nukleäre Import von Proteinen spielt eine zentrale Rolle in der Zelldifferenzierung- 

und Entwicklung, unter anderem durch den Notch- Signalweg, die Vermittlung der 

zirkadianen Rhythmik und der Sauerstoffsensorik [184-186]. Das Expressionsmuster 

verschiedener am Import beteiligter Moleküle verändert sich während der 

Zelldifferenzierungsprozesse und hat einerseits einen entscheidenden physiologischen 

Einfluss, beispielsweise auf die Differenzierung von embryonalen Stammzellen, die 

Ausreifung von Nervenzellen und die Fertilität [187].  

Andererseits sind zahlreiche Pathologien bekannt, bei denen Interaktionen mit dem 

subzellulären Transportapparat zur Manifestation viraler Erkrankungen, wie exemplarisch 

dem humanen Immmundefizienz- Virus (HIV) oder dem Dengue- Virus, beitragen [188-

190]. Eine Modulation des Expressionsmusters der verschiedenen Transportmoleküle und 

der Transport von Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise NFκB, nehmen zudem eine 

essentielle Rolle in immunregulatorischen Prozessen, aber auch der Pathophysiologie von 

allergischen Reaktionen ein [191]. Eine Störung des nukleären Transports ist ferner mit der 

onkogenen Transformation von Zellen, z.B. bei der akuten Leukämie, oder auch mit der 

Motorneuron- Erkrankung Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) assoziiert [192-194].  
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1.4.2 Proteintransport durch die Kernmembran 

Die Kernmembran trennt Zellkern und Zytoplasma voneinander und besteht aus einer 

Lipid- Doppelschicht, in die tausende, aus ca. 30 verschiedenen Nukleoporinen 

zusammengesetzte Kernporen- Komplexe eingebettet sind [195]. Proteine mit einer 

Molekülmasse bis etwa 40 kDa können passiv durch die Kernporen- Komplexe 

diffundieren, wohingegen größere Proteine auf einen selektiven, aktiven Transport 

angewiesen sind. Dieser ist von spezifischen Transportsignalen in der Aminosäuresequenz 

der Zielproteine abhängig, die als Kernlokalisierungssignal (nuclear localisation signal, 

NLS) und Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) bezeichnet werden [196-198]. 

Über diese binden die Proteine an Transportrezeptoren, die sogenannten Karyopherine, die 

abhängig von der Transportrichtung entweder als Importine oder Exportine agieren [198].  

Das klassische NLS ist in einem basischen Sequenzabschnitt enthalten, welches reich an 

Lysin- und Agininresten ist [199]. Zielproteine binden typischerweise über das klassische 

NLS an die Importine. Der Transport durch die Kernporenkomplexe bzw. die Dissoziation 

von Importinen und transportierten Frachtproteinen wird schließlich durch die GTPase Ran 

vermittelt. Diese stellt durch Guanosintriphoshphat (GTP)- Hydrolyse und 

Nukleotidaustausch die für den Kernimport oder –export notwendige Energie 

bereit [183;187;200].  

Der nukleäre Export wird klassischerweise durch Leucin- reiche Sequenzbereiche im NES 

von Zielproteinen herbeigeführt, welche durch Exportine erkannt werden [197]. Bisher 

konnten acht verschiedene Exportine identifiziert werden, von denen das chromosome 

region maintenance 1 protein (CRM1), auch bekannt als Exportin 1, die größte Anzahl von 

Zielproteinen transportiert [198;201;202]. CRM1 bindet verschiedene hydrophobe NES in 

der Aminosäuresequenz der Zielproteine und vermittelt ebenfalls RanGTP- abhängig den 

Transport aus dem Zellkern über die Kernporen- Komplexe ins Zytoplasma [203].  

1.4.3 Importin α/β1- vermittelter Kernimport 

Im Rahmen des klassischen Kernimports werden Proteine durch Bindung an den 

heterodimeren Importin a/b1- Komplex durch die Kernmembran transportiert. Dabei 

handelt es sich bei Importin a um ein Adapter- Protein, welches am nukleären Import 

beteiligt ist, aber für die eigentliche Interaktion mit den Nukleoporinen an Importin b1 



Einleitung 

27 
 

binden muss [187]. Einige Proteine benötigen für den Kernimport lediglich die Bindung an 

ein Mitglied der Importin b- Familie [204]. 

Bisher wurden sieben humane Importin a- Isoformen identifiziert, die nach Ähnlichkeiten 

in ihren Sequenzen in drei Subgruppen klassifiziert werden [187]. Am C- terminalen Ende 

besitzt Importin a eine Proteindomäne, die aus zehn hintereinander liegenden Armadillo- 

Motiven besteht. Diese bilden eine große und eine kleinere Bindungstasche für das NLS 

der Zielproteine [205]. Am N- terminalen Ende befindet sich eine Importin b1- 

Bindungsdomäne, die im monomeren Zustand eine Autoinhibierung des NLS- 

Erkennungsbereiches vermittelt und erst nach Heterodimerisierung mit Importin b1 die 

Bindung von Zielproteinen ermöglicht [206]. Die Importin b- Familie umfasst mindestens 

20 Proteine, dazu gehören Importine, Exportine und bidirektionale Rezeptoren, welche 

allesamt durch Bindung an die Nukleoporine den Kerntransport verschiedenster 

Frachtproteine vermitteln können. Importin b1 ist das einzige Mitglied dieser Familie, 

welches Adapter- Proteine für den Proteintransport nutzt [187;207].  

Im Zytoplasma wird das NLS- besitzende Zielprotein durch Importin a erkannt, 

Importin b1 bindet an Importin a und formt einen ternären Proteinkomplex, welcher dann 

durch Bindung von Importin b1 an Phenylalanin- Glycin- reiche Motive der Nukleoporine 

durch die Kernmembran gelangt [195;208]. Im Zellkern bindet RanGTP an Importin b1, 

was in einer Konformationsänderung des Proteinkomplexes und einer Dissoziation von 

Importin a, Importin b1 und transportiertem Protein resultiert. Importin a und Importin b1 

gelangen jeweils in Verbindung mit RanGTP zurück ins Zytoplasma [187]. Zur Passage 

der Kernmembran benötigt Importin a zusätzlich den spezifischen Transportfaktor cellular 

apoptosis susceptibility gene (CAS) [209]. Im Zytoplasma dissoziieren die Komplexe 

durch Konversion von RanGTP zu RanGDP (Guanosindiphoshpat) durch die hydrolytische 

Funktion des zytoplasmatischen GTPase- aktivierenden Proteins (RanGAP1) [210]. 

Danach stehen die Importine für den weiteren Proteintransport wieder zur Verfügung. 

RanGDP wird durch den spezifischen Import- Rezeptor nuclear transport factor 2 (NTF2) 

in den Zellkern transportiert, wo der Ran- Effektor Guaninnukleotid- Austauschfaktor 

regulator of chromatin condensation 1 (RCC1) durch Nukleotidaustausch den Übergang 

von RanGDP zu RanGTP herbeiführt [211;212]. Abbildung 4 stellt eine Übersicht des 

Importin α/β1- vermittelter Kernimports dar.  
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Die zellulären Transportmechanismen unterliegen zahlreichen Regulationsprinzipien. Der 

nukleäre Import wird beispielsweise durch Phoshorylierungen von Komponenten des 

Transportsystems beeinflusst [213]. Einerseits kann durch Phosphorylierung von 

Aminosäureresten der Nukleoporine in den Kernmembran- Komplexen der nukleäre 

Import physiologisch inhibiert werden [214]. Andererseits nutzt z.B. das Epstein- Barr- 

Virus die Phoshoprylierung eines Serinrestes im NLS seines, für die Virusreplikation 

Abbildung 4: Importin a/b1- vermittelter Kernimport.  
Im Zytoplasma bindet das NLS- enthaltende Zielprotein an Importin a, daraufhin bindet 
Importin b1 an Importin a und der Komplex passiert über die Kernporen- Komplexe die 
Kernmembran. Im Nukleus dissoziiert die Verbindung durch Bindung von RanGTP an 
Importin b1. CAS dient als spezifischer Transportfaktor für Importin a und Importin a und 
Importin b1 gelangen in Verbindung mit RanGTP zurück ins Zytoplasma. Dort dissoziieren die 
Komplexe durch Konversion von RanGTP zu RanGDP, katalysiert durch RanGAP1, und stehen 
für einen erneuten Transport wieder zur Verfügung. RanGDP gelangt in Verbindung mit dem 
spezifischen Import- Rezeptor NTF2 in den Zellkern, wo RCC1- vermittelt RanGDP wieder zu 
RanGTP umgewandelt wird. Modifiziert nach [187]. 
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essentiellen, nukleären Antigens 1 (Epstein Barr nuclear antigen 1, EBNA-1), um durch 

Erhöhung der Bindungsaffinität zwischen NLS und Importin a den Kernimport zu 

verstärken [215]. Palmitoylierung von Importin a führt zu einer Positionierung des 

Karyopherins an der Zellmembran und zu einer Bindung von NLS- enthaltenden 

Zielproteinen, welche während der Embryogenese intrazelluläre Strukturen an sich 

verändernde Zellgrößen anpassen [216]. Ferner kann unter anderem oxidativer Stress den 

Export bestimmter Transkriptionsfaktoren durch Bildung von Disulfidbrücken im NES 

verhindern, was in einer Akkumulation der Transkriptionsfaktoren im Zellkern und einer 

vermehrten Expression überlebenswichtiger Gene resultiert [217]. Auch eine Maskierung/ 

Demaskierung des NLS oder NES durch andere Proteine kann den Transport 

regulieren [218].  

Neben ihrer nukleären Importfunktion scheinen Importin a und Importin b zahlreiche 

weitere Funktionen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern einzunehmen. Dazu 

zählen exemplarisch die Retention von Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma als Form der 

negativen Regulation des Proteinimports, die Kontrolle der Formation des Spindelapparats 

während der Mitose oder der retrograde axonale Proteintransport während der neuronalen 

Regeneration [219-221].   

1.4.4 Inhibition des Proteintransports 

Wie in Abschnitt 1.4.1 erläutert, ist die subzelluläre Transportmaschinerie in zahlreiche 

pathophysiologische Prozesse involviert. Daher haben die Modifikation des intrazellulären 

Transports und die gezielte subzelluläre Umverteilung von Proteinen das Potential zur 

Medikamentenentwicklung und der Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen.  

Bisher war die Entwicklung von Inhibitoren des nukleären Exports erfolgreicher als die 

Entwicklung von Suppressoren des Kernimports [222]. Eine Auswahl bisher identifizierter 

Inhibitoren des Kerntransports ist in Tabelle 1 dargestellt.  
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Inhibierter 
Transportweg 

Zielmolekül  Substanz Referenz 

Kernexport CRM1 Leptomycin B (LMB, 
Elactocin) 

[223-225] 

Ratjadone [226] 
Anguinomycin C + D [227] 
Selective inhibitors of 
nuclear export (SINE)-  
z.B. Verdinexor, Selinexor 

[228-232]  

Kernimport Importin β/ 
RanGTP 

Importazole [233] 

Importin β 2-Aminothiazol Derivat 1 [234;235] 
Importin α/β1 Mifepristone, Ivermectin [236;237] 

N-(4-Hydrxyphenyl) 
Retinamid (4-HPR) 

[238] 

  GW5074 [239]  
 Importin 7, 

Importin 9 
EPE- Peptid, PERY- Peptid [240;241]  

 
 
Als erster erfolgreicher Inhibitor des Kernexports wurde Leptomycin B (LMB, Elactocin) 

identifiziert, welcher als spezifischer Inhibitor von CRM1 agiert [223]. CRM1 ist als 

Exportin am Transport zahlreicher Proteine beteiligt, dazu zählen beispielsweise 

Tumorsuppressorproteine oder die mRNA zu translatierender Proteine, aber auch der 

Export von Medikamenten, wie Chemotherapeutika oder antiviralen 

Wirkstoffen [198;201;202]. Eine erhöhte CRM1- Expression gilt darüber hinaus als 

Indikator für eine schlechte Prognose von z.B. Magen- und Eierstockkrebs [242;243]. 

LMB bindet kovalent an einen Cysteinrest in der zentralen Bindungsregion von CRM1 und 

hemmt dadurch irreversibel die Interaktion mit dem NES des Zielproteins [225;244]. 

Deutliche Nebenwirkungen führten zu einem Abbruch klinischer Studien in Phase I, LMB 

dient aber dennoch weiterhin als nützliche Substanz zur Untersuchung zellulärer 

Exportmechanismen [245].  

Viele weitere Inhibitoren des CRM1- vermittelten nukleären Exports konnten in den 

letzten Jahren identifiziert werden. Dazu zählen unter anderem als LMB- Derivate 

Ratjadone und Anguinomycin C und D, welche Zellwachstum und –proliferation 

supprimieren und für einen Zellzyklusarrest oder Apoptose sorgen [226;227]. Auch hier ist 

das therapeutische Potential jedoch durch die toxischen Nebenwirkungen begrenzt [246].  

Tabelle 1: Inhibitoren des Kerntransports.  
Auswahl bisher identifizierter Inhibitoren des Kerntransports, aufgeteilt nach Inhibitoren 
des Exports bzw. Imports mit Aufführung von Zielmolekül, Substanz und Referenz. 
Modifiziert nach [222]. 
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Eine weitere Gruppe CRM1- inhibierender Moleküle umfasst die selective inhibitors of 

nuclear export (SINE). Diese besitzen eine suffiziente orale Bioverfügbarkeit, gelten als 

hochselektiv und führen eine nukleäre Akkumulation von Tumorsuppressoren und 

Zellzyklusinhibitoren sowie von Medikamenten herbei. Sie wurden zunächst als 

Krebsmedikamente getestet, der Substanz Verdinexor konnten aber auch breite antivirale 

Eigenschaften nachgewiesen werden, z.B. im Einsatz gegen Influenza- und RS- Viren oder 

opportunistische Viruserkrankungen [222;247;248]. Selinexor zeigte ein hohes 

Therapieansprechen bei Patienten mit refraktärem Non- Hodgkin Lymphom und multiplen 

Myelom [228;230]. Das Medikament wurde 2019 in einem beschleunigten Verfahren 

durch die U.S. Food & Drug Administration (FDA) in Kombination mit Dexamethason zur 

Behandlung des rezidivierend- refraktären Multiplen Myeloms zugelassen [232]. Einige 

der SINE- Mitglieder werden weiterhin in klinischen Studien in Phase I/ II/ III getestet. 

Insbesondere als Kombinationstherapie mit gängigen Chemotherapeutika und Cortison 

(unter anderem zur Reduktion von Nebenwirkungen) besitzen SINE ein hohes Potential 

zur Bekämpfung von Krebsleiden und weiteren Erkrankungen [222].  

Inhibitoren des nukleären Imports wurden bisher noch nicht in klinischen Studien getestet, 

finden aber einen breiten Einsatz in der Grundlagenforschung, um Prinzipien des 

Kernimports zu ergründen. Hintersteiner und Ambrus et al. konnten 2010 kleinmolekulare 

Inhibitoren des Importin a/b1- vermittelten Kernimports in vitro charakterisieren [249]. 

Der nukleäre Import- Inhibitor 2-Aminothiazol Derivat 1 interagiert beispielsweise mit 

Importin b und führt zu einem Zellzyklusarrest in der G2/ M- Phase. In Krebszellen kam es 

dadurch zu einer Hemmung der Proliferation, während gesunde Zellen durch die Inhibition 

nicht betroffen zu sein schienen [234;235]. 

Mifepristone und Ivermectin wurden als spezifische Breitspektruminhibitoren des 

Importin a/b1- vermittelten Kernimports mit hochpotenten antiviralen Eigenschaften 

identifiziert. Dabei haben sie keinen Einfluss auf andere Transportwege [236;237]. Auf 

weitere Erkenntnisse über Ivermectin wird in Abschnitt 1.5.2 genauer eingegangen. N-

(4-Hydroxyphenyl) Retinamid (4-HPR) hemmt auf gleiche Weise den Kernimport von 

Virusbestandteilen des Zika- und Dengue- Virus und konnnte somit die Vervielfältigung 

des viralen Genmaterials und die Ausbreitung einer Infektion verhindern [238]. Spezifisch 

entwickelten Peptiden konnte zudem jüngst eine erfolgreiche Proliferationshemmung 

verschiedener Krebszellen nachgewiesen werden, welche auf einer Inhibition der 

nukleären Translokation bestimmter Mitogen- aktivierter Proteinkinasen beruht [241]. 
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1.4.5 Transportmechanismen und Bedeutung der subzellulären 

Lokalisation der HIFs 

Die Funktion der HIFs als Signalmoleküle und Transkriptionsfaktoren erfordert den 

intrazellulären Transport beider HIF- Untereinheiten (a und b) sowie der HIF-a- 

spezifischen Hydroxylasen. HIF-a akkumuliert unter hypoxischen Bedingungen im 

Zellkern und wird in normoxischen oder reoxygenierten Zellen zurück ins Zytoplasma 

transportiert oder bereits nukleär abgebaut [250]. Der nukleäre Export von HIF-1a wird 

durch CRM1 vermittelt. Eine MAPK- induzierte Phosphorylierung von zwei Serinresten in 

der Nähe eines atypischen NES kann den Export verhindern und resultiert in einer 

nukleären Anreicherung und Genaktivierung von HIF-1a [56;251]. Der Kernimport von 

HIF-1a, HIF-2a und HIF-1b wird vornehmlich durch den Importin a/b1- Transportweg 

und ein C- terminal gelegenes klassisches NLS reguliert, welches für eine Interaktion mit 

Importin a sorgt [186;252]. HIF-2a wird zudem unabhängig von Importin a durch direkte 

Bindung an Importin b transportiert [186]. In den Transport von HIF-1a sind weitere 

Mitglieder der Transportrezeptorfamilie involviert, wozu Importin 4 und 7 gehören, die 

über Interaktion mit der N- terminalen bHLH- PAS- Domäne den Kernimport 

vermitteln [253]. Ferner konnte durch Carbonaro et al. und Lee et al. gezeigt werden, dass 

HIF-1a an polymerisierte Mikrotubuli und das Motoradapterprotein BICD1 binden und 

mithilfe des Dynein- Motorproteins in den Zellkern gelangen kann. Dieser Mechanismus 

spielt zum einen in der Tumorangiogenese, zum anderen aber auch in der Regeneration 

von mesenchymalen Stammzellen und Kardiomyozyten unter hypoxischen Bedingungen 

eine wichtige Rolle [254-256].  

Die hypoxisch- induzierte nukleäre Akkumulation von HIF-a und der Kernexport in 

Normoxie sind neben spezifischen Transportrezeptoren abhängig von der Aktivität der 

PHDs. Die PHDs unterliegen dabei ebenfalls den intrazellulären Transportmechanismen, 

was eine wichtige Rolle in der zellulären Sauerstoffsensorik spielt. PHD1 ist fast 

ausschließlich im Zellkern lokalisiert und eine Interaktion zwischen PHD1 und HIF-1a 

findet einzig in diesem Kompartiment statt [42;257;258]. Der nukleäre Import von PHD1 

geschieht Importin a/b1- vermittelt über Assoziation eines klassischen NLS mit der 

kleineren Bindungstasche von Importin a [42;259]. PHD3 konnte im Zellkern und im 

Zytoplasma nachgewiesen werden und wird ebenfalls über den klassischen Importin a/b1- 

vermittelten Weg transportiert [257]. PHD2 konnte gleichermaßen sowohl im Zytoplasma 
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als auch im Zellkern detektiert werden [257;260]. Die Hydroxylierung und proteasomale 

Degradierung von HIF-1a in Anwesenheit von Sauerstoff findet sowohl im Zytoplasma als 

auch im Zellkern statt. Die PHD2- Aktivität scheint jedoch im Nukleus regulatorisch 

bedeutender zu sein [261;262]. Wird PHD2 in Form von Deletionsmutanten im Zellkern 

gehalten, kommt es zu einer Reduktion der transkriptionellen Aktivität von HIF-1, des 

HIF-1a- Proteinspiegels sowie der Expression HIF-1- induzierter Zielgene [262]. Dabei ist 

der Kernimport nicht Importin a/b1- vermittelt, ein klassisches NLS ist in der PHD2- 

Sequenz nicht enthalten [259;262]. Pientka et al. konnten ein atypisches NLS 

identifizieren, die Charakterisierung des genauen Mechanismus für den nukleären Import 

von PHD2 ist jedoch noch ausstehend [262]. Der Kernexport wird CRM1- abhängig, ohne 

Vorliegen eines klassischen NES, jedoch über eine spezifische N- terminale 

Aminosäuresequenz im PHD2- Molekül kontrolliert [42;262].  

Eben genannte Erkenntnisse beweisen, dass die subzelluläre Lokalisation der HIF- 

Untereinheiten sowie der HIF- regulierenden Proteine entscheidend für die zelluläre 

Sauerstoffsensorik und Hypoxie- induzierte HIF- abhängige Geninduktion sind. Da die 

PHD2- katalysierte sauerstoffabhängige Hydroxylierung von HIF-1a vorrangig im 

Zellkern stattfindet, ist ein dynamischer, subzellulärer Transport beider Proteine 

essentiell [262]. Das Tumorsuppressor- Protein- von- Hippel- Lindau bewegt sich 

konstitutiv und sauerstoffunabhängig zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her. Nach 

nukleärer Hydroxylierung von HIF-a sorgt es für dessen zytoplasmatische bzw. nukleäre 

proteasomale Degradation [250].  

Neben in Abschnitt 1.1.4 beschriebenen Regulationsmechanismen existiert mit den 

subzellulären Transportmechnismen der HIFs sowie der HIF- modulierenden Proteine 

folglich ein weiteres Prinzip der Kontrolle des HIF- Signalweges. Das Potential, diese 

Transportmechanismen auch als Angriffsziel für die Entwicklung von Medikamenten zur 

Therapie von Krebserkrankungen und anderen Pathologien zu nutzen, soll in dieser Arbeit 

ergründet werden.   
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1.5 Der HIF- Signalweg als Ziel für Therapeutika 

1.5.1 Prinzipien und bisherige Identifikation von Inhibitoren und 

Aktivatoren des HIF- Signalweges 

Wie in den vorigen Abschnitten aufgeführt, haben sowohl Modifikation als auch 

intrazelluläre Lokalisation der HIFs einen entscheidenden Einfluss auf die physiologische 

Zelladaption an eine reduzierte Sauerstoffversorgung. Sie spielen zudem eine zentrale 

Rolle in der Tumorgenese und Manifestation anderer Erkrankungen sowie der Resistenz 

gegenüber gängigen Therapien. Daher bietet der HIF- Signalweg ein vielversprechendes 

Angriffsziel für Therapeutika.  

Dabei stehen zwei Prinzipien im Mittelpunkt: Zum einen kann durch eine Verstärkung des 

HIF- Signalweges das Outcome ischämischer oder hypoxischer Erkrankungen verbessert 

werden. Zum anderen kann eine Inhibierung desselbigen unter anderem die Therapie von 

Krebserkrankungen unterstützen, da diese das HIF- System für Wachstum und 

Ausbreitung nutzen [5]. Die Therapiemöglichkeiten und Nebenwirkungen sind aufgrund 

der vielfältigen HIF- Funktionen komplex. Bisher zielen die meisten fortgeschrittenen 

klinischen Ansätze auf eine Suppression der HIF- Aktivität durch Inhibierung der 

Proteinsynthese oder der transkriptionellen Aktivität bzw. auf eine Aktivierung von HIF-a 

durch Inhibierung der PHDs ab [5;263]. Weitere Substanzen wirken z.B. auf Ebene des 

intrazellulären Transports [264]. Eine Übersicht exemplarischer Inhibitoren und 

Aktivatoren des HIF- Signalweges ist in Tabelle 2 dargestellt.  
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Prinzip der HIF- 
Modulation 

Substanzname Zielmolekül Referenz 

Hemmung der mRNA- 
Prozessierung/ 
Translation/ Protein- 

Wortmannin PI3K [266] 

Expression und –
Stabilität 

LY94002 PI3K [266;267] 

 Temsirolimus, Everolimus, 
Sirolimus 

mTOR [268;269] 

 Glyceolline PI3K/ AKT/ mTOR [270] 
 Rezeptor- Tyrosinkinase- 

Inhibitoren (Gefitinib) 
EGFR [271] 

 Digoxin, Herzglykoside unbekannt [272-274] 
 Topotecan, Irinotecan Topoisomerase-I [275;276] 
 PX-478 unbekannt  [277;278] 
Inhibierung des 
intrazellulären 
Transports 

Ivermectin Importin a/b1 [264] 

Inhibierung der HIF-1a/ 
HIF-1b- Dimerisation 

Acriflavin, PT2385 PAS- Domäne der 
a- Untereinheiten 

[279-281] 

Inhibierung der DNA 
Bindung 

Echinomycin HRE [282] 

 Anthrazykline HRE [283] 
Inhibition der 
transkriptionellen 

Chetomin p300 [284] 

Aktivität Bortezomib C-TAD von HIF-1a [285] 
Regulation der Funktion 
von HIF- Zielgenen 

Antikörper (Bevacizumab) VEGF [286;287] 

 Rezeptor- Tyrosinkinase- 
Inhibitoren (Cediranib, 
Sorafenib)  

VEGF- aktivierte 
Rezeptor- 
Tyrosinkinasen 

[288;289] 

Aktivierung der HIF-a- 
Hydroxylierung durch 
PHD2 

Metallorganische 
Ruthenium- Verbindung, 
BBAPH-1 

PHD2 [290;291]  

 
PHD- Inhibition Intermediate des 

Krebszyklus 
a-Ketoglutarat- 
Bindungsstelle 

[110] 

 a-Ketoglutarat- Analoga 
(z.B. DMOG) 

a-Ketoglutarat- 
Bindungsstelle 

[35;36] 

 Eisenchelatoren 
(Daprodustat, Roxadustat, 
Vadadustat, Molidustat) 

Fe2+ [292] 

HIF-a- Stabilisierung HLJDT PI3K/ AKT  [293]  
 MG-132, Epoxomicin Proteasom [294]  
 
 

Tabelle 2: Inhibitoren und Aktivatoren des HIF- Signalweges.  
Exemplarische Auswahl von Inhibitoren und Aktivatoren des HIF- Signalweges mit 
jeweiligem Wirkprinzip, Substanznamen, Zielmolekül und Referenz. Modifiziert und 
erweitert nach [263;265]. 
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Substanzen, welche eine vermehrte HIF- Proteinsynthese in Tumorzellen hemmend 

beeinflussen, wirken z.B. als mTOR- Inhibitoren oder als Inhibitoren vorgeschalteter 

Kinasen, wie PI3K/ AKT oder MAPK, sowie von Rezeptor- Tyrosinkinasen (z.B. 

EGFR) [266]. Die mTOR- Inhibitoren Temsirolimus und Everolimus sind exemplarisch in 

der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen [295]. Als weiteres 

Beispiel kann der Topoisomerase-I- Inhibitor Irinotecan aufgeführt werden, welcher 

HIF-1a durch Modifikation mRNA- regulierender MikroRNA (miRNA) inhibiert und in 

der randomisierten GLARIUS Studie in Kombination mit dem VEGF- Antikörper 

Bevacizumab zu einem längeren progressionsfreien Überleben von Patienten mit 

Glioblastoma multiforme führte [296].  

Andere Substanzen wirken über Inhibierung des intrazellulären Transports, der 

Dimerisation der HIF- Untereinheiten, der DNA- Bindung und der transkriptionellen 

Aktivität [264;279-285]. Exemplarisch sei die Gruppe der Anthrazykline (z.B. Doxorubicin, 

Danurubicin) genannt, für welche bereits viele Therapieindikationen bestehen, 

beispielsweise in der medikamentösen Behandlung des Mammakarzinoms [297;298]. 

Durch Interkalation mit der DNA und Erzeugung von Strangbrüchen, welche die 

Assoziation zwischen HIFs und HRE unterbinden, hemmen die Chemotherapeutika die 

HIF- abhängige Zielgenexpression [283]. Jüngst konnte durch Vidimar et al. über eine 

direkte Aktivierung von PHD2 durch eine metallorganische Ruthenium- Verbindung eine 

HIF-1a- Inhibition erreicht und Angiogenese und Wachstum von Xenograft- Modellen 

humaner Kolontumore reduziert werden [290].  

Weitere therapeutische Möglichkeiten bestehen in der Modulation des Effektes von HIF- 

induzierten Proteinen, wie beispielsweise in einer Hemmung der VEGF- Wirkung durch 

spezifische VEGF- Antikörper (z.B. Bevacizumab) oder durch Inhibierung VEGF- 

aktivierter Rezeptor- Tyrosinkinasen (z.B. Cediranib, Sorafenib). Diese Substanzen 

erfahren bereits ein breites Anwendungsspektrum in der Onkologie [286-289;299]. 

 

Durch Hemmung der enzymatischen Aktivität der PHDs kann HIF-a auch unter 

normoxischen Bedingungen stabilisiert werden. Da das HIF- induzierte EPO- Gen streng 

durch hypoxische Stimuli reguliert ist, dienten die PHDs zu allererst als Angriffsziel in der 

Behandlung von Anämien, insbesondere renaler Anämien mit insuffizienter EPO 

Produktion [5]. Dabei vermögen es PHD- Inhibitoren, den endogenen EPO- Spiegel 

erfolgreich zu erhöhen. Ferner kurbeln sie durch andere Effekte, wie beispielsweise durch 
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eine verbesserte Eisenresorption, effektiv die Erythropoese an, ohne durch eine Steigerung 

der EPO- Menge über das physiologische Maß hinaus toxische Effekte 

hervorzurufen [265;300]. Außerdem lassen viele Studien vermuten, dass eine Inhibition 

der PHDs das Outcome ischämischer, vaskulärer sowie inflammatorischer Erkrankungen 

(z.B. Myokardinfarkt, zerebraler ischämischer Insult, ischämische Hautulzerationen, 

Kolitis, alkoholische Fettlebererkrankung) verbessern kann [36;301-304]. PHD- 

Inhibitoren zeigten zudem bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen zusätzliche 

Vorteile, wie eine Senkung des Cholesterinspiegels, und in Tiermodellen eine Reduktion 

des arteriellen Blutdrucks [305;306].  

Viele PHD- Inhibitoren wirken über eine Hemmung der Interaktion mit den für die 

enzymatische Funktion essentiellen Kofaktoren, wie z.B. a-Ketoglutarat- Analoga oder 

Eisenchelatoren. In Tabelle 2 aufgeführte Verbindungen wurden zum größten Teil bisher 

aufgrund der unspezifischen Wirkungen nicht in klinischen Studien getestet, dienten aber 

als Grundlage für die Erforschung des Wirkmechanismus der PHDs bzw. des HIF- 

Signalweges [307]. 

Die Substanzen Daprodustat (GSK-1278863), Roxadustat (FG-4592), Vadadustat (AKB-

6548) und Molidustat (BAY 85-3934) befinden sich hingegen aktuell in der klinischen 

Testung in Phase III Studien bei Patienten mit chronischem Nierenversagen mit und ohne 

Dialysetherapie. Alle vier Substanzen führten zu einer effektiven Erhaltung des Hb- 

Spiegels ohne hypertensive Effekte, welche rekombinantes EPO hervorrufen kann. Dabei 

scheinen sie eine relative Spezifität für die HIF-a- hydroxylierende Funktion der PHDs zu 

besitzen [292;308-311]. Sie wirken ebenfalls durch Chelatbildung mit dem Eisenatom im 

aktiven Zentrum der Enzyme, was zu elektrostatischen Interaktionen mit der 

a-Ketoglutarat- Bindungsstelle und einer kompetitiven Hemmung der Kofaktor- 

Rekrutierung führt [292]. Roxadustat ist seit Mitte 2019 in China zur Behandlung renaler 

Anämien bei Patienten, die sich einer Dialysetherapie unterziehen, zugelassen [312].  

HIF-a- Stabilisatoren agieren über eine Aktivierung des PI3K/ AKT- Signalweges oder 

Hemmung des proteasomalen Abbaus und präsentierten sich in präklinischen 

Versuchsreihen als vielversprechend in der Verbesserung des Outcomes zerebraler 

Ischämien [294].  

Eine dauerhafte Stabilisierung von HIF-1a ist jedoch mit der Entwicklung von 

Kardiomyopathien sowie Polycythämien mit entsprechenden Komplikationen 

assoziiert [313;314]. Das Auftreten von weiteren Nebenwirkungen durch Aktivierung des 



Einleitung 

38 
 

HIF- Signalweges, insbesondere bei der Langzeitanwendung, wie beispielsweise 

protumorgenetische Effekte, Erhöhung der Glukosewerte oder eine Lebertoxizität, muss in 

Betracht gezogen werden und wird ebenfalls in klinischen Studien getestet [265]. 

1.5.2 Entdeckung und Anwendung von Ivermectin und dessen Rolle als 

spezifischer Importin a/b1- Inhibitor 

Ivermectin ist ein FDA- zugelassenes Medikament, welches seit den 1980er Jahren als 

Breitspektrum- Antiparasitikum zur Behandlung von internen und externen Infektionen mit 

Nematoden und Arthropoden bei Menschen und Tieren eingesetzt wird. Aufgrund immer 

größer werdender Anwendungsmöglichkeiten wird Ivermectin inzwischen von 

ca. 250 Millionen Menschen jährlich eingenommen [315]. Ivermectin gehört zur Gruppe 

der Avermectine, bei denen es sich um makrozyklische Laktone handelt, und wurde 

erstmals 1981 als Antiparasitikum in der Landwirtschaft, bei der Zucht von Wassertieren 

und in der Veterinärmedizin eingesetzt. 1987 wurde es zur Behandlung von Onchozerkose, 

auch bekannt als Flussblindheit, beim Menschen zugelassen [316]. Ivermectin bindet an 

Glutamat- und g-Aminobuttersäure (GABA)- aktivierte Chloridkanäle und führt durch den 

ausgelösten Chloridionen- Einstrom zur Hyperpolarisation der Zellen. Dies resultiert in 

einer Blockade der Erregungsüberleitung zwischen Nerven- und Muskelzellen, führt zu 

einer Paralyse und letztlich zum Tod der Parasiten. Dabei sind Menschen durch die Blut-

Gehirnschranke vor der neurotoxischen Wirkung geschützt. Zusätzlich scheint Ivermectin 

systemeigene Sekretionssysteme der Parasiten zu hemmen und somit eine Detektion der 

parasitären Antigene durch das Immunsystem des Wirtes zu ermöglichen [316;317]. Das 

Medikament ist gut verträglich, Nebenwirkungen sind in der immunologischen und 

inflammatorischen Reaktion des Körpers begründet (z.B. Abgeschlagenheit, Fieber, 

Hautausschlag, Juckreiz) [318]. Bei hoher oraler Bioverfügbarkeit und einer Halbwertszeit 

von ca. 12 bis 36 Stunden wird es über das Cytochrom P- System der Leber 

abgebaut [319].  

Inzwischen ist die Substanz bei einer Vielzahl von parasitären Erkrankungen zugelassen, 

unter anderem für die Behandlung von Trypanosomiasis, Skabies, Läusen, Faden- und 

Madenwürmen und zahlreichen weiteren [316]. Einige Studien in den letzten Jahren 

zeigten zudem das Potential von Ivermectin als komplementäres, effektives Therapeutikum 

in der Behandlung von Malaria [320-322]. Dabei gelang es Chaccour et al. in einer 
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Pilotstudie am Tiermodell eine Rezeptur für eine subkutane Ivermectin- Anwendung mit 

langsamer Wirkstofffreisetzung zu entwickeln. Diese Methode erzeugt über mehr als 

12 Wochen konstante Plasmaspiegel der Substanz und sorgt für eine effektive Elimination 

der verschiedenen Entwicklungsstadien der Anopheles Mücke [319;323]. Durch 

wiederholte Gaben von Ivermectin konnte zudem die Anzahl der Malaria- Episoden bei 

Kindern in einer randomisiert- kontrollierten Studie effektiv reduziert werden [324]. 

Durch Interaktion mit dem zellulären Transportsystem hemmt Ivermectin den nukleären 

Import von Virusbestandteilen, die essentiell für eine Replikation von Plasmodium 

falciparum, dem Erreger der gefährlichen Malaria tropica, sind [322]. Wagstaff et al. 

identifizierten Ivermectin 2012 als spezifischen Inhibitor des Importin a/b1- vermittelten 

Kerntransports. Das Medikament bindet irreversibel an die NLS- Bindungstasche von 

Importin a und verhindert so die Interaktion zwischen dem NLS des Frachtproteins und 

dem Transportrezeptor (s. Abschnitt 1.4.3) [237]. Dabei hat Ivermectin keinen 

inhibierenden Einfluss auf den Transport von NLS- enthaltenden Zielproteinen, die von 

anderen Mitgliedern der Karyopherin- Familie erkannt werden [236;237]. Basierend auf 

diesem Wirkmechanismus konnte durch Hemmung des Importin a/b1- vermittelten 

Kernimports viruseigener Enzyme die Replikation des HI- und Dengue- Virus sowie des 

Venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis- Virus durch Ivermectin erfolgreich inhibiert 

werden [190;237;325-327]. 

Neben antiviralen und antiparasitären Eigenschaften hat Ivermectin großes Potential als 

Medikament in der Krebstherapie. Human epididymis protein 4 (HE4)- überexprimierende 

Ovarialtumorzellen konnten beispielsweise durch Ivermectin für eine Therapie mit den 

Chemotherapeutika Fulvestrant und Tamoxifen sensibilisiert werden. Ivermectin 

(insbesondere in Kombination mit Antiöstrogenen) inhibiert erfolgreich den nukleären 

Import von HE4, welches für eine Tumorgenese und Chemoresistenz verantwortlich 

ist [328]. Der Einfluss von Ivermectin auf den Hypoxie- induzierten Signalweg durch 

Inhibierung des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports von HIF-1a wird erstmals im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht [264]. In Tabelle 3 aufgeführte Proteine bzw. Gene 

konnten außerdem in verschiedenen präklinischen Studien als Angriffsziele von Ivermectin 

in Tumorzellen in vitro identifiziert werden. Exemplarisch seien an dieser Stelle die 

Inhibition des MDR- Proteins, welches verantwortlich für die Entwicklung multipler 

Chemotherapieresistenzen ist, und die Herunterregulation von Genen (z.B. 

Nanog/ Sox2/ Oct4), die für das Überleben von Krebsstammzellen essentiell sind, 
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genannt [329;330]. In vivo wurde Ivermectin in Tiermodellen mit akuter myeloischer 

Leukämie, Glioblastom, Mamma- und Kolonkarzinom sowie Lymphosarkom getestet und 

führte zu einer bis über 50 %- igen Reduktion des Tumorvolumens [316].  

 

Zielmolekül Wirk-
mechanismus 

Effekt Referenz 

MDR- Protein Inhibierung Suppression von multipler 
Medikamentenresistenz 

[329;331]  

Chloridkanal Aktivierung Hyperpolarisation der Zellmembran, 
Zelltod 

[332] 

AKT/ mTOR- 
Signalweg 

Inhibierung Mitochondriale Dysfunktion, 
oxidativer Stress, DNA- Schäden 

[333;334] 

P2X4/ P2X7 
Rezeptoren 

Aktivierung Induktion von Apoptose und Nekrose [335] 

Cytochrom C, Bax, 
Caspase-3, Caspase-9 

Aktivierung Induktion von Apoptose [336]  

PAK1 Protein Inhibierung Zytostatische Autophagozytose [337;338] 

WNT- TCF- Signalweg  Inhibierung Proliferationshemmung, Apoptose [339] 

YAP1 Inhibierung Proliferationshemmung, Apoptose [340;341]  

SIN3- Domäne von 
Multiprotein 
Repressorkomplexen 

Inhibierung Transkriptionelle Modulation, 
Hemmung der Metastasierung, 
Sensitivierung gegenüber 
Medikamenten 

[342] 

NS3 DDX23- Helikase Inhibierung Herunterregulierung von miRNA, 
Invasion und Zellproliferation 

[343] 

Nanog/ Sox2/ Oct4 
Gene 

Herunterreguli
erung 

Reduktion von Krebsstammzellen [330] 

Importin a/b1- 
Proteinkomplex 

Inhibierung Hemmung des HIF- Signalweges [264] 

  

Tabelle 3: Zielmoleküle von Ivermectin in Tumorzellen.  
Angriffsziele von Ivermectin in Tumorzellen in vitro mit Aufführung von Zielmolekül, 
Wirkmechanismus, Effekt und Referenz. Modifiziert und erweitert nach [316]. 
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1.6 Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit 

Die Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase unter sich stetig verändernden 

Belastungen und Umweltbedingungen ist entscheidend für die Zellfunktion und das 

Überleben des gesamten Organismus. Dabei spielt der HIF- Signalweg sowohl in 

physiologischem als auch pathophysiologischem Kontext eine zentrale Rolle, indem HIFs 

als heterodimere Transkriptionsfaktoren die Expression von Hunderten von Genen 

regulieren. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-a durch die enzymatische 

Funktion der PHDs negativ kontrolliert und die PHDs gelten als entscheidende molekulare 

Sauerstoffsensoren. Intratumorale Hypoxie ist ein bekanntes Phänomen in der 

Tumorgenese und durch eine HIF- induzierte Genexpression besitzen hypoxische 

Tumorzellen einen Überlebensvorteil, welcher maligne Progression und Metastasierung 

begünstigt. HIFs und PHDs können durch unterschiedliche Mechanismen in Tumoren 

parallel hochreguliert sein. Dabei ist eine vermehrte Expression von HIF-1a und PHD2 

unabhängig voneinander häufig mit einer schlechteren Differenzierung und einer erhöhten 

Therapieresistenz assoziiert.  

Im Rahmen der Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe „Hypoxie“ des Instituts für 

Physiologie wird in dieser Arbeit in Kooperation mit dem Institut für Strahlentherapie der 

Universität zu Lübeck der Zusammenhang zwischen der Expression des 

Sauerstoffsensorproteins PHD2 und der Strahlenresponsivität von Tumorzellen in vitro 

beleuchtet. Dafür wurden zwei bekannte Tumorzelllinien, in denen durch gezielte 

Transfektion ein PHD2- knockdown bzw. eine PHD2- Überexpression herbeigeführt 

wurde, mit gängigen Strahlendosen im Linearbeschleuniger bestrahlt und anschließend das 

klonogene Überleben der Zellen beurteilt. Hierdurch gewonnene Erkenntnisse sollen 

Rückschlüsse auf Ursachen einer Strahlenresistenz in Tumoren ermöglichen und denkbare 

Perspektiven für eine therapeutische Erhöhung der Strahlenresponsivität eröffnen.  

Nur durch kontrollierten Transport über die Kernmembran können HIFs und PHDs ihre 

biologische Wirkung entfalten. Die gezielte subzelluläre Umverteilung von 

Transkriptionsfaktoren und Sauerstoffsensoren stellt daher einen attraktiven Ansatz für die 

Entwicklung neuartiger Therapeutika dar. Durch möglichst spezifische chemische 

Inhibition des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports der HIFs können weitere 

Erkenntnisse in der Regulation sauerstoffabhängiger Genexpression gewonnen sowie das 

therapeutische Potential für die Umgehung HIF- induzierter Therapieresistenzen untersucht 

werden. Die antiparasitär und antiviral wirkende Substanz Ivermectin wurde bereits als 
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erster spezifischer Inhibitor des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports identifiziert. In 

Erweiterung der Ausgangshypothese dieser Arbeit soll die biologische und physiologische 

Aktivität von Ivermectin im Rahmen des Hypoxie- induzierten Signalweges auf 

molekularer Ebene analysiert werden. Diesem Zweck diente die Bestimmung der 

subzellulären Lokalisation und der nukleären Proteinexpression von HIF-1a sowie der 

HIF-1- Transaktivierungsfunktion und der HIF-1- abhängigen Zielgenexpression unter 

Ivermectin- Behandlung. Hierdurch gewonnenes Wissen soll einen Beitrag auf dem Weg 

zur Entwicklung von Wirkstoffen leisten, welche sich die Manipulation der intrazellulären 

Lokalisation von Proteinen, beispielsweise zur Bekämpfung therapeutischer Resistenzen, 

zu Nutze machen.
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2 Methoden 
Für die in dieser Arbeit durchgeführten Methoden wurden die in Anhang A aufgelisteten 

Materialien und Geräte verwendet. 

2.1 Zellbiologische Methoden 

2.1.1 Zellkultivierung 

Untersuchungen an Zellkulturen eignen sich vorzugsweise, um zelluläre Prozesse sowie 

externe und interne Einflüsse auf Signaltransduktion und Toxizität der Zelle gezielt zu 

erforschen.  

Die Handlungsschritte zur Kultivierung humaner Zelllinien fanden ausschließlich an einer 

Sterilwerkbank statt. Die Zelllinien HeLa, MCF7 und U2OS wurden in DMEM- 

Kulturmedium, die Zelllinien Hep3B, HepG2, HRG1 und Kelly in RPMI-1640- 

Kulturmedium im Zellinkubator bei 37 °C und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen kultiviert. 

Allen Kulturmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, 10 % fötales Kälberserum 

(FKS) sowie 100 IU/ ml Penicillin und 100 mg/ ml Streptomycin (P/ S) zugesetzt. Ein 

Kulturmediumwechsel erfolgte dreimal wöchentlich bis zum Erreichen einer Zelldichte 

von ca. 60 % bis 80 % Konfluenz. Zur Subkultivierung wurden die adhärenten Zellen nach 

Absaugen des Kulturmediums durch fünfminütige Inkubation mit Trypsin/ EDTA gelöst. 

Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt und die 

Zellsuspension im Verhältnis 1:5 mit Medium verdünnt.  

Um hypoxische Bedingungen herzustellen, wurden die Zellen für 24 Stunden einer 

wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 3 % O2, 5 % CO2 sowie 92 % N2 im 

Zellinkubator ausgesetzt. Zum direkten Vergleich wurden Zellen unter normoxischen 

Bedingungen mit 21 % O2, 5 % CO2 und 74 % N2 für die gleiche Zeitspanne inkubiert.  

2.1.2 Zellzahlbestimmung 

Je nach erwünschter Zellzahl wurden nach erfolgreicher Kultivierung bzw. durchgeführter 

Zellkulturexperimente definierte Zellzahlen nach Bestimmung mithilfe des Zellzählers 

CellometerTM Auto T4 in entsprechende Zellkulturgefäße ausgesät. Zur 
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Zellzahlbestimmung wurden die adhärenten Zellen, wie oben beschrieben durch 

Trypsin/ EDTA Zugabe, vom Zellkulturgefäßboden gelöst und nach Stoppen der Reaktion 

mittels Medium jeweils 40 µl in Eppendorfgefäße überführt. Anschließend erfolgte eine 

Färbung mittels 20 µl Trypanblau. Der Farbstoff kann die Zellmembran intakter Zellen 

nicht überwinden und somit lässt sich aus der Nichtaufnahme auf die Zellviabilität 

schließen. Im Zellzähler wurde jeweils eine Dreifachbestimmung der Zellzahl 

durchgeführt, um einen Mittelwert bilden zu können. Zur Aussaat definierter Zellzahlen 

erfolgte die Division der gewünschten Zellzahl mit der Anzahl der im Zellzähler 

bestimmten Zellen pro µl.  

2.1.3 Herstellung von Gesamtzelllysaten 

Die Herstellung von Gesamtzelllysaten diente in dieser Arbeit des quantitativen 

Proteinnachweises durch Western- Blot Analyse. Hierfür wurden entsprechend 

vorbehandelte Zellen in ihren Zellkulturgefäßen mit eiskalter, phosphatgepufferter 

Salzlösung (phosphate buffered saline, PBS) überschichtet und der adhärente Zellrasen am 

Boden des Gefäßes anschließend mit einem sterilen Zellschaber gelöst. Die Zellsuspension 

wurde dann mit einer Pipette in 2 ml Eppendorfgefäße überführt und bei 3000 rpm für 

5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in Urea- Zelllysispuffer 

resuspendiert und nachfolgend sonifiziert (25 % Leistung, 20 sec). Durch erneute 

Zentrifugation bei 14000 rpm für 10 Minuten wurden Überstand (Gesamtzelllysat) und 

Zelldetritus voneinander getrennt. Alle beschriebenen Arbeitsschritte wurden bei 4 °C 

durchgeführt, um eine Degradierung der Proteine durch zelluläre Proteasen zu vermeiden.  

Abschließend wurde das Gesamtzelllysat bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.  

2.1.4 Herstellung von Kernextrakten 

Kernextrakte wurden nach der von Semenza und Wang entwickelten und von Hellwig- 

Bürgel et al. modifizierten Methode hergestellt, um die nukleäre HIF-1α Expression unter 

dem Einfluss von Ivermectin zu analysieren [11;344]. Kultivierte und mit Ivermectin bzw. 

DMSO vorbehandelte U2OS und Kelly Zellen wurden mit eiskaltem PBS- Puffer 

gewaschen, adhärente Zellen mit dem Zellschaber gelöst, in PBS aufgenommen und bei 

800 rpm und 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert. Entstandene Zellpellets wurden mit 4 ml 
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eiskaltem Puffer A für Kernextrakte gewaschen, in Puffer A resuspendiert und für 

10 Minuten auf Eis gestellt. Die erfolgreiche Zelllyse wurde durch Trypan- Blau- Färbung 

und Betrachtung unter dem Mikroskop überprüft. Die Kerne wurden anschließend bei 

3500 rpm und 4 °C für 5 Minuten pelletiert, die Pellets in 100 ml Puffer C für Kernextrakte 

resuspendiert und für weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die 

Kernextrakte für 30 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Überstand 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die 

Proteinkonzentration wurde mithilfe des Bio- Rad DC Protein Assays bestimmt und die 

nukleäre HIF-1α Expression mittels SDS- Page und Western- Blot Analyse überprüft 

(s. Abschnitt 2.4).  

Es wurden jeweils mindestens vier voneinander unabhängige Experimente durchgeführt 

und entsprechend statistisch ausgewertet.  

2.1.5 Transfektion von eukaryotischen Zellen 

Bei einer Transfektion handelt es sich in der Zellbiologie um das Einbringen von Fremd- 

DNA bzw. –RNA in eukaryotische Zellen. Hierfür stehen sowohl chemische als auch 

physikalische und biologische Verfahren zur Verfügung. Eine Transfektion kann zeitweilig 

(transient) oder auch dauerhaft (stabil) erfolgen.  

In dieser Arbeit wurde zum einen Plasmid- DNA zum Erwirken einer (Über-) Expression 

eines Zielproteins in die Zielzelle eingeschleust. Hierfür diente das Transfektionsreagenz 

GeneJuiceR, bei dem es sich um ein wenig- toxisches, zelluläres Polyamin handelt, das 

über Komplexbildung mit der Plasmid- DNA durch die Zellmembran der Zielzelle gelangt. 

Zum anderen wurde small interfering RNA (siRNA) eingesetzt, um gezielt die Expression 

bestimmter Zielproteine der Zelle zu unterdrücken (Protein- knockdown). Durch Bindung 

an komplementäre Nukleotidsequenzen der messenger- RNA (mRNA) induziert die siRNA 

deren selektiven Abbau und inhibiert auf diese Weise die Translation der 

Proteinbiosynthese. Zum Einbringen von siRNA in die Zielzellen wurde das 

Transfektionsreagenz Lipofectamine2000TM verwendet, welches durch Bilden einer 

kationischen Lipidhülle um die negativ geladene Ribonukleinsäure- Molekülkette Zell- 

und Kernmembranen überwindet. Die Transfektionen erfolgten jeweils bei einem zu ca. 

60 % konfluenten Zellrasen, um eine suffiziente Sauerstoff- und Nährstoffversorgung der 

Zellen gewährleisten zu können. Der Transfektionserfolg wurde mittels 
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Proteinkonzentrationsbestimmung, SDS- Page und Western- Blot Analyse überprüft 

(s. Abschnitt 2.4).  

Es wurden jeweils mindestens fünf voneinander unabhängige Experimente durchgeführt 

und entsprechend statistisch ausgewertet.  

Die Transfektion mit Plasmid- DNA mithilfe des Transfektionsreagenzes GeneJuiceR 

erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers und in unten angegebenen Verhältnissen. Das 

Transfeaktionsreagenz wurde in Opti-MEMR vorverdünnt und für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur präinkubiert. Ebenso wurde die Plasmid- DNA in Opti-MEMR vorgelegt 

und nach fünfminütiger Präinkubationszeit dem Transfektionsreagenz zugefügt. Nach 

anschließender fünfzehnminütiger Inkubationszeit erfolgte nach Waschung und 

Überschichtung der Zielzellen mit FKS versetztem Medium ohne P/ S die Inkubation der 

Zielzellen mit dem Transfektionsgemisch für 24 bzw. 48 Stunden bei 37 °C. Als Kontrolle 

diente ein Leervektor bzw. die reine Zugabe des Transfektionsreagenzes zum Medium.  

 

Zellkulturgefäß Volumen  
Opti-MEMR 

Volumen 
GeneJuiceR 

Volumen 
Medium  

Plasmid- DNA 

6- Loch- Platten  100 µl 3 µl 2 ml 1 µg 
24- Loch- Platten 25 µl 0,75 µl 0,5 ml 0,25 µg 

 
 
Die Transfektion mit siRNA mithilfe des Transfektionsreagenzes Lipofectamine2000TM 

erfolgte ebenfalls gemäß den Angaben des Herstellers und unten aufgeführten 

Verhältnissen. Getrennt voneinander wurden siRNA und Transfektionsreagenz jeweils für 

5 Minuten bei Raumpemperatur mit Opti-MEMR präinkubiert, anschließend zu gleichen 

Teilen vermischt und für weitere 20 Minuten inkubiert. Die Zielzellen wurden ebenfalls 

mit FKS versetztem Medium ohne antibiotische Zusätze gewaschen und überschichtet und 

nachfolgend mit dem Transfektionsreagenz versetzt. Nach vierstündiger Inkubation bei 

37 °C wurde ein Mediumwechsel durchgeführt und die Zellen für weitere 44 Stunden 

inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein erneuter Mediumwechsel. Zum Nachweis des 

spezifischen Effekts der verwendeten siRNA auf die Inhibierung der Proteinsynthese des 

entsprechenden Zielproteins wurde zur Kontrolle das Reagenz BLOCKitTM, eine 

Fluorophor- markierte unspezifische siRNA, verwendet.  

 

Tabelle 4: Transfektionsgemisch GeneJuiceR. 
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Zellkulturgefäß Volumen  
Opti-MEMR 

Volumen  
Lipofectamine2000TM 

Volumen 
Medium  

siRNA 

6- Loch- Platten 200 µl 10 µl 2 ml 5 pmol 
24- Loch- Platten 50 µl 1,25 µl  0,5 ml 5 pmol 

2.1.6 Behandlung mit Ivermectin 

Für die Untersuchung der Beeinflussung zellulärer Signaltransduktionskaskaden wurden 

verschiedene Zelllinien für unterschiedliche Experimente (in folgenden Abschnitten 

beschrieben) mit Ivermectin behandelt. Die kultivierten und in 24- Loch- Platten mit 

definierter Zellzahl ausgesäten Zielzellen (1,5 x 104 Zellen pro Loch) wurden für eine 

Stunde mit Ivermectin präinkubiert. Ivermectin war zuvor in Dimethylsulfoxid (DMSO) in 

entsprechenden Konzentrationen von 1 µM bis 25 µM gelöst worden. Anschließend 

wurden die Zellkulturen ohne vorherigen erneuten Mediumwechsel für 24 Stunden 

normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen ausgesetzt (s. Abschnitt 2.1.1). Als 

Kontrollen wurden jeweils entsprechende Mengen DMSO (0,31 ‰) dem Medium 

zugesetzt. 

2.1.7 Zytotoxizitäts- Assay 

Die zytotoxische Wirkung von Ivermectin auf die Zelllinien U2OS, HepG2 und Kelly 

wurde durch Nutzung des CytoToxGloTM Zytotoxizotätstests überprüft. Mit definierter 

Zellzahl ausgesäte Zellen wurden mit Ivermectin in einer Konzentration von 1 µM bis 

25 µM bzw. zur Kontrolle mit DMSO für 24 Stunden unter normoxischen 

Inkubationsbedingungen behandelt (s. Abschnitt 2.1.1). Zytotoxische Effekte durch eine 

Behandlung mit Ivermectin zeigten sich in einem Anstieg der relativen Anzahl toter 

Zellen, welche nach 24 Stunden nach Protokollangaben des Herstellers bestimmt wurde. 

Hierbei nutzt der Assay ein nachleuchtendes Peptidsubstrat, das nur die nicht mehr 

intakten Zellmembranen toter Zellen passieren kann. Die Lumineszenz wurde mit dem 

Luminometer Berthold Mithras LB940 gemessen und die Daten auf die DMSO- Kontrolle 

Tabelle 5: Transfektionsgemisch Lipofectamine2000TM.  
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normiert. Es wurden jeweils drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und 

entsprechend statistisch ausgewertet.  

2.1.8 Luciferase- Reportergen Assay 

Um die Rolle der HIFs und anderer Transkriptionsfaktoren zu ergründen, muss deren 

transkriptionelle Aktivität nachgewiesen werden. Hierfür eignen sich Reportergen Assays. 

Ein Reportergen enthält eine Gensequenz, die für ein Protein kodiert, das der Kontrolle 

eines aufwärts liegenden Promotors unterliegt. Das Genprodukt hat häufig die Eigenschaft, 

chemilumineszente Reaktionen zu katalysieren, die dann als Korrelat der Expression des 

Reporterproteins im Zelllysat detektiert werden können. Das in dieser Arbeit verwendete 

Reportergen kodiert für eine Firefly- Luziferase, welche Luziferin unter Hinzunahme von 

Sauerstoff und ATP oxidiert. Beim Zerfall des entstandenen Oxyluziferins wird schließlich 

sichtbares Licht emittiert [345]. 

Es dienten die Zelllinien U2OS und HRG1 dazu, die Transaktivierungsfunktion von HIF-1, 

d.h. dessen Fähigkeit als Transkriptionsfaktor unter hypoxischen Bedingungen eine 

erhöhte Expression bestimmter Zielgene zu bewirken, unter Einfluss von Ivermectin zu 

überprüfen. HRG1 Zellen sind HepG2 Zellen, die mit einem Hypoxie- responsiven 

Reportergenkonstrukt stabil transfiziert sind [346]. U2OS Zellen wurden in 24- Loch-

Platten kultiviert und transient mit einem Hypoxie- responsiven Luziferase- 

Reportergenkonstrukt (pGL3[pH3SLV]luc) in Konzentrationen von 100 ng, 200 ng und 

300 ng transfiziert (s. Abschnitte 2.1.1, 2.1.5). Das verwendete Reportergenkonstrukt 

enthält drei Hypoxie- responsive Elemente (HRE) mit jeweils zwei und somit ingesamt 

sechs HIF-1- Bindungsstellen aus dem humanen Transferrin- Gen [347]. Ein leerer pGL4 

Vektor diente als Kontrolle der Transfektion. Nach 24 Stunden erfolgte ein 

Mediumwechsel. Alle Zelllinien wurden mit Ivermectin in einer Konzentration von 1 µM 

bis 10 µM oder DMSO, wie in Abschnitt 2.1.6 beschrieben, entsprechend vorbehandelt 

und für 24 Stunden normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Für den 

Reportergen Assay wurde das Dual- LuciferaseTM Reporter System genutzt. Der Inkubation 

folgend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 100 µl kaltem Reporter- 

Lysispuffer für 15 Minuten unter konstanter Rüttlung inkubiert. Es folgte ein Einfrieren bei 

-80 °C für weitere 10 Minuten. Nachfolgend wurden jeweils 20 µl des Zelllysats in 96- 

Loch- Mikrotiterplatten überführt. Durch sukzessive Zugabe von jeweils 100 µl Substrat 
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erfolgte die Messung der Firefly- Luziferase- Aktivität (FLU) am Luminometer Berthold 

Mithras LB940. Die Firefly- Luziferase- Aktivität wurde auf die Proteinkonzentration im 

Zelllysat normiert (Bestimmung mithilfe des Bio- Rad DC Protein Assays, 

s. Abschnitt 2.4.1).  

Es wurden jeweils fünf voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und 

entsprechend statistisch ausgewertet.  

2.1.9 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 

Für zellbiologische Untersuchungen zur Lokalisation von HIF-1a in der Zelle unter 

Einfluss von Ivermectin wurde in dieser Arbeit die Methode der indirekten 

Immunfluoreszenzfärbung genutzt. U2OS Zellen wurden in 24- Loch- Platten bis zu einer 

Konfluenz von 60 % kultiviert und für eine Stunde mit 7,5 µM bzw. 10 µM Ivermectin 

oder DMSO unter normoxischen Bedingungen behandelt (s. Abschnitte 2.1.1, 2.1.6). Zur 

Stabilisierung von HIF-1α und Simulation hypoxischer Bedingungen wurde die PHD- 

Aktivität durch vierstündige Zugabe von 1 mM Dimethyloxaloylglycine (DMOG) 

inhibiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen für 15 Minuten mit 250 ml kalter 

Fixierlösung fixiert, mit Permeabilisierungspuffer für 5 Minuten permeabilisiert und mit 

Blockierungspuffer für Immunfluoreszenz für 2 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgten 

die Zugabe des in Blockierungspuffer für Immunfluoreszenz verdünnten, 

antigenspezifischen monoklonalen Maus-anti- HIF-1α- Primärantikörpers und die 

Inkubation über Nacht. Am Folgetag wurde nach dem Waschen der Zellen mit PBS der 

fluoreszenzmarkierte polyklonale Sekundärantikörper (Alexa FluorR 

488- Ziege- Anti- Maus - IgG) für eine Stunde hinzugegeben. Die Proben wurden dann mit 

ProLongR Gold Antifade Reagent with DAPI auf Objektträgern eingebettet. Die 

fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am all- in- one Type Fluorescence 

Microscope BZ- 9000 mithilfe der BZ Analyzer Software. Die HIF-1a- Signalintensität 

wurde in Relation zur Gesamtzellzahl (DAPI- Signal) gesetzt und auf die DMSO Kontrolle 

normiert. Die Quantifizierung erfolgte automatisch durch einen spezifischen „Hybrid cell 

count“- Algorithmus der Software. Die Gesamtzellzahl eines repräsentativen Ausschnittes 

wurde durch das DAPI- Signal und eine automatische Zellseparationsmethode ermittelt, 

die HIF-1a- Signalintensität innerhalb dieses Areals durch Detektion der Helligkeit ab 

einem definierten Schwellenwert bestimmt.  
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Es wurden fünf voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und entsprechend 

statistisch ausgewertet.  

2.1.10 Bestrahlung von Zellen mit Röntgenbremsstrahlung 

Zur Ermittlung des Effekts von Röntgenbremsstrahlung auf teilungsaktive Zellen wurde in 

dieser Arbeit ein Koloniebildungstest nach Bestrahlung von Tumorzellen durchgeführt. 

Die untersuchten Zellen wurden 48 Stunden zuvor mit siRNA zur Inhibierung der 

Proteinsynthese bzw. Plasmid- DNA zur Überexpression bestimmter Proteine 

(s. Abschnitt 2.1.5) transfiziert. Nach einem Mediumwechsel erfolgte die Bestrahlung in 

24- Loch- Platten mit Gesamtenergiedosen von 2 Gray, 4 Gray und 6 Gray (Gy). Die 

Bestrahlung wurde mit freundlicher Unterstützung des Instituts für Strahlentherapie der 

Universität zu Lübeck mit dem Linearbeschleuniger Varian Trilogy- Cone-beam-CT- 

RapidArc durchgeführt. Dosimetrie und Durchführung wurden durch die Mitarbeiter des 

Instituts übernommen. Es wurden zur Kontrolle zu jedem Bestrahlungsgang in gleicher 

Weise vorbehandelte Zellen mitgeführt, die nicht bestrahlt wurden, jedoch auf diesem 

Wege den gleichen Umweltbedingungen ausgesetzt wurden. Der Transport erfolgte in 

styroporisolierten Transportboxen, die Zellen wurden für maximal 40 Minuten dem 

Brutschrank entnommen und nach erfolgter Bestrahlung bis zum nächsten Arbeitsschritt 

wieder umgehend den üblichen Zellinkubationsbedingungen zugeführt.  

2.1.11 Koloniebildungstest (Clonogenic Survival Assay) 

Der Koloniebildungstest (Clonogenic Survival Assay) dient der indirekten Messung des 

Zelltods nach Bestrahlung. Als Maß für die intrinsiche Strahlenwirkung kann mit seiner 

Hilfe die Abtötungseffizienz der Röntgenbremsstrahlung auf die vorbehandelten 

Tumorzellen getestet werden.  

HeLa und MCF7 Zellen wurde, unmittelbar im Anschluss an die im vorigen Abschnitt 

beschriebene Bestrahlung, 200 µl Accutase™ zugegeben und es folgte eine Inkubation für 

30 Minuten bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre. Anschließend wurden die 

Zellen jedes Lochs im Zellzähler CellometerTM Auto T4 gezählt. Es wurde jeweils eine 

Dreifachbestimmung der Zellzahl durchgeführt, um einen zuverlässigen Mittelwert bilden 

zu können. 1000 Zellen/ Loch wurden in 6- Loch- Platten im mit FKS und 
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Penicillin/ Streptomycin versetzten Medium dreifach je Vorbehandlung ausgesät. Dann 

erfolgte die Inkubation im Zellinkubator unter Standardbedingungen für 12 Tage 

(s. Abschnitt 2.1.1). Die Zelldichte wurde regelmäßig unter dem Mikroskop kontrolliert. 

Alle vitalen Zellen bildeten nach dieser Inkubationszeit eine makroskopisch sichtbare 

Zellkolonie. Zur Fixierung und Färbung wurden diese zunächst mit PBS gewaschen, für 

10 Minuten mit Fixierlösung fixiert und nachfolgend mit Ethanol (70 %) für weitere 

10 Minuten überschichtet. Dann erfolgte eine kurze Inkubation mit Coomassie- 

Färbelösung. Der in der Färbelösung enthaltene Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 

lagert sich an basische Seitenketten von Aminosäuren an und führt zu einer Blaufärbung 

der proteinreichen Zellkolonien. Nach erneutem Waschgang mit PBS und Wasser konnten 

die nun makroskopisch sichtbaren, gefärbten Kolonien gezählt und aus der jeweiligen 

Dreifachbestimmung der Mittelwert gebildet werden. Die Auszählung erfolgte dabei 

verblindet, um Beeinflussbarkeiten durch zu erwartende Ergebnisse zu vermeiden. Zur 

Normierung der ermittelten Koloniezahl wurden die Daten jeweils auf die Koloniezahl der 

unbestrahlten Kontrollen bezogen.  

Es wurden jeweils fünf voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und 

entsprechend statistisch ausgewertet.   



Methoden 

52 
 

2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 Vorbereitung und Transformation kompetenter E. coli- Zellen 

Als Transformation wird in der Mikrobiologie die nicht- virale Übertragung freier DNA in 

kompetente Bakterienzellen bezeichnet. Diese Methode wird als Teilschritt der Klonierung 

angewandt, um über einen eingeschleusten Vektor gezielt DNA- Abschnitte zu 

vervielfältigen.  

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli (E. coli)- Bakterien besteht jedoch 

keine natürliche Kompetenz, fremde DNA aufzunehmen. Daher ist eine Vorbereitung der 

Zellen notwendig. Die Kultivierung von E. coli- Zellen (Bakterienstamm XLIR) erfolgte 

aerob in LB- Medium (25 g LB- Medium + 1000 ml H2O) oder auf LB- Agarplatten (40 g 

LB- Agar + 1000 ml H2O). Die Arbeiten mit E. coli- Bakterien fanden ausschließlich an 

einer Sterilwerkbank statt. Zur Kultivierung auf LB- Agarplatten in Petrischalen wurden 

Einzelkolonien auf dem festen Nährboden ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. Dem Nährboden wurde für die Resistenzselektion Ampicillin (100 µg/ ml) bzw. 

Kanamycin (25 µg/ ml) zugesetzt. Zur Vorbereitung der Transformation wurden 5 ml LB- 

Medium mit 5 µl des entsprechenden Antibiotikums versetzt und zur Kultivierung 

Bakterienkolonien von LB- Agarplatten mit einer Pipettenspitze abgenommen und dem 

Kultivierungsansatz zugegeben. Eine Inkubation erfolgte über Nacht bei 37 °C und 

180 U/ min bei guter Belüftung im Schüttelinkubator.  

Um die E. coli- Zellen zur Aufnahme fremder DNA chemisch kompetent zu machen, 

wurde die Calciumchlorid- Methode genutzt. Hierfür wurden 4 ml der Übernachtkultur in 

400 ml LB- Medium bei 37 °C wachsen gelassen, bis zum Erreichen einer optischen 

Dichte von 0,375 bei 590 nm (OD590). Die Bakteriensuspension wurde dann auf 2 

Zentrifugenbecher aufgeteilt und für 5 bis 10 Minuten auf Eis gestellt. Anschließend 

erfolgte die Zentrifugation bei 1600 g und 4 °C für 7 Minuten. Das entstandene 

Bakterienpellet wurde nachfolgend in 40 ml eiskalter Calciumchlorid- (CaCl2) Lösung 

aufgenommen und für weitere 5 Minuten bei 1100 g und 4 °C zentrifugiert. Dem 

Bakteriensediment wurde hiernach erneut 40 ml eiskalte CaCl2- Lösung zugeführt und das 

Gemisch für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im nächsten Schritt wurden die Bakterien 

abermals bei 1100 g und 4 °C für 5 Minuten pelletiert und das Pellet im Anschluss in 8 ml 

CaCl2- Lösung resuspendiert. Die nun chemisch kompetenten E. coli- Zellen wurden 

abschließend in 200 µl Aliquots aufgeteilt und bei -80 °C eingelagert.  
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Für die Transformation wurde ein Aliquot chemisch kompetenter E. coli- Zellen aufgetaut, 

100 µl der Bakteriensuspension mit 500 µg PHD2- Plasmid- DNA bzw. 750 ng HRE- 

Firefly- Luziferase- Plasmid- DNA vermischt und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es 

folgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 2 Minuten und die erneute Inkubation auf Eis. 

Anschließend wurde 900 µl warmes LB- Medium hinzugegeben und die Bakterien zur 

phänischen Expression für eine Stunde bei 37 °C und 180 U/ min im Schüttelinkubator 

inkubiert. Schließlich wurde der Transformationsansatz auf LB- Agarplatten mit 

entsprechendem Antibiotikazusatz mit einem sterilen Spatel ausgestrichen und bei 37 °C 

für 24 Stunden im Zellinkubator inkubiert.  

2.2.2 Präparation von Plasmid- DNA aus E. coli- Zellen 

Für die Isolation von kleinen Mengen Plasmid- DNA (bis 20 µg) aus transformierten 

E. coli- Zellen wurde das GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit verwendet. Die Plasmid- DNA 

wurde aus 1 ml einer Übernachtkultur gemäß den Angaben des Herstellers präpariert. Das 

Verfahren beruht auf einer zunächst durchgeführten Lyse und Zentrifugation der 

Bakterien. Das Lysat wird dann auf eine Spinsäule appliziert, die eine 

Membrantechnologie auf Silikabasis nutzt, um selektiv DNA-Moleküle bei hoher 

Salzkonzentration zu binden. Die gebundene DNA wird durch Waschen von 

kontaminierenden Anteilen getrennt und die aufgereinigte Plasmid- DNA in Elutionspuffer 

eluiert. Mithilfe des Spektrometers Nanodrop ND- 1000 wurden Konzentration und 

Reinheit der präparierten Plasmid- DNA durch photometrische Bestimmung der 

Absorption bei 260 nm überprüft. Der Quotient aus den bei 260 nm und 280 nm 

(Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessenen Absorptionsmaxima sollte bei einer 

proteinfreien Aufreinigung zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Zur Bewertung der Plasmid- 

Qualität wurde zudem eine Agarose- Gelelektrophorese durchgeführt (s. Abschnitt 2.3.2).   
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2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Quantitative Real- Time- Polymerase- Kettenreaktion 

Die Methode der Polymerase- Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der 

Vervielfältigung bestimmter Nukleinsäureabschnitte. Diese befinden sich zwischen zwei 

sogenannten Primern, bei denen es sich um bekannte Oligonukleotidsequenzen handelt. 

Das Grundprinzip der PCR besteht aus wiederkehrenden Zyklen von Denaturierung der 

doppelsträngigen DNA, Annealing (Anlagern) der gewählten Primer und Neusynthese des 

selektierten Nukleinsäureabschnittes (Elongation). Die quantitative Real- Time- 

Polymerase- Kettenreaktion (quantitative real time polymerase chain reaction, qRT- PCR) 

beruht auf dem Grundprinzip der PCR und ermöglicht zusätzlich mithilfe von Fluoreszenz 

Messungen, die während des PCR- Zyklus in Echtzeit (real time) erfasst werden, die 

Quantifizierung der gewonnenen DNA. Diese Methode gestattet es, über die Amplifikation 

von komplementärer DNA (complementary desoxyribonucleic acid, cDNA) indirekt die 

vorhandene mRNA- Menge eines bestimmten Zielgens zu messen.  

In dieser Arbeit wurde die mRNA- Menge des spezifischen HIF-1- Zielgens solute carrier 

family 2 member 1 (SLC2A1) unter Einfluss von Ivermectin ermittelt. Zunächst ist hierfür 

die Isolation zellulärer Gesamt- RNA aus Zellkulturen notwendig. Mit definierter Zellzahl 

ausgesäte U2OS und HepG2 Zellen (0,5 x 105 Zellen pro Loch) wurden in 24- Loch- 

Platten mit Ivermectin in Konzentrationen zwischen 1 µM und 10 µM vorbehandelt 

(s. Abschnitt 2.1.6) und anschließend normoxischen bzw. hypoxischen 

Inkubationsbedingungen ausgesetzt (s. Abschnitt 2.1.1). Eine Behandlung mit DMSO 

diente als Kontrolle. Nach 24 Stunden wurde die zelluläre Gesamt- RNA unter Nutzung 

der ABI PRISMR6100 Nucleic Prepstation im RNA Cell- Programm nach Angaben des 

Herstellers extrahiert. Die kultivierten Zellen wurden mit PBS Puffer gewaschen und in 

500 µl Lysispuffer lysiert. Es folgten im RNA Cell- Programm mehrere Waschschritte mit 

Waschlösungen und anschließend die Elution in Elutionslösung. Die Konzentration der 

extrahierten RNA wurde im Spektrophotometer NanoDrop ND 1000 bestimmt und die 

Lösung bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  

Mittels reverser Transkription wurde die RNA (100 ng bis 300 ng) dann in cDNA 

umgeschrieben. Hierfür wurden die M- MuLV Reverse Transkriptase und Random 

Hexamer- Primer genutzt. Für ihre enzymatische Aktivität benötigt die Reverse 

Transkriptase zudem den Zusatz von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs). Der 
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untenstehende Präinkubationsansatz wurde für 5 Minuten auf 65 °C im Thermocycler 

erhitzt und anschließend auf Eis gestellt. 

 

Substanz Menge 

zelluläre Gesamt- RNA 11 µl 
Random Hexamer Primer (100 µM) 1 µl 
dNTPs (2,5 mM) 4 µl 
DEPC- H2O 16 µl 

 
 
Nachfolgend wurden je Probe 4 µl des Mastermixes für die Reverse Transkription 

zugegeben und das Gemisch für 60 Minuten bei 42 °C inkubiert.  

 

Substanz Menge 

M- MuLV Reverse Transkriptase Puffer (10x) 2 µl 
RNase Inhibitor 0,25 µl 
M- MuLV Reverse Transkriptase 1 µl 
DEPC- H2O 0,75 µl 

 
 
Die cDNA- Synthesereaktion wurde dann durch zehnminütiges Erhitzen auf 90 °C 

gestoppt.  

Die qRT- PCR wurde im ABI PRISMR7000 Sequence Detection System mithilfe des 

SensiMix™ SYBRR& Fluorescein Kits durchgeführt. Je Ansatz wurden 1 µl cDNA (1:1 mit 

DEPC- H2O verdünnt) und 24 µl des untenstehenden Mastermixes eingesetzt. Die 

verwendeten Primer sind in Anhang A mit ihren jeweiligen Sequenzen aufgeführt.  

  

Tabelle 6: Präinkubationsansatz Reverse Transkription. 

Tabelle 7: Mastermix Reverse Transkription. 
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Substanz Menge 

SensiMix™ SYBRR& Fluorescein Kit 12,5 µl 
Primer forward (10 µM) 0,25 µl 
Primer reverse (10 µM) 0,25 µl 
H2O 11 µl 

 
 
Für die qRT- PCR galten folgende Zyklusbedingungen: Aufwärmung der Proben bei 50 °C 

für 2 Minuten, Denaturierung der doppelsträngigen DNA und Polymeraseaktivierung bei 

95 °C für 10 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen Primerhybridisierung (Annealing) bei 95 °C 

für 15 Sekunden und DNA- Neusynthese (Elongation) bei 60 °C für 60 Sekunden. 

Wasserkontrollproben wurden stets mitgeführt. Zur qualitativen Analyse der amplifizierten 

DNA- Abschnitte wurde anschließend eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Hierbei 

wird die doppelsträngige DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur langsam 

kontinuierlich erhöht wird (von 60 °C auf 95 °C). Bei einer für den DNA- Abschnitt 

spezifischen Schmelztemperatur denaturiert der DNA- Doppelstrang und dabei wird ein 

Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt. Diese Fluoreszenzänderung wird vom System detektiert. 

Schmelztemperatur und Schmelzkurve hängen von Länge und Basenzusammensetzung des 

amplifizierten DNA- Abschnittes ab und spezifische doppelsträngige DNA- Abschnitte 

weisen einen höheren Schmelzpunkt auf als unspezifisch entstandene Primerdimere. Daher 

dient die Schmelzkurvenanalyse der Beurteilung von Qualität und Spezifität der 

entstandenen PCR- Produkte. Zur Quantifizierung wurde die ΔΔCt- Methode verwendet 

und die Messwerte der SLC2A1- mRNA- Expression auf die Expression der konstitutiv 

exprimierten mRNA für das humane ribosomale Strukturprotein L28 normiert (hierfür 

wurde die cDNA 1:1000 mit DEPC H2O verdünnt).  

Es wurden jeweils fünf voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und 

entsprechend statistisch ausgewertet.   

Tabelle 8: Mastermix qRT- PCR. 
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2.3.2 Agarose- Gelelektrophorese von DNA 

Die Agarose- Gelelektrophorese dient in der Molekularbiologie der Auftrennung von 

Nukleinsäuren (RNA oder DNA) nach ihrer Größe und dem Vergleich ihrer Größe und 

Masse mit Nukleinsäuren bekannter Basenpaarlängen.  

In dieser Arbeit wurde die Methode genutzt, um im Anschluss an die Präparation von 

Plasmid- DNA die Qualität der gewonnenen Ziel- DNA zu überprüfen. Bei zu erwartender 

Länge der Nukleinsäuren zwischen 500 bis 10.000 Basenpaaren (bp) wurden 

Agarosekonzentrationen von 1 % verwendet. 1 g Agarosepulver wurde in 100 ml Tris- 

Acetat- EDTA (TAE)- Puffer durch Aufkochen gelöst und mit 5 µl Ethidiumbromid 

versetzt. Bei Ethidiumbromid handelt es sich um einen Farbstoff, der nach Interkalation in 

Nukleinsäuren ein Fluoreszenzsignal emittiert. Die Mischung wurde hiernach in eine 

Gelkammer eingegossen und konnte für 20 Minuten aushärten. Anschließend wurde das 

Gel in einer horizontalen Gelkammer mit TAE- Puffer überschichtet. Die Proben wurden 

mit Laufpuffer für Agarose- Gele versetzt und in die Probentaschen gegeben. Eine Probe 

mit Nukleinsäuren bekannter Länge diente als Marker zur späteren Größenbestimmung der 

aufgetrennten DNA. Die Gelelektrophorese wurde bei 60 mA und 10 V/ cm2 über mind. 

30 Minuten durchgeführt. Abschließend wurden die aufgetrennten DNA- Fragmente im 

Agarose- Gel in der Geldokumentationsanlage EASY Win32 unter Anregung durch UV- 

Licht analysiert. Da eine Restriktion durch Restriktionsendonukleasen hier nicht 

durchgeführt wurde, lagen die aufgetrennten DNA- Abschnitte in supercoilter Form vor. 

Die zu erwartende Basenpaarlängen ergaben sich dabei aus der Größe des Vektors und der 

bekannten Größe des klonierten DNA- Abschnittes (pcDNA3 PHD2: 8555 bp, 

pEGFG- PHD2: 7811 bp, GL3[pH3SLV]luc: 5910 bp) [348-350].  
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2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten und Kernextrakten wurde mithilfe des Bio- Rad 

DC Protein Assays bestimmt. Hierbei wurde nach den Anweisungen des Herstellers 

vorgegangen. Das Prinzip des Assays beruht auf der Biuret- Reaktion, bei der mindestens 

zwei Peptidbindungen in wässrig- alkalischer Lösung einen farbigen Komplex mit 

zweiwertigen Kupferionen eingehen. Die zweiwertigen Kupferionen (Cu2+) werden dabei 

zu einwertigem Kupfer (Cu1+) reduziert. Dieses bildet mit der in der Lösung vorhandenen 

Bicinchinonsäure (2,2′-Bichinolin-4,4′-dicarbonsäure) einen spezifischen violetten 

Farbkomplex, dessen Absorption mittels Luminometer (Berthold Mithras LB940) bei 

700 nm gemessen werden kann. Die Farbstoffintensität korreliert dabei direkt mit der 

Proteinmenge der jeweiligen Probe. Der Proteingehalt (µg/ µl) kann somit über eine 

Albumin- Standardverdünnungsreihe bestimmt werden.  

2.4.2 SDS- Polyacrylamid- Gelektrophorese 

Die SDS- Page (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) dient der 

Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülmasse im elektrischen Feld. Als 

Trennmedium fungiert ein diskontinuierliches Gel, zusammengesetzt aus Sammel- und 

Trenngel, denen Natriumdodecylsulfat (SDS) zugesetzt wurde. SDS überdeckt als 

anionisches Tensid die Eigenladung der Proteine, sodass diese konstant negativ geladen 

sind. Durch vorige Denaturierung wird eine Streckung der zuvor gefalteten 

Polypeptidketten erreicht, die im elektrischen Feld zunächst durch das Sammel-, dann 

durch das Trenngel nach ihrer Kettenlänge und proportional zur Molekülmasse aufgetrennt 

werden (längere Polypeptidketten werden im Gel stärker zurückgehalten als kürzere).  

Gesamtzelllysate oder Kernextrakte wurden, wie in den Abschnitten 2.1.3 und 2.1.4 

geschildert, entsprechend vorbereitet und 40 µg bis 100 µg Protein mit Aqua Bidest 

versetzt, sodass gleiche Probenmengen von 30 µl erreicht wurden. Danach erfolgte die 

Zugabe von 5 µl Ladepuffer für SDS- Page und die Proteine wurden durch fünfminütiges 

Aufkochen bei 100 °C denaturiert.  

Zur weiteren Vorbereitung war die Herstellung von Sammel- und Trenngelen notwendig. 

Die Gele hatten eine Größe von 83 x 73 x 1,5 mm, die Acrylamidkonzentration wurde 
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entsprechend der Größe der aufzutrennenden Proteine gewählt. Die vertikalen Gele wurden 

in die passenden Kammern eingebaut und mit Laufpuffer für SDS- Page überschichtet. Die 

Proben sowie ein Größenmarker wurden in die Probentaschen gegeben und die 

Gelelektrophorese bei 70 V für 2 Stunden durchgeführt. Die aufgetrennten Proteine 

wurden anschließend durch Western- Blot Analyse visualisiert und beurteilt (s. folgender 

Abschnitt).  

2.4.3 Western- Blot Analyse 

Eine Möglichkeit zur Beurteilung der in der SDS- Page aufgetrennten Proteine bietet das 

Verfahren der Western- Blot Analyse. Hierbei werden die Proteine durch einen 

Elektrotransfer auf eine Trägermembran übertragen (Blotting) und anschließend sichtbar 

gemacht.  

Die Gele wurden nach SDS- Page den Elektrophoresekammern entnommen und auf der 

Vorderseite mit einer Nitrozellulose- Trägermembran sowie von beiden Seiten mit drei 

Lagen Filterpapier bedeckt. Trägermembran und Filterpapiere wurden zuvor mit Western- 

Blot Transferpuffer benetzt. Anschließend erfolgte das Blotting bei 10 V für 1 Stunde im 

Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell System. Um den Proteintransfer sichtbar zu 

machen, wurde die Membran mit Ponceau S gefärbt. Um unspezifische Bindungsstellen 

auf der Membran zu blockieren, wurde diese bei Raumtemperatur für mindestens 

2 Stunden in Blockierungspuffer aus 5 % Magermilchpulver in PBS geschwenkt. 

Anschließend fand die Inkubation mit einem entsprechenden und in Blockierungspuffer 

spezifisch verdünnten, antigenspezifischen Primärantikörper bei 4 °C auf einem Schüttler 

über Nacht statt. Am Folgetag wurde die Membran zur Entfernung unspezifisch 

gebundener Primärantikörper dreimal mit PBS gewaschen und anschließend mit dem 

entsprechenden enzymgekoppelten Sekundärantikörper für mindestens eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach folgten drei weitere Waschgänge der Membran mit 

PBS. Zum indirekten Proteinnachweis dienten die 2 Komponenten des AmershamTM ECL 

PlusTM Western- Blotting Reagenzes, die das Substrat der an die Sekundärantikörper 

gekoppelten Peroxidase enthalten. Als Ergebnis des enzymatischen Substratumsatzes 

entsteht ein chemilumineszentes Signal, das durch Exposition eines Röntgenfilms an der 

Nitrozellulosemembran für 1 bis 20 Minuten detektiert wurde. Die Entwicklung des Films 

erfolgte manuell in der Dunkelkammer.  
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Zur Überprüfung gleicher Proteinladung und –transfer wurde eine Ladekontrolle mit einem 

anti- Aktin-, anti- Lamin A/C oder anti- SP1- Antikörper durchgeführt. Zur Quantitativen 

Auswertung der Proteinbanden diente ein densitometrisches Verfahren, das mithilfe des 

Computerprogramms Image J durchgeführt wurde. Dabei wurden die Proben auf die 

entsprechenden Proteinmengen der konstitutiv exprimierten Ladekontroll- Gene Aktin, 

Lamin A/C oder SP1 normiert.   
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2.5 Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden mindestens drei-, meist jedoch fünfmal unabhängig voneinander 

durchgeführt. Dabei steht „n“ in den Ergebnissen für die Anzahl der unabhängigen 

Wiederholungen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung 

(standard deviation, SD) dargestellt. Es wurden der Kolmogorow- Smirnow- Test zur 

Überprüfung der Normalverteilung der Daten, im sorgfältig geprüften Einzelfall der 

Grubbs‘ Ausreißertest, der gepaarte t- Test zur Ermittlung der statistischen Signifikanz der 

Unterschiede zweier normierter Datengruppen sowie die ANOVA- Analyse und der 

Bonferroni Post- Test zur Varianzanalyse angewandt. Ein p- Wert kleiner als 0,05 wurde 

als statistisch signifikant angesehen: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Zu beachten 

sei, dass ermittelte Signifikanzen bei n < 5 unter Vorbehalt zu betrachten sind, da ein Test 

auf Normalverteilung bei kleiner Stichprobenzahl nicht durchführbar ist.  

Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Computerprogramms 

GraphPad Prism 5, die Generierung der Abbildungen mithilfe des Computerprogramms 

Inkscape sowie Microsoft Office Power Point. 

 



Ergebnisse 

62 
 

3 Ergebnisse 

3.1 Einfluss der PHD2- Expression auf die 

Strahlenresponsivität 

Zur Analyse der Zelltyp- abhängigen Strahlenresponsivität nach einem Protein- knockdown 

einerseits sowie einer Überexpression von PHD2 andererseits wurden die Tumorzelllinien 

HeLa und MCF7 ausgewählt. HeLa Zellen entstammen einem humanen Zervixkarzinom, 

bei dessen Therapieansätzen nach aktuellen Leitlinien sowohl die neoadjuvante, adjuvante 

als auch primäre Radio- (Chemo-) Therapie eine entscheidende Rolle spielen. 

Gleichermaßen bedeutsam ist die Radio- (Chemo-) Therapie im Kontext der Therapie des 

Mammakarzinoms (Strahlentherapie s. Abschnitt 1.3.1). MCF7 Zellen entstammen einem 

Adenokarzinom der Brustdrüse (ER+, PR+/-, HER-2-) [297;298]. 

3.1.1 Erfolgreicher knockdown und Überexpression von PHD2 in 

Tumorzellen 

Zur Vorbereitung der Bestrahlung mit Röntgenbremsstrahlung wurden die Zelllinien HeLa 

und MCF7, wie in Abschnitt 2.1.5 erläutert, für einen Protein- knockdown transient mit 

siRNA PHD2 transfiziert. Die erfolgreiche Inhibierung der PHD2- Expression wurde 

mittels Western- Blot überprüft (s. Abschnitt 2.4).  

 

Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, konnte durch die siRNA- Behandlung ein 

signifikanter PHD2- knockdown für HeLa Zellen (links) und MCF7 Zellen (rechts) 

nachgewiesen werden (A). Es wurden knockdown- Raten von im Mittel 74,7 % in HeLa 

Zellen und 84,1 % in MCF7 Zellen erreicht (B). 



Ergebnisse 

63 
 

 
 

Abbildung 5: PHD2- knockdown in den Zelllinien HeLa und MCF7.  
HeLa Zellen (links) und MCF7 Zellen (rechts) wurden transient mit siRNA PHD2 bzw. 
BLOCK-itTM als Kontrolle (Kontr.) transfiziert. Die PHD2- Proteinexpression im Gesamtzelllysat 
wurde mittels Western- Blot Analyse untersucht. A: Repräsentative Darstellung der spezifischen 
PHD2- und Aktin- Proteinbanden im Western- Blot. Aktin diente als Ladekontrollprotein. Angabe 
der Proteingröße in kDa. B: Die Signalintensität der Proteinbanden wurde densitometrisch mithilfe 
des Programms Image J ausgewertet und die zur Aktin- Expression relative PHD2- Signalintensität 
auf die relative Signalintensität der Kontrolle (100 %) normiert. MW ± SD (gepaarter t- Test), 
n = 5, *** p < 0,001. 
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Des Weiteren sollte geprüft werden, welchen Effekt eine PHD2- Überexpression auf die 

Strahlenresponsivität oben genannter Zelllinien hat. Hierfür wurden HeLa und MCF7 

Zellen, wie in Abschnitt 2.1.5 aufgeführt, transient mit Plasmid- DNA (pcDNA3 PHD2) 

transfiziert.  

 

Die Western- Blot Analyse zeigte, wie in Abbildung 6 zu sehen ist, eine erkennbare 

Überexpression von PHD2 in HeLa Zellen (links) und MCF7 Zellen (rechts) (A). Die 

PHD2- Proteinmenge im Gesamtzelllysat wurde im Mittel um 36,7 % in HeLa Zellen und 

um 47,2 % in MCF7 Zellen erhöht (B). Eine statistische Auswertung ermittelte die 

Überexpression als nicht signifikant bei n = 5 und hoher Standardabweichung der Werte. 
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Abbildung 6: PHD2- Überexpression in den Zelllinien HeLa und MCF7.  
HeLa Zellen (links) und MCF7 Zellen (rechts) wurden transient mit pcDNA3 PHD2 bzw. einem 
Leervektor (pcDNA3) als Kontrolle (Kontr.) transfiziert. Die PHD2- Proteinexpression im 
Gesamtzelllysat wurde mittels Western- Blot Analyse untersucht. A: Repräsentative Darstellung 
der spezifischen PHD2- und Aktin- Proteinbanden im Western- Blot. Aktin diente als 
Ladekontrollprotein. Angabe der Proteingröße in kDa. B: Die Signalintensität der Proteinbanden 
wurde densitometrisch mithilfe des Programms Image J ausgewertet und die zur Aktin- Expression 
relative PHD2- Signalintensität auf die relative Signalintensität der Kontrolle (100 %) normiert. 
MW ± SD (gepaarter t- Test), n = 5, ns = nicht signifikant (p > 0,05).  
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3.1.2 Strahlenresponsivität unter PHD2- knockdown und 

PHD2- Überexpression 

Zur Untersuchung der Strahlenresponsivität unter PHD2- knockdown und 

PHD2- Überexpression wurden die zuvor mit siRNA bzw. Plasmid- DNA transfizierten 

Zelllinien HeLa und MCF7 im Linearbeschleuniger Varian Trilogy- Cone-beam-CT- 

RapidArc mit in der klinischen Praxis üblichen Einzeldosen von 2 Gray bis 4 Gray (Gy) 

bestrahlt. Zur Verdeutlichung des Kurvenverlaufs des klonogenen Überlebens der Zellen 

wurde außerdem mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlt. Nicht bestrahlte Zellen zur späteren 

Normierung der Daten wurden stets mitgeführt. 12 Tage nach Bestrahlung erfolgte die 

Auswertung des Anteils vitaler Zellen mithilfe des Koloniebildungstests 

(s. Abschnitte 2.1.10 und 2.1.11).  

 

Abbildung 7 stellt den Einfluss der Inhibierung der PHD2- Expression in HeLa 

Zellen (oben) und MCF7 Zellen (unten) auf das klonogene Überleben nach Bestrahlung 

dar. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, hatte ein PHD2- knockdown keinen statistisch 

signifikanten Einfluss auf das klonogene Überleben in den Zelllinien HeLa und MCF7 bei 

Bestrahlungsdosen von 2 Gy bis 6 Gy. Es zeigte sich jedoch ebenfalls eine hohe 

Standardabweichung der einzelnen Messwerte.  
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Abbildung 7: Klonogenes Überleben nach Bestrahlung von PHD2- defizienten Zellen. 
Mit siRNA transient transfizierte HeLa Zellen (oben) und MCF7 Zellen (unten) wurden im 
Linearbeschleuniger mit Energiedosen von 2 Gray bis 6 Gray (Gy) bestrahlt. Nach 12 Tagen wurde 
der Anteil vitaler Zellen mittels Koloniebildungstest bestimmt. Die Anzahl gewachsener Kolonien 
der bestrahlten PHD2- knockdown bzw. Kontrollzellen wurde auf die der unbestrahlten Zellen 
normiert. Die unspezifische siRNA BLOCK-itTM diente als Kontrolle. MW ± SD (two- way 
ANOVA- Analyse, Bonferroni Post- Test), n = 5, ns = nicht signifikant (p > 0,05). 
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In Abbildung 8 ist der Einfluss der PHD2- Überexpression auf die Strahlenresponsivität in 

denselben Zelllinien zu sehen. Es ist festzustellen, dass eine PHD2- Überexpression in 

HeLa Zellen (oben) keinen Einfluss auf das klonogene Überleben nach Bestrahlung in den 

angegebenen Energiedosen hatte. In PHD2- überexprimierenden MCF7 Zellen (unten) 

zeigte sich eine signifikant erniedrigte Strahlensensibilität bei einer Bestrahlungsdosis von 

2 Gy mit einem mittleren klonogenen Überleben von 42,9 % im Vergleich zu 25,6 % in 

den Kontrollzellen.    
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Abbildung 8: Klonogenes Überleben nach Bestrahlung von PHD2- 
überexprimierenden Zellen.  
Mit Plasmid- DNA transient transfizierte HeLa Zellen (oben) und MCF7 Zellen (unten) wurden im 
Linearbeschleuniger mit Energiedosen von 2 Gray bis 6 Gray (Gy) bestrahlt. Nach 12 Tagen wurde 
der Anteil vitaler Zellen mittels Koloniebildungstest bestimmt. Die Anzahl gewachsener Kolonien 
der bestrahlten PHD2- überexprimierenden- bzw. Kontrollzellen wurde auf die der unbestrahlten 
Zellen normiert. Der Leervektor pcDNA3 diente als Kontrolle. MW ± SD (two- way ANOVA- 
Analyse, Bonferroni Post- Test), n = 5, ns = nicht signifikant (p > 0,05), * p < 0,05. 
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3.2 Einfluss des Importin α/β1- spezifischen Inhibitors 

Ivermectin auf den HIF- Signaltransduktionsweg 

In dieser Arbeit wurde die biologische und physiologische Rolle von Ivermectin in der 

Sauerstoffsensorik auf molekularer Ebene, insbesondere der Einfluss auf den 

Importin α/β1- abhängigen HIF- Signaltransduktionsweg, untersucht. Nachfolgende 

Resultate und Abbildungen werden in den Ergebnissen von Kosyna et al. gezeigt [264].  

3.2.1 Zytotoxische Effekte von Ivermectin 

Zur Beurteilung des zytotoxischen Effekts von Ivermectin wurde zuallererst das 

Zellüberleben der in den weiteren Versuchen verwendeten Zelllinien U2OS, HepG2 und 

Kelly nach Behandlung mit Ivermectin mithilfe des CytoTox-GloTM Zytotoxizitätstests 

überprüft (s. Abschnitte 2.1.6, 2.1.7).  

 

In Abbildung 9 ist gezeigt, dass die relative Anzahl toter Zellen unter 

vierundzwanzigstündiger Ivermectin- Behandlung mit Konzentrationen höher als 10 µM 

(respektive 7,5 µM bei Kelly Zellen) sichtbar anstieg, eine statistische Signifikanz zeigte 

sich ab 25 µM (respektive 10 µM bei Kelly Zellen). Zwischen einer Behandlung mit 

reinem Medium bzw. DMSO- versetztem Medium, welches in nachfolgenden Versuchen 

jeweils als Kontrolle diente, konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der 

Zytotoxizität festgestellt werden [264].  

Um zytotoxische Effekte zu vermeiden, wurden basierend auf diesen Ergebnissen in den 

folgenden Experimenten Ivermectin- Dosen von maximal 10 µM verwendet.  
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Abbildung 9: Überprüfung zytotoxischer Effekte von Ivermectin.  
Mit definierter Zellzahl ausgesäte U2OS, HepG2 und Kelly Zellen wurden mit Ivermectin (IVM) 
in Konzentrationen von 1 µM bis 25 µM behandelt und anschließend für 24 Stunden normoxischen 
Inkubationsbedingungen ausgesetzt. Zytotoxische Effekte von Ivermectin wurden mithilfe des 
CytoTox-GloTM Zytotoxizitätstests geprüft und zeigten sich in einem Anstieg der Anzahl toter 
Zellen. Dargestellt ist die relative Anzahl toter Zellen in Bezug auf mit DMSO behandelte 
Kontrollzellen. MW ± SD (two- way ANOVA- Analyse, Bonferroni Post- Test, n = 3, ns = nicht 
signifikant (p > 0,05), ** p < 0,01, *** p < 0,001 [264]. 
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3.2.2 Einfluss von Ivermectin auf die subzelluläre Lokalisation von 

HIF-1α 

Mithilfe von Lokalisierungsstudien sollte in dieser Arbeit der Einfluss von Ivermectin auf 

die subzelluläre Lokalisation von HIF-1α genauer untersucht werden. Dafür wurde die 

indirekte Immunfluoreszenzfärbung von HIF-1a in U2OS Zellen genutzt und die HIF-

1a- Signalintensität unter Ivermectin- Behandlung fluoreszenzmikroskopisch 

ausgewertet (s. Abschnitte 2.1.6, 2.1.9).  

 

Die repräsentativen Bilder in Abbildung 10 zeigen, dass HIF-1α nach DMOG- Behandlung 

hauptsächlich im Zellkern lokalisiert, die nukleäre Akkumulation nach Ivermectin- 

Behandlung in einer Konzentration von 10 µM jedoch sichtbar reduziert war (A). Dass 

dieser Effekt signifikant ist, zeigt die statistische Auswertung von fünf voneinander 

unabhängigen Versuchen, in denen die nukleäre Akkumulation von HIF-1α 

durchschnittlich auf 80,2 % gesenkt wurde (B) [264].  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Ivermectin die hypoxisch- induzierte nukleäre 

Akkumulation von HIF-1α hemmend beeinflusst.  
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3.2.3 Einfluss von Ivermectin auf die nukleäre HIF-1α- 

Proteinexpression 

Den im vorigen Punkt beschriebenen Lokalisierungsstudien folgend wurde anschließend 

der Einfluss von Ivermectin auf den Kernimport und die nukleäre Akkumulation von 

HIF-1α tiefergehend analysiert. Die Zelllinien U2OS und Kelly wurden zu diesem Zweck 

nach Behandlung mit Ivermectin unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen 

inkubiert (s. Abschnitte 2.1.1, 2.1.6). Anschließend wurden Kernextrakte, wie in 

Abschnitt 2.1.4 beschrieben, hergestellt und die nukleäre HIF-1α- Proteinexpression 

mittels Western- Blot Analyse beurteilt (s. Abschnitt 2.4).  

 

Es konnte unter Normoxie eine niedrige HIF-1α- Proteinexpression detektiert werden, 

wohingegen eine hypoxische Inkubation in signifikant und sichtbar höheren nukleären 

HIF-1α- Proteinspiegeln resultierte. Wie in Abbildung 11 und anhand der repräsentativen 

Immunoblots in Abbildung 12 zu erkennen ist, führte in beiden Zelllinien eine Behandlung 

mit Ivermectin zu signifikant niedrigeren HIF-1α- Proteinmengen im Zellkern im 

Vergleich zu einer Behandlung mit DMSO [264].  

 

Dieser Effekt zeigte sich dosisabhängig mit einer Reduktion der HIF-1α- Expression auf 

im Mittel 41,7 % (1 µM IVM), 38,1 % (5 µM IVM) und 6,4 % (10 µM IVM) in U2OS 

Zellen (links) und 59,1 % (1 µM IVM), 33,8 % (5 µM IVM) und 6,4 % (10 µM IVM) in 

Kelly Zellen (rechts).  

 

 

Abbildung 10 (vorige Seite): Einfluss von Ivermectin auf die subzelluläre 
Lokalisation von HIF-1α.  
Bis zu einer Konfluenz von 60 % kultivierte U2OS Zellen wurden mit Ivermectin (IVM) in 
Konzentrationen von 7,5 µM und 10 µM bzw. DMSO als Kontrolle für 1 Stunde behandelt. Die 
PHD- Aktivität wurde durch Zugabe von 1 mM DMOG für 4 Stunden inhibiert. HIF-1α wurde 
durch einen antigenspezifischen Primär- und einen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper 
detektiert. Das Immunfluoreszenzsignal wurde mit dem all- in- one Type Fluorescence Microscope 
BZ- 9000 mithilfe der BZ Analyzer Software ausgewertet. A: Dargestellt sind repräsentative Bilder 
der Immunfluoreszenzfärbung. Maßstab unten rechts: 50 µm. B: Die HIF-1a- Signalintensität 
wurde in Relation zur Gesamtzellzahl (DAPI- Signal) gesetzt und auf die DMSO Kontrolle 
normiert. MW ± SD (one- way ANOVA- Analyse, Bonferroni Post- Test), n = 5, ns = nicht 
signifikant (p > 0,05), * p < 0,05 [264]. 
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Abbildung 11: Einfluss von Ivermectin auf die nukleäre HIF-1α- Proteinexpression. 
Mit definierter Zellzahl ausgesäte U2OS Zellen (links) und Kelly Zellen (rechts) wurden mit 
Ivermectin (IVM) in Konzentrationen von 1 µM bis 10 µM bzw. DMSO als Kontrolle behandelt 
und anschließend normoxischen (NOX) bzw. hypoxischen (HOX) Inkubationsbedingungen 
ausgesetzt. Nach 24 Stunden wurde die HIF-1α- Proteinexpression in Kernextrakten beider 
Zelllinien mittels Western- Blot Analyse untersucht. SP1 diente als Ladekontrollprotein. Die 
Signalintensität der Proteinbanden wurde densitometrisch mithilfe des Programms Image J 
ausgewertet und die zur SP1- Expression relative HIF-1α- Signalintensität auf die relative 
Signalintensität der Kontrolle (100 %) normiert. MW ± SD (one- way ANOVA- Analyse, 
Bonferroni Post- Test), n = 3, ns = nicht signifikant (p > 0,05), * p < 0,05, ** p < 0,01. 
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Bei erniedrigter nukleärer HIF-1α- Akkumulation blieb die zelluläre Gesamtproteinmenge 

von HIF-1α unter Ivermectin- Behandlung dennoch annährend gleich. Dargestellt wird dies 

ebenfalls in den Ergebnissen von Kosyna et al., welche, den Versuchen mit Kernextrakten 

folgend, die Proteinbanden repräsentativer Western- Blots von Gesamtzelllysaten 

zeigen [264]. 

Auf den Lokalisierungsstudien im vorigen Abschnitt aufbauend unterstützen diese 

Ergebnisse die Arbeitshypothese, dass Ivermectin die nukleäre Akkumulation von HIF-1α 

zu reduzieren vermag.  

Abbildung 12: Einfluss von Ivermectin auf die nukleäre HIF-1α- Akkumulation.  
Mit definierter Zellzahl ausgesäte U2OS Zellen (oben) und Kelly Zellen (unten) wurden mit 
Ivermectin (IVM) in Konzentrationen von 1 µM bis 10 µM bzw. DMSO als Kontrolle behandelt 
und anschließend normoxischen (NOX) bzw. hypoxischen (HOX) Inkubationsbedingungen 
ausgesetzt. Nach 24 Stunden wurde die HIF-1α- Proteinexpression in Kernextrakten beider 
Zelllinien mittels Western- Blot Analyse untersucht. SP1 diente als Ladekontrollprotein. Angabe 
der Proteingröße in kDa. Die gezeigten Immunoblots stehen repräsentativ für mindestens vier 
voneinander unabhängige Experimente (n = 4) [264]. 
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3.2.4 Einfluss von Ivermectin auf die Transaktivierungsfunktion von 

HIF-1 

Zur Beurteilung der HIF-1- Transaktivierungsfunktion unter chemischer Beeinflussung 

durch Ivermectin wurde in dieser Arbeit der Luciferase- Reportergen Assay genutzt. 

Hierfür wurden U2OS Zellen, wie in den Abschnitten 2.1.5 und 2.1.8 aufgeführt, transient 

mit einem Hypoxie- responsiven Luciferase- Reportergenkonstrukt (pGL3[pH3SLV]luc) 

transfiziert. Ferner wurden HRG1 Zellen untersucht, bei denen es sich um HepG2 Zellen 

handelt, die mit einem Hypoxie- responsiven Reportergenkonstrukt stabil transfiziert 

sind [346]. Beide Zelllinien wurden nach Kultivierung mit Ivermectin behandelt und 

normoxischen bzw. hypoxischen Inkubationsbedingungen ausgesetzt. Als Korrelat für die 

Rate der HIF-1- abhängigen Genexpression konnte anschließend die Firefly- Luziferase- 

Aktivität (FLU) am Luminometer gemessen werden.  

 

In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass die HIF-1- abhängige Firefly- Luciferase unter 

hypoxischer Inkubation in U2OS Zellen (links) und HRG1 Zellen (rechts) mit einer 

höheren Expression reagierte als unter normoxischen Inkubationsbedingungen. Die 

Genexpression wurde durchschnittlich auf das 2,5- fache in U2OS Zellen (250,7 %) und 

auf das 6,5- fache in HRG1 Zellen (643,6 %) gesteigert.  

Diese Ergebnisse stimmen mit vorigen Studienresultaten überein und verdeutlichen die 

Hypoxie- Responsivität des verwendeten Reportergenkonstrukts [347].  
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Durch eine Ivermectin Behandlung konnte in beiden Zelllinien eine dosisabhängige, 

signifikante Reduktion der HIF-1- abhängigen FLU unter hypoxischen Bedingungen 

erreicht werden (Abbildung 14). In U2OS Zellen (links) wurde die FLU auf 

80,6 % (1 µM IVM), 56,6 % (5 µM IVM) und 21,9 % (10 µM IVM), in HRG1 

Zellen (rechts) auf 56,8 % (1 µM IVM), 29,8 % (5 µM IVM) und 5,9 % (10 µM IVM) 

reduziert [264].  

Abbildung 13: Verhalten der relativen Firefly- Luciferase- Aktivität unter 
hypoxischer Inkubation.  
U2OS Zellen (links) und HRG1 Zellen (rechts) wurden mit definierter Zellzahl ausgesät und unter 
Standardbedingungen kultiviert. U2OS Zellen wurden transient mit einem HIF-1- abhängigen 
Firefly- Luciferase- Reportergenkonstrukt (pGL3[pH3SLV]luc) transfiziert. HRG1 Zellen sind mit 
demselben Reportergenkonstrukt stabil transfiziert. Beide Zelllinien wurden mit DMSO behandelt 
und für 24 Stunden normoxischen (NOX) bzw. hypoxischen (HOX) Inkubationsbedingungen 
ausgesetzt. Die Firefly- Luciferase- Aktivität wurde am Luminometer Berthold Mithras LB940 
gemessen und die Daten auf die Proteinkonzentration im Zelllysat normiert. MW ± SD (gepaarter 
t- Test), n = 6, * p < 0,05. 
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Ivermectin einen reduzierenden Einfluss auf die 

Transaktivierungsfunktion von HIF-1 hat.  

  

Abbildung 14: Einfluss von Ivermectin auf die Transaktivierungsfunktion von HIF-1. 
U2OS Zellen (links) und HRG1 Zellen (rechts) wurden mit definierter Zellzahl ausgesät und unter 
Standardbedingungen kultiviert. U2OS Zellen wurden transient mit einem HIF-1- abhängigen 
Firefly- Luciferase- Reportergenkonstrukt (pGL3[pH3SLV]luc) transfiziert. HRG1 Zellen sind mit 
demselben Reportergenkonstrukt stabil transfiziert. Beide Zelllinien wurden für eine Stunde mit 
Ivermectin (IVM) in Konzentrationen von 1 µM bis 10 µM bzw. DMSO als Kontrolle 
vorbehandelt und für 24 Stunden normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Die 
Firefly- Luciferase- Aktivität wurde am Luminometer Berthold Mithras LB940 gemessen und 
repräsentiert die transkriptionelle Aktivität von HIF-1. Dargestellt sind die Werte nach hypoxischer 
Inkubation. Die Daten wurden auf die Proteinkonzentration im Zelllysat normiert. MW ± SD (one- 
way ANOVA- Analyse, Bonferroni Post- Test), n = 5, ns = nicht signifikant (p > 0,05), 
* p < 0,05 [264]. 
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3.2.5 Einfluss von Ivermectin auf die Expression HIF-1- abhängiger 

Zielgene 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von Ivermectin auf die Expression 

HIF-1- abhängiger Zielgene eingehender zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde mittels 

quantitativer Real- Time- Polymerase- Kettenreaktion (qRT- PCR) indirekt die messenger 

RNA (mRNA)- Menge des spezifischen HIF-1- Zielgens solute carrier family 2 member 

1 (SLC2A1) unter Einfluss von Ivermectin analysiert. Kultivierte U2OS und HepG2 Zellen 

wurden mit Ivermectin vorbehandelt, normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen 

ausgesetzt und die zelluläre Gesamt- RNA, wie in Abschnitt 2.3.1 geschildert, isoliert. Die 

qRT- PCR erfolgte nach Umschreibung der RNA in komplementäre DNA (cDNA). Zur 

Quantifizierung wurde die ΔΔCt- Methode verwendet. Die Menge der amplifizierten 

SLC2A1- cDNA steht dabei stellvertretend für die Menge der mRNA des HIF-1- 

abhängigen Zielgens und somit für die transkriptionelle Aktivität von HIF-1.  

 

Wie in Abbildung 15 dargestellt, konnte unter Hypoxie eine signifikant erhöhte relative 

mRNA- Expression des HIF-1- abhängigen Zielgens SLC2A1 auf 1,04 (0,41 unter 

Normoxie) in U2OS (links) und 1,03 (0,68 unter Normoxie) in HepG2 Zellen (rechts) 

gemessen werden. Dieses Resultat verdeutlicht die hypoxisch- induzierte transkriptionelle 

Aktivität von HIF-1.  
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Im Vergleich zu mit DMSO behandelten Kontrollzellen resultierte eine Ivermectin- 

Behandlung in einer signifikant erniedrigten relativen SLC2A1- mRNA- Expression unter 

hypoxischen Bedingungen sowohl in U2OS als auch in HepG2 Zellen.  

Dieser Effekt präsentierte sich dosisabhängig mit einer Reduktion der relativen SLC2A1- 

mRNA- Expression auf 0,8 (1 µM IVM), 0,41 (5 µM IVM) und 0,3 (10 µM IVM) in 

U2OS Zellen (links) und 0,84 (1 µM IVM), 0,5 (5 µM IVM) und 0,21 (10 µM IVM) in 

HepG2 Zellen (rechts) (Abbildung 16) [264].  

Abbildung 15: Hypoxische Induktion der Expression des HIF-1- abhängigen Zielgens 
SLC2A1.  
Mit definierter Zellzahl ausgesäte U2OS Zellen (links) und HepG2 Zellen (rechts) wurden unter 
Standardbedingungen kultiviert und für 24 Stunden normoxischen (NOX) bzw. hypoxischen 
(HOX) Bedingungen ausgesetzt. Beiden Zelllinien wurde DMSO zugegeben. Die Analyse der 
SLC2A1- Genexpression erfolgte durch qRT- PCR. Die Messwerte der über die amplifizierte 
SLC2A1- cDNA indirekt bestimmten SLC2A1- mRNA- Expression wurden auf die Expression der 
konstitutiv exprimierten mRNA für das humane ribosomale Strukturprotein L28 normiert. 
MW ± SD (gepaarter t- Test), n = 5, Werte U2OS korrigiert nach Grubbs‘ Ausreißertest, 
** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Ivermectin die Expression HIF-1- abhängiger 

Zielgene inhibieren kann.   

Abbildung 16: Einfluss von Ivermectin auf die Expression des HIF-1- abhängigen 
Zielgens SLC2A1.  
Mit definierter Zellzahl ausgesäte U2OS Zellen (links) und HepG2 Zellen (rechts) wurden mit 
Ivermectin (IVM) in Konzentrationen von 1 µM bis 10 µM bzw. DMSO als Kontrolle 
vorbehandelt und für 24 Stunden normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Die 
Analyse der SLC2A1- Genexpression erfolgte durch qRT- PCR. Dargestellt sind die Werte nach 
hypoxischer Inkubation. Die Messwerte der über die amplifizierte SLC2A1- cDNA indirekt 
bestimmten SLC2A1- mRNA- Expression wurden auf die Expression der konstitutiv exprimierten 
mRNA für das humane ribosomale Strukturprotein L28 normiert. MW ± SD (one- way ANOVA- 
Analyse, Bonferroni Post- Test), n = 5, ns = nicht signifkant (p > 0,05), * p < 0,05 [264]. 
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in den Zelllinien HeLa und MCF7 mittels 

Transfektion mit siRNA und Plamid- DNA ein erfolgreicher Protein- knockdown bzw. eine 

Überexpression von PHD2 erreicht werden konnte. In PHD2- defizienten Zellen konnte im 

Anschluss weder in HeLa noch in MCF7 Zellen eine statistisch signifikante Veränderung 

der Strahlenresponsivität bei Bestrahlung mit Röntgenbremsstrahlung festgestellt werden. 

Zwischen PHD2- überexprimierenden- und Wildtyp- HeLa Zellen konnte ebenfalls kein 

Unterschied hinsichtlich der Strahlensensibilität ermittelt werden. MCF7 Zellen 

präsentierten bei einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy jedoch ein signifikant höheres 

klonogenes Überleben als die Kontrollzellen.  

Unter Behandlung mit dem Importin α/β1- spezifischen Inhibitor Ivermectin in maximalen, 

nicht zytotoxischen Konzentrationen von 10 µM konnte sowohl in Immunfluoreszenz- 

Lokalisierungsstudien als auch in Western- Blot Analysen von Kernextrakten eine 

signifikante, dosisabhängige Reduktion der nukleären Akkumulation von HIF-1α 

beobachtet werden. Zudem zeigte sich in Reportergen- Untersuchungen die Hypoxie- 

responsive Aktivität der Firefly- Luciferase als Korrelat der HIF-1- 

Transaktivierungsfunktion signifikant und in Abhängigkeit der Ivermectin- Dosis 

vermindert. Ebenso präsentierte sich die mRNA- Expression des HIF-1- abhängigen 

Zielgens SLC2A1 unter Ivermectin Behandlung signifikant und dosisabhängig 

verringert [264]. 
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4 Diskussion 

Die Aufrechterhaltung der für den gesamten Organismus überlebenswichtigenden 

Sauerstoffhomöostase unterliegt auf molekularer Ebene entscheidend der Regulation durch 

die Hypoxie- induzierbaren Faktoren (HIFs) sowie der HIF- kontrollierenden Enzyme, im 

Besonderen der Prolyl-4-Hydroxylasen (PHDs). HIFs nehmen eine Schlüsselrolle in der 

sauerstoffabhängigen Genexpression ein, indem sie die Transkription mehrerer Hundert 

Gene regulieren, um Zellen an veränderte äußere und innere Bedingungen anzupassen. Die 

PHDs kontrollieren sauerstoffabhängig die Stabilität von HIF-a und gelten als die 

wichtigsten Proteine in der molekularen Sauerstoffsensorik. Sowohl die HIF- als auch die 

PHD- vermittelte Signaltransduktion sind jedoch auch in die Pathophysiologie zahlreicher 

Erkrankungen, wie z.B. der Tumorpathogenese oder Ischämien, involviert. Daher stellen 

Inhibition oder Aktivierung der HIFs sowie die Beeinflussung der PHD- Funktion 

bedeutende Ziele in der Entwicklung von Therapeutika dar.  

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der PHD2- Expression auf die 

Strahlenresponsivität von Tumorzellen in vitro untersucht, um Zelltyp- abhängige 

Zusammenhänge zwischen PHD2- Ausprägung und Strahlenresistenzen aufzudecken.  

Im zweiten Teil wurde sich der chemischen Inhibition intrazellulärer Transportwege durch 

den spezifischen Importin a/b1- Inhibitor Ivermectin und daraus resultierender gezielter 

subzellulärer Umverteilung von HIF-1a gewidmet. Hierdurch gewonnene Erkenntnisse 

sollen zur Beurteilung des therapeutischen Potentials der Hemmung des intrazellulären 

Transports zur Behandlung HIF- induzierter Pathologien und Therapieresistenzen 

beitragen.   
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4.1 Zusammenhang zwischen PHD2- Expression und 

Bestrahlungsverhalten von Tumorzellen 

Die Bestrahlungstherapie bildet einen der Therapie- Grundpfeiler in der Onkologie und 

wird heutzutage indikationsgerecht und Patienten- individuell in einem breiten 

Anwendungsbereich eingesetzt [127;128]. Die Strahlenresistenz von Tumorzellen sowie 

damit verbundene Tumorrezidive stellen dabei ein schwerwiegendes Problem dar. Die 

Umgehung bzw. Verhinderung der Entstehung von Strahlenresistenzen ist eine große 

Herausforderung in der Optimierung des Langzeitüberlebens von Patienten. Eine Resistenz 

gegenüber einer Bestrahlungstherapie ist in verschiedenen Mechanismen auf zellulärer und 

molekularer Ebene begründet. Die Existenz von Krebsstammzellen spielt hierbei eine 

ebenso wichtige Rolle wie die durch ionisierende Strahlung hervorgerufene Aktivierung 

intrazellulärer Signalwege [142]. Durch Anpassung des Metabolismus, Einleitung von 

DNA- Reparaturmechanismen oder Induktion der Angiogenese können Tumorzellen die 

zytotoxischen Effekte einer Bestrahlung mildern und die Einleitung des Zelltodes 

verhindern [99;155;351;352]. Viele dieser Signalwege sind insbesondere auch in 

Sauerstoff- minderversorgten Tumorbereichen, welche sich in soliden Tumoren mit 

zunehmenden Größenwachstum ausbilden, hochreguliert [97]. Hypoxische Tumore 

zeichnen sich durch einen aggressiveren Phänotyp aus und sind mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert. Tumorhypoxie führt außerdem durch eine erhöhte Strahlen- und 

Medikamentenresistenz zu einer deutlichen Minderung des Therapieerfolges [39;44]. Die 

Inhibierung von Signalwegen, welche für das Überleben der Tumorzellen unverzichtbar 

sind, stellt daher eine vielversprechende Option zur Steigerung der Behandelbarkeit von 

Tumoren dar.  

Die Hypoxie- induzierbaren Faktoren gelten als zentrale Regulatoren sauerstoffabhängiger 

Genexpression und weisen in den meisten soliden Tumoren ein erhöhtes 

Expressionsniveau auf [105]. Eine vermehrte Aktivierung von HIF-1a ist dabei mit einer 

erhöhten Strahlenresistenz verbunden, welche unter anderem durch eine HIF-1α- regulierte 

Inhibierung der Apoptose, die Einleitung autophagozytotischer Schritte und eine 

Umstellung des Zellmetabolismus erklärt werden kann [159]. Aber nicht nur die HIFs, 

sondern auch eine erhöhte Expression der Prolyl-4-Hydroxylasen (sowohl HIF- abhängig 

als auch HIF- unabhängig) konnten in den letzten Jahren mit einer schlechteren 

Tumordifferenzierung und einer Therapieresistenz in Verbindung gebracht werden. Dabei 
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ist die tumorpathogenetische Rolle der PHD- Isoformen 1- 3 stark Gewebe- und Zelltyp- 

abhängig [120;123;125;126;353]. PHD2 gilt als Hauptregulator von HIF-1a und somit als 

wichtigste Isoform der Hydroxylasen in der molekularen Sauerstoffsensorik [40]. 

Infolgedessen wurden bisher insbesondere die Zusammenhänge zwischen PHD2- 

Expression bzw. intrazellulärer Lokalisation und der Strahlenresponsivität von 

Tumorzelllinien in vitro beleuchtet. Dabei konnten ein selektiver PHD2- knockdown 

insgesamt sowie im Speziellen eine niedrige nukleäre PHD2- Expression bereits mit einer 

erhöhten Strahlensensibilität in Kopf- Hals- Tumoren in Verbindung gebracht 

werden [179]. 

 

Um die Beziehung zwischen PHD2- Expression und Strahlenresponsivität in vitro in 

weiteren Tumorentitäten zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein selektiver PHD2- 

knockdown durch siRNA in Zervix- und Mammakarzinom- Zellen herbeigeführt und die 

Zellen anschließend einer Behandlung mit ionisierender Strahlung 

ausgesetzt (s. Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2). Eine PHD2- Defizienz hatte in beiden 

Tumorzelllinien keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Bestrahlungsverhalten. 

Eine Inhibierung des Sauerstoffsensorproteins muss daher in diesem Kontext als nicht 

zielführend bei der Verbesserung des Therapieerfolges einer Bestrahlung beurteilt werden. 

Eine vermehrte Expression von PHD2, welche durch Transfektion mit Plasmid- DNA 

erreicht wurde, resultierte in den Mammakarzinom-, jedoch nicht in den Zervixkarzinom- 

Zellen, bei einer Bestrahlung mit klinisch üblichen Energiedosen von 2 Gray (Gy) in einem 

signifikant höheren klonogenen Überleben (s. Abbildung 8). Diese Ergebnisse 

verdeutlichen die bereits beschriebene Zelltyp- abhängige Rolle von PHD2 in Bezug auf 

die Strahlenresponsivität von Tumorzellen. Bei der Beurteilung von PHD2 als 

Surrogatparameter der Strahlensensibilität muss dieser Aspekt unbedingt berücksichtigt 

und eine Vielzahl verschiedener Tumorzelllinien getestet werden, um eine sichere 

Vorhersage zur Therapieresponsivität treffen zu können. Zumal wurde PHD2 in einigen 

Arbeiten auch als Tumorsuppressor diskutiert und eine gezielte Ausschaltung von PHD2 

könnte in bestimmten Tumoren somit die Tumorprogression begünstigen [125;126]. In 

Kolonkarzinomzellen konnte jüngst über eine Stabilisierung von PHD2 durch eine 

metallorganische Ruthenium- Verbindung sogar eine Reduktion von Angiogenese und 

Tumorwachstum erreicht werden [290].  
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Ferner wird die Beobachtung unterstützt, dass eine erhöhte Expression von PHD2 in 

Tumorzellen bei der Tumorpathogenese und Entstehung einer Radioresistenz (zumindest 

in Teilen) eigenständig neben der Genexpression- induzierenden HIF- Funktion eine Rolle 

spielt [123]. Eine hohe PHD2- Expression würde theoretisch physiologisch zu niedrigeren 

HIF-a- Spiegeln führen und HIF- induzierte Signalwege zur Umgehung der 

Strahlenwirkung inhibieren. Dabei sei jedoch anzumerken, dass in den vorliegenden 

Versuchsreihen im Zellkulturmodell die HIF- Expression nicht parallel mituntersucht 

wurde. PHD2 scheint indes eine eigene Funktionsweise in der Entwicklung einer 

Strahlenresistenz einzunehmen. Denkbar wäre eine PHD2- vermittelte Aktivierung von 

Rezeptoren, welche über andere Signalwege als die HIF- induzierte Signaltransduktion 

Proteine und Gene aktivieren, die wiederum eine Radioresistenz begünstigen. Zu einer 

ähnlichen Schlussfolgerung kamen Jokilehto et al., die PHD2 eine Rolle in der 

Zelldifferenzierung und –proliferation zusprechen, welche unabhängig von der 

sauerstoffabhängigen HIF-a- hydroxylierenden Funktion zu sein scheint [123;354;355]. 

Übereinstimmend mit diesen Überlegungen konnten Kozlova et al. jüngst herausfinden, 

dass PHD2 direkt mit dem in Brustkrebszellen hochregulierten epidermal growth factor 

receptor (EGFR) interagiert und über dessen Stabilisierung für eine Tumorprogression 

sorgt [120]. Weitere PHD- Isoformen wurden in dieser Arbeit nicht überprüft, sollten aber 

Gegenstand weiterführender Experimente sein, um deren unterschiedliche Rollen in der 

Tumorpathophysiologie genauer charakterisieren zu können. Durch gleichzeitige 

Untersuchung der HIF- Expressionslevel und der Strahlenresponsivität unter hypoxischen 

Bedingungen würde zudem ein tiefergehendes Verständnis von Prinzipien der Hypoxie- 

induzierten Strahlenresistenz gewonnen werden können. 

Zu beachten sei, dass bei kleiner Stichprobenzahl und hoher Standardabweichung 

Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen in der statistischen Auswertung als nicht 

signifikant berechnet wurden. Die absoluten Werte der einzelnen Stichproben sowie der 

Kurvenverlauf des klonogenen Überlebens nach Bestrahlung deuten jedoch einen Effekt 

des PHD2- Protein- knockdown auf die Erhöhung der Strahlensensibilität in den 

untersuchten Zervixkarzinom- Zellen an (s. Abbildung 7). Dies wäre konform mit bereits 

gewonnenen Erkenntnissen früherer Arbeiten, in denen eine erhöhte PHD2- Expression als 

Marker für eine Therapieresistenz identifiziert wurde [178;179]. Eine Erhöhung der 

Stichprobenzahl würde die Aussagekraft der Resultate steigern und ggf. einen 

signifikanten Unterschied zwischen PHD2- Wildtyp- und PHD2- knockdown- Zellen 
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ergeben. Auch eine Signifikanz der PHD2- Überexpression wäre bei bereits 

aussdrucksstarken absoluten Werten und einer Erhöhung der Stichprobenzahl zu erwarten. 

An dieser Stelle muss zudem herausgestellt werden, dass kein vollständiger 

Protein- knockout von PHD2 erreicht werden konnte. Ein Dosiseffekt ist möglich, d.h. ein 

deutlicheres Ergebnis bei (nahezu) gänzlicher PHD2- Defizienz wäre vorstellbar. In den 

Studienergebnissen von Lukkaa et al. zeigte sich beispielsweise erst ab einem Wert von 

unter 10 % immunhistochemischem Nachweis von PHD2 in Zellkernen von HNSCC- 

Tumoren ein signifikant verbessertes Ansprechen auf eine Radiotherapie [179]. Auch die 

niedriger ausfallende Responsivität der Mammakarzinom- Zellen auf eine Bestrahlung mit 

einer Energiedosis von 2 Gy könnte auf einen Dosiseffekt zurückgeführt werden, da in 

diesen Zellen eine stärkere PHD2- Überexpression als in den Zervixkarzinom- Zellen 

vorlag. Um eine vollständige Defizienz oder eine konstante Überexpression von PHD2 zu 

erreichen, wäre die Anwendung der CRISPR/ Cas- Methode zur gezielten Einfügung bzw. 

Entfernung des EGLN1- Gens denkbar und könnte die Auswirkung eines Dosiseffektes 

experimentell umgehen.  

Ferner könnte die Analyse der Beziehung zwischen intrazellulärer Lokalisation von PHDs 

und Bestrahlungsverhalten wichtige weitere Erkenntnisse liefern, welche auf bereits 

bestehenden Arbeiten aufbauen [179;180]. Im nächsten Schritt sollte eine Ausweitung auf 

in vivo Tumormodelle vorgenommen werden, um den Einfluss gewebespezifischer 

Mikroumgebungsbedingungen mit in Betracht zu ziehen. 

Wie bereits eingangs ausführlich beschrieben, sorgen die PHDs für einen 

sauerstoffabhängigen Abbau von HIF-a (s. Abschnitt 1.1.4) [22;32;33]. Eine Inhibierung 

der PHD- Funktion würde dementsprechend zu einer Stabilisierung von HIF-a und einer 

HIF- induzierten Genexpression führen. Eine gesteigerte HIF- Aktivierung ist jedoch 

maßgeblich mit einer vermehrten Tumorproliferation, Invasion, metastatischer 

Ausbreitung, einem schlechteren Patientenüberleben sowie mit einem verminderten 

Therapieansprechen assoziiert [61;113;114;118]. Eine HIF- Defizienz führt wiederum zu 

einem verbesserten Ansprechen auf eine Bestrahlungstherapie [171-173]. Eine dauerhafte 

Stabilisierung von HIF-1a konnte außerdem, abgesehen von protumorgenetischen 

Effekten, mit der Entwicklung von Kardiomyopathien, einer potentiellen Lebertoxizität, 

der Entstehung diabetogener Stoffwechsellagen sowie der Ausbildung von Polycythämien 

mit entsprechenden Komplikationen in Verbindung gebracht werden [265;313;314]. Die 

PHDs scheinen zudem zahlreiche weitere Zielproteine zu hydroxylieren. Deren Anzahl 
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und Art sind erst in Teilen bekannt und eine generelle Hemmung der PHD- Funktion 

würde diese Zielmoleküle ebenfalls beeinflussen [355]. Diese und weitere Konsequenzen 

müssen bei der Anvisierung einer PHD- Inhibierung in der Entwicklung neuer 

Therapiestrategien zwingend in Betracht gezogen und eingehend eruiert werden.  

Die meisten bisher charakterisierten PHD- Inhibitoren weisen außerdem häufig eine 

unzureichende Selektivität auf. Aufgrund eben genannter Mechanismen sowie durch 

Beeinflussung HIF- unabhängiger Signalwege können weitreichende Auswirkungen auf 

den gesamten Organismus entstehen. a-Ketoglutarat Analoga inhibieren die PHDs in ihrer 

enzymatischen Funktion, jedoch ist eine Beeinflussung anderer a-Ketoglutarat- abhängiger 

Oxygenasen denkbar. Auch Eisenchelatoren, welche die PHD- Funktion effektiv 

supprimieren können, wirken auf weitere Zielmoleküle, wie beispielsweise Hämoglobin 

und Myoglobin, sowie auf eisenabhängige Enzyme, z.B. der Steroidhormonsynthese, der 

Atmungskette oder des zellulären Entgiftungsapparats (Cytochrome, Peroxidasen, 

Demethylasen u.v.m.). Daher müssen Zeitfenster und Anwendungsmöglichkeiten von 

PHD- Inhibitoren, beispielsweise eher lokaler Art zur Vermeidung systemischer 

Nebenwirkungen, genauestens evaluiert werden. Jüngst konnten Inhibitoren entwickelt 

werden, welche spezifisch auf die HIF-a- hydroxylierende Funktion der PHDs abzielen 

und bei Patienten mit renaler Anämie in klinischen Studien getestet werden [292;356]. 

Einer dieser Inhibitoren, Roxadustat, ist seit kurzem auf dem chinesischen Markt für 

Dialyse- Patienten mit chronischem Nierenversagen zugelassen [312]. Eine Testung dieser 

Substanzen an PHD- überexprimierenden und strahlenresistenten Tumorzellen war bis dato 

noch nicht Gegenstand der Forschung.  

Die genaue Charakterisierung der PHD- Funktion birgt hohes Potential in der 

Tumorforschung und eine Entwicklung von Wirkstoffen zur Erhöhung des 

Therapieansprechens von Tumorzellen ist denkbar. Jedoch stellen die zell- und 

gewebespezifisch variierende Rolle der PHDs und die Beteiligung von PHDs und HIFs an 

Hypoxie- unabhängigen Signalwegen eine große Herausforderung dar. Auch die 

Problematik einer unselektiven Wirkung von Inhibitoren der molekularen 

Sauerstoffsensorik trägt zur Komplexität der Arzneimittelentwicklung bei.  

 

Die Bestrahlung wurde in dieser Arbeit mit jeweils einmaligen Energiedosen von 2 Gy bis 

6 Gy durchgeführt. Beachtet werden muss, dass im klinischen Alltag jedoch meist eine 

Fraktionierung der Bestrahlung mit Energiedosen von 1,5 Gy bis 3 Gy über mehrere 
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Wochen durchgeführt wird. Dadurch kann eine Regeneration gesunden Gewebes 

ermöglicht und die maximal tolerierte Gesamtdosis des Normalgewebes um ein Vielfaches 

gesteigert werden. Die applizierte Gesamtstrahlendosis ist damit experimentell deutlich 

geringer als die bei Patienten angewandte. Durch mehrfache Wiederholung der Versuche 

und stetem Mitführen unbestrahlter Kontrollzellen wurde ferner versucht, 

Versuchsbedingungen möglichst konstant zu halten und eine Beeinflussung der Ergebnisse 

durch äußere Faktoren zu begrenzen. Diese können aber in der Klinik bei einem Patienten, 

der sich einer Bestrahlungstherapie unterzieht, durchaus von hoher Relevanz sein. 

Zellkulturmodelle mit standardisierten Versuchsreihen wurden in dieser Arbeit dennoch 

sinnvoll eingesetzt, um elementare Prinzipien der Tumorpathogenese und Reaktionen auf 

verschiedene Therapien in vitro zu verstehen und ggf. im nächsten Schritt auf in vivo oder 

intermediäre Modelle übertragen zu können.  

Bei der methodischenVerwendung des Koloniebildungstests zur Bestimmung der vitalen 

Zellen nach Bestrahlung besteht das Problem der langen Inkubationszeit bzw. einer hohen 

Zelldichte bei starkem Wachstum der Zellpopulation. Infolgedessen kann es zu einem 

Absterben der Zellen durch Verbrauch der Nährstoffe oder Aktivierung verschiedener 

Signalwege kommen, welche nicht Gegenstand der Untersuchung waren. In diesen Fällen 

würde die Aussagekraft der Strahlenwirkung reduziert sein. Durch Aussäen definierter 

Zellzahlen, welche sich durch mehrfache Testung als praktikabel erwiesen hatten, sowie 

regelmäßige Überprüfung der Zelldichte unter dem Mikroskop, wurde dieses Problem 

weitestgehend minimiert. Eine weitere Fehlerquelle besteht in der Zählung der Kolonien 

durch den Versuchsdurchführenden. Um eine Beeinflussbarkeit durch zu erwartende 

Ergebnisse zu vermeiden, wurde die Auszählung daher verblindet durchgeführt.  

Als weitere Methode zur Bewertung des Zellüberlebens stände der MTT- Assay zur 

Verfügung, welcher insbesondere zur Ermittlung der Chemosensitivität oder 

Medikamententoxizität genutzt wird. Vorteil dieses Verfahrens ist die Möglichkeit eines 

hohen Probendurchsatzes in kürzerer Zeit. Der klonogene Assay bestimmt jedoch den 

Anteil proliferationsfähiger Zellen, wohingegen der MTT Assay die metabolische Aktivität 

von Zellen misst [357;358]. Der klonogene Assay vermeidet im Kontext einer Bestrahlung 

eine Verfälschung der Werte, indem nur Zellen, welche fähig zur Proliferation sind, 

überleben, zur Koloniebildung führen und bei der Auswertung berücksichtigt werden. 

Dieses Prinzip ermöglicht einen genaueren Einblick in die Fähigkeit von Tumorzellen, 



Diskussion 

91 
 

toxische Effekte ionisierender Strahlung abzuwehren, die Proliferationsfähigkeit nach 

Bestrahlung zu erhalten und somit eine Strahlenresistenz auszubilden.  
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4.2 Gezielte subzelluläre Umverteilung von 

Sauerstoffsensorproteinen als potentielle Therapiestrategie 

Aufgrund der räumlichen Trennung verschiedener Signalwege und Funktionen innerhalb 

der Zelle haben Eukaryoten ein System gerichteter Transportmechanismen entwickelt. 

Dieses spielt eine entscheidende Rolle in physiologischen Prozessen, wie der Anpassung 

an veränderte Umweltbedingungen oder der Zelldifferenzierung [182;184-186]. Die 

zelluläre Transportmaschinerie ist jedoch auch in die pathophysiologischen Abläufe 

zahlreicher Erkrankungen involviert. In der Vergangenheit konnten exemplarisch eine 

erhöhte Expression nukleärer Transportrezeptoren sowie Störungen des Kerntransports mit 

der onkogenen Transformation von Zellen, wie beispielsweise bei der akuten Leukämie, 

oder auch mit der Motorneuron- Erkrankung Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und der 

neurodegenerativen Huntington- Krankheit in Verbindung gebracht werden [192-

194;243;359]. Zudem ist der intrazelluläre Proteintransport ein wichtiger Schritt in der 

Entstehung und Ausbreitung viraler und parasitärer Erkrankungen sowie der Vermittlung 

allergischer Reaktionen [188-191;360;361]. Daher stellt die gezielte subzelluläre 

Umverteilung von Proteinen eine vielversprechende Strategie in der Entwicklung neuer 

Medikamente, insbesondere auch in der Krebstherapie, dar. Jüngst konnte mit den selective 

inhibitors of nuclear export (SINE) eine Gruppe CRM1- inhibierender Moleküle 

charakterisiert werden, welche durch Hemmung des Kernexports zu einer nukleären 

Akkumulation von Tumorsuppressoren und Zellzyklusinhibitoren sowie zu einer 

Anreicherung von Chemotherapeutika führen [222;247]. Die Substanz Selinexor wurde 

vor kurzem zur Behandlung des rezidivierend- refraktären Multiplen Myeloms als 

Kombinationstherapie mit Dexamethason durch die FDA zugelassen [232].   

Die Hypoxie- induzierbaren Faktoren weisen insbesondere in hypoxischen Regionen 

solider Tumore häufig eine erhöhte Expression auf und HIF- induzierte Signalwege 

konnten mit einem aggressiveren Phänotyp und Therapieresistenzen in Verbindung 

gebracht werden [61]. Da die transkriptionellen Funktionen ausschließlich im Zellkern 

erfüllt und HIFs zwischen Nukleus und Zytoplasma hin- und herbewegt werden können, 

bietet der subzelluläre Transport ein attraktives Angriffsziel zur Kontrolle HIF- induzierter 

Signaltransduktion [186]. In verschiedenen Arbeiten gelang die Identifikation 

unterschiedlicher Transportmechanismen durch die Kernporen- Komplexe der 

Kernmembran [186;195-198;200]. Für den aktiven Proteintransport sind neben 
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Transportrezeptoren (den Karyopherinen), welche je nach Transportrichtung als Importine 

oder Exportine bezeichnet werden, Kernlokalisierungs- oder Kernexportsignale (NLS oder 

NES) in der Aminosäuresequenz der Zielproteine verantwortlich. Im Rahmen des 

klassischen Kernimports werden Proteine durch Bindung an den heterodimeren 

Importin a/b1- Komplex durch die Kernmembran transportiert. Der Kernimport der HIFs 

wird vornehmlich durch diesen Transportweg reguliert [186]. In den Transport von HIF-1a 

sind zudem weitere Mitglieder der Transportrezeptorfamilie, wozu Importin 4 und 7 

gehören, sowie die Interaktion mit Mikrotubuli und Motorproteinen involviert [253-255].  

Bisher konnten nur wenige Inhibitoren des nukleären Imports in präklinischen Studien 

identifiziert werden. Der Einfluss einer spezifischen Inhibition des Importin a/b1- 

vermittelten Kerntransports auf den HIF- Signalweg und die molekulare Sauerstoffsensorik 

war bisher noch nicht Gegenstand der Forschungen und wurde in dieser Arbeit eingehend 

untersucht. 

Das makrozyklische Lakton Ivermectin wurde bislang als Breitspektrum- Antiparasitikum 

vor allem in der Behandlung der Onchozerkose und lymphatischen Filiariasis sowie in der 

Veterinärmedizin eingesetzt. 2012 konnte die Substanz durch Wagstaff et al. als 

spezifischer Inhibitor des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports identifiziert werden. 

Ivermectin hemmt die Interaktion zwischen NLS des Zielproteins und NLS- 

Bindungstasche von Importin a und hat keinen inhibierenden Einfluss auf den Transport 

von NLS- enthaltenden Frachtproteinen, die von anderen Mitgliedern der Karyopherin- 

Familie erkannt werden [236;237]. Durch diese Wirkungsweise konnte Ivermectin in 

verschiedenen Studien die Replikation des HI- und Dengue- Virus sowie des 

Venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis- Virus erfolgreich inhibieren [190;237;325-

327]. Ferner besitzt die Substanz großes Potential in der Krebstherapie durch Interaktion 

mit zahlreichen Zielmolekülen, welche beispielsweise Chemoresistenzen oder Proliferation 

vermitteln [316].  

 

In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Ivermectin auf den Hypoxie- induzierten 

Signalweg durch Inhibierung des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports von HIF-1a 

analysiert. Lokalisierungsstudien mittels indirekter Immunfluoreszenz sowie die 

Auswertung der HIF-1α- Proteinexpression in Kernextrakten von humanen Osteosarkom- 

und Neuroblastom- Tumorzellen konnten zeigen, dass durch Ivermectin die hypoxisch- 

induzierte nukleäre Akkumulation von HIF-1α in vitro hemmend beeinflusst werden 
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kann (s. Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3). Als spezifischer Inhibitor des Importin a/b1- 

vermittelten Kerntransports scheint Ivermectin die Bindung von HIF-1a an Importin a und 

somit den Transport des Transkriptionsfaktors über die Kernmembran erfolgreich zu 

unterbinden [264]. Übereinstimmend mit dieser Erkenntnis konnten Kosyna et al. in 

Importin a/b1- GST- Bindungsstudien bestätigen, dass in Anwesenheit von Ivermectin die 

Bindung von HIF-1a an alle Importin a- Isoformen drastisch reduziert wird. Zudem bleibt 

bei erniedrigter nukleärer HIF-1α- Expression die zelluläre Gesamtproteinmenge von 

HIF-1α unter Ivermectin- Behandlung annährend gleich. Daher ist eine Reduktion der 

nukleären HIF-1α- Akkumulation durch verminderte Produktion oder gesteigerte 

Degradierung als unwahrscheinlich zu bewerten [264].  

Durch Hemmung der nukleären Translokalisation inhibiert Ivermectin außerdem die 

Transaktivierungsfunktion von HIF-1. Ohne suffizienten Transport über die Kernmembran 

können die HIF- Untereinheiten im Zellkern weder heterodimerisieren noch durch Bindung 

an die HRE von Zielgenen sauerstoffabhängig die Genexpression induzieren. Diese 

Annahme konnte unter Anwendung von Luciferase- Reportergen Assays und quantitativer 

Real- Time- Polymerase- Kettenreaktion bestätigt werden (s. Abschnitte 3.2.4 und 3.2.5). 

Humane Osteosarkom- und hepatozellulären Karzinom- Zellen, welche transient bzw. 

stabil mit einem Hypoxie- responsiven Luciferase- Reportergenkonstrukt transfiziert 

worden sind, zeigten unter Ivermectin Behandlung eine signifikante Abnahme der Firefly- 

Luziferase- Aktivität als Korrelat für die reduzierte Rate der HIF-1- abhängigen 

Genexpression (s. Abbildung 14) [264]. Entsprechende Ergebnisse ergab auch die Analyse 

HIF-1- abhängiger Zielgenexpression durch quantitative Real- Time- 

Polymerase- Kettenreaktion. Über die Blockade des Importin α/β1- abhängigen 

Kerntransports konnte Ivermectin die Expression des HIF-1- abhängigen Zielgens solute 

carrier family 2 member 1 (SLC2A1) erfolgreich inhibieren (s. Abbildung 16) [264].  

Im Hinblick auf das Ausmaß Ivermectin- vermittelter Effekte konnten Unterschiede 

zwischen den untersuchten Zelllinien beobachtet werden. Dies kann darauf zurückgeführt 

werden, dass die Karyopherine ein ungleiches Ausprägungsniveau in den einzelnen 

Zelllinien aufweisen. Dazu passend konnten unter anderem Li et al. feststellen, dass die 

Transportrezeptoren in verschiedenen Geweben in Abhängigkeit der jeweiligen Funktion 

unterschiedlich stark exprimiert sind [207;362;363]. Insgesamt liegt die intrazelluläre 

Transportmaschinerie in Eukaryoten evolutionär hoch konserviert vor, eine Auswirkung 

Ivermectin- vermittelter Inhibition kann daher generell erwartet werden [364]. Wichtig ist 
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jedoch zu beachten, dass die zum Transport zur Verfügung stehende Importinmenge unter 

Einfluss von Stressfaktoren limitiert ist [365-367]. Oxidativer Stress, Hitzeschock und 

ultraviolette Strahlung resultieren beispielsweise in einer Retention von Importin a im 

Zellkern und somit zur Hemmung dessen weiterer Transportfunktionen [365]. Unter 

hypoxischen Bedingungen, welche zu oxidativem Stress führen, wäre daher ebenfalls eine 

Zelltyp- abhängige Reduktion der funktionsfähigen Importinmenge denkbar.  

In allen untersuchten Tumorentitäten konnte der HIF- Signalweg durch Ivermectin, 

zumindest in Teilen, unterbrochen werden, wodurch ein entscheidender Einfluss auf die 

molekulare Sauerstoffsensorik und HIF- vermittelte Geninduktion genommen wird [264]. 

Hierin kann ein potentiell abschwächender Effekt auf eine HIF- verursachte 

Tumoraggressivität und Therapieresistenz liegen, welcher durch Ausweitung der 

Versuchsreihen auf Tumorsphäroide und im nächsten Schritt auf in vivo Tumormodelle 

weitergehend überprüft werden sollte. Da eine HIF- Stabilisierung zu einer gesteigerten 

Bestrahlungsresistenz führt, ist es zudem denkbar, dass eine Modifikation des Kernimports 

der HIFs die Strahlensensibilität von Tumorzellen beeinflusst. Durch Anwendung von 

Röntgenbremsstrahlung und Koloniebildungstests könnte dieser Effekt in vitro getestet 

werden. 

Ein wichtiger Aspekt in der Beurteilung Ivermectin- hervorgerufener Effekte ist der 

unselektive Einfluss auf den Importin a/b1- abhängigen Transport anderer Zielproteine als 

HIF-1a sowie auf die Funktionen der Transportrezeptoren, welche unabhängig vom 

Proteintransport über die Kernmembran sind. Zu weiteren Frachtproteinen zählen 

Moleküle, die unter anderem zentral in Zelldifferenzierungs- und Entwicklungsprozesse, 

die Vermittlung zirkadianer Rhythmik oder immunregulatorische Abläufe involviert 

sind [184;186;191]. Diese würden ebenfalls von einer Inhibition der Transportmaschinerie 

beeinflusst werden, wodurch weitreichende Konsequenzen, beispielweise für die 

Ausreifung von (Nerven-) Zellen, die Embryonalentwicklung oder Fertilität, entstehen 

könnten. Diese unerwünschten Wirkungen werden dadurch verstärkt, dass Ivermectin die 

Bindung von Zielproteinen an alle Importin a- Isoformen deutlich zu reduzieren 

vermag [264]. Dadurch kann der Funktionsverlust einer einzelnen Importin a- Isoform 

nicht durch die anderen kompensiert werden, wie es physiologisch bei wichtigen 

Frachtproteinen und Signalwegen der Fall zu sein scheint [186]. Bei diesen Überlegungen 

muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass unter hypoxischen Bedingungen eine 

Stabilisierung und nachfolgende Akkumulation von HIF-1a stattfindet und die 
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sauerstoffabhängige Signaltransduktion in dieser Situation entscheidend von den nukleären 

Transportmechanismen abhängt. Als Folge einer gesteigerten HIF- Proteinmenge ist es 

daher zu erwarten, dass der Effekt Ivermectin- vermittelter Importin a/b1- Inhibition auf 

den Kernimport der HIFs stärker ausfallen wird als der auf weitere Importin a/b1- 

Zielproteine. Diese würden unter hypoxischen Bedingungen keine Hochregulation erfahren 

oder könnten einen Funktionsausfall der Transportmaschinerie eventuell länger tolerieren. 

Dennoch könnten weitere Funktionen der Importine, zu denen z.B. die Kontrolle der 

Formation des Spindelapparats während der Mitose und Meiose zählt, durch Substanzen 

wie Ivermectin unterbunden werden [220]. Hierdurch entscheidend beeinflusste Schritte 

des Zellzyklus könnten zu Störungen von Zellproliferation und Zellregeneration sowie 

möglicherweise zu chromosomalen Veränderungen von Tochterzellen führen. Hiermit 

übereinstimmend sind die Erkenntnisse von Geles et al., die unter Depletion bestimmter 

Importin a- Isoformen in Fadenwürmern eine embryonale Letalität und schwere 

chromosomale Verteilungsstörungen beobachten konnten [368]. Importin a7- knockout 

Mäuse zeigten sich in Studien von Rother et al. zwar lebensfähig, wiesen jedoch eine 

Infertilität auf, welche auf eine gestörte Aktivierung zygotischer Gene zurückzuführen 

war [369]. Ob Ivermectin durch Interaktion mit der NLS- Bindungstasche die vielfältigen 

Funktionen von Importin a, welche neben der Proteintransportfunktion existieren, 

beeinflusst und somit ungeahnte Effekte haben könnte, sollte daher weitergehend geprüft 

werden.  

In dieser Arbeit wurde, unter anderem, der Einfluss von Ivermectin auf die intrazelluläre 

Lokalisation und nukleäre Akkumulation von HIF-1a, nicht aber von weiteren HIF- 

Untereinheiten, untersucht. Zahlreiche Studien konnten in der Vergangenheit belegen, dass 

die Rolle der Untereinheiten HIF-1a bzw. HIF-2a sowohl in physiologischen als auch 

pathologischen Prozessen, zumindest in Teilen bzw. Zelltyp- abhängig, divergiert. HIF-2a 

zeigt unter hypoxischen Bedingungen beispielsweise eine langsamere und länger 

andauernde Induktion und kann die Translation von Proteinen auf alternativen Wegen 

aktivieren. HIF-1a stimuliert ferner die Expression glykolytischer Enzyme, wohingegen 

HIF-2a Hauptregulator des EPO- Gens zu sein scheint [5;252]. Exemplarisch sind in 

Brustkrebszellen die hypoxisch- induzierte Genexpression und Tumorprogression 

maßgeblich abhängig von HIF-1a, in Nierenzellkarzinomen jedoch von HIF-2a [370;371]. 

Zudem wurden den HIF- Untereinheiten sowohl pro- als auch antitumorgenetische Effekte 

nachgewiesen, welche ebenfalls entscheidend vom Zelltyp abhängig sind [371]. Daher ist 
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es unbedingt notwendig, dass der Effekt von Ivermectin auf weitere HIF- Untereinheiten in 

Betracht gezogen und eingehend analysiert wird. Zumal mit der direkten, Importin a- 

unabhängigen Bindung von HIF-2a an Importin b ein Transportweg für HIF-2a existiert, 

welcher von Ivermectin nicht tangiert werden sollte [186]. Eine genaue Charakterisierung 

des Ausprägungsgrades der einzelnen Untereinheiten in verschiedenen Tumorentitäten 

sowie der Einfluss von Ivermectin auf diese sind essentiell bei der Beurteilung des 

Potentials von Ivermectin in der Tumortherapie. Aussichtsreich wäre eine auf den 

Patienten individuell abgestimmte Therapie durch vorherige Analyse des HIF- 

Expressionsniveaus sowie der einzelnen HIF- Untereinheiten, Mutationen und 

Transportrezeptormoleküle im Zielgewebe. 

Außerdem darf die physiologische Funktion der HIFs, insbesondere in der Anpassung an 

reduzierte Sauerstoffbedingungen, auf keinen Fall außer Acht gelassen 

werden (s. Abschnitt 1.1.5). Eine systemische Hemmung des HIF- Signalweges könnte 

weitreichende Konsequenzen für den gesamten Organismus haben und z.B. eine Anämie 

verstärken oder die Regeneration von Geweben nach Ischämien verhindern. Allerdings 

konnte bereits gezeigt werden, dass Tumorzellen durch ihren gesteigerten Metabolismus 

und ihre vermehrte Proliferationsrate eine höhere Sensibilität gegenüber einer Inhibition 

der intrazellulären Transportmaschinerie aufweisen als gesunde Zellen [222;225]. 

Sharmeen et al. fanden anhand von Zellkulturmodellen akuter myeloischer Leukämiezellen 

heraus, dass Ivermectin bereits in niedrigen mikromolaren Dosen von 10 µM den Zelltod 

herbei führt, gesunde hämatopoetische Zellen aber überleben [332]. Durch diesen 

Unterschied in der Sensitivität zwischen Tumorzellen und gesunden Zellen könnten 

unerwünschte systemische Nebenwirkungen bei entsprechender Dosis gemildert werden.  

Zuletzt gilt Ivermectin jedoch auch als sogenanntes „schmutziges Medikament (Dirty 

Drug)“. Neben seiner eigentlichen Wirkung, der Bindung an Glutamat- und 

g-Aminobuttersäure (GABA)- aktivierte Chloridkanäle, interagiert die Substanz mit 

zahlreichen weiteren Proteinen und Bindungspartnern, z.B. Importin a. Hierin ist einerseits 

das breite Potential in der Krebstherapie begründet, da Ivermectin verschiedenste 

Signalwege, die tumorgenetisch relevant sind, beeinflusst. Exemplarisch kann Ivermectin 

die Bioverfügbarkeit von Chemotherapeutika durch Inhibierung des MDR- Proteins 

erhöhen und auch eine Reduktion von Krebsstamzellen bewirken [330;331]. Hochselektive 

Chemotherapeutika, welche lediglich spezifisch auf einzelne Komponenten in Tumorzellen 

wirken, führen häufig zu Medikamentenresistenzen. Eine „mehrzielige“ Substanz wie 
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Ivermectin könnte genau solche Resistenzmechanismen umgehen. Außerdem konnten 

Nagai et al. unlängst herausfinden, dass Ivermectin durch Induktion einer Cytochrom-C- 

Oxidase die ATP Produktion in den Mitochondrien hypoxischer Kardiomyozyten 

aufrechterhalten und dadurch auch eine Hypertrophie des Herzmuskels mindern und die 

kardiale Funktion verbessern kann [372]. Über die antiviralen Effekte wurde bereits 

berichtet. Die Wirkungen von Ivermectin sind also vielfältig und noch längst nicht in ihrer 

vollen Bandbreite identifiziert. Das sich ergebende therapeutische Potential der Substanz 

erscheint groß. Andererseits kann es aber durch eben diese unspezifischen und vielfältigen 

Bindungspartner zu unbeabsichtigten und unvorhersehbaren Nebenwirkungen kommen. 

Von Vorteil ist jedoch, dass Nebenwirkungs- und Interaktionsprofile von Ivermectin durch 

die jahrelange Anwendung als Antiparasitikum an Millionen von Patienten weitestgehend 

detailliert bekannt sind. Vor einem möglichen klinischen Einsatz müssen jedoch die 

notwendige Dosis, Dauer und Art der Anwendung sowie die systemischen Auswirkungen 

einer Ivermectin- Behandlung in einem durch tumorpathophysiologische Prozesse 

veränderten Organismus genauestens analysiert werden. Bisher durchgeführte in vivo und 

in vitro Studien zeigten, dass die tumortherapeutischen Eigenschaften von Ivermectin in 

Konzentrationsbereichen erreicht werden können, welche nach ausführlicher Testung an 

gesunden oder parasitär erkrankten Patienten als sicher und nebenwirkungsarm 

gelten [316]. Eine Neupositionierung von Ivermectin von einem antiparasitären und 

antiviralen zu einem komplementären Medikament in der Krebstherapie sowie eine 

Einbindung in klinische Studien an Tumorpatienten in naher Zukunft sind daher durchaus 

vorstellbar [341;373].  

Bisher entwickelte Inhibitoren des HIF- Signalweges zielen vor allem auf eine Suppression 

der HIF- Aktivität durch Inhibierung einzelner Komponenten der Proteinsynthese, der 

Proteinstabilisierung oder der transkriptionellen Aktivität ab (s. Abschnitt 1.5.1) [5;263]. 

Da die Aktivierung bzw. Stabilisierung der HIFs jedoch durch viele verschiedene 

Signalwege gesteuert wird, ist die Entwicklung ganzheitlicher Inhibitoren der HIF- 

vermittelten Signaltransduktion schwierig. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

mit der Inhibition des Transports über die Kernmembran ein vielversprechendes neuartiges 

Prinzip der HIF- Kontrolle existiert, da an diesem Punkt die verschiedenen HIF- 

aktivierenden Signalwege zusammenlaufen und der Schritt der nukleären Translokation 

entscheidend für die weitere Erfüllung der HIF- Funktion ist [264]. Um eine unselektive 

Hemmung des Transports weiterer Frachtproteine von Importin a/b1 zu verhindern, wäre 
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es zielführend, anstelle eines Inhibitors wie Ivermectin spezifischere Substanzen zu 

entwickeln, welche selektiv auf die Interaktion zwischen HIFs und Importin a Einfluss 

nehmen. Die Entwicklung von Peptiden könnte einen attraktiven Ansatzpunkt auf diesem 

Weg darstellen. Arafeh et al. und Flores et al. gelang beispielsweise jüngst die 

Entwicklung spezifischer Peptide, welche durch Interaktion mit Importin 7 und Importin 9 

den Kernimport bestimmter Mitogen- aktivierter- Kinasen inhibieren und so eine 

hemmende Wirkung auf die Proliferation von Krebszellen ausüben [240;241]. Durch 

Kopplung von Peptiden oder anderen Molekülen an Antikörper, die spezifisch an Antigene 

von Tumorzellen binden, könnte zudem möglicherweise eine exklusive Wirkung auf 

Tumorzellen und eine Erhaltung der protektiven, physiologischen Funktionen der HIFs in 

gesunden Zellen erreicht werden. Eine selektive Hemmung weiterer Komponenten des 

intrazellulären Transportapparats, wie es z.B. in Form einer spezifischen Inhibierung von 

Importin b durch Importazole oder Aminothiazole bereits beschrieben wurde, ist ein 

weiterer vielversprechender Vorstoß zur Inhibierung Tumor- charakteristischer 

Signalwege [233-235].  

Unabhängig vom HIF- Signalweg konnte die Überexpression bestimmter 

Transportrezeptoren als prognostischer Marker verschiedener Pathologien, insbesondere 

von Krebserkrankungen, identifiziert werden. So wurde beispielsweise eine erhöhte 

CRM1- Expression als negativer Prädiktor in verschiedenen Tumoren beschrieben, 

beispielsweise in Adenokarzinomen des Pankreas oder Tumoren der 

Brustdrüse [222;374;375]. Sowohl Importin b1 als auch Importin 4 konnten in 

Magenkarzinomzellen mit einer Steigerung der Proliferation, einer schlechten Prognose 

und einer Chemotherapieresistenz in Verbindung gebracht werden [376;377]. Zudem 

konnte eine erhöhte Expression von Importinen und Exportinen im Herzmuskelgewebe 

von Patienten mit ischämischer oder dilatativer Kardiomyopathie gefunden werden [378]. 

Diese Zusammenhänge können dabei sowohl auf die Transportfunktion für 

Transkriptionsfaktoren, welche beispielsweise Proliferation und Zellzyklus regulieren, als 

auch auf weitere Funktionen der Transportrezeptoren in Zytoplasma und Nukleus, wie z.B. 

die Interaktion mit Rezeptorproteinen an der Zellmembran oder die Regulation DNA- 

bindender Proteine, zurückgeführt werden [187].  

Importin a/b1- Inhibitoren haben das Potential, eine Re- bzw. Mislokalisation von 

Proteinen innerhalb der subzellulären Kompartimente und auch eine Hemmung weiterer 

Funktionen der Importine und Exportine zu erreichen. Daher stellt deren Charakterisierung 
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und präzise Untersuchung einen vielversprechenden Fortschritt in der weiteren 

Entwicklung von Strategien zur Behandlung verschiedenster Erkrankungen dar. Natürlich 

sind in die pathophysiologischen Prozesse von Krebs-, Infektions- und weiteren 

Erkrankungen zahlreiche unterschiedliche Moleküle, Mechanismen und Signalwege 

involviert, in deren Abläufe gängige Medikamente bereits eingreifen. Die Anwendung von 

Inhibitoren intrazellulärer Transportwege offeriert jedoch die Möglichkeit, in Form einer 

Kombinationstherapie mit bereits existierenden Medikamenten das Therapieansprechen zu 

verbessern. 
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5 Zusammenfassung  

Alle Zellen höherer Organismen sind zum Überleben auf eine kontinuierliche Zufuhr von 

Sauerstoff angewiesen. Die Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase unter 

variierenden Umweltbedingungen unterliegt einer präzisen Regulation auf systemischer, 

lokaler und molekularer Ebene. Im Rahmen zellulärer Anpassungsmechanismen an eine 

reduzierte Sauerstoffversorgung nehmen die Hypoxie- induzierbaren Faktoren (HIFs) als 

heterodimere Transkriptionsfaktoren sowie deren regulierenden Enzyme, insbesondere die  

Prolyl-4-Hydroxylasen (PHDs), eine Schlüsselrolle ein. Die Isoform PHD2 gilt dabei als 

wichtigster Regulator der HIF-1a- Stabilität und als zentrales Protein in der molekularen 

Sauerstoffsensorik. Sowohl die HIF- als auch die PHD- vermittelte Signaltransduktion 

spielen jedoch auch in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, wie z.B. bei der 

Entstehung von Tumoren, eine wichtige Rolle. HIF- induzierte Signalwege sowie eine 

erhöhte Expression von PHD2 konnten mit einer malignen Progression und der Resistenz 

gegenüber einer Strahlentherapie verschiedener Tumore in Verbindung gebracht werden.  

 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde durch einen siRNA- vermittelten knockdown und eine 

Plasmid- DNA- vermittelte Überexpression der Zelltyp- abhängige Einfluss der PHD2- 

Expression auf das Bestrahlungsverhalten von Tumorzellen in vitro untersucht. Dabei 

konnte keine statistisch signifikante Erhöhung der Strahlensensibilität in PHD2- 

defizienten Zervix- und Mammakarzinom- Zellen festgestellt werden. PHD2- 

überexprimierende Mammakarzinom- Zellen zeigten bei einer Energiedosis von 2 Gray 

jedoch eine signifikant verminderte Strahlensensibilität. Diese Resultate bestätigen die 

Zelltyp- abhängige Rolle von PHD2 in Bezug auf die Strahlenresponsivität von 

Tumorzellen, welche unabhängig von der sauerstoffabhängigen HIF-a- hydroxylierenden 

Funktion zu sein scheint.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkung des spezifischen Importin a/b1- 

Inhibitors Ivermectin auf den HIF- Signalweg und die molekulare Sauerstoffsensorik in 

vitro analysiert. Durch eine Behandlung mit Ivermectin konnten eine verminderte 

hypoxisch- induzierte nukleäre Akkumulation und Proteinexpression von HIF-1a, eine 

Hemmung der transkriptionellen Funktion sowie eine Inhibierung HIF-1- abhängiger 

Zielgenexpression in verschiedenen Tumorzelllinien erreicht werden. Durch Inhibierung 

des Importin a/b1- vermittelten Kerntransports kann somit ein entscheidender Einfluss auf 



Zusammenfassung 

102 
 

die molekulare Sauerstoffsensorik und die HIF- vermittelte Geninduktion genommen 

werden.  

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen, dass eine 

spezifische und selektive Inhibition sowie eine gezielte Umverteilung von Proteinen 

innerhalb der subzellulären Kompartimente ein hohes therapeutisches Potential in der 

Optimierung des Therapieansprechens von Tumoren und anderen Leiden besitzen. Die 

umfassende Kenntnis über PHD- und HIF- kontrollierte und –kontrollierende Signalwege 

sowie das Verständnis der molekularen Sauerstoffsensorik in Physiologie und 

Pathophysiologie stellen einen essentiellen und vielversprechenden Fortschritt in der 

weiteren Entwicklung von Strategien zur Behandlung verschiedenster Erkrankungen dar.  
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Materialien und Geräte 

Hersteller 

Nachfolgend sind die Firmensitze der Lieferanten und Hersteller aufgeführt. Um 

Mehrfachnennungen zu vermeiden, werden diese im weiteren Verlauf nicht nochmals 

angegeben. Sollte sich im Verlauf der Forschungszeit für diese Arbeit der Herstellername 

bzw. die Firmenorganisation geändert haben, so ist der aktuelle Hersteller in den 

nachfolgenden Abschnitten jeweils als letztes aufgeführt.  

 

AEG AG (Frankfurt, Deutschland), Agilent Technologies Inc. (Waldbronn, Deutschland), 

Air Liquide S.A. (Hamburg, Deutschland), AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), 

Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland), Bandelin electronic (Berlin, Deutschland), 

Berthold Technologies GmbH (Bad Wildbad, Deutschland), BD Biosciences (Heidelberg, 

Deutschland), Bioline GmbH (Luckenwalde, Deutschland), Biomol GmbH (Hamburg, 

Deutschland), Bio- Rad Laboratories Inc. (München, Deutschland), Carl Roth GmbH und 

Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland), CIAtronic 

(Kempen, Deutschland), DAKO/ Agilent (Santa Clara, CA, USA), DWK Lifesciences 

GmbH (Wertheim, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Deutschland), GE- Healthcare (Freiburg, Deutschland), Gerbu Biotechnik 

GmbH (Wieblingen, Deutschland), GibcoR (Darmstadt, Deutschland),GilsonR Inc. 

(Middleton, WI, USA), GraphPad Software (La Jolla, CA, USA), Greiner Bio- One 

International GmbH (Frickenhausen, Deutschland), Hartmann Gruppe (Heidenheim an der 

Brenz, Deutschland), Heidolph Instruments (Schwabach, Deutschland), Hellma (Müllheim, 

Deutschland), Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland), Herolab Laborgeräte (Wiesloch, 

Deutschland), Hirschmann Laborgeräte GmbH und Co. KG (Eberstadt, Deutschland), 

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland), IKA- Werke (Staufen, Deutschland), Irfan Skiljan 

(Wien, Österreich), Kern & Sohn GmbH (Balingen, Deutschland), Keyence (Osaka, 

Japan), KNF Neuberger GmbH (Freiburg, Deutschland), Kodak GmbH (Stuttgart, 

Deutschland), Kryotec- Kryosafe GmbH (Hamburg, Deutschland), Labinoco BV (Breda, 

Niederlande), Labnet Internationel Inc. (Edison, NJ, USA), Liebherr (Bulle FR, Schweiz), 

Medgenix Diagnostics (Ratingen, Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), 

Microsoft Corporation (Redmond, Washington, USA), Miele & Cie. KG (Gütersloh, 
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Deutschland), Molecular Probes (Karlsruhe, Deutschland), New England BiolabsR Inc. 

(Frankfurt, Deutschland), Nexcelom Bioscience (Lawrence, MA, USA), Novus Biologicals 

(Littleton, Colorado, USA), PAA Laboratories (Cölbe, Deutschland), Panasonic 

(Wiesbaden, Deutschland), Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland), 

Promega (Mannheim, Deutschland),Raytest (Straubenhardt, Deutschland), Santa Cruz 

Biotechnology (Heidelberg, Deutschland), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, 

Deutschland), Sarstedt AG und Co. KG (Nürnbrecht, Deutschland), Scotsman Industries 

Inc. (Mailand, Italien), Siemens AG (München, Deutschland), Sigma- Aldrich (München, 

Deutschland), SucofinR (Zewen, Deutschland), Systec (Münster, Deutschland), Thermo 

Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland; Waltham, Massachusetts, USA), Varian 

Medical Systems (Palo Alto, CA, USA), VITLAB GmbH (Großostheim, Deutschland), 

VLM GmbH (Bielefeld, Deutschland), Witeg Labortechnik (Wertheim, Deutschland). 

Chemikalien und Reagenzien 

Name Hersteller 
Accutase™ PAA Laboratories, GE Healthcare; 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 
Acrylamid/ Bis Solution, 37, 5:1 Serva Electrophoresis GmbH 
Agarosepulver Serva Electrophoresis GmbH 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Ampicillin Biomol GmbH  
Aprotinin AppliChem GmbH 
Benzamidin AppliChem GmbH 
Bromphenolblau  Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Calciumchlorid (CaCl2) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Coomassie Brilliant Blue R250 Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Dimethyloxalylglycin (DMOG) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) ((CH3)2SO) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Dithiothreitol (DTT) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) Zellkultur Medium 

GibcoR, Thermo Fisher Scientific 

Essigsäure Carl Roth GmbH und Co. KG 
Ethanol  Carl Roth GmbH und Co. KG 
Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH und Co. KG 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck KGaA 
Formaldehydlösung 37 % Carl Roth GmbH und Co. KG  
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Fötales Kälberserum (FKS) GibcoR, Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific 

Gase (N2, CO2, Druckluft) Air Liquide S.A.  
Gelatine Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
GeneJuiceR  Merck KGaA 
Glycerin Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Glycin Serva Electrophoresis GmbH  
Ivermectin  Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Kanamycin Carl Roth GmbH und Co. KG 
LB Agar (Luria- Müller) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Leupeptin AppliChem GmbH 
Levamisole Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Lipofectamine2000TM Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 
Magermilchpulver SucofinR 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Methanol Carl Roth GmbH und Co. KG 
MOPS- Puffer Gerbu Biotechnik GmbH 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Natriumdodecylsulfat (SDS) granuliert  AppliChem GmbH 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
NTP (Natriumtriphosphat) Mix Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 
Opti-MEMR GibcoR, Thermo Fisher Scientific 
Paraformaldehyd Serva Electrophoresis GmbH 
Penicillin/ Streptomycin 1 % PAA Laboratories, GibcoR, Thermo 

Fisher Scientific 
Pepstatin AppliChem GmbH 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) AppliChem GmbH 
Phosphorsäure (85 %) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Ponceau S Solution Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
ProLongR Antifade Reagent with DAPI Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 
Protease Inhibitor Cocktail Set V EDTA-
free  

CalbiochemR, Merck KGaA 

Protein Assay Standard (Albumin) Bio- Rad Laboratories Inc. 
Röntgenfilmentwickler Kodak GmbH 
Röntgenfilmfixierbad Kodak GmbH 
RPMI-1640 Zellkultur Medium GibcoR, Thermo Fisher Scientific 
Salzsäure (HCl) 25 %  Merck KGaA 
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Tetramethylethylenediamin (TEMED) Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
TRIS-Hydrochlorid Carl Roth GmbH GmbH und Co. KG 
Trypan Blau 0,4 % Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Trypsin/ EDTA Lösung 0,05 %/ 0,02 % GibcoR, Thermo Fisher Scientific 
Urea (Harnstoff) Carl Roth GmbH und Co. KG 
β- Glycerolphosphat Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
β- Mercaptoethanol Biomol GmbH 

Antikörper 

 Name Hersteller Eingesetzte 
Konzentration 

Primärantikörper anti- Aktin C-11 
(Ziege, polyklonal) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1:1000 

anti- HIF-1α 
(Maus, 
monoklonal) 

BD Biosciences 1:1000 

anti- Lamin A/C 
(Ziege, polyklonal) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1: 1000 

anti- PHD2 
(Kaninchen, 
polyklonal) 

Novus Biologicals 1:500 

anti- SP1 
(Kaninchen, 
polyklonal) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1:1000 

Sekundärantikörper Alexa FluorR 488- 
anti- Maus (Ziege, 
polyklonal) 

Molecular Probes 1:400 

HRP- anti- 
Kaninchen (Ziege, 
polyklonal) 

DAKO/ Agilent 
Technologies Inc. 

1:5000 

HRP- anti- Maus 
(Ziege, polyklonal) 

DAKO/ Agilent 
Technologies Inc.  

1:5000 

HRP- anti- Ziege 
(Kaninchen, 
polyklonal) 

DAKO/ Agilent 
Technologies Inc. 

1:5000 
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Small interfering RNAs (siRNAs) 

Name Hersteller 
BLOCK-iT™ floureszent Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 
siRNA PHD2 Dharmacon, Thermo Fisher Scientific 

Plasmide 

Plasmid Herkunft/ Referenz Resistenz 
pcDNA3 Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific 
Amp 

pcDNA3 PHD2 Institut für Physiologie, Universität 
zu Lübeck 

Amp 

pEGFP- PHD2 [257] Kan 
pGL3[pH3SLV]luc  
(HRE- Firefly- Luziferase) 

[347] 
Institut für Physiologie, Universität 
zu Lübeck 

Amp 

pGL4 Promega Amp 

Primer für qRT- PCR 

Primerpaar Sequenz 5‘- 3‘ Hersteller 

Random Hexamer Primer 
(100 µM) 

 Thermo Fisher 
Scientific 

SLC2A1 forward 

 GGCCTTTTCGTTAACCGCTT 
reverse 

AGCATCTCAAAGGACTTGCCC 

Invitrogen, 
Thermo Fisher 
Scientific 

L28 forward 

ATGGTCGTGCGGAACTGCT 
reverse  

TTGTAGCGGAAGGAATTGCG 

Invitrogen, 
Thermo Fisher 
Scientific 
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Enzyme und Größenmarker 

Name Hersteller 

GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific 

M- MuLV reverse Transkriptase New England BiolabsR Inc. 

PageRuler™Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific 

RNase Inhibitor Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific 

Zelllinien 

Name Ursprung Besondere Eigenschaften 

HeLa Humanes Zervixkarzinom HPV 18 pos., Inaktivierung p53- 
Tumorsuppressor 

Hep3B Humanes Leberkarzinom Integriertes Hepatitis B Virus 
Genom 

HepG2 Humanes hepatocelluläres 
Karzinom (HCC) 

 

HRG1 Humanes hepatocelluläres 
Karzinom (HCC) 

HepG2 Zellen, stabil transfiziert 
mit einem Hypoxie- responsiven 
Reportergenkonstrukt [346] 

Kelly Humanes Neuroblastom  

MCF7 Humanes 
Mammakarzinom 

Adenokarzinom, ER+, PR+/-, 
HER-2- 

U2OS  Humanes Osteosarkom  Expression von wt p53 und Rb 

Bakterienstämme für Plasmidpräparation 

Name Herkunft/ Referenz 

XLIR Agilent Technologies Inc. 
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Puffer, Lösungen und Gele 

Aus eigener Herstellung 

Zum Ansetzen aller Puffer und Lösungen wurde Reinstwasser (Aqua bidest) benutzt.

Name Zusammensetzung 
Agarosegel (1x) 100 ml TAE Puffer  

1 g Agarosepulver 
5 µl Ethidiumbromid 

Blockierungspuffer 5 % (w/v) Milchpulver  
in 1x PBS 

Blockierungspuffer  
für Immunfluoreszenz 

0,2 % (w/v) Fischhaut 
Gelatine 
in 1x PBS 

Calcium- Chlorid (CaCl2)- Lösung 60 mM CaCl2 
15 % (v/v) Glycerin 
10 mM MOPS 

Coomassie- Färbelösung 40 % (v/v) Methanol 
10 % (v/v) Essigsäure 
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau 

G250 
DEPC- H2O 0,1 % (v/v) DEPC 

autoklavieren 
Fixierlösung 3,7 % (w/v) Paraformaldehyd 

in PBS 
Ladepuffer für SDS- Page (4x) 150 mM Tris- HCl, pH 6,8 

2 % (w/v) SDS 
30 % (v/v) Glycerin 
15 % (v/v) β- Mercaptoethanol 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau 

Laufpuffer 
für Agarose Gele (1x) 

1x TAE- Puffer, pH 8,5 

Laufpuffer für SDS- Page (1x) 25 mM Tris- HCl, pH 7,4 
200 mM Glycin  
0,1 % (w/v) SDS 

Permeabilisierungspuffer (1x) 0,1 % (v/v) Triton- X- 100 
in 1x PBS 

Phosphat gepufferte Saline  
(PBS)- Puffer (1x) 

140 mM NaCl 
2,7 mM KCl  
10 mM Na2HPO4 
2 mM KH2PO4 
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Puffer A für Kernextrakte  10 mM Tris- HCl, pH 7,8 
1,5 mM MgCl2 
10 mM KCl 
 
Unmittelbar vor Gebrauch hinzugefügt: 
2 µg/ ml Aprotinin 
10 µg/ ml Leupeptin 
20 µg/ ml Pepstatin 
1 mM Na3VO4 
0,5 mM Benzamidin 
2 mM Levamisole 
10 mM β- Glycerolphohsphat 
0,5 mM DTT 
0,4 mM PMSF 

Puffer C für Kernextrakte 20 mM Tris- HCl, pH 7,8 
1,5 mM MgCl2 
420 mM KCl 
20 % Glycerol 
 
Unmittelbar vor Gebrauch hinzugefügt: 
2 mg/ ml Aprotinin 
10 mg/ ml Leupeptin 
20 mg/ ml Pepstatin 
1 mM Na3VO4 
0,5 mM Benzamidin 
2 mM Levamisol 
10 mM β- Glycerolphohsphat 
0,5 mM DTT 
0,4 mM PMSF 

Sammelgel für SDS- Page 10 ml 2,5 ml Tris- HCl 50 mM, pH 6,8 
1,3 ml Acrylamid 
6,1 ml Aqua bidest 
100 µl SDS 10 % (w/v) 
50 µl APS 10 % (w/v) 
10 µl TEMED 

Trenngel für SDS- Page 50 ml, 10 %  12,5 ml Tris- HCl 1500 mM, pH 8,8 
16,7 ml Acrylamid  
20,05 ml Aqua bidest 
500 µl SDS 10 % (w/v) 
250 µl APS 10 % (w/v) 
25 µl TEMED 

Trenngel für SDS- Page 50 ml, 15 %  12,5 ml Tris- HCl 1500 mM, pH 8,8 
25 ml Acrylamid  
11,75 ml Aqua bidest 
500 µl SDS 10 % (w/v) 
250 µl APS 10 % (w/v) 
25 µl TEMED  
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Kommerzielle Puffer und Lösungen  

Name Hersteller 

M- MuLV Reverse Transkriptase Puffer New England BiolabsR Inc. 

Nucleic Acid Pirification Lysis Solution Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific 

Nucleic Acid Pufrification Elution 
Solution 

Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific 

RNA Purification Wash Solution Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific 

Kits 

Name Hersteller 

AmershamTM ECL PlusTM Western- 
Blotting Reagenz 

GE Healthcare 

Bio- Rad DC Protein Assay Bio- Rad Laboratories Inc. 

CytoTox-GloTM Promega 

Dual- LuciferaseTM Reporter System Promega 

Trenngel für SDS- Page 50 ml, 7,5 % 12,5 ml Tris- HCl 1500 mM, pH 8,8 
12,5 ml Acrylamid  
24,25 ml Aqua bidest 
500 µl SDS 10 % (w/v) 
250 µl APS 10 % (w/v) 
25 µl TEMED 

Tris- Acetat- EDTA (TAE)- Puffer (50x) 2 M Tris, pH 8,5 
50 mM EDTA 
1 M Essigsäure 

Trypan- Blau- Test- Lösung  2 % Trypanblau  
in 1x PBS 

Urea- Zelllysispuffer (1x) 10 mM Tris- HCl, pH 6,8 
6,7 M Urea 
10 M Glycerin 
1 % (w/v) SDS 
5 mM DTT 
1x Proteaseinhibitor (1:100) 

Western- Blot Transferpuffer 25 mM Tris- HCl 
200 mM Glycin 
20 % (v/v) Methanol 
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GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific 

SensiMix™ SYBRR& Fluorescein Kit Bioline GmbH 

Geräte 

Name Hersteller 
Accublock™ DigitalDry Bath Labnet International Inc 
Agarosegelkammern Peqlab Biotechnologie GmbH 
Autoclav V150 Systec 
Automatische Pipette PipetusR Hirschmann Laborgeräte GmbH und Co. 

KG 
Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss AG 
BZ- 9000 Fluoreszenz Microscope Keyence 
Cellometer™ Auto T4  Nexcelom Bioscience 
Centrifuge 5417 R Eppendorf 
CO2- Inkubator Heraeus Instruments 
Elektroblotter Transblot SD semi-dry 
transfer cell 

Bio- Rad Laboratories Inc. 

Flockeneisbereiter AF 80 Scotsman Industries Inc. 
Folienschweißgerät CIAtronic 
Gel- Gießvorrichtung und Kämme Bio- Rad Laboratories Inc. 
Geldokumentationsanlage EASY Win32 Herolab Laborgeräte 
Gelkammern Mini Protean für 
Polyacrylamid- Gele 

Bio- Rad Laboratories Inc. 

Kühl- und Gefrierschrankkombination Liebherr, Siemens AG, AEG AG 
Labor Messwaage Kern & Sohn GmbH 
Linearbeschleunigier Varian Trilogy- 
Cone-beam-CT- RapidArc 

Varian Medical Systems 

Luminometer Mithras LB940 Berthold Technologies 
Magnetrührer RCT Basic IKA Werke 
Mikrotiterplattenschüttler EASIA Medgenix Diagnostics 
Mikrowelle Panasonic 
Netzgerät Consort E835 Sigma- Aldrich, Merck KGaA 
Nukleinsäure Extraktionsstation ABI 
PRISM 6100 

Applied Biosystems, Thermo Fischer 
Scientific 

Pipetten  Carl Roth GmbH und Co. KG, GilsonR 

Plattformschüttler Polymax 1040 Heidolph Instruments 
qRT- PCR ABI PRISMR 7000 Sequence 
Detection System 

Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific 
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Reaktionsbecher/- kolben/- zylinder Glas 
Schott Duran 

DWK Liefesiciences GmbH 

Reaktionsgefäß Plastik VITLAB GmbH 
Reaktionsgefäßständer  Hellma  
Reinstwassersystem Ultra Clear VLM GmbH 
Saugautomat KNF Neuberger GmbH 
Schüttelinkubator Wisd. WiseCubeR Witeg Labortechnik 
Spektrophotometer Nanodrop ND- 1000 Peqlab Biotechnologie GmbH 
Spülmaschine Miele Professional Miele & Cie. KG 
Sterilwerkbank Aura 200 M A.C. Nunc, Thermo Fisher Scientific 
Sterilwerkbank HB2472 K Heraeus Instruments 
Sterilwerkbank MDH Laminarflow  Nunc, Thermo Fisher Scientific 
Thermocycler Primus 96plus Eurofins Genomics 
Thermomixer comfort Eppendorf 
Tiefkälte Lagertruhe (-80 °C) Kryotec- Kryosafe GmbH 
Ultraschall- Homogenisator SonoPlus 
HD 3100 

Bandelin electronic 

Vortexer Power Mix L46 Labinco BV 
Zellkulturinkubator Standardbedingungen  Heraeus Instruments 

Einwegmaterial 

Name Hersteller  
Amersham™ Hyperfilm™ MP 
(Röntgenfilm) 

GE Healthcare 

Amersham™ Protran™ Premium 
Nitrocellulose Blotmembrane 

GE Healthcare 

Cell Counting Chamber, CellometerTM 
Auto T4 

Nexcelom Bioscience 

Deckgläser (12 mm) Carl Roth GmbH und Co. KG 
Einmalpipetten Sarstedt AG und Co. KG 
Einmalreaktionsgefäße 
(Eppendorfgefäße) 

Sarstedt AG und Co. KG 

Einmalröhrchen Sarstedt AG und Co. KG, Greiner Bio- 
One International GmbH  

Gewebekulturplatten (6-, 24- Loch) Sarstedt AG und Co. KG 
Gewebekulturplatten 96- Loch Greiner Bio- One International GmbH 
Glaspasteurpipetten Carl Roth GmbH und Co. KG 
Handschuhe  Hartmann Gruppe, Carl Roth GmbH und 

Co. KG 
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Mikrotiterplatte LuminuncTM weiß (96- 
Loch) 

Nunc, Thermo Fisher Scientific 

Objektträger Carl Roth GmbH und Co. KG 
Petrischalen Sarstedt AG und Co. KG 
Pipettenspitzen  Sarstedt AG und Co. KG 
Plattierungsspatel Sarstedt AG und Co. KG 
Serologische Pipetten Sarstedt AG und Co. KG 
Zellkulturflaschen Greiner Bio- One International GmbH 
Zellschaber Sarstedt AG und Co. KG 

Software 

Name Hersteller 
BZ Analyzer Software Keyence 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software 
Image J Open Source 
Inkscape GPL (Open Source) 
IrfanView Irfan Skiljan 
Microsoft Office Mac Microsoft Corporation 
Microsoft Office Windows Microsoft Corporation 
MikroWin 2000 Berthold Technologies GmbH 
Reference Manager Research Information Systems 
AIDA Image Analyzer Software 4.5 Raytest 
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Veröffentlichungen und Kongressbeiträge 

Originalveröffentlichung 
 
Friederike K. Kosyna, Marie Nagel, Larissa Kluxen, Kim Kraushaar and Reinhard 
Depping. The importin α/β-specific inhibitor Ivermectin affects HIF- dependent hypoxia 
response pathways. Biol. Chem., 2015 Sep 1; 396 (12): 1357-1367. 

 

Abstrakte 
 
M. Nagel, J. Dunst, R. Depping, F.K. Kosyna. Expression of cellular oxygen sensor PHD2 
correlates with radiation sensitivity in different cancer cell lines. Acta Physiologica, 
Vol.210, March 2014. 
Lieberum, Maria; Kosyna, Friederike Katharina; Nagel, Marie; Schindler, SG; Depping, 
Reinhard. Downregulation of the HIF- signaling pathway by the importin α/β- specific 
Inhibitor Ivermectin. Acta Physiologica, Vol.213, March 2015. 
Friederike Katharina Kosyna, Marie Nagel, Maria Lieberum, Larissa Kluxen, Kim 
Kraushaar and Reinhard Depping. The importin α/β-specific inhibitor Ivermectin affects 
HIF- dependent hypoxia response pathways. American Journal of Hematology, Vol. 90, 
Issue 8, August 2015. 

 

Kongressbeiträge 
 
Poster und Kurzvortrag:  
M. Nagel, J. Dunst, R. Depping, F.K. Kosyna. Expression of cellular oxygen sensor PHD2 
correlates with radiation sensitivity in different cancer cell lines. Jahrestagung der 
deutschen Physiologischen Gesellschaft, Mainz, März 2014. 
Poster: 
F.K. Kosyna, M. Nagel, M.-K. Lieberum, R. Depping. The importin α/β-specific inhibitor 
Ivermectin affects HIF- dependent hypoxia response pathways. 

- Jahrestagung der deutschen Physiologischen Gesellschaft, Magdeburg, März 2015. 
- Keystone Symposia on Molecular and Cellular Biology-"Hypoxia- From Basic 

Mechanisms to Therapeutics", Dublin, Irland, Mai 2015. 
- „10th International Luebeck Conference on the Pathophysiology and Pharmacology 

of Erythropoietin and other Haematopoetic Growth Factors”, Lübeck, Juni 2015.
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Lebenslauf (Kurzversion) 
 

Persönliche Daten      

Name:    Marie Nagel 

Geburtsdatum:  29.04.1990 

Geburtsort:   Hansestadt Hamburg 

Familienstand:  verheiratet 

Kinder:   Jonathan Jens Nagel,  

   geb. 18.03.2015 

   Carlotta Maja Nagel, 

   geb. 04.03.2019 

 

Ausbildung            

2010- 2017  Studentin der Humanmedizin an der Universität zu Lübeck, 

 Abschluss der Ärztlichen Prüfung mit der Note 1,0 (bester Abschluss 

im Studienjahr 2016/2017) 

2000- 2009  Gymnasialausbildung am Emil- von- Behring- Gymnasium  

   Großhansdorf, Abschluss der allgemeinen Hochschulreife mit der  

   Note 1,0  

1996- 2000  Grundschulausbildung an der Grundschule Wöhrendamm, 

Großhansdorf 

 

Auslandsaufenthalte          

08/2006- 03/2007 Schüleraustausch Rochester, Minnesota, USA 

09/2009- 11/2009 Freiwilligenarbeit in Arusha, Tansania 

 

 

 



Anhang D: Lebenslauf (Kurzversion) 

148 
 

Praktische Erfahrungen          

seit 01/2018  Assistenzärztin für Innere Medizin und Kardiologie, Sana Kliniken 

   Lübeck  

seit 09/2013   Doktorandin im Institut für Physiologie der Universität zu   

   Lübeck 

11/2016- 10/2017 Praktisches Jahr in den Fächern Innere Medizin, Chirurgie und  

   Allgemeinmedizin 

03/2013- 08/2014  Famulaturen in der Zentralen Notaufnahme (Sana Kliniken Lübeck, 

   in der Praxis Dr. Holtkamp (Facharzt für Gynäkologie und  

   Geburtshilfe, Lübeck), in den Kliniken für Radiologie,   

   Strahlentherapie und Anästhesiologie (UKSH Campus Lübeck) 

 

Förderungen           

2013- 2017   Förderung durch die Studienstiftung des deutschen Volkes 

04/2014- 10/2014 Förderung durch das Promotionsstipendienprogramm   

   "Exzellenzmedizin" der Universität zu Lübeck 

 

 

 

 

 


