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1. Einleitung 

1.1 Problemstellung und Arbeitshypothesen 

Ein Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe „Hypoxie und EPO“ des Physiologischen 

Instituts der Universität zu Lübeck ist die Untersuchung des Transkriptionsfaktors HIF 

(Hypoxie-induzierbarer Faktor) und dessen Einfluss auf verschiedene Signalkaskaden 

innerhalb der Zelle. Durch die enge Zusammenarbeit mit der Klinik für Strahlentherapie 

ergaben sich die Fragen, inwiefern die Expression von HIF zu einer verstärkten 

Radioresistenz hypoxischer Tumoren beiträgt und ob die Hemmung dieser Faktoren eine 

Verbesserung der Therapierbarkeit dieser Tumoren erzielen kann. Die Ergebnisse sollten 

Schlussfolgerungen für die Radiotherapie im Bereich Onkologie hervorbringen und so einen 

Bezug zur Anwendung in der Praxis herstellen. Folgende Arbeitshypothesen bildeten die 

Grundlage der Klärung dieser Fragestellungen: 
 

1. Im ersten Teil der Arbeit sollte bewiesen werden, dass die Expression des durch 

Hypoxie aktivierten Regulators HIF entscheidenden Einfluss auf die Strahlensensibilität 

humaner Tumorzellen hat.  Es sollte gezeigt werden, dass nicht nur HIF-1α, sondern auch 

HIF-2α wesentlich zur Ausbildung einer Strahlenresistenz beiträgt. Dazu wurden die HIF-

Untereinheiten 1α und 2α durch Inkubation in Hypoxie oder Anwendung der Methode der 

RNA-Interferenz in Tumorzellen gezielt aktiviert bzw. deaktiviert, die Zellen bestrahlt und 

das klonogene Überleben ermittelt. Die Daten wurden vergleichend an vier humanen 

Tumorzelllinien verschiedenen Ursprungs in vitro gewonnen, um zu veranschaulichen, dass 

es sich hierbei um einen allgemeinen Mechanismus handelt. Ergänzend sollte demonstriert 

werden, dass sich eine Hypoxie-unabhängige Stabilisierung von HIF sowohl positiv als auch 

negativ innerhalb einer Therapie auswirken kann. 

2. Da in klinischen Studien beobachtet wurde, dass auch natürliche Pflanzeninhaltsstoffe 

ein strahlensensibilisierendes und krebshemmendes Potential aufweisen,  sollten diese Effekte 

für die Flavonoide Kurkumin und Genistein in vitro bestätigt werden. Hierbei mussten deren 

direkte Wirkung auf HIF und das klonogene Überleben sowie deren Einfluss auf zelluläre 

Überlebens-Signalkaskaden geklärt werden. 
 

Um besser verstehen zu können, warum eine ausreichende Sauerstoffversorgung wichtigen 

Einfluss auf den Erfolg einer Radiotherapie maligner Zellen hat, sollen vor der Präsentation 

der Ergebnisse Hintergründe zur Sauerstoffregulation im Körper, Folgen einer Hypoxie auf 

zellulärer Ebene sowie Wirkmechanismen ionisierender Strahlung genauer erläutert werden. 
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1.2 Hypoxie und Hypoxie-induzierbare Faktoren - Lit eraturübersicht 

1.2.1 Ursachen und Folgen einer Gewebehypoxie 

Sauerstoff (O2) ist essentiell für höhere Lebewesen zur Gewinnung von Energie in Form von 

Adenosintriphoshat (ATP) über den Prozess der oxidativen Phosphorylierung in den 

Mitochondrien der Zelle. Das kardiovaskuläre und das respiratorische System des 

menschlichen Körpers sorgen für die Einstellung eines Sauerstoffpartialdrucks (pO2) des 

arteriellen Blutes von 75-95 mmHg. Dies ist Voraussetzung für die Aufrechterhaltung 

normoxischer Sauerstoffverhältnisse in den Geweben. Der Sauerstoffpartialdruck sinkt vom 

alveolaren zum gemischt-venösen Blut auf ca. 40 mmHg bei normaler Sauerstoff-

Konzentration in der Atemluft (21 % O2 bzw. 159 mmHg). Da der pO2 sowohl entlang der 

Kapillare als auch senkrecht dazu mit der Entfernung von der Kapillare sinkt, sind 

kapillarferne Zellen am venösen Ende am schlechtesten mit O2 versorgt (Krogh-Zylinder). 

Die Verfügbarkeit von Sauerstoff im Gewebe kann durch einen erhöhten Bedarf oder ein 

erniedrigtes Angebot des Moleküls limitiert sein [1]. Der Zustand einer Mangelversorgung 

von Gewebe mit O2 wird als Hypoxie bezeichnet. Eine Einordnung der Gewebe-Hypoxien mit 

deren Ursachen ist in Tabelle 1 aufgeführt. 

 
Tabelle 1. Einteilung der Gewebehypoxien nach Ursachen (modifiziert nach Despopoulos & Silbernagl in  
TaschenAtlas der Physiologie, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 2007). 
 
Bezeichnung Ursache 

Hypoxämische Hypoxie zu geringe O2-Aufladung des Blutes durch: 

- Höhenaufenthalt 

- verminderte alveoläre Ventilation 

- Störung des alveolären Gasaustauschs 

Anämische Hypoxie - gesenkte O2-Kapazität des Blutes  

(z.B. Eisenmangelanämie) 

Ischämische Hypoxie - verminderte Durchblutung 

(z.B. Herzversagen, Arterienverschluss) 

Hypoxie durch 

Diffusionswegverlängerung 

- aufgrund von Gewebsvermehrung mit 

inadäquater Kapillargefäßbildung 

(z.B. Tumoren) 

Zytotoxische Hypoxie - verminderte O2-Verwertung in den 

Mitochondrien durch Giftstoffe 

(z.B. Blausäure) 
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Infolge einer erniedrigten Sauerstoffverfügbarkeit werden in der Zelle Schutzproteine 

hochreguliert: die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF). HIF-α-Untereinheiten 

akkumulieren, abhängig vom betrachteten Gewebe, bereits deutlich bei einem pO2 zwischen 

10 - 20 mmHg [1; 2]. Der genaue kritische Wert für den Sauerstoffpartialdruck (pO2krit.), der 

zur hypoxischen Induktion von HIF und anderen molekularen Mediatoren führt, ist dabei 

zellspezifisch. Die mitochondriale Aktivität ist erst bei einem pO2 unter 0,5 mmHg 

eingeschränkt [3].  

HIF nehmen eine zentrale Rolle in der Adaptation und Reaktion auf erniedrigte Sauerstoff-

Verhältnisse in den Zellen von Metazoen ein, da sie u.a. Prozesse aktivieren, die zu einer 

verbesserten Sauerstoffversorgung des Gewebes führen [4]. Hierzu zählen die erhöhte 

Expression des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und des blutbildenden 

Hormons Erythropoietin (EPO). Aber auch in Zellen, die kein EPO produzieren, ist HIF in 

Hypoxie hochreguliert - ein Hinweis darauf, dass HIF zudem weitreichender in die 

hypoxische Genregulation eingreifen.  

Aktive HIF-Proteine bestehen aus zwei Untereinheiten: einer Sauerstoff-labilen α-

Untereinheit (~120 kDa Molekülmasse) und einer konstitutiv exprimierten β-Untereinheit 

(Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translator; ARNT; ~80 kDa) [5]. Für die HIF-α-

Proteine wurden drei Isoformen identifiziert (HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α), die eine starke 

Homologie untereinander aufweisen. Dabei gilt HIF-1α als Hauptregulator der 

sauerstoffabhängigen Genregulation.  

HIF-2α wurde zuvor auch als endotheliales PAS-Protein (EPAS1) beschrieben und 

unterscheidet sich in den Expressionsmustern im Gewebe von HIF-1α [6; 7]. HIF-3α ist, im 

Vergleich zu den anderen beiden HIF-α Untereinheiten, um eine transkriptionelle 

Aktivierungsdomäne verkürzt [8]. In der menschlichen Niere wirkt es inhibitorisch auf die 

Hypoxie induzierte Genexpression [9].  

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 zeigt eine hohe Konservierung in den verschiedensten 

Gewebetypen von Mensch, Maus und Ratte. Studien an HIF-α defizienten Mausembryonen 

zeigten, dass HIF-1α und HIF-2α u.a. essentiell für die postnatale Reifung sind [10]. Ein 

Knockdown von HIF-1α in Nagern ruft schwere Missbildungen in der Embryonalentwicklung 

hervor [10].  

In den meisten Zellen ist stets eine gewisse Grundaktivität von HIF-1α auch in Normoxie 

nachweisbar. Diese ist nötig für die Aufrechterhaltung der Expression von Genen, die am 

Energiestoffwechsel der Zelle und der allgemeinen Zellfunktion beteiligt sind [10].  
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1.2.2 Struktur und Regulation von HIF  

Die Hypoxie-induzierbaren Faktoren gehören zu Superfamilie der Basic Helix-Loop-

Helix/Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS)-Proteine, einer Familie von Transkriptionsfaktoren. Am 

N-Terminus von HIF-1 sorgt der bHLH-Abschnitt für die Bindung an Hypoxie-responsive 

Elemente (HRE) der DNA (Desoxyribonukleinsäure). Die sich anschließende PAS-Domäne 

dient der Dimerisierung der Untereinheiten. Es folgt eine N-terminale transaktivierende 

Domäne (NTAD). Diese geht in die Sauerstoff-abhängige Degradations-Domäne (ODD-

Domäne) über [5]. Bei Anwesenheit von genügend Sauerstoff werden die in der ODD 

enthaltenen Proline (Pro402 und Pro564) durch HIF Prolylhydroxylasen (PHD1, 2, 3) 

hydroxyliert [11]. Weitere essentielle Faktoren für die enzymatische Aktivität der PHD sind, 

neben Sauerstoff,  Eisen(II), Askorbat und α-Ketoglutarat.  

HIF-1α und HIF-2α verfügen weiterhin über eine C-terminale transaktivierende Domäne 

(CTAD). Diese kann Ko-Aktivatoren wie p300 und CBP (cAMP Response Element Binding 

Protein) binden. Durch Hydroxylierung des darin enthaltenen Asparagins (Asn803 in HIF-1α) 

durch die Asparaginylhydroxylase (Factor Inhibiting HIF; FIH-1) in Anwesenheit von 

Sauerstoff kann die Bindung der Ko-Faktoren verhindert und somit die HIF-1α bzw. -2α 

Proteine inaktiviert werden. Für HIF-3α wird eine negativ regulierende Funktion vermutet, da 

zwar eine DNA-Bindung, aber keine Ko-Aktivatorrekrutierung stattfinden kann [12]. 

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der regulatorischen Abschnitte der HIF-α Isoformen und von  
HIF-1β (modifiziert nach Lisy und Peet, 2007 [13]). 
 

Nach Hydroxylierung können die HIF-α-Untereinheiten durch das Tumorsuppressor-Protein 

von-Hippel-Lindau (pVHL) erkannt, ubiquitinyliert und in den Proteasomen abgebaut werden 

[14]. HIF-1α besitzt dadurch bei vollständiger Aktivität der PHD und FIH-1 eine 

Lebenshalbzeit von nur 5-8 Minuten [15].  



Einleitung 

 5

Nach Stabilisierung von HIF-1α durch PHD-Inhibierung oder andere Mechanismen, die im 

Späteren noch erläutert werden, kommt es zu einer Translokation des Proteins vom 

Zytoplasma in den Zellkern aufgrund des im Molekül enthaltenen nukleären Lokalisations-

Signals (NLS) [16]. Dort findet die Bildung des aktiven HIF-1-Transkriptionsfaktors durch 

Dimerisierung mit HIF-1β (ARNT) und Bindung weiterer Ko-Faktoren wie CREB (cAMP 

Response Element-binding) und p300 statt. Der Komplex bindet dann spezifisch an eine 

Basensequenz im Promotor oder Enhancer Bereich sauerstoffabhängiger Gene [5].  

 

 
 

Abbildung 2: Regulation des Hypoxie-induzierbaren Faktors HIF-1 unter Hypoxie und Normoxie 
(modifiziert nach Carroll et Ashcroft, 2005 [17]). 
 

Prinzipiell unterscheidet man zwei Formen von Hypoxie, die zur Akkumulation von HIF-α 

führen: kontinuierliche (chronische) und zyklisierende (intermittierende) Hypoxie.  

Dabei scheint die sich zyklisch verändernde Hypoxie eine robustere HIF-Aktivierung 

hervorzurufen sowie die Metastasierung stärker zu fördern als kontinuierliche Hypoxie [18].  

Die sich zyklisch verändernde Hypoxie ist charakterisiert durch kurze hypoxische Phasen 

gefolgt von Phasen der Reoxygenierung. Auf zellulärer Ebene entsteht eine zyklisierende 

Hypoxie bei Tumoren, deren Sauerstoffversorgung in Intervallen von 30 min bis 24 h stark 

fluktuiert [19]. Infolge von zyklisierender Hypoxie werden verstärkt, vermittelt über die 

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) Oxidase, reaktive Sauerstoff-Spezies 

(ROS) und reaktive Stickstoff-Spezies generiert. Diese wiederum induzieren die 
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Proteinkinase C (PKC), welche dann die PHDs inhibiert. Weiterhin fördert die Induktion der 

PKC über mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) die Synthese von HIF-1α [4].  

 

 
 
Abbildung 3: HIF-1α-Induktion durch kontinuierliche und zyklisierende Hypoxie. 
 

Das Vorhandensein von ROS und anderen freien (Stickstoff-)Radikalen kann also ebenso zur 

Stabilisierung von HIF-1α beitragen wie Hypoxie [20]. Zu den ROS zählt u.a. das Superoxid-

Anion (O2
-). Dieses wird durch die Superoxid-Dismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid 

(H2O2) umgewandelt.  

Ein diskutierter Mechanismus zur Stabilisierung von HIF-α durch ROS ist, dass sich bei 

Hypoxie normalerweise viele ROS in den Mitochondrien ansammeln. Diese gesteigerte 

Akkumulation von Radikalen in den Mitochondrien stellt demnach gewissermaßen einen 

„Sensor“ für die Sauerstoffversorgung dar. Wenn nun aus anderen Gründen auch in Normoxie 

viele ROS anfallen, wie beispielsweise nach Bestrahlung, dann ruft dies einen ähnlich HIF-α-

stabilierenden Effekt wie Hypoxie hervor [20]. 

Neben dem verminderten Sauerstoffpartialdruck in Hypoxie können aber auch andere 

Faktoren HIF-α unter normoxischen Bedingungen stabilisieren. Hierzu zählen exogen 

zugeführte Substanzen wie PHD-Inhibitoren (Kobalt, Nickel, Desferrioxamin (DFO), 

Ciclopirox, N-Oxalylglycin) oder körpereigene Wachstumsfaktoren wie Zytokine und andere 

Signalmoleküle, die in der Lage sind, die Translation von HIF-1α zu steigern [21].  

 

1.2.3 Aktivierung Hypoxie- bzw. HIF-assoziierter Gene  

Hypoxie ist ein Stimulus der Genexpression. Es gibt mehr als 100 Gene, welche im speziellen 

durch HIF hochreguliert werden können. HIF-responsive Gene enthalten eine oder mehrere 

HREs in deren DNA-Sequenz [22]. Diese befinden sich in der Enhancer-Region von Genen, 

welche z.B. die Sauerstoff-Bereitstellung über gesteigerte Angiogenese durch VEGF und 

bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), eine erhöhte Erythrozyten-Produktion durch 

Erythropoietin oder einen verbesserten Eisentransport durch Transferrin gewährleisten [23]. 

Wichtig ist anzumerken, dass die durch VEGF gebildeten Gefäße insbesondere in Tumoren 

eine anormale Struktur aufweisen und oftmals nicht ausreichen, um eine vollständige  
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(Re-)Oxygenierung des Tumors zu bewerkstelligen [24]. Diese pathologische Gefäßstruktur 

scheint die Tumor-Metastasierung sogar zusätzlich zu unterstützen.  

Als Reaktion auf Hypoxie werden weiterhin adaptive Prozesse wie Glykolyse und 

Angiogenese in Gang gesetzt sowie die Expression von Überlebens-Faktoren induziert [25]. 

Hierzu zählen u.a. die Induktion von Genen, welche an der Adaptation an erniedrigte 

Sauerstoffverhältnisse über eine Verschiebung des Energie-Stoffwechsels von oxidativer 

Phosphorylierung zur anaeroben Glykolyse (Glukose-Transporter (GLUT-1, GLUT-3), 

Laktatdehydrogenase A (LDHA), Phosphoglyzerat Kinase (PGK-1)) beteiligt sind [10]. 

Weitere HIF-Zielgene sind u.a. die Zellproliferation fördernde Wachstumsfaktoren (Insulin 

Like Growth Factor (IGF-2), Transforming Growth Factor (TGF-α/β), Fibroblast Growth 

Factor-2 (FGF-2)), die den pH-Wert regulierende Karboanhydrase-IX (CA-IX) sowie weitere 

Transkriptionsfaktoren [24; 26; 27]. Eine Auswahl von HIF-Zielgenen ist in Abbildung 4 

zusammengestellt.  

 

 
 
Abbildung 4: HIF-1 regulierte Genexpression (modifiziert nach Rankin und Giaccia, 2008 [26]). 
 

Trotz ihrer Ähnlichkeit bezüglich der Proteinsequenz unterscheiden sich die HIF-Mitglieder 

HIF-1α und HIF-2α in ihrer mechanistischen Wirkung und aktivieren teilweise auch 

verschiedene Zielgene [28-33].  

Die Expression von Genen, die für glykolytische Enzyme kodieren, werden fast 

ausschließlich durch HIF-1α reguliert [29]. Im Gegensatz dazu wird das Erythropoietin-Gen 

maßgebend durch HIF-2α unter hypoxischen Bedingungen aktiviert [34]. Zudem konnten 
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weitere HIF-2α spezifische Gene gefunden werden, die auf eine große Bedeutung auch der 

HIF-2α-Isoform für die hypoxische Genregulation hindeuten [35]. So fand man heraus, dass 

HIF-2α die entscheidende HIF-Isoform in Bezug auf die Ausbildung besonders aggressiver 

Nierenzellkarzinome, Lungenkarzinome und Neuroblastome darstellt [36; 37]. HIF-2α scheint 

zudem wesentlich am Umbau des vaskulären Netzwerkes beteiligt zu sein [38].  

Weiterhin sind Unterschiede in der HIF-α Stabilisierung in abgestuften Sauerstoff-

verhältnissen innerhalb verschiedener Zelllinien zu erkennen [39]. Während HIF-2α 

Proteinspiegel über einen längeren Hypoxie-Zeitraum ansteigen und auch länger erhöht 

bleiben, erreichen die HIF-1α-Proteinspiegel bereits nach wenigen Stunden ihr Maximum und 

fallen aufgrund eines Feedback-Mechanismus danach wieder ab [37]. In Normoxie ist eine 

stärkere basale Grundaktivität von HIF-2α im Vergleich zu HIF-1α nachweisbar. Ursache 

hierfür ist, dass HIF-1α effektiver durch FIH-1 hydroxyliert und abgebaut werden kann [40].  

 

1.2.4 Rolle von HIF in Tumoren  

Das Wachstum solider Tumoren erfordert die Ausbildung eines vaskulären Systems, um eine 

ausreichende Nährstoffversorgung des Tumors zu ermöglichen. In Tumoren > 1 mm³ bilden 

sich daher häufig mit Sauerstoff unterversorgte Regionen, da oftmals ein Missverhältnis 

aufgrund inadequater Gefäßbildung gegenüber dem schnellen Wachstum des Tumors entsteht. 

Eine solche Hypoxie kann in 50 % aller solider Tumoren nachgewiesen werden und korreliert 

zudem invers zur Prognose, Behandelbarkeit des Tumors und Überlebensdauer des Patienten 

[25; 41].  

Es können im Genaueren drei Ursachen für eine Sauerstoffunterversorgung von 

Tumorgeweben erkannt werden. Diese sind a) eine limitierte Perfusion des Gewebes durch 

Unregelmäßigkeiten in den Tumor-Mikrogefäßen, b) eine Diffusions-limitierte O2-

Versorgung aufgrund einer Entfernung > 70 µm zu den Gefäßen und c) eine vorliegende 

Anämie, hervorgerufen durch den Tumor oder dessen Behandlung [24]. Durch den 

reduzierten Sauerstoff-Partialdruck im Tumorgewebe kommt es zur Sekretion proangiogener 

Wachstumsfaktoren, die eine tumorinduzierte Neoangiogenese bewirken sowie zur 

Anpassung an die intratumorale Hypoxie durch Stabilisierung und Überexprimierung von 

HIF-1α [42]. HIF-1 trägt dadurch positiv zur Tumorprogression bei.  

HIF-1α ist zudem in einem Großteil humaner Tumoren überexprimiert und gilt daher als 

Marker für eine schlechte Prognose [43]. HIF-1α Protein kann durch Hypoxie-unabhängige 

Faktoren wie den Verlust von Tumorsuppressoren wie pVHL oder p53 und Onkogenen 
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konstitutiv hochreguliert sein [44-46]. Eine Zusammenfassung der Faktoren zur HIF-α-

Induktion zeigt Abbildung 5. 

 

 
Abbildung 5: HIF-1α-Aktivierung in (malignen) Geweben (modifiziert nach Weidemann et al., 2008 [47]). 
 

Eine gesteigerte HIF-α-Expression in Geweben ist assoziiert mit Chemo- und Radioresistenz, 

genetischer Instabilität, maligner Progression, verstärkter Invasion und Metastasierung, 

Ausbildung eines aggressiven Phänotyps sowie verminderter Therapierbarkeit [25; 48-52]. 

Durch die bei Hypoxie auftretende genetische Instabilität, d.h. durch das gehäufte Auftreten 

von Mutationen, setzt eine klonale Selektion ein, die eine maligne Progression hervorrufen 

bzw. das Wachstum und die Metastasierung bereits bestehender Tumoren fördern kann [53].  

 

1.3 HIF-Modulation durch synthetische Substanzen al s Therapieansatz 

1.3.1 HIF-Knockdown mittels RNA-Interferenz (RNAi) 

Es sollte hier bestätigt werden, dass eine pharmakologische Inhibition des 

Transkriptionsfaktors HIF-1 Verbesserungen für die Strahlentherapie erbringen kann. Dafür 

wurde die Methode der RNA (Ribonukleinsäure)-Interferenz (RNAi) angewandt, deren 

Wirkungsweise im Methodenteil genauer dargestellt ist. 
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Tumorumwelt  
Onkogene 

Wachstumsfaktoren 
Tumor-Suppressoren 

Stoffwechsel/ Zellantwort  
Intermediate des Zitratzyklus 
PI3K/ NFκB 
Monokine  
ROS 
Insulin 
 

Exogene Einflüsse  
Pharmaka 

(Eisen-Chelatoren, 
PHD-Inhibitoren) 

Radiotherapie 
 

HIF-1α 
Aktivierung  

    Progression             Invasion           Metastasierung    



Einleitung 

 10

1.3.2 Sauerstoff-unabhängige HIF-Stabilisierung durch α-Ketoglutarat-Inhibitoren 

Nicht nur eine Hemmung von HIF zur Strahlensensibilisierung von Tumorzellen, sondern 

auch eine Stabilisierung von HIF zur Induktion der endogenen EPO-Produktion kann 

therapeutisch sinnvoll sein. Hypoxie und HIF sind die Hauptregulatoren der EPO-

Hormonproduktion [54]. Die Hochregulation des Glykoproteins und damit die gesteigerte 

Erythrozyten-Produktion ist beispielsweise indiziert bei Patienten, die aufgrund einer 

Chemotherapie unter anämischen Symptomen leiden oder auch bei chronisch 

Nierenerkrankten.  

Die Stabilisierung der HIF-α Untereinheiten in Normoxie kann u.a. durch α-Ketoglutarat (α-

KG)-Inhibitoren erreicht werden, denn α-KG ist essentieller Ko-Faktor der HIF-

Prolylhydroxylasen (Abb. 6).  

 

 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der katalytischen Oxidation mit einer α-Ketoglutarat- 
abhängigen Oxygenase. 
 

Eine Reihe weiterer potenter HIF-Induktoren, die meist nur eine geringe Molekülgröße 

aufweisen, wurden bereits identifiziert [55]. In diesem Projekt sollte am Beispiel der Substanz 

2,4-Pyridin-dikarbonsäure-di-tert-butyroyloxy-methyl-ester (tBu-2,4-PDC) dargelegt werden, 

dass sich die Gabe von α-Ketoglutarat-Analoga als positiv für die Therapie von Anämien 

erweisen sein kann, jedoch deren Einsatz als nachteilig bei gleichzeitiger Behandlung mit 

ionisierender Bestrahlung zu bewerten ist. 
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1.4 Natürliche HIF-Inhibitoren  

1.4.1 Struktur und direkte Wirkung von Flavonoiden auf zelluläre Signalwege  

Flavonoide gehören zur Gruppe der natürlich vorkommenden Polyphenole. Sie weisen ein 

großes Spektrum an pharmakologischen und biochemischen Eigenschaften auf, wie das 

Abfangen von Radikalen oder die Modulation der Aktivität der Enzyme des 

Fremdstoffmetabolismus - alles Reaktionen, die der Krebsentstehung entgegenwirken.  

Diese antikanzerogenen Eigenschaften der Substanzklasse sind auf deren Struktur und die 

damit verbundene biologische Aktivität zurückzuführen. Eine Rolle dabei spielen u.a. das im 

Molekül enthaltene Benzopyran mit dessen Doppelbindung an C2-C3 sowie die Seitenkette, 

bestehend aus einem Phenyl-Ring, der Metall chelatierende Eigenschaften aufweist [56; 57].  

 

Direkte Wirkung von Flavonoiden auf HIF 

Es gibt Untersuchungen, dass verschiedene Pflanzeninhaltsstoffe einerseits induzierend,  

andererseits aber auch hemmend auf HIF wirken können. Eine Auswahl ist in Tabelle 2 

aufgeführt.  

 

Tabelle 2. Wirkung verschiedener Pflanzeninhaltsstoffe auf HIF. 
 

Wirkstoff extrahiert aus untersucht an HIF-1α Literatur 

Ginsenosid Rg1 Ginseng Neurone ↑ [58] 

Paclitaxel Pazifische Eibe Lungenkrebs ↑ [59] 

Radix Rhodiolae Extrakt Rosenwurz Myokardinfarkt ↑ [60] 

Arecolin Betel-Nuss Orales Karzinom ↑ [61] 

Ginkgolide Ginkgo Neurone ↑ [62] 

     

Epigallokatechin-Gallat Grüner Tee Kolonkarzinom ↓ [63] 

Daidzein, Genistein Soja-Bohne Prostatakarzinom ↓ [64] 

Grapefruitkern-Extrakt Grapefruit Glioma-, Mammakarzinom ↓ [65] 

Resveratrol Weinbeeren Ovarialkarzinom ↓ [66] 

Hesperidin Zitrusfrüchte Mastzellen ↓ [67] 

Silibinin Mariendistel Zervix-, Leberkarzinom ↓ [68] 

Lycopen Tomaten isoliertes Protein ↓ [69] 

Kurkumin Kurkuma Leukämie ↓ [70] 
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Singh-Gupta et al. zeigten, dass ein strahlensensibilisierender Effekt durch die in der 

Sojabohne vorhandene Substanz Genistein in einer Prostata-Krebszelllinie erzeugt werden 

konnte, vermittelt durch die Inhibierung einer durch Bestrahlung hervorgerufenen HIF-1α 

Destabilisierung durch Genistein [64]. Auch bei Behandlung mit dem Flavonoid Kurkumin 

konnten strahlensensibiliserende Effekte auf eosinophilen Zellen nach Applikation beobachtet 

werden [70]. Daher galt es, in dieser Arbeit zu belegen, dass Genistein und Kurkumin über 

verschiedene Signalwege das klonogene Überleben von im Speziellen Leber- und 

Brusttumorzellen inhibieren können. Weiterhin bestand die Hypothese, dass diese 

Substanzen, durch Inhibierung der Aktivität der HIF-Proteine, ein radiosensitivierendes 

Potential aufweisen.  

 

Einfluss von Flavonoiden auf Überleben/ Apoptose 

Der beobachtete proapoptotische Effekt von Kurkumin und Genistein gibt Hinweis auf deren 

möglichen Einfluss auf für das Überleben von Tumorzellen wichtige Signalwege. Neueste 

Erkenntnisse deuten auf einen Zusammenhang zwischen dem Sensor-Protein PARP-1 (Poly 

[ADP-ribose] Polymerase 1) und die durch dieses Protein vermittelte Aktivierung von 

Überlebensfaktoren wie NFκB (Nukleärer Faktor κB) in Krebszellen hin [71; 72]. NFκB ist 

ein ubiquitärer Transkriptionsfaktor, der auf die Zellproliferation, den Zelltod und die 

Immunantwort regulierend einwirkt. In einigen Tumorzellen ist NFκB permanent aktiviert 

und beeinflusst so Signalwege, die für Tumorwachstum und -ausbreitung von Bedeutung 

sind. Daher sollte untersucht werden, ob Kurkumin und Genistein PARP-1 aktivieren bzw. 

NFκB inhibieren können und darüber ihre proapoptotische Wirkung entfalten. Des Weiteren 

sollte aufgezeigt werden, dass das Tumorwachstum zusätzlich durch p53-Aktivierung bzw. 

Induktion weiterer Apoptose-assoziierter Proteine nach Kurkumin- bzw. Genistein-

Applikation gehemmt wird.  

 

Rezeptor-Aktivierung durch Flavonoide 

Es scheint, dass die Inkubation mit Kurkumin den estrogenen und karzinogenen Effekt von 

Xenobiotika durch Beeinflussung der Cytochrom (CYP) P450 Enzyme inhibieren kann [73; 

74]. Kurkumin konkurriert möglicherweise mit Xenobiotika um die Bindungsstellen des AhR 

und verhindert so die Aktivierung des Estrogen-Rezeptors [74]. Der Einfluss von Kurkumin 

(und Genistein) auf die Rezeptor-Interaktion ist jedoch noch weitestgehend ungeklärt und 

sollte daher innerhalb dieses Projektes genauer untersucht werden.  
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1.4.2 Kurkumin – ein natürliches Chemotherapeutikum 
 

Bei Kurkumin (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) handelt es 

sich um eine lipophile phenolische Substanz, welche aus der Wurzel  der Gelbwurz/ Kurkuma 

(Curcuma longa L.; Familie der Zingiberaceae) extrahiert wird. 

  
Abbildung 7: Strukturformel von Kurkumin. 
 

Kurkumin wird aufgrund seiner entzündungshemmenden und antioxidativen Eigenschaften in 

der chinesischen Medizin traditionell seit Jahrtausenden eingesetzt, um verschiedene 

Krankheiten wie Husten, Leberleiden, bakterielle Infekte und Untergewicht zu behandeln. 

Weiterhin wirkt Kurkumin antimikrobiell und Tumor-hemmend [75-77].  

Studien an Tieren konnten aufzeigen, dass diese Inhibierung auf Ebene aller drei Stadien 

(Initiation, Promotion und Progression) der Karzinogenese stattfindet und zwar durch die 

Modulation von Transkriptionsfaktoren und Zytokinen, dem Abfangen freier Radikale und 

der Induktion von Apoptose durch Supprimierung von z.B. AP-1 (Aktivator-Protein-1) [72; 

76; 78]. Kurkumin greift daneben auch in Signaltransduktionswege der Zelle ein und 

beeinflusst so regulierende Proteine wie die induzierbare iNOS (Stickstoffmonoxid-

Synthase), Akt, Ras (Rat Sarcoma), STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) 

und MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9) [72; 78]. Außerdem konnte durch die Analysen 

dieser Arbeit sowie Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass Kurkumin 

zahlreiche weitere Transkriptionsfaktoren (HIF-α, NFκB), Zytokine (Interleukin 6/8), 

Proteinkinasen (Mitogen Aktivierte Protein Kinase, MAPK), Adhäsionsmoleküle (β-Catenin) 

und inflammatorische Enzyme wie die Glutathion-S-Transferase und Zyklooxygenase-1 und -

2 (COX-1/2) beeinflusst [79]. Der Zelltod kann beispielweise über die Induktion von 

Proteinen der Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-Familie oder auch über p53 bzw. p21 durch 

Kurkumin initiiert werden [80; 81]. 
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Abbildung 8: Proteinregulation durch Kurkumin. 
 

Pharmakologische Studien haben bereits vielversprechende Ergebnisse beim Einsatz von 

Kurkumin gegen unterschiedliche Krebsarten und Herz-Kreislauf-Erkrankungen zeigen 

können [82; 83]. Die Behandlung mit Kurkumin inhibiert die Proliferation einiger maligner 

Zelltypen und unterdrückt die Angiogenese in bestimmten Tumoren [84; 84]. 

Vorangegangene klinische Studien demonstrierten, dass Kurkumin antiproliferative und 

proapoptotische Effekte auf bestimmte Krebsarten wie Bauspeicheldrüsenkrebs, Leberkrebs 

und Leukämie aufweist [85; 86]. In vivo-Studien an Ratten zeigten, damit einhergehend, dass 

eine Behandlung mit Kurkumin die Promotion/Progression von Kolonkarzinomen inhibieren 

und einen akuten Leberschaden verhindern kann [72; 86; 87].  

Klinische Aufnahme-Studien mit 2-8 g Kurkumin am Tag beim Menschen, verabreicht über 

einen Zeitraum von drei Monaten, zeigten eine generell gute Verträglichkeit der Substanz mit 

keinerlei toxischen Effekten [88; 89]. Kurkumin ist im sauren Milieu des Magen-Darm-

Traktes stabil. Die Absorption des Gewürzes über den Gastrointestinaltrakt beträgt allerdings 

weniger als 59 %. Betrachtet man die Körperverteilung von Kurkumin, so akkumuliert diese 

Substanz besonders in kolorektalem Gewebe und Gehirn [88; 90]. Kurkumin wird schnell 

metabolisiert oder in der Leber konjugiert - Prozesse, welche die systemische 

Bioverfügbarkeit der Substanz auf einige Stunden begrenzen. Nichtsdestotrotz konnten 

weitere Studien eine Assoziation von Kurkumin-Aufnahme und der Regression prämaligner 

Läsionen darlegen. Eine Reihe von klinischen Phase II und II Studien, zusammengestellt von 

Jurenka et al., untermauern das große Interesse an dem therapeutischen Potential von 

Kurkumin [82].  

Beim klinischen Einsatz von Kurkumin ist dessen biologische Aktivität als Eisen-Chelator zu 

beachten [91]. In Mäusen resultierte die Gabe von Kurkumin in einer verminderten 

systemischen Eisenverfügbarkeit, die allerdings lediglich zu einer subklinischen Eisen-

Defizienz führte und somit nur bei Patienten mit geringen Eisenspeichern oder Anämien eine 

Rolle spielen sollte [91]. 
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1.4.3 Genistein – ein estrogen wirkendes Flavonoid 

Die zwei vorherrschenden in der Sojabohne enthaltenen Isoflavone sind das Genistein und das 

Diadzein. Genistein wird im Organismus konjugiert und geht so teilweise auch in den 

enterohepatischen Kreislauf ein. In Geweben wie Brust, Eierstöcken, Uterus und Prostata ist 

diese Substanz hauptsächlich als Genistein-7-O-glucuronid nachweisbar, welches die 

biologisch wirksame Form darstellt.  

Humanstudien konnten zeigen, dass durch eine kontrolliert verstärkte orale Aufnahme von 

Genistein/ Sojaprodukten Konzentrationen an Genistein in Brustgewebe erreicht wurden, die 

potentiell gesundheitlich positive Effekte erzeugen können [92]. Die orale Aufnahme von 

Genistein von 50 - 60 mg/ Tag resultierte dabei in einer Serum-Konzentration von 1 - 3 µM.  

Die molekulare Struktur des Genisteins ist der der Estrogene sehr ähnlich. Es kann daher als 

partieller Agonist der Estrogen-Rezeptoren (ERα,β) agieren. Genistein hat eine 30fach höhere 

in vitro-Affinität zum Estrogen Rezeptor β (ERβ) im Vergleich zu Estrogen Rezeptor α 

(ERα). Der ERβ induziert Gene, welche an der negativen Regulation der Zellproliferation 

beteiligt sind und inhibiert so partiell die wachstumsfördernden Eigenschaften des ERα. Dies 

könnte eine mögliche Erklärung für die niedrigere Inzidenz an Brust- und Prostata-Krebs in 

Japan und China, also Ländern mit einem hohen Konsum an Soja-Produkten, im Vergleich zu 

Europa sein [93; 94]. Genistein gilt als krebshemmend in Bezug auf Brustkrebs [95].  

 

 
 
Abbildung 9: Strukturformeln des Isoflavons Genistein und, zum Vergleich, des Hormons Estradiol. 
 

Dabei wirkt es anscheinend in niedrigen Konzentrationen (< 1 µM) durch seine agonistische 

Wirkung proliferationsfördernd, während es in höheren Konzentrationen (> 5 µM) Estrogen 

antagonistische Wirkungen entfaltet [96]. Estrogen ähnliche Effekte von Genistein 

stimulierten in Tierstudien das Tumorzellwachstum in beispielsweise Mäusen, jedoch bei 

Konzentrationen an Genistein, die beim Menschen rein über die Nahrungsaufnahme nicht 

erreicht werden können [97]. Einige zum Teil kontrovers diskutierte Wirkungen des 

Genisteins auf Zelltod und Strahlensensibiltät wurden in dieser Arbeit überprüft. Im 

Vordergrund dabei stand die Analyse HIF-assoziierter Mechanismen. Durch Untersuchung 
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einer Estrogen-abhängigen und einer Estrogen-unabhängigen Karzinomzelllinie konnten 

mögliche Einflüsse der Estrogen-Rezeptoren verdeutlicht werden. 

Genistein kann weiterhin mit zahlreichen Rezeptoren, Enzymen und zellulären Signalwegen 

interagieren, wie in Abbildung 10 gezeigt.  

 

 
 
Abbildung 10: Proteinregulation durch Genistein. 
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1.5 Radiotherapie – Hintergründe zu Wirkmechanismen  und Einflussfaktoren  

1.5.1 Physikalische Mechanismen und zelluläre Antwort auf Bestrahlung 

Um aufzuzeigen, welche Rolle dem Sauerstoff innerhalb der Tumorbehandlung mit 

ionisierender Strahlung zukommt, soll an dieser Stelle kurz auf die Hintergründe und 

Mechanismen einer Radiotherapie eingegangen werden. 

Radiotherapie (oder Radioonkologie) ist die am häufigsten verwendete Behandlungsart für 

Krebs. Unter Radiotherapie versteht man den kurativen oder unterstützenden Einsatz 

ionisierender Strahlung zur Behandlung von malignen Zellen. Sie wird oftmals mit 

Operationen oder Chemotherapie kombiniert. Hauptziel ist die Beeinträchtigung bzw. 

Zerstörung der DNA durch Strangbrüche, Basenschäden und Störung von Wasserstoffbrücken 

und DNA-Protein-Vernetzungen, wie in Abbildung 11 schematisch dargestellt.  

 

 
 
Abbildung 11: Mögliche DNA-Schäden nach Bestrahlung. 
 

Die Strahlenenergie wird in Gray (Gy) gemessen. Im Allgemeinen ist der biologische Effekt 

proportional zur verabreichten Dosis. Als Dosis bezeichnet man die durch ionisierende 

Strahlung pro Masse deponierte Energie ([D] = J/ kg = 1 Gy). Abhängig von Typ und 

Stadium des Tumors werden therapiebegleitend Dosen von 45-60 Gy gegeben, aufgeteilt in 

einzelne Fraktionen von ca. 2 Gy täglich. Je nach Art und Tiefe des Krankheitsherdes wählt 

man zwischen Strahlenarten bestehend aus Photonen, Elektronen, Protonen oder Neutronen. 

Zur Behandlung in tieferen Körperschichten sowie zur Untersuchung von Zellkulturmodellen 

werden die durch einen Linearbeschleuniger erzeugten ultraharten Röntgenstrahlen 

(Photonen) verwendet.  

Direkter Wirkmechanismus der Strahlen ist die Ionisierung der Atome der DNA. Für die 

meisten Schäden an Biomolekülen ist jedoch eine indirekte Wirkung, nämlich die Radiolyse 

des Wassers verantwortlich. Hierbei kommt es zur Bildung freier (Hydroxyl-) Radikale und 

Peroxiden, die die DNA schädigen [98]. Die Peroxidbildung wird durch molekularen 

Sauerstoff begünstigt. Schon Anfang des 20. Jahrhunderts stellten u.a. Holthusen (1921) und 

Petri (1923) fest, dass hypoxische Tumorzellen besonders Radio- und Chemotherapie-
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resistent sind. Später definierte man dieses Phänomen als „Sauerstoffeffekt“, der besagt, dass 

in hypoxischer Umgebung zwei- bis dreimal mehr Zellen nach Photonenbestrahlung 

überleben als unter normaler Oxygenierung [99; 100]. Diese Wirkung wird auch mithilfe des 

Sauerstoffverstärkungsfaktors (Oxygen Enhancement Ratio, OER = Strahlendosis unter 

anaeroben Bedingungen/ Strahlendosis unter aeroben Bedingungen) ausgedrückt. Ursache ist 

die Fixierung, d.h. permanente und irreparable Verankerung von durch freie Radikale 

verursachten DNA-Schäden durch Sauerstoff [101]. Molekularer Sauerstoff ist in der Lage, 

bis zu vier Elektronen zu akzeptieren. Das entstehende positive Redoxpotential ermöglicht die 

Reaktion mit anderen (Bio-)Molekülen. Auf diese Weise kann Sauerstoff auch mit den 

gebrochenen Enden der DNA reagieren und stabile organische Peroxide erzeugen, die die 

Zelle nicht effektiv reparieren kann.  

 

 
 

Abbildung 12: Direkte und indirekte Wirkungen einer Photonenbestrahlung (modifiziert nach Morgan,  
2003 [102]). 
 

Als Reaktion auf die Beschädigung der DNA durch ionisierende Strahlung bleiben der Zelle 

verschiedene Möglichkeiten, nämlich a) zu sterben, b) sich weiterhin zu teilen trotz der 

Schäden, c) einen Zellzyklus-Arrest einzuleiten oder d) DNA-Reparaturmechanismen zu 

aktivieren. Hauptsächlich gesunde, ausdifferenzierte Zellen sind in der Lage, DNA-

Reparaturmechanismen, den sogenannten „DNA Damage Response“ (DDR) einzuschalten 

(Abb. 8)[103; 104]. Als wichtige Transduktoren dieser Reaktion sind die Kinasen ATM 

(Ataxia Telangiectasia, mutated) und ATR (ATM- and Rad3-related) zu nennen [105].  

Krebszellen jedoch sind eher undifferenziert und teilen sich schneller. Dadurch ist ihre 

Fähigkeit, DNA-Schäden zu reparieren, stark eingeschränkt. Die verbleibenden Schäden in 

der DNA werden dann bei Teilung weitergegeben, was ein vermehrtes Zellsterben und/ oder 

ein langsameres Wachstum zur Folge haben kann. Weiterhin sind Zellen in der späten S-

Phase des Zellzyklus generell resistenter gegen Strahlung. Zellen in G2- und M-Phase sind 

strahlensensibler, da der Zeitraum für die Reparatur von DNA-Schäden bis zur nächsten 

Mitose stark eingeschränkt ist [106].  
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Abbildung 13: Signalkaskade des ,DNA Damage Response’. 
 

1.5.2 Biologische Mechanismen einer Strahlenresistenz 

Bereits bei einem Abfall des pO2 unter 25-30 mmHg vermindert sich die Effektivität einer 

Strahlenbehandlung. Erstmals zeigten Shrieve und Harris (1985), dass die Strahlenresistenz in 

Hypoxie nicht nur ein physikalisch-chemischer Mechanismus (Sauerstoffeffekt) ist, sondern 

auch biologische Effekte eine entscheidende Rolle spielen [107]. So hat beispielsweise die 

HIF-Funktionalität wichtigen Einfluss [108], wie im Folgenden dargestellt ist.  

Durch das Absterben von Zellen kommt es bereits kurze Zeit nach Bestrahlung zu einer 

teilweisen Reoxygenierung, da die zuvor gut mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgten 

Zellen Sauerstoff und Platz freigeben. Infolge dieser Tumor-Reoxygenierung nach 

Bestrahlung können sich die Gefäße wieder mehr ausbreiten und so einen besseren Blutstrom 

und damit eine bessere Nährstoffversorgung gewährleisten. Dadurch werden einige zuvor 

hypoxische Zellen wieder mit Sauerstoff versorgt und sensibler für die nächste 

Strahlenfraktion. Die Reoxygenierung führt jedoch nicht, wie zu vermuten wäre, zu einer 

überwiegenden Abnahme von HIF. HIF-1-Proteinspiegel steigen sogar 24 h nach einer 

Bestrahlung in Normoxie an. Ein Grund hierfür sind gespeicherte ,Stress-Granula’. Gerät eine 

Zelle unter Stress, werden energiesparende Mechanismen, wie eine verminderte 

Proteinsynthese, induziert [109]. Dies geschieht u.a. über die Generierung von Stress-Granula, 

in denen mRNA und ribosomale Untereinheiten von Proteinen gespeichert werden, die für 

den Augenblick nicht unbedingt notwendig sind. Sobald sich die Stress-Situation verändert, 

depolymerisieren diese Granula und geben den Inhalt frei [110]. In Hypoxie werden ebenfalls 
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solche Stress-Granula generiert, die dann nach Bestrahlung während der resultierenden 

Reoxygenierung zerfallen und so die Translation HIF-assoziierter Proteine steigern [111]. Bei 

Reoxygenierung nach Bestrahlung und gleichzeitig ausreichender Glukose-Verfügbarkeit 

wird die Synthese von HIF-1α zudem durch den mTOR-Signalweg ermöglicht, da hier 

ähnliche Verhältnisse wie bei der bereits beschriebenen zyklisierenden Hypoxie vorliegen 

[112]. Weiterhin führt die exzessive Anhäufung freier Radikale nach Bestrahlung zur 

Hochregulation von HIF sowie zur Schädigung von Gefäßen [51]. Ebenfalls entstehende 

reaktive Stickstoff-Spezies inhibieren zudem zelluläre Mechanismen wie die Aktivität der 

HIF-Prolylhydroxylasen, die normalerweise zum Abbau von HIF unter Normoxie führen 

[112; 113]. Dem entgegen führt die Anhäufung von NO in Hypoxie zu einer HIF-1 

abhängigen gesteigerten PHD2 und PHD3 Expression und zu einer reduzierten HIF-1α-

Akkumulation in Hypoxie [114]. Eine schematische Übersicht von Einflussfaktoren auf HIF-

1α-Proteinspiegel zeigt Abbildung 14. 

 

 
 
Abbildung 14: Effekte einer Bestrahlung auf HIF (modifiziert nach Dewhirst et al., 2007 [51]). 

 

1.5.3 Die Rolle von HIF in der Strahlentherapie 

HIF haben divergierenden Einfluss auf die Strahlensensitivität von Tumoren [115]. Eine 

Reihe von Studien belegten eine Verminderung der Radioresistenz nach HIF-Modulation [48; 

108; 116]. Die Inhibierung von HIF bzw. VEGF bewirken eine Radiosensitisierung der 

Tumor-Blutgefäße. Experimentelle in vivo-Studien an Krebszellen zeigten zudem, dass 

Zellen, die kein funktionelles HIF-1α besitzen bzw. Tumor-Xenotransplantate aus HIF-1α 
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defizienten Zellen nachweislich radiosensitiver reagierten als die entsprechenden HIF-1α 

exprimierenden Zellen [117].  

Jedoch nicht alle HIF-vermittelten Effekte wirken radioprotektiv auf Tumorzellen, wie 

beispielsweise die Unterstützung von Proliferation, Angiogenese und Energiestoffwechsel 

oder auch die Aktivierung von p53 [118].  

In Tumorregionen mit einer Unterversorgung sowohl an Sauerstoff als auch an Nährstoffen 

erhält HIF-1 die Teilungsfähigkeit dieser Zellen. Durch die HIF-vermittelte Umschaltung des 

Metabolismus auf Glykolyse wird die Verfügbarkeit von ATP für das Überleben der Zellen 

sichergestellt. In Bereichen, in denen alleinig ein Sauerstoffmangel vorherrscht, wie in in 

diesem Projekt untersuchten in vitro-Modellen, wird vornehmlich eine Zellzyklus-Blockade 

durch HIF erwirkt, vermittelt u.a. durch p21 und p27 [119].  

HIF-1 kann zudem sowohl proapoptotisch als auch antiapoptotisch wirken. In bestrahlten 

Zellen wirkt das Protein anscheinend eher proapoptotisch durch Interaktion von HIF-1 mit 

p53 [118]. HIF-1 vermittelt die Phosphorylierung und somit Aktivierung von p53 und, dem 

nachgeschaltet, die Spaltung von Caspasen und Apoptose. Die divergierenden Mechanismen, 

induziert durch HIF, sind in Abbildung 15 gegenübergestellt. 

 

 
 

Abbildung 15: Divergierende HIF-vermittelte Mechanismen mit Einfluss auf die Radioresponsivität. 
 

HIF-1 ist wahrscheinlich auch an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB) 

beteiligt [117]. Für diese Funktion reicht bereits eine basale HIF-1α-Expression, wie sie auch 

in Normoxie vorhanden ist. HIF-1 scheint die DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase, 

Catalytic Subunit) zu regulieren und so positiv in die Mechanismen der DNA-Reparatur 

einzugreifen [120], was wiederum in einer erhöhten Chemo- bzw. Radioresistenz der Zellen 

resultiert. Mögliche weitere Ursache einer Radioresistenz ist eine Survivin-Expression in 

Hypoxie [121]. Das Survivin-Gen besitzt ein HRE in der Promotor-Region [122]. Dessen 

Expression korreliert daher mit der von HIF-1α.  
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1.6 Induktion von Zellstress und Apoptose durch Hyp oxie und Bestrahlung   

Bestrahlung, ungeachtet ob unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen, resultiert in 

verschiedenen zytotoxischen Effekten, die zahlreiche zelluläre Wege wie PI3K 

(Phosphatidylinositol 3-Kinase)-Promotion, endoplasmatisches Retikulum (ER)-Stress, p53 

oder auch „Todesrezeptoren“ beeinflussen und so zu Apoptose oder Autophagie führen [123]. 

All diese Wege sind miteinander verzahnt, sodass es zu einer Art Gleichgewicht kommt.  

Eine Konsequenz von hypoxischem oder oxidativem Stress (z.B. nach Bestrahlung) ist die 

Aktivierung des endoplasmatischen Retikulums (ER), verursacht durch den sogenannten ER-

Stress [124]. Charakteristisch hierfür ist das vermehrte Anfallen missgefalteter Proteine. 

Innerhalb der Kaskade des „Unfolded Protein Response“ (UPR) kann entweder der 

Proteinmissfaltung entgegen gewirkt oder die Apoptose der Zelle eingeleitet werden [125]. 

Initial spielt das Chaperon BiP (Immunoglobulin Heavy Chain-binding Protein) eine 

entscheidende Rolle. Treten vermehrt missgefaltete Proteine auf, dissoziiert BiP von dessen 

Rezeptoren, bindet an die missgefalteten Proteine und induziert über PERK (RNA-like 

Endoplasmatic Reticulum Kinase) die translationelle Hochregulierung von ATF4 (Activating 

Transcription Factor 4, auch cAMP response element-binding protein 2, CREB2) [126]. 

ATF4 wird demnach durch Stress-Signale wie Hypoxie, verminderte Aminosäure-

verfügbarkeit und freie Radikale induziert [127]. ATF4 reguliert zudem die Expression 

verschiedener Gene, welche an Differenzierung, Metastasierung, Angiogenese und 

Hematopoiese beteiligt sind [126]. Aufgrund der beobachteten Aktivierung und 

Überexpression von ATF4 in hypoxischen Bereichen von Tumoren könnte dieser Faktor eine 

mögliche Rolle bei der Tumorprogression und der Chemo-/Radioresistenz spielen und wurde 

daher in die Untersuchungen dieser Arbeit mit einbezogen [127]. 

Ein weiterer zentraler Faktor, der über Leben und Tod der Zelle wacht, ist das Genregulator-

Protein p53. Dieses wird u.a. infolge von DNA-Schädigungen aktiviert. P53 ist auch in vielen 

Typen entarteter Zellen hochreguliert. Dieser „Wächter des Genoms“ ist in etwa der Hälfte 

aller Tumoren mutiert und trägt so zum unkontrollierten Wachstum der Zellen bei. Der 

Verlust der p53-Funktionalität aufgrund von Mutationen führt zu einer erhöhten 

Strahlenresistenz, da so ein wichtiger Initiator von Apoptose verloren geht [46].  

Innerhalb der Apoptose-Kaskade ist ebenso die Funktion der Caspasen wichtig. Hierbei 

handelt es sich um eine Familie von Proteasen, die Proteine spalten und so an der Antwort auf 

schwere Beschädigungen innerhalb der Zelle beteiligt sind. Zum Auslösen von Apoptose 

werden Initiator-Caspasen (Caspase 8 und 9) aktiviert, die wiederum die pro-Form 

nachgeschalteter Effektor-Caspasen (Caspase 3, 7, 6) spalten [128]. Die Aktivität der 



Einleitung 

 23

Caspasen 3/7 dienen daher als spezifischer Marker für die Aktivierung des programmierten 

Zelltods (Apoptose). Bei der Antwort auf DNA-Schäden spielt darüber hinaus das Enzym 

PARP-1 eine Rolle. Der proteolytische Abbau von PARP-1 durch Caspase-3 ist ein 

Zwischenschritt der Apoptose [128]. Die ebenfalls durch PARP-1 katalysierte Ribosylierung 

von Chromatinproteinen nach DNA-Strangbrüchen trägt zur DNA-Reparatur bei. Weiterhin 

induziert PARP-1 den Genschalter NFκB, welcher ebenfalls Mechanismen der DNA-

Reparatur und der Immunantwort vermittelt. Abbildung 16 stellt den Zusammenhang 

zwischen den eben beschriebenen Transkriptionsfaktoren und Enzymen dar. All diese 

Signalmoleküle werden u.a. auch durch Hypoxie und die Pflanzenstoffe Kurkumin und 

Genistein in ihrer Aktivität beeinflusst, wie im Ergebnisteil dieser Arbeit zu erkennen sein 

wird. 

 

 

 

Abbildung 16: Signalkaskade nach Schädigung der DNA. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

Reagenzien/ Materialien 

Accutase     PAA Laboratories GmbH, Paching, Österreich 

AhR Antagonist    Merck KGaA, Darmstadt 

Amersham ECL™    GE Healthcare Europe GmbH, München 

Amersham Hyperfilm MP   GE Healthcare Europe GmbH, München 

Ammonium persulfate   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

β-Mercaptoethanol    Biomol GmbH, Hamburg 

Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems  Promega GmbH, Mannheim 

Complete, Mini, EDTA-free   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Coomassie®* Brilliant Blue G 250  SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Kurkumin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Custom RNA (siRNA HIF-1α,-2α)  Invitrogen GmbH, Darmstadt 

DC™ Protein Assay     Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Dimethyl sulfoxide    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega GmbH, Mannheim 

Essigsäure 100 %    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol 70 % vergällt   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol ROTIPURAN® ≥ 99,8%  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Fetal Bovine Serum (Gibco)   Invitrogen GmbH, Darmstadt  

Formaldehydlösung 37 %   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

FuGENE®HD    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Genistein     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

GIBCO® DMEM    Invitrogen GmbH, Darmstadt 

GIBCO® RPMI    Invitrogen GmbH, Darmstadt 

Harnstoff (UREA)    GERBU Biotechnik GmbH, Wieblingen 

Hybond ECL Nitrocellulose Membrane GE Healthcare Europe GmbH, München 

IGEPAL® CA-630    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Imaging Plate 24 FC    zell-kontakt GmbH, Nörten-Hardenberg 

Kaliumchlorid     Merck KGaA, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat   Merck KGaA, Darmstadt 
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L-Glutamine                                                  PAA Laboratories GmbH, Paching, Österreich 

Lipofectamine™ 2000    Invitrogen GmbH, Darmstadt 

Lipofectamine™ RNAiMAX   Invitrogen GmbH, Darmstadt 

Magermilchpulver    Sucofin, Zeven 

Methanol     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

MISSION shRNA    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Natriumchlorid    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Nuclear Extract Kit    Active Motif SA, Rixensart, Belgien 

Opti-MEM®     Invitrogen GmbH, Darmstadt 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Penicillin/Streptomycin   PAA Laboratories GmbH, Paching, Österreich 

pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro] Vector Promega GmbH, Mannheim 

Pipetten  Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH 

Wesseling-Berzdorf 

Pipettenspitzen    SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 

pipetus® Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co.KG, 

Eberstadt 

Puromycin     Merck KGaA, Darmstadt 

Reaktionsgefäße    SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 

Resorufin     TCI Deutschland GmbH, Eschborn 

Resorufinethylether    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Rotiphorese® Gel 30    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Salzsäure 25%    Merck KGaA, Darmstadt 

SDS granuliert reinst    AppliChem GmbH, Darmstadt 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

TRIS-Hydrochlorid    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

TRIS ultra pure    Biomol GmbH, Hamburg 

Triton X-100     Merck KGaA, Darmstadt 

Trypsin EDTA    PAA Laboratories GmbH, Paching, Österreich 

TWEEN® 20 Detergent   Merck KGaA, Darmstadt 

X-ray developer LX 24    Kodak GmbH, Stuttgart 

X-ray AL4 fixer    Kodak GmbH, Stuttgart 

Zellkultur – Plastik    Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold 
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Zentrifugenröhrchen (Falcon™-typ)  BD Biosciences, Heidelberg 

2-Propanol     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

3,3′-Methylene-bis(4-hydroxycoumarin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

3,4-Benzopyrene    TCI Deutschland GmbH, Eschborn 

 

Geräte 

Axioplan 2 Imaging    Carl Zeiss NV-SA, Zaventem, Belgien 

Axiovert 25     Carl Zeiss NV-SA, Zaventem, Belgien 

Cellometer® Auto T4    Nexcelom Bioscience. Lawrence, MA, USA 

Consort E835 Power Supply   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

CO2-Inkubator Heraeus®   Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

EASIA®Shaker    Medgenix Diagnostics, Brussels, Belgium 

Flockeneisbereiter Scotsman AF-100 Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien 

Gase (N2, CO2, Druckluft)   AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Düsseldorf 

Invivo2 400 Hypoxie Workstation  Ruskinn Technology Ltd, Bridgend, UK 

Kühl-Gefrierkombination   Siemens AG, München 

Labor-Abzug     Norddeutsche Laborbau GmbH, Kaltenkirchen 

Laborwaage BP2100S, AC120S  Sartorius AG, Göttingen 

Mevatron 74     Siemens AG, München 

Mini-Protean Electrophoresis System Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Mithras LB 940 BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH & Co. 

KG, Bad Wildbad 

Nunc Microflow Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold 

pH-Meter ph 523 WTW GmbH, Weinheim 

Polymax 1040 - Plattformschüttler  Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach      

PowerPac 3000 Power Supply  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

RCT basic Magnetrührer   IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

SemiDry Blotter Pegasus   PHASE GmbH, Lübeck 

SONOPULS Homogenisator   BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin 

Spectra Rainbow Mikrotiterplatten Reader SLT-TECAN GmbH, Neustadt 

Systec V150 Autoklav   Systec GmbH, Wettenberg 



Material und Methoden 

 27

Thermomixer comfort Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, 

Wesseling-Berzdorf 

Tiefkälte-Lagertruhe KTL   Kryotec-Kryosafe GmbH, Hamburg 

Trans-Blot SD Semi-Dry   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Ultra Clear Reinstwassersystem  VLM GmbH, Bielefeld 

Wasserbad Thermomix BU   B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Zentrifugen 5415R, 5810R Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH 

Wesseling-Berzdorf 

 

Software 

AIDA Image Analyzer   Raytest, München 

GraphPad InStat 3     GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 

Microsoft Office 2000   Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim 

MikroWin 2000 BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH & Co. 

KG, Bad Wildbad 

SigmaPlot 11.0    Systat Software GmbH, Erkrath 
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Zellkulturmodelle 

Zur Untersuchung von physiologischen und pharmakologischen Vorgängen innerhalb der 

Zelle eines Gewebes eignen sich Zellkulturen, da hieran ausgewählte Parameter wie 

Nährstoffkonzentration und Gaspartialdrücke kontrolliert eingestellt und variiert werden 

können. Der Einfluss neuronaler und humoraler Signale kann zudem gezielt unterbunden 

werden. Dies erlaubt eine eindeutige Zuordnung der auftretenden Effekte nach Applikation 

von Reagenzien bzw. Pharmaka über das Zellkulturmedium. Die hier verwendeten Zelllinien 

wachsen als Monolayer.  

 

HEK-293 

"Human Embryonic Kidney"-Zellen (HEK-293) sind ein Transformationsprodukt einer 

menschlichen embryonalen Nierenzelle mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5. 

HeLa 

Diese Epithelzellen eines humanen Zervixkarzinoms waren ursprünglich vom humanen 

Papillomvirus 18 befallen und entarteten u.a. durch die Inaktivierung des p53-

Tumorsuppressors.  

HepG2 

Hierbei handelt es sich um eine humane Leberkarzinom-Zelllinie mit epithelialer 

Morphologie, die eine hohe morphologische und funktionelle Differenzierung in vitro 

aufweist. 

Hep3B 

Diese humanen Leberkarzinom-Zellen enthalten integriertes Hepatitis B-Virus-Genom, 

erzeugen aber, Untersuchungen zufolge, keine infektiösen Hepatitis B-Viren. 

HRG-1/ HRB-5 

Dieses sind mit einem Hypoxie-responsiven Luciferasegen enthaltendem Plasmid stabil 

transfizierte HepG2- bzw. Hep3B-Zellen.  

MCF-7 

Hierbei handelt es sich um eine humane Mamma-Adenokarzinomzelllinie. Diese Östrogen 

Rezeptor-positive Zelllinie ist ein etabliertes in vitro-Modell für östrogenabhängige Tumoren. 

U2OS 

Diese humane Osteosarkom-Zelllinie U2OS exprimiert Wildtyp p53 and Rb. U2OS Zellen 

weisen eine epithelartige adhärente Morphologie auf.  
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Small Interfering RNAs (siRNAs) und Short Hairpin RNAs (shRNAs) 

siRNAs 

HIF-1α  RNA-Stealth Custom-made synthetisiert durch Invitrogen 

sense   5’-AUAAUGUUCCAAUUCCUACUGCUUG 

  antisense  5’-CAAGCAGUAGGAAUUGGAACAUUAU   

 

HIF-2α  RNA-Stealth Custom-made synthetisiert durch Invitrogen 

sense   5’- CAGCAUCUUUGAUAGCAGUTT 

  antisense  5’- ACUGCUAUCAAAGAUGCUGTT  

Silencer® Select siRNA ID: s4699 der Firma Applied Biosystems 

 

shRNAs 

MissionTM TRC shRNA Target Set NM_001530 HIF-1α der Firma Sigma 

 

α-Ketoglutarat-Analogon 

Die durch das Institut für Physiologie zuvor synthetisierte chemische Substanz 2,4-Pyridin-

dikarbonsäure-di-tert-butyroyloxy-methyl-ester (tBu-2,4-PDC) ist ein selektiver α-

Ketoglutarat-Kompetitor. Die Verbindung wurde aus 2,4-Pyridindikarbonsäure unter Zugabe 

von Pivalinsäurechlormethylester und Dimethylformamid, Erwärmung auf 60°C für 6 h, 

anschließender Inkubation bei Raumtemperatur für 18 h und finaler chromatografischer 

Aufreinigung synthetisiert. Durch die Veresterung wurde eine verbesserte Zellpermeabilität 

erreicht. 

 

 
 
Abbildung 17: Strukturformeln von 2,4-Pyridindikarbonsäure und tBu-2,4-PDC. 
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Vektoren  

6 x HRE Luc 

Für das 6 x HRE Luc Konstrukt wurde sechsmal die Sequenz von HRE mit der 

HIF-Bindestelle vor das Luciferase-Gen kloniert [129]. 

 

NFkB Luc (pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro] Vector) 

Das Konstrukt NFkB Luc wurde von der Firma Promega (Mannheim) hergestellt. 

 

Antikörper  

Tabelle 3. Verwendete Antikörper – Hersteller und Anwendung.  
        

Name  Hersteller  Kat.Nr. Verdünnung 

Actin Santa Cruz sc-1616 1:1000 

AhR Santa Cruz sc-5579 1:1000 

Anti-Histone H1.4 Sigma H1.4 1:1000 

ARNT Novus nb 2B10 1:4000 

BiP BD Transduction 610978 1:1000 

CREB2 Santa Cruz sc-200 1:1000 

ERα Santa Cruz sc-8005 1:1000 

Goat Immunoglobulins Dako P0449 1:1000 

HIF-1alpha BD Transduction 610959 1:1000 

HIF-2alpha R&D Systems AF2886 1:2000 

HIF-2alpha Novus nb 100-132 1:1000 

Lamin Santa Cruz sc-6215 1:1000 

Mouse Immunoglobulins Dako P0447 1:1000 

p53 Cell Signaling 9282 1:1500 

p53 Calbiochem OP03 1:500 

PARP-1/2 Santa Cruz sc-7150 1:1000 

PHD1 Novus 
nb100-310 

1:500 

PHD2 Novus nb100-138 1:500 

PHD3 Novus nb100-139 1:500 

Rabbit Immunoglobulins Dako P0448 1:1000 

Tubulin  Santa Cruz sc-5286 1:1000 
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Medien und Puffer 

Zellkultur-Medien 

Zelllinien HeLa, U2OS, HEK-293, MCF-7:  

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

10 % FKS (Fetales Kälber-Serum) 

1% Penicillin/Streptomycin 

Zelllinien HepG2, Hep3B, HRG-1, HRB-5: 

RPMI 1640  

10% FKS 

1% Penicillin/Streptomycin 

 

Puffer und Lösungen 

PBS (Phosphate Buffered Saline): 

Natriumchlorid (NaCl)   8 g/l 

Kaliumchlorid  (KCl)    0,2 g/l 

Kaliumhydrogenphosphat   1 g/l 

Natriumhydrogenphosphat   1,44 g/l 

 

MTT-Assay 

MTT:      5 mg/ml PBS 

Lysepuffer:     0,7 % SDS in Isopropanol  

 

Trypanblau-Test    2 % Trypanblau in PBS   

 

UREA-Zelllysepuffer: 

Glycerol     10 % 

SDS (Natriumdodecylsulfat)   1 % 

Dithiothreitol     5 mM 

Tris pH 6,8     10 mM 

UREA (Harnstoff)    6,7 M 

Protease Inhibitor Cocktail    1:1000 

           



Material und Methoden 

 32

RIPA-Zelllysepuffer: 

Tris HCL pH 8,0    50 mM 

NaCl      150 mM 

SDS      0,1 % 

Igepal      1 % 

Deoxycholat     0,5 % 

Protease Inhibitor Cocktail    1:1000 

 

Trenngel (10 %) 

Acrylamid     33 %   

Tris-HCl (Salzsäure) pH 8,8   0,375 M 

SDS      0,1 % 

APS (Ammoniumpersulfat)   0,05 % 

TEMED (Tetramethylethylenediamin) 0,05 % 

ad Aqua bidest. 

 

Sammelgel 

Acrylamid     13 %  

Tris-HCl pH 6,8    0,125 M 

SDS      0,1 % 

APS      0,05 % 

TEMED     0,001 % 

ad Aqua bidest. 

 

2x Probenpuffer 

Tris HCl     60 mM 

Glycerol 87%     25 % 

SDS      2 % 

β-Merkaptoethanol    5 % 

Bromphenolblau    0,1 % 

ad Aqua bidest. 
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Transferpuffer    

Tris        25 mM 

Glycin      192 mM 

Methanol       20 % (v/v) 

ad Aqua bidest.   

 

10x Laufpuffer 

Tris      250 mM 

Glycin      1,92 M  

SDS      1% 

ad Aqua bidest. 

 

CytochromP450-Assay 

Reaktionsmedium:  

EROD (4 mM in DMSO)   0,16 mM  

Dicoumarol (10 mM in DMSO)  0,01 mM 

in Kulturmedium  

Standardreihe:    

Resorufin     1 mM  

in Reaktionsmedium 

 

Klonogener Assay 

Fixierlösung: 

Formaldehyd       3,7 % in PBS 

Ethanol     70 %  

Färbelösung: 

Methanol     20 % 

Eisessig     7,5 % 

Coomassie G250    0,5 mg/ml 

ad Aqua bidest. 
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2.2 Zellkultur-/ molekularbiologische Methoden 

2.2.1. Kultivierung von Säugerzellen 

Alle verwendeten Zelllinien wurden in entsprechendem Medium im Brutschrank bei 37 °C 

unter 5 % Karbogen kultiviert und bei einer Konfluenz von ca. 80 % passagiert. Hierfür 

wurden die Zellen zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin versetzt. Nach 

einer für jede Zelllinie spezifischen Inkubationszeit erfolgte die Resuspendierung der Zellen 

in 10 ml Kulturmedium. Nach Bestimmung der vitalen Zellzahl mittels Trypanblau-Test 

wurde ein geeignetes Aliquot (ca. 1 x 106 Zellen) auf 10 ml mit Medium aufgefüllt und erneut 

in T75-Zellkulturflaschen kultiviert bzw. in für die jeweiligen Versuche benötigten 

Zellkulturplatten umgesetzt. 

Für die verschiedenen Versuche in Normoxie (21 % O2) und Hypoxie (1 % O2) geschah die 

Einstellung der entsprechenden Sauerstoffgehalte über die Atmosphäre im Inkubator. Die 

Sauerstoffversorgung der Zelle in Zellkultur erfolgt prinzipiell über Diffusion durch das 

Medium. Der perizelluläre Sauerstoffpartialdruck, resultierend aus der Menge an Sauerstoff 

(dUO2), der pro Zeiteinheit (dt) durch das Medium auf die zelluläre Ebene diffundiert, ist 

dabei abhängig von der zur versorgenden Fläche (DA), dem Konzentrationsgradienten des 

Sauerstoffs (CGas und CZelle) und der Höhe des Zellkulturmediums (h) (in Anlehnung an das 1. 

Ficksche Gesetz) [130]. 

 

dUO2 CGas – CZelle
= -DA

dt h  

Es ist bekannt, dass es in normoxisch inkubierten Zellen mit einem hohen Metabolismus und 

damit verbunden einem hohen Sauerstoffverbrauch, dennoch zu einer Hypoxie kommen kann, 

da die Sauerstoffversorgung durch Diffusion trotz Begasung mit 21 % O2 nicht ausreicht. 

Dies würde die bereits beschriebene Induktion von Hypoxie-assoziierten Genen mit sich 

ziehen, was einen Vergleich tatsächlich normoxischer mit hypoxischen Zellen verhindern 

würde. Um konstante Bedingungen innerhalb der Versuche zu gewährleisten, wurde daher 

hier stets mit festgelegten, niedrigen Mediumvolumina/-höhen inkubiert, um eine möglichst 

geringe Diffusionstrecke des Sauerstoffs bei ausreichender Benetzung/ Nährstoffversorgung 

der Zellen zu erhalten. Weiterhin wurde mit subkonfluenten Zelldichten gearbeitet, um einen 

im Vergleich zur Sauerstoffbereitstellung durch das Medium zu hohen Sauerstoffbedarf der 

Zellen zu vermeiden. Für die klonogenen Assays unter normoxischen und hypoxischen 
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Bedingungen wurden die Zellen in Zellkulturplatten mit gasdurchlässigem Boden kultiviert. 

So konnte sichergestellt werden, dass der gewünschte Sauerstoffpartialdruck in kürzester Zeit 

eingestellt und selbst bei starkem Sauerstoffverbrauch der Zellen normoxische Verhältnisse 

gehalten werden konnten, da das Gas sowohl über Diffusion durch das Medium als auch 

durch direkten Kontakt über den Boden zu den Zellen gelangen konnte.  

Eine wie in den vorliegenden Experimenten eingesetzte Sauerstoffkonzentration von 1 % 

(HOX) entspräche einem pO2 von 7 mmHg. 

 

2.2.2. Vitalitätstest (MTT-Assay) 

Der gelbe Farbstoff MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid) 

wird durch intrazelluläre Dehydrogenasen noch lebender Zellen in Formazan reduziert und 

kann in diesem Zustand die Zelle nicht mehr verlassen. Die Menge der entstandenen violetten 

Formazan-Kristalle kann, nach Lyse der Zellen mittels eines Isopropanol-SDS-Gemisches, 

quantitativ über Photometrie ermittelt werden. 

Die MTT-Tests wurden im 96well-Plattenformat durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen 

zunächst mit verschiedenen Substanzen über vier bis 72 vorbehandelt. Zusätzlich wurden 

Lösungsmittel-Kontrollen mitgeführt. Das Medium der Zellen wurde anschließend mit 25 µl 

der auf 37 °C angewärmten MTT-Lösung (5 mg/ml in PBS) versetzt und die Zellen eine 

Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde danach sorgfältig entfernt. Es 

folgte die Lyse der Zellen in je 100 µl MTT-Lyse-Puffer fünf Minuten bei Raumtemperatur 

unter Schwenken. Die Messung des Gehaltes an Formazan geschah im ELISA-Reader bei 

einer Absorption von 570 nm. Die statistische Auswertung erfolgte mittels relativen 

Vergleichs der Messwerte gegenüber der Kontrolle in Prozent. Es resultierte eine Kurve der 

relativen Vitalität der Zellen in Prozent nach der Behandlung. 
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2.2.3 Transfektion  

Die Transfektionen mit RNAiMax, Lipofectamine2000 (Invitrogen) und FugeneHD (Roche) 

wurden 24 h nach Aussaat der Zellen entsprechend der Empfehlungen des Herstellers nach 

folgendem Muster durchgeführt. 
 

Tabelle 4. Transfektionsschemata. 

RNA/DNA Kulturgefäß  Zellzahl Reagenz µl DNA  Dauer 

HIF-1α (si) 6-well 2-4x105 RNAiMAX 5 100 pmol 48 h 

 24-well 2-4x104 RNAiMAX 1 20 pmol 48 h 

HIF-1α (sh) 24-well 2-4x104 Lipofectamine2000 2,5 1 µg 24 h 

HIF-2α (si) 6-well 2-4x105 RNAiMAX 5 50 pmol 48 h 

 24-well 2-4x104 RNAiMAX 1 12,5 pmol 48 h 

NFκB 24-well 2-4x104 Fugene 0,5 200 ng 24 h 

Importine 24-well 2-4x104 Lipofectamine2000 1 20 pmol 48 h 

PHDs 24-well 2-4x104 Lipofectamine2000 1 20 pmol 48 h 
 

Wirkungsweise von siRNA bzw. shRNA 

Für die HIF-Untereinheiten spezifische Small Interfering RNA (siRNA) oder Short Hairpin 

RNA (shRNA) bieten die Möglichkeit, die Expression der Proteine zu inhibieren. 

Bei der siRNA handelt es sich um kurze, einzelsträngige oder doppelsträngige 

Ribonukleinsäure-Moleküle. Diese siRNAs spielen im Rahmen der RNA-Interferenz in 

eukaryontischen Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Genexpression. Durch die 

gezielte Abschaltung eines Gens mit Hilfe von siRNA kann die Funktion des von ihm 

kodierten Proteins untersucht werden. SiRNA wirkt als Bestandteil des RISC (RNA-induced 

Silencing Complex) und bestimmt so die Selektivität der Gen-Stilllegung. Der Leitstrang der 

interferierenden RNA bindet an eine komplementäre Nukleotidsequenz der Boten-RNA 

(messenger-RNA, mRNA) und führt so zu einem selektiven Abbau der mRNA oder einer 

selektiven Hemmung der Translation in ein Protein. Die shRNA ist in der Form ähnlich einer 

Haarnadel und dient ebenfalls dem Gene-Silencing mittels RNA-Interferenz. Der shRNA-

Vektor benutzt den U6 oder H1 Promoter, um stabil exprimiert zu werden. Nach 

intrazellulärer Umwandlung in siRNA bindet die Sequenz ebenfalls an den RISC.  

Für den Erhalt von stabilen HIF-1α-defizienten Zellen wurden diese mit shRNA transfiziert, 

mit Puromycin (2 µg/µl) selektiert, Einzelklone erzeugt und die Zellklone mit dem 

effizientesten Knockout ausgewählt. 
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2.2.4 Luziferase-Reportergen-Assay 

Zur Analyse der HIF-1 Aktivität mittels Reportergen-Studien wurden HRG-1 und HRB-5 

Zellen verwendet. Hierbei handelt es sich um mit einem Hypoxie-responsivem Luziferase-

Plasmid stabil transfizierte HepG2- bzw. Hep3B-Zellen. Die Zellen wurden hierfür in 24well-

Platten bis zu einer maximalen Konfluenz von 40 % kultiviert und vorbehandelt. Nach 

Waschen mit PBS und Lyse mittels 100 µl/ well Passive Lysis Buffer (Promega) wurde die 

Lumineszenz nach Zugabe des Luziferase-Puffers (Promega) im Micro Lumate (Berthold 

Technologies) gemessen und auf den Proteingehalt bezogen. 

 

2.2.5 EROD-Assay 

Der EROD (Ethoxyresorufin-O-deethylase)-Assay ist eine Methode zur Bestimmung der 

Cytochrom P450-Aktivität. Der Assay wurde grundlegend nach dem Protokoll von Lai et al. 

mit leichten Modifikationen durchgeführt [131]. Hierfür wurden Zellen in 96well-

Zellkulturplatten kultiviert. Es erfolgte eine Vorbehandlung der verschiedenen Zelllinien. 

Nach Mediumwechsel gegen 100 µl des Reaktionsmediums wurden die Zellen 60 Minuten 

bei 37 °C und 5 % CO2 unter Lichtabschluss inkubiert. 90 µl des Überstandes wurden in eine 

schwarze 96well-Kulturplatte überführt und die Menge an Resorufin anschließend  

fluorometrisch bei einer Anregung von 544 nm und einer Emission von 590 nm gemessen. 

Der Gehalt an Resorufin konnte anhand einer mitgeführten Kalibrierkurve ermittelt werden. 

Parallel dazu wurde die Proteinmenge mittels BCA-Assay bestimmt (unter 

proteinbiochemischen Methoden genauer ausgeführt). Aus der gebildeten Menge an 

Resorufin, der Proteinmenge und der Reaktionszeit wurde die EROD-Aktivität in pmol 

Resorufin/mg Protein/min errechnet.  

 

2.2.6 Klonogener Assay (Clonogenic Survival Assay) 

Zur Bestimmung des klonogenen Überlebens nach Vorbehandlung und Bestrahlung von 

Tumorzellen wurden diese in 24well-Platten kultiviert. Nach Vorbehandlung und Bestrahlung 

bei 2 - 6 Gy (Mevatron 74, Siemens) wurden die Zellen mit Accutase abgelöst, gezählt und 

500 vitale Zellen in ein Well einer 6well-Platte überführt. Nach Inkubation über 12 Tage im 

Brutschrank wurden die gebildeten Kolonien mit PBS gewaschen, mit Formaldehyd (3,7 % in 

PBS, 10 min) und Ethanol (70 %, 10 min) fixiert und mit einer Coomassie G250-Lösung 

gefärbt. Zur Ermittlung des klonogenen Überlebens wurde die Anzahl der Kolonien der 
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unbestrahlten Kontrollen bzw. Behandlungen 100 % gesetzt und die ausgezählte Klonzahl 

nach Bestrahlung bei den unterschiedlichen Strahlendosen darauf bezogen (= normalisierte 

Daten). 

 

2.2.7 Kurkumin-Aufnahmestudien 

Um zu ermitteln, ob eine ausreichende Aufnahme des Kurkumins über das Medium in die 

Zellen erreicht werden konnte, wurden Aufnahmestudien durchgeführt. Hierfür wurden 

HepG-, Hep3B- und MCF-7-Zellen in 10cm-Kulturschalen angezüchtet, mit Kurkumin in 

verschiedenen Konzentrationen über vier Stunden vorbehandelt und anschließend mit Trypsin 

abgelöst. Nach Bestimmung der Zellzahl und des Proteingehaltes der Zellsuspension wurde 

diese bei 1000 rpm fünf Minuten zentrifugiert, der Überstand entfernt und das Pellet in 200 µl 

Ethanol resuspendiert. Zur Auftrennung der Zellen wurde die Suspension 20 Sekunden auf 

Eis geschallt und anschließend die Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 10.000 rpm vom 

Überstand getrennt. Der Überstand enthielt so das in Ethanol gelöste Kurkumin, das sich 

zuvor in den Zellen befand. Durch Mitführung einer Standardreihe gelösten Kurkumins in 

Ethanol konnte die Absorption der Überstände bei 428 nm im Spektrometer ermittelt werden. 

Die errechnete Kurkumin-Konzentration wurde auf die eingesetzten Proteingehalte oder auf 

die Zellzahl bezogen, um einen Vergleich zwischen den verschiedenen Zelllinien zu 

ermöglichen.  
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2.3. Proteinbiochemische Methoden 

2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten und Proteinkonzentrationsbestimmung 

Zur Gewinnung von Gesamtproteinextrakten wurden Zellen in entsprechenden 

Zellkulturgefäßen (10cm-Zellkulturschale oder 6well-Platte) kultiviert bzw. vorbehandelt und 

anschließend  abgeschabt und mit PBS gewaschen. Nach Überführung in entsprechende 

Reaktionsgefäße und Zentrifugation bei 500 x g für 5 min wurde das Zellpellet in UREA-

Lysepuffer (in Ausnahmefällen in RIPA-Lysepuffer) gelöst, geschallt und bis zum Gebrauch 

bei -20 °C gelagert.  

Zur Auftrennung von Zellen in deren Zytoplasma- und Kernfraktion wurde das 

Fraktionierungskit der Firma Active Motif verwendet und nach deren Anleitung vorgegangen. 

Die Konservierung der Proben geschah bei -80 °. Um die saubere Auftrennung zu überprüfen, 

wurden im Western Blot Zytoplasma- und Kern-spezifische Antikörper (Lamin A/C, Histon) 

eingesetzt.  

Zur Ermittlung der Proteingehalte in den verschiedenen Proben kam das DC™ Protein Assay-

Kit der Firma Bio-Rad zum Einsatz. Es wurde nach den Anleitungen des Herstellers 

vorgegangen. Das Prinzip des Proteinnachweises beruht darauf, dass Proteine mit Cu2+-Ionen 

in alkalischer Lösung einen Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Das bei dieser Reaktion 

entstehende einwertige Kupfer reagiert mit der in der Lösung vorhandenen Bicinchinon-Säure 

(BCA) zu einem spezifischen violetten Farbkomplex. Die Absorption des Farbkomplexes 

wurde mittels eines Spektrophotometers (OD700) gemessen. Dabei korreliert die 

Farbstoffintensität direkt mit der Konzentration der reagierenden Gruppen. Die Berechnung 

des Proteingehaltes in µg/ µl erfolgte über eine Standardkurve, erstellt aus einer jeweils 

mitgeführten Albumin-Verdünnungsreihe.  
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2.3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western Blot 

Für den Proteinexpressionsnachweis mittels Immunoblotting wurden 30 - 60 µg 

Proteingemisch mit Probenpuffer versetzt und fünf Minuten bei 100 °C erhitzt. Die 

Proteinextrakte wurden dann auf ein diskontinuierliches SDS-Gel aufgetragen und mittels 

Gelelektrophorese (Vorlauf 15 min 90 V, Auftrennung bei 150 V 90 min) ihrer Molekülmasse 

nach aufgetrennt. Anschließend erfolgte die Übertragung der Gele auf eine Trägermembran 

aus Nitrozellulose. Durch hydrophobe Wechselwirkungen konnten die Proteine während des 

Elektroblots bei 10 V auf die Nitrozellulosemembran transferiert werden. Anschließend 

wurden die Membranen eine Stunde bei Raumtemperatur in 5 % Magermilchpulver in PBS 

geschwenkt, um freie Proteinbindungsstellen zu blocken. Die Identifizierung der gesuchten 

Proteine wurde mittels spezifischer Antikörper ermöglicht. Die Inkubation der Primär-

Antikörper, verdünnt in 3 % Magermilchpulver/PBS, erfolgte zumeist über Nacht bei 4 °C 

(Ausnahme: Anti-HIF-2α: 4 h Raumtemperatur). Anschließend wurden die Membranen 

dreimal 10 min bei Raumtemperatur und durch Schwenken in PBS gewaschen. Die 

Inkubation der Sekundär-Antikörper vollzog sich ebenfalls unter Schwenken bei 

Raumtemperatur für 60 Minuten. Anschließend wurden die Membranen erneut dreimal 10 

min bei Raumtemperatur und Schwenken in PBS gewaschen. Nach Inkubation der 

Membranen mit ECL für eine Minute wurde ein Hyperfilm aufgelegt und dieser, je nach 

Signalstärke, nach fünf bis 30 min entwickelt. Anhand des Bandenmusters des mitgeführten 

Molekülmassen-Markers konnten die spezifischen Banden identifiziert werden. 
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2.4 Statistische Auswertung 

Eine Reliabilität der Messwerte wurde abgesichert, indem alle Experimente mindestens 

dreimal unabhängig voneinander wiederholt und nur solche Messwerte in die Auswertungen 

mit einbezogen wurden, die sich innerhalb der Mehrfachbestimmungen ähnelten. Dabei gibt 

‚n’ in den Auswertungen die Anzahl der unabhängigen Wiederholungen und ‚m’ die Anzahl 

der Messwerte insgesamt an, da der größte Teil der Experimente zusätzlich als 

Mehrfachbestimmung analysiert wurde. Die Auszählung der klonogenen Assays erfolgte 

verblindet, um eine Beeinflussbarkeit der auswertenden Person in Erwartung an das Ergebnis 

zu verhindern. Alle diese Maßnahmen dienten dazu, um eine größtmögliche Validität der 

gezeigten Untersuchungsergebnisse zu erreichen.  

Die graphische Auswertung wurde mit Hilfe der SigmaPlot 11.0 Software (Systat Software 

GmbH) durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte über das Programm GraphPad 

InStat 3. Die Ergebnisse werden im Folgenden als Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± 

SD) dargestellt. Der statistische Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Student´s 

paired t-test ermittelt und nach Welch korrigiert. Mehrere normalverteilte Gruppen wurden 

mittels ANOVA-Analyse verglichen und anschließend ein Post-Test nach Dunnett 

durchgeführt. Ein P-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Hierbei 

galt * = P < 0,05, ** = P < 0,01, *** P < 0,001. 

Für die Ergebnisse der Western Blots ist jeweils ein repräsentatives Bild abgebildet. Die 

densitometrische Auswertung  erfolgte über die Software AIDA Image Analyzer. 
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3. Ergebnisse 

3.1 MTT-Assay 

Zur Analyse geeigneter Konzentrations- und Behandlungszeiträume wurden zuvor die in 

dieser Arbeit verwendeten Substanzen auf deren Einfluss auf die Zellvitalität mittels MTT-

Assay untersucht (Abb. 18 a-d). Es wurde anschließend stets mit Konzentrationen gearbeitet, 

bei denen nach Vorbehandlung eine Vitalität der Zellen größer 80 % im Vergleich zur 

Lösungsmittelkontrolle sichergestellt werden konnte. Aufgrund der Ergebnisse der MTT-

Assays und den Angaben der Literatur wurde anschließend mit folgenden 

Behandlungsmustern gearbeitet: a) Kurkumin 25 - 60 µM für 4 h oder 5 - 15 µM für 24 h; b) 

Genistein 50 - 100 µM für 24 h; c) tBu-2,4-PDC: 75 µM für 4 h (frisches Inkubationsmedium 

nach 2 h); d) Benzo(a)pyren: 1 µM für 24 h. 
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Abbildung 18: Vitalitäts-Assays verschiedener Zelllinien nach Vorbehandlung mit spezifischen  
Induktoren/ Inhibitoren. 
Zelllinien Hep3B, MCF-7, U2OS und HRG-1 wurden vorbehandelt, mit 5 mg/ml MTT-Lösung für 1 h inkubiert, 
lysiert und die Exstinktion bei 570 nm gemessen: a) Kurkumin 20 - 60 µM 4 h, 10 - 40µM 24 h; (b) Genistein 50 
- 100 µM 24 h; (c) tBu-2,4-PDC 75 µM 2 - 4 h; (d) Benzo(a)pyrene 1 - 10 µM 24 h. Dargestellt ist der 
prozentuelle Anteil lebender Zellen nach Vorbehandlung im Vergleich zu den jeweiligen mit Lösungsmittel 
behandelten Kontrollzellen. Mittelwerte + SD; * P < 0,05, ** P < 0,01 (ANOVA-Analyse, korrigiert nach 
Dunnett); n ≥ 3 (m ≥ 18). 
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3.2 HIF-Inhibierung durch RNAi 

Effektive HIF-Inhibierung durch siRNA und shRNA 

Für den stabilen HIF-1α Knockdown wurden HEK-293 und U2OS Zellen mit shRNA gegen 

HIF-1α transfiziert, positive Zellen mittels Puromycin selektiert und die stabilen Klone mit 

dem effizientesten Knockdown mittels Western Blot ausgewählt. Für die transienten 

Transfektionen wurden verschiedene Zelllinien mit siRNA gegen HIF-1α und -2α und 

LipofectamineRNAiMAX über 48 h behandelt. Es konnten dadurch ein vollständiger 

Knockdown von HIF-1α (Abb. 19 oben) sowie ein signifikanter Knockdown von HIF-2α 

(unten) in den vier transfizierten Zelllinien erreicht werden. Als Ladekontrolle diente der 

Nachweis von Lamin A/C. 

(Hinweis: der verwendete HIF-2α-Antikörper weist zwei Banden nach, wobei die untere 

Bande als HIF-2α-spezifisch anzusehen ist.) 

 

 
 
 
Abbildung 19: Expressionsnachweis verschiedener HIF-1α und HIF-2α defizienter Zellen. 
Zellen wurden mit spezifischer siRNA oder shRNA gegen HIF-1α transfiziert (k.o.) und anschließend für 4 h 
unter hypoxischen Bedingungen (1 % O2) inkubiert. Anschließend erfolgte ein HIF-1α Proteinnachweis in 
hypoxischen (HOX) und den transient (Hep3B, MCF-7) und stabil (U2OS, HEK-293) transfizierten Zellen 
mittels Immunoblotting.  
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Strahlensensibilisierung nach HIF-Inhibierung 

Tumorzellen verschiedenen Ursprungs reagieren unterschiedlich stark auf Bestrahlung. Daher 

wurden vier verschiedene Tumorzelllinien vergleichend untersucht. Diese wurden mit in der 

Klinik als Einzeldosis üblichen 2 Gy bestrahlt und weiterhin – abhängig von der Zelllinie – 

aufwärts bis 8 Gy, um einen Kurvenverlauf des Überlebens ersichtlich zu machen. Hierfür 

wurde der Linearbeschleuniger Mevatron 74 (Siemens) genutzt.  

Zur Analyse des Einflusses von HIF-1α und HIF-2α auf die Strahlensensibilität von 

Tumorzellen wurden sowohl normoxisch als auch hypoxisch inkubierte Wildtyp-Zellen und 

deren HIF-α defiziente Klone bestrahlt und anschließend mittels klonogenem Assay deren 

Überleben ermittelt. In allen vier untersuchten Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs 

resultierte der HIF-1α Knockdown in einer signifikanten Strahlensensibilisierung in 

Normoxie (Abb. 20 links) und Hypoxie (rechts). Analog zu HIF-1α ergab sich auch bei HIF-

2α vorwiegend eine Strahlensensitivierung der Zellen nach HIF-2α Knockdown in Normoxie 

und Hypoxie im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen, die aber nicht so stark ausgeprägt war wie 

nach HIF-1α Knockdown. Eine Zusammenfassung der prozentualen Unterschiede bezüglich 

der Senkung der Überlebensraten zeigt Tabelle 5. Am Beispiel der HIF-1α defizienten Hep3B 

Zellen ist im Weiteren gezeigt, dass es in Hypoxie zu einer leicht erhöhten Strahlenresistenz 

der hypoxischen HIF-1α defizienten Zellen gegenüber deren normoxischen Kontrollen kam 

(Abb. 21 links). Diese Gegenüberstellung soll den zwar geringen, aber detektierbaren Einfluss 

des nach wie vor exprimierten HIF-2α auf die Strahlensensibilität dieser Zellen 

demonstrieren. Der Vergleich von normoxischen und hypoxischen HIF-2α Knockdowns in 

Abbildung 21 rechts veranschaulicht den signifikanten Einfluss der noch vorhandenen HIF-

1α-Untereinheit in Bezug auf die Strahlenresistenz.  
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Abbildung 20: Klonogenes Überleben verschiedener HIF-α defizienter Tumorzellen im Vergleich zum  
Wildtyp. 
HIF-α defiziente Zellen wurden unter normoxischen (NOX, links) oder hypoxischen Bedingungen (1% O2, 
HOX, rechts) inkubiert und anschließend bestrahlt. Dargestellt ist der prozentuelle Anteil gewachsener Zell-
Kolonien bestrahlter Wildtyp- oder HIF-α defizienter Zellen gegenüber deren unbestrahlten Kontrollzellen 
(normalisierte Daten). Mittelwert ± SD; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 für HIF-1α; + P < 0,05; ++ P < 
0,01; +++ P < 0,001 für HIF-2α (Student’s T-Test, korrigiert nach Welch); n ≥ 3 (m = 6-12).  
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Tabelle 5. Durchschnittliche Abnahme der überlebenden Fraktion HIF-α defizienter Tumorzellen in % im 

Vergleich zwischen Normoxie und Hypoxie; gemittelt aus den Ergebnissen von vier Zelllinien. 
 
 Normoxie Hypoxie 

HIF-1α HIF-2α HIF-1α HIF-2α 
2 Gy 21,1 % (± 5,4) 3,2 % (± 23,8) 25,6 % (± 4,7) 18,3 % (± 25,0) 
4 Gy 6,5 % (± 4,3) 2,1 % (± 4,4) 7,7 % (± 4,8) 0,2 % (± 6,1) 
 
 
 

 
Abbildung 21: Klonogenes Überleben HIF-α defizienter Tumorzellen im Vergleich zwischen Normoxie  
und Hypoxie. 
HIF-1α (links) und HIF-2α (rechts) defiziente Hep3B Zellen wurden unter normoxischen (NOX) oder 
hypoxischen Bedingungen (1% O2, HOX) inkubiert und anschließend bestrahlt. Dargestellt ist der prozentuelle 
Anteil gewachsener Zell-Kolonien HIF-α defizienter Zellen gegenüber deren unbestrahlten Kontrollzellen 
(normalisierte Daten) für die verschiedenen Inkubationsbedingungen. Mittelwert ± SD; * P < 0,05; *** P < 
0,001 (Student’s T-Test, korrigiert nach Welch); n = 6 (m = 12).  
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3.3 HIF-Stabilisierung durch einen α-Ketoglutarat-Inhibitor 

HIF-Protein-Stabilisierung durch tBu-2,4-PDC 

Um die Stabilität des α-KG-Inhibitors tBu-2,4-PDC im Versuchsansatz zu überprüfen, wurden 

Zeitverläufe mit einmaliger Gabe oder wiederholtem Mediumwechsel gegen frisches 

Inkubationsmedium erstellt (Abb. 22). Da ersichtlich war, dass die Substanz über die Zeit 

abgebaut wird, wurde für die hier gezeigten Versuchsansätze stets nach zwei Stunden ein 

Mediumwechsel gegen neues Inkubationsmedium vorgenommen. Mittels Proteinnachweis im 

Western Blot wurde anschließend untersucht, wie stark der synthetische α-KG-Kompetitor 
tBu-2,4-PDC die HIF-Proteine unter normoxischen Bedingungen im Vergleich zur HIF-

Induktion in Hypoxie stabilisiert (Abb. 23). Es konnte hierbei gezeigt werden, dass tBu-2,4-

PDC HIF-1α und -2α ebenso wie Hypoxie (1 %) stabilisiert.  

(Hinweis: der verwendete HIF-2α-Antikörper weist zwei Banden nach, wobei die obere 

Bande als HIF-2α-spezifisch anzusehen ist.) 

 

 
 
Abbildung 22: HIF-α Stabilisierung im Zeitverlauf nach Behandlung mit tBu-2,4-PDC. 
U2OS (oben) und MCF-7 Zellen (unten) wurden über 2 - 6 h entweder einmalig oder mit wiederholtem 
Mediumwechsel gegen frisches Inkubationsmedium mit tBu-2,4-PDC (75 µM) behandelt, lysiert und mittels 
Western Blot analysiert.  
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Abbildung 23: Nachweis von HIF-α in verschiedenen mit tBu-2,4-PDC HIF-α behandelten Zellen. 
Vier verschiedene Zellinien wurden normoxisch (NOX) und hypoxisch (HOX) (1 % O2, 4 h) oder mit tBu-2,4-
PDC (PDC) (75 µM, 4 h) inkubiert und anschließend die Proteinmengen von HIF-1α (oben) und HIF-2α (unten) 
mittels Immunoblotting nachgewiesen.  
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Strahlenresponsivität nach HIF-Stabilisierung  

Um zu überprüfen, ob tBu-2,4-PDC eine ähnliche Wirkung wie Hypoxie auf die 

Strahlenresponsivität von Tumorzellen ausübt, wurden verschiedene Zelllinien mit tBu-2,4-

PDC oder unter Hypoxie für je 4 h inkubiert und anschließend bei 2 - 6 Gy bestrahlt. Mittels 

klonogenem Assay konnte das Überleben im Vergleich beider Behandlungsmuster analysiert 

werden. Die Behandlung mit tBu-2,4-PDC und die damit verbundene HIF-Stabilisierung 

resultierten in einer ebenso starken oder teilweise noch stärkeren Erhöhung der Resistenz im 

Vergleich zu hypoxisch inkubierten Zellen (Abb. 24). Um eine Aussage über den Einfluss 

einzelner HIF-Untereinheiten treffen zu können, wurden des Weiteren die Ergebnisse 

behandelter HIF-defizienter und Wildtyp-Zellen gegenübergestellt (Abb. 25). Hierbei ergibt 

sich ein scheinbar größerer Einfluss von HIF-2α auf die Strahlenresistenz der Zellen nach tBu-

2,4-PDC-Inkubation gegenüber HIF-1α.  

 
Abbildung 24: Klonogenes Überleben verschiedener mit tBu-2,4-PDC behandelter im Vergleich zu  
hypoxisch inkubierten Tumorzellen. 
Vier verschiedene Zelllinien wurden für 4 h mit tBu-2,4-PDC (75 µM) (PDC) oder Hypoxie 1 % O2 (HOX) 
vorinkubiert, bestrahlt und mittels klonogenem Assay deren Überleben analysiert. Dargestellt ist der prozentuelle 
Anteil gewachsener Zell-Kolonien bestrahlter Zellen gegenüber deren unbestrahlten Kontrollzellen 
(normalisierte Daten). Mittelwert ± SD; * P < 0,05; ** P < 0,01 (Student’s T-Test, korrigiert nach Welch); n ≥ 3 
(m = 6 - 16).  
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Abbildung 25: Klonogenes Überleben normoxischer im Vergleich zu mit tBu-2,4-PDC behandelten HIF-α  
defizienten Zellen. 
HIF-1α (links) und HIF-2α (rechts) defiziente Hep3B (oben) und HEK293 (unten) Zellen wurden mit tBu-2,4-
PDC inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 2-6 Gy bestrahlt und mittels klonogenem Assay analysiert. 
Dargestellt ist der prozentuelle Anteil gewachsener Zell-Kolonien bestrahlter Zellen gegenüber deren 
unbestrahlten Kontrollzellen (normalisierte Daten). Mittelwert ± SD; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 
(Student’s T-Test, korrigiert nach Welch); n ≥ 3 (m = 6 - 16).  
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3.4 HIF-Inhibierung durch Flavonoide 

3.4.1 Aufnahme von Kurkumin  

Die schlechte Resorbierbarkeit von Kurkumin im Magen-Darm-Trakt stellt derzeit noch ein 

Problem in der Argumentation für Kurkumin als Chemotherapeutikum dar. Daher sollte 

gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten Versuchsanordnungen zu einer 

ausreichenden Aufnahme von Kurkumin in die Zelle führten, wenn direkt über das Medium 

verabreicht. Abbildung 26 veranschaulicht die konzentrationsabhängige Aufnahme von 

Kurkumin in verschiedenen Zelllinien. 
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Abbildung 26: Kurkumin-Aufnahme aus dem Medium in die Zelle. 
HepG2, Hep3B und MCF-7 Zellen wurden mit Kurkumin inkubiert und anschließend die Zellen vom Überstand 
getrennt. Nach Aufschluss der Zellen wurde die freigesetzte Menge an Kurkumin durch Absorptionsmessung 
ermittelt. Mittelwerte + SD; ** P < 0,01 Kurkumin 20 µM gegen Cur 60 µM (ANOVA-Analyse,  korrigiert nach 
Dunnett); n = 3 (m = 12). 
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3.4.2 Einfluss von Kurkumin und Genistein auf HIF 

Verminderung der HIF-Proteinspiegel nach Kurkumin-I nkubation 

Zur Analyse einer möglichen HIF-inhibierenden Wirkung von Kurkumin und Genistein 

wurden diese Substanzen in verschiedenen Konzentrations- und Zeitfenstern auf Zellen 

appliziert und die Proteinmenge der HIF-Untereinheiten in Normoxie und Hypoxie mittels 

Nachweis im Western Blot densitometrisch ausgewertet. Zusätzlich wurde für die Kurkumin-

Studien die Substanz Desferrioxamin (DFO) eingesetzt, die ebenfalls eine HIF-Stabilisierung 

bewirkt. Überraschenderweise zeigte sich eine leichte, aber signifikante Stabilisierung von 

HIF-1α-Protein konzentrationsabhängig von Kurkumin nach vier Stunden Inkubation unter 

normoxischen Bedingungen. Die Vorbehandlung mit Kurkumin unter hypoxischen 

Bedingungen ergab eine konzentrationsabhängige Verminderung der HIF-Untereinheiten -1α, 

-2α und -1β (ARNT) nach 4 h. Es konnte kein Einfluss auf die verschiedenen HIF-Proteine 

nach Genistein-Vorbehandlung über verschiedene Konzentrationsbereiche und Zeiträume 

erkannt werden (rechts unten).  

(Hinweis: der für die Kurkumin-Blots verwendete HIF-2α zeigt zwei Banden, wobei die 

untere Bande als HIF-2α-spezifisch anzusehen ist.) 
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Abbildung 27: Immunoblotting von HIF-1α, HIF-2α and ARNT in Kurkumin und Genistein behandelten  
Zellen. 
Hep3B, MCF-7 und HepG2 Zellen wurden für vier Stunden mit Kurkumin (Cur) unter normoxischen (NOX) 
oder hypoxischen Bedingungen (1% O2, HOX) oder mit DFO (100 µM) inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen lysiert und die HIF-1α, HIF-2α, und ARNT-Proteine mittels spezifischer Antikörper detektiert. Die 
densitometrische Quantifizierung der HIF-Untereinheiten ist dargestellt in Prozent der jeweiligen Lösungsmittel-
Kontrolle. Rechts unten: Immunoblot der HIF-Untereinheiten von MCF-7 und Hep3B Zellen nach 
Vorbehandlung mit Genistein ( Gen 100µM) über 4 h, 24 h und 48 h in Normoxie und Hypoxie. 
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Inhibierender Einfluss auf die HIF-1-Aktivität 

Daraufhin galt es zu untersuchen, ob die durch Kurkumin modulierten Proteinmengen auch in 

einer gesteigerten bzw. verminderten HIF-1 Proteinaktivität resultieren. Hierfür wurden zwei 

im Institut generierte Leberzelllinien (HRG-1, HRB-5) verwendet, die zuvor stabil mit einem 

Hypoxie-responsivem Luziferase-Plasmid transfiziert wurden. Diese Zellen wurden mit 

Kurkumin und Genistein unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen inkubiert. 

Dargestellt sind jeweils die relative HIF-Aktivität nach Kurkumin-Gabe über 4 h (Abb. 28 

oben) und Genistein-Applikation über 24 h (unten). Zur Veranschaulichung des Unterschiedes 

der HIF-Aktivität zwischen Normoxie und Hypoxie wurden die Ergebnisse der Kurkumin-

Behandlung über 24 h als Absolutwerte dargestellt (Mitte). Kurkumin inhibierte die HIF-1 

Aktivität konzentrationsabhängig sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen 

Bedingungen nach 4 h und 24 h Inkubation. Genistein zeigte keinen eindeutigen 

inhibierenden Effekt auf die HIF-1 Aktivität in Normoxie und Hypoxie. 
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Abbildung 28: Luziferase-Reporter-Assay von HRG-1 und HRB-5 Zellen. 
Mit einem Hypoxie-responsiven Luziferasegen enthaltendem Plasmid stabil transfizierte HepG2 (HRG-1) und 
Hep3B (HRB-5) Zellen wurden mit Kurkumin für vier (oben) oder 24 Stunden (Mitte) oder mit Genistein für 24 
h (unten) unter normoxischen (NOX) oder hypoxischen Bedingungen (1 % O2, HOX) inkubiert und 
anschließend die Luziferase-Aktivität und, daraus abgeleitet, die HIF-Proteinaktivität gemessen. Mittelwerte + 
SD; * P < 0,05; ** P < 0,01 (ANOVA Analyse, korrigiert nach Dunnett); n = 3 (m = 9).  
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3.4.3 Einfluss von Kurkumin und Genistein auf die Strahlensensibilität  

Zur Überprüfung eines möglichen Einflusses der zuvor dargestellten HIF-Inhibierung auf die 

Strahlensensibilität von Tumorzellen wurden Hepatoma- und Mammakarzinom-Zellen mit 

Kurkumin und Genistein vorbehandelt, bestrahlt und mittels klonogenem Assay analysiert. 

Die Auswertung der absoluten Klonzahlen zeigte einen signifikanten konzentrations- und 

zeitabhängigen Einfluss von Kurkumin auf das klonogene Überleben der untersuchten Zellen 

(Abb. 29). Nach Normalisierung der Daten, d.h. nach prozentuellem Bezug der bestrahlten 

Zellklone auf die Klone der unbestrahlten Zellen, ergab sich jedoch kein signifikanter 

Unterschied in der Strahlensensibilität zwischen Kontrollen und Kurkumin behandelten 

Zellen, womöglich der nur unvollständigen Destabilisierung von HIF geschuldet (Abb. 30). 

Eine Normalisierung der Klonzahlen eliminiert weitere Effekte der eingesetzten Substanz wie 

beispielsweise deren Einfluss auf  Wachstum und Apoptose.  

Innerhalb der mit Genistein behandelten Leber- und Brusttumorzellen zeigte sich kein 

Unterschied in den Absolut- oder den Relativ-Werten zwischen unbehandelten und Genistein 

behandelten Zellen - exemplarisch gezeigt an MCF-7-Zellen (Abb. 31). 
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Abbildung 29: Einfluss von Kurkumin auf das klonogene Überleben von Leber- und Brusttumorzellen –  
Absolutwerte. 
Hep3B (oben) und MCF-7 (unten) Zellen wurden mit Kurkumin (Cur) für vier (25, 60 µM) oder 24 Stunden (5, 
15 µM) unter normoxischen (NOX, links) oder hypoxischen Bedingungen (1 % O2, HOX, rechts) inkubiert und 
anschließend bestrahlt. Dargestellt ist die absolute Anzahl gewachsener Klon-Kolonien mit Lösungsmittel 
behandelter im Vergleich zu mit Kurkumin behandelten Zellen vor und nach Bestrahlung. Mittelwert ± SD, 
(ANOVA-Analyse, korrigiert nach Dunnett), n = 4 (m = 8). 
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Abbildung 30: Einfluss von Kurkumin auf das klonogene Überleben von Leber- und Brusttumorzellen –  
normalisierte Daten. 
Hep3B (oben) und MCF-7 (unten) Zellen wurden mit Kurkumin (Cur) für vier (25, 60 µM) oder 24 Stunden (5, 
15 µM) unter normoxischen (NOX, links) oder hypoxischen Bedingungen (1 % O2, HOX, rechts) inkubiert und 
anschließend bestrahlt. Dargestellt sind die normalisierten Ergebnisse gewachsener Klon-Kolonien mit 
Lösungsmittel behandelter im Vergleich zu mit Kurkumin behandelten Zellen vor und nach Bestrahlung. 
Mittelwert ± SD; * P < 0,05 gegen Kontrolle 2 Gy (ANOVA-Analyse, korrigiert nach Dunnett), n = 4 (m = 8). 
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Abbildung 31: Einfluss von Genistein auf das klonogene Überleben von Mammakarzinomzellen. 
MCF-7-Zellen wurden mit Genistein (Gen) für 24 oder 48 Stunden (100 µM) unter normoxischen (NOX, links) 
oder hypoxischen Bedingungen (1 % O2, HOX, rechts) inkubiert und anschließend bestrahlt. Dargestellt ist die 
absolute Anzahl gewachsener Klon-Kolonien mit Lösungsmittel behandelter und mit Genistein behandelter 
Zellen (oben) sowie die normalisierte Darstellung der Daten als Überleben in % (unten). Mittelwert ± SD 
(ANOVA-Analyse, korrigiert nach Dunnett), n = 3 (m = 6). 
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3.5 Weitere Mechanismen der Tumor-Inhibierung durch  Kurkumin und 

Genistein  

3.5.1 Induktion der Caspase 3/7 sowie PARP-Aktivität durch Kurkumin 

Der klonogene Assay von mit Kurkumin behandelten Zellen zeigte bereits ein vermindertes 

Überleben dieser Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Auch die Literatur gibt 

Hinweise auf eine mögliche verstärkte Apoptose durch Kurkumin. Daher wurden mithilfe 

eines PARP 1/2-Antikörpers und einem Caspase 3/7 Assays mögliche Mechanismen 

untersucht. Sowohl die Caspasen 3 und 7 als auch das durch Caspasen gespaltene (=cleaved) 

PARP (p89) sind spezifische Marker für Apoptose. Kurkumin induzierte zeit- und 

konzentrationsabhängig die Caspasen 3 und 7 (Abb. 32 B). Weiterhin konnte durch Caspasen 

gespaltenes PARP 1/2 nach Kurkumin-Behandlung nachgewiesen werden (Abb. 32 A). 

Genistein induzierte PARP-assoziierte Caspasen nicht. 

 

 
Abbildung 32: Induktion von PARP und Caspasen 3/7 durch Kurkumin-Inkubation. 
(A) Hep3 und MCF-7 Zellen wurden mit Kurkumin und Genistein für 24 h inkubiert und anschließend die 
Zelllysate mittels Western analysiert. Detektiert wurde das p89-Spaltprodukt von PARP 1/2. (B) Hep3B und 
MCF-7 Zellen wurden für vier und 24 Stunden mit Kurkumin behandelt und anschließend die Reportergen-
Aktivität von Caspase 3/7 ermittelt. Mittelwerte + SD; * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. Kontrolle (ANOVA-Analyse,  
korrigiert nach Dunnett); n = 3 (m = 9). 
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3.5.2 Inhibierung der NFκB-Aktivität durch Kurkumin und Genistein 

Die antikanzerogene und proapoptotische Wirkung von Kurkumin wird möglicherweise u.a. 

auch durch die Hemmung von NFκB vermittelt. Auch für Genistein gibt es Hinweise auf eine 

NFκB modulierende Wirkung. Zur Untersuchung der Flavonoid-Wirkung wurden Hep3B-

Zellen mit einem Luziferase gekoppelten NFκB-Plasmid transfiziert, die NFκB-Aktivität 

durch Zugabe von TNFα (Tumor Nekrose Faktor alpha) verstärkt und die Wirkung von 

Genistein und Kurkumin in Normoxie und Hypoxie mittels Reportergen-Analyse untersucht. 

Als Resultat lag eine stärkere NFκB-Aktivität in Hypoxie im Vergleich zu Normoxie vor. Wie 

in Abbildung 33 zu erkennen, waren sowohl Kurkumin als auch Genistein in der Lage, die 

Grund-Aktivität sowie die durch TNFα induzierte Aktivität von NFκB signifikant zu 

hemmen. 

 
Abbildung 33: NFκB Reportergen-Analyse nach Inkubation mit Kurkumin und Genistein. 
Hep3B Zellen wurden mit einem Luziferase gekoppelten NFκB-Plasmid transfiziert und anschließend in 
Normoxie oder Hypoxie (1 % O2) mit TNFα (1 ng/ml) und Kurkumin (15 µM) oder Genistein (100 µM) für 24 h 
inkubiert. Anschließend wurden die Luziferase-Einheiten gemessen und relativ zur Kontrolle aufgetragen. 
Mittelwerte + SD; * P < 0,05, ** P < 0,01 (ANOVA-Analyse,  korrigiert nach Dunnett); n = 4 (m = 8). 
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3.5.3 Einfluss von Kurkumin auf die Aktivität des CYP450-System 

Kurkumin kann möglicherweise mit anderen Noxen wie Xenobiotika um die Bindungsstellen 

an den Arylhydrokarbon-Rezeptor (AhR) konkurrieren und somit dessen Aktivität 

beeinflussen. Die Wirkung von Genistein ist noch weitestgehend ungeklärt. Daher sollte 

untersucht werden, inwiefern Kurkumin und Genistein Einfluss auf die Lokalisation des AhR 

und die Aktivierung des Cytochrom P450 Systems haben, was einen indirekten Rückschluss 

auf die Aktivierung des AhR zuließe. Die Familie der CYP1 besteht aus den Mitgliedern 1A1, 

1A2, und 1B1.  

Hierfür wurden mit Kurkumin behandelte Zellen in Kern- und Zytoplasmafraktion 

aufgetrennt, um zu untersuchen, ob es zu einer Aktivierung und einer damit verbundenen 

Translokation des Rezeptors in den Zellkern kommt. Weiterhin wurde der Einfluss von 

Kurkumin sowohl auf die Grundaktivität als auch auf die durch den spezifischen AhR-

Liganden Benzo(a)pyren (BaP) induzierte Aktivität des AhR mittels EROD-Assay untersucht. 

Die Analyse der Zellfraktionen zeigte eine Translokation und einen Abbau des AhR nach 

Kurkumin-Applikation (Abb. 34 A). Es war ebenfalls zu erkennen, dass Kurkumin die 

Grundaktivität des CYP 1A in Hep3B-Zellen leicht induziert (Abb. 34 B). Nach signifikanter 

Induktion des CYP450 durch BaP war eine Verminderung der Aktivität nach Kurkumin-

Inkubation in beiden untersuchten Zelllinien erkennbar. Die Hemmung war jedoch nicht so 

stark wie die durch einen spezifischen AhR-Inhibitor. Genistein hatte keinen Einfluss auf die 

Induktion von CYP 1A.  
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Abbildung 34: Einfluss von Kurkumin und Genistein auf den AhR. 
(A) Zellfraktionierung von Hep3B-Zellen nach Kurkumin-Behandlung über 20 min bis 24 h und anschließender 
Nachweis der Translokation des AhR mittels Western Blot. (B) Hep3B und MCF-7 wurden mit Kurkumin (15 
µM) oder Genistein (100 µM) oder einem AhR-Inhibitor (10 µM) und Benzo(a)pyrene (BaP) (1 µM) über 24 h 
inkubiert. Anschließend wurde die durch CYP 1A gebildete Menge an Resorufin ermittelt. Mittelwerte + SD; * P 
< 0,05, ** P < 0,01 (ANOVA-Analyse,  korrigiert nach Dunnett); n = 4 (m = 24). 
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3.5.4 Verminderung der ERα-Proteinverfügbarkeit durch Kurkumin 

ERα-positive Tumoren gelten generell als schlechter therapierbar als ERα-negative. Weiterhin 

korreliert eine verstärkte ERα-Expression mit einem erhöhten Risiko der Tumor-Initiation und 

-Promotion. Um zu untersuchen, ob Kurkumin auch Einfluss auf den Steroidrezeptor hat, 

wurden ERα positive MCF-7 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Kurkumin über 

unterschiedliche Zeiträume inkubiert und anschließend sowohl Gesamtzellextrakte als auch 

Zellfraktionen im Western Blot analysiert. Auf die Untersuchung von Genistein wurde an 

dieser Stelle verzichtet, da dessen Affinität zu und Wirkung auf den ERα bereits ausreichend 

in der Literatur beschrieben wurde [132]. Innerhalb der Gesamtzellextrakte von MCF-7 

Zellen war eine zeit- und konzentrations-abhängige Abnahme des ERα Proteins nach 

Kurkumin-Gabe in Normoxie und Hypoxie zu erkennen. Es ist bekannt, dass Hypoxie 

ebenfalls zu einer Aktivierung und anschließender Degradation von ERα führt [133; 134]. 

Diese Degradation des Rezeptors wird durch Kurkumin, wie in Abbildung 35 unten links 

gezeigt, noch verstärkt. Bei der Analyse der Fraktionen war zudem festzustellen, dass der 

prozentuell größte Anteil an ERα in den MCF-7 Zellen generell im Kern vorliegt.  

 

 

 
 
 
Abbildung 35: Einfluss von Kurkumin auf ERα-Proteinspiegel und –Lokalisation. 
MCF-7 Zellen wurden über verschiedene Zeiträume und mit verschiedenen Konzentrationen an Kurkumin 
vorbehandelt. Die Zellen wurden anschließend lysiert und der ERα in Gesamtzellextrakt oder 
Zellfraktionierungen mittels Immunoblotting detektiert.  
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3.6 Einfluss weiterer HIF-assoziierter Faktoren auf  das Tumorwachstum und 

die Strahlenresistenz  

3.6.1 Veränderungen auf Proteinebene nach Bestrahlung 

Um weitere Faktoren zu ermitteln, die sowohl die Reaktion von Zellen auf Bestrahlung 

vermitteln als auch möglicherweise durch Kurkumin und Genistein beeinflusst werden 

könnten, wurde die Proteinexpression ausgewählter Faktoren in Zelllysaten von Hep3B und 

MCF-7 Zellen vor und nach Bestrahlung verglichen. Es konnte erneut demonstriert werden, 

dass Kurkumin HIF-1α und -2α in Normoxie leicht stabilisiert, während es in Hypoxie zu 

einer Verminderung der genannten Proteine kam (Abb. 36 oben). Die Ergebnisse der 

normoxisch bestrahlten Zellen (Abb. 36 Mitte) zeigten eine schwache Akkumulation von 

HIF-1α bereits nach 3 h in den bestrahlten Zellen im Vergleich zu den unbetrahlten 

Kontrollen für die jeweilige Behandlung. Auf die Untersuchung der vermutlich noch 

stärkeren HIF-1α Akkumulation 24 h nach Bestrahlung wurde an dieser Stelle verzichtet, da 

dies von anderen Gruppen in verschiedensten Zelllinien bereits demonstriert wurde. Der 

Vergleich zwischen bestrahlten und unbestrahlten hypoxischen Zellen (Abb. 36 unten) zeigte 

keinen Unterschied bezüglich der HIF-α-Proteinspiegel vor und nach Bestrahlung. Auch in 24 

h mit Hypoxie behandelter Zellen war nach Bestrahlung kein Unterschied auf HIF-1α und -

2α-Ebene erkennbar (Daten nicht gezeigt). 

Der Antikörper des ER-Stress-Markers ATF4 weist Moleküle sowohl mit einer Größe von 38 

kDa als auch 55 kDa nach – beide als ATF4 spezifiziert. Während es in den MCF-7 Zellen zu 

einer Akkumulation des 38 kDa ATF4 nach Bestrahlung kam, erkennt man in den Hep3B-

Zellen eine Akkumulation des 55 kDa ATF4 nach Kurkumin- und Genistein-Inkubation (Abb. 

36). Das ebenfalls mit ER-Stress assoziierte Protein BiP zeigte keine Veränderung. Da es sich 

bei der Funktion von BiP eher um eine Veränderung der Bindungsspezifität handelt und 

weniger um eine Hochregulation, ist eine vermehrte Expression des Proteins weniger zu 

erwarten gewesen. 
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Abbildung 36: Vergleich verschiedener Proteinspiegel vor und nach Bestrahlung. 
MCF-7 und Hep3 Zellen wurden mit Kurkumin, Genistein und Hypoxie (1 % O2, 3 h) behandelt, mit 4 Gy 
bestrahlt und anschließend weitere 3 h inkubiert. Nach Lyse und Immunoblotting der Zellen wurden die Mengen 
verschiedener Proteine im Vergleich vor und nach der Bestrahlung detektiert.  
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3.6.2 P53-Akkumulation nach HIF-Stabilisierung oder Inkubation mit Flavonoiden  

Um zu untersuchen, ob Hypoxie oder die untersuchten Pflanzeninhaltstoffe einen Einfluss auf 

die posttranslationelle Stabilisierung von p53 haben, wurden p53-exprimierende MCF-7- und 

U2OS-Zellen mit Hypoxie, tBu-2,4-PDC sowie Kurkumin und Genistein 3 und 24 h 

vorbehandelt und anschließend das Protein im Western Blot detektiert. Es war zu erkennen, 

dass es nach 24 h Hypoxie zu einer leichten und nach tBu-2,4-PDC-Behandlung zu der 

stärksten p53-Akkumulation kam (Abb. 37). Kurkumin induzierte p53 schwächer in beiden 

Zelllinien im Vergleich zu Genistein, welches eine annähernd so starke p53-Akkumulation 

nach Inkubation mit der Substanz wie mit tBu-2,4-PDC zeigte. 

 

 
 
Abbildung 37: P53-Proteinmengen nach Vorbehandlung mit Hypoxie und Flavonoiden. 
MCF-7- und U2OS-Zellen wurden für 3 h und 24 h mit Hypoxie (1 %, HOX), tBu-2,4-PDC (75 µM, 3 h, PDC), 
Kurkumin (30 µM, 3 und 24 h, Cur) und Genistein (100 µM, 3 und 24 h, Gen) vorbehandelt und lysiert. Das 
p53-Protein wurde nach Elektrophorese und Western Blot mittels eines spezifischen Antikörpers detektiert. Die 
densitometrische Auswertung zeigt die quantitative Menge an p53-Protein bezogen auf die mit den tBu-2,4-
PDC-Proben als Referenz. 
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2.6.3 Strahlenresistenz nach Generierung von NO 

Es gibt Spekulationen darüber, dass HIF unter normoxischen Bedingungen durch 

Stickstoffmonoxid (NO) stabilisiert werden kann [135]. Dem gegenüber stehen Ergebnisse 

aus Untersuchungen von Fandrey et al., dass NO die PHD-Aktivität in Hypoxie steigert und 

so HIF runterreguliert [136]. Eigene Untersuchungen an normoxischen MCF-7 Zellen, welche 

mit einem NO-Donor (Sodium-Nitro-Prusside, SNP) 4 h und 24 h behandelt wurden, zeigten 

eine konzentrationsabhängige Verringerung der Strahlenempfindlichkeit dieser Zellen bei 4 

Gy  und 6 Gy  Strahlendosis (Abb. 38). Dies gibt Hinweis auf eine leichte Stabilisierung von 

HIF infolge der Akkumulation von NO in der Zelle. Daraus resultierend werden die Zellen 

strahlenresistenter. Der NO-Donor wurde in Konzentrationen und über Zeiträume bei den 

MCF-7 Zellen eingesetzt, die in der Literatur als effektiv zur Induktion von p53-Aktivität und 

Apoptose beschrieben wurden [137]. 

 
 
Abbildung 38: Klonogener Assay nach Vorbehandlung mit einem NO-Donor. 
MCF-7-Zellen wurden mit dem NO-Donor SNP 2 h und 24 h in verschiedenen Konzentrationen vorbehandelt, 
bestrahlt und mittels klonogenem Assay das Überleben der Zellen ermittelt. Dargestellt sind die normalisierten 
Ergebnisse gewachsener Klon-Kolonien von Kontrollen und behandelten Zellen vor und nach Bestrahlung. 
Mittelwert +/- SD; + P > 0,05 SNP 1 mM 24 h gegen Kontrolle 6 Gy, ++ P > 0,01 SNP 1 mM 2 h gegen 
Kontrolle 4 Gy, * P > 0,05 SNP 0,1 mM 2 h gegen Kontrolle (ANOVA-Analyse, korrigiert nach Dunnett), n = 3 
(m = 6). 
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4. Diskussion 

4.1 Die Bedeutung HIF-vermittelter Mechanismen für die Ausbildung einer 

Strahlenresistenz 

 

Dieser Arbeit lag die Beobachtung zugrunde, dass oftmals in Tumorzellen vorliegende 

hypoxische Verhältnisse die Therapierbarkeit dieser entarteten Zellen mit ionisierender 

Strahlung einschränken. Diese Tatsache stellt ein großes Problem für den Therapieerfolg in 

der Klinik dar. Eine Ursache einer Tumorhypoxie ist, neben dem schnellen Wachstum des 

Tumors, dass bei an Krebs erkrankten Patienten häufig, damit assoziiert, auch eine Anämie 

auftritt. Niedrige Hämoglobin-Werte während einer Strahlentherapie korrelieren ebenfalls 

invers mit dem Erfolg der Behandlung [100].  

Es gab bereits Bemühungen, um festzustellen, über welchen Weg Hypoxie eine Resistenz in 

Zellen auslöst. Thomlinson und Gray sahen erstmalig einen Zusammenhang zwischen 

Nekrose und Blutgefäßen und schlussfolgerten daraus, dass ein schlechteres Ansprechen von 

Zellen in hypoxischem Gewebe den Erfolg einer Radiotherapie mindern könnte [138]. Der 

Schutz der Tumor-Gefäße scheint demnach ein entscheidender Punkt für den Erfolg einer 

Strahlentherapie darzustellen. Später folgende Untersuchungen bestätigten den 

Zusammenhang zwischen Hypoxie und einer Chemo- bzw. Radioresistenz [48; 139]. Ziel 

dieser Arbeit war es daher u.a. aufzuzeigen, dass diese Strahlenresistenz durch die 

Stabilisierung von HIF infolge einer Hypoxie hervorgerufen wird. 

Dabei bestand die Annahme, dass es sich hierbei um einen Mechanismus handelt, der in 

vergleichbarer Weise in verschiedensten Tumortypen nachweisbar ist und somit einen 

wichtigen Angriffspunkt darstellt. Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte aufgezeigt 

werden, dass eine Inhibierung von in Hypoxie hochregulierten zellulären Faktoren durch 

ausgewählte natürliche und synthetisch erzeugte Substanzen das Wachstum und die 

Strahlenresistenz von Tumorzellen erheblich mindern und somit den Erfolg einer 

Strahlentherapie effektiv steigern kann.  

 

Um eine Radiosensitivierung von Zellen/ Tumoren zu erreichen ist es aussichtsreich, 

Signalwege zu unterbinden, die die Bildung radioprotektiver Substanzen vermitteln. Hierzu 

zählt auch die Hemmung von HIF, da dieser Transkriptionsfaktor durch die auftretende 

Instabilität innerhalb der Sauerstoffversorgung eines Tumors hochreguliert wird. Die HIF-α 

Expression kann außerdem auch über verschiedene sauerstoffunabhängige Mechanismen wie 
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das Auftreten freier Radikale oder auch Onkogenen induziert werden. In einigen Tumoren ist 

der Transkriptionsfaktor sogar konstitutiv exprimiert und kann so zur Therapieresistenz des 

Tumors beitragen.  

Bei der Behandlung von Tumorerkrankungen erkannte man, dass HIF-1α defiziente Tumoren 

generell besser auf eine Radiotherapie ansprechen als solche mit funktionellem HIF-1α [108]. 

Die Entwicklung von Substanzen, welche auf die Inaktivierung von HIF-1α abzielen, ist daher 

aktuelles Ziel der Forschung, da diese Untereinheit bisher am besten untersucht ist und, wie 

bereits darlegt, einer schlechteren Behandelbarkeit verschiedener Tumoren eindeutig 

zuzuordnen ist. Strategien zur Inhibierung von HIF-Signalwegen beinhalten die 

pharmakologische Intervention von HIF-1α, die genetische Störung von HIF-1α oder die 

Blockade der Hypoxie-induzierten Transkription des Faktors [118]. Durch eine Blockierung 

von HIF-1α könnten sowohl dessen Aktivierung vor und nach Bestrahlung als auch die HIF-

vermittelten Signalwege effektiv inhibiert und somit der Therapieerfolg besonders 

hypoxischer Tumoren gesteigert werden. Die Hemmung von HIF-1 könnte so auch Einfluss 

auf den Energiestoffwechsel und somit auf das Tumorwachstum haben. Dies ist besonders in 

der ersten Phase der Angiogenese interessant, da es hier zu einer gesteigerten Bildung von 

Blutgefäßen kommt [140].  

Weiterhin spielen aber auch HIF-2α sowie das konstitutiv exprimierte HIF-1β (ARNT) eine 

wichtige Rolle für die Aktivität der HIF-Komplexe. Zur Bedeutung von HIF-2α in Bezug auf 

Strahlenresistenz ist bisher wenig bekannt im Vergleich zu HIF-1α. Es wird vermutet, dass 

HIF-2α, auf Grund seiner Ähnlichkeit bezüglich Proteinstruktur und Regulation zu HIF-1α, 

einen Verlust an HIF-1α teilweise kompensieren kann. Zudem kann der HIF-2α/ARNT-

Komplex weitere/andere mit Hypoxie assoziierte Zielgene beeinflussen als HIF-1α/ARNT. 

Auch ARNT selbst ist in die Genexpression vieler physiologischer Prozesse, u. a. der 

Hypoxie-Anpassung und des Fremdstoffmetabolismus, involviert. Wenn man im Speziellen 

die im Späteren diskutierten Resultate der Kurkumin-Versuche betrachtet, scheint ARNT, 

trotz seiner konstitutiven Expression, ein potentielles Zielprotein zu sein, um die HIF-

Aktivität in hypoxischen Tumoren zu senken, denn eine Hemmung der ARNT 

Proteinverfügbarkeit ist insofern vorteilhaft, da die Wirkung aller HIF-Komplexe gleichzeitig 

inhibiert werden könnte im Vergleich zum selektiven Ausschalten einzelner HIF-

Untereinheiten. 
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Die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit, basierend auf RNA-Interferenz bzw. HIF-Knockdown, 

gehen konform mit der bereits in der Klinik beobachteten inversen Korrelation zwischen HIF-

1α Expression des Tumors und der Prognose für den Erfolg der Strahlentherapie. Die aus den 

klonogenen Assays von HIF-α-defizienten Zellen gewonnenen Erkenntnisse untermauern den 

bestimmenden Einfluss von HIF-1α für das Überleben von (Tumor-) Zellen in Hypoxie [49; 

141]. Es konnte eindeutig dargestellt werden, dass ein selektiver Knockdown von HIF-1α in 

einem verminderten Überleben und demzufolge in einer Strahlensensibilisierung der HIF-1α-

defizienten Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen in Hypoxie resultiert. Die 

übereinstimmenden Resultate aus der Gegenüberstellung von vier Zelllinien unterschiedlichen 

Ursprungs lassen auf einen grundsätzlichen Mechanismus der Ausbildung einer 

Strahlenresistenz durch die Expression bzw. Stabiliserung von HIF-1α schließen.  

Obwohl HIF-1α die am besten untersuchte HIF-Isoform ist, kann diese Arbeit neuartig 

herausstellen, dass auch HIF-2α entscheidend zu einer Strahlenresistenz der verschiedenen 

Tumorzelllinien beiträgt, denn der selektive HIF-2α-Knockout führte zu einer erhöhten 

Strahlensensibilität der HIF-2α-defizienten Zellen im Vergleich zu den Wildtypen in drei von 

vier Zelllinien (Abb. 20). Die Ergebnisse der Proteinexpressions-Nachweise sowie der 

klonogenen Assays deuten folglich darauf hin, dass HIF-2α eine ähnlich entscheidende 

Bedeutung wie HIF-1α innerhalb der Signalkaskaden und der Strahlenresponsivität der Zelle 

zukommt, wenngleich sich der Effekt des HIF-2α Knockdowns als nicht so effektiv 

strahlensensitivierend darstellt wie der des HIF-1α Knockdowns (Tab. 5). Dies kann 

allerdings teilweise auch der Tatsache geschuldet sein, dass hier kein ähnlich vollständiger 

HIF-2α Knockdown wie für HIF-1α erzeugt werden konnte, sodass Restaktivitäten hierbei 

durchaus eine Rolle spielen können. Mit diesen Ergebnissen einhergehend zeigte sich 

beispielsweise in Mausmodellen mit Transplantaten, dass HIF-2α (aber nicht HIF-1α) das 

Wachstum von Nierenzellkarzinomen und Neuroblastom-Tumoren fördert [37; 142]. Es 

konnte weiterhin bereits nachgewiesen werden, dass es nach HIF-2α Knockdown in 

Nierenzellkarzinomen und Lungenkarzinomzellen zu einer verstärkten Aktivierung von p53 

vor und nach Bestrahlung kommt [143]. Da dieser Effekt unabhängig von der Bestrahlung 

eintrat, ist es denkbar, dass sich ein HIF-2α-Knockdown auch bei anderen Therapieansätzen 

als hilfreich erweisen könnte.  

Es kann zusammenfassend erkannt werden, dass bei der durch Hypoxie verursachten 

Strahlenresistenz der fehlende Sauerstoff per se eine maßgebende Rolle spielt, aber auch die 

durch HIF initialisierten metabolischen Veränderungen. Daher bekräftigen die hier erhaltenen 

Erkenntnisse die Bemühungen, selektive HIF-Inhibitoren zu finden bzw. zu generieren, die 
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idealerweise auch beide HIF-Isoformen modulieren können, um so den Erfolg einer Strahlen- 

bzw. Chemotherapie zu steigern. Aufgrund der Beobachtungen, dass es nicht nur in Hypoxie 

sondern auch Normoxie zu einer Strahlensensitivierung der untersuchten Zelllinien nach HIF-

1α bzw. HIF-2α-Knockdown kommt, scheinen die in der Einleitung bereits erläuterten 

Mechanismen wie die basale Aktivität von HIF sowie die HIF-Akkumulation nach 

Bestrahlung ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen.  

 

4.2 Möglichkeiten des Einsatzes von HIF-Stabilisato ren zur Therapie von 

Anämien 

Die Modulation der Expression von HIF ist nicht nur innerhalb der Chemo- und 

Strahlentherapie interessant. Eine Stabilisierung bzw. Steigerung der transkriptionellen 

Aktivität von HIF unter normoxischen Bedingungen durch Inhibierung der PHDs ist 

beispielsweise bei anämischen Erkrankungen sinnvoll, um eine Induktion von VEGF und 

EPO und, damit verbunden, ein Wachstum kleiner Blutgefäße anzuregen, um so 

Verbesserung der Sauerstoffversorgung zu erreichen [144; 145]. Dies kann z.B. zur 

Initialisierung einer therapeutischen Angiogenese genutzt werden. Günstig wäre hierbei eine 

organ- bzw. zellspezifische Zielgenaktivierung. Derzeitiges Ziel der Forschung ist es daher, 

Möglichkeiten zu finden, um die endogene EPO-Produktion unabhängig von Hypoxie zu 

steigern. Es gibt bereits Pharmaka, die z.B. zur Gruppe der Erythropoiese Stimulierenden 

Agentien (ESA) zählen und zu denen auch das bekannte und oftmals eingesetzte 

rekombinante humane EPO (rhEPO) gehört, jedoch können diese Substanzen 

Nebenwirkungen und Unverträglichkeiten hervorrufen, sodass die Steigerung der endogenen 

EPO-Produktion zahlreiche Vorteile bringen würde.  

Durch die Analysen dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass α-KG-Analoga durch 

deren Wirkung als PHD-Hemmer die α-Untereinheiten HIF effektiv stabilisieren und so 

möglicherweise die endogene EPO-Produktion stimulieren können [146]. Solche HIF-

Stabilisatoren könnten gegebenenfalls sogar eine Effektivität ähnlich der des rhEPO erreichen 

und so den Einsatz zur Behandlung bei Anämien ermöglichen [147]. Es gelang darzustellen, 

dass die Applikation der synthetisch erzeugten zellpermeablen Substanz tBu-2,4-PDC zu einer 

ebenso starken HIF-1α und HIF-2α Stabilisierung wie Hypoxie führt (Abb. 23). Anknüpfend 

war innerhalb der Ergebnisse der klonogenen Assays auch zu erkennen, dass diese Substanz 

in drei von vier Zelllinien eine ebenso starke bzw. sogar stärkere Strahlenresistenz im 

Vergleich zur Hypoxie auslöst, die anscheinend maßgebend über HIF-2α vermittelt wird 
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(Abb. 24). Dies wurde ersichtlich beim Vergleich der Effekte von tBu-2,4-PDC auf das 

klonogene Überleben HIF-1α-defizienter versus HIF-2α defizienter Zellen (Abb. 25). Die 

Zelllinie U2OS, deren Effekt auf die Strahlenresistenz nach tBu-2,4-PDC Inkubation am 

geringsten ausfiel, besitzt Untersuchungen von Marxsen et al. zufolge kein funktionelles HIF-

2α, was eine Erklärung hierfür wäre [148]. Innerhalb dieser Untersuchungen wurde zwar die 

Expression von HIF-2α, jedoch nicht dessen Funktionalität speziell in dieser Zelllinie 

untersucht. Dies bliebe an anderer Stelle zu überprüfen.  

Die hier erstmalig bewiesene Tatsache der Manifestierung einer Strahlenresistenz durch tBu-

2,4-PDC ist zu beachten, wenn diese bzw. ähnliche Substanzen bei Patienten mit Anämien 

eingesetzt werden sollen, die gleichzeitig eine Strahlen- bzw. Chemotherapie erhalten, da 

hierdurch der Erfolg der Therapie durch die Hochregulation der HIF gemindert werden 

könnte.  

Weiterhin interessant und auffallend ist der hier zum ersten Mal festgestellte Effekt von tBu-

2,4-PDC auf p53 (Abb. 37), denn die p53-Proteinspiegel werden durch diese Substanz bereits 

nach kurzfristiger Inkubation stark erhöht, während es in Hypoxie erst nach 24 Stunden zu 

einer wesentlich schwächeren Induktion dieses Zellzyklus regulierenden Proteins kommt. 

Daraus ist abzuleiten, dass tBu-2,4-PDC nicht nur eine Stabilisierung der HIF-α 

Untereinheiten bewirkt, sondern anscheinend auch in andere Regulationsmechanismen wie 

der des Überlebens der Zelle eingreift und so möglicherweise zellschützende oder 

apoptotische Effekte hervorruft. Innerhalb von sechs Stunden kommt es, herauszulesen aus 

den Ergebnissen der mitgeführten MTT-Tests, zu keiner Zytotoxizität in den Zellen durch 
tBu-2,4-PDC (Abb. 18 c). Kurzfristig können daher keine apoptischen Effekte beobachtet 

werden. Wie in Abbildung 22 gezeigt, wird tBu-2,4-PDC bereits nach wenigen Stunden 

metabolisiert, sodass auf die Untersuchung von Langzeiteffekten von tBu-2,4-PDC z.B. auf 

die Zellvitalität verzichtet wurde.  
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4.3 Ionisierende Strahlung, HIF-Proteinspiegel und Zellstress 

HIF-α-Stabiliserung nach Bestrahlung 

Es ist bekannt, dass HIF-1α sowohl durch Sauerstoff-abhängige aber auch durch Sauerstoff-

unabhängige Mechanismen induziert werden kann. So erhöhen sich HIF-Proteinspiegel 24 bis 

48 Stunden nach Bestrahlung, unabhängig vom Oxygenierungsstatus, durch beispielsweise 

oxidativen Stress und die Depolymerisierung von Stress-Granula. Die hier neu gewonnen 

Daten können sogar bereits drei Stunden nach Bestrahlung einen leichten Anstieg der HIF-1α-

Proteinspiegel in normoxisch inkubierten Hepatoma- und Mammakarzinom-Zellen auf 

Proteinebene nachweisen (Abb. 31). Dieser erwies sich als noch verhältnismäßig schwach. 

Der HIF-stabilisierende Effekt scheint generell wesentlich ausgeprägter in vivo zu sein, wenn 

Mechanismen aus der Tumorumgebung eingeschaltet werden können [111]. Mögliche 

Ursache ist auch, dass die Bildung von HIF-beladenen Stress-Granula in vitro möglicherweise 

unvollständig bzw. nicht ausgeprägt genug ist, um eine signifikante Signaländerung mittels 

Immunoblotting ermitteln zu können. Es ist aber zu erwarten, dass ein längerer 

Betrachtungszeitraum (24-48 h) ein stärkeres HIF-1α-Signal hervorbringt. Da dies durch 

andere Arbeitsgruppen bereits gezeigt wurde, wurde an dieser Stelle darauf verzichtet. 

Weiterhin konnte in vier verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden, dass ein HIF-1α-

Knockdown zu einer signifikanten Strahlensensitivierung auch in Normoxie führt (Abb. 20). 

Dieser Aspekt wurde in der Literatur bisher kaum beschrieben. Auch für HIF-2α scheint hier 

erstmals so ausführlich belegt zu sein, dass der strahlensensibilisierende Effekt nach 

Knockdown unabhängig vom Oxygenierungszustand der Tumorzellen eintritt. Damit 

einhergehend zeigten Untersuchungen anderer, dass das Überleben und die angiogene 

Aktivität von HIF-1α in defizienten Lungenzellen nach Bestrahlung wesentlich geringer ist 

als bei den Wildtypen, in denen es zu einer signifikanten Stabilisierung von HIF-1α nach 

Bestrahlung kam [149]. Daraus ist abzuleiten, dass, neben einer möglichen HIF-

Basalaktivität, ein einsetzender Anstieg von HIF-α nach Bestrahlung in den normoxischen 

Wildtyp-Zellen zur Ausbildung einer Bestrahlungsresistenz beiträgt. Ursachen hierfür sind 

u.a., dass in Normoxie verstärkt die Aktivierung von Signalkaskaden wie PI3K/Akt/mTOR, 

NFκB oder Interaktionspartnern wie Hsp90 (Heat Shock Protein 90) Einfluss auf die 

Stabilisierung von HIF nach Bestrahlung haben.  

Weitere Ursache für den Anstieg von HIF-1α nach Bestrahlung ist die Generierung von ROS 

während der einsetzenden Reoxygenierung des Gewebes. In Hypoxie oder nach Bestrahlung 

führt der durch die vermehrte Entstehung von ROS erzeugte ER-Stress zu der sogenannten 
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integrierten Stress-Antwort (ISR), die die Translation von Proteinen wie ATF4 beeinflusst 

und somit das Überleben und Wachstum des Tumors sichert und eine Therapieresistenz 

hervorrufen kann [127; 150; 151]. In den hier untersuchten MCF-7 Zellen ist, mit dem 

einhergehend, deutlich zu erkennen, dass der ER-Stress Marker ATF4 vermehrt in bestrahlten 

Zellen im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen exprimiert wird (Abb. 31).  

Anmerkend ist darauf hinzuweisen, dass der Prozess einer Reoxygenierung in in vitro-

Modellen nur begrenzt nachvollziehbar ist, da hier durch konstante Begasung der Zellen und 

durch das Fehlen von Gefäßen die in vivo-Bedingungen nicht korrekt wiedergegeben werden 

können. Der Prozess einer Reoxygenierung zuvor hypoxischer Zellen wurde daher in dieser 

Arbeit durch einen Wechsel der Inkubationsgase mit einem Sauerstoffgehalt von 1 % vor 

Bestrahlung auf 21 % nach Bestrahlung simuliert.  

 

p53-Aktivierung in Hypoxie 

Das Protein p53 erscheint besonders interessant bei der Betrachtung von Hypoxie, denn 

dessen Akkumulation, d.h. posttranslationale Stabilisierung, wird u.a. auch durch Hypoxie 

und natürliche Pflanzenstoffe unterstützt, wie in dieser Arbeit experimentell nachgewiesen 

werden konnte. Vermutlich verstärkt HIF-1α die p53-Aktivierung durch Bestrahlung [118]. 

Dem gegenüber führen auch die alleinige Behandlung mit ionisierender Strahlung und die 

dadurch entstehenden DNA-Schäden über die DDR (DNA Damage Response) ebenfalls zur 

Aktivierung von p53. Durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor reguliert p53 nach DNA-

Schädigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion 

von programmiertem Zelltod (Apoptose) oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. 

Einer in vivo-Studie von Yang et al. zufolge konnte eine durch ein Pharmakon (RITA, NSC-

652287) hervorgerufene p53-Aktivierung bei gleichzeitiger Induktion der Kaskade des DNA 

Damage Response die Faktoren HIF-1α und VEGF effektiv blocken und so eine Apoptose in 

den Tumorzellen auslösen [46]. HIF wirkt scheinbar antiapoptotisch in Zellen, die mit 

Sauerstoff und Nährstoffen unterversorgt sind. Dem entgegen kann HIF-1 aber auch Apoptose 

induzieren durch die Hochregulierung proapoptotischer Proteine wie p53 [118]. HIF-1 kann 

so, über die Verstärkung der Aktivierung von p53, einen strahlensensitivierenden Effekt 

ausüben und demnach wahrscheinlich Einfluss auf das Überleben bestimmter Krebszellen 

nach Bestrahlung haben. Aufgrund der Ergebnisse aus klinischen und molekularbiologischen 

Studien scheinen diese strahlensensibilisierenden Mechanismen von HIF, abhängig von Art 

und Beschaffenheit des Tumors und Dauer der Hypoxie, aber eine eher untergeordnete Rolle 
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zu spielen. Jedoch erlangen diese an Bedeutung mit zunehmender Länge, d.h. bei chronischer 

Hypoxie (> 24 h) [107; 116]. Für die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde beim Großteil 

der Experimente mit akuter, d.h. kurzfristiger Hypoxie gearbeitet, da unter diesen 

Bedingungen die HIF-Stabilisierung und die Strahlenresistenz erzeugenden Mechanismen am 

stärksten ausgeprägt sind. 

Mithilfe des p53 Nachweises im Immunoblot konnte hier allerdings gezeigt werden, dass p53 

nach vier Stunden Hypoxie, also der Inkubationsdauer, die für die Bestrahlungen der HIF 

defizienten Zellen verwendet wurde, noch nicht hochreguliert bzw. stabilisiert war und somit 

keinen Einfluss auf das klonogene Überleben der Zellen haben konnte (Abb. 37). In den 

untersuchten Zellinien MCF-7 und U2OS stiegen die p53-Proteinspiegel erst nach 24 Stunden 

Hypoxie nachweislich an. 

 

Einfluss von NO auf die Strahlensensibilität 

Der Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die HIF-Proteinspiegel wird kontrovers diskutiert. Es 

konnte hier erstmalig gezeigt werden, dass es nach Inkubation mit dem NO-Stabilisator SNP 

zu einer leichten konzentrationsabhängigen Verringerung der Empfindlichkeit auf 

ionisierende Strahlung in den MCF-7 Zellen kommt. Es kann demnach angenommen werden, 

dass die NO-Akkumulation in den Zellen zu einer HIF-Stabilisierung führt. Dies stimmt 

überein mit der Ansicht der Arbeitsgruppe von Quintero et al., die eine durch NO in 

Normoxie hervorgerufene HIF-Stabilisierung zuvor beschrieben hatte [135]. 
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4.4 Kurkumin – Antikanzerogen und natürlicher Radio sensitizer 

Prooxidative und antioxidative Wirkungen des Kurkumins  

Sowohl ROS als auch nitrosativer Stress spielen eine große Rolle bei der Entstehung 

neurodegenerativer Erkrankungen sowie beim Alterungsprozess [152]. Untersuchungen an 

Tieren konnten aufzeigen, dass Kurkumin neuroprotektiv wirkt durch seine Funktion als 

Antioxidans [153].  

Aufgrund seiner Struktur kann Kurkumin stabile Radikale erzeugen, indem es Elektronen 

aufnimmt [57]. Die so entstehenden Kurkumin-Radikale können wiederum scheinbar 

verstärkt an Proteine binden [154]. Die später im Einzelnen dargelegten inhibierenden 

Einflüsse von Kurkumin auf NFκB und ARNT werden möglicherweise über diese 

radikalische Bindung vermittelt, die zum anschließenden Abbau der Proteine über das 

proteosomale System führt [155].  

 

Kurkumin kann, dem entgegengesetzt, auch als Prooxidans fungieren, indem es Elektronen 

auf molekularen Sauerstoff überträgt [154]. Hohe Konzentrationen an Kurkumin (> 50 µM) 

können die Generation von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) initiieren. Eine über den 

physiologischen Bereich gesteigerte Produktion an ROS führt daraufhin zu intrazellulärem 

Stress und demzufolge zu zellulären Schäden, welche den Untergang von Krebszellen 

verstärken können [156].  

Anhand der erlangten Ergebnisse aus den Vitalitäts-Assays (Abb. 18 a) und den ATF-4 

Immunoblots (Abb. 31) ist, damit übereinstimmend, zu erkennen, dass höhere 

Konzentrationen an Kurkumin (60 µM) das Überleben der Zellen stark einschränken und 

einen durch ROS hervorgerufenen und über die Induktion von ATF4 vermittelten ER-Stress 

verstärken. Die Wirkung auf ATF4 und Zelltod wird u.a. dadurch gesteigert, dass Kurkumin 

die Ca2+-ATPase inhibiert [157]. Dies resultiert in einer erhöhten zytosolischen Kalzium-

Konzentration und infolge dessen in ER-Stress und Apoptose [80].  

 

Inhibierung des (klonogenen) Überlebens durch Kurkumin 

Den prooxidativen Effekten des Kurkumins gegenüber konnten hier ebenfalls Effekte auf  

Aktivitäten ROS-unabhängiger Mechanismen wie die Induktion von Caspasen und PARP 

bereits in niedrigeren Konzentrationen an Kurkumin (15-30 µM) nachgewiesen werden. 

Folglich kommt es nach Kurkumin-Inkubation zu einer mit Apoptose assoziierten Caspase 
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3/7 Induktion (Abb. 32). Caspase 3 initiiert im Folgenden die Spaltung von PARP. Ein 

entsprechender Nachweis konnte hier über die Detektion des 85 kDa großen PARP-

Spaltprodukts im Western Blot geführt werden (Abb. 32) [80]. Normalerweise induzieren 

diese PARP-Enzyme, die u.a. an der DNA-Reparatur beteiligt sind, verschiedene Kaskaden 

und Faktoren wie NFκB, die das Überleben der (Krebs-) Zelle z.B nach Bestrahlung sichern. 

Da es durch Kurkumin aber, wie in Abbildung 33 zu sehen, zur gleichzeitigen Inhibierung 

von NFκB kommt, wird vorzugsweise der Apoptose-Signalweg durch die PARP-

Spaltprodukte initiiert, da durch die NFκB-Hemmung das Zell-Überlebensprogramm nicht 

effektiv eingeschaltet werden kann. Es ist ebenfalls erkennbar, dass die durch Hypoxie noch 

verstärkte NFκB-Aktivität durch Kurkumin genauso effizient wie unter Normoxie gesenkt 

wird. 

NFκB gilt als wichtiger Faktor bei der Tumorentwicklung durch seine anti-apoptotische 

Wirkungsweise in Krebszellen. Es zählt außerdem zu den Proteinen, die unabhängig von HIF-

1α in Hypoxie reguliert werden. Dessen transkriptionelle Aktivität steigt nach 24 bis 48 h 

Hypoxie ebenfalls an [158]. Dieser Faktor wird zudem durch ROS aktiviert, die besonders 

stark während einer Reoxygenierung z.B. bei zyklisierender Hypoxie oder nach Bestrahlung 

entstehen [54]. Infolge der NFκB-Aktivierung können proinflammatorische Zytokine wie 

TNFα und IL-8, proapoptotische Proteine wie Bcl-2 oder Faktoren wie die iNOS, AP-1 und 

COX-2 ebenfalls hochreguliert werden [24]. 

Infolge eine NFκB-Inhibierung z.B. durch Kurkumin werden zusätzlich für das Wachstum 

und das Überleben der Krebszelle wichtige zelluläre Signaltransduktionswege, wie z.B. der 

MAP-Kinase-Weg, gehemmt und so das klonogene Überleben der Zellen stark eingeschränkt. 

Daher liegt in der Inhibierung von NFκB ein großes Potential, die Effektivität einer Chemo- 

und Radiotherapie zu steigern. Da die Kurkumin-Applikation in diesen Studien eine 

signifikante Hemmung der NFκB-Aktivität bewirkte, kann die Substanz ebenfalls als 

natürlicher NFκB-Inhibitor angesehen werden. Dies ist ein Grund, warum das Interesse der 

klinischen Forschung und der medizinischen Grundlagenforschung an der Substanz 

Kurkumin wächst. 

Das Protein p53 wird durch Kurkumin leicht induziert und ist demnach vermutlich mit an 

dessen apoptotischer Wirkung beteiligt (Abb. 37). Außerdem spielt der Transkriptionsfaktor 

eine Rolle bei der Regulation von Zellproliferation, Zelltod und Entzündungsprozessen durch 

Induktion weiterer NFκB assoziierter Zielgene. 
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Weiterhin interessant im Zusammenhang von Kurkumin und Zelltod ist die Beobachtung 

anderer, dass Kurkumin Apoptose scheinbar besonderes in entarteten Zellen induziert und 

somit inhibierend auf das Tumorwachstum wirkt [81]. 

 

HIF-Inhibierung durch Kurkumin 

In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die antikanzerogene 

Aktivität von Kurkumin u.a. über die Inhibierung von HIF vermittelt wird. Erstmalig konnten 

hier divergente Effekte von Kurkumin – abhängig von der Sauerstoffverfügbarkeit – aufzeigt 

werden.  

Höhere Konzentrationen an Kurkumin resultieren in einer leichten, aber signifikanten 

Akkumulation von HIF-1α Protein bereits nach vier Stunden unter normoxischen 

Bedingungen (Abb. 26). Da Kurkumin, wie bereits beschrieben, in höheren Konzentrationen 

zur Generierung von Radikalen beiträgt, ist dies vermutlich ein Grund, der zur teilweisen 

Hemmung der PHDs und damit zur Stabilisierung von HIF-α führt. Weiterhin ist es denkbar, 

dass die Eisen-chelatierende Wirkung des Kurkumins ebenfalls zur PHD-Inhibierung 

beisteuert. Da auch die Verfügbarkeit der ARNT-Untereinheiten sowohl in Normoxie als auch 

in Hypoxie nach Kurkumin-Applikation stark abnimmt, resultiert die HIF-α 

Proteinakkumulation in Normoxie jedoch in keiner verstärkten HIF-1-Aktivität.  

Die nachgewiesene Destabilisierung der ARNT-Proteine erfolgt abhängig von der 

Konzentration und der Inkubationsdauer mit Kurkumin, nachweisbar in drei verschiedenen 

Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs (Abb. 26). Einen verstärkten Abbau von ARNT über 

das proteosomale System nach Oxidation und Ubiquinierung des Proteins konnten Choi et al. 

belegen [155].  

Die Behandlung von Zellen mit Kurkumin unter hypoxischen Bedingungen (1 % O2) führt 

weiterhin zu einer signifikanten Abnahme der Proteinmengen von HIF-1α und HIF-2α. Die 

durchgeführten Reportergen-Studien demonstrieren, dass zugleich auch die Aktivität des 

Proteinkomplexes unter Hypoxie signifikant bereits nach wenigen Stunden gehemmt wird 

(Abb. 27). Eine Ursache hierfür ist die bereits erwähnte radikalische Bindung des Kurkumins 

an das ARNT-Protein und damit dessen Inaktivierung.  

HIF-1α-Proteinspiegel weisen eine positive Korrelation zu Tumor-Progression und zu einer 

erhöhten Resistenz gegenüber Chemo- und Radiotherapie [43] auf. In in vitro-Studien 

reagierten Zervix- und Prostatakarzinom-Zellen strahlensensitiver nach Vorbehandlung mit 

Kurkumin [159; 160]. Die zur Bestätigung durchgeführten Untersuchungen an Hep3B 
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Hepatoma- und MCF-7 Mammakarzinoma-Zelllinien ergaben jedoch keine derart eindeutige 

strahlensensibilisierende Wirkung von Kurkumin in Normoxie oder Hypoxie in diesen Zellen 

(Abb. 29). Jedoch resultierte die Kurkumin-Behandlung per se in einer 

konzentrationsabhängigen Abnahme des klonogenen Überlebens dieser Zellen durch die 

bereits beschriebenen proapototischen Wirkungsweisen des Kurkumins (Abb. 28).  

 

Wirkungen von Kurkumin auf zelluläre Signalkaskaden 

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass Kurkumin nicht nur direkt durch eine Interaktion 

mit der DNA, sondern möglicherweise auch indirekt über eine Kompetition mit Tumor-

induzierenden Substanzen um spezifische Transportwege innerhalb der Zelle agiert und 

dadurch als Antikanzerogen wirken kann. So wird vermutet, dass Kurkumin mit Rezeptoren 

wie dem AhR interagiert [161].  

Tatsächlich konnte hier am Beispiel der Hepatoma-Zelllinie Hep3B gezeigt werden, dass es 

durch Kurkumin-Behandlung zu einer Translokation des AhR in den Zellkern und 

anschließend zu einer Induktion des CYP450 Systems kommt (Abb. 34). Die Stärke der 

Wirkung von Kurkumin oder anderer Liganden auf den AhR und das CYP450 System wird 

vermutlich gleichzeitig durch die erhöhte proteosomale Degradation von ARNT, ebenfalls 

essentieller Dimerisierungs-Partner des AhR, durch Kurkumin eingeschränkt [162]. Es gibt 

Anhaltspunkte dafür, dass Kurkumin die Transformation des Rezeptors durch Inhibierung der 

Phosphorylierung von AhR und ARNT unterdrückt [163]. Überdies konnte hier beobachtet 

werden, dass die Stärke der Induktion des CYP450 Systems durch den spezifischen AhR-

Liganden Benzo[a]pyren bei gleichzeitiger Applikation von Kurkumin in den untersuchten 

Hep3B und MCF-7 Zellen verringert wird (Abb. 34 B). Dies spricht für die Kompetition des 

Kurkumins mit dem Kanzerogen um die Bindungsstellen des AhR.  

Die kompetitive und AhR-inhibierende Wirkung des Kurkumins hätte beispielsweise große 

Relevanz in Estrogen-sensitiven Tumoren der Brust, da so die Aktivierung des AhR durch 

kanzerogen wirkende Estrogen-Mimetika wie BaP oder TCDD (Tetrachlordibenzodioxine) 

abgeschwächt und so deren nachgeschaltete Wirkung auf Estrogen-Rezeptoren und andere 

Signalkaskaden vermindert werden könnte. Die Aktivierung des AhR durch TCDD oder 

andere Dioxine führt nämlich zur einer Rekrutierung des ERα an AhR-assoziierte Gene [73]. 

Diese ERα-AhR Protein-Protein Interaktion vermittelt folglich die Estradiol-abhängige 

Unterdrückung der Dioxin-induzierten Gen-Transkription [164]. Verma et al. sahen 

beispielsweise ein präventives Potential von Kurkumin (und Genistein) in verschiedenen 
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Brustkrebszellen, die mit ähnlichen Estrogen wirkenden Umweltchemikalien behandelt 

wurden [74].  

Direkte Wirkmechanismen von Kurkumin auf die Estrogen-Rezeptoren werden in der 

Literatur kontrovers diskutiert. Einerseits konnten schwach östrogene Effekte des Kurkumins 

in physiologischen Konzentrationen gesehen werden [165]. Dem entgegen stehen 

verschiedene Berichte, dass Kurkumin die Rezeptoraktivität und das Wachstum ER-positiver 

Tumoren hemmt [74; 166].  

Die hier zusätzlich nachgewiesene verminderte Expression des ERα in MCF-7 Zellen könnte 

sowohl durch die indirekte Wirkung des Kurkumin auf den ERα durch Interaktion des AhR 

mit dem ERα als auch durch dessen direkte Wirkung  auf den ERα hervorgerufen worden sein 

(Abb. 35).  

 

4.5 Zelluläre Wirkungen des Genisteins  

In der Literatur gibt es Berichte über einen HIF-inhibierenden Effekt und 

strahlensensitivierende Eigenschaften auch des Genisteins in Prostata-Krebszellen [64; 167]. 

Innerhalb der Ergebnisse dieser Arbeit kann allerdings kein eindeutiger Effekt von Genistein 

auf die HIF-Proteinspiegel und -Aktivität oder auf die Strahlenresponsivität einer Brust- und 

einer Leber-Krebszelllinie erkannt werden (Abb. 30).  

Ebenfalls untersuchte Überlebensmarker wie PARP-1/2 werden durch Genistein ebenso nicht 

beeinflusst (Abb. 32).  

Jedoch inhibierte Genistein, ähnlich dem Kurkumin, signifikant die NFκB-Aktivität und kann 

so partiell Einfluss auf die Zellviabilität und Proliferation ausüben (Abb. 33). Es ist weiterhin 

festzustellen, dass Genistein zu einer leichten, aber deutlich erkennbaren Erhöhung der ATF4 

Proteinspiegel nach vier und 24 Stunden Inkubation führt (Abb. 31). Dies lässt auf die 

Auslösung von ER-Stress in den untersuchten Leberkarzinomzellen durch Genistein 

schließen. Diese Wirkung ist allerdings schwächer ausgeprägt im Vergleich zur ATF4 

Induktion durch Kurkumin.  

Nach Genistein-Applikation wurde hier zudem p53 in der Zelle signifikant stabilisiert - ein 

Wirkmechanismus, der das Überleben der Tumorzellen beeinträchtigen kann (Abb. 37). Der 

Einfluss von Genistein auf Wachstum und Apoptose von Tumorzellen wird in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Mai et. al. zeigten, dass Genistein Apoptose in MCF-7 Zellen in 

Konzentrationen 10 – 100 µM [168] induziert. Synergistische antiproliferative und 

proapoptotische Effekte in Kombination mit Chemotherapeutika wie Tamoxifen, Cisplatin 
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und Doxorubizin konnten ebenfalls in Prostata-, Pankreas- und Lungenkarzinomzellen 

gefunden werden [169]. Die Inhibierung des Zellwachstums und die Induktion von Apoptose 

kann möglicherweise auch durch Inhibierung von NFκB bewirkt werden [170-172]. Andere 

Studien zeigten hingegen einen wachstumsstimulierenden Effekt auf ER-positive MCF-7 und 

zervikalen HeLa Zellen durch Genistein [173; 174]. 

Die zusätzlich erlangten Ergebnisse aus den Vitalitäts-Tests zusammen mit den p53- und 

ATF4-Blots und den NFκB-Reportergen-Studien deuten hier auf eine eher 

wachstumsinhibierende bzw. apoptotische Wirkung des Flavonoids auf Brust- und 

Leberkarzinomzellen hin. Die Auswertung und Gegenüberstellung der absoluten Klonzahlen 

von Genistein behandelten versus Kontrollzellen aus den klonogenen Assays gibt keinen 

eindeutigen Hinweis auf ein vermindertes Überleben der Genistein behandelten Zellen in 

Normoxie oder Hypoxie (Abb. 30).  

Eine Aktivierung des Ah-Rezeptors und damit eine mögliche indirekte Wirkung der Substanz 

über Wechselwirkung des AhR mit den Estrogen-Rezeptoren kann nicht erkannt werden. Die 

antikanzerogenen Effekte von Soja bzw. Genistein beruhen daher vermutlich maßgebend auf 

dessen direkter Wirkung auf die Estrogen-Rezeptoren.  

 



Diskussion 

 84

4.6 Resümee, Problemdiskussion und Aussichten 

Aufgrund mehrerer Studien, zu denen auch die vorliegende ihren Beitrag leistet, ist man sich 

einig, dass HIF-1 ein aussichtsreicher therapeutischer Angriffspunkt innerhalb der 

Behandlung solider Tumoren darstellt, da dieser Transkriptionsfaktor das Überleben von 

Zellen, deren Proliferation, Invasion und metastatische Ausbreitung begünstigt [2; 53].  

Durch die Analyse der Wirkungen nicht nur synthetisch generierter, sondern auch natürlich 

vorkommender HIF-Modulatoren gibt diese Arbeit demzufolge viele Anhaltspunkte für einen 

möglichen klinischen Einsatz von HIF-Inhibitoren und –Stabilisatoren, denn nach wie vor 

wird dem Potential einer Hypoxie-Modulation innerhalb der Tumortherapie in einigen 

klinischen Bereichen noch nicht genug Aufmerksamkeit geschenkt. Dabei zeigten 

verschiedene klinische Studien zusammengefasst einen verbesserten Effekt einer 

Strahlentherapie nach HIF-Modulation [175].  

Die hier erlangten Ergebnisse liefern zudem ergänzende Belege, dass sich eine Ko-Therapie 

mit Kurkumin und chemisch modifizierten Kurkuminoiden innerhalb der Krebsbehandlung 

positiv auswirken kann, da Kurkumin nicht nur inhibierend auf HIF wirkt sondern auch 

antioxidative und proapoptoische Wirkungen aufweist. Verschiedene weitere Analysen zu 

zellulären Signalkaskaden wie Apoptose, Zell-Stress und Entzündungsmarkern unterstreichen, 

dass die beiden untersuchten Polyphenole Kurkumin und Genistein einen erkennbaren Nutzen 

für die Ko-Therapie von Tumoren erbringen können.  

Ferner wurden Erkenntnisse gewonnen, dass nicht nur eine Modulation der HIF-Proteine 

selbst, sondern auch die Modulation von mit Hypoxie und der DNA-Reparatur assoziierter 

Faktoren sowie die Blockierung der innerhalb der HIF-Signalkaskade wichtiger 

Bindungspartner und Signaltransduktoren als aussichtsreich bewertet werden können zur 

Verbesserung einer Tumortherapie bzw. Strahlentherapie. Einige Möglichkeiten zur 

Beeinflussung dieser HIF-assoziierten Proteine und Signalkaskaden wie p53, Caspase 3, 

ROS, ARNT, NO und NFκB wurden bereits vorgestellt.  

 

Das Verständnis über HIF-assoziierte Mechanismen gilt als essentiell, denn obwohl HIF-1α, 

HIF-2α und andere Faktoren als vielversprechende Angriffpunkte für eine Tumortherapie 

gelten, müssen Zeitfenster und Art des Einsatzes von direkten HIF-Inhibitoren bzw. Hemmern 

des HIF-Signalweges vor dem Einsatz in der Klinik genauestens untersucht und optimiert 

werden, da diese Inhibitoren unter Umständen den Effekt einer Radiotherapie auch 

vermindern können [176]. Dies gilt insbesondere, wenn diese in Kombination mit anderen 
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Behandlungsmethoden wie Chemotherapie oder Hyperthermie eingesetzt werden sollen. 

Weiterhin ist zu bedenken, dass HIF ebenfalls beteiligt sind an verschiedenen Hypoxie-

unabhängigen Zellsignalwegen. Daher müssen Konsequenzen eines kompletten HIF-

Knockdowns in unterschiedlichen Geweben ebenfalls bedacht und analysiert werden. 

 
Im Kontrast dazu ist beim klinischen Einsatz von potentiellen HIF-Induktoren deren nicht 

immer selektive Wirkungsweise zu beachten. Die Verwendung von Eisenchelatoren (DFO) 

bzw. Eisen substituierenden Substanzen (Kobaltchlorid) zur PHD-Inhibierung hätte daneben 

auch weitreichende Konsequenzen für den gesamten Organismus, da Eisen für viele andere 

Proteine im Körper ebenfalls einen essentiellen Ko-Faktor bzw. Bestandteil darstellt. Hierzu 

zählen z.B. verschiedene Enzyme (Zytochrome, Peroxidasen, Katalase) oder auch das 

Hämoglobin und Myoglobin, deren Funktion durch Eisen-bindende oder -substituierende 

Pharmaka möglicherweise ebenfalls eingeschränkt wäre. Zudem können α-Ketoglutarat-

Inhibitoren wie tBu-2,4-PDC, neben den PHD, weitere α-Ketoglutarat-abhängige Oxygenasen 

hemmen. Daher müssen potentielle α-KG-Inhibitoren vor dem routinemäßigen klinischen 

Einsatz ebenfalls gründlich evaluiert werden. Dennoch zeigten erste klinische Studien mit α-

KG-Analoga eine verstärkte EPO-Produktion bei den Patienten, ohne wesentliche toxische 

Nebeneffekte hervorzurufen [177].  

 
Bei der Betrachtung der positiven Eigenschaften des Kurkumins muss angemerkt werden, 

dass die geringe gastrointestinale Aufnahme von Kurkumin bisher ein Manko in der Therapie 

mit dieser Substanz darstellt. Natürliche Kurkuminoide sind zwar stabil im sauren Milieu des 

Magens, jedoch wird deren Effektivität stark begrenzt durch die schlechte Bioverfügbarkeit, 

eine schnelle Metabolisierung im Organismus und die schlechte Löslichkeit in Wasser. 

Natürliche Substanzen wie Piperin aus schwarzem Pfeffer (Piper nigrum) oder auch eine 

chemische Modifikation des Kurkumins können dessen Aufnahme, Wasserlöslichkeit und 

Zell-Permeabilität und damit die Bioverfügbarkeit im Körper aber erheblich steigern [178; 

179]. Die gezeigten Kurkumin-Aufnahmestudien konnten allerdings belegen, dass es in den 

untersuchten Zellkulturen, durch direkte Kurkumin-Applikation über das Medium, zu einer 

ausreichenden Aufnahme des Flavonoids in die Zellen kam, um Effekte der Substanz auf 

zelluläre Signalwege untersuchen zu können (Abb. 36).  

 

Abschließend muss im Hinblick auf den chemopräventiven Einsatz von sogenannten 

Phytochemikalien wie Kurkumin und Genistein beachtet werden, dass die meisten 

Untersuchungen auch anderer Arbeitsgruppen in vitro durchgeführt und oftmals 



Diskussion 

 86

Konzentrationen eingesetzt wurden, die über eine normale Zufuhr über die Nahrung nur 

schwer zu erreichen sind. Weiterhin ist unklar, ob man durch Molekül-Modifikationen einen 

ähnlich kompletten HIF Knockdown wie durch synthetische Inhibitoren erreichen kann. Dies 

gilt es, in weiterführenden Untersuchungen herauszufinden. 

Die Ergebnisse zur Wirkung von Flavonoiden am Menschen stammen zumeist aus klinischen 

und epidemiologischen Studien. Hierbei spielen aber viele weitere individuelle Unterschiede 

eine Rolle wie genetische Polymorphismen, die Expression metabolisierender Gene, die 

Lebensweise (Rauchen, Übergewicht, Sport), die allgemeine tägliche Aufnahme von 

Isoflavonen sowie der Wohnort - alles Faktoren, die nur schwer aus den Ergebnissen in vivo 

herauszurechnen sind. Ziel ist es aber dennoch, Hinweise auf ein mögliches antikanzerogenes 

und zytoprotektives Potential verschiedener natürlicher Pflanzeninhaltsstoffe in vitro genauer 

zu untersuchen, um so die Durchführung klinischer Studien zu initiieren und deren Ergebnisse 

besser interpretieren zu können. Diese klinischen Studien können wiederum Aussage geben 

über mögliche Assoziationen zwischen einer verbesserten Therapierbarkeit bestimmter 

Tumoren und der kontrollierten Einnahme von Phytochemikalien. Diese Ergebnisse können 

dann durch die Resultate der in vitro-Versuche verifiziert werden. Da es in vivo zu 

gewebeübergreifenden und humoralen Einflüssen kommt, können so zudem weitere positive 

Effekte durch den gezielten Einsatz konzentrierter natürlicher Substanzen auftreten, die in 

vitro nicht eindeutig untersucht oder beobachtet werden können.  
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5. Zusammenfassung 

Infolge von Hypoxie, hervorgerufen durch ein schnelles Tumorwachstum, werden ‚Hypoxia 

Inducible Factors’ (HIF) in Tumorzellen stabilisiert. Die Aktivierung von HIF-1 korreliert 

negativ mit dem Erfolg einer Strahlentherapie und dem Überleben des Patienten.  

Ziel war es zu zeigen, dass eine Hemmung der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und HIF-2 in 

vitro durch ausgewählte synthetische sowie natürliche Komponenten eine Strahlen-

sensibilisierung sowie ein vermindertes Wachstum von Tumorzellen bewirken kann.  

Dazu wurden molekularbiologische Methoden wie funktionelle Analysen an HIF-

defizienten im Vergleich zu HIF-stabilisierten Zellen unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen angewendet. Eine HIF-Defizienz konnte zuvor über die Methode der RNA-

Interferenz in Tumorzellen verschiedenen Ursprungs erzeugt werden. Besonderes Augenmerk 

lag auf der Analyse von Unterschieden zwischen HIF-1 und HIF-2 im Hinblick auf 

Strahlenresistenz, da HIF-2 diesbezüglich bisher wenig untersucht wurde. Weiterhin wurden 

die Pflanzeninhaltsstoffe Kurkumin und Genistein auf deren potentielle HIF-inhibierende, 

antikanzerogene und strahlensensibilisierende Wirkung hin untersucht. 

Die in vitro Resultate der Experimente mit HIF-induzierten Tumorzellen bestätigen die 

HIF vermittelte Induktion von Strahlenresistenz in Tumorzellen. Dabei spielt es keine Rolle, 

ob HIF zuvor durch sauerstoffabhängige Mechanismen oder durch andere Faktoren wie 

ebenfalls untersuchte PHD-Inhibitoren stabilisiert wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit gehen 

konform mit den in vivo Beobachtungen an entarteten Geweben und Tumoren, dass das 

Fehlen von HIF-1α mit einer besseren Behandelbarkeit dieser Zellen korreliert. Besonders 

hervorzuheben ist der neu nachgewiesene Einfluss von HIF-2α auf die Strahlensensibilität 

verschiedener humaner Tumorzellen. HIF-1 und HIF-2 können demzufolge als 

vielversprechende Ziele zur Tumor-Radiosensitivierung angesehen werden. 

Diese Arbeit liefert weiterhin Belege, dass sich eine Ko-Therapie mit natürlichen 

Pflanzeninhaltsstoffen wie Kurkumin innerhalb der Krebsbehandlung positiv auswirken kann, 

da die Behandlung mit dieser Substanz zu einer Verminderung des Wachstums und des 

klonogenen Überlebens von Leber- und Brusttumorzellen führt, vermittelt über die 

Inhibierung von HIF und weiterer zellulärer Signalkaskaden. Das ebenfalls analysierte 

Flavonoid Genistein zeigt einen schwächer inhibierenden Einfluss auf das Überleben der 

analysierten Tumorzellen im Vergleich zu Kurkumin. 

Die Betrachtung von mit Zell-Stress assoziierten Signalkaskaden gibt Hinweis auf die 

Beteiligung weiterer Faktoren an der Ausbildung einer Strahlenresistenz von Tumorzellen.
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