
 
 
 
 
 

Untersuchungen zur Interferenz zwischen dem AhR- und dem 
HIF-1α-Signalweg sowie deren Auswirkungen auf die p53-, 

ERα- und NFAT-Signalwege in MCF-7-Zellen 
 

 
 
 
 
 
 

Dissertation 
 

 
 
 

zum Erlangen des akademischen Grades 
         doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.) 

 
 

angefertigt am 
Institut für Anatomie und Zellbiologie 

 
 

     vorgelegt der 
         Naturwissenschaftlichen Fakultät I  
   Biowissenschaften 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
 

      von 
      Frau Diplom-Biochemikerin Anja Seifert 
        geboren am 07. Februar 1980 in Halle  

 
 
 
Gutachter /in  
 
1. Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer 
 
2. Prof. Dr. G.-J. Krauß 
 
3. Prof. Dr. R. H. Wenger 
 
öffentliche Verteidigung: 28.04.2008 

urn:nbn:de:gbv:3-000013637
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl?urn=nbn%3Ade%3Agbv%3A3-000013637]



Die vorliegende Dissertation wurde am Institut für Anatomie und Zellbiologie an der Martin-

Luther-Universität in der Zeit vom 01.11.2004 bis zum 30.09.2007 unter der Leitung von 

Herrn Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer angefertigt. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
„Man kann ein Problem nicht mit der gleichen Denkweise lösen, mit 
der es erschaffen wurde.“  
 

Albert Einstein 
 
 



                                                                                                                    
  Inhaltsverzeichnis 

           Seite 
1.  Einleitung         1 – 22 

1.1  Das Mammakarzinom         1 

1.2  Die bHLH/PAS-Proteinfamilie        3 

1.3 Der HIF-1α-Signalweg         3 
1.3.1 Die Struktur von HIF-1α          4 
1.3.2 Normoxische Regulation von HIF-1α       4 
1.3.3  HIF-Hydroxylasen          7 
1.3.4 Hypoxische Regulation von HIF-1α        9 
1.3.5 Wechselwirkung zwischen dem HIF-1α- und dem p53-Signalweg   11 
1.3.6 Hypoxie- induzierte zelluläre Antwort      12 

1.4 Der AhR-Signalweg         12 
1.4.1 Die Liganden des AhR        13 
1.4.2 Die Struktur des AhR         14 
1.4.3 Der AhR-Signalweg           15 
1.4.4 Die Interferenz zwischen dem AhR- und dem Östrogen-Rezeptor α- 

(ERα) Signalweg          17 
1.4.5 TCDD- (AhR-vermittelte) induzierte zelluläre Antwort    19 

1.5 Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg   20 

1.6 Zielstellung          22 

2. Material und Methoden             23 - 43 

2.1 Zellkultur           23 
2.1.1 Kultivierte Zellinien         23 
2.1.2 Kultur und Stimulation der Zellinien       23 
2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen       25 
2.1.4 Durchflußzytometrie          26 
2.1.5 Migrationstest          26 

2.2 Transfektion          27 
2.2.1 Transfektion mit kationischen Lipiden      27 
2.2.1.1 Transfektion von exogener DNA       27 
2.2.1.2 Transfektion von siRNA        28 
2.2.1 Calciumphosphat-Kopräzipitation       29 

2.3 Reportergenanalysen         30 

2.4 Genexpressionsanalysen        31 
2.4.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung      31 
2.4.2 Reverse Transkription        32 
2.4.3 Polymerase Kettenreaktion        32 
2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese        33 
2.4.5 In vitro Transkritption        33 
2.4.6 Real-time PCR         35 

 

 



                                                                                                                    
  Inhaltsverzeichnis 

Seite 
2.5 Proteinchemische Untersuchungen       37 
2.5.1 Proteinisolation und Quantifizierung       37 
2.5.2 Fraktionierung          37 
2.5.3 SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese       38 
2.5.4 Western Blot          39 
2.5.4.1 Proteintransfer         39 
2.5.4.2 Blocken der Nitrozellulosemembran       39 
2.5.4.3 Inkubation mit Primär und Sekundär-Antikörper     39 
2.5.4.4 Detektion          40 
2.5.4.5 Strippen der Membran        40 
2.5.5 Fluoreszenzmikroskopie         40 
2.5.6 Quantifizierung der ATX-Enzymaktivität      41 

2.6 Klonierung und Vektoren        41 
2.6.1 Transformation und Selektion der Klone         41 
2.6.2 Plasmidpräparationen         42 
2.6.2.1 Mini-Plasmidpräparation         42 
2.6.2.2 Midi-Plasmidpräparation        42 
2.6.2.3 Glycerinkulturen         43 
2.6.3 Restriktionsverdau         43 

2.7 Statistische Analyse         43 

3.  Ergebnisse                     44 – 72 

3.1 Aktivierung des AhR-Signalweges nach Stimulation mit  
TCDD in MCF-7-Zellen         44 

3.2 Aktivierung des HIF-1α-Signalweges nach Stimulation mit  
Hypoxie in MCF-7-Zellen           46 

3.3 Aktivierung des AhR-Signalweges nach Stimulation mit  
TCDD und/oder Hypoxie          47 

3.4 Aktivierung des HIF-1α-Signalweges nach Stimulation mit  
TCDD und/oder Hypoxie           50 

3.5 Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den p53- und den ERα-Signalweg     52 

3.6 Aktivierung des NFATc1-Signalweges nach Stimulation mit TCDD  
und Hypoxie            59 

3.7 Expression von PHD2 – Ist PHD2 der Mediator der Interferenz?      64 

3.8 Expression von Hsp90 and Rack1 – Sind beide Proteine Mediatoren 
der Interferenz?           67 

4. Diskussion                     73 – 91 

4.1 Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-Signalweges durch  
TCDD und/oder Hypoxie          73 

4.2 Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den p53- und den ERα-Signalweg    77 



                                                                                                                    
  Inhaltsverzeichnis 

Seite 
4.3 Aktivierung des NFAT-Signalweges durch TCDD oder Hypoxie     82 

4.4 Rolle von PHD2 in der Interferenz zwischen dem AhR- und dem 
HIF-1α-Signalweg          86 

4.5 Der Einfluss von Hsp90 und Rack1 auf die Interferenz zwischen dem 
AhR- und dem HIF-1α-Signalweg         88 

5. Zusammenfassung             92 - 94 

6. Literaturverzeichnis             95 - 110 

7. Anhang A                I – XIII 

7.1 Weitere Versuchsergebnisse          I 
7.1.1 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des AhR-Signalweges  

durch TCDD und/oder Hypoxie“         I 
7.1.2 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des HIF-1α-Signalweges durch  

TCDD und/oder Hypoxie“          II 
7.1.3 Daten zum Abschnitt „Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den  

p53- und den ERα-Signalweg“         IV 
7.1.4 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des NFATc1-Signalweges durch  

TCDD oder Hypoxie“          VI 
7.1.5 Daten zum Abschnitt „Expression von PHD2 – Ist PHD2 der  

Mediator der Interferenz?“          VII 
7.1.6 Daten zum Abschnitt „Expression of Hsp90 and Rack1 – Sind beide  

Proteine Mediatoren der Interferenz?“        X 

7.2 Mikroarray-Daten           X 
7.2.1 Durchführung der Mikroarray-Analyse             X 
7.2.2 Ergebnisse der Mikroarray-Analyse          XI 

8. Anhang B             XIV – XXVI 

8.1 Pufferlösungen           XIV 
8.2 Verwendete Geräte              XV 

8.3 Primer             XVI 

8.4 Verwendete Vektoren/ siRNA         XVII 

8.4.1 Sequenzen der verwendeten siRNA         XVII 
8.4.2 verwendeten Vektoren          XVIII 

8.5 Standardkurven Real-time PCR         XIX 
8.5.1 Relative Quantifizierung          XIX 
8.5.2 Absolute Quantifizierung          XX 

8.6 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis          XXII 
8.6.1 Abbildungsverzeichnis          XXII 
8.6.2 Tabellenverzeichnis           XXIII 

8.7 Abkürzungsverzeichnis          XXIV 



   
  Einleitung 

1 

1 Einleitung 
Brustkrebs ist das häufigste Karzinom bei Frauen (Dumitrescu et al. 2005). Epidemiologische 

Studien haben gezeigt, dass es Unterschiede in der Morbidität in verschiedenen geogra-

phischen Gebieten gibt (Boyle et al. 2005; Lacey et al. 2002). Regionale Unterschiede in der 

Belastung mit EDCs (endocrine disrupting chemicals), die die normale Funktion von Hor-

monen beeinflussen, können eine Ursache für diese Unterschiede sein (Amaral Mendes et al. 

2002). EDC sind endokrin aktive Substanzen. 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-para-dioxin 

(TCDD, Dioxin) ist ein solcher Umweltschadstoff mit endokriner Wirkung. Die karzinogene 

Wirkung von TCDD wurde nach dem industriellen Unfall in Seveso (Italien) offensichtlich. 

Ein erhöhtes Brustkrebsrisiko wurde bei Frauen mit einer erhöhten Dioxin-Konzentration im 

Serum nachgewiesen (Warner et al. 2002). TCDD kann als lipophile Chemikalie im 

Fettgewebe der Brust akkumulieren (Abraham et al. 1996). Dabei treffen Umweltchemi-

kalien, wie TCDD (welcher auch als xenobiotischer Stressor bezeichnet wird), im 

Mammakarzinom auf heterogen über das Karzinom verteilte hypoxische Bereiche. Vaupel und 

Koautoren (Vaupel et al. 2002) konnten zeigen, dass der mittlere Sauerstoffpartialdruck im 

Mammakarzinomen im Vergleich zum normalen Brustgewebe verringert ist. Sowohl 

hypoxische als auch xenobiotische Stressoren verändern das Proteom sowie die molekularen 

Mechanismen, welche die Regulation des Zellstoffwechsels und der Proliferation stören und 

die maligne Progression von Mammakarzinomen regulieren. Im Folgenden werden die 

grundlegenden Mechanismen erläutert, die durch Exposition mit TCDD und Hypoxie 

hervorgerufen werden. 

1.1 Das Mammakarzinom 

Die weibliche Brustdrüse (Glandula mammaria) besteht aus je 15 bis 20 bindegeweblich 

getrennten Lappen (Lobi) mit Milchgängen (Ductus lactiferi), die in der Mamille (Papilla 

mammaria) münden. Diese ist vom Warzenhof (Areola mammaria) umgeben, in die multiple 

apokrine Drüsen münden. Ein Lobus besteht aus 10 bis 15 Lobuli, welche in mehrere Azini 

unterteilt sind. Die Brustdrüse entwickelt sich zur adulten Form unter dem Einfluss von 

Östrogen mit Längenwachstum der Milchgänge, Entfaltung der Gangepithelien und Bildung 

der Azini. Progesteron führt zur Ausdifferenzierung der Azini. Gleichzeitig kommt es zur 

Ausformung der Mamille und des Warzenhofes. In der Schwangerschaft folgt nach Erhöhung 

der Östrogen- und Progesteronkonzentration die Vergrößerung der Azini sowie die Aus-

sprossung von weiteren Milchgängen (Goerke et al. 2002).  

Die häufigste maligne Erkrankung der Frau ist das Mammakarzinom. Nach derzeitigen 

Schätzungen erkrankt jede elfte Frau (9 %) im Laufe ihres Lebens an einem Mamma-
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karzinom. Nach histologischer Klassifizierung der WHO (World Health Organisation) werden 

verschiedene nichtinvasive Mammakarinome (duktales und lobuläres Karzinom in situ (DCIS, 

LCIS) und invasive Mammakarzinome (invasive duktale und lobuläre Karzinome; weiterhin 

muzinöse, medulläre, papilläre, tubuläre, adenoidzystische und sekretorische Karzinome) 

unterschieden. Zusätzlich gibt es das Pagetkarzinom der Mamille. Eine weitere Klassifizierung 

wird durch das pTNM-System nach der Tumorausbreitung, dem Ausmaß des 

Lymphknotenbefalls sowie nach Fernmetastasen vorgenommen. Etwa 75 % der Mammakar-

zinome gehen vom Gangepithel aus und werden damit als invasive duktale Karzinome 

klassifiziert (Frenski et al. 2002; Goerke et al. 2002). Primärtumoren und Metastasen weisen 

dabei einen niedrigeren Sauerstoffpartialdruck auf als das umliegende gesunde Gewebe. Diese 

Gewebehypoxie führt zu einer herabgesetzten Radiosensitivität (Vaupel et al. 2002; Vaupel et 

al. 1998; Zhou et al. 2006). 

Bekannte Risikofaktoren für das Mammakarzinom sind eine familiäre Disposition und 

spontane genetische Veränderungen (Dhingra et al. 1995; Goerke et al. 2002). Frauen, deren 

weibliche Verwandte ersten Grades an einem Mammakarzinom erkrankt waren, haben ein 

zwei- bis neunfach erhöhtes Erkrankungsrisiko. Mutationen in den Genen BRCA1 oder 

BRCA2 sind die Ursache für ca. 10 % aller Brustkrebserkrankungen (McPherson et al. 2000). 

Ebenso erhöhen hormonelle Einflüsse wie Nulliparität, späte Erstparität, frühe Menarche und 

späte Menopause das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, auf das 1,5- bis 3-fache (Azzena et 

al. 1994; Dumitrescu et al. 2005; Goerke et al. 2002).  

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass es regionale Unterschiede in der Morbidität 

z.B. in Europa und in Nord- und Südamerika gibt (Boyle et al. 2005; Lacey et al. 2002). Diese 

Unterschiede können sicherlich auf unbekannte Umwelteinflüsse zurückzuführen sein. 

Besonders Chemikalien, die die normale Funktion von Hormonen beeinflussen, sogenannte 

EDCs, sind hier von Bedeutung (Amaral Mendes et al. 2002). Zu diesen Chemikalien gehört 

z.B. das Östrogen-Analogon Diethylstilöstrol (DES), das  zwischen 1953 und 1971 Frauen 

zum Vermeiden einer Fehlgeburt verabreicht wurde. Die Töchter dieser Frauen haben, neben 

dem Risiko an anderen Tumoren zu erkranken, ein zweifach erhöhtes Brustkrebsrisiko 

(Palmer et al. 2006). Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass auch die Exposition mit 

Benzenen, organischen Lösungsmitteln oder polyzyklischen aromatischen Hydrokarbonen 

(PAHs) mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert ist (Brody et al. 2003). Der zu der 

Substanzklasse PAH gehörende Umweltschadstoff TCDD ist nach einem industriellen Unfall 

in Seveso (Italien) freigesetzt worden. Danach wurde beobachtet, dass eine 10-fach erhöhte 

Dioxin-Konzentration im Serum von Frauen das Brustkrebsrisiko verdoppelte (Warner et al. 

2002). 
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1.2 Die bHLH/PAS-Proteinfamilie 

Die bHLH (basic helix-loop-helix)/PAS (Per-ARNT-SIM)-Proteinfamilie reguliert zahlreiche 

essentielle physiologische Prozesse. Ein gemeinsames Strukturmotiv ist die basische Region 

dieser Moleküle gefolgt von einem helix-loop-helix (HLH)-Motiv. Das zweite Struktur-motiv 

ist die PAS-Domäne. PAS ist das Akronym der ersten drei identifizierten Proteine mit diesem 

Motiv: das in Drosophila identifizierte Protein Per (Peroid), das im Menschen identifizierte 

Protein ARNT (aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator) und das in Drosophila 

identifizierte Protein SIM (Single-minded). Die ubiqitär vorkommenden bHLH/PAS-Proteine 

sind Transkriptionsfaktoren. Diese werden in zwei Klassen unterteilt. Die erste Klasse der 

bHLH/PAS-Proteine kann weder Homodimere bilden noch mit anderen Proteinen dieser 

Klasse dimerisieren. Dazu zählen z.B. der Arylhydrokarbonrezeptor (AhR) und der Hypoxie-

induzierte Faktor-1α (HIF-1α). Um einen aktiven Transkriptionsfaktorkomplex zu bilden, 

dimerisieren diese Proteine mit den zur Klasse 2 gehörenden bHLH/PAS-Proteinen. Das am 

besten charakterisierte Protein dieser Klasse ist ARNT (Kewley et al. 2004). In der 

vorliegenden Arbeit stehen die Transkriptionsfaktoren AhR und HIF-1α im Mittelpunkt der 

Untersuchungen. AhR wird durch zahlreiche Umweltschadstoffe aktiviert und HIF-1α 

vermittelt die Antwort auf eine eingeschränkte Sauerstoffversorgung. 

1.3 Der HIF-1αααα-Signalweg 

Biochemiker definieren Hypoxie als Sauerstoff-limitierten Elektronentransport. Physiologen 

dagegen definieren Hypoxie als eingeschränkte Sauerstoffversorgung bzw. eine Erniedrigung 

des Sauerstoffpartialdruckes, welche die normale Funktion von Geweben, Organen und Zellen 

einschränkt. Drei Ursachen einer Sauerstoffmangelversorgung stehen im Vordergrund: die 

Erniedrigung des Sauerstoffpartialdruckes im arteriellen Blut (arterielle Hypoxie), die 

Herabsetzung der Sauerstoffkapazität des Blutes (Anämie) und die Einschränkung der Organ-

durchblutung (Ischämie) (Hockel et al. 2001). Vaupel et al. (Vaupel et al. 2002) konnten 

zeigen, dass der mittlere Sauerstoffpartialdruck im normalen Brustgewebe bei 65 mmHg (8,55 

% O2) und in Mammakarzinomen des Stadiums T1B bis T4 bei 28 mmHg (3,68 % O2) liegt. 

In dieser Arbeit wird ein verringerter Sauerstoffpartialdruck, der zur Stabilisierung des sauer-

stoffsensitiven Transkriptionsfaktors HIF-1α führt, als Hypoxie definiert.  

1.3.1 Die Struktur von HIF-1αααα  
HIF-1α, ein Mitglied der bHLH/PAS-Proteinfamilie (Abb. 1-1), ist ein aus 826 Aminosäuren 

(As) bestehendes Protein. Die N-terminale Hälfte des Proteins besteht aus der basischen 

Domäne (As 17-30), der HLH-Domäne (As 31-71) und den beiden PAS-Domänen (As 85-158 

und 228-298),  die für  die Heterodimerisierung  mit  ARNT  sowie  der  DNA-Bindung  an 
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die HIF-1α-spezifische Erkennungssequenz erforderlich sind. Die C-terminale Hälfte des 

Proteins ist für den Abbau und die Transaktivierung von HIF-1α notwendig. Über die N- und 

C-terminale Transaktivierungsdomäne (N-TAD: As 531-575 und TAD-C: As 786-826) erfolgt 

die Interaktion mit Kofaktoren. Die sauerstoffabhängige Degradationsdomäne (ODDD, 

oxygen-dependent degradation domain), die von der N-TAD überlagert wird, ist für die 

negative Regulation von HIF-1α verantwortlich. Die ODD-Domäne enthält zwei PEST-

ähnliche Motive, deren Sequenz reich an den Aminosäuren Prolin (P), Glutaminsäure (E), 

Serin (S) und Threonin (T) ist. Dieses Motiv ist für die geringe Stabilität des Proteins 

verantwortlich, so dass die Halbwertszeit von HIF-1α nur etwa 10 - 20 Minuten beträgt 

(Bardos et al. 2004; Chun et al. 2002). 

 

                 
Abb. 1-1: Schema der HIF-1αααα-Struktur 

     bHLH, basic helix-loop-helix; PAS, Per/ARNT/SIM; ODDD, oxygen-dependent  

    degradation domain; TAD, Transaktivierungsdomäne; NLS, Kernlokalisierungs- 

    signal 

1.3.2 Normoxische Regulation von HIF-1αααα     
Die Regulation der Stabilität und damit der transkriptionellen Aktivität von HIF-1α wird 

durch posttranskriptionelle Modifikationen, wie Hydroxylierung, Ubiquitinylierung, Acetylie-

rung und Phosphorylierung vermittelt (Ke et al. 2006). Diese Modifikationen werden in ver-

schiedenen Domänen vorgenommen. Hydroxylierung und Acetylierung führen zum proteo-

somalen Abbau und zur Inaktivierung von HIF-1α (siehe Abbildung 1-2). 

Das HIF-1α-Protein wird konstitutiv exprimiert. Unter normoxischen Bedingungen (21 % O2) 

werden in einer sauerstoffabhängigen Reaktion das Prolin 402 und das Prolin 564 in der ODD-

Domäne von HIF-1α durch HIF-spezifische Prolylhydroxylasen (PHDs) hydroxyliert 

(Freeman et al. 2003). Als Folge wird HIF-1α abgebaut. Die ODD-Domäne wird zusätzlich 

durch die Acetyltransferase ARD1 (arrest defective protein 1 homologue) am Lysin 532 durch 

das Transferieren einer Acetylgruppe vom Acetyl-CoA acetyliert (Jeong et al. 2002). Eine 

weitere Hydroxylierung wird in einer sauerstoffabhängigen Reaktion durch die Aspara-

ginylhydroxylase FIH-1 (factor-inhibiting HIF-1) am Asparagin 803 in der TAD-C-Domäne 

katalysiert. Diese Hydroxylierung verhindert die Interaktion von HIF-1α mit dem Ko-Akti-

vator CBP/p300 (Lando et al. 2002; Ruas et al. 2002). Röntgen-kristallographische Studien 

bHLH A B 

17 71 

298 85 

228 158 401 603 786 826 

531 575 718-
721 

ODDD N-TAD TAD-C 

NLS PAS 
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haben gezeigt, dass pVHL (protein von Hippel Lindau) eine Bindungstasche besitzt, in die 

Hydroxyproline binden, und dass diese Bindung hochspezifisch ist (Hon et al. 2002; Ivan et 

al. 2001; Min et al. 2002). Die Bindung der Hydroxyproline des HIF-1α mit pVHL wird durch 

das acetylierte Lysin in der ODD-Domäne stabilisiert (Jeong et al. 2002). Zusätzlich bildet 

FIH-1 Homodimere und bindet an pVHL. Dadurch wird eine Bindung von pVHL über FIH-1 

an HIF-1α möglich (Dann et al. 2002; Lee et al. 2003). 

 

                     
 
Abb. 1-2: Proteosomaler Abbau von HIF-1αααα  

     Die Hydroxylierung und Acetylierung führen zur Bindung des Proteins von-Hippel- 

     Lindau und danach zum proteosomalen Abbau und zur Inaktivierung von HIF-1αααα.... 
 
Das Protein pVHL ist eine E3-Ubiquitinligase und vermittelt den Abbau von HIF-1α. Um den 

Abbau von HIF-1α zu beschreiben, wird der allgemeine Mechanismus der Ubiquitinylierung 

und die Funktion des Proteins pVHL zusammengefasst. Der Mechanismus der Ubiquitiny-

lierung besteht aus den folgenden Reaktionen: In einer ATP-abhängigen Reaktion wird das 

Ubiquitin zuerst als ein energiereicher Thioester mit einem Cysteinrest der E1-Ubiquitinligase 

verbunden. In einer nachfolgenden Transesterfizierung wird das Ubiquitin auf einen Cystein-

rest im aktiven Zentrum der E2-Ubiquitinligase übertragen. Anschließend  assoziiert die E2-

Ubiquitinligase mit der E3-Ubiquitinligase und bildet den Ubiquitinligasekomplex. Die E3-

Ubiquitinligase überträgt das Ubiquitin auf ein Lysin des entsprechenden Substrates. Die E3-

Ubiquitinligasen werden in drei Klassen unterteilt: die Homologen zu E6-AP C-Terminus 
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(HECT), die Really Interesting New Gene (RING) und die UFD2-homologen (U-Box) 

Proteine (Pickart et al. 2004). Das Protein pVHL gehört zu den RING E3-Ubiquitinligasen. 

Die Proteine der RING-Familie sind katalytisch inaktiv, d.h. diese gehen keine Thioester-

bindung mit Ubiquitin ein. Die RING-Familie rekrutiert das E2-Enzym und bringt es in die 

Nähe des Substrates. Das Ubiquitin wird direkt vom E2-Enzym auf das Substrat übertragen, 

wobei die Konformation der RING E3-Ubiquitinligase die katalytische Aktivität der E2-

Ubiquitinligase verstärkt (Pickart et al. 2001).  

Das pVHL-Protein bildet einen Komplex mit Elongin B/C, Cul2 und Rbx1 und ähnelt damit 

dem SCF (Skp1-Cul1-F-box Proteine)-Komplex der Cullin (Cul)-abhängigen Ubiqutitinliga-

sen. Das Elongin C bindet eine zur F-Box homologe Sequenz im pVHL (Kamura et al. 2004; 

Stebbins et al. 1999). pVHL selbst besteht aus einer α− und β−Domäne. Die α-Domäne des 

pVHL bindet an Elongin C, das mit Elongin B assoziiert ist (Kibel et al. 1995; Ohh et al. 

2000; Semenza et al. 2006). Dieser VCB-Komplex rekrutiert Cul2-Rbx1 und bildet damit den 

aktiven Ubiquitinligasekomplex (Kamura et al. 2004; Kamura et al. 2000). Anschließend 

interagiert die β-Domäne von pVHL mit HIF-1α und katalysiert den Transfer von Ubiquitin 

an spezifische Lysinreste (K532, K538, K547) von HIF-1α (Paltoglou et al. 2006). Kovalent 

an das Substrat gebundenes Ubiquitin ist das Signal für die Erkennung durch das 26S 

Proteasom, das den Abbau des Substrates (HIF-1α) durchführt (Kallio et al. 1999; Pickart et 

al. 1997).  

Weiterhin sei erwähnt, dass der Abbau und damit die Inaktivierung von HIF-1α, die unter 

normoxischen Bedingungen ablaufen, durch eine Steigerung der HIF-1α-Translation über-

wunden werden können. Bekannt sind unter normoxischen Bedingungen die Aktivierung von 

HIF-1α durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. Insulin und EGF (epithelialer Wachstumsfaktor) 

(Jiang et al. 2001; Zhong et al. 2000), IGF (insulin-like growth factor) (Slomiany et al. 2004), 

HGF (Hepatozytenwachstumsfaktor) (Tacchini et al. 2001), Interleukinen wie IL-1β 

(Interleukin-1β) (El Awad et al. 2000; Stiehl et al. 2002), IL-8 (Interleukin-8) (Kim et al. 

2006), TNFα (Tumornekrosefaktor α) (Hellwig-Burgel et al. 1999), oder durch Hormone wie 

Androgene (Mabjeesh et al. 2003) und 4-OH-Östradiol (Gao et al. 2004). Die Wachstums-

faktoren binden an die spezifischen Rezeptoren, wodurch die assoziierten Tyrosinkinasen und 

anschließend die Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) aktiviert werden. Die PI3K aktiviert die 

Serin/Threonin-Kinase Akt (ebenso bekannt als Protein Kinase B) sowie FRAP (FKBP-

Rapamyzin-assoziiertes Protein, auch bekannt als mTOR) und erhöht damit die cap-abhäng-

ige Translation von Proteinen. Bei der Translationsinitiation sind zwei Reaktionen limitierend: 

die Bildung des aktiven eIF4F Komplex (eIF4E, eIF4G und eIF4A) und des eIF2-GTP/Met-
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tRNA ternären Komplex. FRAP phosphoryliert und aktiviert das translationale Protein eIF4E 

Bindeprotein 1 (4E-BP1) und die p70 S6 Kinase (p70S6K). Die Phosphorylierung des 4E-BP1 

zerstört die inhibitorische Interaktion mit dem eukaryotischen Initiationsfaktor 4E (eIF4E). 

Die dadurch aktivierte p70S6K phosphoryliert das 40S ribosomale Protein S6 und steigert 

dadurch unter anderem die Translation von HIF-1α (Bardos et al. 2004; Hirota et al. 2005; 

Lee et al. 2004). 

1.3.3 HIF-Hydroxylasen 
Die HIF-Hydroxylasen werden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Um die wichtigen 

Prozesse zu verstehen, die zum Abbau von HIF-1α führen, werden die HIF-Hydroxylasen im 

folgenden Abschnitt beschrieben. Es sind drei verschiedene Gene bekannt, die für Proteine mit 

Prolylhydroxylase-Aktivität kodieren. Diese Gene sind verwandt mit dem egl-9 Gen aus C. 

elegans und werden deshalb EGL-Nine Homologe 1, 2 und 3 genannt (Freeman et al. 2003). 

Epstein und Koautoren (Epstein et al. 2001) zeigten, dass Säugetier-Homologe zum Protein 

EGL-9 aus C. elegans als HIF-Prolylhydroxylase arbeiten. Deshalb werden die Proteine 

alternativ als  prolyl hydroxylase domain containing Proteine PHD2, PHD1, PHD3 bezeichnet. 

Die PHDs sind Mitglieder der Eisen (II), 2-oxo-glutarat-abhängigen Dioxygenase-Familie 

(Freeman et al. 2003). Diese Enzyme benötigen Sauerstoff als Ko-Substrat. In der 

Hydroxylierungsreaktion (Abb. 1-3) wird ein Sauerstoff-Atom auf ein Prolin in HIF-1α 

übertragen, wobei ein Hydoxyprolin entsteht. Zusätzlich wird das 2-Oxoglutarat dekarboxy-

liert und das zweite Sauerstoff-Atom transferiert. Als Produkt dieser Reaktion entsteht 

Succinat und Kohlendioxid. PHDs nutzen neben Sauerstoff das Fe2+ und Askorbat als Ko-

Faktoren. Fe2+ wird für die Aktivierung des molekularen Sauerstoffes benötigt. Askorbat wird 

für die Reaktivierung des reduzierten Fe3+ benötigt. Es bindet an das aktive Zentrum nach der 

Dekarboxylierung (Berra et al. 2006). 

PHDs hydroxylieren die Proline in HIF-1α, die in einem konservierten LxxLAP Sequenz-

motiv lokalisiert sind (Ivan et al. 2001). Die Reaktivität der PHDs für die Hydroxylierung des 

Prolins 564 hat folgende Priorität: PHD2>>PHD3>PHD1 (Freeman et al. 2003). Außerdem 

gibt es Unterschiede in der Spezifität der Hydroxylierung der beiden Proline in HIF-1α. Alle 

drei PHDs können das Prolin 564 hydroxylieren, allerdings können nur PHD1 und PHD2 das 

Prolin 402 hydroxylieren. Außerdem ist der Km-Wert der PHD1 und PHD2 für das Prolin 402-

enthaltene Peptid 20-fach bis 50-fach höher als für das Prolin 564-enthaltene Peptid (Huang et 

al. 2002). 
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Abb. 1-3: Reaktionsschemata der HIF-Hydroxylasen 

 

Die PHDs sind effektive Sauerstoffsenoren mit einem Km-Wert für Sauerstoff von 230 µM -     

250 µM, der etwas über der atmosphärischen Sauerstoffkonzentration liegt (Hirota et al. 

2005). Die PHD-Aktivität kann durch verschiedenste Faktoren beeinflusst werden. So können 

z.B. die Verringerung des intrazellulären Askorbates oder kompetitive Inhibitoren des 2-

Oxoglutarats zur Inhibierung der PHD-Aktivität führen (Pan et al. 2007). Mutationen, die eine 

Inhibierung der Aktivität der Succinatdehydrogenase zur Folge haben, führen zur Akku-

mulierung von Succinat, wodurch die Aktivität der PHDs verringert wird. Hypoxie kann die 

Laktatkonzentration in Zellen auf 8 mM erhöhen. Deshalb kommt es anschließend zur 

Inaktivierung der PHDs und zur Stabilisierung von HIF-1α (Lu et al. 2005). Der Einfluss von 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) auf die PHD-Aktivität wird kontrovers diskutiert. Einer-

seits kann die Produktion von niedrigen Mengen ROS die PHD-Aktivität unter hypoxischen 

Bedingungen erhöhen (Callapina et al. 2005). Andererseits können ROS mit den Stoff-

wechselprozessen in den Mitochondrien interferieren, wodurch die Konzentrationen von 

Succinat und Fumarat erhöht werden. Diese beiden Metabolite des mitochondrialen Krebs-

zyklus erhöhen die HIF-1α-Stabilisierung durch Inhibierung der PHD-Aktivität (Acker et al. 

2006; King et al. 2006). Außerdem können hohe ROS-Konzentrationen durch Oxidation des 

komplexierten Fe(II) zu Fe(III) im aktivem Zentrum der PHDs deren Aktivität inhibieren 

(Chandel et al. 2000). 

Die drei PHD-Proteine werden in allen Geweben in unterschiedlichen Mengen exprimiert 

(Cioffi et al. 2003; Lieb et al. 2002). Allerdings unterscheidet sich die Lokalisation der PHDs 

in der Zelle.  PHD1 ist ausschließlich im Kern, PHD2 hauptsächlich im Zytoplasma und 

PHD3 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisiert (Metzen et al. 2003). Die PHD-
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Expression kann auf drei verschiedene Weisen beeinflusst werden, z.B. erstens durch eine 

Hypoxie- sowie HIF-abhängige Regulation. PHD2 und PHD3 werden unter hypoxischen 

Bedingungen transkriptionell und HIF-abhängig induziert (Aprelikova et al. 2004; Pescador et 

al. 2005). Diese Induktion verursacht einen negativen Rückkopplungsmechanismus, der HIF 

unter hypoxischen Bedingungen destabilisieren kann (D'Angelo et al. 2003). Stiehl et al. 

(Stiehl et al. 2006) beschrieben die Kompensation von niedrigen Sauerstoffkonzentrationen 

durch erhöhte Expression der PHDs. Zweitens gibt es eine Hypoxie-abhängige, aber HIF-

unabhängige Regulation. Die PHDs werden wie HIF-1α über das 26S Proteasom abgebaut. 

Der Abbau der PHDs wird durch die E3-Ubiquitinligasen Siah1 und Siah2 vermittelt, die unter 

hypoxischen Bedingungen HIF-unabhängig transkriptionell induziert werden (Fukuba et al. 

2007; Khurana et al. 2006; Nakayama et al. 2004; Tian et al. 2006). Außerdem kann als dritte 

Möglichkeit die PHD-Expression durch andere Stimulatoren als Hypoxie reguliert werden. 

Die PHD1-mRNA-Menge erhöht sich nach Östrogenstimulation in der Brustkrebs-zelllinie 

ZR75-5 (Tian et al. 2006). Das PHD3-Homologe in Ratten SM-20 wird durch Aktivierung 

von p53 induziert (Madden et al. 1996). 

Der Vollständigkeit halber soll die bis heute einzig bekannte HIF-Asparaginylhydroxylase 

FIH1 erwähnt werden. Dieses Enzym ist eine Eisen (II), 2-Oxoglutarat-abhängige Dioxy-

genase. Es katalysiert die Hydroxylierung von Asparagin 803 in HIF-1α nach dem bereits für 

die Prolylhydroxylasen beschriebenen Mechanismus (siehe Abb. 1-3). Bei dieser Reaktion 

entstehen jedoch als Produkte β-Hydroxyasparagin, Succinat und Kohlendioxid (Lando et al. 

2002; McDonough et al. 2006). Der Km-Wert für Sauerstoff ist im Gegensatz zu den PHDs für 

FIH1 um die Hälfte geringer (Hirota et al. 2005). FIH1 ist vorwiegend zytoplasmatisch 

lokalisiert und wird durch die E3-Ubiquitinligase Siah1 abgebaut (Fukuba et al. 2007).  

1111....3333....4444 Hypoxische Regulation von HIF-1αααα    

Im Zytoplasma ist HIF-1α über die PAS-B-Domäne an das Chaperon HSP90 (Hitze-

schockprotein 90) gebunden, das HIF-1α stabilisiert und gleichzeitig den nichtspezifischen 

Abbau dieses Proteins verhindert (Katschinski et al. 2004). Die Aktivierung des HIF-1α-

Signalweges ist in Abbildung 1-4 dargestellt und wird für das Verständnis der vorliegenden 

Arbeit im folgenden Abschnitt detailiert beschrieben. 

Die Hydroxylierung und Acetylierung von HIF-1α wird unter hypoxischen Bedingungen 

inhibiert (Bardos et al. 2004; McNeill et al. 2002). Dadurch kann pVHL HIF-1α nicht mehr 

für die Ubiquitinylierung binden, wodurch HIF-1α schnell akkumuliert und in den Kern 

transloziert (Jaakkola et al. 2001; Pouyssegur et al. 2006). Im Kern konkurriert ARNT mit 

HSP90 um die Bindung an die HLH- und PAS-Domäne von HIF-1α (Isaacs et al. 2004). Die 
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Heterodimerisierung mit ARNT - ein Protein, das ebenfalls zur Familie der bHLH/PAS 

Proteine gehört (Kewley et al. 2004) - führt zu einer Konformationsänderung in HIF-1α, 

wodurch ein aktiver Transkriptionsfaktorkomplex gebildet wird (Isaacs et al. 2004; Kallio et 

al. 1997).  

                        

Abb. 1-4: Der HIF-1αααα-Signalweg 

    Die Inhibierung der Hydroxylierung und Acetylierung von HIF-1αααα unter hypoxischen  

    Bedingungen führen zur Stabilisierung und Kerntranslokation des Transkriptions-  

    faktors. Das somit aktivierte HIF-1αααα heterodimerisiert mit ARNT und induziert die   

    Transkription der Zielgene. 
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Einige Studien weisen außerdem darauf hin, dass MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinasen) 

HIF-1α phosphorylieren (Richard et al. 1999) und die transkriptionelle Aktivität von HIF-1α 

erhöhen (Comerford et al. 2004; Lee et al. 2002; Sang et al. 2003). Die Bedeutung der HIF-

1α-Phosphorylierung ist bis heute nicht geklärt. 

1.3.5 Wechselwirkungen zwischen dem HIF1αααα- und dem p53-Signalweg 
Ein weiterer wichtiger Punkt der vorliegenden Arbeit beschäftigt sich mit den Wechsel-

wirkungen zwischen dem HIF-1α- und dem p53-Signalweg. Das Protein p53 ist ein Trans-

kriptionsfaktor, der an der Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt ist und z.B. 

durch DNA-Schäden aktiviert wird. Der Tumorsuppressor p53 ist ein im Kern lokalisiertes 

Protein mit einer kurzen Halbwertszeit, das hauptsächlich durch posttranskriptionelle Modifi-

kationen reguliert wird. Die Stabilisierung und Transaktivierung von p53 wird durch Acety-

lierung sowie Phosphorylierung am Serin 15 durch Rekrutierung der ATM (ataxia 

telangiectasia mutated)-Kinase ermöglicht (Horn et al. 2007). Der aktivierte Transkriptions-

faktor p53 bindet an das p53-spezifische Response-Element (p53RE) (el-Deiry et al. 1992) 

und induziert die Transkription der Zielgene (Wei et al. 2006). Einige bekannte Zielgene von 

p53 sind z.B. die RING E3-Ubiquitinligase mdm2 (mouse double minute 2) (Wu et al. 1993) 

und vier verschiedene Phosphatasen Wip1, Mkp1, Pac1 and Dusp5, welche durch ihre 

Aktivität die MAPK-Signalwege beeinflussen können (Wu et al. 2004). Hdm2 ist das humane 

Homolog zum mdm2 der Maus, die den Abbau von p53 vermittelt (Pinkas et al. 1999). Durch 

einen Ubiquitin-abhängigen Mechanismus wird p53 über das 26S Proteasom abgebaut. 

Starke hypoxische bis anoxische Bedingungen aktivieren den p53-Signalweg, wobei der 

Mechanismus bis heute nicht vollständig aufgeklärt ist. HIF-1α kann an Hdm2 binden und den 

Abbau von p53 inhibieren (Chen et al. 2003). Zusätzlich ist eine direkte Bindung von HIF-1α 

an p53 möglich, wodurch p53 stabilisiert wird (Fels et al. 2005). Das Protein pVHL kann 

ebenfalls mit p53 interagieren, wodurch die Phosphorylierung am Serin 15 durch Rekrutierung 

der ATM-Kinase, Acetylierung und Aktivierung von p53 gefördert wird. p53 bindet an die α-

Domäne von pVHL. Es wird angenommen, das Elongin C, welches im pVHL-HIF-1α-

Komplex an pVHL gebunden ist, mit p53 um die Bindung an der α-Domäne konkurriert (Roe 

et al. 2006a). Gleichzeitig wird unter diesen Bedingungen die HIF-1α-Aktivität durch das 

Konkurrieren mit p53 um den Ko-Faktor p300 inhibiert und die Hdm2-vermittelte 

Ubiquitinylierung von HIF-1α und der 26S proteosomale Abbau  gefördert (Ravi et al. 2000; 

Roe et al. 2006b). 
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1.3.6 Hypoxie-induzierte zelluläre Antwort 
HIF-1α ist essentiell für die normale Embryogenese. Das Ausschalten des HIF-1α-

Genes verursacht in Mäuseembryonen eine pathologische Blutgefäßentwicklung, wodurch 

diese in einem frühen Stadium der Fetalentwicklung sterben (Ryan et al. 1998). Außerdem ist 

HIF-1α assoziiert mit der Karzinogenese von Zellen. Es ist im Dickdarm-, Brust- (Bos et al. 

2001), Magen-, Lungen-, Ovar-, Pankreas- und Prostata-Karzinom überexprimiert (Zhong et 

al. 1999). Hypoxie induziert über die HIF-1α-vermittelte Bildung des Proteins VEGF die 

Angiogenese. Nachgewiesen ist die VEGF-induzierte Blutgefäßbildung unter anderem in 

Ratten und Schweinen (Thomas et al. 1996). Von Bedeutung ist, dass Hypoxie ab-hängig von 

der eingesetzten Sauerstoffkonzentration die Proliferation, die Apoptose sowie die Migration 

von Tumorzellen beeinflusst. Carmeliet und Koautoren (Carmeliet et al. 1998) beschrieben, 

dass Hypoxie Apoptose induziert. Unterschiedlich beschrieben wurde der Ein-fluss der 

Hypoxie bzw. von HIF-1α auf die Proliferation bzw. den Zellzyklus. Einerseits wurde ein 

Hypoxie-vermittelter G1-S-Phasenarrest beobachtet, der durch die Expression der Cyclin-

abhängigen Kinase-Inhibitoren p21 und p27 reguliert wird (Gardner et al. 2001; Goda et al. 

2003). Andererseits ist eine hohe HIF-1α-Proteinmenge mit erhöhter Proliferation und einer 

Ansammlung der Zellen in der späten S-G2-Phase verbunden (Bos et al. 2004). Außerdem 

erhöht Hypoxie die Migration der humanen Brustkrebstzelllinie MDA-MB-231 (Ridgway et 

al. 2005). 

Die Adaptation an hypoxische Bedingungen wird begleitet durch das Absinken des pH-Wertes 

in der Zelle als Resultat einer erhöhten Produktion von Milchsäure. Die Ursache ist die 

anaerobe Glykolyse, die die Bildung von ATP unter sauerstoffreduzierten Bedingungen 

ermöglicht (Pasteur Effekt) (Seagroves et al. 2001; Wenger et al. 2002). 

1.4 Der AhR-Signalweg 

Die Wirkung einer großen Gruppe von Umweltschadstoffen bzw. Xenobiotika, wie z.B. 

TCDD, wird durch den AhR vermittelt (Schmidt et al. 1996). 

1.4.1 Die Liganden des AhR 
Die Liganden des AhR sind strukturell sehr unterschiedlich (Denison et al. 2003). Die 

Liganden lassen sich in die Klasse der synthetischen Liganden, die als Konsequenz anthro-

pogener und nicht-biologischer Reaktionen entstehen, und in die Klasse der natürlich vor-

kommenden Liganden einteilen.  

Zu den synthetischen Liganden des AHR zählen die nicht-halogenierten, polyzyklischen, 

aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) sowie die halogenierten aromatischen Kohlen-

wasserstoffe (HAH). Zur PAH-Gruppe gehören z.B. Benzanthracen, Benzoflavon, Benzo-
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[a]pyren, die durch unvollständige Pyrolyse von Kohlenstoffquellen entstehen und in Diesel-

abgasen, im Zigarettenrauch und in stark gegrillten Lebensmitteln auftreten (Koss et al. 2004). 

Zur HAH-Gruppe zählen unter anderem die polychlorierten Dibenzo-p-dioxine (PCDD), die 

polychlorierten Dibenzofurane (PCDF) und die polychlorierten Biphenyle (PCB). Die PCDD 

und PCDF haben keinen industriellen Nutzen, sondern entstehen als Nebenprodukte bei 

industriellen und thermischen Prozessen. Früher war die Herstellung und Verarbeitung 

chlorierter organischer Verbindungen sowie die Zellstoffbleichung eine Haupt-quelle der 

PCDD und PCDF, während in der heutigen Zeit vor allem thermische Prozesse in 

Anwesenheit von Chlorverbindungen von Bedeutung sind. Dazu zählen z.B. die Müllver-

brennung sowie die Verbrennung von Holz und fossilen Brennstoffen (Behnisch et al. 2001; 

Gribble et al. 1998).  

Das in dieser Arbeit verwendete und bekannteste Dioxin aus der Klasse der PCDD ist das 

TCDD (Abb. 1-5). Im Vietnamkrieg wurde das TCDD-verunreinigte Herbizid „Agent 

Orange“ eingesetzt (Verger et al. 1994). Außerdem wurde TCDD bekannt, nachdem in Seveso 

(Italien) in einer Anlage zur Produktion von Pentachlorphenol eine Explosion mehrere 

Kilogramm Dioxin in die Umwelt freisetzte (Bertazzi et al. 2001; Steenland et al. 2004). Als 

Folge stieg die Tumorinzidenz und Mortalität der dort lebenden Menschen (Bertazzi et al. 

2001).  

Der Abbau der HAH in der Umwelt erfolgt vorwiegend durch Photolyse (Atkinson et al. 

1991). Aufgrund der zahlreichen Einflussgrößen ist die Halbwertszeit von TCDD sehr unter-

schiedlich. Die Halbwertszeit beträgt z.B. in Bodenpartikeln 10-12 Jahre. In Organismen ist 

diese vom Körpergewicht und Körperfettanteil abhängig und liegt bei Mäusen bei 8-24 Tagen 

und bei Meerschweinchen bei 30-94 Tagen. Im Menschen wird eine Halbwertszeit von 7 bis 

10 Jahren angenommen (Geyer et al. 1986; Miniero et al. 2001). Als Hauptquelle der 

Aufnahme von PCDD und PCDF gilt die Nahrung (Parzefall et al. 2002). Betroffen sind vor 

allem tierische Lebensmittel wie Milch, Fleisch und Fisch, während pflanzliche Nahrungs-

mittel eine untergeordnete Rolle spielen (Fürst et al. 1998). Dioxine sind ebenfalls in der 

menschlichen Muttermilch zu finden (Eskenazi et al. 2004). 

 

                                

Abb. 1-5: Struktur des 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-para-dioxin (TCDD) 
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Zur Einschätzung der Toxizität für Menschen wurde das Toxizitätsäquivalent-System 

eingeführt. Dabei wurde das Kongener mit der höchsten Toxizität, das 2,3,7,8-TCDD, als 

Referenzsubstanz gewählt und dessen Toxizitätsäquivalentsfaktor (TEF) mit 1,0 festgelegt 

(Safe et al. 1998). Die Toxizität von TCDD wird in Abschnitt  1.4.5 näher beschrieben. Die 

WHO legte aufgrund der Toxizität von TCDD für dessen Aufnahme eine tolerierbare Grenze 

von 1-4 pg/kg/Tag fest (van Leeuwen et al. 2000). 

Die HAH repräsentieren die potenteste Klasse der AhR-Liganden mit einer hohen Affinität für 

den AhR. Die Dissoziationskonstanten für Jod125-markiertes Dibromodibenzo-p-dioxin liegt 

bei 6 bis 10 pM (Bradfield et al. 1988; Schmidt et al. 1996).  

Um die Liste der AhR-Liganden zu vervollständigen, müssen auch die natürlichen Liganden 

erwähnt werden. Dazu gehören sowohl in der Nahrung vorkommende als auch endogene 

Liganden, wie Indol und indolhaltige Verbindungen, die über verschiedene Reaktionen aus der 

Aminosäure Tryptophan gebildet werden können (Heath-Pagliuso et al. 1998). Andere AhR-

Liganden sind z.B. die aus dem menschlichen Urin isolierten Verbindungen Indirubin und 

Indigo (Adachi et al. 2001), die Hämoglobin-Abbauprodukte Bilirubin und Biliverdin (Phelan 

et al. 1998) und der Arachidonsäuremetabolit Lipoxin A4 (Schaldach et al. 1999). Fast 

jährlich werden neue AhR-Liganden identifiziert, allerdings ist der bereits seit langem 

gesuchte, spezifische und höchst wirksame endogene Ligand des AhR bis heute noch nicht 

bekannt (Fujii-Kuriyama et al. 2005).  

1.4.2 Die Struktur des AhR 
Am N-Terminus des AhR befindet sich die basische Domäne, gefolgt von der HLH-Domäne. 

Beide sind in die Heterodimerisierung und DNA-Bindung involviert. An diese Domänen 

schließen sich die beiden PAS-Domänen A und B an, die für die Heterodimerisierung, Ligan-

denbindung und Hsp90-Bindung notwendig sind. Die Ligandenbindungsdomäne (LBD) des 

AhR ist in der Sequenz von As 230 bis As 421 lokalisiert und überlappt so mit der PAS-B-

Region, die ebenfalls die Bindungsstelle für das Hsp90 enthält (Bacsi et al. 1996; Whitelaw et 

al. 1993) (siehe Abb. 1-6).  
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Abb. 1-6: Struktur des AhR 

bHLH, basic-helix-loop-helix; PAS, Per/ARNT/SIM; NLS, Kernlokalisierungs- 

signal; NES, Kernexportsignal 

 

Für die Interaktion mit Hsp90 ist zusätzlich die bHLH-Domäne nötig, in der außerdem das 

Kernlokalisierungssignal (NLS, As 13-39) enthalten ist. In der bHLH-Domäne ist weiterhin 

ein Kernexportsignal (NES, As 55-75) lokalisiert (Ikuta et al. 1998). Die Trans-

aktivierungsdomäne (As 521-640) des AhRs ist C-terminal gelegen und ermöglicht die 

Bindung von Ko-Faktoren, wie z.B. des Proteins p300 (Jain et al. 1994; Mimura et al. 2003). 

1.4.3 Der AhR-Signalweg  
Der AhR-Signalweg ist in Abbildung 1-7 dargestellt. Dieser wird im folgenden Abschnitt 

detailiert beschrieben, weil er für das Verständnis dieser Arbeit von wesentlicher Bedeutung 

ist. Der de-novo synthetisierte AhR bildet in Abwesentheit von Liganden im Zytoplasma mit 

dem Chaperon Hsp90, dem Ko-Chaperon p23 und dem Immunophilin-ähnlichen Protein 

XAP2 (Hepatitis B Virus X assoziiertes Protein, auch bekannt als AIP oder ARA9) einen 

stabilen Komplex. XAP2 bindet an die PAS-Domäne des AhR und die C-terminale Region des 

XAP2-Proteins interagiert mit Hsp90 (Meyer et al. 1999). XAP2 hat eine stabilisierende 

Funktion, wobei angenommen wird, dass das Protein auch als Ko-Aktivator wirken kann 

(Carver et al. 1997; Ma et al. 1997). Das Ko-Chaperon p23 bindet in diesem Komplex an die 

Nukleotidbindungsstelle im N-Terminus des Hsp90 und wird für ein effiziente Aktivierung 

des AhR-Signalweges benötigt (Cox et al. 2003; Kazlauskas et al. 1999). Hsp90 reprimiert die 

DNA-Bindungsaktivtät des AhR und formt und hält die Ligandenbindungskonformation 

aufrecht (Pongratz et al. 1992; Whitelaw et al. 1994).   

Die Liganden des AhR binden an die LBD und interagieren je nach Affinität mit unterschied-

lichen Aminosäuren. Essentiell für die Ligandenbindung ist die Aminosäure Tryptophan 320 

(Backlund et al. 2004; Goryo et al. 2007). Die Bindung von Liganden an den AhR führt zu 
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einer Konformationsänderung, wodurch über das NLS der Kernimport erfolgt und gleichzeitig 

die DNA-Bindungsaffinität erhöht wird (Bradfield et al. 1988; Henry et al. 2003). Ikuta et al. 

(Ikuta et al. 2004) beschrieben, dass Serin-Phosphorylierungen im NLS durch die Protein 

Kinase C den Kernimport negativ regulieren.  

Im Kern konkurriert der Heterodimerisierungspartner ARNT mit Hsp90 um die Bindung an 

die HLH- und PAS-Domänen des AhR (Meyer et al. 1999). Es erfolgt die Dissoziation des 

Hsp90-XAP2-p23 Komplexes (McGuire et al. 1994). Der AhR/ARNT-Komplex kann über die 

Transaktivierungsdomäne Ko-Faktoren binden, die die transkriptionelle Aktivität des 

Komplexes erhöhen. Als Ko-Faktoren sind die aus der Familie der Kernrezeptoren als Ko-

Aktivatoren bekannten Proteine SRC-1, NCoA-2, pCIP (Beischlag et al. 2002) und das Protein 

RIP140 (Mimura et al. 2003) zu nennen. Zusätzlich kann ARNT mit der 

Histonacetyltransferase p300 interagieren (Kobayashi et al. 1997). Die Bindung der Ko-

Faktoren ermöglich außerdem die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktorkomplexen 

(Carlson et al. 2002). Der AhR/ARNT-Komplex ist ein aktiver Transkriptionsfaktorkomplex, 

der an das AhR-spezifische Response-Element XRE (xenobiotische Response-Element) in der 

Promoterregion der Zielgene bindet. Die Erkennung der DNA-Bindungsstelle wird durch die 

basische Domäne des AhR vermittelt (Bacsi et al. 1995; Fukunaga et al. 1995; Swanson et al. 

1995). Die Aminosäure Lysin 11 ist essentiell für die DNA-Bindung (Andreasen et al. 2002). 

Die Kernsequenz des XRE ist 5´-CACGC-3´ (Denison et al. 1988).  

Seit langem  bekannte Zielgene des AhR sind das Cytochrom P450 1A1 (Cyp1A1) (Jones et 

al. 1990), die UDP-Glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1) (Yueh et al. 2003) und die 

Glutathion S-Transferase Ya (GST Ya) (Paulson et al. 1990), sowie Gene, die für Enzyme zur 

Detoxfikation von Xenobiotica kodieren (Jakoby et al. 1990). Ein weiteres Zielgen ist der 

AhR-Repressor (AhRR) (Baba et al. 2001; Karchner et al. 2002; Tsuchiya et al. 2003). Dieser 

negative Regulator des AhR-Signalweges  gehört ebenfalls zu Familie der bHLH/PAS-

Proteine und ähnelt strukturell dem AhR. Zwischen beiden Proteinen besteht eine große 

Homologie vom N-Terminus bis zur PAS-A-Domäne. Der AhRR besitzt allerdings keine 

PAS-B- und TAD-Domäne (Kewley et al. 2004). Dieser Faktor konkurriert mit dem AhR um 

die Bindung von ARNT und kann ebenfalls an das XRE binden. Es wird angenommen, dass  

dieses Protein durch diese Kompetition den AhR-Signalweg blockiert und die AhR- 

vermittelte Induktion der Zielgene vermindert (Baba et al. 2001; Karchner et al. 2002;  

Mimura et al. 1999). Der AhRR wird konstitutiv exprimiert (Bernshausen et al. 2005; 

Tsuchiya et al. 2003) und im AhRR-Promotor ist eine XRE-Bindestelle lokalisiert (Baba et  

al. 2001). 
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Abb. 1-7: Der AhR-Signalweg 

    Die Bindung von TCDD an den AhR führt zur Kerntranslokation sowie an-  

    schließender Heterodimerisierung des Transkriptionsfaktors mit ARNT. Dieser  

    Komplex induziert die Transkription der Zielgene. Die Bindung des AhR/ARNT– 

    Komplexes an das XRE wird durch den AhR-Repressor/ARNT-Komplex inhibiert. 

 

Der Kernexport des AhR wird durch den Faktor CRM1 (chromatin region maintenance 1) 

vermittelt. Sowohl der latente AhR/Hsp90-Komplex als auch der aktivierte AhR werden ex-

portiert. Das Protein CRM1 interagiert mit dem NES des AhR. Die Dimerisierung des AhR 

mit ARNT verhindert das Erkennen des NES. Nach dem Kernexport erfolgt der Abbau des 

AhR durch das 26S Proteasom (Davarinos et al. 1999; Song et al. 2002).  

1.4.4 Die Interferenz zwischen dem AhR- und dem Östrogen-Rezeptor αααα- 
(ERαααα)))) Signalweg 

Ein weiteres wichtiges Anliegen der vorliegenden Arbeit ist die Wechselwirkung des AhR- 

und ERα-Signalweges. Die molekularen und zellulären Wirkungen des Steroidhormons 17β-

Östradiol werden durch den Östrogen-Rezeptor (ER) vermittelt. Zwei ER-Isoformen sind 

bekannt: ERα und ERβ. Beide ER bestehen aus 6 Regionen. Die Regionen A und B haben 

eine konstitutiv aktive Transkriptionsfunktion (AF1, activating function 1). Region C wird für 

die DNA-Bindung benötigt und Region D enthält eine NLS. Die Regionen E und F enthalten 

die Ligandenbindungsdomäne und die AF2, welche eine Liganden-aktivierte Transkriptions-

funktion  beinhaltet  (Ikeda et al. 2004).  Die Hormonbindung  induziert  eine  Konformations- 
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änderung, wodurch der ER homodimerisiert, in den Kern transloziert und an das ER-

spezifische Response-Element (ERE, 5´-AGGTCA-3´) bindet (Hall et al. 2001). Die ER 

können durch die Phosphorylierung am Serin 106, 118, 167 und 236 und Tyrosin 537 

transaktiviert werden. Die Phosphorylierungen werden durch den PI3K-, den Akt-, den 

MAPK-Signalweg oder durch die Protein Kinase A vermittelt, wodurch die ER-Aktivität 

erhöht wird (Pearce et al. 2004). 

Es besteht eine inhibitorische Wechselwirkung zwischen dem AhR- und dem ERα-Signalweg, 

die durch verschiedene Mechanismen vermittelt wird. So kann eine direkte Inhibierung des 

ERα-Signalwegs über den aktivierten AhR/ARNT-Komplexes durch dessen Bindung an das 

inhibitorische XRE (iXRE) im Promotorbereich von Zielgenen des ERs erfolgen. Ein iXRE ist 

z.B. in den durch Östrogen induzierbaren Genen Cathepsin D, pS2 und cFos zu finden (Safe et 

al. 2000). Die Bindung des AhR/ARNT-Komplexes an ein iXRE im Promoter verhindert die 

Bildung eines transkriptionell aktiven ER-SP1-Komplexes (Duan et al. 1999; Wang et al. 

2001). Die Interaktion des aktivierten AhR/ARNT-Komplexes mit AP1 (activating protein 1) 

am XRE/AP1-DNA-Bindemotiv verhindert die Bindung des aktivierten ERα an das 

benachbarte ERE (Gillesby et al. 1997). Außerdem entsteht ein weiterer inhibitorischer 

Mechanismus durch die Konkurrenz um Ko-Aktivatoren. Der AhR und der ERα konkurrieren 

um den Ko-Faktor NF1 (nuclear factor 1), wodurch die AhR-induzierte Transkription des 

Cyp1A1 reduziert wird (Ricci et al. 1999). Weiterhin kommt die Synthese eines bisher 

unbekannten inhibitorischen Proteins zur Vermittlung der inhibitorischen Interferenz in Frage 

(Matthews et al. 2006). Ebenfalls ist eine direkte Bindung des ERα an den AhR möglich. Die 

AF1-Domäne des ERα wird für die Interaktion mit dem aktivierten AhR benötigt und wird als 

weiterer Mechanismus zur Kontrolle der ERα-Proteinmenge beschrieben (Ohtake et al. 2003). 

Ein erhöhter proteosomaler Abbau des ERα und des AhR durch die Aktivierung des AhR ist 

ein weiterer inhibitorischer Mechanismus (Wormke et al. 2003). Schließlich kann eine 

Veränderung in der Östrogensynthese bzw. des Östrogen-metabolismus durch eine erhöhte 

Expression der drei Enzyme Aromatase, Cyp1A1 oder Cyp1A2 hervorgerufen werden. 

Cyp1A1 oder Cyp1A2 führen zu einer Erhöhung des oxida-tiven Östrogenmetabolismus und 

zu einer Verringerung des Östrogens (Spink et al. 1992; Spink et al. 1994; Spink et al. 1990). 

1.4.5 TCDD- (AhR-vermittelte) induzierte zelluläre Antwort 
TCDD, der potenteste AhR-Ligand, löst ein breites Spektrum an biochemischen und  

toxischen Effekten aus, z.B. akute Toxizität, Entwicklungs- und Reproduktionstoxizität, 

Neurotoxizität, Immuntoxizität, endokrine Störungen sowie Kanzerogenität. Auftreten und 
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Stärke dieser Toxizitäten unterscheiden sich nach Spezies, Geschlecht und Alter (Birnbaum et 

al. 2000; Mandal et al. 2005). 

Hinsichtlich der akuten Toxizität gibt es inter- und intraspezifische Unterschiede. Der LD50-

Wert liegt z.B. beim Meerschwein bei 2 µg/kg Körpergewicht beim Hamster dagegen bei 

3000 µg/kg Körpergewicht (McConnell et al. 1978; Olson et al. 1980). Besonders deutlich 

werden intraspezifische Unterschiede am Beispiel verschiedener Rattenstämme. Long-Evans 

Ratten haben einen LD50-Wert von 18 µg/kg Körpergewicht, wohin-gegen Han/Wistar Ratten 

einen LD50-Wert von 9600 µg/kg Körpergewicht aufweisen (Pohjanvirta et al. 1999; Unkila et 

al. 1995).  Charakteristisch für die toxische Wirkung des TCDD ist das „wasting“ Syndrom 

vor Eintritt des Todes. Dieses Auszehrsyndrom wird durch eine dramatischen Reduktion des 

Körpergewichtes, hauptsächlich durch Verlust von Fett- und Muskelgewebe charakterisiert 

(Kelling et al. 1985). 

In der Reproduktion und der Entwicklung wirkt sich TCDD auf die Morphologie und Funktion 

der Reproduktionsorgane aus (Gray et al. 1996; Pocar et al. 2005). Eine konstitutive 

Stimulation des AhR sowie eine konstitutive Cyp1A1-Expression scheint während der 

Oozytenreifung nötig zu sein (Nestler et al. 2007; Pocar et al. 2004). Im Erwachsenenalter 

kann eine verringerte Spermatogenese beobachtet werden (Mably et al. 1992a; Mably et al. 

1992b). Im frühen Entwicklungsstadium kann eine Exposition mit TCDD beim Embryo zu 

strukturellen Missbildungen und Totgeburten führen, weshalb TCDD als ein Teratogen einge-

stuft wurde (Courtney et al. 1971; Huuskonen et al. 1994). Eine pränatale Exposition mit 

TCDD erhöht das Brustkrebsrisiko im Erwachsenenalter (Jenkins et al. 2006). Weiterhin stört 

TCDD das endokrine System, so beispielsweise Signalwege der Schilddrüsen- und Steroid-

hormone (Potter et al. 1983; Schuur et al. 1997) (siehe Abschnitt  1.4.4). 

Den empfindlichsten Angriffspunkt für TCDD stellt das Immunsystem dar. Dies äußert sich 

primär im Verlust an lymphatischen Gewebe insbesondere im Thymus (Vos et al. 1974). In 

Versuchstieren wird die Antikörperproduktion, die B-Zell-Reifung und die T-Zell-Aktivier-

ung durch TCDD-Exposition negativ beeinflusst (Inouye et al. 2003; Kerkvliet et al. 2002; 

Sulentic et al. 2000; Thurmond et al. 2000). Auch sind störende Effekte auf die synaptische 

Übertragung und die neuronale Netzwerkbildung bekannt (Mandal et al. 2005). 

Besonders hervorzuheben ist, dass TCDD ein Karzinogen ist, wobei diese Substanz weder 

genotoxisch noch mutagen wirkt. TCDD fördert die Entstehung verschiedener Arten von 

Tumoren in Versuchtieren wie Mäuse, Ratten, Hamster (IARC et al. 1997). Dies wurde auch 

besonders nach dem Unfall in Seveso deutlich, nachdem die Tumorbildung der dort lebenden 

Menschen signifikant stieg (Bertazzi et al. 2001). Auf zellulärer Ebene sind Differenzierungs- 

und Proliferationsvorgänge fehlgesteuert. Nach TCDD-Exposition kann eine Inhibierung der 
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Proliferation bzw. ein G1-Phasenarrest (Biegel et al. 1990; Marlowe et al. 2004) und eine 

Inhibierung der Zelldifferenzierung (Vogel et al. 2003) beobachtet werden.  

1.5 Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1αααα-Signalweg 

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-

Signalweg. Der lipophile Umweltschadstoff TCDD akkumuliert im Fettgewebe, z.B. in der 

Brustdrüse (Abraham et al. 1996). Sowohl das TCDD als auch Hypoxie, die durch unge-

nügende Vaskularisierung entsteht, können molekulare Mechanismen im Mammakarzinom 

beeinflussen. Die durch TCDD- und Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktoren AhR und 

HIF-1α heterodimerisieren beide mit ARNT und binden an das spezifische Response-

Elemente im Promotorbereich verschiedener Zielgene. Das XRE (5´-CACGC-3´) und das 

HRE (5´-CACGTA-3´) haben die Sequenz 5´-CAC-3´gemeinsam. Diese Sequenz der 

Response-Elemente wird spezifisch durch ARNT erkannt. Das XRE wird im Vergleich zum 

HRE stärker durch ARNT gebunden (Kinoshita et al. 2004). Lee und Koautoren (Lee et al. 

2006) haben die diffentielle Genexpression nach gleichzeitiger Exposition mit TCDD und 

Hypoxie in der menschlichen Hepatom-Zelllinie Hep3B untersucht und Unterschiede zur 

Genexpression nach Einzelexposition gefunden. Zu den differentiell reguliert Genen nach 

gleichzeitiger Exposition zählen die klassischen Zielgene Cyp1A1 und die Karbonanhydrase 

IX sowie Gene, die in den Lipidmetabolismus involviert sind. 

Die Interferenz zwischen dem AhR- und HIF-1α-Signalweg (siehe Abb. 1-8) wurde bereits 

untersucht. Chan und Koautoren (Chan et al. 1999) konnte zeigen, dass eine gleichzeitige 

Stimulation mit CoCl2 (einem HIF-1α-Stabilisator) und β-Naphthoflavon (einem AhR-

Agonisten) die Induktion des XRE und HRE sowie die Induktion der Zielgene EPO und 

Cyp1A1 in der humanen Hepatom-Zelllinie Hep3B inhibiert. Andere Gruppen konnten 

dagegen nur eine Inhibierung des AhR-Signalweges durch Hypoxie in einer humanen 

(HepG2), einer Ratten- (H4IIE) und murinen (Hepa1) Hepatom-Zelllinien beobachten 

(Gassmann et al. 1997; Gradin et al. 1996; Kim et al. 2000; Park et al. 1999; Pollenz et al. 

1999). In vivo-Studien in Ratten zeigten, dass durch orale Applikation von TCDD und 

Exposition mit Kohlenmonoxid die AhR-vermittelte Induktion des Zielgenes Cyp1A1 

inhibiert  ist,  allerdings die  HIF-1α-vermittelte  Induktion  des  Zielgenes  VEGF  

unverändert blieb (Hofer et al. 2004). Dagegen wurde eine Reduktion des HIF-1α- 

Signalweges  durch die Aktivierung des AhR-Signalweges  im  Zebrafisch  und in der  

murinen  Hepatom-Zelllinie  Hepa1 (Nie et al. 2001;  Prasch et al. 2004)  beschrieben.  Diese  
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Daten zeigen, dass die Interferenz zwischen dem AhR- und HIF-1α-Signalweg von der 

Sensitivität der Zelllinie gegenüber den einzelnen Stressoren sowie von der eingesetzten 

Konzentration der Stressoren abhängig ist.  

 

                           

Abb. 1-8: Die Interferenz zwischen dem AhR- und HIF-1αααα-Signalweg 

    Hypoxie bzw. die Bindung von TCDD führen zur Aktivierung und Kerntranslokation  

    der Transkriptionsfaktoren HIF-1αααα bzw. AhR. Nach anschließender Heterodimeri- 

    sierung mit ARNT und Bindung der Komplexe an die Response-Elemente (HRE/XRE)  

    in der Promoterregion wird die Transkription der Zielgene induziert. 

     

Anfangs wurde eine Konkurrenz der Transkriptionsfaktoren AhR und HIF-1α um den 

gemeinsamen Dimerisierungspartner ARNT angenommen (Gradin et al. 1996; Park et al. 

1999).  Allerdings zeigten Gel mobility shift- und Western Blot-Analysen, dass dieselbe 

Menge an AhR/ARNT-Komplexen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen ge-

bildet wird (Pollenz et al. 1999). Weiterhin konnte durch Knockout-Analysen gezeigt werden, 

dass eine Verringerung von ARNT nicht zur Destabilisierung von HIF-1α oder zur 

Inhibierung des AhR-Signalweges führt (Tomita et al. 2000). Somit blieb die Frage nach dem 

Mediator der Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg bisher unbeant-

wortet. 
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1.6 Zielstellung 

 
Vor dem Beginn dieser Arbeit war bereits die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-

1α-Signalweg in Mäusen, Ratten und humanen Hepatom-Zelllinien untersucht worden. 

Außerdem war die anti-östrogene Wirkung des TCDD, die inhibitorische Wechselwirkung 

zwischen dem AhR- und ERα-Signalweg und zwischen dem HIF-1α- und p53-Signalweg in 

Versuchstieren und Zelllinien beschrieben. Die Auswirkungen der Interferenz zwischen dem 

AhR- und HIF-1α-Signalweg auf andere Signalwege waren allerdings noch unbekannt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die humane ER-positive Brustkrebszelllinie MCF-7 als 

Zellmodell gewählt. In diesen Zellen wurden der AhR- und der HIF-1α-Signalweg einzeln 

und nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie untersucht. Die Zelllinie MCF-7 

ist ein häufig verwendetes Zellmodell, um Effekte von Östrogenen und Anti-Östrogenen auf 

Genexpression und Proliferation zu untersuchen. Im Vergleich zu den bisher in anderen 

Studien verwendeten Zellmodellen bieten MCF-7-Zellen den Vorteil, die Auswirkungen einer 

physiologisch relevanten Exposition mit TCDD und Hypoxie in einer Hormon-abhängigen 

Zelllinie untersuchen zu können. Es wurden Veränderungen im ERα- sowie p53-Signalweg 

nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie analysiert und mit bereits in der 

Literatur beschriebenen Effekten der Einzelstimulation verglichen.  

Ein weiterer Ausgangspunkt dieser Arbeit waren Mikroarray-Daten, die den Trans-

kriptionsfaktor NFAT als TCDD- und Hypoxie-reguliertes Gen identifiziert hatten. Die 

Aktivierung des NFAT-Signalweges nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie wurde 

deshalb untersucht. Schließlich wurden zur weiteren Charakterisierung der Interferenz 

zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg verschiedene Proteine untersucht, die in der 

Literatur als Interaktionspartner von HIF-1α beschrieben wurden.   
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2 Material und Methoden 
Die meisten Reagenzien wurden von der Firma SIGMA-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 

Sofern dies nicht zutrifft, wird im Folgenden der Firmenname in Klammern genannt. Die 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist im Anhang B Abschnitt 8.1 aufgeführt. 

2.1 Zellkultur 

2.1.1 Kultivierte Zellinien 
In dieser Arbeit wurden die Zelllinien MCF-7 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellen, Braunschweig) und HepG2 (Prof. D. M. Katschinski, Zentrum Physiologie und 

Pathophysiologie, Abteilung Herz- und Kreislaufphysiologie, Georg-August-Universität 

Göttingen) verwendet. Die MCF-7- (Michigan Cancer Foundation) Zelllinie ist eine humane, 

hormonsensitive Mammakarzinomzelllinie, die 1970 aus dem Pleuraerguss einer Patientin 

isoliert wurde, deren metastasiertes, duktales Mammaadenokarzinom zuvor drei Jahre lang 

mit Hormon- und Radiotherapie behandelt worden war. Diese Zelllinie wurde in verschie-

denen Studien (Katzenellenbogen et al. 1987; Pink et al. 1996) verwendet, um Östrogen-ab-

hängige Prozesse sowie die Auswirkungen von Anti-Östrogenen im Brustkrebs zu unter-

suchen. Die Zelllinie HepG2 wurde aus einem Patienten mit hepatozellulären Karzinom 

isoliert und etabliert (Knowles et al. 1980). Diese Zelllinie ist ein häufig verwendetes 

Zellmodell, um Hypoxie und den Einfluss von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren auf den 

HIF-1α-Signalweg zu untersuchen (Stiehl et al. 2002; Tacchini et al. 2001). 

2.1.2 Kultur und Stimulation der Zelllinien 
MCF-7-Zellen wurden in MEM Earle (Minimal essential medium, Biochrom, Berlin), ergänzt 

mit 10 % FBS (fetal bovine serum, Biochrom) sowie 1 mM Natriumpyruvat (Biochrom) und 

4 µg/ml Rinderinsulin bei 37 °C, 20 % O2 und 5 % CO2, kultiviert. HepG2-Zellen wurden in 

DMEM (Dulbecco`s modified Eagel`s medium, Gibco, Karlsruhe), versetzt mit 10 % FBS,     

1 mM Natriumpyruvat bei 37 °C, 20 % O2 und 5 % CO2, kultiviert. Je nach Konfluenz 

wurden die Zellen nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Dafür wurde das Kulturmedium verworfen, 

die Zellen mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 0,05 % Trypsin/PBSE abgelöst. Die 

abgelösten Zellen wurden im entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und auf mehrere 

Zellkulturflaschen verteilt. 

Zur Stimulation mit 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) und/oder Hypoxie wurden 

die Zellen mit einer definierten Zellzahl ausplattiert und für 24 Stunden bei 37 °C, 20 % O2 

und 5 % CO2 (normoxische Bedingungen) kultiviert. Die Exposition mit TCDD (Amchro, 

Hattersheim) erfolgte mit einer Endkonzentration von 0,01 nM bis 100 nM. Um Effekte des 
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Lösungsmittels für TCDD auszuschließen, wurde zusätzlich zu jeder TCDD-Exposition eine 

DMSO-Kontrolle mitgeführt. Die Konzentration des DMSO in den Kontrollen entsprach der 

DMSO-Konzentration in den TCDD-Stimulationen. Vor einer hypoxischen Stimulation 

wurde das Kulturmedium 12 h bei 37 °C, 5 % O2 und 5 % CO2 äquilibriert und danach den 

Zellen zugesetzt. Anschließend wurden die Zellen je nach Fragestellung für 6 h bis 24 h in 

einer hypoxischen Kammer bei 37 °C, 5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. Bei Doppelexposition 

mit TCDD und Hypoxie erfolgte die Stimulation mit 10 nM TCDD unter den beschriebenen 

hypoxischen Bedingungen. Die Dauer der Stimulation variierte in Abhängigkeit unterschied-

licher Fragestellungen von 1 h bis 6 h bzw. 24 h. In der folgenden Tabelle sind die zusätzlich 

verwendeten Zusätze aufgeführt.  

 

Tabelle 2-1: Verwendete Zusätze zur Zellkultur 

Zusatz Konzentration Lösungsmittel Beschreibung / 

Wirkung 

α-Naphthoflavon (ANF) 10 µM DMSO AhR Antagonist 
Cyclosporin A (CsA) 1 µM 50 % Ethanol  Inhibitor des Kalzineurin 

PD98059 50 µM DMSO Inhibitor der MEK1 
NAC 

(N-acetylcystein) 
1 mM ddH2O Radikalfänger 

LPC (Lysophospha-
tidylcholin) 

10 mM ddH2O Substrat des Autotaxin  

LPA 
(Lysophosphatidylsäure) 

10 mM ddH2O Produkt der Autotaxin-
vermittelten Hydrolyse 

von LPC 
 
 
Zur Illustration sind in Abb. 2-1 die allgemeingültigen Stimulationsschemata aufgeführt.  
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Abb. 2-1: Stimulationsschemata 

Die Zugabe der in Tabelle 2-1 aufgeführten Zusätze erfolgte entweder allein,   

simultan während der Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie (1. Stimulations- 

schema) oder vor der Inkubation mit TCDD und/oder Hypoxie (2. Stimulations- 

schema).  

2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen 
Die im flüssigem Stickstoff bei -196 °C gelagerten Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut, in ein 

15 ml Reaktionsröhrchen mit dem entsprechenden Kulturmedium überführt und bei 1000 x g 

und 4 °C, 5 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet im vorgewärmten 

Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen überführt. 

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese (wie im Abschnitt 2.1.2 beschrieben) mit Trypsin 

abgelöst, in dem entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und 5 Minuten bei 1000 x g 

und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Medium (10 % DMSO und 20 % FBS) 

resuspendiert und in ein Kryo-Röhrchen überführt. Das Kryo-Röhrchen wurde in einem mit 

12-stüngige Inkubation des 
Medium bei 5 % CO2 und 5 % O2 

6-stündige bzw. 
24-stündige 
Stimulation der 
Zellen und/bzw. 
Inkubation mit 
verschiedenen 
Zusätzen 

Vorinkubation 
des Mediums 

1. Stimulationsschema: 

LPA 
LPC 
 

NAC 
 

10 nM 
TCDD 

Hypoxie 
(5 % O2) DMSO 

Hypoxie 
(5 % O2) 
DMSO 

Zelle 

12-stüngige Inkubation des 
Medium bei 5 % CO2 und 5 % O2 

1- bis 6-stündige 
bzw. 24-stündige 
Stimulation der 
Zellen 

Vorinkubation 
des Mediums 

Vorinkubation der 
Zellen mit Inhibitoren 

4 Stunden ANF  
1 Stunde Cyclosporin A 
1 Stunde PD98059 

10 nM 
TCDD 

Hypoxie 
(5 % O2) 

2. Stimulationsschema: 

DMSO 
DMSO + 
Hypoxie 

Zelle 
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Isopropanol gefüllten Einfrierbehälter (Kühlungsrate von -1 °C/Minute) auf -80 °C abgekühlt 

und anschließend im flüssigen Stickstoff gelagert. 

2.1.4 Durchflußzytometrie 
Die durchflusszytometrischen Messungen der Zellen erfolgten mit dem FACSCAN (BD 

Bioscience, Heidelberg). Von jeder Zelle wurden das Vorwärtsstreulicht (FSC) und das 

Seitwärtsstreulicht (SSC) gemessen, aus denen Informationen zur Zellgröße bzw. 

Zellgranularität gewonnen werden können. Die Auswertung erfolgte mit der CellQuestPRO-

Software (BD Bioscience). Dabei wurden im Diagramm „FSC gegen SSC“ die vitalen Zellen 

selektiert. Die Bildung von intrazellulären reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wurde mit Hilfe 

des Detektionsreagenz 2´,7´-Dichlorofluoreszeindiacetat (H2DCFDA, Invitrogen, Karlsruhe) 

gemessen. ROS in den Zellen bedingt die Oxidation des nichtfluoreszierenden Reagenz 

H2DCFDA zum fluoreszierenden Produkt 2´,7´-Dichlorofluoreszein (DCF). Nach der 

Stimulation wurden die abgelösten Zellen (wie im Abschnitt  2.1.2 beschrieben) mit 10 µM 

H2DCFDA 20 Minuten inkubiert, 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und das Zellpellet mit PBS 

resuspendiert. Das fluoreszierende Produkt DCF wurde mit der Wellenlänge von 495 nm 

angeregt. Die Emissionswellenlänge des Produkts liegt bei 527 nm. Die Fluoreszenzintensität 

wurde von 50000 Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. 

2.1.5 Migrationstest 
Der Migrationstest dient zur Untersuchung des Migrationsverhaltens von Zellen durch 12 µm-

große Poren einer Transwellkammer (Costar, Bodenheim) mit einer Transwell-Polycarbonat-

Membran (Membranstärke 10 µm, Membrangröße 0,33 cm2). Für den Migrationstest wurden 

in jede Kammer der 12 Well-Platte 1,3 µl Collagen Typ I (3,5 mg/ml, BD Bioscience) und 

600 µl Medium pipettiert. Danach wurden die Transwellkammern eingesetzt, 2 x 105 Zellen 

auf die Membran in 300 µl Medium eingesät und die Zellen, wie in Abschnitt  2.1.2 

beschrieben, stimuliert. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen auf der 

oberen Seite der Membran mit einem Wattestäbchen entfernt. Die Zellen auf der unteren Seite 

der Membran wurden mit dem CellTiter-Glo® Chemilumineszenz Zellvitalitätstest (Promega, 

Mannheim) nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen durch Zugabe von 200 µl Cell-Titer-Glo-

Lösung (1:2 mit PBS verdünnt) und 2-minütigem Schütteln lysiert. Das Lysat wurde 10 

Minuten bei RT inkubiert und anschließend die Lumineszenz im Sirius Luminometer 

(Berthold Detektion System, Pforzheim) gemessen (2 Sekunden Verzögerung, 10 Sekunden 

Messung). Die Ergebnisse wurden auf die Zellzahlkontrolle (2 x 105 Zellen) normiert.  
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2.2 Transfektion 

Transfektion ist ein Prozess, in dem exogene Nukleinsäuren in eine eukaryotische Zelle durch 

biochemische oder physikalische Methoden eingebracht werden. In dieser Arbeit wurden 

zwei verschiedene Methoden verwendet: die Transfektion mit kationischen Lipiden und die 

Calciumphosphat-Kopräzipitation. 

2.2.1 Transfektion mit kationischen Lipiden 
Bei dieser Methode wird eine Kombination von kationischen Lipiden und ungeladenen 

Helferlipiden zur Transfektion verwendet. Die kationischen Liposomen akkumulieren spontan 

mit den Nukleinsäuren und bilden unilamellare Vesikel. Diese Vesikel fusionieren mit der 

Zellmembran und gelangen durch Endozytose in die Zellen (Felgner et al. 1987; Felgner et al. 

1989). Die Bildung der Nukleinsäuren/Lipid-Komplexe wird durch ionische Wechselwirkung 

zwischen der positiv-geladenen Kopfgruppe der Lipide und der negativ-geladenen Phosphat-

gruppe der Nukleinsäuren vermittelt. Für die Transfektion ist das Verhältnis zwischen Lipid 

und DNA entscheidend, wobei die Lipide im Überschuß zur DNA eingesetzt werden sollten. 

2.2.1.1 Transfektion von exogener DNA 

Nach dem folgenden Protokoll wurden die in der Tabelle 2-2 aufgeführten Vektoren in 

HepG2- und MCF-7-Zellen transfiziert. Es wurden jeweils 5 x 103 Zellen in ein Well einer 

24-Well-Zellkulturplatten oder 1 x 105 Zellen in ein Well einer 6-Well-Zellkulturplatte in das 

entsprechende Kulturmedium für MCF-7- oder HepG2-Zellen eingesät und 24 Stunden kulti-

viert. Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium verworfen und durch das ent-

sprechende Medium ohne FBS für MCF-7- oder HepG2-Zellen ersetzt. Zur Transfektion 

wurden das polykationische Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex, Martinsried) 

verwendet.  

Transfektionsansatz:   1,5 µg Vektor-DNA (24 Well-Zellkulturplatte) 

      10 µg Vektor-DNA (6 Well-Zellkulturplatte)  

          0,08 µg pRLSV40 (Promega) 

         x µl Metafectene (Metafectene : DNA = 3:1) 

     100 µl serumfreies Medium 

In Tabelle 2-2 sind die verwendeten Vektoren aufgeführt. Nach 20-minütiger Inkubation bei 

RT wurden 100 µl Transfektionsansatz je Well den MCF-7 oder HepG2-Zellen zugesetzt und 

6 Stunden bei 37 °C, 20 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. Anschließend wurde das 

Transfektionsmedium entfernt und durch frisches, FBS-haltiges Kulturmedium ersetzt. 

Anschließend wurden die Zellen, wie im Abschnitt  2.1.2 beschrieben, stimuliert.                                                     
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Tabelle 2-2: Verwendete Vektoren zur Transfektion mit kationischen Lipiden 

          (zusätzliche Informationen siehe Anhang Abschnitt 8.4) 

Vektoren Promoterelement / kodiertes Gen 

pp53-Luc Vektor p53 Response-Element 
pTAL-Luc/ERE Östrogen-Rezeptor Response-Element 
pH3SVL Hypoxie Response-Element 
pTAL-Luc/DRE Dioxin Response-Element 
pGL3b(1454-3164)P2P-wt WT Promotor des Prolylhydroxylase 2 
pGL3b(1454-3164)P2P-mt MT Promotor der Prolylhydroxylase 2 
pNFAT-Luc NFAT Response-Element 
pHSE-Luc Vektor Hitzeschock Response-Element 
pRL-SV40 Renilla Luziferase 

2.2.1.2 Transfektion von siRNA 

RNA-Interferenz stellt einen ursprünglichen Teil des Immunsystems dar, der Pflanzen und 

Tiere gegen Pathogene durch sequenzspezifischen Abbau der viralen RNA über small 

interfering RNAs (siRNA) schützt. Die posttrankriptionale Unterdrückung der Genexpression 

durch RNA-Interferenz wurde erstmals 1998 in Nematoden, C. elegans (Fire et al. 1998) 

beschrieben. Der siRNA-Ansatz ist eine Methode zur Unterdrückung der Genexpression, 

wobei die Ziel-RNA sequenzspezifisch erkannt und abgebaut werden kann. Der komplette 

Mechanismus zur Unterdrückung der Genexpression ist noch nicht vollstängig aufgeklärt. In 

Abschnitt 8.4 wird der generelle Mechanismus der RNA-Interferenz erläutert.  

Es wurden jeweils 1 x 105 Zellen in ein Well einer 6 Well-Zellkulturplatte oder 1 x 106 Zellen 

in ein 25 cm2 Zellkulturgefäß in das entsprechende Kulturmedium für MCF-7-Zellen eingesät 

und 24 Stunden kultiviert. Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium verworfen 

und durch das entsprechende Medium ohne FBS für MCF-7-Zellen ersetzt. Zur Transfektion 

wurden das polykationische Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex) verwendet.  

Transfektionsansatz:   100 ng siRNA (6 Well-Zellkulturplatte) 

     250 ng siRNA (25 cm2 Zellkulturgefäß)  

         x µl Metafectene (Metafectene:siRNA = 3:1) 

     100 µl serumfreies Kulturmedium 

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten siRNAs aufgeführt. Die GFP-siRNA diente als 

Kontroll-siRNA, um unspezifische Effekte der siRNA Transfektion auszuschließen.   

 
Tabelle 2-3: Verwendete siRNA zur Transfektion mit kationischen Lipiden 

         (zusätzliche Informationen siehe Anhang Abschnitt 8.4) 

Vektoren/siRNA reprimiertes Gen 

Dusp5-siRNA Dual spezifische Phosphatase 5 
RACK1-siRNA Rezeptor der aktivierten Protein Kinase C 
GFP-siRNA GFP, nicht-spezifische siRNA 
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Nach 20-minütiger Inkubation bei RT wurden 100 µl Transfektionsansatz je Well den    

MCF-7-Zellen zugesetzt und 6 Stunden bei 37 °C, 20 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. 

Anschließend wurde das Transfektionsmedium entfernt und durch frisches, FBS-haltiges 

Kulturmedium ersetzt. Anschließend wurden die MCF-7-Zellen, wie im Abschnitt  2.1.2 

beschrieben, stimuliert. 

2.2.2 Calciumphosphat-Kopräzipitation 
Zur Transfektion werden bei dieser Methode ein Kopräzipitat aus Calciumchlorid und DNA 

verwendet. Diese Komplexe adherieren an der Zellmembran und werden von der Zelle durch 

Endozytose aufgenommen. Die Kopräzipitate gelangen durch die Endosomen bzw. Lyso-

somen in das Zytoplasma und werden zum Kern transportiert. Zur Erhöhung der Trans-

fektionseffizienz werden die Zellen 6 Stunden nach Zugabe der Präzipitate mit Glyzerol-

haltigem Puffer behandelt (Graham et al. 1973; Parker et al. 1979).  

Zur Transfektion wurden 1 x 105 MCF-7-Zellen in 6 Well-Zellkulturplatten in das ent-

sprechende Kulturmedium eingesät und 24 Stunden kultiviert. Eine Stunde vor der Transfek-

tion wurde das Medium verworfen und durch das entsprechende Medium ohne FBS ersetzt. 

Die folgenden Vektoren wurden nach der Calciumphosphat-Kopräzipitation transfiziert: 

 

Tabelle 2-4: Verwendete Vektoren zur Calciumphosphat-Kopräzipitation 

         (zusätzliche Informationen siehe Anhang Abschnitt 8.4) 

Vektoren kodiertes Gen 

AhR-pEGFP-C3 Arylhydrokarbon Rezeptor 
NFAT-pEGFP-C3 Nuclear factor of activated T-cells 

 

 Transfektionsansatz:      10 µg Vektor-DNA 

     12,5 µl 2 M CaCl2 

     87,5 µl H2O   

Nach dem Durchmischen des Transfektionsansatzes wurden 100 µl Präzipitationspuffer    

zugesetzt und 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Transfektionsansatz 

je Well den Zellen zugesetzt. Nach 6-stündiger Kultivierung bei 37 °C, 20 % O2 und 5 % CO2 

wurden die Zellen mit Glyzerol-haltigem Puffer behandelt. Dazu wurde das Transfektions-

medium entfernt und die Zellen mit FBS-freiem Medium gewaschen. Danach wurde 1 ml 

Glyzerol-haltiger Puffer zugesetzt, die Zellen 3 Minuten bei 37 °C inkubiert, mit 1 ml FBS-

freien Medium gewaschen und abschließend in frischem, FBS-haltigen Kulturmedium 

inkubiert. Die Zellen wurden, wie im Abschnitt  2.1.2 beschrieben, stimuliert. 
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2.3 Reportergenanalysen 

Reportergene sind DNA-Sequenzen, die aus einem induzierbaren oder konstitutiven Promo-

torelement bestehen, dass die Expression eines leicht meßbaren Enzyms kontrolliert. Die 

Messung der Aktivität des Reporterproteins erlaubt eine indirekte Bestimmung der Trans-

kriptionsaktivität der Promotorsequenz unter bestimmten Bedingungen. In dieser Arbeit 

wurde ein Luziferase-Reportergensystem benutzt. Dieses System ermöglicht die Messung der 

Aktivität von zwei Luziferasen. Die Expression der Firefly-Luziferase, ein Enzym des nord-

amerikanischen Leuchtkäfers (Photinus pyralis), wird durch den zu analysierenden Promotor-

bereich kontrolliert. Die Renilla-Luziferase, ein Enzym der Seeanemone (Renilla reniformis) 

wird von dem Vektor pRLSV40 kodiert. Die Expression der Renilla-Luziferase, erfolgt 

aufgrund des SV40-Promotors konstitutiv und wird daher nur durch die Effizienz der Trans-

fektion beeinflusst. Die verwendeten Reportergenvektoren, sowie sind in der Tabelle 2-2 

aufgeführt. Ein Reportergenvektor sowie der Vektor pRLSV40 wurden, wie unter Abschnitt 

 2.2.1 beschrieben, kotransfiziert und die Zellen anschließend 24 Stunden stimuliert (siehe 

Abschnitt  2.1.2). Nach diesen 24 Stunden wurden die Luziferase-Aktivitäten mit dem Dual-

Luciferase
®

Reporter Assay System (Promega) im Sirius Luminometer (Berthold Detektion 

System) gemessen. Die Reaktionen beider Luziferasen sind in Abbildung 2-2 dargestellt. 

 

Reaktion katalysiert durch die Firefly Luziferase: 

Luziferase + Luciferin + ATP + Mg2+  à   Luziferase + Oxyluziferin +  

AMP + PPi +CO2 + Licht 

Reaktion katalysiert durch die Renilla Luziferase: 

Luziferase + Coelenterazine + O2 à  Luziferase + Coelenteramide + CO2 + Licht 

Abb. 2-2: Reaktionen der Firefly- und Renilla-Luziferase 

 
Für die Messung der Luziferase-Aktivitäten wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit     

100 µl passivem Lysepuffer versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Schüttler 3006 

(Schütt Labortechnik, Göttingen) lysiert. 50 µl des Luziferase-Assay-Reagenz II, welches das 

Substrat der Firefly-Luziferase enthält, wurde in ein 6 ml Reaktionsgefäß pipettiert und mit  

10 µl Zelllysat versetzt. Die Reaktion der Firefly-Luziferase findet bei einem basischen pH-

Wert statt. Die Firefly-Luziferase-Aktivität wurde im Sirius Luminometer gemessen (wie 

unter 2.1.6 beschrieben). Anschließend wurden 50 µl des Stop&Glo-Reagenz zu diesem 

Ansatz pipettiert und die Renilla-Luziferase-Aktivität gemessen. Im Gegensatz zur Firefly-

Reaktion findet die Reaktion der Renilla-Luziferase bei sauren pH-Wert statt, bei dem die 

Aktivität der Firefly-Luziferase um mehr als 99,9 % verringert ist (Dyer et al. 2000). Die 

Angabe der Lichtausbeute erfolgt in „relative light units“ (RLU). Zur Auswertung wurde die 
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Firefly-Luziferase-Aktivität durch die Renilla-Luziferase-Aktivität normalisiert. Als 

Kontrolle dienten die unstimulierten MCF-7- oder HepG2-Zellen. 

2.4 Genexpressionsanalysen 

2.4.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung 
Die RNA-Isolierung wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) 

(Chomczynski et al. 1987) durch Extraktion mit Phenol und Chloroform und anschließender 

Isopropanol-Fällung durchgeführt. Die folgenden Schritte der Isolierung wurden auf Eis 

durchgeführt. Dazu wurden MCF-7- und HepG2-Zellen mit PBS gewaschen, mit 750 µl     

Lyse D Puffer lysiert, in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und mit einer Einwegspritze 

(Omnifix, Braun, Melsungen) homogenisiert. Danach wurden 1/10 Volumen 2 M Natrium-

acetat pH 4, 1 Volumen Phenol, 1/5 Volumen Chloroform zugesetzt. Es folgte eine 20-

minütige Inkubation auf Eis und eine 20-minütige Zentrifugation bei 10000 x g und 4 °C. Das 

Chloroform besitzt eine denaturierende Wirkung auf Proteine und stabilisiert die Trennung 

zwischen wäßriger und phenolischer Phase. Durch den sauren pH-Wert des Phenols wird die 

RNA von der DNA besser getrennt. Nach der Phasentrennung wurde die obere, wäßrige 

Phase in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, die RNA mit 1 Volumen Isopropanol 

mindestens 20 min bei –20 °C gefällt und anschließend 20 min bei 10000 x g und 4 °C 

zentrifugiert. Die gefällte RNA wurde mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen und 10 min bei 

10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, die RNA luftgetrocknet und 

in 20 µl DEPC-Wasser resuspendiert. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifi-

kation vor allem der Histidinreste im aktiven Zentrum. 

Um eine Kontamination der RNA mit DNA auszuschließen, wurde ein DNase-Verdau durch-

geführt. Dazu wurde folgende Reagenzien der isolierten RNA-Lösung zugesetzt: 

       1 µl DNase (10 Units/µl, Promega) 

    0,5 µl RNase Inhibitor (Promega) 

    2,5 µl 3 M Natriumacetat pH 5,2 

    4,5 µl 0,1 M MgSO4 

Dieser Reaktionsansatz wurde 30 Minuten bei 37 °C und anschließend 10 Minuten bei 75 °C 

inkubiert, um die DNase zu inaktivieren. Die RNA-Lösung wurde bei 10000 x g, 4 °C eine 

Minute zentrifugiert und bei -20 °C gelagert. 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde am Photometer Ultrospec 3300 pro (Amer-

sham Bioscience, Freiburg) durchgeführt. Die RNA wurde mit DEPC-Wasser 1:100 verdünnt. 

Die Messung erfolgte bei 260 nm, wobei OD260 = 1 einer RNA Konzentration von 40 ng/µl 

entspricht. Zusätzlich wurde eine Messung bei 280 nm durchgeführt. Der Quotient aus der 
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gemessenen OD bei der Wellenlänge von 260 nm und 280 nm zeigt grundsätzlich eventuelle 

Proteinverunreinigungen der RNA an. Der Quotient der verwendeten RNA lag zwischen 1,7 

und 2,0. Weiterhin wurde die Qualität der RNA durch Gelelektrophorese überprüft (siehe 

Abschnitt  2.4.4). Die Banden der 28S und 18S rRNA waren deutlich und scharf getrennt 

erkennbar, wobei das Verhältnis der Bandenstärke 2:1 betrug. 

2.4.2 Reverse Transkription 
Mit dieser Methode wird cDNA aus vorher isolierter RNA synthetisiert. Verwendet  wurde 

das SUPERSCRIPTTM-II-Reverse-Transkriptase-Kit (Invitrogen). Dabei hybridisieren kurze 

DNA-Hexanucleotide jeder möglichen Sequenzreihenfolge (random-Primer, Roche, Mann-

heim) mit der RNA, welche in einem zweiten Reaktionsschritt durch die Reverse Trans-

kriptase mittels dNTPs entlang der Matrize in 5´ → 3´-Richtung zu einer cDNA verlängert 

werden. Im Gegensatz zu anderen RNA-abhängigen DNA-Polymerasen baut die hier verwen-

dete Reverse Transkriptase des Moloney-Maus-Leukämie-Virus während der cDNA-Synthese 

keine RNA ab. 

Für einen einfachen Ansatz der Reversen Transkription wurden eingesetzt: 

x µl RNA (2 µg)                                            

1 µl random Primer                                 

               ad. 12  µl RNAse-freies ddH2O             

Der Ansatz wurde im Trio-Thermoblock (Biometra, Göttingen) für 10 min bei 70 °C inkubiert 

und anschließend auf 4 °C abgekühlt. Danach wurden folgende Reagenzien zugesetzt: 

4 µl 5 x Reaktionspuffer    

2 µl 0,1 M DTT                                  

1 µl 10 mM dNTP                            

1 µl Superscript II (200U/µl)             

Dieser 20 µl Ansatz wurde kurz zentrifugiert und im Trio-Thermoblock nach folgendem 

Programm inkubiert: 10 min bei 20 °C, 1 h bei 42 °C, 5 min bei 90 °C. Anschließend wurden 

30 µl DEPC-H2O zugesetzt und die cDNA bei -20 °C gelagert. 

2.4.3 Polymerase Kettenreaktion 
Die Methode der PCR dient zur Amplifikation beliebiger Nukleinsäureabschnitte. Der im 

Folgenden angegebene Reaktionsansatz wurde nach den Anweisungen des Taq DNA Poly-

merase Kits (Invitrogen) pipettiert und zusätzlich mit Mineralöl überschichtet: 
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    5 µl 10 x PCR Puffer    

    1 µl 10 mM dNTP     

                     1,5 µl 50 mM MgCl2    

    2 µl 10 µM Primer-Mix (Fw, Rev)           

            0,2 µl Taq DNA Polymerase (5 Units/µl)  

    5 µl cDNA      

   ad.  50 µl ddH2O         

Die verwendeten Primer sind im Anhang Abschnitt 8.3 aufgeführt. Die PCR erfolgte in dem 

Trio Blockcycler nach folgendem Programm: 

Initiale Denaturierung:  2 min   94 °C 

40 Zyklen:  Denaturierung  1 min  94 °C 

  Annealing  1 min   60 °C 

  Elongation  1 min  72 °C 

Endelongation:            10 min  72 °C 

Kühlung:     ∞                       4 °C 

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Agarose ist ein lineares Polysaccharid, das durch Erhitzen in Pufferlösung eine homogene 

Gelmatrix bildet. Im elektrischen Feld wandern die durch ihre Phosphatgruppen negativ 

geladenen Nukleinsäuren zur Anode. Die Auftrennung der Amplifikationsprodukte bzw. der 

RNA nach Molekulargewicht erfolgte in einem 1,8 %-igen bzw. 1 %-igen Agarosegel. Die 

entsprechende Menge Agarose (SERVA, Heidelberg) wurde dazu in TAE-Puffer gelöst und 

mit 0,3 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. 18 µl Probe wurden mit 2 µl 10-fach Ladepuffer ver-

setzt. Im Falle von RNA wurden 1 µg in 18 µl DEPC-H2O gelöst und mit 2 µl 10-fach Lade-

puffer versetzt. Als Größenmarker diente eine 100 bp oder 1 kb DNA-Leiter (GeneRulerTM 

DNA Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Die Gelelektrophorese wurde in horizontalen 

Elektrophoresekammern im TAE-Laufpuffer bei 75 V für 30 min durchgeführt. 

2.4.5 In vitro Transkritption 

Während der in vitro Transkription wird DNA durch eine DNA-abhängige RNA-Polymerase 

in RNA umgeschrieben. Die Bakteriophage Salmonella typhimurium kodiert die hier ver-

wendete SP6-RNA-Polymerase (Butler et al. 1982). Diese RNA-Polymerase erkennt doppel-

strängige DNA, die mit dem bakteriophagen-spezifischen Promotor verbunden ist. Diese 

Promotor-Sequenz kann über einen spezifischen Vorwärts-Primers während einer PCR mit 

dem 5´-Ende des amplifizierten DNA-Fragments verbunden werden (Loewy et al. 1989). 
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Zur Amplifikation der ATX-Sequenz wurden die in Tabelle 2-5 aufgeführten Primer 

verwendet: 

 

Tabelle 2-5: verwendete Primer zur in vitro Transkription 

          Die SP6-Promoter Sequenz ist unterstrichen dargestellt. 

Primername Sequenz von 5´ àààà  3´ 

SP6-ATX-FW GATTTAGGTGACACTATAGAATACGTTGCAAGGAAACCTTTGGA  
ATX-REV AACTTCCTCTGGCATGGTTG  

 

Die PCR und die anschließende Agarose-Gelelektrophorese wurden, wie unter Abschnitt 

 2.4.3 und  2.4.4 beschrieben, durchgeführt. Das durch das Ethidiumbromid fluoreszierende 

amplifizierte DNA-Fragment wurde unter schwachem UV-Licht mit einem Skalpell aus dem 

Agarosegel ausgeschnitten. Die folgende Gelextraktion wurde nach der Anleitung des 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) durchgeführt. Die Masse des Gelstückes 

wurde bestimmt und mit 3 Volumen (w/v) Puffer QC versetzt. Nach 10-minütiger Inkubation 

bei   50°C wurde 1 Volumen (w/v) Isopropanol zugegeben und die Lösung auf eine 

QIAquick-Säule überführt. Nach 1-minütiger Zentrifugation bei 10000 x g wurde die Säule 

sukzessiv sowohl mit 0,5 ml Puffer QG als auch mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Es folgte 

ein zusätzlicher Zentrifugationsschritt, um den restlichen PE-Puffer von der Säule zu 

entfernen. Nach Zugabe von 45 µl Wasser (65 °C) und 1-minütiger Inkubation bei RT wurde 

die DNA durch Zentrifugation eluiert. Die so aufgereinigte DNA wurde als Template für die 

in vitro Transkription eingesetzt. 

Ansatz der in vitro Transkription: 

                        13 µl extrahierte DNA                        

                         2 µl 1 mM NTPs                                  

                         2 µl 10 x Puffer                                   

                          1 µl RNase-Inhibitor (40 U/µl)               

                       2 µl SP6-RNA-Polymerase (40 U/µl, Roche) 

Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 37 °C im Blockcycler inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Fällung des spezifischen Transkripts. Dafür wurden 2,5 µl 9 M LiCl und 75 µl 96 % 

Ethanol hinzugegeben und die Lösung 30 min bei –80 °C inkubiert. Danach wurde 20 min bei 

10000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Überstand entfernt und das gefällte Transkript mit     

100 µl 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Über-

standes wurde das Transkript luftgetrocknet und in 11 µl DEPC-Wasser gelöst. Anschließend 

wurden 10 ng Transkript zur cDNA-Synthese wie im Abschnitt  2.4.2 beschrieben, eingesetzt. 

Die synthetisierte cDNA wurde als Standard in der Real-time PCR eingesetzt. 
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2.4.6 Real-time PCR 
Real-time PCR ist fluoreszenzbasierte PCR zur Quantifizierung von Nukleinsäuren. Die 

Amplifikation der Nukleinsäuren wurde im Opticon II System (MJ Research, München) 

durchgeführt. Die verwendeten Primer sind im Anhang Abschnitt 8.3 aufgeführt. Zur 

Amplifikation wurde der SYBRGreen PCR Master Mix von Applied Biosystems (Darmstadt) 

verwendet. Der Ansatz wurde in einem 0,2 ml Reaktionsgefäß nach folgenden Protokoll 

hergestellt: 

    10 µl 2 x SYBRGreen PCR Master Mix    

       2 µl 10 µM Primer Mix     

      4 µl 40 ng/µl cDNA              

         ad. 20 µl ddH2O            

Der SYBRGreen PCR Master Mix enthält eine HotStart Taq Polymerase, die durch eine       

2-minütige Inkubation bei 50 °C und nachfolgende 10-minütige Inkubation bei 95 °C aktiviert 

wird. Dadurch wird sichergestellt, daß alle Reaktionen gleichzeitig starten. Anschließend er-

folgte die Amplifikation nach folgendem Programm: 

Zyklen (40 x):     Denaturierung  15 sec   95 °C 

        Annealing/Elongation 30 sec  60 °C 

        Fluoreszenzmessung 

Schmelzkurve:    in 0,5 °C Schritten   5 sec je Schritt bis 99 °C  

Die Quantifizierung der Proben erfolgte durch Dreifachbestimmung. Dabei wurde eine 

Wasserprobe als negative Kontrolle bei der Amplifikation des entsprechenden Gens mit-

geführt. Zur relativen Quantifizierung der mRNA-Mengen wurde für jedes Gen parallel zu 

den Proben eine Verdünnungsreihe der cDNA als Standard mitgeführt. Für eine absolute 

Quantifizierung der mRNA-Mengen wurde im Fall von Autotaxin 2 µl einer verschieden 

verdünnten SP6 in vitro transkribierte RNA (Kehlen et al. 2004) und im Fall der PHD2 2 µl 

verschieden verdünnter Vektor-DNA  (Swillens et al. 2004) eingesetzt.  

Zur Quantifizierung der Transkriptmenge wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen ver-

wendet. SYBRGreen interkaliert in doppelsträngige Nukleinsäuren, wobei dieser Farbstoff im 

gebundenen Zustand eine deutlich höhere Fluoreszenz bei 492 nm aufweist als im unge-

bundenen Zustand. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es möglich, die Zunahme an doppel-

strängigem PCR-Produkt während der PCR in Echtzeit zu verfolgen. Je höher die Kopienzahl 

eines Transkriptes eines bestimmten Gens ist, desto früher kann ein Fluoreszenzanstieg 

detektiert werden. In Abbildung 2-3 ist ein Diagramm als Beispiel der Amplifikation des 

Gens Cyp1A1 mit der dazugehörigen Standardkurve aufgeführt. 
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Abb. 2-3: Auswertung der quantitative Real-time-PCR 

A) Darstellung der Standardverdünnungsreihe zur Cyp1A1 Amplifikation. 

B) Darstellung der Ct-Werte der Cyp1A1 Standardverdünnungsreihe gegen den 

Logarithmus der Konzentration liefert eine Standardgerade. 
 

Die Basislinie (Treshhold) markiert für alle Proben den Schwellenwert zwischen 

signifikantem Fluoreszenzanstieg und Hintergrundfluoreszenz. Der Schnittpunkt der Basis-

linie mit der Fluoreszenzkurve befindet sich immer in der exponentiellen Phase der Amplifi-

kation und wird als Ct-Wert bezeichnet. Die Standardkurve gibt den linearen Zusammenhang 

zwischen dem Ct-Werten und dem Logarithmus der Konzentration des Standards wieder 

(Abb. 2-3). Durch die Verdünnung des Standards kann über die Ct-Werte eine Eichgerade 

gebildet werden. Diese Eichgerade wird durch eine Geradengleichung y = f(x), y = m * x + n 

definiert. Der Anstieg (m) gibt die Effizienz der PCR wieder und wird nach folgender 

Gleichung berechnet:   Effizienz (E) = 10 (-1/m) 

Ein Anstieg von -3,3 entspricht einer Effizienz von 2,0 (100 %). Die Effizienzen der 

ausgewerteten Real-time PCRs variierten von 1,7 bis 2. Die Standardkurven zur absoluten 

Quantifizierung sind im Anhang, Abschnitt 8.5 aufgeführt. Die Standardkurven zur relativen 

Quantifizierung wurden anhand der eben beschriebenen Kriterien ausgewählt und sind 

exemplarisch für das Gen Cyp1A1 in Abbildung 2-3 dargestellt.  

Im Fall der relativen Quantifizierung der mRNA-Menge wird die Expression des Gens mit 

der Expression eines Standard-Gens verglichen. In dieser Arbeit wurde als Standard-Gen 18S 

rRNA verwendet. Zur relativen Auswertung der Daten wurde die effizienz-korrigierte relative 

Quantifizierungsmethode (Pfaffl et al. 2001) nach folgender Formeln verwendet:     

         delta Ct  = (Mittelwert Ct Kontrolle) – (Mittelwert Ct Stimulation)  

 mRNA-Expression  = (EZielgen) 
delta Ct (Zielgen) 

     (E18S) delta Ct (18S)
 

Die Auswertung der absoluten Quantifizierung erfolgte durch die Standardgeradengleichung 

y= m * x + n nach folgenden Formeln:   

     Delta Ct  = (Mittelwert Ct Gen X) – (Mittelwert Ct 18S)  

                                   y = (delta ct/m) - n  

mRNA Expression  = 2 (- y)  
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Bei der absoluten Quantifizierung wurde anschließend die mRNA-Menge des Gens X in fg 

bzw. die Kopienzahl in 1 µg Gesamt-RNA berechnet. 

 

                               

Abb. 2-4: Schmelzpunktkurve des Cyp1A1-Amplifikates 

    Darstellung der 1. Ableitung der Fluoreszenzintensität nach der Temperatur. 
 

 

Zur Kontrolle der Amplifikate wurden die Proben nach dem letzten PCR-Zyklus von 60 °C 

bis 99 °C erhitzt und dabei gleichzeitig der Verlauf der Fluoreszenzintensität verfolgt. Das 

Auftragen der ersten Ableitung der Fluoreszenz nach der Temperatur gegen die Zyklenzahl 

liefert die Schmelzpunktkurve des Produktes (Abb. 2-4). Zusätzlich wurden die Proben nach 

der Real-Time PCR in einem 1,8 %-igem Agarosegel aufgetrennt, um die Reinheit der 

Amplifikate zu überprüfen. 

2.5 Proteinchemische Untersuchungen 

2.5.1 Proteinisolation und Quantifizierung 
Zur Isolation von Proteinen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 200 µl Ripa 

(radio-immuno-precipitation-assay) Puffer versetzt. Anschließend wurden die Zellen mit 

einer Einwegspritze homogenisiert. Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von 

Bradford (Bradford et al. 1976) bestimmt. Dazu wurden 1 µl der Proteinlösung mit 799 µl 

Wasser und 200 µl Bradford Reagenz (Biorad, München) versetzt. Nach 10-minütiger 

Inkubation wurde die Extinktion am Ultrospec 3300 pro Photometer bei 595 nm gemessen. 

Die Konzentration wurde anhand einer Eichreihe (BSA-Konzentrationsreihe) ermittelt. 

2.5.2 Fraktionierung  
Die Kernfraktion von MCF-7-Zellen wurde mit dem Kernexktraktionskit von Active Motif 

(Rixensart, Belgien) wie folgt isoliert. Die Zellen wurden wie unter Abschnitt 2.1.2 abgelöst, 

mit PBS gewaschen, anschließend mit 3 ml PBS/Phosphatase-Inhibitoren (Cocktail 2: für 

Tyrosinproteinphosphatasen und der sauren und alkalinen Phosphatase) versetzt, in ein 15 ml 

Reaktionsröhrchen überführt und bei 1000 x g für 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet 

wurde in 500 µl hypotonischen Puffer resuspendiert und 15 Minuten bei RT inkubiert. 

Anschließend erfolgte eine 1-minütige Zentrifugation bei 13000 x g und 4 °C. Der Überstand 
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enthielt die zytoplasmatische Fraktion der Zellen. Das Pellet wurde in 50 µl Lysepuffer 

resuspendiert, 30 Minuten im Schüttler 3006 lysiert, danach 10 Minuten bei 13000 x g, 4 °C 

zentrifugiert und anschließend der Überstand (Kernfraktion) in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Die Proteinbestimmung erfolgte wie in Abschnitt  2.5.1 beschrieben. 

2.5.3 SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese  
Akrylamid ist ein Monomer, daß durch Zufügen freier Radikale über ein Zweikomponenten-

Redoxsystem Polymere ausbildet und in Gegenwart von N,N´-Methylen-bisakrylamid in einer 

Kettenreaktion zu einer Gelmatrix, dem Polyakrylamid quervernetzt wird. SDS dringt mit 

seinen lipophilen aliphatischen Ketten in das Innere der gefalteten Proteine und zerstört deren 

Tertiärstruktur. Die Eigenladung der Proteine im Vergleich zur negativen Gesamtladung der 

SDS-Proteinkomplexe ist vernachlässigbar. Alle Proteine sind über ein konstantes Ladungs/ 

Masse-Verhältnis miteinander vergleichbar. 

Die Gelelektrophorese wurde mit unterschiedlich konzentrierten Gelen durchgeführt. Um 

Proteine mit einem Molekulargewicht größer als 90 kDa zu detektieren, wurden 6 %-ige Gele 

und für Proteine mit einem niedrigeren Molekulargewicht wurden 8 %-ige Gele verwendet. 

Die Zusammensetzung der unterschiedlich konzentrierten Gele ist in Tabelle 2-6 dargestellt. 

Für die SDS-Polyakrylamid-Gelektrophorese wurden 50 – 100 µg Protein in 40 µl Tris/ 

Glycin-SDS-PAGE-Laufpuffer aufgenommen und mit 12 µl SDS-Probenpuffer versetzt.                             

Die Proben wurden anschließend bei 70 °C für 10 min im Wasserbad denaturiert. Zusätzlich 

zu den zu untersuchenden Proben wurden 5 µl des prestained Protein Markers (MBI, 

Fermentas) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V über 30 min und danach bei 

180 V über 80 min im oben genannten Laufpuffern. 

 

Tabelle 2-6: Pipetierschema für Polyakrylamidgele 

        Dieses Schema wurde aus “Molecular Cloning, A laboratory manual”, Second   

        Edition (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, Fritsch, Maniatis, New  

        York, 1989) entnommen. 
 

 6 % SDS Trenngel 8 % SDS Trenngel Sammelgel 

Wasser 5,3 ml 4,6 ml 2,4 ml 
30 % Akrylamid 2 ml 2,7 ml 0,5 ml 
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml - 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 - - 1 ml 
10 % SDS 100 µl 100 µl 40 µl 
10 % APS 100 µl 100 µl 40 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 6 µl 
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2.5.4 Western Blot 
Die durch die Gelelektrophorese getrennten Proteine werden auf eine Nitrozellulosemembran 

transferiert. Die fixierten Proteine können anschließend mit spezifischen Antikörpern 

identifiziert werden. Es wurde das Semi-Dry-Blot-Verfahren angewendet. 

2.5.4.1 Proteintransfer 

Der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran (Hybond ECL Nitrozellulose Membrane, 

Amersham) erfolgte im XCell II Blot Modul (Invitrogen) mit dem Transferpuffer. 

 

           

 

                  

 

 

      
Abb. 2-5: Schematischer Aufbau des Blots    

Nach dem Blotten erfolgte das Färben der Membran mit Ponceau S-Lösung (SERVA) um die 

Qualität des Blots zu überprüfen. Anschließend wurde mit destilliertem Wasser entfärbt. 

2.5.4.2 Blocken der Nitrozellulosemembran 

Die Membran wurde 1 h bei RT mit 5 % Milch-TBST-Lösung inkubiert.    

2.5.4.3 Inkubation mit Primär und Sekundär-Antikörper 

Die Primärantikörper wurden über Nacht bei 4 °C in 3 % BSA-TBST-Lösung inkubiert. 

Folgende Primärantikörper (Tabelle 2-7) wurden verwendet:  
 

Tabelle 2-7: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 

 Primärantikörper Verdünnung 

Maus Anti-HIF-1α IgG1 (Klon 54, BD transduction laboratories) 1 : 250 

Kaninchen Anti-PHD2 IgG (Acris, Hiddenhausen) 1 : 1000 

Maus Anti-p53 IgG2b (Dako, Hamburg) 1 : 1000 

Kaninchen Anti-Cyp1A1 IgG (Santa Cruz, Heidelberg) 1 : 500 

Kaninchen Anti-NFATc1 IgG (Santa Cruz) 1 : 200 

Maus Anti-pERK1/2 IgG1 (Cell Signalling, Boston, USA) 1 : 2000 

Maus Anti-ERK1/2 IgG1 (Cell Signalling) 1 : 2000 

Kaninchen Anti-Dusp5 IgG (Acris) 1 : 1000 

Kaninchen Anti-RACK1 IgG (Cell Signalling) 1 : 500 

Maus Anti-ERα IgG (Acris) 1 : 100 

Maus Anti-Hsp90 IgG1 (Stressgen, Michigan, USA) 1 : 1000 

Maus Anti-ß-Aktin IgG1 1 : 5000 

Maus Anti-Aktin IgG1 1 : 5000 

3 Lagen Filterpapier 
Proteingel 

Nitrozellulosemembran 
3 Lagen Filterpapier 
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Nach dreimaligem Waschen mit TBST erfolgte die Zugabe des Sekundärantikörpers in 3 % 

BSA-TBST-Lösung und danach eine 1- bis 2-stündige Inkubation bei RT. Es wurden als 

Sekundärantikörper entweder Ziege Anti-Maus IgG (HRP konjugiert, 1:10000, dianova, 

Hamburg) oder Ziege Anti-Kaninchen (HRP konjugiert, 1:1000, Invitrogen) verwendet. 

2.5.4.4 Detektion 

Alle verwendeten Sekundärantikörper sind mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt, um 

zur Detektion der spezifisch gebundenen Primärantikörper die Chemilumineszenz zu nutzen. 

Zur Detektion wurde die Membran wiederum dreimal mit TBST und einmal mit TBS 

gewaschen. Es folgte entweder eine Inkubation für 5 min in einer 1:1-Lösung von Immobilon 

Western Chemilumineszenz HRP Substrat und Puffer (Millipore, Eschborn) oder eine 

Inkubation für 1 min in einer 1:1-Lösung von ECL Reagenz 1 und 2 (ECL Western Blotting 

Detection Reagent, Amersham Bioscience). Die Detektion erfolgte mit einem ECL High 

performance chemiluminiscence Film (Amersham Bioscience). 

2.5.4.5 Strippen der Membran 

Die Membran wurde mit der Stripping-Lösung für 30 min bei 70 °C inkubiert, wodurch alle 

vorher gebundenen Antikörper entfernt werden. Danach erfolgte dreimaliges Waschen mit 

TBST und Blocken, bevor erneut Antikörper zugesetzt werden konnten. 

2.5.5 Fluoreszenzmikroskopie 
Zur intrazellulären Lokalisation der überexprimierten, an das Fluoreszenzprotein EGFP 

gekoppelten Proteine wurde die Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Das EGFP ist eine Variante 

des Wildtyp-grün-fluoreszierenden Proteins, bei dem das Phenylalanin 64 durch Leucin und 

das Serin 65 durch Threonin ersetzt wurde. Somit besitzt das verwendete Fluorochrom EGFP 

eine rot verschobene Fluoreszenz mit einem Anregungsmaximum bei 488 nm und einem 

Emissionsmaximum bei 507 nm.  

Zur Vorbereitung der Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen auf Deckgläschen eingesät, 

transfiziert und stimuliert, wie in den Abschnitten  2.2.2 und  2.1.2 beschrieben Anschließend 

wurden die Deckgläschen mit PBS gewaschen, für 30 Minuten mit 4 % PFA/PBS fixiert und 

dreimal mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die Anfärbung der Zellkerne mittels 7-Amino-

Actinomycin (7-AAD), wofür die Zellen  30 Minuten mit 20 µg/ml 7-AAD bei RT inkubiert 

wurden. Der eingesetzte Fluorophor hat ein Anregungsmaximum bei 546 nm und ein 

Emissionsmaximum bei 647 nm. Dieser Fluorophor hat ein Anregungsmaximum bei 546 nm 

und ein Emissionsmaximum bei 647 nm. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS 

gewaschen und abschließend die Deckgläschen mit Moviol auf einem Objektträger fixiert. 

Die Zellen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 (Zeiss, Jena) und der Axio-
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cam-Digitalkamera (Zeiss) aufgenommen und mit dem Programm Axiovision (Zeiss) ausge-

wertet. Es wurde ein Anregerfilter mit der Bandbreite von 450 - 490 nm bzw. von 510 – 560 

nm und ein Emissionsfilter mit einer Bandbreite  von 510 - 550 nm bzw. von 590 - 650 nm 

sowie ein 40-fach Objektiv verwendet. 

2.5.6 Quantifizierung der ATX-Enzymaktivität 
Zur Lysophospholipase D-Aktivitätsbestimmung wurden je 20 µl der Überstände von MCF-

7- Zellen sowie 20 µl des Mediums MEM ohne Phenolrot als Negativ-Kontrolle für den 

Enzymtest verwendet. 

       Hydrolysereaktion :   70 µl 50 mM Tris/HCl (pH 9)         

                        10 µl 10 mM Lysophosphatidylcholin (LPC) als Substrat   

Die Proben wurden 12 Stunden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Cholinnachweisreagenz:         27 µl 10 mM Tris/HCl pH 9                                 

                                                  5 µl 1 M Aminoantipyrin-Lösung            

                                                  2 µl 0,21 M Phenollösung                              

                                                16 µl 5 U  Cholinoxidaselösung                      

                                                20 µl 5 U  Peroxidaselösung                            

Zu jeder Probe wurden 70 µl des Cholinnachweisreagenz zugesetzt. Alle Proben wurden      

30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und das durch die Hydrolysereaktion entstandene 

Cholin photometrisch bei 500 nm nachgewiesen. Die Reaktionen zum Nachweis der ATX 

Enzymaktivität sind in Abb. 2-6 dargestellt. 

            

Abb. 2-6: Reaktionen zum Nachweis der Lysophospholipase D Aktivität  

 

2.6 Klonierung und Vektoren 

Die in Kapitel 2.2 aufgeführten Vektoren wurden durch die im folgenden aufgeführten 

Methoden vermehrt und verifiziert. 

2.6.1 Transformation und Selektion der Klone 
Die Transformation der Bakterien wurde nach der Hitzeschockmethode durchgeführt. Vier 

Mikroliter des Ligationsansatzes wurden zu 40 µl kompetenten Bakterien (E.coli-Stamm Xl 1 

blue, Invitrogen) pipettiert. Danach wurden die Bakterien 30 min auf Eis inkubiert und 
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anschließend für den Hitzeschock 30 sec lang bei 42 °C inkubiert. Nach 2-minütiger Ab-

kühlung auf Eis wurden 960 µl LB-Medium zugegeben und alles über einen Zeitraum von 1 h 

unter horizontalem Schütteln bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Zur Selektion der transfor-

mierten Bakterien wurden Agarplatten mit Kanamycin (50 µg/µl) oder Ampicillin (200 µg/µl) 

hergestellt. Anschließend erfolgte das Ausplattieren der im LB-Medium inkubierten Bak-

terien. Nach 16-stündiger Inkubation bei 37 °C wurden die Kolonien gepickt und in 3 ml LB-

Kulturmedium (versetzt mit 50 µg/µl Kanamycin oder Ampicillin 100 µg/µl) über Nacht bei 

37 °C unter Schütteln inkubiert.  

2.6.2 Plasmidpräparationen 

2.6.2.1 Mini-Plasmidpräparation  

Die in den LB-Medien herangewachsenen Bakterien bildeten die Grundlage, um die 

Plasmidpräparation nach dem Herstellerprotokoll des GFX MicroPlasmid-Kit (GE 

Healthcare, München) durchzuführen. Dazu wurde die Bakteriensuspension bei 2600 x g 

zentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der Bakterien in 250 µl Puffer P1 (enthält RNase A) 

wurde die Bakteriensuspension in ein Reaktionsgefäß überführt und durch Zugabe von 250 µl 

Lysepuffer P2 und mehrfachen Invertieren lysiert. Nach der Zugabe von 350 µl Neutrali-

sationspuffer N3 und mehrfachen Invertieren des Gefäßes erfolgte eine 10-minütige Zentri-

fugation bei 10000 x g zum Pelletieren von ausgefallenen Proteinen, genomischer DNA und 

Zellresten. Der Überstand wurde auf die QIAprep-Säule gegeben. Nach 1-minütiger Zentri-

fugation bei 10000 x g wurde die Säule mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen und danach erneut 

für 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt wurde der 

restliche Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe von 50 µl Wasser (65 °C) und 1-minütiger 

Inkubation wurde die DNA durch eine weitere 1-minütige Zentrifugation eluiert. Danach 

wurde ein Restriktionsverdau, wie unter Abschnitt  2.6.3 beschrieben, durchgeführt. 

2.6.2.2 Midi-Plasmidpräparation 

Nach einem Kontroll-Restriktionsverdau wurden die korrekten Klone vervielfältigt. Dazu 

wurde die entsprechende Kolonie gepickt, in 3 ml LB-Medium mit entsprechenden 

Antibiotika überführt und bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Danach wurden 300 µl dieser 

Vorkultur in 150 ml antibiotika-haltiges LB-Medium (50 µg/µl Kanamycin oder Ampicillin 

100 µg/µl) überführt. Nach weiteren 16 h Inkubation bei 37 °C unter Schütteln wurden die 

Zellen mittels Zentrifugation bei 4500 x g geerntet. Nach dem Resuspendieren der Zellen in   

4 ml Puffer P1 (enthält RNase A) wurde die Bakteriensuspension in ein Reaktionsgefäß 

überführt, durch Zugabe von 4 ml Lysepuffer P2, mehrfachen Invertieren und 5-minütiger 

Inkubation bei RT lysiert. Nach der Zugabe von 4 ml Neutralisationspuffer N3 und mehr-
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fachen Invertieren des Gefäßes erfolgte eine 15-minütige Inkubation bei 4 °C. Der Überstand 

wurde auf die QIAprep-Säule gegeben. Anschließend wurde die Säule zweimal mit 10 ml 

QC-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von 5 ml QF Puffer wurde die DNA eluiert. Danach 

erfolgte durch Zugabe von 5 ml Isopropanol und nach einer 30-minütigen Zentrifugation bei 

10000 x g, 4 °C die Fällung der DNA. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, 

anschließend getrocknet und abschließend in 500 µl Wasser aufgenommen.  

2.6.2.3 Glycerinkulturen 

150 µl steriles Glycerin wurden mit 850 µl Bakterienkultur in Kryo-Röhrchen vermischt. Die 

Lagerung erfolgte bei –80 °C.  

2.6.3 Restriktionsverdau 
Endonukleasen, die DNA sequenzspezifisch schneiden, bezeichnet man als Restriktionsendo-

nukleasen. Restriktionsendonukleasen erkennen vier bis acht Basenpaare einer Sequenz (ein 

Palindrom), die in der Regel eine zweizählige Symmetrieachse bilden. Je nach Enzym kann 

die Hydrolyse der Phosphorsäurediesterbindung entweder symmetrisch oder um mehrere 

Nukleotide versetzt erfolgen. Die isolierten Vektoren wurden einem Restriktionsverdau mit 

verschiedenen Restriktionsenzymen (New England BioLabs, Frankfurt/M) unterzogen, um zu 

verifizieren, dass die Vektoren die korrekten Inserts in der korrekten Orientierung tragen. 

Informationen zu den Vektoren sowie den verwendeten Restriktionsenzymen sind im Anhang 

Abschnitt 8.4 aufgeführt. 

Restriktionsverdau:       x µl 1 µg Vektor       

                 2 µl 10x Puffer        

                          0,5 µl Enzym 1 (10 U/µl)             

                          0,5 µl Enzym 2 (10 U/µl)                       

                                 0,5 µl Enzym 3 (10 U/µl)                       

                     ad. 20 µl H2O                                                    

    à  mit 45 µl Mineralöl überschichtet 

Die Restriktion erfolgte für 2 h bei 37 °C im T3-Thermocycler (Biometra).  

2.7 Statistische Analyse 

Der Student t-Test bzw. ein zweiseitiger ANOVA-Test wurde zur Bestimmung der signifi-

kanten Abweichung zwischen den Datenmengen genutzt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Die 

Versuchswiederholungen der aufgeführten Experimente (n) sind jeweils mit angegeben.  
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3 Ergebnisse 
Die Ergebnisse der Kapitel 3.1 bis 3.4 aus dieser Arbeit wurden bereits veröffentlicht (Seifert 

et al. 2007). 

3.1  Aktivierung des AhR-Signalweges nach Stimulation mit TCDD 
in MCF-7-Zellen 

Der Einfluss von TCDD und/oder Hypoxie auf den AhR-Signalweg wurde in der Brustkrebs-

zelllinie MCF-7 durch Analysen der Translokation eines AhR-GFP-Fusionsproteins, der Akti-

vierung des AhR-spezifischen Response-Elementes XRE und der Induktion des Zielgenes 

Cyp1A1 untersucht.  
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Abb. 3-1: Konzentrationsabhängige Induktion der Cyp1A1-mRNA-Menge durch TCDD nach  

    24 Stunden in MCF-7-Zellen. Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA- 

    Menge normalisiert. N – unstimulierte Kontrolle; ND – DMSO-Kontrolle  

    (** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, n = 2)  
 

Die Aktivierung des AhR-Signalweges wurde mittels Real-time PCR durch die Induktion der 

Cyp1A1-mRNA-Menge nach 24 Stunden ermittelt. Signifikante Steigerungen der relativen 

Cyp1A1-mRNA-Menge wurden durch Stimulation mit 10 nM bis 100 nM TCDD erreicht 

(Abb. 3-1). Der AhR-spezifische Antagonist ANF (Henry et al. 1999) hemmt die Induktion 

der Cyp1A1-mRNA-Menge nach Stimulation mit 10 nM TCDD konzentrationsabhängig.    

10 µM ANF inhibiert die TCDD- (10 nM) vermittelte Induktion der Cyp1A1-mRNA-Menge 

vollständig (Abb. 3-2 A). 

Zur Analyse des Zeitablaufs der AhR-Aktivierung durch Translokationsstudien wurden        

10 nM TCDD eingesetzt. Das AhR-GFP-Fusionsprotein ist in unstimulierten MCF-7-Zellen 

im Zytoplasma lokalisiert. Die Zellkerne wurden mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff  7-AAD  

 A) 
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Abb. 3-2: Inhibierung der Cyp1A1-mRNA-Menge (A) und Lokalisation des AhR-GFP-Fusions- 

    Proteins (B) in MCF-7-Zellen. A) Inhibierung der Cyp1A1-mRNA-Menge durch ANF  

    nach 24 h. Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert.  

    N – unstimulierte Kontrolle (n = 2, ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten  

    Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich mit  der TCDD-vermittelten Induktion, n = 3),  

    B) Lokalisation des AhR-GFP-Fusionsproteins nach 2,5-stündiger Stimulation mit  

    TCDD und/oder Hypoxie. Die Zellkerne wurden mit 7-AAD markiert (n = 3).  

 

 

10 nM TCDD 

** ** 

*a 
*a *a 



  
                                                                                                                                    Ergebnisse 

46 

lokalisiert. Dies ist anhand der gelben bis orangen Fluoreszenz der Kerne ersichtlich, die 

durch die Überlappung der roten und grünen Fluoreszenz zustande kommt. Die TCDD-

vermittelte Translokation des AhR in den Kern kann durch 10 µM ANF inhibiert werden 

(Abb. 3-2 B).  

Der Zeitverlauf der Induktion der AhR-vermittelten Zielgenexpression wurde am Beispiel 

Cyp1A1 mittels Real-time PCR verfolgt. Nach 3 bis 6 Stunden Stimulation mit 10 nM TCDD 

erfolgt eine signifikante Induktion der relativen Cyp1A1-mRNA-Menge, wobei die stärkste 

TCDD-Wirkung nach 6 Stunden beobachtet werden konnte (Abb. 3-3).  
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Abb. 3-3: Zeitabhängige Induktion der relativen Cyp1A1-mRNA-Menge durch 10 nM TCDD in 

     MCF-7-Zellen. Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normali- 

     siert. (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, n = 3) 

 

Die Untersuchungen zur konzentrations- und zeitabhängigen Aktivierung des AhR zeigten, 

dass eine signifikante Induktion der Cyp1A1-Transkriptmenge nach 6-stündiger Stimulation 

mit 10 nM TCDD eindeutig detektiert werden kann. 

3.2 Aktivierung des HIF-1αααα-Signalweges nach Kultivierung von 
MCF-7-Zellen unter hypoxischen Bedingungen 

Posttranskriptionelle Modifikationen vermitteln den Abbau und verhindern die Stabilisierung 

des HIF-1α-Proteins. Eine transkriptionelle Regulation unter hypoxischen Bedingungen 

konnte in MCF-7-Zellen ausgeschlossen werden (Anhang Abschnitt 7.1.2. A). Die Stabili-

sierung des HIF-1α-Proteins wurde nach Stimulation mit verschiedenen Sauerstoffkonzentra-

tionen im Western Blot untersucht. Eine Verringerung der Sauerstoffkonzentration von 20 % 

(Normoxie) auf 5 % (Hypoxie) erhöhte die HIF-1α-Stabilisierung. Nach 4 Stunden in 5 % bis 

10 % Sauerstoff konnten bereits erhöhte HIF-1α-Mengen in MCF-7- Zellen detektiert 

werden. Eine Verstärkung dieser HIF-1α-Stabilisierung wurde nach 8 Stunden beobachtet 

(Abb. 3-4).       

* 

* 
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Abb. 3-4: Akkumulierung von HIF-1αααα (A) und Induktion der relative VEGF-mRNA-Menge  (B)  

    unter hypoxischen Bedingungen in MCF-7-Zellen. A) Konzentrations- und zeitab- 

    hängige Akkumulierung von HIF-1αααα (Navarette Santos, unveröffentlicht, n = 2),  

     B) Relative  VEGF-mRNA-Menge nach 6-stündiger Kultivierung unter hypoxischen  

     Bedingungen (5 % O2). Die VEGF-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge  

     normalisiert. (** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, n = 3) 

 

Die relative mRNA-Expression des HIF-1α-Zielgens VEGF wurde aufgrund der starken 

Stabilisierung von HIF-1α unter 5 % Sauerstoff nach 6 Stunden untersucht. Es konnte eine 

4,5-fache Erhöhung der relativen VEGF-mRNA-Menge unter diesen hypoxischen Beding-

ungen detektiert werden (Abb. 3-4). 

3.3 Aktivierung des AhR-Signalweges nach Stimulation mit TCDD 
und/oder Hypoxie 

Die Untersuchungen zur Aktivierung des AhR bzw. zur Stabilisierung von HIF-1α durch     

10 nM TCDD bzw. Hypoxie (5 % O2) haben gezeigt, dass eine signifikante Induktion der 

jeweiligen Signalwege nach 6 Stunden deutlich erkennbar war. Der Einfluss einer simultanen 

Stimulation mit 10 nM TCDD und Hypoxie (5 % O2) auf den AhR-Signalweg wird im 

Folgenden gezeigt. Für die Untersuchung der Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-

1α-Signalweg wurde neben der Zelllinie MCF-7 zum Vergleich die Zelllinie HepG2 mitge-

führt, um etwaige zelllinienspezifische Unterschiede beschreiben zu können.  

4 h    8 h 4 h    8 h 4 h    8 h 
5%            10%            20%   O2 

HIF-1αααα    
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Die Aktivierung des AhR-Signalweges durch TCDD und/oder Hypoxie wurde durch Re-

portergen-Experimente untersucht. Dafür wurden die Zellen mit einem Luziferase-

Expressions-konstrukt, dass das AhR-spezifische Response-Element XRE enthält, transfiziert 

und an-schließend für 24 Stunden stimuliert. Gemessen wurden anschließend die Aktivität der 

Firefly-Luziferase, deren Expression durch das Response-Element bestimmt wird, sowie die 

Aktivität der Renilla-Luziferase, deren Expression von einem konstitutiven SV40-Promotor 

abhängt und durch die Effizienz der Transfektion bestimmt wird. In MCF-7- und HepG2- 

Zellen konnte eine 5-fache bzw. 14- bis 16-fache Induktion der XRE-vermittelten Promotor-

aktivität nach Stimulation mit 10 nM TCDD unter normoxischen und hypoxischen Be-

dingungen beobachten werden (Abb. 3-5, Anhang Abschnitt 7.1.1.A). Im Gegensatz zu den 

MCF-7-Zellen wurde in HepG2-Zellen eine signifikante Verringerung der Induktion der 

XRE-vermittelten Promotoraktivität nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie 

im Vergleich zur TCDD-vermittelten Induktion unter normoxischen Bedingungen beobachtet. 

In HepG2-Zellen verringerte die alleinige Stimulation mit Hypoxie die XRE-vermittelte 

Promotoraktivität im Vergleich zur normoxischen Kontrolle (Anhang Abschnitt 7.1.1. A). Die 

TCDD-vermittelte Promotoraktivierung kann durch 10 µM ANF inhibiert werden (Abb. 3-5, 

Anhang Abschnitt 7.1.1.A). 
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Abb. 3-5: XRE-Promotoraktivität nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie  

    in MCF-7-Zellen. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla- 

    Luziferase-Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten  

    Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich mit der TCDD-vermittelten Induktion, n = 3) 

 

Die AhR-vermittelte Induktion des Zielgenes Cyp1A1 nach Stimulation mit TCDD und/oder 

Hypoxie wurde mittels Real-time PCR und Western Blot untersucht. In der Zelllinie MCF-7 

wurde die Cyp1A1-mRNA- bzw. Proteinmenge durch TCDD 7-fach bzw. 1,3-fach unter 

normoxischen und hypoxischen Bedingungen induziert (Abb. 3-6). Die TCDD-vermittelte 
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10 nM TCDD  -     -    +     -     -     + 
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Induktion der Cyp1A1-Proteinmenge in MCF-7-Zellen kann durch 10 µM ANF inhibiert 

werden (Anhang Abschnitt 7.1.1. D). Im Unterschied zu MCF-7-Zellen weist die Cyp1A1-

Expression in HepG2-Zellen Unterschiede nach der Stimulation mit TCDD unter normox-

ischen und hypoxischen Bedingungen auf. Hypoxie verringert die TCDD-vermittelte Induk-

tion der relativen Cyp1A1-mRNA-Menge von 12-fach auf 9-fach (Anhang Abschnitt 7.1.1. 

B). Die Cyp1A1-Proteinmenge kann durch 10 nM TCDD 2,3-fach erhöht werden. Hypoxie 

verringert die TCDD-vermittelte Induktion auf den 1,8-fachen Wert (Anhang 7.1.1. C). Die 

TCDD-vermittelte Induktion der Cyp1A1-Proteinmenge in HepG2-Zellen kann durch 10 µM 

ANF inhibiert werden (Anhang 7.1.1. D). 
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Abb. 3-6: Cyp1A1-mRNA-Menge (A) und Proteinmenge (B) nach 6-stündiger Stimulation mit  

    TCDD und/oder Hypoxie in MCF-7-Zellen. Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur  

    18S-rRNA-Menge normalisiert. Die Cyp1A1-Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Pro- 

    teinmenge normalisiert. (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten  

    Kontrolle, n = 3) 
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3.4 Aktivierung des HIF-1αααα-Signalweges nach Stimulation mit 
TCDD und/oder Hypoxie 

Der Einfluss einer simultanen Stimulation mit 10 nM TCDD und Hypoxie (5 % O2) auf den 

HIF-1α-Signalweg wurde in MCF-7- und HepG2-Zellen untersucht. Um eine transkriptio-

nelle Regulation des Transkriptionsfaktors HIF-1α bei den verschiedenen Stimulationen aus-

zuschließen, wurde die HIF-1α-mRNA-Menge semiquantitativ mittels PCR untersucht. Es 

konnte keine Änderung in der HIF-1α-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen detektiert werden 

(Anhang Abschnitt 7.1.2. A). 

Die HIF-1α-Stabilisierung nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie wurde mittels 

Western Blot untersucht. Unter hypoxischen Bedingungen wurde die HIF-1α-Proteinmenge 

in MCF-7-Zellen 10-fach und in HepG2-Zellen 8-fach erhöht. Zusätzliche TCDD-Stimulation 

verringerte die Hypoxie-vermittelte HIF-1α-Stabilisierung auf das 5-fache bzw. das 6-fache 

in MCF-7- bzw. HepG2-Zellen. Der AhR-spezifische Inhibitor ANF verhindert die TCDD-

vermittelte Reduktion der HIF-1α- Stabilisierung unter hypoxischen Bedingungen (Abb. 3-7, 

Anhang Abschnitt 7.1.2. B).  

 

 

 

 

 

Abb. 3-7: HIF-1αααα-Stabilisierung nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie in  

    MCF-7-Zellen. Die HIF-1αααα-Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge  

    normalisiert. (** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im  

    Vergleich mit der Hypoxie-vermittelten Induktion, n = 3) 
 

Die Aktivierung des HIF-1α-Signalweges durch TCDD und/oder Hypoxie wurde weiterhin 

durch Reportergen-Experimente untersucht. Dafür wurden die Zellen mit einem Luziferase- 

Expressionkonstrukt, welches das HIF-1α-spezifische Response-Element HRE enthält, trans-

fiziert und für 24 Stunden stimuliert. In MCF-7- bzw. HepG2-Zellen konnte eine 8-fache bzw. 

3-fache Induktion der HRE-vermittelten Promotoraktivität unter hypoxischen Bedingungen 

beobachten werden. Gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie verringerte die 
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Hypoxie-vermittelte Induktion auf das 2-fache. Die zusätzliche Inhibierung mit ANF 

verhinderte diese TCDD-vermittelte Reduktion (Abb. 3-8, Anhang Abschnitt 7.1.2. C). In  

HepG2-Zellen erhöht die ANF-Stimulation unter hypoxischen Bedingungen die HRE-

vermittelte Promotoraktivität im Vergleich zur hypoxischen Induktion (Anhang Abschnitt 

7.1.2. C). 

Das HIF-1α-Zielgen, der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF, ist 4-fach unter 

hypoxischen Bedingungen und 6-fach nach zusätzlicher TCDD Stimulation in MCF-7- und 

HepG2-Zellen induziert (Abb. 3-8 B). 
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Abb. 3-8: HRE-Promotoraktivität (A) und die relative VEGF-mRNA-Menge (B) nach  

      Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie in MCF-7-Zellen. A) HRE-Promotor- 

                   aktivität nach 24-stündiger Stimulation. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde  

      durch die Renilla-Luziferase-Aktivität normalisiert. B) Die relative Cyp1A1-mRNA- 

      Menge nach 6-stündiger Stimulation. Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur 18S- 

      rRNA-Menge normalisiert. (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimu- 

      lierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich mit der Hypoxie-vermittelten Induktion,  

      n = 3) 

 

      DMSO   -     +      +      -      +     + 

10 nM TCDD   -     -      +      -      -     + 

Normoxie Hypoxie 

** ** ** 
** ** 

*a 

      DMSO   -      +      +      -      +      + 

10 nM TCDD   -      -      +      -      -      + 

Normoxie Hypoxie 

** ** 

** ** * ** 



 
  Ergebnisse 

52 

Durch den Vergleich der Effekte in MCF-7- und HepG2-Zellen können zusammenfassend 

folgende Auswirkungen einer gleichzeitigen Stimulation mit TCDD und Hypoxie auf die 

Aktivierung des AhR- und HIF-1α-Signalweges beschrieben werden. Eine gleichzeitige 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduziert die TCDD-vermittelte Aktivierung des AhR-

Signalweges in HepG2-Zellen, jedoch nicht in MCF-7-Zellen. TCDD reduzierte die HIF-1α-

Stabilisierung und transkriptionelle Aktivität unter hypoxischen Bedingungen in MCF-7- und 

HepG2-Zellen. Der AhR- und der HIF-1α-Signalweg interferieren in beiden Zelllinien. 

3.5 Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den p53- und den ERαααα-
Signalweg 

In Abschnitt 3.1. bis 3.4. konnte gezeigt werden, dass eine gleichzeitige Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie in MCF-7-Zellen eine Inhibierung des HIF-1α-Signalweges verursacht, 

während der TCDD-induzierte AhR-Signalweg nicht verändert wurde. Aufgrund des in der 

Literatur beschriebenen Einflusses des AhR-Signalweges auf den ERα-Signalweg (siehe 

Abschnitt 1.4.4.) und der Wechselwirkung des HIF-1α-Signalweges mit dem p53-Signalweg 

(siehe Abschnitt 1.3.5.), stellte sich die Frage, ob die AhR und HIF-1α nachgeschalteten 

ERα- und p53-Signalwege durch die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie 

beeinflusst werden. 

Eine gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduziert die endogene p53-Protein-

menge um ein Viertel (0,71, Abb. 3-9 A), während Einzelstimulation mit TCDD oder 

Hypoxie keine signifikanten Änderungen in der p53-Proteinmenge hervorrufen. Die Reduk-

tion der p53-Proteinmenge kann durch die Behandlung mit ANF verhindert werden. Um zu 

überprüfen, ob die Reduktion der p53-Proteinmenge durch die E3-Ubiquitinligase Hdm2 

verursacht wird, wurde die Hdm2-Transkriptmenge untersucht. Diese wurde durch Einzel-

stimulation mit TCDD 1,5-fach bzw. mit Hypoxie 1,4-fach und durch gleichzeitige Stimu-

lation mit TCDD und Hypoxie 1,8-fach induziert (Abb. 3-9 B). ANF verhindert die TCDD-

vermittelte Induktion der Hdm2-mRNA-Menge. Um zu klären, ob die Induktion der Hdm2-

mRNA-Menge durch eine MAPK-vermittelte Transaktivierung des ERα (Bond et al. 2006; 

Bond et al. 2004) verursacht wird, wurde die spezifische MAPKK für ERK1/2 durch 50 µM 

PD98059 inhibiert. PD98059 verändert die Hdm2-mRNA-Menge nach Stimulation mit 

TCDD und/oder Hypoxie nur leicht. Die p53-vermittelte Promotoraktivität wurde nach 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie um ein Viertel reduziert (Anhang Abschnitt 7.1.3. A).  
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Abb. 3-9: p53-Proteinmenge (A) und Hdm2-Transkriptmenge (B) in MCF-7-Zellen nach 6- 

    stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. A) Die p53-Proteinmenge wurde  

    zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert. B) Die Hdm2-mRNA-Menge wurde zur 18S- 

    rRNA-Menge normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a  

    p < 0,05 im Vergleich mit der Hypoxie- und TCDD-vermittelten Reduktion, *b  

    p<0.05 im Vergleich zur TCDD Stimulation, n = 3) 

 

Als Konsequenz aus der Reduktion der p53-Proteinmenge und p53-vermittelten Promotor-

aktivität sollte die Expression der p53-Zielgene beeinflusst sein. Deshalb wurde die mRNA-

Menge der p53-regulierten Proteine der Dual-spezifischen Phosphatase Familie (Wu et al. 

2004) untersucht: MKP1 (mitogen-activated protein kinase phosphatase 1), PAC1 (phospha-

tase activated in cells 1) und DUSP5 (dual specific protein phosphatase 5). Nach gleich-

zeitiger Stimulation mit TCDD und  Hypoxie  wurde die  mRNA- und  Proteinmenge des  

p53-Zielgens Dusp5 um  die Hälfte bzw. um ein Viertel reduziert (Anhang Abschnitt 7.1.3. B, 

Abb. 3-10). Der AhR-spezifische Inhibitor ANF verhindert die beschriebenen Reduktionen in 

der  p53-Proteinmenge und  in  der  p53-Promotoraktivität  sowie  in  der  Dusp5-mRNA- und 

DMSO TCDD 

p53 

ß-Aktin 

DMSO TCDD 

Hypoxie Normoxie 

  1   1,01  0,88  0,87  0,89  0,71 
 +/-     +/-       +/-      +/-       +/-      +/- 
0,06  0,04    0,09    0,08    0,07   0,04 

+ αααα-Naphthoflavon 

DMSO TCDD 

Hypoxie Normoxie 

DMSO TCDD 

*a 
  1   0,91  1,05  0,83  0,91  0,95 
 +/-     +/-       +/-      +/-       +/-       +/- 
 0,1   0,13    0,15    0,13    0,09     0,1 

* 
p53-  
Protein- 
menge  
[relative 
Einheiten] 

* 

*b 
* 

* * 
* 

*a 

         DMSO  -      +     +      -     +      +  

   10 nM TCDD  -      -     +      -     -      +  

Normoxie Hypoxie 
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Abb. 3-10: Dusp5-Proteinmenge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  

      und/oder Hypoxie. Die Dusp5-Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge  

normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im  

Vergleich zur Hypoxie- und TCDD-vermittelten Reduktion, n = 3) 

 
Proteinmenge. Die mRNA-Menge der beiden anderen p53-regulierten Phosphatasen PAC1 

und MKP1 wurde ebenfalls  mittels Real-time PCR untersucht. Diese  Phosphatasen wurden 

durch gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie nicht verändert (siehe Anhang 

Abschnitt 7.1.3. C). Die Regulation von MKP1 und PAC1 durch andere Transkriptions-

faktoren könnte die fehlende Induktion der Transkription, trotz beobachteter Inhibierung der 

p53-Expression, erklären.  

In der Literatur wurde Dusp5 bereits als negativer Regulator der MAPK-Signalwege 

beschrieben (Wu et al. 2004). Deshalb stellte sich die Frage, ob die Verringerung der Dusp5-

Expression einen Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK1/2 hat. Die Phosphorylierung 

von ERK1/2 wurde mittels Western Blot untersucht Als Kontrolle der ERK1/2-Phospho-

rylierung diente dass ERK1/2-Gesamtprotein. Die ERK1/2-Phosphorylierung wurde nach 

gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie 2,5-fach induziert. ANF verhindert diese 

Erhöhung der ERK1/2-Phosphorylierung. Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie erhöhen 

die ERK1/2-Phosphorylierung nicht (Abb. 3-11 A). Die semiquantitative Analyse der 

Phosphorylierung beider ERK-Proteine zeigte, dass ERK2 nach Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie höher phosphoryliert vorliegt als ERK1 (Anhang Abschnitt 7.1.3. D). 

Die erhöhte ERK1/2-Phosphorylierung könnte eine Transaktivierung des ERα verursachen 

(Pearce et al. 2004). Deshalb wurde die Regulation der ERE-vermittelten Promotoraktivität 

und die Induktion des ERα-Zielgenes SOCS3 (Suppressor of cytokine signalling), welches ein 

ERE enthält (Matthews et al. 2005), nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie in MCF-

7-Zellen untersucht. Die ERE-vermittelte Promotoraktivität und die SOCS3-mRNA-Menge 

wurden nur bei gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie 1,6-fach induziert (Abb. 3-

Dusp5 

ββββ-Aktin 

DMSO   TCDD DMSO   TCDD 

Hypoxie Normoxie 
         α α α α-Naphthoflavon 

DMSO   TCDD DMSO   TCDD 

Hypoxie Normoxie 

  1     1,04  1,03  1,02   1,12   0,68 
 +/-      +/-        +/-       +/-      +/-        +/- 
0,06   0,15     0,14    0,16     0,19     0,1 

Dusp5- 
Protein-
menge 
[relative 
Einheiten] 

   1      1     0,99   0,89   0,92  1,01 
  +/-      +/-      +/-         +/-       +/-      +/- 
 0,14    0,12   0,13     0,12    0,14    0,15 

* *a 
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11 B, 3-12 A). Die Induktion der ERE-vermittelten Promotoraktivität konnte durch den MEK-

spezifischen Inhibitor PD98059 (50 µM) verhindert werden (Abb. 3-11 B). Die Induktion der 

SOCS3-mRNA-Menge konnte durch den AhR-spezifischen Inhibitor ANF inhibiert werden. 

Die Einzelstimulationen mit TCDD oder Hypoxie verursachten keine signifikanten 

Änderungen (Abb. 3-12 A). 
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Abb. 3-11: Phosphorylierung der Proteine ERK1/2 (A) und die ERE-Promotoraktivität (B) in  

MCF-7-Zellen nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. A) Die Phospho- 

rylierung der ERK1/2-Proteine nach 6-stündiger Stimulation wurde mit einem  

Phospho-spezifischen ERK1/2-Antikörper detektiert. Die Proteinmenge  wurde   

densitometrisch ausgewertet. Die pERK1/2-Proteinmenge wurde zur ERK1/2- 

Gesamtproteinmenge normalisiert. B) ERE-Promotoraktivität nach 24-stündiger  

Stimulation. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla- 

Luziferase-Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten  

Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich mit der Hypoxie und TCDD vermittelten  

Induktion, n = 3) 

 

DMSO   TCDD DMSO   TCDD 

Hypoxie Normoxie 

pERK 1/2 

ERK 1/2 

DMSO  TCDD 

Hypoxie Normoxie 

αααα-Naphthoflavon 

  1     0,89  1,16  1,32   1,26  2,56 
  +/-      +/-      +/-       +/-        +/-      +/- 
 0,07    0,06   0,17    0,23     0,22   0,33 

pERK1/2- 
Protein-
menge 
[relative 
Einheiten] 

  1     1,29   1,05     1    1,02   1,19 
  +/-      +/-        +/-       +/-      +/-       +/- 
 0,17    0,13    0,19      0,2      0,2      0,3     

* *a 

         DMSO  -     +     +      -     +     +  

   10 nM TCDD  -     -     +      -     -     +  
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DMSO  TCDD 
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Zusätzlich konnte ein Einfluss auf die endogene ERα-Proteinmenge detektiert werden. Im 

Vergleich zur normoxischen Kontrolle wurde die ERα-Proteinmenge durch Einzelstimula-

tionen mit TCDD bzw. Hypoxie um ein Viertel bzw. um die Hälfte reduziert. Gleichzeitige 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie inhibiert diese Reduktion (Abb. 3-12 B). 
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B) 

                       

Abb. 3-12: Relative SOCS3-mRNA-Menge (A) und die ERαααα-Proteinmenge in MCF-7-Zellen  

nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. A) Die SOCS3-mRNA- 

Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. B) Die ERαααα-Proteinmenge wurde  

zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten  

Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich mit der Hypoxie- und TCDD-vermittelten Induk- 

tion, *b im Vergleich mit der Hypoxie oder TCDD-vermittelten Reduktion, n = 3) 

 

Die Inhibierung des p53-Signalweges, die reduzierte Expression von Dusp5, die erhöhte 

Phosphorylierung von ERK1/2 sowie die Aktivierung des ERα-Signalweges nach gleich-

zeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie lassen den Schluß zu, dass eine Verbindung 

zwischen allen drei Signalwegen existiert. Um diese Hypothese zu bestätigen, wurde die Ex-

pression  des  p53-Zielgenes Dusp5  in unstimulierten Zellen  durch Einsatz einer spezifischen 

ERα 

β-Aktin 

Normoxie 

DMSO TCDD 

Hypoxie 

DMSO  TCDD 

ERα− 
Protein-
menge 
[relative 
Einheiten] 

  1     0,92   0,71   0,49   0,71  0,91  
 +/-       +/-       +/-        +/-        +/-      +/-  
0,05    0,04    0,07      0,07     0,06    0,08 

* * *b 

         DMSO  -     +     +      -     +     +  

   10 nM TCDD  -     -     +      -     -     +  

* 

*a 

Hypoxie Normoxie 
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Abb. 3-13: Dusp5-Proteinmenge in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit einer nicht- 

spezifischen und einer spezifischen Dusp5-siRNA. Die Dusp5-Proteinmenge wurde  

zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten  

Kontrolle sowie zur nicht-spezifischen siRNA, n = 3) 

 

Dusp5-siRNA reprimiert. Dazu wurden MCF-7-Zellen mit einer spezifischen Dusp5- bzw. 

einer nicht-spezifischen siRNA transfiziert. Nach der Transfektion wurden die hervorge-

rufenen Änderungen nach 24 und 48 Stunden gemessen. Es zeigte sich, dass nach Dusp5-

siRNA-Behandlung die Dusp5-mRNA- und Proteinmenge auf das 0,4-fache bzw. das 0,6-

fache reduziert wurden. Die nicht-spezifische siRNA beeinflusst die Dusp5-Proteinmenge 

nach 24 und 48 Stunden im Vergleich zur nicht-transfizierten Kontrolle nicht (Abb. 3-13, 

Anhang Abschnitt 7.1.3. E). Die verringerte Dusp5-mRNA- und Proteinmenge resultiert in 

einer 1,8-fachen Erhöhung der ERK1/2-Phosphorylierung  nach 24 und 48 Stunden, während  

die nicht-spezifische siRNA  keine Veränderung der ERK1/2-Phosphorylierung bewirkte 

(Abb. 3-14 A). Die durch die Reduktion der Dusp5-Expression erhöhte ERK1/2-

Phosphorylierung verursachte eine 2-fache Erhöhung der ERE-vermittelten Promotoraktivität 

(Abb. 3-14 B). Zusätzlich wurde die Transkriptmenge der ERα-Zielgene SOCS3 und Hdm2 

nach der Reduktion der Dusp5-Expression untersucht. Die Reduktion der Dusp5-Expression 

mittels siRNA verursacht eine 2-fache Induktion der SOCS3- und der Hdm2-mRNA-Menge 

nach 48 Stunden (Abb. 3-14 C, Abb. 3-15). 
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Dusp5 

ββββ-Aktin 

Kontrolle    24 h     48 h           24 h     48 h 
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Protein-
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[relative   
Einheiten] 

* * 
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Abb. 3-14: Die pERK1/2-Proteinmenge (A), die ERE-Promotoraktivität (B) und die SOCS3-  

mRNA-Menge (C) in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit einer nicht-spezifischen  

und einer spezifischen Dusp5-siRNA. A) Die Phosphorylierung der ERK1/2-Proteine  

wurde mit einem Phospho-spezifischen ERK1/2-Antikörper detektiert. Die Protein- 

menge  wurde  densitometrisch ausgewertet. Die pERK1/2-Proteinmenge wurde zur  

ERK1/2-Gesamtproteinmenge normalisiert. B) Die ERE-Promotoraktivität 24 h  

nach der siRNA-Transfektion. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die  

Renilla-Luziferase-Aktivität normalisiert. C) Die SOCS3-mRNA-Menge wurde zur  

18S-rRNA-Menge normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten  

Kontrolle bzw. zur nicht-spezifischen siRNA, n = 3) 

24 h         48 h 

Nicht-spezifische 
siRNA Dusp5-siRNA 

pERK 1/2 

ERK 1/2 

Kontrolle       24 h           48 h      

pERK1/2- 
Protein-
menge 
[relative 
Einheiten] 

* * 

* 

* 

* 

   1           1,75       1,65          0,76      0,93       
  +/-              +/-            +/-                 +/-            +/-           
  0,1             0,27         0,23              0,27        0,22           
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Abb. 3-15: Die Hdm2-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit einer nicht-spezi- 

      fischen und einer spezifischen Dusp5-siRNA. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimu- 

      lierten Kontrolle bzw. zur nicht-spezifischen siRNA, n = 3)  
 

Durch die mittels siRNA hervorgerufene Reduktion der Dusp5-Expression wurde deutlich, 

dass die Reduktion der Dusp5-Expression, welche nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie 

aus der Inhibierung des p53-Signalweges resultiert, die Aktivierung des ERα-Signalweges 

verursacht.  

3.6 Aktivierung des NFATc1-Signalweges nach Stimulation mit 
TCDD und Hypoxie 

Ausgangspunkt der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen zum NFAT-Signalweg 

waren die Daten einer Mikroarray-Analyse von MCF-7-Zellen, die unter Östrogen-redu-

zierten Bedingungen kultiviert worden waren. Der Transkriptionsfaktor NFATc2 war nach 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduziert exprimiert (Navarette Santos 2004, unver-

öffentlicht, Daten siehe Anhang Abschnitt 7.2). In dieser Arbeit zeigte sich, dass nach Kulti-

vierung unter Östrogen-haltigen Bedingungen die NFATc2-mRNA-Menge nach Stimulation 

mit TCDD oder Hypoxie 2-fach reduziert war. Die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie verursachten keine signifikante Änderung der NFATc2-mRNA im Vergleich zur 

unstimulierten Kontrolle. Die TCDD-vermittelte Reduktion der NFATc2-mRNA wurde durch 

ANF inhibiert. Weiterhin konnte die Reduktion der NFATc2-mRNA durch den Calcineurin-

Inhibitor Cyclosporin A (CSA) verhindert werden (Anhang Abschnitt 7.1.4. A).  

Um zu klären, ob die beobachteten Änderungen in der NFATc2-mRNA-Menge Auswirkung-

en auf die Aktivierung des NFAT-Signalweges haben, wurde die NFAT-vermittelte Promo-

toraktivität und die Lokalisation von NFAT in der Zelle untersucht. Die NFAT-Promotor-

aktivität wurde durch Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie 1,4-fach bzw. 1,5-fach 

induziert. Eine gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie verursachte keine 

Änderungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. ANF inhibiert die TCDD-vermittelte 

* 

 * 
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Induktion der NFAT-Promotoraktivität. Der Calcineurin-Inhibitor CsA verhindert die Reduk-

tion der Promotoraktivität nach Stimulation mit TCDD oder Hypoxie (Abb. 3-16). An diesen 

Beispielen wird erneut die Abhängigkeit der molekularen und zellulären Reaktion vom 

Expositionsmodus deutlich. Änderungen zeigen sich nur bei individueller Exposition und 

nicht bei gleichzeitiger Exposition mit TCDD und Hypoxie. 
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Abb. 3-16: NFAT-Promotoraktivität nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  

      Hypoxie in MCF-7-Zellen. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die  

      Renilla-Luziferase-Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimu- 

        lierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich zur Stimulation mit TCDD oder Hypoxie,  

n = 3) 
 

Die Lokalisation von NFATc1 wurde mittels Immunfluoreszenz und Western Blot untersucht. 

Für die Untersuchung mittels Immunfluoreszenz wurde ein NFATc1-GFP-Fusionsprotein 

verwendet. NFATc1 ist strukturell und funktionell hoch homolog mit NFATc2 (Northrop et 

al. 1994). Das NFATc1-GFP-Fusionsprotein ist in den unstimulierten MCF-7-Zellen als 

grüne Fluoreszenz im Zytoplasma sichtbar (Abb. 3-17). Die Kerne wurden mit dem roten 

Fluoreszenzfarbstoff 7-AAD angefärbt. Nach 6-stündiger Stimulation mit 10 nM TCDD oder 

Hypoxie ist der NFATc1 im Kern lokalisiert. Dies ist anhand der Überlagerung der roten und 

grünen Fluoreszenz in den Kernen ersichtlich. Nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie wurde keine Translokation von NFATc1 detektiert. Die Translokation von NFATc1 

wurde nach Stimulation mit TCDD oder Hypoxie durch den Calcineurin-Inhibitor CsA 

verhindert. ANF inhibierte die TCDD-vermittelte Translokation. Außerdem wurde durch den 

Einsatz von ANF bei gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie der NFATc1-Kern-

import wieder ermöglicht (Abb. 3-17). Die Lokalisation von NFATc1 wurde zusätzlich 

mittels Fraktionierung von MCF-7-Zellen und anschließendem Western Blot bestätigt. 

 

         DMSO  -     +     +     -     +     +  

   10 nM TCDD  -     -     +     -     -     +  

* 
* * 

*a 
*a *a 
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Abb. 3-17: Lokalisation von NFATc1 in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  

      und/oder Hypoxie. n = 3 

 

Aufgrund der Dephosphorylierung des im Zytoplasma lokalisierten, mehrfach phospho-

rylierten NFATc1 durch das Protein Calcineurin können in der Kernfraktion nach der Western 

Blot-Analyse mehrere NFATc1-Proteinbanden detektiert werden (Abb. 3-18 A). Diese 

Proteinbanden entsprechen den verschieden stark phosphorylierten NFATc1-Proteinen. Nach 

Stimulation mit TCDD oder Hypoxie - jedoch nicht nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie - konnte eine erhöhte NFATc1- Proteinmenge  in  der  Kernfaktion  von  

MCF-7-Zellen  gezeigt  werden.  Eine geringe  Erhöhung der NFATc1-Proteinmenge wurde 

in der DMSO-Kontrolle unter normoxischen Bedingungen  gefunden. Nach der Inhibierung 

mit CsA waren nur noch sehr geringe Mengen NFATc1 in der Kernfraktion der MCF-7-

Zellen zu beobachten (Abb. 3-18 A). 

Die mRNA-Menge und die Aktivität des NFAT-regulierten Zielgenes Autotaxin wurde 

mittels Real-time PCR und Messung der Cholin-Bildung in MCF-7-Zellen bestimmt. Die 

ATX-mRNA-Menge wurde durch TCDD auf 50 fg in 1 µg totale RNA erhöht. Hypoxie 

erhöhte die absolute ATX-mRNA-Menge auf 60 fg. Eine gleichzeitige Stimulation mit TCDD  
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Abb. 3-18: NFATc1-Proteinmenge (A) und ATX-vermittelte Cholin-Bildung (B) in MCF-7- 

Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. A) Die NFATc1- 

Proteinmenge in der Kernfraktion von MCF-7-Zellen. Die Inhibierung der  

zunehmenden NFATc1-Proteinmenge wurde durch den Calcineurin-Inhibitor CSA  

verhindert (n = 2). B) Das Cholin wird durch die Lysophospholipase D-Aktivität von  

ATX gebildet. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im  

Vergleich zur Stimulation mit TCDD oder Hypoxie, n = 3) 

 

und Hypoxie dagegen reduzierte die ATX-mRNA-Menge auf 18 fg. Diese ATX-mRNA- 

Menge ist vergleichbar mit der Menge in unstimulierten MCF-7-Zellen. ANF erhöhte die 

ATX-mRNA-Menge unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen signifikant. Dies 

weist darauf hin, dass ANF die ATX-mRNA-Menge über andere Signalwege beeinflusst. Der 

         DMSO  -       +     +      -      +      +  

   10 nM TCDD  -       -     +      -      -      +  

* 
* * * * * 

a* 

Hypoxie Normoxie 
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Calcineurin-Inhibitor CsA verursachten keine signifikanten Änderungen in der ATX-mRNA-

Menge (Anhang Abschnitt 7.1.4. B). 

Die Cholin-Bildung, verursacht durch die ATX Lysophospholipase D-Aktivität, wurde durch 

TCDD auf 8,5 µM Cholin erhöht. Hypoxie steigerte die Cholin-Bildung auf 9,5 µM. Eine 

gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduzierte die ATX-vermittelte Cholin-

Bildung auf 6 µM. Diese Konzentration entspricht etwa der Cholin-Bildung in unstimulierten 

MCF-7-Zellen. ANF inhibierte die TCDD-induzierten Effekte auf die ATX-Aktivität unter 

hypoxischen und normoxischen Bedingungen. Ein Einfluss von ANF auf die Cholin-Bildung 

konnte im Gegensatz zu veränderten ATX-mRNA-Mengen nicht beobachtet werden. Der 

Calcineurin-Inhibitor CsA inhibierte alle durch Hypoxie und TCDD hervorgerufenen 

Veränderungen der ATX-Aktivität (Abb. 3-18 B).  
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Abb. 3-19: Migration von MCF-7-Zellen nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  

           Hypoxie (A) bzw. nach 24-stündiger Stimulation mit den ATX-Substrat LPA oder  

      dem Enzymprodukt LPC (B). (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimu-  

      lierten Kontrolle, n = 3) 

Kontrolle                  Normoxie                  Hypoxie 
                                   10 mM                      10 mM 

         DMSO  -     +     +     -    +     +  

   10 nM TCDD  -     -     +     -    -     +  

* 

* * 

Hypoxie Normoxie 

** 
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Autotaxin stimuliert die ungerichtete und gerichtete Migration von Brustkrebszellen (Chen et 

al. 2005; Jauliac et al. 2002; Yiu et al. 2006). Aufgrund dieser Literaturdaten und der in der 

vorliegenden Arbeit detektierten TCDD- oder Hypoxie-induzierten Aktivierung des NFAT-

Signalweges sowie der Induktion des Zielgenes ATX stellte sich die Frage, ob die Migration 

der MCF-7-Zellen nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie verändert wird. Die 

Migration der MCF-7-Zellen wurde durch die Wanderung der Zellen durch eine poröse 

Membran in einem Transwellsystem beobachtet. Durch die Stimulation mit TCDD wurde die 

Migration um das 1,7-fache erhöht. Hypoxie sowie gleichzeitige Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie verändert die Migration der MCF-7-Zellen nicht. Der Calcineurin-Inhibitor CsA 

inhibierte die TCDD-vermittelten Effekte auf die Migration, verringert jedoch ebenso die 

Migration in DMSO-behandelten MCF-7-Zellen um die Hälfte (Abb. 3-21 A). Der AhR-

spezifische Inhibitor ANF verstärkte sowohl unter normoxischen (DMSO-Kontrolle) als auch 

hypoxischen Bedingungen (unstimulierte Kontrolle und DMSO-Kontrolle) die Migration. 

Außerdem konnte kein inhibierender Einfluss von ANF auf die TCDD-induzierte Migration 

festgestellt werden. Die beobachteten ANF-vermittelten Effekte korrelieren nicht mit den 

gemessenen ATX-Enzymaktivitäten (Anhang Abschnitt 7.6.4). 

Die beobachteten Auswirkungen auf die Migration von MCF-7-Zellen wurden mit der 

Migration nach Stimulation mit dem ATX-Substrat (LPC) und Enzymprodukt (LPA) 

korreliert, um ATX-spezifische Effekte erkennen zu können. Die Migration wurde spezifisch 

durch 10 µM LPA (Lysophosphatidylsäure), jedoch nicht 10 µM LPC (Lysophosphatidyl-

cholin), unter normoxischen Bedingungen 1,8-fach induziert. Unter hypoxischen Beding-

ungen konnte weder durch LPA noch durch LPC eine Erhöhung der Migration der MCF-7- 

Zellen detektiert werden (Abb. 3-21 B). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Einzelstimulation mit TCDD oder 

Hypoxie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFATc1 induzierte. Diese Aktivierung 

resultierte in der Induktion der Expression und Aktivität des NFAT-Zielgenes ATX. TCDD 

induzierte weiterhin die Migration von MCF-7-Zellen über das enzymatische Produkt von 

Autotaxin, LPA, unter normoxischen Bedingungen. Hypoxie dagegen induzierte die ATX 

Aktivität allerdings nicht die Migration der MCF-7-Zellen. Eine gleichzeitige Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie führte dagegen nicht zur Aktivierung des NFATc1-Signalweges. 

3.7 Expression von PHD2 – Ist PHD2 der Mediator der Interferenz? 

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Ergebnisse wurden bereits veröffentlicht (Seifert et al. 

2007). In den Abschnitten 3.1. bis 3.4. wurde die Interferenz zwischen dem AhR und HIF-1α 

in MCF-7- sowie in HepG2-Zellen gezeigt. Im Abschnitt 1.3.2 und 1.3.3. wurde beschrieben, 

dass die Aktivierung des HIF-1α-Signalweges durch die PHD-vermittelte Hydroxylierung 
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und anschließende Ubiquitinylierung inhibiert wird. Aufgrund dieser Daten stellte sich die 

Frage, ob nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie PHD2 der Mediator der 

TCDD-vermittelten Reduktion der HIF-1α-Stabilisierung ist. In diesem Falle würde eine 

zusätzliche Induktion der PHD2-Expression nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie im Vergleich zur Induktion unter hypoxischen Bedingungen gemessen werden 

können. Deshalb wurden die absolute PHD2-mRNA-Menge, die PHD2-Promotoraktivität und 

die PHD2-Proteinmenge in MCF-7- und HepG2-Zellen untersucht. In der Zelllinie HepG2 

wurden in der Vergangenheit insbesondere Studien zur HIF-1α- und PHD-Regulierung durch-

geführt. Um eine Induktion und damit einen möglichen Einfluss der beiden anderen PHD-

Isoformen auf die HIF-1α-Stabilisierung auszuschließen, wurde die PHD1- und PHD3-

mRNA-Menge mittels Real-time PCR untersucht. 

Die PHD2-mRNA-Menge wurde durch TCDD unter normoxischen Bedingungen auf etwa 

80.000 Kopien in MCF-7-Zellen bzw. 5.000 Kopien in HepG2-Zellen erhöht. Hypoxie 

induzierte die PHD2-mRNA-Menge auf 120.000 Kopien in MCF-7- bzw. 5.000 Kopien in 

HepG2-Zellen. Eine gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduzierte die 

hypoxische Induktion der PHD2-mRNA-Menge auf 8.000 Kopien in MCF-7-Zellen bzw. 

2.500 Kopien in HepG2-Zellen. Der Einsatz von ANF hatte unter normoxischen Bedingungen 

eine Erhöhung der PHD2-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen zur Folge. ANF inhibierte die 

TCDD-vermittelte Induktion der PHD2-mRNA-Menge auf 10.000 Kopien in MCF-7-Zellen 

bzw. 2.000 Kopien in HepG2-Zellen. Diese PHD2-Transkriptmenge ist vergleichbar mit der 

Expression in der unstimulierten bzw. DMSO-behandelten Kontrolle. Durch Zugabe von 

ANF nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie wurde die PHD2-mRNA-

Menge auf die Kopienzahl der hypoxischen DMSO-Kontrolle erhöht (Anhang Abschnitt 

7.1.5. A, B). Die PHD1- bzw. PHD3-Transkriptmenge wurden im Vergleich zu PHD2 durch 

TCDD und/oder Hypoxie in ähnlicher Weise reguliert (Anhang Abschnitt 7.1.5. C, D).  

Die PHD2-Proteinmenge wurde durch TCDD oder Hypoxie 1,5-fach bzw. 1,9-fach induziert 

in MCF-7- und HepG2-Zellen. Eine gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie redu-

zierte die Hypoxie-vermittelte Induktion auf 1,5-fach in MCF-7-Zellen bzw. auf 1,6-fach in 

HepG2-Zellen. Eine Inhibierung mit ANF verhinderte diese Reduktion in der PHD2-Protein-

menge (siehe Abb. 3-20 A, Anhang Abschnitt 7.1.5. E). 

Um zu überprüfen, ob die beschriebenen Änderungen in der absoluten PHD2-mRNA-Menge 

bzw. der PHD2-Proteinmenge auf eine HIF-1α-vermittelte Regulation zurückzuführen sind, 

wurde die Aktivität des PHD2-Promotors in MCF-7-Zellen untersucht. Dazu wurde der GC- 

reiche Teil des PHD2-Promotors mit einem funktionellen HRE verwendet (Metzen et al. 

2005). Der gleiche Promotor, allerdings mit einem mutierten, nichtfunktionellen HRE, wurde 
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zum Vergleich mitgeführt. Die Aktivität des Wildtyp-Promotors wurde durch TCDD 1,5-fach 

bzw. durch Hypoxie 1,8-fach induziert. Die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie 

reduziert die hypoxische Induktion der Wildtyp-PHD2-Promotoraktivität. Die Aktivität des 

mutierten PHD2-Promotors zeigte dagegen keine signifikanten Veränderungen nach 

Stimulation mit Hypoxie oder gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie. Die 

Aktivität des PHD2- Promotors wurde durch TCDD signifikant induziert (vgl. Abb. 3-20 B).  
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Abb. 3-20:  TCDD und Hypoxie beeinflussen die PHD2-Proteinmenge (A) und die PHD2- 

Promotoraktivität (B) in MCF-7-Zellen. A) Die PHD2-Proteinmenge nach 6-

stündiger Stimulation. Die PHD2-Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge 

normalisiert. B) Die Aktivität des Wildtyp (wt)-PHD2-Promotorkonstruktes bzw. 

des HRE-mutierten (mt) Promotorkonstruktes nach 24-stündiger Stimulation. 

 (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05 im Vergleich zur 

hypoxischen Induktion, n = 3) 

 

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass keine zusätzliche Induktion der 

PHD2-Expression  nach  6-stündiger  Stimulation  mit TCDD und Hypoxie erfolgte. Um eine 
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Induktion der PHD2-Expression innerhalb der 6 Stunden Versuchzeit und damit einen 

Einfluss auf die HIF-1α-Stabilisierung auszuschließen, wurde die PHD2-Proteinmenge in 

dem Zeitraum von Beginn der Stimulation bis 6 Stunden nach der Stimulation in MCF-7- und 

HepG2-Zellen untersucht (Anhang Abschnitt 7.1.5. F). Auch während dieser Zeitspanne 

wurde keine zusätzliche Induktion der PHD2-Proteinmenge nach Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie gemessen. 

Außerdem besteht die Möglichkeit, dass zusätzlich zur Regulation der PHD2-Expression eine 

erhöhte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die Aktivität der PHD2 erhöht und 

eine verstärkte Hydroxylierung von HIF-1α ermöglicht. Aus diesem Grund wurde die Bil-

dung von reaktiven Sauerstoffspezies in MCF-7- und HepG2-Zellen mit Hilfe des Detektions-

reagenz H2DCFDA und der Durchflußzytometrie untersucht. In HepG2-Zellen wurde die 

Bildung von ROS durch TCDD und/oder Hypoxie etwa 1,4 fach induziert. In MCF-7-Zellen 

wurde keine Änderung der ROS-Bildung beobachtet (Anhang Abschnitt 7.1.5. G).  

Aus den bisher vorgestellten Daten ist ersichtlich, dass die PHD2 unter normoxischen 

Bedingungen AhR-abhängig induziert wurde. Diese AhR-abhängige Regulation der PHD2-

Expression wurde jedoch unter hypoxischen Bedingungen dominiert durch die HIF-1α-

abhängige Reduktion der PHD2-Expression, die durch die TCDD-vermittelte HIF-1α-De-

stabilisierung vermittelt wird. Aufgrund der reduzierten PHD2-Expression sowie durch die 

nicht zusätzlich erhöhte Bildung von ROS nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie wurde PHD2 als Mediator der Interferenz zwischen dem AhR und dem HIF-1α 

ausgeschlossen. 

3.8 Expression von Hsp90 and Rack1 – Sind beide Proteine 
Mediatoren der Interferenz? 

In den Abschnitten 3.1 bis 3.4 wurde die Interferenz zwischen dem AhR und HIF-1α in  

MCF-7- sowie in HepG2-Zellen beschrieben. Im Abschnitt 3.7 wurde der Hauptregulator der 

HIF-1α-Stabilisierung, PHD2, als Mediator der Interferenz ausgeschlossen. Aus diesen Unter-

suchungen ergab sich die Frage, welches Protein der Mediator der Interferenz beider Signal-

wege sein könnte. Das Chaperon Hsp90 (Hitzeschockprotein 90) kann an die PAS-B Domäne 

von HIF-1α binden. Hsp90 stabilisiert HIF-1α und verhindert gleichzeitig den nicht-

spezifischen Abbau dieses Proteins (Katschinski et al. 2004).  

Es wurde die Regulation der Hsp90-Expression und der HSE- (Hitzeschock-Response-

Element) Promotoraktivität untersucht. Die HSE-Promotoraktivität wurde durch Einzel-

stimulation mit TCDD oder Hypoxie auf das 1,5-fache induziert. Eine gleichzeitige 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduzierte die Promotoraktivität auf etwa ein Drittel. 
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Durch den Einsatz von ANF wurde die Reduktion der HSE-Promotoraktivität nach Stimu-

lation mit TCDD und Hypoxie verhindert (Abb. 3-21 A). 
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Abb. 3-21: Die HSE-Promotoraktivität (A) und die Hsp90-Proteinmenge (B) nach Stimulation  

      mit TCDD und Hypoxie in MCF-7-Zellen. A) Die HSE-Promotoraktivität nach 24- 

      stündiger Stimulation. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla- 

      Luziferase-Aktivität normalisiert. B) Die Hsp90-Proteinmenge nach 6-stündiger  

      Stimulation. Die Hsp90-Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert.  

      (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05  im Vergleich zur  

      hypoxischen Induktion, *b p<0,05 im Vergleich zur Stimulation mit TCDD und  

      Hypoxie, n = 3) 
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Die Hsp90-mRNA-Menge bzw. Hsp90-Proteinmenge wurde durch TCDD oder Hypoxie auf 

das 1,5-fache bzw. das 1,3-fache induziert, während nach gleichzeitiger Stimulation die 

Hsp90-mRNA-Menge bzw. Proteinmenge auf Zweifünftel bzw. Dreifünftel des ursprüng-

lichen Wertes reduziert wurden. Durch den AhR-spezifischen Inhibitor ANF wurde diese 

Reduktion nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie verhindert (Abb. 3-21 B, Anhang 

Abschnitt 7.1.6. A). 

In einer 2007 veröffentlichten Studie (Liu et al. 2007) wurde nach Inhibierung von Hsp90 

durch den Inhibitor 17-Allylaminogeldanamycin der Sauerstoff-PHD-VHL-unabhängige 

Abbau von HIF-1α über das Protein Rack1 (receptor of activated C-kinase 1) beschrieben. 

Dabei wurde von den Autoren die Kompetition von Hsp90 und Rack1 um die PAS-A 

Bindestelle in HIF-1α vorgeschlagen.  

Aus diesen Literaturdaten und der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Reduktion der 

Hsp90-Expression nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie ergab sich die 

Frage, ob die Kompetition zwischen Hsp90 und Rack1 um das Protein HIF-1α der Mediator 

der TCDD-vermittelten Reduktion der HIF-1α-Stabilisierung sein könnte. Um dies zu klären, 

wurde zunächst die Rack1-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen untersucht. Die Rack1-Trans-

kriptmenge wurde weder durch Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie noch durch 

gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie signifikant verändert (Anhang Abschnitt 

7.1.6. B). 

Um die Kompetition von Hsp90 und Rack1 um HIF-1α nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie zu bestätigen, wurde zusätzlich die Rack1-Expression mit Hilfe einer 

spezifischen siRNA inhibiert. Dazu wurden MCF-7-Zellen mit der spezifischen Rack1 bzw. 

der nicht-spezifischen  siRNA  transfiziert.  Die   hervorgerufenen  Änderungen wurden nach 

24 bis 48 Stunden gemessen. In Abbildung 3-22 A wird gezeigt, dass die Rack1-siRNA die 

Rack1-Proteinmenge auf den Wert 0,6  bzw. 0,7 nach 24 bzw. 48 Stunden reduzierte. Die 

nicht-spezifische siRNA beeinflusste die Rack1-Proteinmenge nach 24 bis 48 Stunden im 

Vergleich zur nicht-transfizierten Kontrolle nicht signifikant. 

Weiterhin wurde die Rack1-Proteinexpression nach siRNA-Behandlung sowie Stimulation 

mit TCDD und Hypoxie untersucht. Die Rack1-siRNA reduzierte die Rack1-Proteinmenge  

auf den  Wert 0,7 nach  TCDD Stimulation. Das gleiche Ergebnis zeigte die unstimulierte 

Kontrolle. Die Rack1-Proteinmenge wurde durch die Rack1-siRNA und zusätzlicher Stimu-

lation mit Hypoxie oder gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie um die Hälfte 

reduziert. Die nicht-spezifische siRNA beeinflusste die Rack1-Proteinmenge nach Stimu-

lation mit TCDD und/oder Hypoxie im Vergleich zur nicht-transfizierten Kontrolle nicht 

signifikant (Abb. 3-22 B). 
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A) 

              
B) 

               
                
Abb. 3-22: Rack1-Proteinmenge in MCF-7-Zellen nach der Transfektion  einer  nicht-spezi- 

      fischen und einer spezifischen Rack1-siRNA. A) Die Rack1-Proteinmenge nach  

      siRNA-Transfektion (n = 3). B) 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion erfolgte  

      eine 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. Die Rack1-Proteinmenge  

     wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert (n = 2). (* p < 0,05 im Vergleich zur  

    nicht-transfizierten Kontrolle sowie zur nicht-spezifischen siRNA)  

 

Abschließend wurden die Auswirkungen der Rack1-Inhibierung auf die HIF-1α-Stabili-

sierung und die transkriptionelle Aktivität untersucht. Um die Reportergen-Untersuchungen 

durchzuführen, wurden die Zellen mit einem HRE-Reportergenkonstrukt sowie der Rack1- 

spezifischen bzw. der nicht-spezifischen siRNA transfiziert und 24 h nach Transfektion für 

weitere 24 Stunden stimuliert. Unter hypoxischen Bedingungen wurde eine 5-fache bzw. 4-

fache Induktion der HRE-vermittelten Promotoraktivität nach Transfektion mit der Rack1-

spezifischen bzw. der nicht-spezifischen siRNA beobachtet. TCDD verringerte bei gleich-

zeitiger  Stimulation  mit  Hypoxie  die  Hypoxie-induzierte Erhöhung  der  HRE-vermittelten  
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 +/-       +/-         +/-         +/-        +/-        +/-      +/-        +/-       +/- 
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**



 
  Ergebnisse 

71 

A) 

              

0

1

2

3

4

5

6

H
R

E
-P

ro
m

o
to

ra
k
tiv

itä
t 

[r
e
la

tiv
e
 E

in
h
e
ite

n
]

Nicht-spezifische siRNA

Rack1 siRNA

 
 
 
B) 

 
Abb. 3-23: HRE-Promotoraktivität (A) und HIF-1αααα-Stabilisierung (B) in MCF-7-Zellen nach  

      Transfektion mit einer nicht-spezifischen und einer Rack1-spezifischen siRNA. A) 24  

      Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 24 Stunden mit TCDD und  

      Hypoxie stimuliert. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla- 

      Luziferase-Aktivität normalisiert (n = 3). B) 48 Stunden nach der siRNA-Transfek-   

      tion erfolgte eine 6-stündige Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. Die HIF-1αααα- 

      Proteinmenge wurde zur ββββ-Aktin-Proteinmenge normalisiert (n = 3). (** p<0.001 im  

      Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05  im Vergleich zur hypoxischen  

      Induktion, *b p<0,05 im Vergleich zur Stimulation mit der nicht-spezifischen siRNA  

      sowie TCDD und Hypoxie)  

 

Promotoraktivität auf das 2-fache. Die Rack1-spezifische siRNA verhinderte diese TCDD-

vermittelte Reduktion der HRE-vermittelten Promotoraktivität (Abb. 3-23 A). 

Die HIF-1α-Stabilisierung nach siRNA-Behandlung und Stimulation mit TCDD und/oder 

Hypoxie wurde im Western Blot untersucht. Nach Behandlung der MCF-7-Zellen mit der 

Rack1- spezifischen bzw. der nicht-spezifschen siRNA wurde eine 5-fach bzw. 4-fach erhöhte 

Stabilisierung von HIF-1α unter hypoxischen Bedingungen detektiert. Die Transfektion mit 

der  Rack1-spezifische  siRNA  verhinderte  die  TCDD-vermittelte  Reduktion  der  HIF-1α- 

 

Rack1-siRNA 

            DMSO TCDD               DMSO  TCDD 

HIF-1αααα    

ββββ-Aktin 

              DMSO TCDD                DMSO  TCDD 

HIF-1αααα−−−−        
Protein- 
menge 
[relative 
Einheiten]    

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie 

1,62   1,36   1,42  5,52  5,66   5,51 
  +/-        +/-       +/-      +/-       +/-        +/- 
 0,21     0,11     0,21    0,3     0,36      0,49 

** ** **,*b ** ** *a 

*a 

*b 

         DMSO  -     +     +      -     +     +  

   10 nM TCDD  -     -     +      -     -     +  

Hypoxie Normoxie * 

* 

* * 

  1    1,03   1,16   4,31  3,05  1,78 
 +/-      +/-        +/-       +/-       +/-       +/- 
 0,15   0,14    0,13     0,24    0,28    0,31 

Nicht-spezifische siRNA 
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Stabilisierung unter hypoxischen Bedingungen. Die nicht-spezifische siRNA konnte dagegen 

die TCDD-vermittelte Reduktion der HIF-1α-Stabilisierung unter hypoxischen Bedingungen 

nicht verhindern (Abb. 3-23 B). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die TCDD-

vermittelte HIF-1α-Destabilisierung durch die verringerte Hsp90-Expression sowie die 

unverändert Rack1-Expression nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie 

bewirkt wurde. Daraus folgt, dass über das Protein Rack1 ein Sauerstoff-PHD-VHL-

unabhängiger Abbau von HIF-1α und damit die  HIF-1α-Destabilisierung ermöglicht wird. 

Damit wird eine Lösung für die aktuell in der Literatur diskutierte Frage nach dem Mediator 

der Interferenz zwischen dem AhR- und HIF-1α-Signalweg angeboten. 
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4 Diskussion 
Brustkrebs ist das häufigste Karzinom bei Frauen (Dumitrescu et al. 2005). Die internationale 

Behörde für Krebsforschung (international agency for research on cancer, IARC) ermittelte 

im Jahr 2004 eine Inzidenz von 13 % in Europa (Boyle et al. 2005). Die reale 

Gewebsbelastung ist meist durch das Einwirken verschiedener an der Krebsauslösung 

beteiligter Stressoren gekennzeichnet. Diese Situation zu simulieren, war das Hauptanliegen 

der vorliegenden Dissertation. Dabei sollten die molekularen Reaktionsmechanismen, die bei 

gleichzeitiger Wirkung von Hypoxie und TCDD im Hormon-abhängigen Brustkrebs ver-

ändert sind, genauer charakterisiert werden. Die Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-

Signalweges wurde nach einer gleichzeitigen Exposition mit Hypoxie und der Umwelt-

chemikalie TCDD analysiert. Die Auswirkungen auf den p53-, ERα- und NFAT-Signalweg 

wurden untersucht. Als Zellmodell kam in dieser Arbeit die humane Brustkrebszelllinie  

MCF-7 zum Einsatz. Diese Zelllinie wurde in verschiedenen Studien verwendet, um 

Östrogen-abhängige Prozesse sowie die Auswirkungen von Anti-Östrogenen – zu denen auch 

TCDD zu zählen ist - im Brustkrebs zu untersuchen (Katzenellenbogen et al. 1987; Pink et al. 

1996). Dieses Zellmodell bietet die Möglichkeit, die Auswirkungen einer physiologisch 

relevanten Exposition mit TCDD und Hypoxie in einer Hormon-abhängigen Zelllinie 

untersuchen zu können. 

4.1 Aktivierung des AhR- und des HIF-1αααα-Signalweges durch TCDD 
und/oder Hypoxie 

Die in diesem Kapitel diskutierten Ergebnisse wurden bereits veröffentlicht (Seifert et al. 

2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch 10 nM TCDD der AhR-Signalweg in 

MCF-7-Zellen aktiviert wurde (vgl. Abschnitt 3.1., Seite 44-46). Zu den Zielgenen des AhR 

zählen z.B. die Monooxygenasen (Mimura et al. 2003). Die Transkriptmenge der Monooxy-

genase Cyp1A1 wird dabei als Indikator der AhR-Aktivierung genutzt (Abdelrahim et al. 

2003; Adachi et al. 2001; Zeiger et al. 2001). Die konzentrationsabhängige Induktion der 

Cyp1A1-mRNA (vgl. Abb. 3-1, Seite 44) durch TCDD wurde in MCF-7-Zellen nachge-

wiesen. Die toxische Wirkung von TCDD ist Gewebe-spezifisch und abhängig von den 

genetischen Anlagen (Poland et al. 1982). So sind z. B. von den Mäusestämmen DBA/2J 

(TCDD-resistent) und C57BL/6 (TCDD-sensitiv) Differenzen in der TCDD-Toleranz bekannt 

(Ema et al. 1994). Auch Zelllinien-spezifische Unterschiede in der Induktion von Cyp1A1 

wurden gefunden, wie z. B. zwischen den humanen Hepatom-Zelllinien Hep3B (~ 100-fach) 

(Lee et al. 2006) und Sk-Hep-1 (keine Induktion) (Shiizaki et al. 2005). In dieser Arbeit 

wurde eine signifikante Induktion der Cyp1A1-mRNA-Menge nach 3 bis 6 Stunden        
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Inkubation mit 10 nM TCDD in MCF-7-Zellen gemessen (Abb. 3-3, Seite 46). Durch 

Translokationsstudien mit einem AhR-GFP-Konstrukt wurde die Lokalisierung des AhR im 

Kern nach 2 ½ Stunden nachgewiesen (Abb. 3-2, Seite 45). Diese Ergebnisse korrelieren gut 

mit der in der Literatur beschriebenen Translokation des AhR in murinen Hepatozyten, die 

nach 2 Stunden erfolgte (Chang et al. 1998; Song et al. 2003). Die Bindung von TCDD 

verkürzt die Halbwertszeit des AhR durch Induktion des AhR-Abbaus über das 26S 

Proteasom von 28 h auf 3 h (Ma et al. 2002). Die nachgewiesene AhR-Translokation in den 

Kern sowie die anschließende Induktion des AhR-Zielgenes Cyp1A1 in MCF-7-Zellen 

zeigen, dass die TCDD-Bindung zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AhR führt. Dies 

wurde zusätzlich durch den Einsatz des AhR-spezifischen Antagonisten α-Naphtoflavon 

(ANF) verdeutlicht, der sowohl die Translokation des AhR als auch die Induktion der 

Cyp1A1-mRNA-Menge konzentrationsabhängig inhibierte. 10 µM ANF inhibieren die 

TCDD-vermittelte Induktion der Cyp1A1-mRNA-Menge vollständig (Abb. 3-2, Seite 45). 

Bekannt ist, dass ANF an den AhR bindet und mit diesem einen Komplex bildet (Gasiewicz 

et al. 1996). ANF verändert dabei die Proteinkonformation des AhR. Ein Überschuß von ANF 

vor der TCDD-Zugabe blockiert den AhR im Zytosol konzentrationsabhängig (Gasiewicz et 

al. 1996; Henry et al. 1999).  

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hypoxie (5 % O2) in MCF-7-Zellen den HIF-1α-

Signalweg induziert (vgl. Abschnitt 3.2., Seite 46-47). In Mammakarzinomen des Stadiums 

T1B bis T4 ist der mittlere Sauerstoffpartialdruck, wie bereits erwähnt, auf 3,68 % O2 im Ver-

gleich zum normalen Brustgewebe (8,55 % O2) verringert (Vaupel et al. 2002). Korrelierend 

mit diesen Daten wurde in der vorliegenden Arbeit eine starke Akkumulierung von HIF-1α 

bei einer Sauerstoffkonzentration von 5 % innerhalb von 4 h bis 8 h detektiert (Abb. 3-4, Seite 

47). Da eine transkriptionelle Regulation von HIF-1α nach Stimulation mit TCDD und/oder 

Hypoxie ausgeschlossen werden konnte (Anhang Abschnitt 7.1.2. A), ist die Erklärung 

hierfür in einer posttranskriptionellen HIF-1α-Stabilisierung zu suchen. Die in dieser Arbeit 

ver-wendete Sauerstoffkonzentration von 5 % liegt im physiologischen Bereich. Die 

Sauerstoff-konzentrationen, die zur Stabilisierung von HIF-1α führen, wurden unterschiedlich 

beschrie-ben. Zur Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit sollen einige Literaturdaten 

aufgeführt werden. In der humanen Hepatom-Zelllinie Hep3B wurde eine Stabilisierung von 

HIF-1α nach 4 h bei 1,5 % O2 (Chandel et al. 2000), in humanen Gliobastomzellen nach 

Stimulation für 3 h bis 9 h mit 2 % O2 (Obach et al. 2004) und in einem squamösen Karzinom 

nach Exposition für 8 h mit 6 % O2 (Quintero et al. 2006) gefunden.  
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Ein Zielgen von HIF-1α ist VEGF (Ruohola et al. 1999). Es wurde in der vorliegenden Arbeit 

zur Analyse der transkriptionellen Aktivität von HIF-1α verwendet. Die Veränderung der 

VEGF-Transkriptmenge wurde ebenfalls in anderen Studien als Indikator der HIF-1α-

Aktivierung verwendet (Bando et al. 2003; Laughner et al. 2001; Mizukami et al. 2006). In 

dieser Arbeit wurde in MCF-7-Zellen eine 4,5-fache Erhöhung der VEGF-mRNA-Menge 

unter hypoxischen Bedingungen beobachtet (Abb. 3-4, Seite 47).  

 

Nach den Untersuchungen zur Aktivierung des AhR durch TCDD und des HIF-1α-

Signalweges durch Hypoxie erfolgte die Analyse der Interferenz zwischen dem AhR- und 

HIF-1α-Signalweg nach gleichzeitiger Stimulation. Dazu wurde die humane Hepatom-

Zelllinie HepG2 mitgeführt. Diese Zelllinie ist ein häufig verwendetes Zellmodell, um 

Hypoxie und den Einfluss von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren auf den HIF-1α 

Signalweg zu untersuchen (Stiehl et al. 2002; Tacchini et al. 2001).  

 
Hypoxie hatte nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD keinen zusätzlichen Einfluss auf 

den AhR-Signalweg in MCF-7-Zellen, während in HepG2-Zellen ein inhibierender Effekt 

festge-stellt wurde (vgl. Abschnitt 3.3., Seite 47-49). Der Einfluss von Hypoxie auf den AhR-

Signalweg war dabei von der TCDD-Sensitivität der Zelllinien abhängig. Unter hypoxischen 

Bedingungen war die TCDD-Wirkung in HepG2-Zellen reduziert, was durch die Induktion 

der XRE-vermittelten Promotoraktivität sowie der Cyp1A1-mRNA- und Proteinexpression 

gezeigt wurde (Anhang Abschnitt 7.1.1. A bis C). Kein Unterschied konnte in MCF-7-Zellen 

zwischen den TCDD-Effekten unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen gefunden 

werden (Abb. 3-6, Seite 49). Die Reduktion der XRE-vermittelten Promotoraktivität und der 

AhR-vermittelten Transkription durch Hypoxie oder durch Hypoxie-induzierende Substanzen 

wurde bereits in verschiedenen Hepatom-Zelllinien (Kim et al. 2000a; Kim et al. 2000b; Park 

et al. 1999; Pollenz et al. 1999) und in Mäusen (Davidson et al. 2003) und Ratten (Ishimura et 

al. 2002) gezeigt. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass unter normoxischen 

Bedingungen MCF-7-Zellen weniger sensitiv auf eine TCDD-Stimulation reagierten als 

HepG2-Zellen. Dies wurde durch die geringere Induktion des AhR-Signalweges deutlich. Die 

hohe TCDD-Sensitivität der XRE-vermittelten Promotoraktivität in HepG2-Zellen ist 

vergleichbar mit der Aktivität in der humanen Mammakarzinomzelllinie T47D (Thomsen et 

al. 2004). Die in murinen B-Zell-Lymphomen (Sulentic et al. 2004) und in Nierenfibroblasten 

(Karchner et al. 2002) detektierte XRE-vermittelten Promotoraktivität ist mit der in MCF-7-

Zellen ermittelten TCDD-Sensitivität vergleichbar. Die Zelltyp-spezifische Induktion des 

AhR-Zielgenes Cyp1A1 wurde bereits im ersten Abschnitt dieses Kapitels erwähnt. Die 



 
  Diskussion 

76 

unterschiedliche TCDD-Sensitivität beider Zelllinien und die Möglichkeit der Reduktion der 

XRE-vermittelten Promotoraktivität bzw. Zielgenexpression unter hypoxischen Bedingungen 

in HepG2-Zellen könnten auf eine veränderte AhRR-Expression zurückzuführen sein. Es wird 

angenommen, dass der AhRR durch Kompetition den AhR-Signalweg blockiert und die AhR-

vermittelte Induktion der Zielgene vermindert (Baba et al. 2001; Karchner et al. 2002; 

Mimura et al. 1999). Der AhRR wird konstitutiv exprimiert, wobei die AhRR-mRNA-Menge 

in MCF-7-Zellen 2-fach höher exprimiert wird als in HepG2-Zellen (Bernshausen et al. 2005; 

Tsuchiya et al. 2003). Diese Tatsache könnte die unterschiedliche TCDD-Sensitivität beider 

Zelllinien erklären. Weiterhin sollte die Expression des AhRR unter hypoxischen 

Bedingungen in HepG2-Zellen untersucht werden. Falls diese zusätzlich induziert wäre, 

könnte die Reduktion der XRE-vermittelten Promotoraktivität bzw. Zielgenexpression unter 

hypoxischen Bedingungen in HepG2-Zellen erklärt werden. 

 
Die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie reduziert im Vergleich zur Einzel-

stimulation mit Hypoxie die Aktivierung des HIF-1α-Signalweges in MCF-7- und HepG2- 

Zellen signifikant (vgl. Abschnitt 3.4., Seite 50-52). In beiden Zelllinien wurde eine 

verringerte HIF-1α-Stabilisierung und HRE-vermittelte Promotoraktivität im Vergleich zur 

Stimulation mit Hypoxie nachgewiesen (Abb. 3-7, 3-8, Seite 50-51, Anhang Abschnitt 7.1.2. 

B, C). Hofer et al. (Hofer et al. 2004), Gradin et al. (Gradin et al. 1996) und Prasch et al. 

(Prasch et al. 2004) konnten keine signifikanten Änderungen in der Hypoxie-vermittelten 

Transkriptionsrate in Ratten, in einer Hepatom-Zelllinie und im Zebrafisch aufzeigen. Im 

Gegensatz dazu und in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 

beschrieben Chan und Koautoren (Chan et al. 1999) sowie Nie und Koautoren (Nie et al. 

2001) eine Verringerung der HRE-vermittelten Promotoraktivität in der Hepatom-Zelllinie 

Hep3B nach Stimulation mit Hypoxie-induzierenden Substanzen sowie TCDD. Die 

möglichen Mediatoren der TCDD-vermittelten Reduktion des HIF-1α-Signalweges werden in 

Abschnitt 4.4 und 4.5 diskutiert. Weiterhin wurde in HepG2-Zellen in dieser Arbeit eine 

zusätzliche Induktion der HRE-vermittelten Promotoraktivität nach gleichzeitiger Stimulation 

mit Hypoxie und dem AhR-Inhibitor ANF im Vergleich zur Stimulation nur mit Hypoxie 

detektiert. Dies spricht dafür, dass der AhR-Signalweg in HepG2 konstitutiv aktiv ist und den 

HIF-1α-Signalweg reprimiert.  

Die Transkription des HIF-1α-Zielgenes VEGF war nach Hypoxie sowie nach Stimulation 

mit TCDD und Hypoxie erhöht (4- bis 5-fach, Abb. 3-8, Seite 51). Dies steht im Gegensatz 

zur beobachteten verringerten HIF-1α-Stabilisierung und transkriptionellen Aktivität. Wie 

bereits erwähnt, ist die Zelllinie MCF-7 ER-positiv. In der ER-negativen Zellinie MDA-MB-
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231 wurde nach Stimulation mit 1 % bis 3 % O2 eine 1,7- bis 1,8-fache Induktion der VEGF-

Transkriptmenge ermittelt (Bachelder et al. 2001; Bando et al. 2003). Der Vergleich dieser 

Daten und der Daten von Ruohola und Koautoren (Ruohola et al. 1999) legt die 

Schlussfolgerung nahe, dass die VEGF-Expression zusätzlich durch Östrogen induziert 

werden kann. Deshalb ist anzunehmen, dass bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Zelllinien die Verringerung der VEGF-Transkription durch die in Kapitel 3.5 beschriebene 

Induktion des ERα-Signalweges nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie verhindert wird. 

Die Untersuchungen der Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg zeigen 

deutlich, dass MCF-7-Zellen den Vorteil haben, dass eine Inhibierung des HIF-1α-Signal-

weges bei konstanter Induktion des AhR-Signalweges nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie untersucht werden kann. Die bisher verwendeten Zellmodellen, ein-

schließlich der Zelllinie HepG2, ermöglichen nur die Analyse der Interferenz bei gleich-

zeitiger Inhibierung des AhR- und HIF-1α-Signalweges (Chan et al. 1999; Nie et al. 2001) 

oder ausschließlicher Inhibierung des AhR-Signalweges bei konstanter Aktivierung des HIF-

1α-Signalweges (Gassmann et al. 1997; Gradin et al. 1996; Hofer et al. 2004; Kim et al. 

2000a; Park et al. 1999; Pollenz et al. 1999). Außerdem können in MCF-7-Zellen die 

Auswirkungen einer physiologisch relevanten Exposition mit TCDD und Hypoxie auf 

Hormon-abhängige Prozesse untersuchen werden.  

4.2 Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den p53- und den ERαααα- 
Signalweg 

Östrogen spielt eine entscheidende Rolle bei der Initiation und der Weiterentwicklung von 

Mammakarzinomen (Henderson et al. 1988). MCF-7-Zellen sind das am besten charak-

terisierte Zellmodell für den Östrogen-abhängigen Brustkrebs (Pink et al. 1996). Die 

inhibitorische Wechselwirkung zwischen dem AhR- und dem ERα-Signalweg sowie 

zwischen dem HIF-1α- und dem p53-Signalweg wurden in den Abschnitten 1.4.4 bzw. 1.3.5 

näher beschrieben. Die Konsequenzen der Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-Signal-

weges auf andere Signalwege sind bis heute unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde 

zum ersten Mal gezeigt, dass die gleichzeitige Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-

Signalweges eine Inhibierung des p53- und eine Aktivierung des ERα-Signalweges 

verursacht. 

Die gleichzeitige Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-Signalweges in MCF-7-Zellen 

inhibiert sowohl die Expression des p53-Proteins als auch die p53-vermittelte Transkription 

(Abb. 3-9, Seite 53, Anhang 7.1.3. A, siehe Schema Abb. 4-1). Einzelstimulationen mit 

TCDD oder Hypoxie rufen dagegen keine Veränderung der p53-Expression und Aktivität 
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hervor. Mehrere Mechanismen sind bekannt, die die p53-Proteinexpression beeinflussen 

können. Der Abbau von p53 wird durch die E3-Ubiquitinligase Hdm2 vermittelt (Ryan et al. 

2001), deren Expression durch den ERα induziert werden kann (Bond et al. 2006; Bond et al. 

2004). Das in Folge von TCDD-Stimulation gebildete AhR/ARNT Heterodimer kann 

ebenfalls direkt mit dem  ERα assoziieren (Ohtake et al. 2003) und induziert daher östrogene 

Effekte. Weiterhin kann auch HIF-1α direkt mit dem ERα interagieren und den ERα-Abbau 

induzieren (Cho et al. 2005). Cho und Koautoren (Cho et al. 2006) konnten 2006 zusätzlich 

zeigen, dass erhöhte HIF-1α-Proteinmengen trotz des gesteigertem Abbaus von ERα den 

ERα-Signalweg Liganden-unabhängig aktivieren. Aus diesem Grund besteht die Möglichkeit, 

dass sowohl der AhR- als auch der HIF-1α-Signalweg die ERα-Signalkaskade induzieren und 

folglich die Hdm2-Expression erhöhen. Wie in Abschnitt 3.5 (Abb. 3-12, Seite 56) gezeigt 

wurde, wird die Aktivität des ER-Response-Elements allerdings ausschließlich nach 

gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie induziert. Eine Begründung dafür ist die in 

der vorliegenden Arbeit und in der Literatur beschriebene Inhibierung der ERα-

Proteinexpression durch TCDD (Krishnan et al. 1995; Wang et al. 1993) sowie durch 

niedrige Sauerstoffkonzentrationen (Cho et al. 2005). Die in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete Aktivierung des ERα-Signalweges durch Aktivierung des AhR- oder des HIF-

1α-Signalweges könnte durch die Reduktion der ERα-Proteinexpression inhibiert werden 

(Abb. 3-14, Seite 58). Nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie ist jedoch die 

ERα-Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle unverändert. Zudem wurde eine Induktion des 

ERα-Signalweges sowie die Hdm2-vermittelte Inhibierung der p53-Expression beobachtet.  

Sowohl Hypoxie als auch TCDD erhöhen die Hdm2-Transkriptmenge signifikant. Nach 

gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie wird die Hdm2-Transkription zusätzlich 

gesteigert (Abb. 3-9, Seite 53, Schema Abb. 4-1). Weiterhin konnte eine stärkere Aktivierung 

der ERα-Signalkaskade nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie im Vergleich zur 

Einzelstimulation (Abb. 3-11, Seite 55) gezeigt werden. Daraus resultiert die zusätzliche 

Erhöhung der Hdm2-Transkriptmenge. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde 

von Paajarvi und Koautoren (Paajarvi et al. 2005) beschrieben, dass Einzelstimulation mit 

TCDD die mdm2 Proteinexpression erhöht, wodurch das Protein p53 abgebaut wird. Hdm2 

interagiert mit dem N-Terminus von p53, inhibiert dessen transkriptionelle Aktivität und 

fördert den Abbau von p53 (Ryan et al. 2001). Weiterhin wurde eine indirekte Interaktion 

zwischen HIF-1α und p53 über Hdm2 beschrieben (Chen et al. 2003). Dies lässt vermuten, 

dass an der nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie beobachteten Verringerung der p53-

Proteinmenge der Hdm2-vermittelte Abbau beteiligt ist.  
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Aber auch eine weitere Interaktionsebene, die zwischen Hdm2 und dem ERα, verdient 

Beachtung (Schema Abb. 4-1). Im Brustkrebsgewebe korreliert eine erhöhte ERα-Expression 

mit einer erhöhten Hdm2-Expression (Liu et al. 2000). Eine Überexpression von Hdm2 

steigert die Funktion des ERα (Saji et al. 2001). Zusätzlich wurde von Sayeed und Koautoren 

(Sayeed et al. 2007) gezeigt, dass ERα direkt an p53 binden und dessen Aktivität inhibieren 

kann. Deshalb ist bei den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen davon 

auszugehen, dass sowohl die Aktivierung des ERα als auch die transkriptionelle Regulation 

von Hdm2 die Inhibierung der p53-Expression vermittelten (Schema Abb. 4-1).  

Die reduzierte p53-Proteinexpression resultiert in der verringerten Transkription und 

Proteinexpression des p53-Zielgenes Dusp5 (Anhang Abschnitt 7.1.3 B, Abb. 3-10, Seite 54). 

Die transkriptionelle Regulation von Dusp5 über das p53-Response-Element im Promotor 

wurde bereits beschrieben (Ueda et al. 2003). Eine funktionelle Studie zeigte, dass Dusp5 

speziell die Proteine ERK1/2 dephosphorylieren kann (Ueda et al. 2003). Mandl und 

Koautoren (Mandl et al. 2005) beschrieben, dass Dusp5 spezifisch und direkt ERK2 über das 

Kinase-interagierende Motiv bindet. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die 

Verringerung der Dusp5-Expression nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie in einer 

erhöhten ERK2-Phosphorylierung und einer erhöhten transkriptionellen Aktivität von  ERα 

resultiert (Abb. 3-11, 3-12, Seite 55-56). Außerdem wurde die Transkription der 

Phosphatasen MKP1 und PAC1 untersucht. Die Transkriptmenge von MKP1 und PAC1 

wurde nach Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie nicht verändert (vgl. Abschnitt 7.1.3. 

C). Der Einfluss anderer Transkriptionsfaktoren auf die Regulation beider Phosphatasen ist 

hier wahrscheinlich. Die Phosphatase PAC1 wird z.B. durch den Transkriptionsfaktor E2F-1 

und MKP1 durch den Transkriptionsfaktor JNK1 induziert (Sanchez-Tillo et al. 2007; Wu et 

al. 2007). Weiterhin wurde die Induktion des ERα-Zielgenes SOCS3 (suppressor of cytokine 

signalling) nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie beobachtet (Abb. 3-12, 

Seite 56). So spielt SOCS3 z. B. eine wichtige Rolle im IL6-Signalweg, wo es die IL6-

induzierte Transkription inhibiert (Croker et al. 2003). Matthews et al. (Matthews et al. 2005) 

beschrieben, dass Östrogen über das im SOCS3-Promotor enthaltene ERE die Expression von 

SOCS3 erhöht. Die Induktion von SOCS3 durch TCDD und Hypoxie könnte ein neuer 

Mechanismus zur Regulation von verschiedenen Zytokinen darstellen. So wurde bereits 

beschrieben, dass TCDD die Interleukin-6-Expression verringern kann (Jensen et al. 2003).  

Die SOCS3-vermittelte Suppression verschiedener Zytokin-Signalwege könnte in die TCDD-

vermittelte Toxizität oder in metabolische Störungen münden. 

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie eine verringerte Dusp5-Expression und erhöhte Phosphorylierung der 
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MAPK ERK1/2 zu der detektierten Inhibierung des p53-Signalweges führt (Schema Abb.     

4-1). Die Aktivierung des ERα über die Phosphorylierung von unterschiedlichen Amino-

säuren (S104, S106, S118, S167, S236, Y537) wird durch verschiedenen Kinasen vermittelt 

(Pearce et al. 2004). Darunter befinden sich auch MAPK (inklusive ERK1/2), die den  

humanen ERα am S118 phosphorylieren und damit aktivieren kann (Joel et al. 1998; Likhite 

et al. 2006). Außerdem ist die Dephosphorylierung von ERα am S118 durch die Phosphatase 

Dusp22 - allerdings bis heute nicht durch Dusp5 - beschrieben (Sekine et al. 2007). Um die 

Aktivierung des ERα-Signalweges über die erhöhte Phosphorylierung von ERK1/2 durch die 

Inhibierung der Dusp5-Expression zu zeigen, wurde die Dusp5-Expression durch eine 

spezifische siRNA reprimiert (Abb. 3-13, Seite 57). Damit Sequenz-spezifische Effekte einer 

siRNA auf die Zielgenexpression detektiert werden können, wurden entsprechende 

Kontrollen mitgeführt. Als Kontrolle kann z.B. eine siRNA verwendet werden, die sich nur in 

wenigen Basen von der spezifischen siRNA unterscheidet. Jedoch haben Untersuchungen 

gezeigt, dass ein sogennannter missmatch von nur wenigen Basen die mRNA Expression 

dennoch beeinflussen kann (Jackson et al. 2003). Eine zweite Möglichkeit ist der Einsatz von 

siRNA, die keine Homologie zum menschlichen Genom besitzt (Elbashir et al. 2001). In der 

vorliegenden Arbeit wurde die letztgenannte siRNA als Kontrolle sowie zur Detektion 

Sequenz-unspezifischer Effekte verwendet. In MCF-7-Zellen hatte die Inhibierung der 

Dusp5-Expression mittels siRNA eine erhöhte Phosphorylierung von ERK1/2 zur Folge 

(Abb. 3-14 A, Seite 58). Zusätzlich wurde eine erhöhte transkriptionelle Aktivität von ERα 

sowie eine Induktion des ERα-Zielgenes SOCS3 beobachtet (Abb. 3-14 B, C, Seite 58). 

Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass die Inhibierung des p53-Zielgenes Dusp5 

über die erhöhte ERK1/2 Phosphorylierung die Aktivierung von ERα, vermutlich über dessen 

Phosphorylierung, vermittelt. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass auch Dusp5, wie 

Dusp22, ERα dephosphoryliert und somit eine Dusp5-Reduktion die ERα-Dephosphorylier-

ung verhindert. Diese Effekte könnten zur beobachteten Induktion der ERα-vermittelten 

transkriptionellen Aktivität geführt haben.  
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Abb. 4-1: A) Netzwerk  der TCDD-vermittelten  Inhibierung  des p53-Signalweges  sowie die  

Induktion des ERαααα-Signalweges in MCF-7-Zellen unter hypoxischen Bedingungen.  

Durch diese Mechanismen könnten die TCDD-vermittelte Progression  

des Brustkrebses vermittelt werden. Die beschriebenen Ergebnisse weisen darauf hin,  

dass TCDD und Hypoxie im Signalnetzwerk oberhalb des MAPK/ERK-Signalweges  

agieren. Zusätzlich zu den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen konnten Phelps  

und Koautoren (Phelps et al. 2005) durch die Inhibierung der ERK1/2- 

Phosphorylierung eine autoregulatorische Rückkopplungsschleife auf die Hdm2- 

Proteinsynthese zeigen. B) Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie verursacht keine 

Inhibierung des p53-Signalweges 

 

Um diese These zu stützen, wurde der ERK1/2-induzierte Effekt auf die ERα-vermittelte 

transkriptionelle Induktion durch den für die MAPKK (MEK1/2) spezifischen Inhibitor 

(PD98059) (Watts et al. 1996) untersucht. Dieser Inhibitor verhindert die Phosphorylierung 

von ERK1/2. PD98059 verhinderte die Induktion der ERE-vermittelten Promotoraktivität 

nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie (Abb. 3-11, Seite 55). Dies bestätigt 

die Beobachtung, dass eine verringerte ERK1/2-Phosphorylierung in einer reduzierten ERα-

Aktivität resultiert. Nach Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie wurde keine Veränder-

ung in der ERE-vermittelten Promotoraktivität gefunden. Dieses Ergebnis kann mit der 

Tatsache begründet werden, dass die Phosphorylierung von verschiedenen Aminosäuren 

(S104, S106, S118, S167, S236, Y537) durch unterschiedliche Kinasen die transkriptionelle 

Aktivität von ERα kontrolliert. Deshalb führt die Inhibierung der Phosphorylierung von 

ERK1/2 durch PD98059 nicht zwangsweise zur Reduktion der ERα-Aktivität. Nach der 

Inhibierung durch PD98059 wurde die Hdm2-Transkription nur minimal beeinflusst, so dass 

die nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie induzierte Hdm2-Transkripion nicht auf der 
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verstärkten ERK1/2-Phosphorylierung und ERα-Aktivierung beruht. Vielmehr scheint die 

erhöhte Hdm2-Transkription eine direkte Folge der Aktivierung des AhR sowie des HIF-1α-

Signalweges zu sein (Schema Abb. 4-1). 

Der humane Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor zahlreiche Veränder-

ungen, die vom Arrest des Zellzyklus, der Apoptose, der DNA-Reparatur bis zur Kontrolle 

der mitochondrialen Atmung reichen (Horn et al. 2007). Der Verlust von p53 spielt daher eine 

kritische Rolle bei der Entstehung und Progression von Krebs. Außerdem erwies sich die 

östrogene Sensitivität von MCF-7-Zellen als relevant für die Tumorigenese, die Invasion und 

die Metastasierung (DePasquale et al. 1999). Deshalb stellt die Kombination einer Inhi-

bierung des p53-Signalweges und einer Induktion des ERα-Signalweges (siehe Abb. 4-1) 

einen neuen Mechanismus dar, der die TCDD-vermittelte Tumorpromotion in MCF-7-Zellen 

unter hypoxischen, d.h. Tumor-physiologischen Bedingungen begünstigt und über die ERα-

Induktion und p53-Inhibierung die Weiterentwickling des Brustkrebses fördert. 

4.3 Aktivierung des NFAT-Signalweges durch TCDD und Hypoxie  

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Identifizierung des Transkriptionsfaktors NFATc2 als 

AhR- und HIF-1α-reguliertes Gen in einer Mikroarray-Analyse (Anhang Abschnitt 7.2). In 

der Literatur wurden bereits Mikroarray-Analysen von Zellen bzw. Geweben von Versuchs-

tieren nach Einzelstimulation mit TCDD oder Hypoxie beschrieben (Bando et al. 2003; 

Fletcher et al. 2005; Hanlon et al. 2005; Martinez et al. 2002; McHale et al. 2007). Im letzten 

Jahr wurde erstmals eine Mikroarray-Analyse von Hepatom-Zellen nach gleichzeitiger 

Stimulation mit TCDD und der Hypoxie-induzierenden Chemikalie Kobaltchlorid veröffent-

licht (Lee et al. 2006). Mit der in der vorliegenden Arbeit aufgeführten Mikroarray-Analyse 

konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Stimulation von MCF-7-Zellen mit TCDD und 

Hypoxie unter Östrogen-reduzierten Bedingungen die Transkription der BNIP3- und 

NFATc2-mRNA reduziert sowie die Plaur-, Akt3- und ATX-mRNA erhöht (Anhang Ab-

schnitt 7.2). Die Regulation des Transkriptionsfaktors NFATc2 nach gleichzeitiger Stimu-

lation mit TCDD und Hypoxie ist besonders interessant und wird im nächsten Abschnitt auch 

im Zusammenhang mit der Expression von Autotaxin diskutiert. Ergänzend sei angemerkt, 

dass eine Reduktion der BNIP3-Expression unter hypoxischen Bedingungen ebenfalls in 

Lungenkrebszellen (Giatromanolaki et al. 2004) detektiert werden konnte. Die Reduktion der 

BNIP3-Expression ist assoziiert mit dem Wachstum von Brustkrebsmetastasen in anderen 

Geweben (Manka et al. 2005). Die Induktion des Rezeptors Plaur unter hypoxischen 

Bedingungen in Krebszellen sowie die Erhöhung der Akt3-Expression nach Hypertrophie im 

Herzen wurde ebenfalls bereits beschrieben (Taniyama et al. 2005; Trisciuoglio et al. 2004). 



 
  Diskussion 

83 

Weitere Übereinstimmungen der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen differentiellen 

Genexpression mit anderen publizierten Mikroarray-Daten konnten nicht detektiert werden. 

Wodurch verdeutlicht wird, dass die Schemata der Genexpression stark durch den individuell 

verwendeten Expositionsmodus beeinflusst werden. 

Aufgrund der im Mikroarray beobachteten Regulation der NFATc2-mRNA wurde der Ein-

fluss von TCDD und Hypoxie auf den NFAT-Signalweg genauer untersucht. Unter Östrogen-

haltigen Bedingungen wurde der NFATc2 sowohl durch TCDD als auch durch Hypoxie 

transkriptionell reguliert. Über die Regulation des NFAT ist bis heute nur wenig bekannt. Nur 

Rao et al. (Rao et al. 1997) konnten einen positiven Rückkopplungsmechanismus auf die 

NFAT-Transkription nach NFAT-Aktivierung zeigen. Es kann daher vermutet werden, dass 

die beobachtete Reduktion der NFATc2-Transkriptmenge nach Stimulation mit TCDD oder 

Hypoxie durch eine Inaktivierung von NFATc2 initiiert wird, was aber im Detail noch auf-

zuklären ist. NFATc2 ist mit NFATc1 strukturell und funktionell hoch homolog (Northrop et 

al. 1994). Aufgrund des für die vorliegende Arbeit zur Verfügung stehenden NFATc1-EGFP-

Expressionsvektors bzw. NFATc1-Antikörpers zur Analyse der NFAT-Aktivierung wurde 

nur die Translokation von NFATc1 in den Kern untersucht.   

Es konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass der AhR- und der HIF-1α-Signalweg die 

Kernlokalisation und folglich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFATc1 in MCF-7- 

Zellen induzieren (Abb. 3-16, 3-17, 3-18 A, Seite 60-62). Wilkins und Koautoren (Wilkins et 

al. 2004) nehmen eine Verbindung zwischen der hypertrophen Antwort (Organvergrößerung) 

und dem Calcineurin-NFAT-Signalweg an. Eine Stabilisierung von HIF-1α wurde nach 

Induktion einer Hypertrophie in Kardiomyozyten beschrieben (Shyu et al. 2005). In der 

vorliegenden Arbeit konnte durch die Analyse der NFATc1-Translokation die Aktivierung 

des NFAT-Signalweges durch TCDD oder Hypoxie nachgewiesen werden. Außerdem konnte 

mit Hilfe des Inhibitors CsA gezeigt werden, dass die Aktivierung des NFAT-Signalweges 

durch TCDD oder Hypoxie Calcineurin-abhängig ist. Calcineurin ist eine Ca2+/Calmodulin-

abhängige Serin-Threonin-Proteinphosphatase und beeinflusst zahlreiche zelluläre Prozesse 

(Blumenthal et al. 1986; Crabtree et al. 2002; Dawson et al. 1993; Lynch et al. 2005; Rusnak 

et al. 2000; Sugimoto et al. 1997). Die Inhibierung der Aktivität der Phosphatase Calcineurin 

durch CsA (Huai et al. 2002; Jin et al. 2002) verhindert die Kerntranslokation des Transkrip-

tionsfaktors NFAT (Jain et al. 1993; McCaffrey et al. 1993; O'Keefe et al. 1992). Weiterhin 

vermitteln Hypoxie und TCDD eine Erhöhung der intrazellularen Ca2+-Konzentration (Puga 

et al. 1997; Toescu et al. 2004). Diese Daten implizieren, dass die durch TCDD bzw. Hypoxie 

hervorgerufene Induktion des NFATc1-Signalweges durch die Calcium-abhängige Aktivier-

ung von Calcineurin verursacht wird. 
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Im Abschnitt 3.6 (Abb. 3-18 B, Seite 62, Anhang Abschnitt 7.1.4 B) wurde gezeigt, dass der 

AhR- oder der HIF-1α-Signalweg die Expression und die Aktivität des NFAT-Zielgenes 

Autotaxin (ATX) induzieren. Frühere Studien haben beschrieben, dass ATX im Melanom 

(Stracke et al. 1992), Neuroblastom (Kawagoe et al. 1997), Hepatom-Zellen (Zhao et al. 

1999), Lungenkarzinom (Yang et al. 1999), Nierenzellkarzinom (Umezu-Goto et al. 2002) 

und Brustkarzinom (Yang et al. 2002) überexprimiert ist. Die Regulation von ATX ist noch 

weitgehend unbekannt. Nachfolgend sind einige bekannte Induktoren der ATX-Transkription 

aufgeführt. So induziert der α6β4-Integrin-Signalweg ATX über den Transkriptionsfaktor 

NFAT1 (Chen et al. 2005). Weiterhin wurde die Regulation von ATX durch v-Jun (Black et 

al. 2004) und die Erhöhung der ATX-Expression durch TNFα in Adipozyten beschrieben 

(Boucher et al. 2005). Der Inhibitor ANF erhöht die ATX-mRNA-Menge unter normoxischen 

und hypoxischen Bedingungen. Die Inhibierung des TCDD-vermittelten Effektes konnte an 

dieser Stelle nicht beobachtet werden. ANF inhibiert nicht nur den AhR. Es ist außerdem 

bekannt, dass es an Cyp1A1 bindet und dessen Aktivität verringert. Außerdem kann die 

Aktivität von Cyp1A3 im Gegensatz zu Cyp1A1 durch ANF erhöht wird (Harlow et al. 

1997). Damit ist der beobachtete Eigeneffekt von ANF auf die ATX-mRNA-Expression 

durch die ANF-vermittelte Beeinflussung anderer Proteine zu erklären.  

Es konnte gezeigt werden, dass der aktivierte AhR-Signalweg die ATX-Expression und          

Aktivität über NFATc1 induziert und die Migration von MCF-7-Zellen unter normoxischen 

Bedingungen erhöht (Abb. 3-19 A, Seite 63). ATX wurde als Mitglied der Ectonukleotid-

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase-Familie (E-NPP) klassifiziert (Clair et al. 1997; Murata 

et al. 1994). Durch die Lysophospholipase D-Aktivität des ATX wird das Substrat Lyso-

phosphatidylcholin (LPC) zu Lysophosphatidylsäure (LPA) hydrolysiert. Außerdem sind 

verschiedene andere Glycerophospholipide als Substrate für das Enzym ATX bekannt (Aoki 

et al. 2002; Tokumura et al. 2002; Umezu-Goto et al. 2002). ATX stimuliert über dessen 

Aktivität die ungerichtete und gerichtete Migration von Brustkarzinomzellen (Chen et al. 

2005; Jauliac et al. 2002; Yiu et al. 2006), Nieren- und Schilddrüsentumorzellen sowie 

Melanom- und Neuroblastom-Zellen (Kawagoe et al. 1997; Kehlen et al. 2004; Stracke et al. 

1992; Yang et al. 2002; Yang et al. 1999). LPA, das Produkt der ATX vermittelten 

Hydrolyse, bindet an EDG- (endothelial differentiation gene) Rezeptoren (Lynch et al. 2002; 

Schulte et al. 2001) und aktiviert GTPasen der Rho-Familie (rac1, cdc42 and rho). Dadurch 

wird die fokale Adhesionskinase (FAK) phosphoryliert und das Zytoskelett reorganisiert 

(Jung et al. 2002; Swarthout et al. 2000). Außerdem wurde eine Verringerung der Migration 

der DMSO-behandelten MCF-7-Zellen nach NFAT-Inhibierung mittels CsA unter norm-

oxischen und hypoxischen Bedingungen beobachtet. Eine Erklärung dafür wäre die Komplex-
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bildung von CsA mit intrazellulären Immunophilinen, welche wiederum die Aktivität anderer 

Signaltransduktionsmoleküle in der Zelle beeinflussen (Fruman et al. 1994; Walsh et al. 

1992). 

Es wurde nachgewiesen, dass Hypoxie die Migration von MCF-7-Zellen nicht erhöht (Abb. 3-

19 A, Seite 63), allerdings werden der NFAT-Signalweg und die ATX-Expression/Aktivität 

induziert. Weiterhin reagieren die migrierenden MCF-7-Zellen unter hypoxischen Beding-

ungen nicht sensitiv auf LPA (Abb. 3-19 B, Seite 63). Corley und Koautoren (Corley et al. 

2005) beschrieben eine verringerte Phosphorylierung der FAK, welche zu einer reduzierten 

Migration von Gefäßmuskelzellen unter hypoxischen Bedingungen führt. Diese Daten impli-

zieren, dass in MCF-7-Zellen trotz der erhöhten ATX-Expression bzw. Produktion von LPA 

eine Induktion der Migration unter hypoxischen Bedingungen verhindert wird. Die diesem 

Effekt zu Grunde liegenden Signalwege sind nicht bekannt. Vermutlich werden einige zur 

Regulation der Migration benötigten Proteine blockiert. 

Die gleichzeitige Aktivierung des AhR- und des HIF-1α-Signalweges verhindert die Induk-

tion des NFAT-Signalweges und die Migration in MCF-7-Zellen (vgl. Abschnitt 3.6, Seite 59 

bis 63). Unter diesen Bedingungen ist es wahrscheinlich, dass die Dephosphorylierung von 

NFAT durch Calcineurin verhindert wird. Dieser Effekt könnte durch Veränderung in der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration begründet sein, welche durch die Interferenz des AhR- und 

des HIF-1α-Signalweges verursacht werden.  

Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor NFAT nicht nur eine Rolle in Zellen des Immun-

systems spielt (Graef et al. 2001), sondern auch bei der Progression von Karzinomen. Yiu et 

al. (Yiu et al. 2006) beschrieben, dass NFAT die Invasion von Brustkrebszellen fördert. 

Außerdem wurde die verstärkte Invasion von Brustkrebszellen durch den α6β4-Integrin-

Signalweg über NFAT gezeigt (Jauliac et al. 2002). Die Induktion der ATX-Expression und 

Aktivität über NFATc1 sowie die Steigerung der Migration von MCF-7-Zellen unter norm-

oxischen Bedingungen zeigen, dass die Aktivierung des AhR-Signalweges die Weiter-

entwicklung des Mammakarzinoms durch den NFAT-Signalweg fördern kann; ein Mechanis-

mus, der sicherlich in dieser Abfolge nicht bekannt war.  

Es besteht zwischen der AhR- und der NFAT-Aktivierung bis heute nur ein kausaler Zusam-

menhang in der Literatur. Die Calcineurin-abhängige Wirkung von TCDD, die in der 

vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, impliziert eine Verbindung der TCDD- und CsA-

vermittelten Effekten auf die Immunantwort. Die Calcineurin-abhängigen Effekte von TCDD 

sollten vergleichbare Symptome hervorrufen wie die, die nach CsA-Behandlung beobachtet 

werden können. CsA wird eingesetzt um die Abstoßung von Transplanten zu verhindern. CsA 

und TCDD sind beide immunsuppressive Substanzen, die Fehlfunktionen der Schilddrüse 
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induzieren (De Waal et al. 1997). CsA inhibiert die T-Zell-Aktivierung und stört die B-Zell-

Antwort (Pollock et al. 1994). TCDD wirkt auf die CD4+ und CD8+ T-Zellen und führt zur 

Suppression der zytotoxischen T-Zellantwort (Kerkvliet et al. 2002). Studien an immun-

defizienten Mäusen (SCID) zeigten, dass diese Mäuse nach Transplantation von Immunzellen 

oder lymphoiden Gewebe sensitiv auf TCDD oder CsA reagieren. Beide Substanzen ver-

ringern z. B. die IgG-Expression (Pollock et al. 1994; Vos et al. 1997). Ein weiterer Zusam-

menhang wurde in fötalen Organkulturen der Schilddrüse beobachtet. Nach dem Passieren der 

Plazenta inhibieren TCDD und CsA im Embryo die Thymozytenreifung und reduzieren die 

Expression des Haupthistokompatibilitätskomplex-Klasse-II-Moleküls in der Schilddrüse 

(Holladay et al. 1999). Weiterhin korreliert das Risiko an einem Non-Hodgkin's Lymphom zu 

erkranken mit der durch TCDD- oder CsA-verursachten Immunschwäche (Vineis et al. 1996). 

Außerdem verursachen TCDD und CsA einen nephrotoxischen Effekt (Abbott et al. 1987; 

Carvalho da Costa et al. 2003). Obwohl es derzeit nicht eindeutig gezeigt wurde, wie TCDD 

die Dephosphorylierung von NFAT direkt beeinflusst, ob über die Hemmung der Calcineurin, 

über dessen Aktivität oder über die Calcineurin-Proteinexpression, muß bei künftigen TCDD-

Wirkungsuntersuchungen der Einfluß auf NFAT beachtet werden. 

4.4 Rolle von PHD2 in der Interferenz zwischen dem AhR- und dem 

HIF-1αααα-Signalweg 

Die in diesem Kapitel diskutierten Ergebnisse wurden bereits veröffentlicht (Seifert et al. 

2007). Wie in den Abschnitten 1.3.2 und 1.3.3 beschrieben, wird die Aktivierung des HIF-1α-

Signalweges durch die PHD-vermittelte Hydroxylierung und anschließende Ubiquitinylierung 

inhibiert. PHD2 wurde als die wichtigste Isoform beschrieben, die unter normoxischen 

Bedingungen HIF-1α für den Abbau markiert (Berra et al. 2003). Aufgrund dieser 

Ausgangssituation stellte sich die Frage, ob nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie PHD2 der Mediator der TCDD-vermittelten Reduktion der HIF-1α-Stabilisierung 

ist. Für diese Untersuchungen wurde die humane Hepatom-Zelllinie HepG2 mitgeführt.  

Hypoxie induziert die PHD2-Promotoraktivität (Abb. 3-20, Seite 66) und erhöht folgerichtig 

die Transkript- und Proteinmenge in MCF-7- und HepG2-Zellen (Abb. 3-20, Seite 66, 

Anhang Abschnitt 7.1.5. A, B, E). Außerdem wurde unter hypoxischen Bedingungen die 

Induktion der Transkription der beiden anderen PHD-Isoformen PHD1 und PHD3 beobachtet 

(Anhang Abschnitt 7.1.5. C, D). Die Induktion dieser drei PHD-Isoformen unter hypoxischen 

Bedingungen wurde bereits beschrieben (Aprelikova et al. 2004; del Peso et al. 2003; Erez et 

al. 2004). Diese Effekte wurden in der Literatur als negativer Rückkopplungsmechanismus 

interpretiert, um die vorhandene Stabilisierung von HIF-1α unter hypoxischen Bedingungen 

zu inhibieren (Appelhoff et al. 2004; Aprelikova et al. 2004; Berra et al. 2003; D'Angelo et 
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al. 2003; Marxsen et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden Zelllinien-spezifische 

Effekte des Lösungsmittels DMSO auf die PHD2-Proteinsynthese in MCF-7-Zellen erkannt. 

Busby und Koautoren (Busby et al. 1999) beschrieben den Einfluss von verschiedenen 

Lösungsmitteln auf die Cytochrom P450-Aktivität. Es konnte gezeigt werden, dass 0,3 % bis 

3 % DMSO die Aktivität von CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4 inhibieren. Andere Lösungs-

mittel, wie z.B. Acetonitril, Ethanol oder Methanol, verursachen jedoch ähnliche oder sogar 

stärkere Effekte. Zusätzlich wurde DMSO sowohl als Inhibitor für die Expression verschie-

dener Proteine als auch als Aktivator für Enzymaktivitäten  beschrieben (Tjernberg et al. 

2006). Allerdings gibt es keine bessere Alternative für das Lösungsmittel DMSO, wenn 

TCDD als Supplement in Kulturmedien eingesetzt werden soll. 

Die Expression von PHD2, dem Hauptregulator von HIF-1α, wurde in MCF-7- und HepG2- 

Zellen durch TCDD AhR-abhängig induziert (vgl. Abschnitt 3.7, Seite 64-67). Jedoch führte 

die Aktivierung des AhR nicht zur Stabilisierung von HIF-1α. Eine Stimulation mit TCDD 

unter normoxischen Bedingungen induzierte die PHD2-Promotoraktivität (Abb. 3-20, Seite 

66)  sowie die Transkript- und Proteinmenge (Abb. 3-20, Seite 66, Anhang Abschnitt 7.1.5 A, 

B, E). Bekannt ist, dass PHD2 zwei Promotorregionen enthält. Die erste Region ist ungefähr 

3,5 kb 5´ vom Startkodon entfernt. Die zweite Promotorregion ist in einer CpG-Insel 5´ der 

kodierenden Sequenz lokalisiert. Das in dieser Arbeit verwendete PHD2-Promotorkonstrukt 

enthält den zweiten Promotorbereich mit einem funktionellen Hypoxie-Response-Element 

(Metzen et al. 2005). Zusätzliche Promotoranalysen sollten klären, ob andere Response-

Elemente in dieser Promotorregion die Aktivierung des PHD2-Promotors nach Aktivierung 

des AhR verursachen. 

Nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie dominierte die TCDD-vermittelte 

HIF-1α-Destabilisierung über die AhR-vermittelte Regulation der PHD2-Expression in 

beiden untersuchten Zelllinien (vgl. Abschnitt 3.7, Seite 64-67). Protein- und mRNA-

Expression stimmten mit der beobachteten Reduktion der HIF-1α-Stabilisierung unter diesen 

Bedingungen überein. Diese Daten korrelieren mit der Tatsache, dass PHD2 ein HIF-1α 

Zielgen ist (Aprelikova et al. 2004). 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PHD2 nicht der Mediator der Interferenz 

zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg ist. Während einer 6-stündigen Stimulation 

mit TCDD und Hypoxie ergab sich keine Änderung der PHD2-Proteinexpression (Anhang 

Abschnitt 7.1.5. F). Aus diesem Grund kann eine Kompensation der niedrigen Sauerstoff-

verfügbarkeit durch erhöhte PHD-Proteinmengen, wie von Stiehl und Koautoren unter 

anderen Bedingungen beschrieben (Stiehl et al. 2006), ausgeschlossen werden. Weiterhin 

wurde die ROS-Bildung in MCF-7- und HepG2-Zellen nach Stimulation mit TCDD und/oder 
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Hypoxie untersucht (Anhang Abschnitt 7.1.5. G). Hypoxie erhöht die ROS-Bildung (Chandel 

et al. 2000; Paddenberg et al. 2003). Der Fluoreszenzindikator H2DCFDA wurde in 

zahlreichen Studien zur Detektion der ROS-Bildung verwendet (Paddenberg et al. 2003; 

Wartenberg et al. 2003). ROS können die PHD2-Aktivität unter hypoxischen Bedingungen 

wiederherstellen (Callapina et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte nach Stimulation 

mit TCDD und Hypoxie keine erhöhte Bildung von ROS im Vergleich zur alleinigen 

Stimulation mit Hypoxie in MCF-7- und HepG2-Zellen detektiert werden. ROS scheidet 

deshalb als interagierender Faktor mit der PHD2-Aktivität aus. 

4.5 Der Einfluss von Hsp90 und Rack1 auf die Interferenz zwischen 

dem AhR- und dem HIF-1αααα-Signalweg 

Die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie verringerte die HSE- (Hitzeschock 

Response-Element) Promotoraktivität, die Hsp90-Transkript- sowie Proteinmenge (Abb. 3-21, 

Seite 68, Anhang Abschnitt 7.1.6. A). Die Expression von Hsp90 wird durch die Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors HSF (Hitzeschockfaktor) und dessen Bindung an das HSE erhöht 

(Beliakoff et al. 2004). Die Induktion von Hsp90 durch zahlreiche Substanzen, wie z. B. 

TGFβ, Östradiol, Insulin, IL-4, IL-6 und Phorbolester oder durch Hitzeschock wurde be-

schrieben (Csermely et al. 1998). Weiterhin gibt es Hinweise, dass die Inhibierung der PI3K 

die Expression von Hsp90 reduziert (Zhou et al. 2004). Der Inhibitor Geldanamycin reduziert 

die Hsp90-Expression spezifisch (Mabjeesh et al. 2002). Hsp90 ist ein molekulares Chaperon, 

dass Proteine gegen fehlerhafte Faltung und aufgrund seiner ATPase-Aktivität gegen deren 

Abbau schützt (Neckers et al. 2003; Whitesell et al. 2005). 

Die gleichzeitige Stimulation mit TCDD und Hypoxie verändert die Rack1-Expression nicht 

(Anhang Abschnitt 7.1.6. B). Rack1 wurde ursprünglich identifiziert als ein mit der aktivier-

ten Proteinkinase C interagierendes Protein (Ron et al. 1994). In der aktuellen Literatur wird 

Rack1 als ein multifunktionelles Interaktionsprotein (scaffold protein) beschrieben. Das 

Protein spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen, z. B. während der 

intrazellularen Signaltransduktion (McCahill et al. 2002) und bei der Zusammensetzung der 

80S-Ribosomen aus der 40S- und der 60S-Untereinheit (Ceci et al. 2003). Rack1 besitz 

sieben WD40-Domänen, die aus 40 Wiederholungen der Aminosäuren Tryptophan und 

Aspartat bestehen (Steele et al. 2001). Rack1 kann über die vierte WD40-Domäne 

homodimerisieren. Außerdem wurde die sechste WD40-Domäne als minimale Bindungsstelle 

für HIF-1α und Elongin C identifiziert (Thornton et al. 2004). 

Die Konkurrenz von Hsp90 und Rack1 um HIF-1α vermittelt den Sauerstoff-PHD-VHL-

unabhängigen Abbau von HIF-1α. Hsp90 interagiert mit HIF-1α und inhibiert den Abbau des 

Komplexes (Katschinski et al. 2004). Die Interaktion zwischen Hsp90 und HIF-1α bildet 
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einen potentiell instabilen Transkriptionsfaktorkomplex im Zytoplasma (Isaacs et al. 2002). 

Die Hsp90-Inhibitoren Geldanamycin und 17-Allylaminogeldanamycin (17-AAG) konkur-

rieren mit ATP um die Bindung von Hsp90 und zerstören die Interaktion von Hsp90 und HIF-

1α (Pearl et al. 2006). Die Folge ist der proteosomale Abbau von HIF-1α auch in Abwesen-

heit des funktionellen Proteins VHL (Isaacs et al. 2002; Isaacs et al. 2004; Mabjeesh et al. 

2002). Im diesem Jahr wurde Rack1 als HIF-1α interagierendes Protein beschrieben (Liu et 

al. 2007a). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die HIF-1α-Proteinexpression und 

transkriptionelle Aktivität durch Rack1 verringert und durch die RACK1-Inhibierung mittels 

RNA-Interferenz erhöht wird. Die Rack1-vermittelte HIF-1α-Inhibierung konnte dabei durch 

den Proteasominhibitor MG132 verhindert werden (Liu et al. 2007a). Zusätzlich konnten die 

Aminosäuren 81-200 von HIF-1α als Minimalsequenz identifiziert werden, um die Bindung 

von Rack1 und Hsp90 zu ermöglichen. Liu und Koautoren (Liu et al. 2007b) nahmen auf-

grund dieser Befunde an, dass Rack1-Dimere sowohl HIF-1α als auch Elongin C binden 

können. Weiterhin konnten durch Sequenzanalysen die Aminosäuren 227-249 des humanen 

Rack1 und die Aminosäuren 155-178 des humanen Proteins VHL als konservierte Domänen 

identifiziert werden, die an Elongin C binden können (Liu et al. 2007b; Stebbins et al. 1999). 

Die Interaktion mit Rack1 wird ebenfalls für den proteosomalen Abbau eines anderen 

Transkriptionsfaktors ∆Np63 benötigt (Fomenkov et al. 2004). Aufgrund dieser Ergebnisse 

wurde von Liu et al. (Liu et al. 2007b) postuliert, dass Rack1 zur Familie der Erkennungs-

einheiten von E3-Ubiquitinligasen gehört.  
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Abb. 4-2: Der Sauerstoff-PHD-VHL-unabhängige Abbau von HIF-1αααα über das Protein Rack1  

sowie die AhR-vermittelte, verringerte Hsp90-Expression nach gleichzeitiger   

Stimulation mit TCDD und Hypoxie ist dargestellt. Aufgrund der verringerten 

Hsp90-Expression verschiebt sich das Gleichgewicht in der Kompetition um HIF-1αααα 

in Richtung des Proteins Rack1 und damit zur HIF-1αααα-Destabilisierung. 
 

Die Konkurrenz von Hsp90 und Rack1 um HIF-1α verursacht die TCDD-vermittelte HIF-1α-

Destabilisierung und damit die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg 

(Abschnitt 3.8., Seite 67-72, Abb. 4-2). In dieser Arbeit konnte durch Inhibierung der Rack1-

Expression mittels RNA-Interferenz die TCDD-vermittelte Reduktion der HIF-1α-Stabili-

sierung unter hypoxischen Bedingungen verhindert werden (Abb. 3-23, Seite 71). Dazu wurde 

eine spezifische Rack1-siRNA verwendet. Die Verwendung von mehreren unterschiedlichen 

Rack1-siRNAs, um die Rack1-Expression stärker zu verringern, war bei diesen Unter-

suchungen nicht nötig. Es wird angenommen, dass nach Behandlung mit einer spezifischen 

Rack1-siRNA durch ähnliche Expressionsmengen von Hsp90 und Rack1 wieder ein 

Gleichgewicht in der Kompetition um HIF-1α entstanden ist. Auf der Grundlage des Modells 

von Liu und Koautoren (Liu et al. 2007a; Liu et al. 2007b) und der im Abschnitt 3.8 

beschriebenen Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass durch die verringerte Ex-

pression von Hsp90 der Sauerstoff-PHD-VHL-unabhängige Abbau von HIF-1α über das 

Protein Rack1 nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und Hypoxie ermöglicht wird (siehe 

Abb. 4-2). Die HIF-1α-Stabilisierung und transkriptionelle Aktivität wurde durch Einsatz der  
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Rack1-spezifischen im Vergleich zur nicht-spezifischen siRNA unter hypoxischen Beding-

ungen kaum verändert (Abb. 3-24, Seite 72). Es kann damit angenommen werden, dass das 

Gleichgewicht unter diesen Bedingungen auf der Seite von Hsp90 liegt. Im Ergebnis dieser 

Untersuchungen wird dadurch ein molekularer Interaktionsweg für die aktuell in der Literatur 

diskutierte Frage nach dem Mediator der Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-

Signalweg aufgezeigt.  
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5 Zusammenfassung 
Die lipophile Umweltchemikalie TCDD (2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-para-dioxin, Dioxin) 

akkumuliert im Fettgewebe der Brust und aktiviert den Transkriptionsfaktor Arylhydrokar-

bonrezeptor (AhR). Im Falle eines Mammakarzinoms kommen heterogen über das Karzinom 

verteilte hypoxische Bereiche vor. Die molekularen Signalmechanismen, das Proteom und die 

maligne Progression des meist Hormon-abhängigen Mammakarzinoms können sowohl durch 

Hypoxie als auch durch xenobiotische Stressoren verändert werden. Das Ziel dieser Arbeit 

war es, die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-(Hypoxie-induzierter Faktor-

1α) Signalweg und deren Auswirkungen auf den ERα-, p53- und NFATc1-Signalwege in der 

Brustkrebszelllinie MCF-7 zu untersuchen. Begleitend wurde eine Hepatozytenzelllinie 

(HepG2) für die Untersuchung der Interferenz mitgeführt, weil die Aktivierung des HIF-1α-

Signalweges in dieser Zelllinie sehr gut charakterisiert ist. 

Die konzentrations- und zeitabhängige Aktivierung des AhR bzw. des HIF-1α in MCF-7-

Zellen zeigten, dass eine signifikante Induktion beider Signalwege durch 10 nM TCDD bzw. 

5 % Sauerstoff (Hypoxie) nach 6 Stunden verursacht wird. Eine gleichzeitige Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie reduziert die Aktivierung des AhR-Signalweges in HepG2-Zellen, 

jedoch nicht in MCF-7-Zellen. TCDD reduzierte in MCF-7- und HepG2-Zellen die HIF-1α-

Stabilisierung und transkriptionelle Aktivität unter hypoxischen Bedingungen, jedoch nicht 

unter normoxischen Bedingungen (Luftsauerstoff 20 % O2). Der AhR- und der HIF-1α-

Signalweg interferieren in MCF-7-und HepG2-Zellen. 

Die Konsequenzen einer gemeinsamen Aktivierung des AhR- und HIF-1α-Signalweges sind 

bis heute weitgehend unbekannt. In der vorliegenden Arbeit konnte in MCF-7-Zellen gezeigt 

werden, dass eine gleichzeitige Aktivierung des AhR- und HIF-1α-Signalweges die p53-

vermittelte transkriptionelle Aktivität und die Proteinexpression von p53 inhibiert. Dieser 

Effekt konnte auf eine gesteigerte Aktivität des Östrogenrezeptor α (ERα) und die 

transkriptionelle Regulation von Hdm2 zurückgeführt werden. Die verringerte p53-vermittelte 

transkriptionellen Aktivität wurde anhand des p53-Zielgenes Dusp5 gezeigt. Die Inhibierung 

von Dusp5 durch RNA-Interferenz verhinderte die Dephosphorylierung des ERα und 

vermittelte eine erhöhte Phosphorylierung des Rezeptors durch ERK1/2. Dieser Effekt führte 

wiederum zur Induktion der ERα-Zielgene SOCS3 und Hdm2. Die gleichen Ergebnisse 

wurden nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie detektiert, was zeigt, dass die beiden 

Signalwege, wenn diese gleichzeitig aktiviert werden, die Aktivität des ERα steigern. Die 

Induktion der ERE-vermittelten Promotoraktivität konnte durch den MEK1-spezifischen 

Inhibitor PD98059 verhindert werden. Nach der PD98059-Inhibierung wurde die Hdm2-
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Transkription nur minimal beeinflusst. Diese Ergebnisse zeigen, dass TCDD und Hypoxie im 

Signalnetzwerk oberhalb des MAPK/ERK-Signalweges agieren. Die Kombination einer 

Inhibierung des p53-Signalweges und die Induktion des ERα-Signalweges stellt einen neuen 

Mechanismus dar, wie TCDD, gezeigt am Modell der MCF-7-Zellen, unter hypoxischen, also 

tumorspezifischen Bedingungen die Weiterentwicklung des Brustkrebses fördern könnte. 

In einer vor Beginn dieser Arbeit durchgeführten Mikroarray-Analyse wurde der Transkrip-

tionsfaktor NFATc2 als TCDD- und Hypoxie-reguliertes Gen identifiziert. Durch Transloka-

tionsstudien des zu NFATc2 hochhomologen Proteins NFATc1 konnte in MCF-7-Zellen 

gezeigt werden, dass der AhR- und der HIF-1α-Signalweg die Aktivierung des NFATc1 

Calcineurin-abhängig induzierte. Diese Aktivierung resultierte in der Induktion der 

Expression und Aktivität des NFAT-Zielgenes Autotaxin (ATX). Weiterhin induzierte TCDD 

unter normoxischen Bedingungen die Migration von MCF-7- Zellen über das enzymatische 

Produkt von Autotaxin, LPA. Hypoxie dagegen induzierte die ATX-Aktivität, allerdings nicht 

die Migration der MCF-7-Zellen. Dies impliziert, dass die ATX- bzw. LPA-induzierten 

Signalwege durch im Signalweg nachfolgende Proteine unter hypoxischen Bedingungen 

blockiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des AhR-Signalweges die 

Metastasierung des Mammakarzinoms durch den NFATc1-Signalweg fördert. 

Nach der Untersuchung der Konsequenzen einer Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie 

stellte sich die Frage, welcher Faktor die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-

Signalweg vermittelt. Zunächst wurde das Protein PHD2 untersucht, welches durch die 

Hydroxylierung von HIF-1α der Hauptregulator dieses Signalweges ist. Die Regulation der 

PHD2-Expression und -Aktivität wurde in MCF-7- und HepG2-Zellen unter den bekannten 

Bedingungen der Einzel- und Doppelstimulation untersucht. Sollte PHD2 der Mediator der 

TCDD-vermittelten HIF-1α-Destabilisierung sein, müßte die PHD2-Expression im  

Vergleich zur Induktion unter hypoxischen Bedingungen nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie zusätzlich induziert werden. Es konnte in beiden Zelllinien gezeigt 

werden, dass TCDD die PHD2-Expression AhR-abhängig induzierte. Nach gleichzeitiger 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie wurde die PHD2-Expression durch die TCDD-

vermittelte HIF-1α-Destabilisierung dominiert und nicht über die AhR-vermittelte 

Mechanismen in MCF-7- und HepG2-Zellen reguliert. Die PHD2-Expression wurde 

innerhalb einer 6-stündigen Stimulation mit TCDD und Hypoxie nicht induziert. Nach 

Stimulation mit TCDD und Hypoxie wurde ebenfalls keine erhöhte ROS-Bildung im 

Vergleich zur Einzelstimulation mit Hypoxie detektiert. Somit konnte die Erhöhung der 

PHD2-Aktivität durch eine erhöhte ROS-Bildung ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse 
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zeigen, dass PHD2 nicht als Vermittler der Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-

Signalweg in Frage kommt. 

Anschließend wurden das Protein Hsp90 als möglicher Mediator untersucht. In der Literatur 

wurde ein Sauerstoff-unabhängiger Abbau durch den Hsp90-spezifischen Inhibitor 17-

Allylamino-geldanamycin über die Kompetition zwischen Hsp90 und Rack1 um HIF-1α 

gezeigt. Der HIF-1α-Stabilisator Hsp90 wurde nach gleichzeitiger Stimulation mit TCDD und 

Hypoxie geringer exprimiert, während die Expression des Proteins Rack1 unverändert blieb. 

Über die Inhibierung von Rack1 mittels siRNA wurde nach gleichzeitiger Stimulation mit 

TCDD und Hypoxie die TCDD-vermittelte HIF-1α-Destabilisierung verhindert. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass in MCF-7-Zellen nach Stimulation mit TCDD und Hypoxie durch die 

Inhibierung von Hsp90 der Sauerstoff-PHD-VHL-unabhängige Abbau von HIF-1α über das 

Protein Rack1 vermittelt wurde. Die Kompetition von Hsp90 und Rack1 um HIF-1α 

vermittelt die Interferenz zwischen dem AhR- und dem HIF-1α-Signalweg. Diese 

Kompetition bietet eine Erklärung und Antwort für die gestellte Frage nach einem Vermittler 

für Interferenz und Auswirkungen zwischen den beiden Signalwegen. 
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7 Anhang A 

7.1 Weitere Versuchsergebnisse                                              
(Verweise im Abschnitt 3. enthalten) 

7.1.1 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des AhR-Signalweges nach 
Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie“ 

 
A)  XRE-Promotoraktivität in HepG2-Zelle n nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/ 
       oder Hypoxie . Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla -Luziferase- 
      Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten  
      Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich zur TCDD-vermittelten Induktion, n = 3) 
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B) Cyp1A1-mRNA-Menge  in HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie . Die Cyp1A1-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. 
      (** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich zur 
      TCDD-vermittelten Induktion unter normoxischen Bedingungen, n = 3) 
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C) Cyp1A1-Proteinmenge in HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie . Die Cyp1A1-Proteinmenge wurde zur β-Aktin-Proteinmenge normalisiert.  
     (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich  
     zur TCDD-vermittelten Induktion unter normoxischen Bedingungen, n = 3) 
 

                           
D) Cyp1A1-Proteinmenge in MCF-7-Zellen und HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit  
      TCDD und/oder Hypoxie  sowie ANF. Die Cyp1A1-Proteinmenge wurde zur β-Aktin-Protein- 
      menge normalisiert. (n = 3) 

 

7.1.2 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des HIF-1α-Signalweges nach 
Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie“ 

 
A) Amplifikation der HIF-1α-mRNA in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit  
     TCDD und/oder Hypoxie  (n = 2) 
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B) HIF-1α-Stabilisierung in HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie . Die HIF-1α-Proteinmenge wurde zur β-Aktin-Proteinmenge normalisiert. 
     (** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich  
     zur Hypoxie-vermittelten Induktion, n = 3) 

 
C) HRE-Promotoraktivität in HepG2-Zellen nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla-Luziferase- 
     Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im  
     Vergleich zur Hypoxie-vermittelten Induktion, *b p < 0,05 im Vergleich zur TCDD-  
     und Hypoxie -vermittelten Induktion, n = 3) 
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7.1.3 Daten zum Abschnitt „Einfluss von TCDD und Hypoxie auf den 
p53- und den ERα-Signalweg“ 

 
A) p53-Promotoraktivität in MCF-7-Zellen nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie. Die Aktivität der Firefly-Luziferase wurde durch die Renilla-Luziferase- 
     Aktivität normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im  
     Vergleich zur Hypoxie- und TCDD-vermittelten Reduktion, n = 3) 
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B) Dusp5-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie . Die Dusp5-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. (* p < 0,05 im  
     Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich zur Hypoxie- und TCDD-  
     vermittelten Reduktion, n = 3) 
 
 

      
0

0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4

D
U

S
P

5-
m

R
N

A
-M

en
ge

- 
[r

el
at

iv
e 

E
in

he
ite

n]

ohne Inhibitor
ANF

  
 

 
 

 

 

 

 

*a 

         DMSO  -     +      +     -      +     +  
   10 nM TCDD  -     -      +     -      -     +  

* 

Normoxie Hypoxie 

         DMSO  -       +      +      -      +      +  
   10 nM TCDD  -       -      +      -      -      +  

* 

*a 

Normoxie Hypoxie 



 
  Anhang 

V 

C) Die mRNA-Menge der Phosphatasen MKP1 und PAC1 in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger  
     Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie. Die mRNA-Menge der Phosphatasen MKP1 und  
     PAC1 wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. (n = 2) 
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D) Phosphorylierung der Proteine ERK1/2 in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit  
     TCDD und/oder Hypoxie . Die Proteinmenge  von pERK1 bzw. pERK2 wurde zur  
     Gesamtproteinmenge von ERK1 bzw. Erk2 normalisiert.  (* p < 0,05 im Vergleich zur un- 
     stimulierten Kontrolle, n = 3) 
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E) Dusp5-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach Transfektion mit einer nicht-spezifischen und  
     einer spezifischen Dusp5-siRNA. Die Dusp5-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge  
     normalisiert. (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle sowie zur nicht- 
     spezifischen siRNA, n = 3) 
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7.1.4 Daten zum Abschnitt „Aktivierung des NFATc1-Signalweges nach 
Stimulation mit TCDD und Hypoxie“ 

 

A) NFATc2-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/oder  
     Hypoxie. Die NFATc2-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. 
    (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, n = 3)  
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B) Die absolute ATX-Transkriptmenge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit  
     TCDD und/oder Hypoxie. (* p < 0,05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten  
     Kontrolle, *a p < 0,05 im Vergleich zur Stimulation mit TCDD oder Hypoxie, n = 3) 
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C) Migration von ANF-behandelten MCF-7-Zellen nach 24-stündiger Stimulation mit TCDD  
     und/oder Hypoxie  (* p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, n = 3) 
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7.1.5 Daten zum Abschnitt „Expression von PHD2 – Ist PHD2 der 
Mediator der Interferenz?“ 

 

A) Die absolute PHD2-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  
      und/oder Hypoxie. (* p<0.05 oder ** p < 0,001 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, 
      *a p<0.05 im Vergleich zur TCDD-vermittelten Induktion, **b p<0.05 im Vergleich zur  
      hypoxischen Induktion, *c p<0.05 im Vergleich zur ANF-behandelten hypoxischen  
      Induktion, *d p<0.05 im Vergleich zur hypoxischen DMSO-Kontrolle, *e p<0.05 im  
     Vergleich zur Stimulation mit TCDD und Hypoxie , n = 3) 
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B) Die absolute PHD2-mRNA-Menge in HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  
     und/oder Hypoxie. (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05 im  
     Vergleich zur TCDD-vermittelten Induktion, *b p<0.05 im Vergleich zur hypoxischen  
     Induktion, *d p<0.05 im Vergleich zur hypoxischen DMSO-Kontrolle , *e p<0.05 im  
     Vergleich zur Stimulation mit TCDD und Hypoxie ,, n = 3) 
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C) Die absolute PHD1-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  
     und/oder Hypoxie. n.d. = keine Amplifikation (n = 3) 
 

   PHD1-mRNA-Menge unter 

normoxischen Bedingungen, 

Kopien/µg totaler RNA) 

PHD1-mRNA-Menge unter 

hypoxischen Bedingungen, 

Kopien/µg totaler RNA) 

Kontrolle  n.d. 85,99 +/- 6,1 

DMSO n.d. 65,25 +/- 1,5 

10 nM TCDD 152,22 +/- 21 n.d. 

 
D) Die absolute PHD3-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  
      und/oder Hypoxie. (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle , n = 3) 
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E) Die  PHD2-Proteinmenge in HepG2-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD  
     und/oder Hypoxie. Die PHD2-Proteinmenge wurde zur β-Aktin-Proteinmenge normalisiert. 
     (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05 im Vergleich zur  
     hypoxischen Induktion bzw. zur hypoxischen DMSO- Kontrolle, n = 3) 
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    +/-       +/-       +/-      +/-      +/-       +/- 
   0,1      0,06     0,1     0,03   0,12    0,06 

β -Aktin 

Normoxie Hypoxie 

   DMSO  -      +      +      -      +      + 
10 nM TCDD  -      -      +      -      -      + 

* 

* 
* * 

* 

α 
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F) Zeitabhängige Induktion de r PHD2-Proteinmenge in MCF-7- und HepG2-Zellen nach Stimu- 
     lation mit TCDD und Hypoxie . Die PHD2-Proteinmenge wurde zur β-Aktin-Proteinmenge  
    normalisiert. N = Normoxie, H = Hypoxie (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten  
    Kontrolle, n = 3) 

 
 
G) Die Bildung von ROS (reaktiven  Sauerstoffspezies)  in  MCF-7-  und HepG2-Zellen nach 6- 
      stündiger Stimulation mit TCDD und/oder Hypoxie . (* p<0.05 im Vergleich zur unstimu- 
      lierten Kontrolle, n = 3) 
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  N     2h     3h    4h    5h    6h    H 
Hypoxie + TCDD 

PHD2 

β-Aktin 

* * 
   1     0,94     1    1,07  1,07  1,62  1,9 
  +/-       +/-      +/-      +/-      +/-       +/-    +/-  
 0,13    0,13    0,27   0,07   0,23    0,1   0,07 

  N     2h   3h     4h     5h    6h  H 
Hypoxie + TCDD 

* * 
  1   1,09  1,18  1,2  1,11  1,47 1,83 
 +/-    +/-       +/-      +/-     +/-      +/-      +/-  
0,04  0,19   0,07   0,19   0,18   0,12    0,1 

MCF-7 HepG2 

PHD2 
Protein-
menge 
[relative 
Einheiten] 

         DMSO  -    +    +    -    +    +  
   10 nM TCDD  -    -    +    -    -    +  

* * * * 

Hypoxie Normoxie 
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7.1.6 Daten zum Abschnitt „Expression of Hsp90 and Rack1 – Sind beide 
Proteine Mediatoren der Interferenz? 

 

A) Die Hsp90-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/  
      oder Hypoxie . Die  Hsp90-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. 
     (* p<0.05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, *a p<0.05  im Vergleich zur  
      hypoxischen Induktion, *b p<0,05 im Vergleich zur Stimulation mit TCDD und Hypoxie,  
      n = 3) 
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B) ) Die Rack1-mRNA-Menge in MCF-7-Zellen nach 6-stündiger Stimulation mit TCDD und/  
      oder Hypoxie . Die Rack1-mRNA-Menge wurde zur 18S-rRNA-Menge normalisiert. 
      (n = 2) 
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7.2 Mikroarray-Daten 
 

7.2.1 Durchführung der Mikroarray-Analyse  

Die Mikroarray-Analyse wurde mit Hilfe des „10k human A Genchips“ (9,850 Gene, MWG 

Biotech, Ebersberg) und des MWG Hybridisierungservices durchgeführt (MWG, Biotech, 

jetzt Octimum Biosolutions). Dafür wurden 20 µg totale RNA von stimulierten MCF-7 Zellen 

isoliert. Um Effekte durch Östrogen zu verhindern, wurden die MCF-7-Zellen 2 Tage in 

         DMSO  -     +     +     -     +     +  
   10 nM TCDD  -     -     +     -     -     +  

* 

*a 

*b 
* * 

Hypoxie Normoxie 

         DMSO  -     +     +     -      +     +  
   10 nM TCDD  -     -     +     -      -     +  

Hypoxie Normoxie 
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einem Östrogen-reduzierten Medium kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 10 nM 

TCDD und Hypoxie bzw. DMSO für 6 Stunden stimuliert. Es wurden zwei unabhängige 

Experimente unter diesen Bedingungen durchgeführt. Die isolierte RNA wurde für die 

Mikroarray-Analyse vereint. Die Induktion der Zielgene Cyp1A1 und VEGF wurde mittels 

RT-PCR überprüft. Deren Expression korreliert mit der in Abschnitt 3.4 beschriebenen 

Induktion der Transkription. Die RNA isoliert aus MCF-7-Zellen nach gleichzeitigen 

Stimulationen mit TCDD und Hypoxie bzw. nach Stimulation mit DMSO wurde zur 

Durchführung der Mikroarray-Analyse an die Firma MWG Biotech AG geschickt. Die 

Probenvorbereitung, die Markierung und die Hybridisierung wurden von der Firma MWG 

Biotech AG durchgeführt. Die Daten der Mikroarray-Analyse wurden in einem Excel 

Datenblatt (Microsoft) zur Verfügung gestellt. Diese Informationen wurden von Frau 

Navarrete Santos zur Verfügung gestellt. Sie wurden mit Hilfe der Software EXCEL und drei 

verschiedenen Signifikanz-Filtern analysiert (Yechoor et al. 2004). Der erste Filter schloß alle 

Gene aus, welche einen mittleren Expressionswert hatten, der unterhalb des Hintergrundes 

und der Standardabweichung lag.  Der zweite Filter selektierte die Gene nach der absoluten 

Differenz zwischen dem Mittelwert der Kontrollexperimentes und des 

Stimulationsexperimentes, welche höher als die Standardabweichung beider Werte sein 

mußte. Der Student´s t-Test wurde als dritter Signifikanz-Filter verwendet, um alle Gene zu 

selektiere, die unter dem Signifikanzniveau von p < 0,05 liegen. Diese Gene wurden als 

signifikant verändert zwischen der Kontroll- und Stimulationsgruppe definiert. Abhängig von 

der Funktion der Proteine wurden die kodierenden Gene in verschiedene Gruppen eingeteilt. 

7.2.2 Ergebnisse der Mikroarray-  Analyse 
Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Mikroarray-Analyse, die die reduzierten bzw. die 

erhöhten Transkriptmengen zeigen, aufgeführt. 

Erhöhte Transkriptmengen in hypoxie - und TCDD-stimulierten MCF-7-Zellen 

NCBI    Symbol  Genname                                                                 Veränderung 

                                                                                                                                (Fold change) 

Signaltransduktion 
NM_022142 elspbp1 Epididymal sperm binding protein 1 precursor  4,31 
NM_014930 kiaa0972 Kiaa0972 protein      3,96 
NM_003942 rps6ka4 Ribosomal protein s6 kinase, 90kd, polypeptide 4  3,95 
NM_005465 akt3  V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3  3,61 
NM_020398 spinlw1 Eppin-3       3,60 
NM_015363 zim2  Zinc finger, imprinted 2     3,32 
NM_014496 rps6ka6 Ribosomal protein s6 kinase, 90kd, polypeptide 6  3,24 
NM_018190 flj10715 Hypothetical protein flj10715    3,18 
NM_003027 sh3gl3  Sh3-domain grb2-like 3     3,11 
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NM_016116 asb4  Asb-4 protein       2,98 
NM_014789 kiaa0628 Kiaa0628 gene product     2,89 
NM_015902 dd5  Progestin induced protein     2,89 
NM_014882 kiaa0053 Kiaa0053protein      2,85 
NM_012093 ak5  Adenylate kinase 5      2,80  
NM_005459 guca1c  Guanylate cyclase activator 1c    2,10  

Metabolismus 
NM_001918 dbt   Dihydrolipoamide branched chain transacylase   8,57 
NM_003649  ddo   D-aspartate oxidase isoform a    3,77 
NM_005536 impa1  Inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 1   2,84 

Extrazellulärmatrix / strukturelle Proteine / Adhäsion  
NM_006438  colec10 Collectin sub-family member 10 (c-type lectin)   3,51 
NM_000138 fbn1  Fibrillin        3,21 
NM_000935  plod2   Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase  

(lysine hydroxylase) 2      3,10 
NM_002317 lox  Lysyl oxidase        2,91 
NM_003891 proz   Protein z, vitamin k-dependent plasma glycoprotein  2,87 
NM_004132 habp2  Hyaluronan binding protein 2     2,85  
NM_032727 ina   Internexin neuronal intermediate filament protein, alpha   2,39 

Rezeptoren / Kanäle / Pumpen / Wachstumsfaktoren 
NM_001561 tnfrsf9  Interleukin-activated receptor, homolog of mouse ly63  5,43 
NM_002563 p2ry1  Purinergic receptor p2y, g-protein coupled, 1   4,10 
NM_022972 fgfr2  Fibroblast growth factor receptor 2, isoform 5 precursor  3,32 
NM_002659 plaur   Plasminogen activator, urokinase receptor     3,26 
NM_005684 gpr52   G protein-coupled receptor 52      2,97 
NM_001136 ager   Advanced glycosylation end product-specific receptor  2,95 
NM_003180 syt5  Synaptotagmin 5       2,88 
NM_014405 cacng4  Calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4  2,88 
NM_000743 chrna3  Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3  2,83 
NM_001053 sstr5  Somatostatin receptor 5      2,78 

DNA / RNA / Transkriptionfaktoren 
NM_012340 nfatc2  Nuclear factor of activated t -cells, cytoplasmic, 

calcineurin-dependent 2      3,38 
NM_006735 hoxa2  Homeo box a2        3,29 
NM_005522 hoxa1  Homeo box a1         3,11 
NM_004348 runx2  Runt-related transcription factor 2     2,78 
NM_024865 flj12581 Hypothetical protein flj12581     2,57 

Apoptose 
NM_004874 bag4  Bcl2-associated athanogene 4     3,06 

Immunologische Proteine 
NM_019604        crtam         Class-i mhc-restricted t cell associated molecule   2,99 

Unbekannt 
NM_021651       pro0457      Pro0457 protein;     3,72 
NM_018071       flj10357      Hypothetical protein flj10357          3,5 
NM_020229       prdm11       Pr domain containing 11     3,19 
AB023430          bit               Bit      3,05 
NM_014124       pro0255      Pro0255 protein     3,01
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Verminderte Transkriptmengen in Hypoxie- and TCDD-stimulie rten MCF-7-Zellen 
NCBI    Symbol  Genname                                                                   Veränderung            

                                                                                                                                             (Fold change) 

Signaltransduktion 
XM_042940 unc5c   Unc5 (c.elegans homolog) c     4,33 
NM_020157 otor   Otoraplin       3,68 
NM_007034 dnajb4  Dnaj (hsp40) homolog, subfamily b, member 4  3,61 
NM_003438 znf137  Zinc finger protein 137 (clone phz-30)   3,51 
NM_002923 rgs2  Regulator of g-protein signalling 2, 24kd   3,25 
NM_004052 bnip3  Bcl2/adenovirus e1b 19kd-interacting protein 3  2,34  
NM_005345 hspa1a  Heat shock 70kd protein 1a     1,93 

Metabolismus 
NM_000041 apoe   Apolipoprotein e      3,93 
NM_004059  ccbl1   Cytoplasmic cysteine conjugate-beta lyase   2,80 
NM_002627 pfkp   Phosphofructokinase, platelet    2,09 
NM_000291 pgk1  Phosphoglycerate kinase 1     2,04 
NM_000034 aldoa  Aldolase a        0,83 

Extrazellulärmatrix / strukturelle Proteine / Adhäsion  
NM_003637 itga10  Integrin, alpha 10      2,85 

Rezeptoren / Kanäle / Pumpen / Wachstumsfaktoren 
NM_000831 grik3  Glutamate receptor, ionotropic, kainate 3    3,66 
NM_007083  nudt6  Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety x) 

-type motif 6        3,19 
NM_000824 glrb   Glycine receptor, beta      3,16 
NM_002342 ltbr   Lymphotoxin beta receptor      2,87 

DNA / RNA / Transkriptionfaktoren 
NM_007084 sox21  Sry (sex determining region y)-box 21    4,19 
NM_002040 gabpa  Ga-binding protein transcription factor, alpha subunit   3,23 
NM_017851 flj20509 Hypothetical protein flj20509     2,91 
NM_004259 recql5   Recq protein-like 5       2,81 

Apoptose 
NM_018948 mig-6  Gene 33/mig-6       2,82 

Immunologische Proteine 
NM_001700 azu1  Azurocidin 1 (cationic antimicrobial protein 37)    2,98 

Unbekannt 
NM_025010 kiaa0795 Hypothetical protein flj13703     4,07  
NM_006820 gs3686  Hypothetical protein, expressed in osteoblast   3,20 
NM_006134 c21orf4  Chromosome 21 open reading frame 4    3,13 
NM_014731 kiaa0552 Kiaa0552 gene product      3,01 
NM_018576 pro1163 Hypothetical protein pro1163     2,87 
NM_003469 scg2  Secretogranin ii precursor      2,86 
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8 Anhang B 

8.1 Pufferlösungen 
Agarplatten   37 g/l autoklavierter LB-Agar  
 
DEPC-Wassers  1 ml Diethylpyrokarbonat (DEPC) in 1 Liter Wasser gelöst 

     4 h bei 37 °C inkubieren und anschließend autoklavieren 
 

Glyzerol-haltiger  300 µl 50 % Glyzerol 
  
Puffer    200 µl H2O,  
   500 µl Präzipitationspuffer  
 
Ladepuffer   0,4 % (w/v) Bromphenolblau in 3 % Glycerol  

1 mM EDTA 
1 mg/ml SDS 
 

LB-Kulturmedium  25 g/l LB-Medium  
 
Lyse D Puffer  4 mM Guanidiniumisothiocyanat  

25 mM Natriumcitrat, pH 7  
17 mM Natriumlaurosylsarcosyl  
Lösen bei 65 °C  
100 mM Mercaptoethanol 
 

Moviol   65 mM Glycerol 
   20 % Moviol  

0,2 M Tris/HCl pH 8,5 
 

PBS    140 mM NaCl  
2,7 mM KCl  
10 mM Na2HPO4  
1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 
 

Ponceau S-Lösung  0,26 mM Ponceau S 
    18 mM Trichloressigsäure 

     12 mM Sulfosalicylsäure 
 

Präzipitationspuffer    280 mM NaCl  
10 mM KCl  
1,5 mM Na2HPO4 
12 mM Glukose  
50 mM HEPES  
 

Ripa Puffer   150 µM Na2HPO4 
    170 µM NaH2PO4 

  15 mM NaCl 
1 % NP40 
0,1 % SDS 
0,5 % Natriumdeoxycholat  
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SDS-Probenpuffer  100 mM Tris/HCl pH 6,8 
200 mM DTT  
4 % SDS  
0,2 % Bromphenolblau 
20 % Glyzerol 
 

Stripping-Lösung  2 % SDS  
190 mM Tris/HCl pH 6,8 
0,67 % Mercaptoethanol 
 

TAE-Puffer   40 mM Tris 
20 mM Natriumacetat 
1 mM EDTA pH 7,8 
 

TBST    150 mM Tris/HCl pH 7,5  
0,1 M  NaCl  
0,1 % Tween 20 

 
Transferpuffer       9,2 mM Tris/HCl 
    100 mM Glycin pH 8 
    20 % Methanol 
    0,02 % SDS 
 
Tris/Glycin-SDS- 250 mM Tris 
PAGE-Laufpuffer 2,5 M Glycin pH 8,3 

1 % SDS 
 

Trypsin/PBSE  0,05 % Trypsin in PBS  
5 mM EDTA  
 

5 % Milch-TBST-       5 % Trockenmilchpulver in TBST 
Lösung  

8.2 Verwendete Geräte 
Geräte 

Axiocam Digitalkamera    Zeiss  

ELISA Plattenreader     SLT Labinstruments, Crailsheim 

FACS       BD Bioscience 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2   Zeiss, Jena 

(Anregerfilter:  

Bandbreite 450 - 490 nm, 510 – 560 nm  

Emissionsfilter:  

Bandbreite 510 - 550 nm, 590 - 650 nm)  

Gelkammer      Biometra, Göttingen 

Inkubatoren      Haereus Holding 
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Kühlzentrifugen     Haereus Holding 

Neubauer Zählkammer   Deutschland 

NOVEX Gelkammern    Invitrogen 

Opticon II System     MJ Research, München 

Photometer Ultrospec 3300 pro   Amersham Bioscience 

Sirius Luminometer     Berthold Detektion System 

Schüttler 3006     Schütt Labortechnik 

Trio-Thermoblock     Biometra 

XCell II Blot Modul     Invitrogen 

Zentrifuge Biofuge     Haereus Holding 

 
Software 

ANOVA  

Bio1D Software     LTF, Wasserburg 

CellQuest-Software     BD Bioscience  

Microsoft Office  

Software Axiovision 2.05    Zeiss, Jena 

Sigma Plot  

8.3 Primer 
Zur Quantifizierung der mRNA-Mengen wurden zwei Methoden verwendet: die semi-

quantitative PCR (SQ) und die Real time PCR (RT). 

Name  Sequenz 5´à3´ Quantifiziertes Gen Methode 

18S Fw GTTGGTGGAGCGATTTGTCTGG 18S rRNA SQ/RT 

18S Rev AGGGCAGGGACTTAATCAACGC 18S rRNA SQ/RT 

Cyp1A1 Fw AGGACTAGGGCTGGAGTGAG Cytochrom P450 1A1 RT 

Cyp1A1 Rev CAAGCATGCAAGCTCAATG Cytochrom P450 1A1 RT 

HIF-1α Fw CCACCTATGACCTGCTTGGT HIF-1α SQ 

HIF-1α Rev TATCCAGGCTGTGTCGACTG HIF-1α SQ 

NFATc2 Fw CTGACACCTTCTCCCCCTACAC NFATc2 RT 

NFATc2 Rev CTGGTTCGAGGTGACATTATTGG NFATc2 RT 

PHD1 Fw AGCCCCTAAGTCAGGCTCTC PHD1 RT 

PHD1 Rev AGTGGTAGAGGTGGCTGTGG PHD1 RT 

PHD2 Fw GGACTGGAAGAAGCACAAGC PHD2 RT 

PHD2 Rev GGCCTTTACTTTTCCCTTGG PHD2 RT 

ATX Fw GTTGCAAGGAAACCTTTGGA Autotaxin RT 
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Name  Sequenz 5´à3´ Quantifiziertes Gen Methode 

VEGF Fw AAGGAGGAGGGCAGAATCAT VEGF  RT 

VEGF Rev CACACAGGATGGCTTGAAGA VEGF RT 

ATX Rev AACTTCCTCTGGCATGGTTG Autotaxin RT 

PHD3 Fw ATGCTGAAGAAAGGGCAGAA PHD3 RT 

PHD3 Rev CCACACACAAGACAGGGATG PHD3 RT 

Hdm2 Fw GGTGGGAGTGATCAAAAGGA Hdm2 RT 

Hdm2 Rev ACACAGAGCCAGGCTTTCAT Hdm2 RT 

Hsp90 Fw TGGTGACATCTCCATGCTGT Hsp90 RT 

Hsp90 Rev AGACAGGAGCGCAGTTTCAT Hsp90 RT 

Dusp5 Fw GGAGGCCTTCGATTACATCA Dusp5 RT 

Dusp5 Rev AGGGCTCAGTGTCTGCAAAT Dusp5 RT 

Mkp1 Fw CTGCCTTGATCAACGTCTCA Mkp1 RT 

Mkp1 Rev ACCCTTCCTCCAGCATTCTT Mkp1 RT 

Pac1 Fw TGTGGAGATCTTGCCCTACC Pac1 RT 

Pac1 Rev CTCCACCATCTGGTTGTCCT Pac1 RT 

SOCS3 Fw CTCTCCTGGTTGGCTTCTTG SOCS3 RT 

SOCS3 Rev GTGGCCACTCTTCAGCATCT SOCS3 RT 

Rack1 Fw TGAGTGTGGCCTTCTCCTCT RACK1 RT 

Rack1 Rev GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC RACK1 RT 

 

8.4 Verwendete Vektoren/siRNA 

8.4.1 Sequenzen der verwendeten siRNA 
 
Name der siRNA Reprimierte mRNA Sequenz 5´à 3´ 

Dusp5 siRNA Dusp5 CCCUUCCUCUACCUUGGAATT 

GFP siRNA GFP GCUGACCCUGAAGUUCAUCTT 

Rack1 siRNA RACK1 CUGACCAGGGAUGAGACCATT 

 
Natürliche RNA-Interferenz ist ein ATP-abhängiger Prozeß, der doppelsträngige RNA in 21 

bis 23 Nukleotide lange siRNAs durch das Enym RNase III Dicer spaltet. Diese siRNAs 

werden mit den RNA induced silencing complex (RISC) verbunden. Das Entwinden der 

siRNA aktiviert den RISC-Komplex. Der RISC-Komplex erkennt die RNA sequenzspezifisch, 

wobei Unterschiede von 1 oder 2 Nukleotiden in der Zielsequenz die RNA-Interferenz ver-

hindern. Bestimmt durch den Antisense-Strang der siRNA erkennt und katalysiert der RISC-
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Komplex mit Hilfe von Endonukleasen die enzymatische Spaltung der komplementären 

mRNA im Zytoplasma.  

Die experimentell zum Einsatz kommenden synthetischen doppelsträngigen RNAs, die aus 19 

Nukleotiden mit einem Überhang von 2 Nukleotiden am 3´ Ende bestehen, entsprechen den 

siRNA, durch das Enzym RNase III Dicer gebildet werden (Hannon et al. 2002; Hutvagner et 

al. 2002; McManus et al. 2002; Tuschl et al. 2001; Tuschl et al. 2002).  

8.4.2 verwendeten Vektoren 
Die Luziferase-Expressionsvektoren pp53-Luc (Clontech laboratories),  pTal-Luc/XRE 

(Tonack et al. 2007), pNFAT-Luc (Stratagene), pHSE-Luc (Clontech laboratories) und 

pTAL-Luc/ERE (Hombach-Klonisch et al. 2006) wurde zur Überprüfung des Inserts mit den 

Restriktionsenzymen BamHI, XhoI und XmaI geschnitten. Die Grundvektoren pTAL-Luc 

(BD Bioscience) und cis-Reporter Vektor (Stratagene) wurden als Kontrolle bei jedem 

Restriktionsverdau mitgeführt. Die Funktionalität der Reportergenvektoren wurde mit Hilfe 

des Dual-Luciferase®Reporter Assay System (Promega) überprüft. Im Folgenden sind die 

Sequenzen der Promoterelemente und die verwendeten positive Kontrollen zur Induktion der 

Reportergen-Aktivität  aufgeführt. 
 

Sequenz der Response-Elemente (RE) und deren positiv Kontrollen zur Aktivierung  

Respons-

element 

 

Sequenz 5´à  3´ 

Positiv 

Kontrolle 

NFAT (GGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAAGGCGT)4 400 ng/ml  

Ionomycin, 

100 ng/ml PMA 

HSE 
(Hitze-
schock-RE) 

TAGAATGTTCTAGATCTAGA ACATTCTAGCTAGAATGTTCTAG 40°C 

p53 ACGTTTGCCTTGCCTGGACTTGCCTGGCCTTGCCTTGGACATG 

 

15 µg/ml 

Mitomycin C 

XRE 
(xenobio-
tisches RE) 

(CCTTCTCACGCAACGCCTGG)3 10 nM TCDD 

ERE (ER- 
RE) 

(CCCGGTCAGCCTGACCCGCA)3 10 nM Östrogen 

 
 

Weiterhin wurden die Vektoren pH3SVL (Martin et al. 2005) bzw. pGL3b(1454-3164)P2P-

wt sowie pGL3b(1454-3164)P2P-mt (Metzen et al. 2005) als Indikatoren zur Aktivierung des 
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NFAT-pEGFP-C3
6000 bp
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HIF-1α-Signalweges bzw. der PHD2-Expression verwendet. Der Vektor pGL3b(1454-

3164)P2P-wt enthält die oberhalb des Startkodons liegenden Basenpaare 1454 bis 3164 des 

Wildtyp-PHD2-Promotors. Dieser Promotorbereich enthält ein funktionelles HRE. Der 

Vektor pGL3b(1454-3164)P2P-mt enthält denselben Promotorbereich mit dem Unterschied, 

dass das funktionelle HRE durch Mutagenese entfernt wurde. 

Der Vektor pRLSV40 (Clontech laboratories) kodiert die Renilla-Luziferase. Die Renilla-

Luziferase wird  nur durch die Effizienz der Transfektion beeinflußt. Die Expression erfolgt 

aufgrund des SV40- Promotors konstitutiv.  

Die Vektoren pEGFP-C3/AhR (Tonack et al. 2007) und pEGFP-C3/NFAT (freund-

licherweise von Steffi Rau, Forschungsgruppe für Enzymologie und Proteinfaltung der Max-

Planck-Gesellschaft, zur Verfügung gestellt bekommen) wurden zur Überprüfung des Inserts 

mit den Restriktionsenzymen XhoI, EcoRI und NotI geschnitten. Der Grundvektor pEGFP-C3 

(BD Bioscience) wurde als Kontrolle bei jeden Restriktionsverdau mitgeführt. 

Der Vektor pEGFP-C3/NFAT wurde bis heute noch nicht veröffentlicht und ist im Folgenden 

schematisch dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

8.5 Standardkurven Real-time PCR 

8.5.1 Relative Quantifizierung 
Die Standardkurve gibt den linearen Zusammenhang zwischen dem Ct-Werten und dem 

Logarithmus der Konzentration des Standards wieder. Durch die Verdünnung eines cDNA- 

Gemisches kann über die Ct-Werte eine Eichgerade gebildet werden. Diese Eichgerade wird 

durch eine Geradengleichung y = f(x), y = m * x + n definiert. Der Anstieg (m) gibt die 

Effizienz der PCR wieder. Ein Anstieg von -3,3 entspricht einer Effizienz von 100 %. Die 

mittleren Effizienzen der Quantifizierung der einzelnen mRNAs sind der folgenden 

Zusammenstellung zu entnehmen.  

NFATc1-pEGFP-C1 
           6000  bp 
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Im Folgenden sind die dazugehörigen Standardkurven aufgeführt. 
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8.5.2 Absolute Quantifizierung 
Durch die Verdünnung des Standards kann über die Ct-Werte eine Eichgerade gebildet 

werden. Diese Eichgerade wird durch eine Geradengleichung y = f(x), y = m * x + n definiert. 

Der Anstieg (m) gibt die Effizienz der PCR wieder. Den Standard im Falle der absoluten 

Quantifizierung der PHD-Isoformen bildeten Verdünnungsreihen von Plasmiden, welche die 

Sequenz der einzelnen PHD-Isoformen enthalten. Die Konzentration der PHD-Plasmide sind

  pENTRPHD1   1 µg/ml = 2,5694 * 1011 Kopien/µl 

  pENTRPHD2  1 µg/ml = 2,5315 * 1011 Kopien/µl 

  pENTRPHD3   1 µg/ml = 2,9620 * 1011 Kopien/µl 

Amplifikat Anstieg R2 Amplifikat Anstieg R2 
Cyp1A1 -3,5269 0,9994 Hsp90 -3,3938 0,9987 
VEGF -3,4878 0,9998 hsdm2 -3,4992 0,9977 
NFATc2 -3,3717 0,9867 SOCS3 -3,4475 0,9697 
BNIP3 -3,4354 0,9967 Pac1 -3,3861 0,999 
Plaur -3,4148 0,9988 Dusp5 -3,6394 0,9991 
dgkg -3,5274 0,9999 Mkp1 -3,5541 0,9943 
Akt3 -3,4713 0,9689 Rack1 -3,501 0,976 



 
  Anhang 

XXI 

Im Falle der absoluten Quantifizierung der ATX-mRNA-Menge wurde ein cDNA-Standard 

eingesetzt. 
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Im Folgenden ist die Standardgerade des ATX Standards aufgeführt. 
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8.7 Abkürzungsverzeichnis 
4E-BP1    eIF-4E Bindeprotein 1  
7-AAD     7-Amino-Actinomycin  
Abb.     Abbildung 
AF1     activating function 1 
AP1      activating protein 1 
AhR      Arylhydrokarbon Rezeptor  
AhRR      AhR Repressor 
AK     Antikörper 
Akt3   v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3  

(protein kinase b, gamma) 
ANF     α-Naphthoflavon  
ARD1     arrest defective protein 1 homologue  
ARNT     aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator  
As      Aminosäure 
ATM      ataxia telangiectasia mutated  
ATP      Adenosintriphosphat 
bHLH      basic helix-loop-helix 
BNIP3     bcl2/adenovirus e1b 19kd-interacting protein 3 
Bp     Basenpaare 
BRCA1/2    Breast cancer 1 
BSA     Rinderserumalbumin 
cDNA     komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CRM1     chromatin region maintenance 1 
Ct     cycle treshold 
C-TAD    C-terminale Transaktivierungsdomäne  
Cul      Cullin  
Cyp1A1    Cytochrom P450 1A1  
DCF      2´,7´-Dichlorofluoreszein 
DCIS      duktale Karzinom in situ  
DEPC     Diethylpyrokarbonat 
DES      Diethylstilöstrol  
Dgkg     diacylglycerolkinase gamma 
DMEM     Dulbecco`s modified Eagel`s medium 
DMSO     Dimethylsulfoxid 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
dNTP     Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT      Dithiothreitol 
Dusp5      Dual spezifische Phosphatase 5 
E     Glutaminsäure 
EDCs      endocrine disrupting chemicals 
EDTA     Ethylendiamintetraacetat 
EGF      endothelialer Wachstumsfaktor 
EGFP     verstärktes GFP 
EDG     endothelial differentiation gene 
eIF-4E     eukaryotischen Initiationsfaktor 4E  
ER     Östrogen Rezeptor 
ERE      ER-spezifisches Response-Element  
ERK      extracellular signal-regulated kinase 
FACS     fluoreszenzaktivierter Zellsorter 
FBS      fetal bovine serum 
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FSC      Vorwärtsstreulicht  
FIH-1      factor-inhibiting HIF-1 
FRAP      FKBP-Rapamyzin assoziiertes Protein 
GFP     grün fluoreszierendes Protein 
GST Ya     Glutathion S-Transferase Ya  
h     Stunde 
H2DCFDA    2´,7´-Dichloro-fluoresceindiacetat  
HAH      halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe  
Hdm2     humane Homologe zum mdm2 
HECT      Homologen zu E6-AP C-Terminus  
HGF      Hepatozyten Wachstumsfaktor 
HIF-1α    Hypoxie- induzierte Faktor-1α  
HLH     Helix-Schleifen-Helix-Motiv 
HRE      Hypoxie Response-Element 
HRP      Meerrettich-Peroxidase 
Hsp90      Hitzeschockprotein 90 
IARC      international agency for research on cancer 
IGF      insulin-like growth factor  
IL-1β       Interleukin-1β 
IL-8      Interleukin-8 
IPAS     Inhibitory PAS domain protein 
IPTG     Isopropyl-beta-thiogalactopyranosid 
iXRE      inhibitorische XRE  
JNK     c-Jun NH2-terminalen Kinase 
LBD      Ligandenbindungsdomäne  
LCIS      lobuläre Karzinom in situ  
LPC      Lysophosphatidylcholin 
LPA     Lysophosphatidylsäure 
Luc     Luciferase  
MAPK     Mitogen aktivierte Proteinkinasen 
MAPKK     Mitogen aktivierte Proteinkinasen Kinase 
MCF-7     Michigan Cancer Foundation  
mdm2      mouse double minute 2 
MEM     Minimal essential medium    
MKP1     MAPK Phosphatase 1 
MMLV     Moloney-Maus-Leukämie-Virus 
NAC     N-acetylcystein 
NCBI     National Cancer Biology Institute 
NES      Kernexportsignal  
NF1      nuclear factor 1 
NFκB     Nuclear factor-kappa B 
NFAT      Nuclear factor of activated T-cells 
NLS      Kernlokalisierungssignal  
N-TAD     N-terminale Transaktivierungsdomäne  
ODDD     sauerstoffabhängige Degradationsdomäne  

(oxygen-dependent degradation domain) 
 P     Proline 

PAC1     Phosphatase of activated cells 1 
PAH      polyzyklischen, aromatischen Hydrokarbonen  
PAS      Per-ARNT-SIM 
PBS      phosphate buffered saline 
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PCB      polychlorierten Biphenyle  
PCDD     Dibenzo-p-dioxine  
PCDF     polychlorierten Dibenzofurane  
PCR     Polymerase Kettenreaktion  
Per     Peroid 
PEST   Sequenz, die reich an den Aminosäuren Prolin  

(P), Glutaminsäure (E), Serin (S) und Threonin  
(T) ist 

PFA     Para-Formaldehyd 
PHD     prolyl hydroxylase domain containing Protein  
PI3K      Phosphatidylinositol 3-kinase  
Plaur     plasminogen activator, urokinase receptor 
pVHL      protein von-Hippel Lindau 
RACK1    receptor of activated C-kinase 1 
RE     Response-Element 
REF1      Redox-Faktor 1 
RING      Really Interesting New Gene 
Ripa      radio-immuno-precipitation-assay 
RISC      RNA induced silencing complex 
RNA     Ribonukleinsäure 
ROS      reaktiven Sauerstoffspezies  
S     Serin 
SCF      Skp1-Cul1-F-box Proteine 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
Siah1/2    Seven in Absentia homologue-1 
SIM      Single-minded  
siRNA     small interfering RNAs  
SOCS3    Suppressor of cytokine signalling 3 
SRC1     Steroid receptor coactivator 1 
SSC      Seitwärtsstreulicht  
T     Threonin 
TAE     Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBB     4, 5, 6, 7-Tetrabromobenzotriazol 
TBS     trisgepufferte Kochsalzlösung 
TBST     trisgepufferte Kochsalzlösung mit Tween 
TCDD     2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-p-dioxin  
TEF      Toxizitätsäquivalentsfaktor  
TIF2      Transcription intermediary factor 2 
TNFα      Tumornekrosefaktor α 
Tris     Tri(hydroxymethyl)-aminomethan 
UGT1A1    UDP-Glucuronosyltransferase 1A1  
VCB     pVHL-Elongin C-Elongin B Komplex  
VEGF     vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor 
WHO      World Health Organisation 
Wip1     wildtyp p53 inducible phosphatase 1 
XAP2     hepatitis B virus X-associated protein 2 
XRE      xenobiotische Response-Element 
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