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Referat

Tumorgewebe unterscheidet sich nicht nur histopathologisch von normalem Gewebe, sondern
weist auch ein charakteristisches pathologisches Mikromilieu auf. Dieses ist u.a. durch
Verdnderungen der Mikrozirkulation, Hypoxie, Glucosemangel und Azidose gekennzeichnet.
Es ist langst bekannt, dass dieses Tumormikromilieu weitreichenden Einfluss auf die
Progression und Entwicklung von Krebsleiden hat. Auch Tumor-assoziierte Fibroblasten sind
diesem Milieu ausgesetzt. Die in Tumoren und Tumor-assoziiertem Gewebe herrschende
metabolische Azidose konnte einen Einfluss auf die Signaltransduktion und Genregulation in
ubiquitdr vorkommenden Fibroblasten besitzen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von
metabolischer Azidose auf die Produktion von proinflammatorischen Mediatoren (TNF a,
COX-2, iNOS, MCP-1, Osteopontin) mit besonderer Beriicksichtigung der involvierten
Signalwege (MAP-Kinasen-Signalweg) in Fibroblasten der Ratte (NRKF) untersucht. Dazu
wurden die Zellen im azidotischen Milieu inkubiert, anschlieBend ihre RNA isoliert und mittels
Real Time-PCR die Genexpression genannter Mediatoren gemessen. Um die Beteiligung der
MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 an der Azidose-induzierten Verdanderung der Genexpression
nachzuweisen, wurde zundchst deren Aktivititsinderung bei Azidose mittels Western Blot
nachgewiesen. AnschlieBend wurden die Kinasen spezifisch gehemmt, um eine mogliche
Abhingigkeit der Azidose-induzierten Expressionsidnderungen oben genannter Gene von
ERK1/2 oder p38 festzustellen. Ein extrazelluldrer pH-Wert von 6,6 fiihrte in den NRKF-Zellen
kurzfristig zu einem proinflammatorischen Effekt im Sinne der vermehrten Bildung von TNF a,
COX und iNOS. Die Aktivitdt von ERK1/2 und p38 wurde durch eine extrazelluldre Azidose
gesteigert. Langfristig nahm die Aktivitdt der MAP-Kinasen bei anhaltender Azidose wieder ab,
genau wie der proinflammatorische Effekt auf die NRKF-Zellen. Die Expression von iNOS
anderte sich nicht und die Expression von TNF a, COX-2, MCP-1 und Osteopontin wurde sogar
vermindert, was auf einen immunsuppressiven Effekt einer langfristigen metabolischen Azidose
hindeutet. Die Azidose-induzierten Expressionsianderungen waren zum Teil abhéngig von p38
(TNF a, COX-2, iNOS), aber nicht von ERK1/2. Die Expression von MCP-1 und Osteopontin
scheint unabhéngig von beiden MAP-Kinasen zu sein. Zusammenfassend konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass metabolische Azidose Einfluss auf verschiedene
Transkriptionsprogramme von pathologisch relevanten Genen in Fibroblasten hat. Dieser wird
z.T. tiber den MAP-Kinasen-Signalweg vermittelt. Dadurch kreieren die Tumor-assoziierten

Fibroblasten ein parainflammatorisches Milieu, das auch Tumorzellen beeinflussen kann.

Thomas, Johanna: Azidose-induzierte Effekte auf die Expression von proinflammatorischen
Mediatoren in NRKF-Zellen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 63 Seiten, 2016
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1 Einleitung

1.1 Vorwort

Ein Tumor (lat. tumor, -oris, m. ,,Wucherung®, ,,Geschwulst) bezeichnet nach seinem
eigentlichen Wortursprung jede Gewebszunahme oder Schwellung, unabhdngig von der
Ursache. Im engeren Sinne versteht man darunter eine gutartige oder bdsartige Neoplasie von
Korpergewebe, entstanden durch eine Fehlregulation des Zellwachstums. Die
umgangssprachliche Bezeichnung ,,Krebs* stammt aus dem Altgriechischen und wurde bereits
von Hippokrates oder Galenos verwendet, da sie die Gestalt der Tumoren mit dem Tier

verglichen.

Heute zdhlen Tumorerkrankungen zu den héufigsten Todesursachen iiberhaupt. Laut Robert
Koch Institut starben allein in Deutschland zwischen 2010 bis 2012 {iber 660 Tausend
Menschen an einem Tumorleiden. Damit ist dies nach den Herz-Kreislauferkrankungen die

zweithdufigste Todesursache.

Ein Tumor kann aus einer einzigen Zelle entstehen, in der das Genom durch eine
Akkumulation von genetischen Verdnderungen gekennzeichnet ist. Diese Verdnderungen
werden auf die ndchste Krebszellgeneration iibertragen, er stellt in diesem Sinne eine genetische

Erkrankung dar (Loffler, Petrides, & Heinrich, 2007).

Ziele der Tumorforschung sind es zum einen die genetischen Verdnderungen, die zur
Entstehung einer Tumorzelle fithren und zum anderen die molekularbiologischen Prozesse, die
Wachstum, Proliferation, Invasion und Metastasierung von Tumoren beeinflussen, besser zu
verstehen. Im Rahmen der personalisierten Medizin, welche die Tumortherapie auf die
individuellen Faktoren eines jeden Patienten abstimmen konnen soll, ist das Verstdndnis der
molekularen Prozesse in der Entstehung und Entwicklung einer Tumorerkrankung umso

bedeutender.

1.2 Tumormikromilieu

Tumoren bestehen zum einen aus charakteristischen Tumorzellen, die sich unabhéngig von den
Kontrollmechanismen fiir Wachstum und Zellteilung autonom vermehren und zum anderen aus
umgebenden Tumor-assoziierten Stromazellen (Fibroblasten, Lymphozyten, Makrophagen etc.)
(Fukumura & Jain, 2007). Das Gewebe unterscheidet sich nicht nur histopathologisch und
morphologisch (Abbildung 1) von Normalgewebe, sondern weist auch eine fiir Tumoren

charakteristische Physiologie auf.
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Abbildung 1 Plattenepithelkarzinom der Haut; Lichtmikroskopische Aufnahme in
Héamatoxylin-Eosin-Farbung, 20fache VergroBerung (A) Normalgewebe (B) invasives Tumorgewebe
charakterisiert durch vorwiegend unreife Zellen und atypische Mitosen; Abbildung zur Verfiigung gestellt
von Dr. P. Hermann-Trost, amedes MVZ fiir Pathologie und Zytodiagnostik Halle GmbH

Diese Tumorpathophysiologie beeinflusst Wachstum, Invasivitit und Metastasierung, aber auch
die Sensitivitdt des Tumors gegeniiber therapeutischen MaBlnahmen (Fukumura & Jain, 2007).

Sie ist durch zahlreiche Faktoren gekennzeichnet.

Signalmolekiile, Medlatoren Zytokine..

(A) (B)

Wachstum
Invasivitat
Metastasierung
Signaltransduktion

Tumormikromilieu:
e Hypoxie

Azidose

Glukosemangel

Gewebsmikromilieu

Abbildung 2 Ubersicht iiber die Kennzeichen des Tumormikromilieus, Interaktion mit
Tumor-assoziiertem Gewebe und Folgen fiir die Cancerogenese (A) Tumorzellen (B) Normalgewebe

Dazu gehoren Defizite bei der Mikrozirkulation, der Versorgung mit Sauerstoff und anderen
Substraten und der Entsorgung von Stoffwechselendprodukten. AuBerdem sind der lokale
pH-Wert (MaBl fiir den sauren oder basischen Charakter einer waissrigen Losung), der
bioenergetische Status und der im Interstitium stattfindende Transport pathologisch verandert

(Vaupel, Kallinowski, & Okunieff, 1989). Das entstehende Milieu wird als Tumormikromilieu
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bezeichnet (Abbildung 2). Die sogenannte ,,Saat und Boden“-Hypothese (,,seed and soil
hypothesis*) behauptet, dass nur dieses Tumormikromilieu einer Tumorzelle das Wachstum
ermOglicht, auch wenn alle notigen cancerdsen Genverdnderungen in der Tumorzelle bereits

vorhanden sind (Paget, 1989).
1.2.1  Blutversorgung und Hypoxie

Da Tumorzellen durch genetische Mutationen von regulierenden Wachstumsprozessen
entkoppelt sind, kommt es zum Teil zu einer raschen Vermehrung des Tumorgewebes. Die
Neubildung der zur Versorgung erforderlichen Blutgefille kann daher nicht immer in dieser
Geschwindigkeit erfolgen. Als Folge davon treten UnregelméBigkeiten in der GefaBstruktur
(unvollstindige oder fehlende Endothelauskleidung, arterio-vendse Shunts, Verlust der
GefaBhierarchie) und bei der Blutzirkulation auf (Richtung und Geschwindigkeit des
Blutflusses, hohe GefaB3permeabilitit, Mikro- und Makrothromben) (Vaupel et al., 1989). Durch
die quantitativ und qualitativ eingeschrinkte Blutversorgung kommt es zu einer
Minderversorgung mit Sauerstoff und anderen Substraten, wie z.B. Glucose. Der lokale
Sauerstoffpartialdruck kann auf bis unter SmmHg sinken. Dieser Sauerstoffmangel (Hypoxie)
kann die Stoffwechselaktivitit von Zellen bzw. Geweben einschrianken oder sogar vollstindig
beenden. Die Tumorhypoxie ist stark mit der malignen Progression, dem Wachstum und der

Therapieresistenz von Tumoren assoziiert (Hockel & Vaupel, 2001).

1.2.2 Stoffwechsel und Azidose

Da der vorhandene Sauerstoff nicht ausreicht, den Energiebedarf der Tumorzellen durch
oxidative Phosphorylierung zu decken, weichen diese auf die anaerobe Glykolyse aus. Dabei
entsteht Milchsédure als Endprodukt. Allerdings werden hier pro Glucosemolekiil nur 2 ATP
(Adenosintriphosphat) gebildet (bei aerober Glykolyse 36 ATP pro Molekiil Glucose), die
Energieausbeute ist also geringer (Gekle et al., 2010), was zu einem insgesamt erhShten
Glucoseverbrauch fiihrt (Abbildung 3). Auch wenn geniigend Sauerstoff vorhanden ist, haben
Tumorzellen héiufig die Eigenschaft Glucose zu Milchsdure umzusetzen. Dies ist als
Warburg-Effekt bekannt. Der Vorteil, den die Tumorzellen bei ausreichender
Sauerstoffversorgung aus diesem ineffizienten Weg der Energiegewinnung ziehen, ist nicht
vollstdndig geklart (Vander Heiden, Cantley, & Thompson, 2009). Einige Theorien besagen,
dass sie dadurch Defekte ihrer Mitochondrienfunktion kompensieren, andere, dass die anaerobe
Glykolyse mehr ATP generiert als die oxidative Phosphorylierung solange geniigend Glucose
zur Verfiigung steht (Cairns, Harris, & Mak, 2011). Mdglicherweise bietet die anaerobe

Glykolyse einen biosynthetischen Vorteil fiir Tumorzellen, die den hohen Umsatz an
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Kohlenstoff fiir weitere biosynthetische Signalwege nutzen kénnen (Newsholme, Crabtree, &

Ardawi, 1985; Vander Heiden et al., 2009).

Tumorzellen in An-und

Abwesenheit von Sauerstoff . .
Tumor-assoziiertes Gewebe in

Tumor-assoziiertes Gewebe in Anwesenheitvon Sauerstoff

Abwesenheitvon Sauerstoff

2Pyruvat «—— GLUCOSE— 2 Pyruvat

2CO0O2
Pyruvat-
Dehydrogenase
2 NADH+H*
2 Acetyl-CoA

\ 2 NAD*

2 Lactat
2CO2 l

A\_/Citratzyklus

Atmungskette

6 CO2+ 6 H:O

U U

2 ATP 36 ATP

Abbildung 3 Energiegewinnung aus Glucose in Tumorzellen und differenziertem Gewebe in
An-und Abwesenheit von Sauerstoff, CoA (Coenzym A)

Die gebildete Milchsdure dissoziiert in Lactat und Protonen, wird in den Extrazelluldrraum
transportiert (z. B. via Monocarboxylat-Transporter) und trdgt somit zur Ansduerung des
Extrazelluldrraums bei (Cairns et al. 2011; Kaelin & Thompson 2010). Zusétzlich konnen auch
membrangebundene Carboanhydrasen durch Umwandlung von CO, zu Kohlensdure (Chiche,
Ilc, Brahimi-Horn, & Pouysségur, 2010), Na'/H'-Austauscher durch Protonentransport in den
Extrazelluldrraum (Fang, Gillies, & Gatenby, 2008) und Bikarbonat-Transporter zum Absinken
des pH-Wertes im Interstitium beitragen. Diese pH-Regulationsmechanismen sind in
Tumorzellen verstarkt aktiv (Izumi et al., 2003), um den intrazelluliren pH-Wert trotz des
hohen Milchsdureaufkommens konstant zu halten (Abbildung 4), was den Zellen einen
kompetitiven Wachstumsvorteil gegeniiber normalen Zellen verschafft (M Stubbs, McSheehy,
& Griffiths, 1999; Marion Stubbs, McSheehy, Griffiths, & Bashford, 2000). Der
pHi (intrazelluldrer pH-Wert) ist in Tumorzellen und Nicht-Tumorzellen zunéchst also gleich

(Gerweck, 1998).
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Tumour cell
plasma membrane (a)

pHe ~6.8

(f)

pH; ~7.2

ADP+P; (b)

Lactate- H+

ATp _— ATP

ADP+P; HCO3‘
K+ Glycolysis

(d)

(e Yo Yo (e ° ° ° ]

Endothelial cells ,Z \
Glucose ?(9) pH,~7.4

Molecular Medicine Today

Abbildung 4  Mechanismen zur Aufrechterhaltung des intrazelluldren pH-Wertes in Tumorzellen;
(a) Monocarboxylat-Transporter (b) Na'/H'-Austauscher (c) HCO;/CI-Antiport (d) Na'/K'-Austauscher
(e) Protonenpumpe (f) Ca,'-Ausstrom durch geringen Na'-Gradienten (g) mdglicher Abtransport der
Milchséure in die Blutbahn; entnommen aus (Marion Stubbs et al., 2000)

Die aus den Tumorzellen exportierte Milchsdure kann nicht im gleichen MaBle iiber die
Blutgefife abtransportiert werden, es kommt zur Anséduerung des
Gewebes (M Stubbs et al., 1999). Daher betrdgt der extrazellulire pH-Wert in den meisten
Tumoren 6,6 bis 7,0. Allerdings unterliegt dieser Wert starken regionalen und zeitlichen
Schwankungen innerhalb des Tumors (Tannock & Rotin, 1989). Womdglich erreichen die
Tumorzellen gegeniiber den Nicht-Tumorzellen einen selektiven Vorteil, indem sie an die saure
Umgebung adaptieren konnen (Glitsch, 2011). Sie exprimieren die M2-Isoform der
Pyruvat-Kinase, die fiir die Umstellung des zelluldren Stoffwechsels auf Lactatproduktion trotz
Anwesenheit von Sauerstoff notwendig ist (Christofk et al.,, 2008). Der niedrige
pH. (extrazelluldrer pH-Wert) fordert die Tumorinvasivitdt (Marion Stubbs et al., 2000). Der
unterschiedliche pH-Wert in Tumorgewebe im Gegensatz zu Normalgewebe hat weitreichende
Konsequenzen fiir die Therapie von Tumorerkrankungen. Die meisten Medikamente miissen
entweder iiber aktiven oder passiven Transport in die Zelle aufgenommen werden und
unterliegen dort dem Zellstoffwechsel. Zum einen sind all diese Prozesse pH-sensitiv, zum
anderen hat der pH-Wert auch einen direkten Einfluss darauf, zu welchem Anteil die
Medikamente z.B. in ionisierter Form vorliegen (Marion Stubbs et al., 2000). Dies hat
Konsequenzen fiir deren Wirkpotential. Im Tumorgewebe konnen leicht saure, lipidldsliche
Medikamente frei durch die Zellmembran diffundieren und sich entsprechend dem

pH-Gradienten in der Tumorzelle ansammeln. Dies kann zu deutlichen Unterschieden in der
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Wirkstoffkonzentration (10fach oder mehr) zwischen Tumor und Nicht-Tumorzellen fiihren
(Gerweck, 1998). Diese Eigenschaft kann sich beim Medikamentendesign zu Nutze gemacht
werden. Andererseits kann die extrazellulire Azidose auch zu Resistenzen der Tumorzellen
gegeniiber bestimmten Chemotherapeutika fiihren (Sauvant et al., 2008) und muss daher bei der

Therapie berticksichtig werden.
1.2.3  Zusammenspiel mit Tumor-assoziierten Zellen

Ein solider Tumor enthédlt neben den genetisch verdnderten Tumorzellen auch die Zellen der
direkten Umgebung. Diese Stromazellen sind dem Tumormikromilieu ebenfalls ausgesetzt und
tragen zur Entwicklung des Tumors bei (Tlsty, 2008). Die lokal vorherrschende Azidose betriftt
alle Zellen des Gewebes und kann in unterschiedlichen Zelltypen verschiedene
pathophysiologische Reaktionen auf das Mikromilieu hervorrufen. So stimuliert ein
verminderter extrazelluldrer pH-Wert die Produktion von IL-1p (Interleukin-1) und inhibiert die
Glykolyse in Monozyten (Dietl et al., 2010; Jancic et al., 2012). Auch Makrophagen reagieren
auf das azidotische Milieu mit einer gesteigerten IL-1B Produktion (Rajaméki et al., 2013).
Neutrophile Granulozyten differenzieren sich durch die Azidose zZu
MHC-Klasse-II-présentierenden Zellen. Zusétzlich erhdhen sie ihre Antigen-Bindungs,- und
Priasentationskapazitit (Pliyev, Sumarokov, Buriachkovskaia, & Menshikov, 2011).
Endothelzellen antworten auf eine saure Umgebung mit einer Entziindungsreaktion im Sinne
einer gesteigerten Zytokinproduktion (Dong et al., 2013). Auch Thrombozyten reagieren
pHe-sensitiv. Saures Milieu hemmt u.a. die Adhésion, Aggregation,
ADP (Adenosindiphosphat)-Freisetzung und Thromboxan-Produktion der Blutpldttchen und
damit die Hamostase (Etulain et al., 2012).

Eine der Kernkomponenten eines soliden Tumors sind die sogenannten Krebs-assoziierten
Fibroblasten (CAF, cancer associated fibroblasts). Diese verdndern ihre Morphologie und ihren
Stoffwechsel und bilden so ein ,reaktives Stroma“. Dies dhnelt dem Granulationsgewebe bei
der Wundheilung, als Antwort auf das Tumorwachstum als ,,Wunde die nicht heilt” (Cirri &
Chiarugi, 2012). Die malignen Tumorzellen aktivieren die Fibroblasten iiber verschiedene
Stimuli, wie z.B. FAP (Fibroblasten-Aktivierungs-Protein) oder Zytokine. Diese wiederum
sezernieren Proteine der Extrazelluldrmatrix (EZM) und konnen so einen ,,Nidhrboden* fiir das
Tumorwachstum bilden (Cirri & Chiarugi, 2012; Margareta M. Mueller & Fusenig, 2011).
Denn die Struktur der EZM beeinflusst viele wichtige Zellfunktionen wie Proliferation und
Progression der Tumorzellen (Discher, Janmey, & Wang, 2005; Georges & Janmey, 2005).
Zusitzlich produzieren die Fibroblasten auch Mediatoren und Signalstoffe (z.B. Zytokine), die
in den Tumorzellen Signalkaskaden fiir Wachstum und Proliferation ausldsen kénnen (Cirri &

Chiarugi, 2012).
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Abbildung 5 Solider Tumor als Mischung aus verschiedenen Zelltypen; komplexes Zusammenspiel aus
Tumor-und Nicht-Tumorzellen bei der Entstehung eines lokalen Mikromilieus und dem Verlauf der
Tumorerkrankung; entnommen aus (Hanahan & Weinberg, 2000)

Sowohl die lokale Azidose, als auch die Tumor-assoziierten Fibroblasten haben einen starken
Einfluss auf die Entwicklung und den Verlauf von Tumorerkrankungen (Abbildung 5). Es ist
daher von groBBer Bedeutung bei der Entwicklung von neuen, verbesserten Therapiemethoden,
eine Tumorzelle nicht nur als Akkumulation genetischer Verdnderungen zu betrachten, sondern

sie im Kontext mit umgebenden Geweben und physiologischen Bedingungen zu sehen.

1.3 Die MAP-Kinasen

Die mitogen-aktivierten Proteinkinasen sind Teil einer Signalkaskade, die von der Hefe bis zum
Menschen hoch konserviert ist und in allen Eukaryonten vorhanden ist (Alberts et al., 2011). Sie
sind an der Regulation von Genexpression, Proliferation, Differenzierung, Stressreaktionen und
Entziindungsantworten der Zellen beteiligt (Thalhamer, McGrath, & Harnett, 2008). Eine
Plasmamembran-gebundene GTPase (Ras) aktiviert das Signalmodul aus drei Komponenten,
welche allesamt Serin/Threonin-Proteinkinasen sind. Auf diese Weise werden extrazelluldre

Signale von der Zelloberfldche bis in den Zellkern und iibertragen (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Ras-MAP-Kinase-Signalweg; schematische Darstellung der Signalkaskade: GTPase Ras
aktiviert die MAPKKK, diese phosphoryliert die MAPKK, diese aktiviert die MAPK. Die aktivierte
MAP-Kinase phosphoryliert zum einen weitere Proteinkinasen, zum anderen Transkriptionsfaktoren;
entnommen aus (Alberts et al., 2002)

Man unterteilt die MAP-Kinasen in die extracelullar signal-regulated Kinasen ERK, die c-Jun
NH,-terminalen Kinasen JNK und die p38 Familie. Die Zellen reagieren auf unterschiedliche
extrazelluldre Stimuli mit der Aktivierung des jeweils fiir diesen Reiz spezifischen
MAP-Kinasen-Signalweges und konnen so auf diverse Reize verschieden reagieren (Johnson &
Lapadat, 2002). Da iiber ERK1 und ERK2 am meisten bekannt ist, werden in dieser Arbeit aus
der ERK-Familie diese beiden Kinasen beleuchtet und die Bezeichnung ERK-Signalweg
bezieht sich auf ERK1 und 2.

1.3.1  ERKI und ERK2

ERK 1 und 2 werden in allen Geweben exprimiert und sind an der Regulation von Mitose,
Meiose und wichtigen Stoffwechselvorgidngen in differenzierten Zellen beteiligt (Johnson &
Lapadat, 2002). Aktiviert werden sie durch verschiedene extrazelluldre Stimuli, wie
Wachstumsfaktoren  und  Zytokinen  iiber  deren entsprechende ~ Rezeptoren
(z.B. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren). Diese aktivieren das Ras-Protein, welches die
MAPKK-Kinase Raf rekrutiert um iiber die MAPK-Kinasen MEK1 und MEK2 letztlich ERK1
und ERK2 zu aktivieren. Zu den Substraten der aktivierten ERK1/2 gehoren Proteine sowohl im
Zellkern, als auch im Zytoplasma. Dazu gehoren u.a. die Transkriptionsfaktoren CREB (cAMP
response element-binding protein) und Elk-1 (ETS domain-containing protein), aber auch die
Phospholipase A, und viele Proteinkinasen (Krauss, 2014). Mutationen, die Ras in ein
aktiviertes Onkogen umwandeln, sind in humanen Tumoren héufig. Dies fiihrt zu einer

stindigen Uberaktivierung von ERK, was mit einer erhdhten Proliferationsrate der Tumorzellen
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einhergeht (Johnson & Lapadat, 2002). Die Hemmung von ERK1/2 ist damit ein mdgliches
Angriffsziel von Anti-Tumor-Medikamenten. Ein spezifischer Inhibitor von ERK1/2 ist U0126
(1,4-diamino-2,3-dicyano-1, 4-bis[2-aminophenylthio]butadiene) (Abbildung 7). Dieser hemmt
die MAPK-Kinasen MEK1 und MEK2 (Synonym fiir MAPK-Kinase) hochspezifisch (Favata et
al., 1998). Solche MEK-Inhibitoren werden derzeit klinisch als Therapeutikum in der Onkologie
getestet (Schindler, Monahan, & Smith, 2007).

1.3.2  p38-Familie

Von den vier existierenden p38-Kinasen (p38a, p38p, p38y, p38d) ist p38a am besten erforscht
und wird in den meisten Geweben exprimiert. Es reguliert die Expression vieler Zytokine, wird
selbst u.a. durch inflammatorische Zytokine aktiviert und spielt eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort (Johnson & Lapadat, 2002). Eine groe Zahl von Rezeptoren, wie z.B.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Zytokinrezeptoren oder Wachstumsfaktorrezeptoren kann
den p38-Signalweg aktivieren. Jeder Stimulus benutzt {iber den entsprechenden Rezeptor eine
eigene MAPKK-Kinase fiir die Signaltransduktion. Am Ende der Kaskade steht die aktivierte
p38-Kinase, zu deren Substraten Transkriptionsfaktoren und weitere Proteinkinasen gehoren

(Tabelle 1).

Tabelle 1 Die p38-Singalkaskade (Krauss, 2014)

Stimuli: Zytokine, UV-Strahlung, Osmotischer Stress, Hitzeschock, Wachstumsfaktoren..

MAPKKK MEKK4; TAO1, TAK1, ASK1, DLK

MAPKK MKK3, MKK4, MKK6

MAPK p38a, p38pB, p38y, p380
Transkriptionsfaktoren

Proteinkinasen
MAPK-Substrat
MK2, MNK1, MSK1

PLA-2

Die p38-Kinase konnte ein vielversprechendes Angriffsziel fir Medikamente in der
Krebstherapie darstellen. Neben ihrer Rolle bei der Immunantwort ist sie auch an der Migration
und Akkumulation von Leukozyten, sowie der Angiogenese beteiligt und unterstiitzt dabei die
Pathogenese der Tumorerkrankung (Thalhamer et al., 2008). Die Inhibition von p38 ist daher
ein Thema bei der Erforschung neuer Strategien in der Krebstherapie, der Inhibitor SB203580
(Abbildung 7) blockiert die ATP-Bindungsstelle von p38a und § kompetitiv und hemmt somit



Einleitung Seite |10

deren  Aktivierung (Saklatvala, 2004). Obwohl Inhibitoren wie dieser einen
anti-inflammatorischen Effekt in Tiermodellen zeigten, scheitern sie allerdings bisher in

klinischen Studien (J. Zhang, Shen, & Lin, 2007).
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Abbildung 7 (1) Struktur synthetischer MEK-Inhibitoren; entnommen aus (Favata et al., 1998);
(2) Beispiele fiir p38-Inhibitoren; entnommen aus (Saklatvala, 2004)

1.4 Tumornekrosefaktor a (TNF a)

1.4.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Die Entziindung ist als Teil des unspezifischen Immunsystems oftmals eine der ersten
SchutzmaBnahmen des menschlichen Kdrpers gegeniiber Mikroorgansimen (Bakterien, Viren),
Fremdkorpern, aber auch beschiddigtem oder fehlerhaftem korpereigenem Gewebe (Zelova &
Hosek, 2013). Die dabei auftretenden lokalen Reaktionen wie z.B. vermehrte Durchblutung
oder Einwanderung von Leukozyten lassen sich durch ein vielfdltiges Wechselspiel zwischen
Zellen und Mediatoren erkldren (Rassow, Hauser, Netzker, & Deutzmann, 2008). Ein wichtiger
Bestandteil dessen ist das Zytokinnetzwerk, in dem TNF a als einer der wichtigsten
Entzlindungsmediatoren eine Schliisselrolle spielt. Er ist an der vermehrten Durchblutung und
an der Odembildung im entziindlichen Gewebe beteiligt. AuBerdem unterstiitzt TNF o die
Einwanderung von Leukozyten in den Infektionsherd und reguliert die Blutkoagulation (Zelova
& Hosek, 2013). Zusitzlich stimuliert er Endothelzellen und Makrophagen zur
Chemokinproduktion und lockt somit weitere Zellen des Immunsystems in das Gebiet der
Entziindung (Rassow et al., 2008). Die Entziindungsantwort des Immunsystems spielt bei vielen
chronischen Erkrankungen, inklusive Krebs eine groBe Rolle. Uber 25% aller Krebsarten sind
mit einer chronischen Entziindung assoziiert (Balkwill & Mantovani, 2012). TNF a hat eine
toxische Wirkung auf Tumorzellen. Diese Wirkung wurde (wie auch das Protein selbst) zuerst
im Jahre 1957 von Carwell et. al beschrieben (Zelova & Hosek, 2013). Allerdings ist dies nur

bei sehr hohen Dosen der Fall. Eine geringe Konzentration von TNF a scheint eine gegenteilige
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Wirkung auf die Tumorprogression zu haben. In diesem Fall fordert TNF o die Proliferation,
das Wachstum, die Invasivitit, die Angiogenese, selbst die Metastasierung des Tumors

(Szlosarek, Charles, & Balkwill, 2006).

1.4.2 Struktur und Wirkmechanismus

TNF o gehort zur TNF-Superfamilie, einer Proteinfamilie der Zytokine. Es wird in zwei

verschiedenen Formen exprimiert:
Mountz, & Kimberly, 2002).
Hauptproduzenten von TNF

z.B. Endothelzellen, Fibroblasten,

16slich (sTNF a) oder membrangebunden (tmTNF a) (Zhou,
Makrophagen und T-Zellen (Thymus-Zellen) sind die

o, allerdings konnen viele andere Zelltypen, wie

Adipozyten, Osteoblasten, Astroyzten uvm. ebenfalls TNF a

exprimieren (Zelovd & HoSek, 2013). Die Zellen produzieren dabei nie einen Vorrat des
Zytokins, sondern extrazelluldre Reize stimulieren dessen de novo Synthese. Solche Reize sind

u.a. bakterielle Antigene, Enterotoxine, Immunkomplexe und TNF o selbst iiber autokrine

Mechanismen (Zelova & Hosek, 2013).
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Abbildung 8 Signalkaskade von TNF a; sowohl Zellproliferation, als auch Zelltod werden durch TNF a
iiber den gleichen Rezeptor induziert; entnommen aus (van Horssen, Ten Hagen, & Eggermont, 2006)

Die Wirkung des Tumornekrosefaktors wird iiber zwei verschiedene Rezeptoren (TNFR
((Tumornekrosefaktor-Rezeptor)) 1 und TNFR2) vermittelt (Abbildung 8) (Rassow et al.,
2008). TNFR1 befindet sich an der Oberfliche von fast allen humanen Zelltypen (auler
Erythrozyten) und kann sowohl vom loslichen sTNF a, als auch von transmembranen tmTNF o
aktiviert werden. TNFR2 findet man v.a. bei Immun-und Endothelzellen und er zeigt nur in
Anwesenheit von tmTNF a seine volle Aktivitdit (Grell et al., 1995; Grell, Wajant,

Zimmermann, & Scheurich, 1998). Die Bindung von TNF a an seinen Rezeptor fiihrt in der
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Zelle zu einer von zwei mdoglichen Reaktionen: Stimulierung des Zelliiberlebens und Bildung
inflammatorischer Mediatoren, oder Apoptose und Zelltod. Welchen Weg die Zelle einschléagt
ist abhéngig von der Signalstirke und den Adapterproteinen, die gemeinsam mit TNF o den

Signalkomplex bilden (Duda, Nagy, Ménnel, & Eissner, 2005).

1.5 Cyclooxygenase-2 (COX-2)

1.5.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Die Cyclooxygenasen synthetisieren aus Arachidonsdure Prostaglandine, die zentralen
Mediatoren der Entziindung im menschlichen Koérper (Tsatsanis, Androulidaki, Venihaki, &
Margioris, 2006). Zusammen mit weiteren Mediatoren (z.B. Bradykinin, Histamin) fithren sie
bei Gewebsschidigung (Entziindung) zu Vasodilatation, erhohter Gefallpermeabilitit und
Steigerung der Schmerzempfindlichkeit (Rassow et al, 2008). FEine gesteigerte
COX-2-Expression fordert die Entziindung iiber die verstirkte Synthese von Prostaglandinen
(Tsatsanis et al., 2006). Es scheint aber auch eine anti-inflammatorische Rolle zu spielen, denn
in Makrophagen fiihrt eine erhohte COX-2-Synthese zur Bildung des Prostaglandins 15dPGJ2
(Mindrescu, Le, Wisniewski, & Vilcek, 2005), einem endogenen Aktivator von PPARy. PPARy
ist ein stark anti-entziindlich wirksamer Transkriptionsfaktor (Tsatsanis et al., 2006). Neben der
pro-inflammatorischen ~Wirkung scheint COX-2 auch bei der Pathogenese von
Tumorerkrankungen eine Rolle zu spielen (Taketo, 1998a, 1998b). Tumorpromoter und
Onkogene stimulieren die COX-2 und damit die Prostaglandinsynthese in verschiedenen
Zelltypen. (Dubois et al., 1998; Levine, 1981) Diese Prostaglandine fordern moglicherweise die
Tumorzellproliferation, die Angiogenese, vermindern die Immunantwort und verhindern den
Zelltod (Simmons, Botting, & Hla, 2004). Unterstiitzt wird diese These durch epidemiologische
Studien, in denen gezeigt wurde, dass bei Patienten die regelmiBig nicht-steroidale
Anti-Rheumatika (NSAR, z.B. Aspirin) einnehmen, die Inzidenz verschiedener
Tumorerkrankungen deutlich vermindert ist. NSAR sind Inhibitoren der Cyclooxygenase (Thun,
Henley, & Patrono, 2002).

1.5.2 Struktur und Wirkmechanismus

Es existieren zwei gut charakterisierte Isoformen der Cyclooxygenase: COX-1 und COX-2,
auch als PGH-Synthase (Prostaglandin H,-Synthase) bezeichnet. COX-1 wird in fast allen
Zellen kontinuierlich exprimiert, wiahrend COX-2 unter physiologischen Bedingungen nur in
sehr geringen Mengen vorkommt. Allerdings nimmt die Expression bei Entziindung stark zu, ist
also induzierbar (Rassow et al.,, 2008). COX besitzt zwei katalytische Zentren, die
Peroxidase- und die Cyclooxygenase-Aktivitét. In diesen wird ihr Substrat, die Arachidonséure

zundchst durch die Anlagerung von zwei Sauerstoffmolekiilen zu Prostaglandin 2 und
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anschliefend durch die Peroxidase zu Prostaglandin H, (PGH,) reduziert. Enzyme, die fiir jeden
Zelltyp spezifisch sind, modifizieren das PGH,-Grundgeriist in Prostaglandine, Prostazyklin
oder Thromboxan (Rassow et al., 2008). Die Expression von COX-2 kann durch zahlreiche
Faktoren induziert werden. Dazu gehdren die meisten pro-inflammatorischen Mediatoren wie
IL-1 oder TNF a, aber auch bakterielles LPS (Lipopolysaccharid), Wachstumsfaktoren oder
UV-B-Strahlung (ultraviolette Strahlung mit Wellenldngen zwischen 280nm und 315nm).
AuBlerdem kann Stickstoffmonoxid die katalytische Aktivitdit von COX-2 direkt erhohen
(Tsatsanis et al., 20006).

1.6 induzierbare NO-Synthase (iNOS)

1.6.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein universelles Signaliibertragungsmolekiil (Rassow et al., 2008).
Es ist in physiologische und pathophysiologische Prozesse im Herz-Kreislauf-, Nerven- und
Immunsystem involviert. Auf der einen Seite wirkt es als Neurotransmitter, reguliert den
Gefaftonus und ist an der Immunantwort beteiligt, auf der anderen Seite ist NO ein freies
Radikal, welches in pathologischen Prozessen (z.B. Entziindungen) als zytotoxisches Agens
wirkt (Aktan, 2004). Die Produktion von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin wird im
menschlichen Korper von der Enzymfamilie der NO-Synthasen katalysiert. Eine davon ist die
iNOS (Alderton et al., 2001). Diese wird nicht stdndig in den Zellen exprimiert, ihre Expression
wird durch Stimuli wie immunmodulatorische Zytokine oder bakterielle Antigene in Zellen des
Immunsystems (z.B. Monozyten, Makrophagen) induziert (Aktan, 2004). Stickstoffmonoxid,
das von iNOS gebildet wird, hat antibakterielle, antivirale und antiparasitire Effekte (Bogdan
2001; MacMicking et al. 1997). Andererseits scheint eine dauerhafte pathophysiologische
Induktion der iNOS-Expression, wie sie z.B. bei einer chronischen Entziindung auftritt, an der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie Asthma oder Arthritis beteiligt zu sein (Bogdan
2001; Kroncke et al. 1998). Auch die Progression zahlreicher Tumorarten wird durch eine
andauernde iNOS-Aktivitdt beeinflusst. Tumor-assoziierte Zellen, wie Endothelzellen oder
Fibroblasten exprimieren iNOS und bilden somit eine NO-Quelle fiir das Tumormikromilieu.
Das gebildete Stickstoffmonoxid kann Wachstum, Invasivitit, Angiogenese und Metastasierung
des Tumors ebenso fordern wie vermindern (Lala & Chakraborty, 2001). Welchen dieser
gegensitzlichen Effekte NO auf die Tumorprogression hat, ist Tumor-spezifisch und abhingig

von dem lokal vorherrschenden Mikromilieu (Wink, Ridnour, Hussain, & Harris, 2008).

1.6.2 Struktur und Wirkmechanismus

In der NO-Synthasen-Familie werden drei Hauptisoformen unterschieden: nNOS (neuronale

NO-Synthase), welche v.a. in Nervenzellen vorkommt, eNOS (endotheliale NO-Synthase),
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welche man in Endothelzellen findet und iNOS, die in zahlreichen verschiedenen Zellen
exprimiert wird. Wahrend nNOS und eNOS stindig exprimiert werden, ist die Expression von
iNOS induzierbar (Alderton et al., 2001). Zu den Stimulatoren der iNOS-Expression gehéren
bakterielle Antigene und Zytokine wie IL-6 oder TNF a. Generell scheint in den meisten Zellen
der NF-kB-Signalweg (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
und/oder der JAK/STAT-Signalweg (Januskinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription) eine zentrale Rolle bei der Regulation der iNOS-Expression zu spielen (Aktan,
2004; Kleinert, Pautz, Linker, & Schwarz, 2004). Die induzierbare NO-Synthase katalysiert die
Bildung von Stickstoffmonoxid ausgehend von L-Arginin. Dabei wird in zwei Schritten das

L-Arginin zu L-Citrullin und NO oxidiert.

1.7 Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)

1.7.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Das Einwandern von Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten aus der Blutbahn in das
Gewebe ist ein zentraler Schritt bei der Immunantwort und Entziindung im Gewebe. Angelockt
werden diese Zellen durch inflammatorische Chemokine, die den Zytokinen strukturell sehr
dhnlich sind und die fiir die Infiltration von Immunzellen in das entziindliche Gebiet
verantwortlich sind. MCP-1 ist eines der wichtigsten Chemokine, das die Rekrutierung,
Migration und Infiltration von Monozyten, Geddchtniszellen, natiirlichen Killerzellen und
Makrophagen steuert (Deshmane, Kremlev, Amini, & Sawaya, 2009). Proinflammatorische
Mediatoren stimulieren die Freisetzung von MCP-1, worauthin Monozyten entlang des
Chemokin-Gradienten zum Ort hoher Chemokinkonzentrationen dirigiert werden (Callewaere,
Banisadr, Rosténe, & Parsadaniantz, 2007). Dieses Anlocken der Immunzellen zum
Entziindungsherd wird als Chemotaxis bezeichnet. MCP-1 wird von zahlreichen Zelltypen
sezerniert, darunter sind Endothelzellen, Fibroblasten, oder glatte Muskelzellen.
Hauptproduzenten des Chemokins sind allerdings die Monozyten selbst, die sich somit
gegenseitig anlocken und sich zahlreich im entziindlichen Gebiet ansammeln (Deshmane et al.,
2009). MCP-1 ist an der Pathogenese verschiedener Erkrankungen (z.B. Asthma, Arthritis)
beteiligt (Deshmane et al., 2009). Dariiber hinaus wird es von den meisten Tumorzelltypen
exprimiert, was auf eine Tumor-fordernde Wirkung schliefen lassen konnte (Conti & Rollins,
2004). Durch das Rekrutieren von Monozyten, welche an der Angiogenese von Tumoren
beteiligt sind (Polverini, Cotran, Gimbrone, & Unanue, 1977), kann es indirekt das
Tumorwachstum positiv beeinflussen (Deshmane et al., 2009). Andererseits ist MCP-1 an der
Immunantwort des Gewebes beteiligt und hat damit auch inhibierende Effekte auf die
Tumorprogression (Conti & Rollins, 2004). Tatsédchlich verstirkt es die zytostatische Aktivitat
der Makrophagen gegeniiber Tumorzellen (Zachariae et al., 1990).
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1.7.2 Struktur und Wirkmechanismus

MCP-1 gehort zu einer Familie mit vier Mitgliedern: MCP-1,-2,-3 und -4 (Deshmane et al.,
2009). MCP-1 vermittelt seine Effekte durch die Bindung an den G-Protein gekoppelten
CCR2-Rezeptor (C-Chemokinrezeptor). Dieser existiert in zwei Isoformen (CCR2A, CCR2B),
wobei Monozyten und aktivierte Killerzellen v.a. CCR2B exprimieren (Deshmane et al., 2009).
Die Bindung von MCP-1 an seinen Rezeptor aktiviert intrazelluldre Signalwege und induziert
somit seine chemotaktische Wirkung. Der molekulare Signalweg ist nicht abschlieBend geklért
(Jimenez-Sainz, Fast, Mayor, & Aragay, 2003), allerdings scheinen die MAP-Kinasen ERK1/2
und p38 eine Rolle zu spielen (Arefieva, Kukhtina, Antonova, & Krasnikova, 2005).

1.8 Osteopontin

1.8.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Osteopontin ist ein phosphoryliertes Glykoprotein, das u. a. von Epithelzellen des
Gastrointestinaltrakts, des Reproduktionstrakts oder der Lunge sezerniert wird (Brown et al.,
1992). Im Knochen wird Osteopontin von den Osteoblasten an der Mineralisationsfront und von
den knochenresorbierenden Osteoklasten gebildet (Sodek, Ganss, & McKee, 2000).
Makrophagen, Leukozyten und T-Lymphozyten sezernieren das Glykoprotein in den
extrazelluldren Raum von entziindlichem Gewebe (Rodrigues, Teixeira, Schmitt, Paulsson, &
Lindmark-Mainsson, 2007). Ebenso zahlreich wie die Bildungsorte sind die physiologischen
Funktionen von Osteopontin. Es ist ein wichtiges Schliisselprotein der Knochenmatrix und
spielt eine zentrale Rolle u.a. im Immun- und Geféfsystem (El-Tanani, 2008). AuBerdem
iibernimmt es viele wichtige Aufgaben in der Zelle. Es ist an der Regulation von Zelladhésion,
Migration (Lund, Giachelli, & Scatena, 2009), Zytokinproduktion von Makrophagen und dem
Zelliiberleben beteiligt (Denhardt, Giachelli, & Rittling, 2001). Eine Uberexprimierung von
Osteopontin wurde in verschiedenen Krebstypen (Brustkrebs, Lungenkrebs, Melanome etc.)
nachgewiesen (Rodrigues et al., 2007). Dort reguliert Osteopontin die Zelladhésion,
Chemotaxis, Invasion und Migration der Tumorzellen, schiitzt sie vor Apoptose und fordert
deren Wachstumsfaktor-unabhingiges Zellwachstum und deren Vermehrung (El-Tanani, 2008).
Daher konnte eine Hemmung der Osteopontin-Aktivitdt eine mdgliche Strategie in der

Krebstherapie darstellen (Rodrigues et al., 2007).

1.8.2 Struktur und Wirkmechanismus

Osteopontin enthélt spezifische Rezeptor-bindende Motive, welche die Wechselwirkungen
zwischen ihm und den Rezeptoren der Zielzelle vermitteln (Rodrigues et al., 2007). Dazu gehort
z.B. ein Integrin-bindendes Motiv, welches die Zellanheftung vermittelt und auf dhnliche Weise

in vielen Extrazellularmatrixproteinen zu finden ist (Suzuki, 2005). Integrine sind eine Familie



Einleitung Seite |16

aus heterodimeren Adhésionsrezeptoren (El-Tanani, 2008). Die Bindung von Osteopontin
induziert die Bildung und Aktivierung eines fokalen Adhasionskomplexes aus Regulator- und
Strukturproteinen, wie z.B. die fokale Adhésionskinase (Rodrigues et al., 2007). Die
Stimulation verschiedener Komponenten dieses Komplexes flihrt zur Aktivierung
unterschiedlicher Signalwege in der Zelle, die zelluldre Eigenschaften wie Adhéision, Migration,

Proliferation und Zelliibereben beeinflussen (Newham & Humphries, 1996).

1.9 ,,cyclic AMP response element-binding protein“ -CREB
1.9.1  Biologische Bedeutung und Funktion

Die Proteinbiosynthese in eukaryotischen Zellen ist abhéngig von der Anwesenheit
verschiedener Transkriptionsfaktoren. Extra- und intrazelluldre Signale fithren zur Aktivierung
dieser Faktoren und beeinflussen damit die Transkription der Zelle (Rassow et al., 2008). CREB
ist ein Transkriptionsfaktor —und bildet somit ein Endprodukt verschiedener
Signaltransduktionskaskaden. Er wird iiber Phosphorylierung durch =zahllose Faktoren
aktiviert. Dazu gehoren u.a. die MAP-Kinasen und verschiedene Zytokine (Johannessen,
Delghandi, & Moens, 2004). Als Transkriptionsfaktor spielt CREB eine wichtige Rolle bei den
zentralen Zellfunktionen wie Proliferation, Wachstum und Uberleben (Sakamoto & Frank,
2009). Allerdings =zeigten Studien, dass CREB an der Entstehung, Progression und
Metastasierung von Tumoren beteiligt ist, es gilt daher als Protoonkogen (Xiao, Li, Mitton,
Ikeda, & Sakamoto, 2010). CREB wird in verschiedenen Tumoren {iiberexprimiert und
iiberaktiviert, dazu gehoren u.a. Lungen- und Prostatakrebs (Sakamoto & Frank, 2009; Xiao et
al., 2010). Die Inhibierung von CREB in verschiedenen Krebszelllinien fiihrte zu einer
verminderten Zellproliferation der Tumorzellen und induzierte deren Apoptose (Xiao et al.,

2010). Daher stellt CREB ein mogliches Ziel fiir die Krebstherapie dar.

1.9.2 Struktur und Wirkmechanismus

Zur CREB-Proteinfamilie gehdren neben CREB selbst noch CREM (cAMP response element
modulator) und ATF-1 (activating transcriptionfactor-1). CREB und ATF-1 werden ubiquitér
exprimiert, wihrend CREM v.a. in neuroendokrinem Gewebe zu finden ist (Mayr & Montminy,
2001). CREB vermittelt die Aktivierung von cAMP-sensitiven Genen. indem es in seiner
aktiven Form an das cAMP-responsive Element (CRE) bindet (Comb, Birnberg, Seasholtz,
Herbert, & Goodman, 1986). Dies ist eine Nukleotid-Sequenz (TGACGTCA) im
Promotorbereich der cAMP-sensitiven Gene, deren Transkription dadurch aktiviert bzw.

verstarkt wird (Johannessen et al., 2004).
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2 Zielstellung

Fibroblasten sind an der Entstehung und Entwicklung von Tumorerkrankungen beteiligt (CAF)
(Cirri & Chiarugi, 2012; Kalluri & Zeisberg, 2006). Sie fordern das Tumorwachstum und
ermoglichen iliber Remodellierung der extrazelluldren Matrix und von Zellkontakten die
Zellinvasion der Krebszellen (Naylor, Filer, & Buckley, 2013; Xing, Saidou, & Watabe, 2010).
AuBerdem steuern Fibroblasten das Bestehen von Entziindungen, indem sie Akkumulation,
Uberleben und Retention von Immunzellen im entziindlichen Gebiet, welches hdufig mit
Tumoren assoziiert wird (Balkwill & Mantovani, 2012), arrangieren (Juarez, Filer, & Buckley,
2012; Naylor et al., 2013). In dieser Arbeit wurde analysiert, inwieweit das azidotische
Tumormikromilieu einen Einfluss auf die Genexpression von proinflammatorischen Mediatoren
der Krebs-assoziierten Fibroblasten besitzt. Zu diesem Zweck wurde untersucht wie eine

extrazelluldre Azidose

I.  die Genexpression von TNF a, COX-2, iNOS, MCP-1 und Osteopontin,
II.  die Aktivitdt der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38,
II.  die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors CREB

beeinflusst.

AuBerdem wurde die Abhingigkeit der Anderungen der Genexpression von der Aktivitit der

MAP-Kinasen beleuchtet.



Material und Methoden Seite |18

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden —sofern nicht anders vermerkt- von folgenden Firmen bezogen:

Sigma-Aldrich (Miinchen) oder Merck (Darmstadt).

3.2 Zellkultur

Fiir die Experimente wurden NRKF-Zellen (normal rat kidney fibroblasts; NRK-49F, DMSZ,
Braunschweig) verwendet. Dabei handelt es sich um immortalisierte Fibroblasten aus der Niere
einer Ratte. Die Zellen wuchsen in DMEM-Medium (Biowest) mit 10% FCS (fotales
Kaélberserum) und wurden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) kultiviert. Einmal wochentlich erfolgte eine Subkultivierung. Dazu wurden die
Zellen zundchst mit EDTA-Losung (0,2g/1) gewaschen und anschlieBend mit Trypsin (0,1g/1,
Sigma-Aldrich, Miinchen) inkubiert, bis sie sich von der Zellkulturflasche 16sten. Die
Trypsinaktivitit wurde mit serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen wurden fiir die
Experimente in 6cm Petrischalen (Westernblot, RNA-Isolation) oder 10cm Petrischalen
(ELISA) angesit. Jeweils 24h vor dem Experiment erfolgte ein Mediumwechsel mit
serumfreiem Medium. Dies diente zum einen der Synchronisation des Zellwachstums, zum

anderen der Vermeidung von Grundstimulationen durch Hormone.

3.3 Allgemeiner Versuchsaufbau

Im Anschluss an den Serumentzug erfolgte die Inkubation der Zellen fiir die angegebenen
Zeiten (3h, 6h, 24h) mit Bikarbonat-gepufferten Ringerlosungen. Unter Kontrollbedingungen
erhielten die Zellen HEPES-Ringerlosung mit einem pH-Wert von 7,4 (24mM NaHCOs;
0,8mM Na,HPO4 0,2mM NaH,PO,; 86,5mM NaCl, 54mM KCI; 12mM CaCly;
0,8mM MgClp; 20mM HEPES; 11mM Glukose; pH-Einstellung mit 1IN NaOH) und einer
Pufferkapazitit von 5,9mM pro pH-Einheit, bei Azidose eine MES-Ringerldsung mit dem
pH-Wert 6,6 (4,5mM NaHCO;; 0,8mM Na,HPO,; 0,2mM NaH,PO,; 106mM NaCl;
5,4mM KCI; 1,2mM CaCl,; 0,8mM MgCl,; 20mM MES; 11mM Glukose; pH-Einstellung mit
IN NaOH) und einer Pufferkapazitit von 3,9mM pro pH-Einheit. Bei 24h-Inkubationen
erhielten die Zellen unter Kontrollbedingungen serumfreies DMEM Medium mit einem

pH-Wert von 7,4. Fiir azidotische Bedingungen wurde in serumfreiem DMEM-Medium ein
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pH-Wert von 6,6 mit 1N HCI eingestellt. Die Beigabe von Inhibitoren erfolgte wahrend der

Inkubationszeiten in den jeweiligen Ringerldsungen.

3.4 Verwendete Inhibitoren

Um die Beteiligung der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 an der Azidose-induzierten
Verdanderung der Genexpression verschiedener Zytokine zu beurteilen, wurden diese mit
spezifischen Inhibitoren gehemmt. Mit 10uM U0126
(1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenythio ]-Butadien; Merck, Darmstadt) wurde die
ERK1/2-Aktivierung durch Inhibition von MEKI1/2 gehemmt. MEKI1/2 ist eine
MAP-Kinase-Kinase, die die Phosphorylierung von ERK1/2 steuert. Indem es ERK1/2 an ihrer
N-terminalen Bindestelle bindet, kann es durch seine C-terminale katalytische Doméne ERK1/2
sowohl am Tyrosinrest Tyr204/187, als auch am Threoninrest Thr202/185, phosphorylieren.
U0126 hemmt die Kinaseaktivitit von MEK1/2 in vivo und in vitro und verhindert somit die
weitere Signaltransduktion. Die Inhibition von p38 erfolgte durch 10uM SB203580
(4-[4-Fluorophenyl]-2-[4-methylsulfinylphenyl]-5-[4-pyridyl |1 H-Imidazol; Calbiochem,
Darmstadt). SB203580 hemmt die katalytische Aktivitit von p38, indem es an die
ATP-Bindestelle der MAP-Kinase bindet. Beide Hemmer sind hoch spezifisch (Angaben des
Herstellers: U0126 IC50 von 72nM fiir MEK1 und 58nM fiir MEK2; SB203580 IC50 34nM).
Die Inhibitoren sind in DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst, welches iiber Verdnderungen des
Zytoskeletts das Zellwachstum beeinflussen kann (Carvalho, Foulkes, & Mickey, 1989). Daher
wurden bei allen Experimenten DMSO-behandelte Kontrollen mitgefiihrt.

3.5 RNA-Isolation

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 1xPBS (137mM NaCl; 2,7mM KCI; 8,1mM
Na,HPOy; 1,5mM KH,PO,4) gewaschen und die Gesamt-RNA mit dem /nviTrap® Spin Tissue
RNA Minikit (Invitek, Berlin) nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA-Konzentration
wurde mit dem Spektralphotometer NanoVue (VWR, Darmstadt) bestimmt. Nukleinsduren
(RNA, DNA) haben bei 260nm ein Absorptionsmaximum, wéhrend das von Proteinen bei
280nm liegt. Das Verhéltnis der Absorptionsraten bei diesen Wellenldngen wurde als Maf} fiir
die Kontamination der RNA mit Proteinen verwendet. Lag der 260/280-Wert unterhalb von 2,0,
wurde von einer Kontamination ausgegangen. Gleichermaflen wurde die Absorption bei 230nm
gemessen, um Kontaminationen der RNA  durch Kohlenhydrate, Peptide, Phenole oder
aromatische Verbindungen auszuschlieBen. Hier lag der zu erwartende 260/230-Wert

bei ~2,0-2,2. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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3.6 Realtime-Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Nach Bestimmung des RNA-Gehaltes erfolgte ein Umschreiben in komplementire DNA
(cDNA) mittels Reverser Transkriptase (SuperScript II reverse transcriptase, Invitrogen,
Carlsbad, USA). Dazu wurde zunéchst ein DNAse-Verdau durchgefiihrt. Die verdaute RNA

wurde mit dem in Tabelle 2 aufgefiihrten Reaktionsmix inkubiert (Programm siche Tabelle 3).

Tabelle 2 Ubersicht iiber Bestandteile und Funktionen des Reaktionsmix zur Umschreibung in cDNA

Bestandteil Konzentration Funktion Vin ul
H2O (Sigma) - - 30,94
5x first strand buffer 1x Puffer 11,42
o . Stabilisierung des
DTT (Dithiothreitol) 100 mM DNA-Stranges 0,72
dNTPs . .
(Desoxyribonukleosidtriphosphate) je 10 mM Bausteine der DNA 2,86
RNAse Out 40 U/ul Schutz vor RNAse-Verdau 1,42
Random Primer 0,3 glul Umschreiben der RNA in 1,92
Reverse Transkriptase 200 U/l cDNA aus dNTPs 0,72

Als Negativkontrolle diente ein Reaktionsansatz ohne Reverse Transkriptase, um eventuelle

Kontamination mit genomischer DNA in der Realtime-PCR auszuschlie3en.

Tabelle 3 Heizblock-Programm zum Umschreiben der RNA in cDNA

Zeit in min Temperatur in °C
5 25
30 42
5 95
- 4°C

AnschlieBend erfolgte die Lagerung bei -20°C. Der Transkriptionsnachweis der untersuchten
Gene erfolgte mittels RT-PCR. Dazu wurde das SuperScript OneStep RT-PCR System von
Invitrogen (Paisley, UK) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Verfahren ermdglicht
zusétzlich  zur  Vervielfiltigung der  Nukleinsdure nach dem  Prinzip  der
Polymerasekettenreaktion auch eine Quantifizierung der gewonnenen DNA mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen. Bei der Polymerasekettenreaktion wird die vorhandene DNA zu Beginn
durch hohe Temperaturen (Tabelle 4) in einem Thermocycler (Bio-Rad, Miinchen) denaturiert,
um die Wasserstoftbriickenbindungen, die beide Strdnge miteinander verkniipfen,

aufzusprengen. AnschlieBend lagern sich die verwendeten Primer bei fiir sie spezifischen
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Temperaturen (Tabelle 5) an die Einzelstrdnge an (primer annealing). Wahrend der Elongation

bildet die DNA-Polymerase einen komplementiren DNA-Stang aus freien Nukleotiden. Dieser

Zyklus wird wiederholt, wobei es zur exponentiellen Vermehrung der DNA kommt.

Tabelle 4 Ubersicht iiber das gPCR-Programm

Temperatur in °C Dauer in Sekunden
Denaturierung 95 20
Annealing Tabelle 5 20
Elongation 72 20

Die qPCR bietet die Moglichkeit, diese DNA-Vermehrung quantitativ zu bestimmen, indem ein
zundchst  inaktiver  Fluoreszenzfarbstoff = SYBR  (2-{2-[(3-Dimethylamino-propyl)-
propylamino]-1-phenyl-1H-chinolin-4-ylidenmethyl} -3-methyl-benzothiazol-3-ium-Kation;

Bio-Rad, Miinchen) beigemischt wird. SYBR bindet doppelstringige DNA, der daraus
resultierende Komplex absorbiert blaues Licht und emittiert griines Licht. Somit kann die

Nukleinsdurenmenge photometrische bestimmt werden. Folgende Gene wurden untersucht:

Tabelle 5 Ubersicht iiber die untersuchten Gene, die verwendeten Primer und Annealing Temperaturen

Gen Primer (Sequenz von 5’ zu 3’) Annealing Temperatur

rTNFapha226 sense

CCACCACGCTCTTCTGTCTACTGAACT
TNF o 60°C
rTNFalpha226 anti

CCATTGGCCAGGAGGGCGTT

rt COX-2 forw

TACAAGCAGTGGCAAAGGCC
COX-2 60°C
rt COX-2 rev

CAGTATTGAGGAGAACAGATGGG

ratMCP-1#140 3 s

CCCAGAAACCAGCCAACT
MCP-1 60°C
ratMCP-1#140 3 a
TGCTGCTGGTGATTCTCTTG
iINOS #1330 sense
iNOS 66°C

GCAGGTTGAGGATTACTTCTTCCA
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iNOS #1330 anti

GCCCTTTTTTGCTCCATAGGAAA

ratOsteopontin

CCTCTGAAGAAACGGATGACT
Osteopontin 53°C
ratOsteopontin

CTGGGCAACTGGGATGACCTT

sense Mm_18S_UP2
18S CTGAGAAACGGCTACCACATC 56°C

anti Mm_18S_DP2
CCCAAGATCCAACTACGAGC

Als Bezugswert/Beladungskontrolle diente das nicht durch Azidose regulierte housekeeping
Gen Rn 18S: ACq= Cq(Gen) — Cq(18S). Um den Azidose-induzierten Effekt auf die
Transkription der o.g. Gene zu bestimmen (AACq), wurden jeweils die Cq-Werte bei pH 6,6,
auf die bei Cq-Werte der Zellen bei pH7,4  (Kontrolle) bezogen:
AACq = ACq(pH 7,4) - ACq(pH 6,6).

3.7 Protein-Isolation

Um tiber den Einfluss von Azidose auf Proteinebene eine Aussage treffen zu konnen, wurden
aus den Zellen nach erfolgter Inkubation Proteinlysate fiir die SDS-PAGE hergestellt. Dazu
wurden sie zunéchst mit eiskaltem PBS (phosphate bufered saline) gewaschen und anschlie3end
mit Hilfe von Laemmlipuffer (0,5M Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 10% p-Mercaptoethanol; 20%
Glycerol; 0,01% Bromphenolblau) lysiert und bei 12500rpm fiir 15min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und fiir 5 min auf 90°C erhitzt, anschlieBend erfolgte die

Lagerung bei -20°C.

3.8 Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE (Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) wird genutzt, um
Proteine nach ihren Molekulargewichten aufzutrennen. Dies geschieht, indem die durch Hitze
denaturierten Polypeptide SDS binden, dadurch eine negative Ladung erhalten und zur Anode
wandern. Da die Menge an gebundenem SDS proportional zum Molekulargewicht
(ca. 1,4g SDS/g Protein), jedoch unabhéngig von der Aminosduresequenz ist, ist die Motilitét
der Protein-SDS-Komplexe allein abhédngig von der Proteingréfe. Die mit Laemmlipuffer
hergestellten Proteinlysate wurden mit Minigelen aus 3%igem Sammelgel und 12%igem

Trenngel aufgetrennt (Tabelle 6, Tabelle 7).

Tabelle 6 Zusammensetzung der Minigele
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SDS- Page 3% Sammelgel 12% Trenngel
Wasser 1,54ml 1,88ml
0,5M Tris-HCI pH 6,8 625ul -
1,5M Tris-HCI pH 8,8 - 1,563ml
Acrylamid/Bisacrylamid 26:0,7 288ul -
Acrylamid/Bisacrylamid 29,3: 0,53 - 2,55ml
10% SDS (Natriumlaurylsulfat) 25ul 125ul
10% APS (Ammoniumpersulfat) 30ul 75ul
TEMED (Tetramethylethylendiamid) 20ul 20ul

Der fiir die Elektrophorese verwendete Laufpuffer enthielt 25mM Tris (Tromethamin),
3,5mM SDS und 192mM Glycin. Als Marker des Molekulargewichts wurde der peqGOLD

Protein-Marker (peqlab, Erlangen) verwendet.

Tabelle 7 Elektrophoreseprogramm fiir die SDS Page

0,6h mit 11 mA pro Gel (Sammelgel)
1,5h mit 20 mA pro Gel (Trenngel)

3.9 Westernblot

Die aufgetrennten Proteine wurden durch das Semi-dry Blotting-Verfahren auf
Nitrozellulose-Membranen (Protran; Whatman, Dassel) iibertragen. Dabei wird ein senkrecht
zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt (Elektrotransfer), wodurch die
Proteine zur Anode und somit aus dem Gel auf die Membran wandern. Dabei bleibt das Muster
der Auftrennung erhalten. Der Blot erfolgte bei 2mA/cm’ iiber 45min. Der Transferpuffer
enthielt 25mM Tris, 20% Methanol und 192mM Glycin. Um den Transfer auf die Membran zu
dokumentieren, wurde diese mit Ponceau-S-Losung (30% TCA; 1,18M 5-Sulfosalicylséure;
26mM Ponceau S) gefdrbt, fotografiert und anschlieBend in TBS/Tween (20mM Tris;
140mM NacCl; 0,05% Tween 20) gewaschen/entfirbt. Unspezifische Bindungsstellen wurden
abgesittigt, indem die Membran fiir 60min in Blocking-Losung (5% fettfreies
Magermilchpulver in TBS/Tween) geschwenkt wurde. Darauthin erfolgte die Inkubation mit
dem Primérantikorper iiber Nacht bei 4°C oder fiir 2h bei Raumtemperatur in TBS/Tween mit
5% BSA (Serva, Heidelberg). Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS/Tween wurde die
Membran fiir 2h bei Raumtemperatur mit einem HRP (Meerrettichperoxidase)-gekoppelten
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Sekundirantikorper inkubiert. Die folgende Tabelle zeigt alle im Westernblot verwendeten

Antikorper (Tabelle 8).

Tabelle 8 Im Westernblot verwendete Primér-und Sekundérantikdrper mit eingesetzter Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung Firma
Kaninchen anti-phospho-p44/42 (Thr202/Tyr204) 1:1000 Cell Signaling
Kaninchen anti-p44/42 (ERK1/2) 1:1000 Cell Signaling
Kaninchen anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182) 1:1000 Cell Signaling
Kaninchen anti-p38 1:1000 Cell Signaling
Kaninchen phosphoCREB 1:1000 Cell Signaling
Kaninchen CREB 1:1000 Cell Signaling
Anti-COX2/Cyclooxygenase 2 antibody 1:1000 abcam
Ziegen anti-Kaninchen HRP-gekoppelt 1:1000 Cell Signaling
Ziegen anti-Kaninchen HRP-gekoppelt 1:20000 Rockland

Detektiert wurde mit Hilfe des SERVA-ECL (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)-oder dem
Immun-Star WesternC (Biorad, Hercules, CA, USA)-System. Die Detektion beruht auf der
Oxidation von Luminol durch HRP unter alkalischen Bedingungen. Die Chemolumineszenz
wurde mit dem ChemiDocXRS-System (Biorad, Hercules, CA, USA) detektiert und mittels der
QuantityOne-Software (Biorad, Hercules, CA, USA) semi-quantitativ ausgewertet. Um eine
Membran mit unterschiedlichen Antikdrpern zu inkubieren, wurde bereits gebundener
Antikorper entfernt, indem die Membran fiir 15min bei 50°C in 20ml Stripping Buffer inkubiert
wurde und danach 3 mal fiir 10min in TBS/Tween gewaschen wurde. Anschlieend folgte
erneut die sechzigminiitige Inkubation in Blocking-Losung und anschlieend die Inkubation mit

Primérantikorper entsprechend des oben beschriebenen Protokolls.

3.10 TNF o-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Zusitzlich zum Westernblot wurde das Sandwich ELISA-Verfahren genutzt, um Verdnderungen
in der Proteinbiosynthese aufgrund Azidose-induzierter Effekte nachzuweisen. Dabei wird eine
Mikrotiterplatte mit einem Bindungsantikorper inkubiert, der an das nachfolgend aufgetragene
Protein bindet. Es folgt die Inkubation mit einem Detektionsantikorper, der an einer anderen
Stelle an das zu untersuchende Protein bindet. Es entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikorper-
Komplex. Der Detektionsantikorper ist an ein Reporterenzym gekoppelt, welches bei Zugabe
des entsprechenden Substrates zu einer Verfarbung fiihrt, welche {iber photometrische
Messungen quantitativ bestimmt werden kann. Zur Durchfithrung des Experimentes wurden
Zellen fiir 3h in Ringerlosung und 24h in DMEM-Medium bei pH 7,4 und pH 6,6 inkubiert.
Nach erfolgter Inkubation wurde das Medium vollstindig (4ml) entnommen und mit S&ulchen

(Centrifuge Filter Units, AMicon Ultra-10K, Millipore, Ireland) aufkonzentriert, indem es
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15min bei 3600g zentrifugiert wurde. Die Zellen wurden lysiert und fiir die Bestimmung des
Proteingehalts verwendet. Das aufkonzentrierte Medium wurde fiir das Rat TNF a-ELISA
Development Kit (PreprTech, Hamburg) nach Angaben des Herstellers genutzt. AbschlieBend
wurde die Farbentwicklung mit einem Plattenleser (Infinite Tecan) bei 405nm und 650nm iiber
50min dokumentiert und mit Hilfe einer Eichkurve kalibriert (Konzentrationen in pg/ml: 37,25;
62,5; 125; 250; 500; 1000). Zur Normierung der Werte wurde fiir jede Probe der

Gesamtprotein-Wert bestimmt.

3.11 Bestimmung des Proteingehalts

Die Zellen wurden mit Lysepuffer (0,1% Triton X-100 in PBS; 37mg/l Natriumorthovanadat;
Proteasen-Inhibitor-Cocktail) aufgeschlossen und mit einem Zellschaber von der Petrischale
gelost. Nach einer zehnminiitigen Zentrifugation bei 12.000rpm und 4°C wurde das Pellet
verworfen und der Uberstand fiir die Messung des Proteingehalts nach der BCA
(Bicinchoninsdure)-Methode verwendet. Diese beruht darauf, dass in alkalischem Milieu
zweiwertige Kupferionen durch Proteine quantitativ zu einwertigen Kupferionen reduziert
werden (Biuret-Reaktion). Zwei Molekiile Bicinchoninsiure reagieren mit diesem Cu’ zu einer
Komplexverbindung violetter Farbe, dessen Absorptionsmaximum bei 562nm liegt und
photometrisch ausgewertet werden kann. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers (Thermo Scientific BCA Pierce Protein Assay). Zur Kalibrierung der Messwerte
wurde ein FEichreihe von BSA (bovine serum albumin)-Losungen verschiedener
Konzentrationen (100, 300, 500, 700pug/ml BSA) erstellt. Die photometrische Auswertung

erfolgte mit Hilfe eines Plattenlesers (Infinite Tecan).

3.12 Statistische Analyse

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Tabellen-Kalkulationsprogramm Microsoft Excel und
der Statistik-und Graphik-Software SigmaPlot. Die Verteilung der Messdaten ist als
arithmetischer Mittelwert plus Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Der
Vergleich von zwei Gruppen und der Vergleich mit einem theoretischen Mittelwert erfolgte
mittels Student ‘s-t-Test, wobei Werte von o < 0,05 als statistisch signifikant angesehen und mit

einem ,,** gekennzeichnet wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Aktivierung der MAP-Kinasen

Um den Einfluss von Azidose auf die zelluldren Signalwege zu beleuchten, wurde die Aktivitét
bzw. die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 untersucht. Abbildung 9 stellt
die relative Phosphorylierung von ERK1/2 im Bezug sowohl auf das Gesamtprotein, als auch

auf die Kontrolle (pH 7,4) im zeitlichen Verlauf dar.
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Abbildung 9 Zeitverlauf der Azidose-induzierten Phosphorylierung von ERKI1/2. (A) Semiquantitative
Auswertung von Westernblots (n=4-5); Dargestellt ist die relative Phosphorylierung bezogen auf das
Gesamtprotein, wobei die Kontrolle (pH 7,4) einem Wert von 1 entspricht. (B) Typischer Westernblot des
gesamten und des phosphorylierten Proteins bei pH 7,4 und pH 6,6 nach 3h Inkubation.

Nach 3h im azidotischen Milieu kam es zu einer Verdopplung der ERK1/2-Phosphorylierung.
Diese Steigerung war nach 6h und 24h nicht zu erkennen. Das Gesamtprotein blieb bei pH 6,6
unverdndert. Der gleiche Zeitverlauf gilt fiir p38 (Abbildung 11). Auch hier zeigte sich nach 3h
eine Verdopplung der p38-Phosphorylierung durch Azidose. Nach 6h und 24h zeigte sich keine
gesteigerte Aktivitdt von p38.
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Abbildung 10 Zeitverlauf der Azidose-induzierten Phosphorylierung von p38. (A) Semiquantitative
Auswertung von Westernblots (n=4-5); Dargestellt ist die relative Phosphorylierung bezogen auf das
Gesamtprotein, wobei die Kontrolle (pH 7,4) einem Wert von 1 entsprich entspricht. (B) Typischer
Westernblot des gesamten und des phosphorylierten Proteins bei pH 7,4 und pH 6,6 nach 3h Inkubation.

Azidose beeinflusst die Signaltransduktion in NRKF-Zellen nach 3h {iber die Steigerung der
Aktivitdt der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38. Daher wurde untersucht, ob Azidose auch die
Genexpression in den NRKF-Zellen beeinflusst und ob dies durch die verdnderte

Signaltransduktion mit verursacht wird.
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4.2 Einfluss von Azidose auf die Genexpression

Mittels Realtime-PCR wurde der Einfluss von Azidose auf die Expression von TNF a, COX-2,
iINOS, MCP-1 und Osteopontin untersucht. Jedes dieser Gene besitzt proinflammatorische
Effekte. Ermittelt wurden die auf 18S-rRNA (ribosomale RNA) normalisierten Cq-Werte von
pH 7,4 vs. pH 6,6 (AACq-Werte) gemeinsam mit der daraus resultierenden relativen Anderung
der Genexpression. Um eine Aussage iiber die Beteiligung des MAP-Kinasen-Signalwegs an
den Azidose-induzierten Effekten in der Genexpression oben genannter Gene treffen zu konnen,
wurden diese mit spezifischen Inhibitoren gehemmt. Die ERK1/2-Aktivitdt wurde mittels
U0126 inhibiert. U0126 hemmt die Kinaseaktivitit von MEK1/2, eine MAPK-Kinase, die die
Phosphorylierung von ERK1/2 steuert und verhindert somit die weitere Signaltransduktion. Die
Inhibition von p38 erfolgte mittels SB203580, welches die katalytische Aktivitdt von p38
hemmt. Beide Inhibitoren wurden in DMSO geldst (10um), daher erfolgte stets eine Kontrolle
ohne Inhibitoren mit DMSO (1:1000), um einen Eigeneffekt des DMSO auszuschlieen. Die
Eigeneffekte der Inhibitoren auf die Genexpression wurden zundchst unter physiologischen
Bedingungen (pH 7,4) untersucht. AnschlieBend sollte ermittelt werden inwieweit der
Azidose-induzierte Effekt auf die Genexpression der NRKF-Zellen von den MAP-Kinasen
abhéngt. Daher wurde auch bei pH 6,6 Inhibitoren-Versuche durchgefiihrt.

42.1 TNFa

Abbildung 11 zeigt den Zeitverlauf der Azidose-induzierten Genexpression von TNF a. Nach
einer dreistiindigen Inkubation bei pH 6,6 war eine signifikante Steigerung der
TNF a-Transkription um das 3,98fache zu beobachten. Nach 6h war diese Steigerung der
Genexpression nicht vorhanden, sondern verringert. Nach 24h bei pH 6,6 war im Trend

(0=0,07) ebenfalls eine leichte Abnahme der TNF a-Genexpression zu erkennen.
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Abbildung 11 Zeitverlauf der Azidose-induzierten relativen Genexpression von TNF a. Realtime-PCR
(n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 nach 3h, 6h und 24h.

In Abbildung 12 ist der Figeneffekt der Inhibitoren U0126 und SB203580 auf die
TNF a-Genexpression bei pH 7,4 dargestellt. Durch Hemmung der ERK1/2-Aktivierung durch
U0126 zeigte sich eine signifikant verminderte TNF oa-Transkription um das 3,7fache. Dies
lasst auf eine ERK1/2-dbhédngige TNF o-Transkription unter physiologischen Bedingungen
schlieBen. Die Hemmung der p38-Aktivitdt mittels SB203580 hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die TNF a-Expression bei pH 7,4. Diese ist damit unabhéngig von p38. Bei der
gleichzeitigen Hemmung beider MAP-Kinasen (n=7-8) war keine additive Verminderung der

TNF a-Genexpression zu verzeichnen.
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Abbildung 12 TNF a-Genexpression bei pH 7,4 ist abhdngig von ERK1/2. Eigeneffekt der Inhibitoren
U0126 und SB203580 bei pH 7,4, Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 7,4
nach 3h Inkubation mit Inhibitor im Vergleich zur Kontrolle (3h bei pH 7,4 mit DMSO, entspricht einem
Wert von 0).
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Abbildung 13 TNF a-Genexpression bei Azidose unabhdngig von ERK1/2 und abhdngig von p38. Effekt
der Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 6,6. Realtime-PCR (n=7-8) Dargestellt sind die
AACqg-Werte nach 3h Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit
DMSO oder dem entsprechenden Inhibitor).

Abbildung 13 zeigt die Azidose-induzierte Verdnderung der TNF o-Genexpression mit und
ohne den Einsatz von Inhibitoren. Der hier als , Kontrolle“ benannte Wert bezeichnet den
Azidose-induzierten Effekt ohne Beigabe eines Inhibitors. Allerdings wurde hier DMSO das

Losungsmittel der Inhibitoren beigegeben, um einen eventuellen Eigeneffekt auszuschlieen.
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Das Ergebnis belief sich hierbei auf eine 3,35fache Erhohung der TNF a-Genexpression. Bei
Zugabe von UO0126 unter azidotischen Bedingungen war eine signifikante Steigerung der
TNF a-Transkription um das 3,9fache zu beobachten. Der Effekt unterschied sich nicht
signifikant vom DMSO-Kontrollwert. Obwohl die TNF a-Transkription bei pH 7,4 eine
gewisse ERK1/2-Abhingigkeit zeigte, schien dies bei Azidose also nicht der Fall zu sein. Die
ERK1/2-Hemmung hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Azidose-induzierte Steigerung
der TNF o-Genexpression. Die Hemmung von p38 verminderte die Azidose-induzierte
Steigerung der TNF a-Transkription signifikant. Diese blieb jedoch trotzdem noch deutlich
(1,94fach) iiber dem basalen (pH 7,4) Niveau, sodass auf eine teilweise Beteiligung von p38 an
der Azidose-induzierten Steigerung der TNF o-Transkription geschlossen werden kann. Um die
Azidose-induzierte Steigerung der TNF a-Genexpression auch auf Proteinebene nachzuweisen,
wurde ein TNF o-ELISA durchgefiihrt. Die Mengen an TNF o im Medium waren jedoch zu
gering, um mit Hilfe dieses Verfahrens eindeutige Aussagen iiber Effekte auf die Biosynthese

von TNF a treffen zu konnen.

Azidose steigert die Genexpression von TNF a. Diese ist bei pH 7,4 abhéngig vom ERK1/2
Signalweg und unabhéngig von p38. Die durch Azidose induzierte Steigerung ist abhingig von

p38.
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Abbildung 14 Zeitverlauf der Azidose-induzierten relativen Genexpression von COX-2. Realtime-PCR
(n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 nach 3h, 6h und 24h.

Abbildung 14 zeigt den zeitlichen Verlauf der Azidose-induzierten Regulation der
COX-2-Transkription. Nach einer 3stlindigen Inkubation kam es zu einer signifikanten

Steigerung der Transkription um das 4,83fache. Nach 6h war eine geringere Steigerung der
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Transkription um das 1,91fache zu erkennen. Nach 24h Inkubation der Zellen bei pH 6,6 nahm
die COX-2-Transkription ab (1,3fach). In Abbildung 15 ist der Eigeneffekt der Inhibitoren
U0126 und SB203580 unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) dargestellt. Bei der
Hemmung von ERK1/2 durch die Zugabe von U0126 zeigte sich keine signifikante Anderung
der COX-2-Genexpression, sodass von einer ERK 1/2-unabhéngigen Transkription ausgegangen
werden konnte. Die Hemmung von p38 durch die Zugabe von SB203580 brachte ebenfalls
keine Verdnderung der mRNA-Menge von COX-2. Daher wurde auch hier von einer
p38-unabhéngigen Genexpression unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) ausgegangen.
Die Hemmung beider MAP-Kinasen gleichzeitig (n=7-8) verminderte die Menge an
COX-2-mRNA signifikant (-2,3fach, a =0,02).
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Abbildung 15 COX-2-Genexpression bei pH 7,4 unabhdngig von ERKI1/2 und p38. Eigeneffekt der
Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 7,4. Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte
bei pH 7,4 nach 3h Inkubation mit Inhibitor im Vergleich zur Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit
DMSO, entspricht einem Wert von 0).

In Abbildung 16 sind die Effekte der Inhibitoren auf die Azidose-induzierte
COX-2-Genexpression dargestellt. Die Kontrolle zeigte eine 4fache Steigerung der
COX-2-Transkription bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4. Die ERK1/2-Hemmung mittels
U0126 bei pH 6,6 beeinflusste die COX-2-Genxpression nicht signifikant. Diese blieb weiterhin
deutlich gesteigert im Vergleich zu pH 7.4. Die unter Azidose gesteigerte mRNA-Menge an
COX-2 ist somit nicht ERK1/2-induziert. Bei Zugabe von SB203580 und damit der Hemmung
von p38 war kein signifikanter Azidose-induzierter Effekt auf die COX-2-Genexpression mehr
zu beobachten. Die Menge an COX-2-mRNA war in Bezug auf die Kontrolle ohne Inhibitor bei
pH 6,6 also deutlich geringer. Die Hemmung von p38 verminderte signifikant die
Azidose-vermittelte Steigerung der COX-2-Genexpression, sodass auf einen p38-vermittelten

Azidoseeffekt geschlossen wurde.
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Abbildung 16  COX-2-Genexpression bei Azidose unabhdngig von ERKI/2 und abhdngig von p38.
Effekt der Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 6,6. Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die
AACq-Werte nach 3h Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit
DMSO oder dem entsprechenden Inhibitor).

Um den Effekt von Azidose auf die COX-2-Expression auch auf Proteinebene nachzuweisen,

wurden Westernblots durchgefiihrt.
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Abbildung 17 Zeitverlauf der Azidose-induzierten Proteinexpression von COX-2. (A) semiquantitative
Auswertung von Westernblots (n=6-7); relative Proteinexpression bezogen auf ERKI1/2 als
Beladungskontrolle; pH 7,4 entspricht einem Wert von 1 (B) Typischer Westernblot des Gesamtproteins
bei pH 7,4 und pH 6,6 nach 6h Inkubation (Gesamtprotein ERK1/2 als Beladungskontrolle).

Abbildung 17 zeigt den Zeitverlauf der Azidose-induzierten Proteinexpression von COX-2 in
NRKF-Zellen. Bereits nach 3h Stunden war eine tendenzielle (o= 0,057) Steigerung der
COX-2-Expression zu erkennen (1,21fache). Dieser Effekt verstirkte sich. Nach 6h war eine

signifikante Erhohung der Proteinexpression um das 1,34fache zu beobachten. Bei 24h unter
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Azidose zeigte sich in Ubereinstimmung mit der bereits wieder verminderten Menge an
COX-2-mRNA keine gesteigerte COX-2-Expression. Um das ,,Geddchtnis* des Effekts auch
nach Abklingen der Azidose zu untersuchen, wurde bei den Zellen nach einer sechsstiindigen
Inkubation bei pH 6,6 ein Mediumwechsel auf pH 7,4 durchgefiihrt. Nach 3h wurde erneut die

Proteinexpression im Westernblot bestimmt.
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Abbildung 18 ,, Geddchtnis“ der relativen Steigerung der Proteinexpression von COX-2 nach Abklingen
der Azidose. Dargestellt ist die Proteinexpression von COX-2 nach 6h bei pH 6,6 und nach 6h pH 6,6+3h
pH 7.4 im Vergleich zu physiologischen Bedingungen (Kontrolle pH 7,4; entspricht einem Wert von 1);
semiquantitative Auswertung von Westernblots (n=6-7).

Abbildung 18 zeigt, inwieweit der Azidose-induzierte Effekt auf die Proteinexpression von
COX-2 auch nach der Riickkehr zu physiologischen Bedingungen bestehen blieb. Die durch
Azidose induzierte signifikante Steigerung der COX-2-Expression (nach 6h bei pH 6,6) war
nicht mehr zu beobachten, nachdem die Zellen nach einer sechsstiindigen Azidose fiir 3h wieder
bei pH 7,4 inkubiert wurden. Es besteht daher kein ,,Gedachtnis® der NRKF-Zellen beziiglich
des Azidoseeffekts auf die COX-2-Proteinexpression.

Die COX-2-Genexpression ist bei pH 7,4 unabhingig von den beiden MAP-Kinasen. Azidose
fiihrt zu einer p38-vermittelten Steigerung der Genexpression. Auch die Proteinexpression von

COX-2 ist durch Azidose erhoht.

423 iNOS

Abbildung 19 zeigt den Zeitverlauf der iNOS-Genexpression bei Azidose. Diese war nach einer
dreistiindigen Inkubation der NRKF-Zellen bei pH 6,6 signifikant erhoht (2,17fach). Nach 6h
bei Azidose zeigte sich noch die doppelte mRNA-Menge an iNOS im Vergleich zur Menge bei
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pH 7,4. Nach 24h war kein Effekt zu sehen. In Abbildung 20 ist der Eigeneffekt der Inhibitoren
U0126 und SB203580 unter physiologischen Bedingungen auf die iNOS-Genexpression
dargestellt. Da weder die Hemmung von ERK1/2 durch U0126, noch die Hemmung von p38
mittels SB203580 die Genexpression von iNOS signifikant beeinflussten, ist diese bei pH 7,4
unabhéngig von den beiden MAP-Kinasen. Bei gleichzeitiger Zugabe beider Inhibitoren zeigte

sich allerdings eine signifikant verminderte iNOS-Genexpression (-3fach; n=6, a=0,01).
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Abbildung 19 Zeitverlauf der Azidose-induzierten relativen Genexpression von iNOS. Realtime-PCR
(n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 nach 3h, 6h und 24h.

Unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) ist die iNOS-Genexpression unabhingig von den
MAP-Kinasen ERK1/2 oder p38. Allerdings zeigte sich nach 3h Inkubation der NRKF-Zellen
unter Azidose, dass sowohl die Aktivitdt der MAP-Kinasen, als auch die iNOS-Genexpression
zunahm. Daher wurde untersucht, ob bei Azidose (pH 6,6) eine Abhéngigkeit der beiden
Effekte voneinander besteht. Dafiir wurden die NRKF-Zellen fiir 3h bei pH 6,6 unter Zugabe
der jeweiligen Inhibitoren U0126 und SB203580 fiir die Hemmung der MAP-Kinasen inkubiert.
Abbildung 21 zeigt, dass sich die iNOS-Genexpression nach 3h bei Azidose verdoppelt hat. Die
Hemmung der MAP-Kinase ERKI1/2 durch U0126 bei Azidose verdnderte die
iNOS-Genexpression nicht. Durch Inhibition von p38 mittels SB203580 wurde die
iNOS-Genexpression signifikant gehemmt. Die Verdopplung der iNOS-mRNA-Menge unter
azidotischen Bedingungen ist folglich durch die MAP-Kinase p38 vermittelt.



Ergebnisse Seite |36

iNOS c

! ! O

0,5 1,41 £

== pH74 S

g

0,0 -1 @

g t

-/ 2

< z

©

0,5 - 1,41 5

e

2

8

£

'1 ,0 | [ "-2 -E
U0126 SB203580

Abbildung 20 iNOS-Genexpression bei pH 7,4 ist unabhdngig von ERK1/2 und p38. Eigeneffekt der
Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 7,4. Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte
bei pH 7,4 nach 3h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit DMSO,
entspricht einem Wert von 0).
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Abbildung 21 iNOS-Genexpression bei Azidose unabhdngig von ERK1/2 und abhdngig von p38. Effekt
der Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 6,6. Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die
AACq-Werte nach 3h Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit
DMSO oder dem entsprechenden Inhibitor).

Azidose fiihrt zu einer kurzfristigen (3h) Erhohung der iNOS-Genexpression. Dieser Effekt ist
p38-vermittelt. Unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) ist die iNOS-Genexpression
unabhéngig von ERK1/2 und p38.
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Azidose-induzierte Regulation

Abbildung 22 Zeitverlauf der Azidose-induzierten relativen Genexpression von MCP-1. Realtime-PCR
(n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 nach 3h, 6h und 24h.

In Abbildung 22 ist die Genexpression von MCP-1 bei Azidose in Abhéngigkeit von der Zeit

dargestellt. Nach dreistiindiger Inkubation der NRKF-Zellen bei pH 6,6 war keine Verédnderung

der MCP-1-Transkription zu beobachten. Nach 6h zeigte sie sich tendenziell (0=0,1)

vermindert. Nach 24h unter azidotischen Bedingungen war die Genexpression von MCP-1

signifikant verringert.
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Abbildung 23  MCP-1-Genexpression bei pH 7,4 unabhdngig von ERKI1/2 und p38. Eigeneffekt der
Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 7,4. Realtime PCR (n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte
bei pH 7,4 nach 3h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit DMSO,

entspricht einem Wert von 0).
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Die Abhingigkeit der MCP-1-Genexpression von den MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 bei
pH 7.4 ist in Abbildung 23 dargestellt. Die Zugabe von U0126 verminderte tendenziell (a=0,07)
die Menge an MCP-1-mRNA, was auf eine Beteiligung von ERKI1/2 an der basalen
Genexpression von MCP-1 (bei pH 7,4) schlieBen lassen konnte. Die Hemmung von p38 mittels
SB203580 fiihrte zu keinem signifikanten Effekt auf die MCP-1-Transkription. Diese ist damit
unabhéngig von p38. Wurden beide MAP-Kinasen gleichzeitig inhibiert, zeigte sich eine
signifikant verminderte MCP-1-Expression (-3fach, n=6, 0=0,02).
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Abbildung 24  MCP-1-Genexpression bei Azidose hdngt nicht von ERKI1/2 oder p38 ab. Effekt der
Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 6,6. Realtime-PCR (n=7-8); Dargestellt sind die AACq-Werte
nach 3h Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit DMSO oder
dem entsprechenden Inhibitor).

Abbildung 24 stellt die Genexpression von MCP-1 bei Azidose unter Zugabe von Inhibitoren
dar. Untersucht wurde die Abhéngigkeit der Genexpression von den MAP-Kinasen ERK1/2 und
p38. Die Zugabe der Inhibitoren unter azidotischen Bedingungen hatte keinen Effekt auf die
MCP-1-Genexpression. Die Hemmung von ERKI1/2 mittels U0126 fiihrte nicht zu einer

signifikanten Anderung der Genexpression, ebenso die Hemmung von p38 mittels SB203580.

Die Genexpression von MCP-1 ist bei pH 7,4 tendenziell abhidngig von der MAP-Kinase
ERK1/2. Unter azidotischen Bedingungen ist dies nicht der Fall. Die Inkubation der
NRKF-Zellen bei pH 6,6 fiihrte nach 24h zu einer verminderten MCP-1-Genexpression.

4.2.5 Osteopontin

Abbildung 25 zeigt den Einfluss von Azidose auf die Osteopontin-Genexpression im zeitlichen

Verlauf. Nach 3h und 6h Inkubation der NRKF-Zellen bei pH 6,6 war kein signifikanter Effekt
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auf die Transkription von Osteopontin zu beobachten. Nach 24h unter azidotischen Konditionen

verminderte sich die Osteopontin-Genexpression um das 1,7fache.
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Abbildung 25 Zeitverlauf der Azidose-induzierten relativen Genexpression von Osteopontin. Realtime-
PCR (n=4-5); Dargestellt sind die AACq-Werte bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 nach 3h, 6h und 24h.
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Abbildung 26 Osteopontin-Genexpression bei pH 7,4 ist unabhdngig von ERK1/2 und p38. Eigeneffekt
der Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 7,4. Realtime-PCR (n=3); Dargestellt sind die AACq-Werte
bei pH 7,4 nach 3h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit DMSO,
entspricht einem Wert von 0).

Abbildung 26 zeigt die Unabhingigkeit der Osteopontin-Expression von den MAP-Kinasen
ERK1/2 und p38 unter physiologischen Bedingungen. Weder die Inhibition von ERK1/2 noch

von p38 bei pH 7,4 verdnderte die Genexpression von Osteopontin signifikant. Die gleichzeitige
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Hemmung beider MAP-Kinasen fiihrte zu einer leichten Verminderung der
Osteopontin-mRNA-Menge (-0,3fach, n=5, a=0,27). Die Osteopontin-Genexpression in
Abhéngigkeit von ERK1/2 und p38 bei Azidose zeigt Abbildung 27. Nach dreistlindiger
Inkubation der Zellen bei pH 6,6 unter Zugabe von U0126 zur Hemmung von ERK1/2 war
keine signifikant verénderte Genexpression im Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibitor zu

erkennen. Das Gleiche gilt fiir die Inhibition von p38 mittels SB203580.

Osteopontin ist unter physiologischen Bedingungen und azidotischen Bedingungen unabhingig
von ERKI1/2 und p38. Azidose fiihrt nach 24h zu einer verminderten

Osteopontin-Genexpression.
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Abbildung 27 Osteopontin-Genexpression bei Azidose ist unabhdngig von ERK1/2 und p38. Effekt der
Inhibitoren U0126 und SB203580 bei pH 6,6. Realtime-PCR (n=3); Dargestellt sind diec AACq-Werte
nach 3h Inkubation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (3h Inkubation bei pH 7,4 mit DMSO oder
dem entsprechenden Inhibitor).

4.2.6 Transkriptionsfaktor CREB

Einiger der untersuchten Mediatoren zeigten sich von ERK1/2 und p38 unabhingig, daher
wurde CREB als weiterer Signalweg beleuchtet. CREB ist als Protoonkogen an der Entstehung,
Progression und Metastasierung von Tumoren beteiligt. (Xiao et al., 2010). Es wurde
untersucht, ob ein azidotisches Milieu einen Effekt auf die Phosphorylierung und damit
Aktivierung von CREB hat. Abbildung 28 présentiert die Azidose-induzierte Phosphorylierung
von CREB im zeitlichen Verlauf. Nachdem die NRKF-Zellen 3h bei Azidose inkubiert wurden,
kam es zu einer signifikanten Steigerung der CREB-Phosphorylierung (1,5fach). Dieser Effekt
war nach einer 6stiindigen Inkubation ebenfalls zu erkennen. Nach 24h zeigte sich kein

Azidose-induzierter Effekt auf die Phosphorylierung von CREB mehr. Abbildung 29
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veranschaulicht das Abklingen der durch Azidose induzierten Steigerung der
CREB-Phosphorylierung nach Schwinden der Azidose. Dazu wurden die Zellen zunéchst 6h bei
pH 6,6 wund anschlieBend fiir 3h in physiologischem Milieu (pH 7,4) inkubiert. Die
Phosphorylierung von CREB war danach signifikant geringer, der Azidose-induzierte Effekt

also bereits wieder abgeklungen.
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Abbildung 28 Zeitverlauf der Azidose-induzierten Phosphorylierung von CREB. (A) Semiquantitative
Auswertung von Westernblots (n=4-5); Dargestellt ist die relative Phosphorylierung bezogen auf das
Gesamtprotein, wobei die Kontrolle (pH 7,4) einem Wert von 1 entspricht. (B) Typischer Westernblot des
gesamten und des phosphorylierten Proteins bei pH 7,4 und pH 6,6 nach 3h Inkubation.
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Abbildung 29 |, Geddchtnis* der relativen Steigerung der Phosphorylierung von CREB nach Abklingen
der Azidose. Dargestellt ist die Phosphorylierung von CREB nach 6h bei pH 6,6 und nach 6h pH 6,6+ 3h
pH 7,4 im Vergleich zu physiologischen Bedingungen(Kontrolle pH 7,4 entspricht einem Wert von 1);
semiquantitative Auswertung von Westernblots (n=4-5).
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5 Diskussion

5.1 Azidose aktiviert die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38

In den letzten Jahren der Krebsforschung wurde deutlich, dass die Mikroumgebung von
Krebszellen einen deutlichen Einfluss auf die Entwicklung und Progression der
Tumorerkrankung hat (Tlsty, 2008). Ein saures extrazelluldres Milieu, welches z.B. durch eine
unzureichende Sauerstoffversorgung des Gewebes und den damit verbundenen Wechsel auf
einen glykolytischen Stoffwechsel entsteht, ist ein wichtiger Parameter des lokalen
Tumormikromilieus. Diesem Mikromilieu sind sowohl die Tumorzellen, als auch die Zellen der
unmittelbaren Umgebung (Tumor-assoziierte Fibroblasten) ausgesetzt. In dieser Arbeit wurde
untersucht, welchen Einfluss eine extrazellulire Azidose auf den MAP-Kinasen-Signalweg in
Fibroblasten hat. Es wurde gezeigt, dass ein extrazelluldrer pH-Wert von 6,6 in NRKF-Zellen
eine Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 auslost (Abbildung 9, Abbildung 10). Ein
extrazelluldarer pH Wert von 6,6 wurde im interstitiellen Gewebe sowohl bei entziindlichen
Erkrankungen (Dong et al., 2013), als auch in soliden Tumoren (Vaupel et al., 1989) bereits
gemessen und wurde deshalb fir die vorliegenden Arbeit verwendet. Der
MAP-Kinasen-Signalweg ist dafiir bekannt, an der Zellantwort auf verschiedene Stressstimuli
beteiligt zu sein (Cuenda & Rousseau, 2007). In zahlreichen Studien ist die
MAP-Kinasen-Aktivierung unter pathologischen Bedingungen, (Entziindung, Ischdmie, solide
Tumoren) bereits beschrieben. So wird der MAP-Kinasen-Signalweg in den meisten
Krebszellarten verstirkt aktiviert (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007), myocardiale Ischimie
fiihrt zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen in Kardiomyozyten (Armstrong, 2004) und beim
Ischdmie-Reperfusionssyndrom der Leber werden in verschiedenen Zellen des Immunsystems
MAP-Kinasen verstirkt aktiviert (Abu-Amara et al., 2010). Dariiber hinaus sind sie an der
Pathogenese mehrerer neurodegenerativer Erkrankungen wie Amytrophe Lateralsklerose oder
dem Parkinson-Syndrom (Kim & Choi, 2010) oder chronisch entziindlichen Erkrankungen wie
rheumatoider Arthritis (Thalhamer et al., 2008) beteiligt. In Fibroblasten wurde eine durch
Azidose induzierte gesteigerte Aktivitit von ERK1/2 und p38 vor dieser Arbeit nicht
beschrieben. Allerdings wurde eine vermehrte MAP-Kinasen-Aktivitit in Fibroblasten
verursacht durch Hypoxie, einem anderen Parameter des pathologischen Tumormikromilieus,
bereits nachgewiesen (Welsh, Peacock, MacLean, & Harnett, 2001). Navab et al. analysierten
das Genexpressionsmuster der CAFs im Vergleich zu normalen Fibroblasten und identifizierten
46 Gene, die unterschiedlich exprimiert wurden. Dazu gehorten u.a. jene Gene, die fiir Proteine
der MAP-Kinasen-Signalwege kodieren (Navab et al., 2011). Aktuelle Studien befassen sich

mehr und mehr mit der Funktion der Tumor-assoziierten Fibroblasten, die dem
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Tumormikromilieu ausgesetzt sind und eine wichtige Rolle bei der Tumorinitiation und

Progression spielen (Bhowmick, Neilson, & Moses, 2004).

5.2 Azidose aktiviert inflammatorische Programme in Fibroblasten

5.2.1  Azidose erhoht die TNF a-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, wie extrazellulire Azidose die Expression von
TNF o, einem proinflammatorischen Zytokin, in Fibroblasten beeinflusst. Nach 3h bei pH 6,6
zeigte sich eine gesteigerte TNF o-Genexpression, nach 6h sank diese bis unterhalb des
Kontrolllevels (Abbildung 11). Riemann et. al untersuchten die Anderung der Proteinexpression
von TNF a. Diese war nach 3h Azidose ebenfalls erhoht (Riemann et al, 2015). Ein
wechselnder extrazelluldrer pH-Wert, welcher in pathologischen Mikromilieus haufig zu finden
ist, hat also direkten Einfluss auf die TNF o-Expression der Fibroblasten. Bei einer
langerfristigen Azidose (24h) zeigten die Fibroblasten die Tendenz zu verminderter
TNF a-Bildung, was moglicherweise einen immunsupressiven Effekt verursachen konnte.
Zusitzlich wurde untersucht inwieweit die Anderung der TNF o-Expression von den
MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 abhdngig ist. Die basale TNF a-Expression ist unter
physiologischen Bedingungen (pH 7,4) abhingig von der MAP-Kinase ERK1/2 (Abbildung
12). Die ERK1/2-Aktivitét ist unter azidotischen Bedingungen erhdht. Dies lieBe vermuten, dass
verstirkt aktives ERK1/2 bei pH 6,6 die Ursache fiir die vermehrte TNF a-Expression bei
pH 6,6 ist. Allerdings war dies nicht der Fall, denn auch wenn ERK1/2 durch U0126 in den
Fibroblasten bei pH 6,6 gehemmt wurde, blieb die TNF a-Expression trotzdem erhéht und
damit unabhidngig von ERKI1/2. Daher muss die vermehrte Bildung von TNF a unter
azidotischen Bedingungen iiber einen anderen Signalweg vermittelt werden. Um dies zu
iiberpriifen, wurde die Abhéngigkeit der TNF o-Expression von p38 untersucht. Die basale
TNF a-Expression bei pH 7,4 ist p38-unabhingig. Unter azidotischen Bedingungen jedoch
zeigte sich, dass eine Hemmung von p38 zu einer Minderung der durch Azidose-induzierten
vermehrten TNF o-Expression fiithrte. Damit scheint die Steigerung der TNF a-Bildung durch
Azidose p38-abhdngig (Abbildung 13). Dass der p38-Signalweg in Fibroblasten in die
Expression proinflammatorischer Mediatoren involviert ist, wurde bereits gezeigt (Campo et al.,
2013). Auch in anderen Zelltypen, wie Monozyten, Osteoklasten, Osteoblasten, Chondrozyten
oder Leukozyten ist eine Beteiligung von p38 an der Regulation der TNF a-Expression

nachgewiesen (Thalhamer et al., 2008).

Azidose als regulierender Faktor fiir die TNF a-Sekretion ist fiir verschiedene Gewebstypen
zuvor untersucht worden. So zeigten Bellocq et al., dass Makrophagen bei einem pH von 7,0
verstiarkt TNF a transkribieren und sezernieren (Bellocq et al., 1998; Jensen, Buresh, & Norton,

1990). Allerdings wiesen Dietl et al. nach, dass ein niedriger extrazelluldrer pH-Wert von 6,6



Diskussion Seite |44

die Sekretion von TNF a in Monozyten inhibiert (Dietl et al., 2010). Ahnliches wurde in
anderen Studien auch fiir Makrophagen (Bidani, Wang, Saggi, & Heming, 1998; Douvdevani,
Rapoport, Konforti, Zlotnik, & Chaimovitz, 1993) nachgewiesen. Insgesamt unterschieden sich
die Inkubationsbedingungen und verwendeten Zelllinien in all diesen Studien zu stark von den

experimentellen Konditionen dieser Arbeit, um einen direkten Vergleich zu ermdoglichen.

5.2.2  Azidose erhoht die COX-2-Expression

Neben TNF o wurde auch fiir das proinflammatorische Zytokin COX-2 untersucht, wie sich
dessen Expression bei einem azidotischen extrazelluliren pH-Wert von 6,6 in NRKF-Zellen
verhélt. Eine Inkubation von 3h bei pH 6,6 fiihrte zu einer deutlich gesteigerten
COX-2-Expression, auch nach 6h war diese erhoht. Die Inkubation der Zellen fiir 24h bei
pH 6,6 fiihrte zu einer verminderten Bildung von COX-2-mRNA (Abbildung 14). Auf
Proteinebene konnte dieser Effekt ebenfalls gezeigt werden (Abbildung 17). Unter
physiologischen Bedingungen (pH 7,4) stellte sich die COX-2-Expression unabhéngig von den
MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 dar. Die jeweilige Hemmung der Kinasen hatte keinen Einfluss
auf die Expression (Abbildung 15). Eine gleichzeitige Hemmung beider MAP-Kinasen
verminderte die COX-2-Expression signifikant, was auch als eine Stressreaktion der Zellen auf
die vollstindige Inhibition dieses zentralen Signalweges gedeutet werden konnte. Der
allgemeine Stoffwechsel der Zelle war jedoch nicht vermindert, da die Expression des
konstituiven Gens 18s, auf welches die Expressionswerte bezogen wurden, unverindert blieb.
Es wurde untersucht, ob die Azidose-induzierte Steigerung der COX-2-Expression auf die
erhohte Aktivitit der MAP-Kinasen bei pH 6,6 zuriickzufiihren ist. Dabei zeigte sich ein
dhnlicher Effekt wie bei TNF a. Trotz der Inhibition von ERK1/2 blieb die Genexpression von
COX-2 bei Azidose erhoht, sodass dieser Effekt {iber einen anderen Signalweg vermittelt
werden muss. Die Zugabe von SB20350 einem Inhibitor fiir p38, fiihrte zu einer signifikant
niedrigeren Steigerung der COX-2-Genexpression. Diese scheint abhingig von p38 zu sein
(Abbildung 16). Eine durch Azidose induzierte gesteigerte Genexpression von COX-2 wurde
fiir verschiedene andere Zelltypen bereits nachgewiesen. Dong et al. untersuchten den
Azidose-abhidngigen GPR4-Rezeptor in Endothelzellen. Dieser ist bei saurem pH-Wert aktiv
und steigert die Genexpression verschiedener proinflammatorischer Gene, u.a. von COX-2
(Dong et al., 2013). Tomura et al. untersuchten den Einfluss von Azidose auf Osteoblasten und
fanden die COX-2-Expression ebenfalls erhoht (Tomura et al., 2008). Dariiber hinaus ist bereits
bekannt, dass verschiedene Stimuli in Fibroblasten zu einer p38-abhéngigen Steigerung der
COX-2-Expression fithren konnen. Beltran et al. priiften den Einfluss von Angiotensin-II auf
Fibroblasten der Aorta und entdeckten eine p38-vermittelte Erhdhung der COX-2-Transkription
(Beltran et al., 2009). In Myofibroblasten des Kolons wiesen Yoo et al. eine durch TNF «
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gesteigerte COX-2-Expression nach. Allerdings verlief diese im Gegensatz zu den in dieser

Arbeit verwendeten NRKF-Zellen in Abhéngigkeit von ERK1/2 (Yoo et al., 2012).

5.2.3  Azidose erhoht die iNOS-Expression

Ebenfalls in dieser Arbeit wurde der Azidose-induzierte Effekt auf die Genexpression von iNOS
beleuchtet. Dabei zeigten sich dhnliche Effekte wie bei COX-2. Eine Inkubation fiir 3h und 6h
im sauren Milieu (pH 6,6) fiihrte in den NRKF-Zellen zu einer Steigerung der Genexpression
von iNOS (Abbildung 19). Riemann et.al untersuchten auflerdem die Bildung von Nitrat und
Nitrit, um zusitzlich die Anderung der Proteinexpression von iNOS festzustellen. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit war auch die Produktion von Nitrat und
Nitrit nach 3h und 6h erhoht (Riemann et al., 2015). Nach einer ldngerfristigen Azidose (24h bei
pH 6,6) sank die iNOS-Expression wieder auf ihr basales Level (Abbildung 19). Extrazellulédre
Azidose induziert die iNOS-Genexpression in verschiedenen Zelltypen, z.B. in Mukosazellen
des Darms (Pedoto et al., 2001) und Makrophagen (Baud, Bellocq, Philippe, & Fouqueray,
1997; Bellocq et al., 1998). Andererseits zeigten Yaqoob et.al, dass ein niedriger pH-Wert die
NO-Produktion in proximalen Tubuszellen senkt (Yaqoob et al., 1996). Ahnliche Ergebnisse
wurden auch fiir Tumorzellen erzielt. In Fibrosarkom-Zellen der Maus verminderte eine
Azidose die NO-Produktion und rettete sie damit vor NO-induzierter Apoptose und Nekrose
(Harhaji et al., 2006). Die Studie unserer Arbeitsgruppe war jedoch die erste, die den Einfluss
von Azidose auf die iNOS-Genexpression von Fibroblasten untersuchte. Es ist bereits bekannt,
dass unterschiedliche Stimuli die iNOS-Expression iiber den MAP-Kinasen Signalweg
beeinflussen (G. Zhang, He, Xie, & Yu, 2012). Wie auch fiir TNF a und COX-2 wurde in dieser
Arbeit die Abhingigkeit der Azidose-induzierten iNOS-Expressionssteigerung von ERK1/2 und
p38 beleuchtet. Die basale iNOS-Genexpression bei pH 7,4 zeigte sich jeweils unabhédngig von
ERK1/2 oder von p38 (Abbildung 20). Die gleichzeigte Inhibition beider MAP-Kinasen
verminderte die Expression von iNOS, was dhnlich dem Effekt auf COX-2 auf eine
Stressantwort der Zelle deuten kann. Allerdings blieb auch hier die Expression des
housekeeping Gens 18s unveridndert. Die Azidose-induzierte Expressionssteigerung von iNOS
zeigte dhnliche Abhéngigkeiten von den MAP-Kinasen wie zuvor COX-2 und TNF a. Auch bei
iNOS verlief diese p38-vermittelt und unabhingig von ERK1/2 (Abbildung 21). Die zentrale
Rolle von p38 bei inflammatorischen Prozessen ist bereits gut untersucht. Sie stellt ein
mogliches Angriffsziel fir Medikamente sowohl in der Therapie von Tumor- als auch
chronischen entziindlichen Erkrankungen dar (Saklatvala, 2004). Mdglicherweise wird der
wichtige Einfluss von p38 bei inflammatorischen Prozessen nicht nur von Tumorzellen, sondern
zusitzlich auch von Fibroblasten vermittelt. Die MAP-Kinase p38 stabilisiert die mRNA von
inflammatorischen Proteinen (Clark, Dean, & Saklatvala, 2003; Kracht & Saklatvala, 2002) und

fordert deren Translation (Kumar, Boehm, & Lee, 2003). Dean et.al ermittelten dies im Detail
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bereits fiir COX-2 (Dean, Brook, Clark, & Saklatvala, 1999). Gleichzeitig ist bekannt, dass die
iINOS-Expression p38 vermittelt ist (Feng et al., 1999; Schindler et al., 2007). Daher lésst sich
vermuten, dass p38 auch in Fibroblasten an der Regulation von Transkription und Translation

von iNOS beteiligt ist.

5.2.4  Azidose vermindert die MCP-1-Expression

Das Chemokin MCP-1 wurde als weiterer proinflammatorischer Mediator in dieser Arbeit
untersucht. Dessen basale Genexpression verlief tendenziell ERK1/2-vermittelt (Abbildung 23).
Weitere Versuche unserer Arbeitsgruppe bestitigten diesen Trend (Riemann et al., 2015). Unter
azidotischen Bedingungen (pH 6,6) dnderte sich die MCP-1-Genexpresssion nach einer
Inkubation von 3h und 6h nicht, wobei nach 6h ein Trend zu einer verminderten Expression
(a=0,1, n=7) zu beobachten war. Nach einer ldngerfristigen Azidose von 24h war die
MCP-1-Expression statistisch signifikant vermindert (Abbildung 22). Abermals wurde die
Abhingigkeit der durch Azidose-induzierten Anderung der MCP-1-Expression von den
MAP-Kinasen untersucht. In der vorliegenden Arbeit hatte eine Inhibition von ERK1/2 oder
p38 keinen Einfluss auf die Expressionsédnderung bei pH 6,6 (Abbildung 23). Fortfithrende
Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass eine gleichzeitige Hemmung beider
MAP-Kinasen die MCP-1-Genexpression bei pH 6,6 halbierte (A. Riemann et al., 2015), was
zeigt, dass die Expression von MCP-1 in NRKF-Zellen bei pH 6,6 zumindest teilweise
MAP-Kinasen vermittelt ist. Fiir andere Zelltypen ist die Abhédngigkeit der MCP-1-Expression
von den MAP-Kinasen bereits nachgewiesen (Rovin et al., 1999; Suda et al., 2001). ERK1/2
und p38 werden durch Azidose kurzfristig (3h) verstarkt aktiviert (Abbildung 9, Abbildung 10).
Die MCP-1-Genexpression ist (teilweise) abhingig von der Aktivitdt der MAP-Kinasen, blieb
jedoch nach 3h bei pH 6,6 unverdndert. Dies ldsst auf einen suppressiven Effekt von Azidose
auf die MCP-1-Expression schlieBen. Dieser wird zundchst noch durch die verstirkte Aktivitat
der MAP-Kinasen maskiert, zeigt sich jedoch bereits teilweise nach 6h und v.a. nach 24h unter
azidotischen Bedingungen, da hier die Aktivitdt der MAP-Kinasen wieder abnimmt (Abbildung
9, Abbildung 10) und sich die MCP-1-Genexpression vermindert darstellt (Abbildung 22).
Insgesamt  scheint die  Suppression der MCP-1-Genexpression ein  weiterer
anti-inflammatorischer Langzeiteffekt der Azidose auf die NRKF-Zellen zu sein. MCP-1 ist ein
Chemokin, das als Teil der Immunantwort aufgrund verschiedener Stimuli (z.B. LPS, TNF «)
freigesetzt wird, um weitere Zellen des Immunsystems anzulocken (Deshmane et al., 2009).
Wird es durch einen sauren extrazelluliren pH-Wert vermindert freigesetzt, wandern
moglicherweise weniger Monozyten in das entziindliche Gebiet ein. Fernandez et.al wiesen
diesen Effekt bereits fiir Alveolarmakrophagen nach. Wurden diese einem sauren Milieu
ausgesetzt, sank die LPS-induzierte MCP-1-Produktion der Zellen (Fernandez et al., 2013).

Auch in Mesothelzellen wurde dies bereits beobachtet. Johno et. al. konnten zeigen, dass die
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TNF o-induzierte MCP-1-Produktion in Mesothelzellen, die azidotischem Stress ausgesetzt
waren, vermindert war (Johno et al., 2012). Die Studie unserer Arbeitsgruppe wies jedoch als
Erste den alleinigen suppressiven Effekt von Azidose auf die MCP-1-Expression in Fibroblasten

nach.

5.2.5  Azidose vermindert die Expression von Osteopontin

AbschlieBend wurde in der vorliegenden Arbeit die Azidose-induzierte Expression von
Osteopontin untersucht. Dieses Glykoprotein ist als Zytokin an der Zell-vermittelten
Immunantwort beteiligt (Lund et al.,, 2009) und wird von Zellen des Immunsystems
(Makrophagen, Leukozyten) in den Extrazellulirraum von entziindlichem Gewebe sezerniert
(Rodrigues et al., 2007). Die Inkubation der NRKF-Zellen im sauren Milieu hatte auf die
Osteopontin-Expression dhnliche Effekte wie auf die Expression von MCP-1. Nach 3h und 6h
zeigte sie sich unverdndert, nach 24h vermindert (Abbildung 25). Die Expression von
Osteopontin zeigte sich sowohl unter physiologischen, als auch unter azidotischen Bedingungen
unabhéngig von den MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 (Abbildung 26, Abbildung 27). Allerdings
konnten Zhu et al. zeigen, dass in Tumorzellen Osteopontin Hypoxie-induziert vermehrt
exprimiert wird. Dieser Effekt verlduft iiber den ras-Akt-Signalweg (Zhu et al., 2005), sodass es
fiir zukiinftige Arbeiten von Interesse widre, ob die durch Azidose verminderte
Osteopontinexpression moglicherweise ebenfalls durch diesen Signalweg vermittelt wird. Die
Plasmakonzentration von Osteopontin ist bei diversen chronisch-entziindlichen Erkrankungen
wie z.B. Morbus Crohn, aber auch Krebs (El-Tanani et al., 2006) erhoht. Eine langerfristige
Azidose scheint durch eine Verminderung der Osteopontin-Expression in Fibroblasten einen

anti-inflammatorischen Effekt zu vermitteln.

5.3 Azidose und CREB

Da sich einige der untersuchten proinflammatorischen Mediatoren unabhingig von den
MAP-Kinasen zeigten, wurde in dieser Arbeit noch ein weiterer Signalweg beleuchtet. CREB
bildet als Transkriptionsfaktor das Ziel verschiedener Signalwege, spielt eine wichtige Rolle bei
zentralen Zellfunktionen wie Proliferation, Wachstum und Uberleben (Sakamoto & Frank,
2009), wird in einigen Tumoren iiberexprimiert (Xiao et al., 2010) und gilt als Protoonkogen
(Sakamoto & Frank, 2009). Extra-und intrazelluldre Signale fithren iiber verschiedene
Signalwege zur Aktivierung von CREB, u.a. einige Zytokine (Johannessen et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von extrazellulérer Azidose auf die Aktivitit von CREB
in Fibroblasten untersucht. Ein saures Milieu (pH 6,6) verstirkte kurzfristig (3h und 6h
Inkubation) die Aktivitdt von CREB. Eine lingerfristige Azidose (24h Inkubation) hatte keinen
Einfluss auf die CREB-Phosphorylierung (Abbildung 28). Dies wurde von Nakamura et. al

bereits fir Perizyten (kontraktile Zellen des Bindegewebes) nachgewiesen (Nakamura et al.,
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2012). In Fibroblasten konnte dieser Effekt via MAP-Kinasen vermittelt werden, denn diese
sind als Stimulatoren von CREB bereits bekannt (Johannessen et al., 2004) und wie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, ist deren Aktivitit durch eine kurzfristige Azidose ebenfalls erhoht
(Abbildung 9, Abbildung 10). Diese Aussage ist jedoch rein spekulativer Natur und muss durch
weiterfilhrende Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen MAP-Kinasen und CREB bei
Azidose  untersuchen,  verifiziert = werden. Inwieweit die  Azidose-induzierten
Expressionsdnderungen der untersuchten Zytokine CREB-vermittelt sind, wére ebenfalls von

Interesse und ein moglicher Ansatzpunkt weiterer Arbeiten.
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6 Zusammenfassung

Metabolische Azidose ist ein wichtiger Bestandteil des Tumormikromilieus, welchem sowohl
Tumor-, als auch Tumor-assoziierte Zellen ausgesetzt sind. Sie kann in unterschiedlichen
Zelltypen verschiedene pathophysiologische Reaktionen hervorrufen (Dietl et al., 2010; Jancic
et al., 2012; Rajamaéki et al., 2013). Krebs-assoziierte Fibroblasten spielen eine wichtige Rolle
bei der Entstehung und Entwicklung von Tumorerkrankungen und fordern ein entziindliches
Milieu, was mit vielen Tumoren vergesellschaftet ist (Balkwill & Mantovani, 2012; Cirri &
Chiarugi, 2012; Juarez et al., 2012; Kalluri & Zeisberg, 2006). Sie produzieren Mediatoren und
Signalstoffe (u.a. Zytokine), die in Tumorzellen Wachstum und Proliferation auslésen kénnen
(Cirri & Chiarugi, 2012). In dieser Arbeit wurde der Einfluss der metabolischen Azidose auf
Fibroblasten untersucht. Sie aktiviert kurzfristig (3h Inkubation) die MAP-Kinasen ERK1/2 und
p38, Signalmolekiile die auch durch Hypoxie (ebenfalls ein charakteristisches Merkmal des
Tumormikromilieus) in Fibroblasten aktiviert werden (Cuenda & Rousseau, 2007). Insgesamt
scheint eine kurzfristige Azidose die Entstehung eines entziindlichen Milieus zu begiinstigen, da
sie die Genexpression der proinflammatorischen Mediatoren TNF o, COX-2 und iNOS in den
Fibroblasten verstérkt. Die gesteigerte TNF a, COX-2-und iNOS-Genexpression verlief dabei
p38-vermittelt. Ein ldnger andauerndes azidotisches Milieu (24h) hat moglicherweise einen
anti-inflammatorischen Effekt auf die Fibroblasten, da entweder keine Steigerung (iNOS) oder
sogar eine Verminderung (TNF o, COX-2, MCP-1, Osteopontin) der Expression von
proinflammatorischen Mediatoren zu beobachten war. Die untersuchten Mediatoren MCP-1 und
Osteopontin zeigten sich von beiden MAP-Kinasen unabhéngig. Signalwege, die an der
Regulation der Azidose-induzierten Expressionsidnderung dieser Mediatoren beteiligt sind,
sowie mogliche Ziele des durch Azidose verstirkt aktivierten ERK1/2 sind fiir fortfiihrende
Untersuchungen von Interesse. Der Transkriptionsfaktor CREB wird in Fibroblasten durch
Azidose ebenfalls verstérkt aktiviert, inwieweit dies jedoch MAP-Kinasen-vermittelt verlauft
und ob CREB ein Teil der Signalkaskade ist, die zur Azidose-induzierten
Genexpressionsidnderung der genannten Proteine fiihrt, ist ein moglicher Ansatzpunkt weiterer
Forschungen. In Abbildung 30 sind die Einfliisse von Azidose auf NRKF-Zellen modellhaft
dargestellt. Durch die metabolische Azidose kreieren die Tumor-assoziierten Fibroblasten ein
parainflammatorisches Milieu, das Einfluss auf den Verlauf und die Entwicklung von
Tumorerkrankungen nehmen konnte. Bei der Entwicklung von neuen und verbesserten
Therapiemethoden ist es daher von entscheidender Bedeutung, eine Tumorzelle nicht nur als
Akkumulation genetischer Veranderungen zu betrachten, sondern sie im Kontext mit ihren

umgebenden Geweben und (patho)physiologischen Bedingungen zu sehen.
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Abbildung 30 Modell fiir den Einfluss von metabolischer Azidose auf NRKF-Zellen; 1. Azidose induziert
die Phosphorylierung (und damit Aktivierung) der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 und des
Transkriptionsfaktors CREB; 2. Azidose induziert kurzfristig die Transkription (Genexpression) von
TNF o, COX-2 und iNOS, wobei COX-2 und iNOS p38-vermittelt sind; 3. Azidose vermindert langfristig
die Transkription von Osteopontin, MCP-1, TNF o und COX-2
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8 Thesen

1. Metabolische Azidose aktiviert die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 in
Fibroblasten.

2. Metabolische Azidose verstirkt kurzfristig die Genexpression von TNF a,

COX-2 und iNOS in Fibroblasten.

3. Metabolische Azidose induziert die Proteinexpression von COX-2 in

Fibroblasten.

4. Metabolische Azidose vermindert langfristig die Genexpression von

Osteopontin, MCP-1, TNF o und COX-2.

5. Die basale Genexpression bei physiologischem pH-Wert von TNF o ist
abhéngig von der MAP-Kinase ERK1/2.

6. Die Azidose-induzierte Anderung der Genexpression von COX-2 und iNOS ist
abhingig von der MAP-Kinase p38.

7. Die Genexpression von Osteopontin und MCP-1 ist unter physiologischen und

azidotischen Bedingungen unabhingig von ERK1/2 oder p38.

8. Metabolische Azidose aktiviert den Transkriptionsfaktor CREB in Fibroblasten.
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