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EINLEITUNG

Das wissenschaftliche Interesse der Abteilung gilt der Beeinflus-
sung von zellphysiologischen Funktionen durch Sauerstoff. Der
Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor-1a (HIF-1a) ist
der Master-Regulator fiir die sauerstoffabhdngige Genexpression.
Unternormoxischen Bedingungen ist HIF-1a nicht nachweisbar, da
es sehr schnell ubiquitiniert und im Proteasom proteolytisch abge-
baut wird. Dieser Vorgang wird iiber einen von-Hippel-Lindau Tu-
morsuppressor (pVHL)-vermittelten Prozess gesteuert. pVHL bindet
dabei HIF-1a und koppelt es so an einen gréf3eren Proteinkomplex,
der schlieBlich zur kovalenten Verkniipfung von Polyubiquitin mit
HIF-1« fiihrt. Unter hypoxischen Bedingungen wird die polyubiqui-
tinierunginhibiertund HIF-1« stabilisiert. Danach wird HIF-1« post-
translationell modifiziert, transloziertin den Kern, heterodimerisiert
mit ARNT, bindet DNA an spezifischen Stellen, rekrutiert Ko-Faktoren
und aktiviert schliefilich die Expression von sauerstoffabhdngigen
Genen. Zu diesen Genen gehoren u.a. der Vaskuldre Endotheliale
Wachstumsfaktor (Angiogenese), der Glukosetransporter-1 und gly-
kolytische Enzyme (metabolische Adaptation) sowie Erythropoietin
und Transferrin (Erythropoiese und Eisenstoffwechsel). Kiirzlich
wurden HIF-1a Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD) entdeckt, die unter
Verbrauch von Sauerstoff die Proline 402 und 564 von HIF-1a hy-
droxylieren. Diese Hydroxylierung ist fiir die Bindung von pVHL ab-
solut notwendig; d.h. unter hypoxischen Bedingungen wird HIF-1«
nicht hydroxyliert, pVHL kann nicht binden, und HIF-1a wird somit
stabilisiert. Mittlerweile wurden insgesamt drei HIF-1a modifizieren-
de PHDs identifiziert (PHD1, 2 und 3). Die Regulation von HIF-1a ist
bedeutsam in physiologischen (z.B. Angiogenese/Vaskulogenese,
Héhenanpassung) aber auch pathologischen (z.B. kardiale Hyper-
trophie, ischamische Erkrankungen, Wachstum und Metastasierung
von Tumoren, Wundheilung) Situationen mit reduziertem Sauer-
stoffpartialdruck. Eine gezielte Beeinflussung der HIF-1a Stabili-
tat und Aktivitat konnte daher die Anpassungsfahigkeit gegeniiber
Gewebehypoxie (z.B. im Rahmen von Therapien des Herzinfarktes
oder des Schlaganfalles) verbessern. Umgekehrt kénnte eine ge-
zielte Destabilisierung von HIF-1a zur anti-Angiogenese (z.B. im
Rahmen von Tumortherapien) genutzt werden.

PREFACE

The general research focus of the Department is to discover the
influence of hypoxia on cell physiology. The hypoxia-inducible
factor-1a (HIF-1a) is the master regulator for oxygen-dependent
gene expression. Since HIF-1a is rapidly ubiquitinated and degra-
dated via the proteasome in normoxia, the protein is almost not
detectable under this condition. The degradation is triggered by
the von Hippel-Lindau (pVHL) protein. pVHL is binding HIF-1a and
couplesthe protein to an ubiquitin complex, which finally results in
the polyubiquitination of HIF-1a. Under hypoxic conditions HIF-1a
is stabilized since the ubiquitination is inhibited. After stabilization,
HIF-1ais posttranslationally modified, accumulatesin the nucleus,
heterodimerizes with ARNT, binds to specific DNA sequences, re-
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cruits co-factors and finally activates the expression of oxygen-de-
pendent genes. Among those are VEGF (angiogenesis), Glut-1 and
glycolytic enzymes (metabolic adaptation) as well as erythropoietin
and transferrin (erythropoiesis and iron metabolism). Recently, HIF-
1a modifying Prolyl-4-Hydroxylases have been identified, which
hydroxylate proline 402 and 564 of HIF-1a under consumption of
oxygen. The hydroxylation is strictly required forthe binding of pVHL.
Since under hypoxic conditions HIF-1« is not hydroxylated, pVHL
can not bind, which results in HIF-1« stabilization. In total, three
HIF-1a modifying PHDs have been identified (PHD1, 2 and 3). The
regulation of HIF-1ais involved in physiological (for example angio-
genesis/vasculogenesis) butalso in pathophysiological conditions
(forexample cardiac hypertrophy, ischemic diseases, tumor growth
and metastasis, wound healing). Targeting HIF-1« stability or HIF-1
activity could therefore be of use for challenging the adaptation of
cells towards hypoxia.

1.
Mechanismen des Sauerstoffsensing

Die Prolyl-4-hydroxylasen (PHD) 1-3 wurden identifiziert aufgrund
ihrer gemeinsamen Fahigkeit, HIF-1a zu hydroxylieren und damit
die Hypoxie-regulierte Genexpression zu beeinflussen. Durch die
Etablierung und Charakterisierung von genetisch veranderten
Mausmodellen zeichnen sich allerdings deutliche Unterschiede
in den physiologischen PHD Isoform-spezifischen Funktionen ab.
PHD-Isoform spezifische Eigenschaften betreffen Funktionen wie
Angiogenese, Erythropoiese /Sauerstofftransport, das kardiovas-
kuldre System, Metabolismus und Gewebehomdostase. In Hefe-2
Hybrid-Analysen haben wir PHD-Isoform-spezifische Proteininter-
aktionspartneridentifiziert. Zusatzlich haben wir stabil transfizierte
PHD knockdown Zellmodelle erstellt und hinsichtlich PHD Isoform-
spezifischer Pathways untersucht. Kenntnisse tiber die PHD Isoform-
spezifischen Funktionen sind wichtig flir die Entwicklung von PHD
Inhibitoren, die derzeit in praklinischen und klinischen Studien
hinsichtlich ihrer Effektivitat zur Behandlung von Andamien oder
zur Gewebeprotektion getestet werden.

1.
Mechanism of oxygen sensing

The prolyl-4-hydroxylase domain (PHD) 1-3 enzymes have been
identified based on their ability to regulate the stability of hypox-
ia-inducible factor (HIF) « subunits and thus to modify hypoxia-
inducible gene expression. Transgenic mouse models provided in-
sights into the isoform-specific functions of these oxygen sensors
with physiological implications for angiogenesis, erythropoiesis/
oxygen transport, cardiovascular function, metabolism and tissue
homeostasis. Inyeasttwo hybrid screens we furtheridentified PHD
isoform-specific protein interaction partners of the PHDs. This will
help to identify PHD-isoform specific functions. In addition, we
developed stable transfected PHD knock down cell lines, which



were screened for PHD isoform-specific pathways. This knowledge
is important for the ongoing development of small molecule PHD
inhibitors that are currently tested in preclinical and clinical trials
for the treatment of anemia and for cytoprotection.
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2.
Bedeutung der hypoxischen Genexpression fir die
kardiale Anpassung an mechanische Last

Eine intakte Sauerstoffhomoostase im Herzen ist entscheidend
wdhrend der Herzentwicklung aber auch fiir die Adaptation des
adulten Myokards an eine eingeschrankte Sauerstoffversorgung.
Die Geometrie der Herz-Ventrikel bestimmt unteranderem den myo-
kardialen Sauerstoffverbrauch, der proportional zur Wandspan-
nungist. Diese ist als Folge einer erh6hten mechanischen Last des
Herzens gesteigert. Die Bedeutung von HIF-1a fiir die Anpassung
an kardiale Ischdmie ist beschrieben. Das Wissen iiber die Bedeu-
tung von HIF-1a fiir die Anpassung an mechanische Last dagegen
ist limitiert. Daher wurden HIF-1a”* und HIF-1a” Méuse unter-
sucht hinsichtlich der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
und der kardialen Funktion nach einer transversalen Aortenkon-
striktion. Wir konnten zeigen, dass HIF-1a an der Erhaltung der
kardialen Funktion nach chronischer Druckbelastung beteiligt ist.
Dieser Effekt betrifft vor allem die HIF-abh&dngige Modulation der
kardialen Kontraktilitat, wahrend die kardiale Hypertrophie durch
das partielle Defizit an HIF-1a nicht beeinflusst wurde. Aufbauend
auf diese Untersuchungen haben wir Herz-spezifische PHD (Prolyl-
4-Hydroxylase-domain = ,zelluldre Sauerstoffsensoren) knock out
und PHD transgene Miuse hergestellt. Uber Inhibition der PHD Akti-
vitdtldsst sich die HIFa Stabilitdt beeinflussen. Daher sollen die neu
etablierten Mausmodelle genutzt werden, um zu ermitteln, ob PHDs
therapeutisch sinnvolle Zielmolekiile sind zur Beeinflussung der
HIF-abhdngigen Adaptation des Herzens an mechanische Last.
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2.
Impact of hypoxia-inducible gene expression on
cardiac adaptation to mechanical load

An intact oxygen homeostasis in the heart is important for cardiac
development but also for adaptation of the adult myocard to a de-
crease in the oxygen supply. The ventricular geometry of the heart
isamajordeterminant for myocardial oxygen consumption. Accord-
ingly, myocardial oxygen consumption is proportional to ventricu-
lar wall tension, which is increased as a consequence of pressure
overload. Although the role of HIF-1a forthe cellularadaptationto a
decrease in the oxygen availability is well described, the influence
of HIF-1a forthe development of cardiac hypertrophy that occurs in
response to sustained pressure overload is largely unknown. There-
fore HIF-1a”’* and HIF-1a” mice were studied regarding leftventricu-
lar hypertrophy and cardiac function after subjected to transverse
aortic constriction. Our results pointto an involvement of HIF-1« in
the preservation of cardiac function after chronic pressure overload.
This effectis mainly mediated via HIF-dependent modulation of car-
diac contractility whereas cardiac hypertrophy was unaffected by a
partial loss of HIF-1«. Recently, we established PHD heart-specific
knock out and transgenic mice. Inhibition of PHD activity results in
modulation of the HIF-pathway. To this end, the newly generated
mouse models will be used to analyze, if the PHD enzymes are suit-
able therapeutic targets to modulate the HIF-dependent cardiac
adaptation towards mechanical load.
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3.
Einfluss der PHD Sauerstoffsensoren auf
Tumorwachstum und Tumorangiogenese

Solide Tumore zeichnen sich durch eine Unterversorgung mit Sauer-
stoff aus. Im Vergleich zu gesundem Gewebe scheinen sich Tumor-
zellen gegeniiber dieser Sauerstoffmangelsituation (Hypoxie) bes-
seranpassen zu kdnnen. Durch die Hypoxie im Tumorwerden Gene
verstdrkt aktiviert, die das weitere Tumorwachstum sowie die Metas-
tasierung des Tumors fordern kénnen durch das Hineinwachsen von
neuen Gefdfen. Mittlerweile sind die molekularen Abldufe fiir die-
se Vorgdnge recht gut untersucht. Im Mittelpunkt des Geschehens
steht der Transkriptionsfaktor HIF-1. Das HIF-1« Protein wird unter
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hypoxischen Bedingungen stabilisiert und aktiviert, wahrend die
Zufuhr von Sauerstoff diesen Prozess unterbinden kann. Beteiligt
an der Sauerstoff-abhangigen HIF-1« Proteindestabilisierung sind
sogenannte PHDs, die als zelluldre Sauerstoffsensoren angesehen
werden kénnen. Da es bisher im Tumorgewebe nicht gelungen ist,
die Stabilisierung von HIF-1« direkt zu unterbinden, stellenv.a. die
PHD2 und 3 Enzyme attraktive Zielmolekdile dar, um die Anpassung
des Tumors an Hypoxie zu beeinflussen. Zundchst muss allerdings
derEinfluss der PHDs auf das Tumorwachstum bzw. auf das Anspre-
chen von Tumoren auf Chemotherapie besser verstanden werden.
Wenn derTranskriptionsfaktor HIF-1 nicht das einzige von den PHD
Enzymen abzubauende Molekiil ware, konnte eine Manipulation
ihrer Aktivitdt ansonsten ineffektiv sein oder im schlimmsten Fall
sogar ungewollte Folgen haben. Um dies zu untersuchen werden
PHD Wild-Typ und PHD knock down Tumore, die in SCID (Severe
combined immunodeficiency = schwere angeborene Stdrung des
Immunsystems) Mause transplantiert werden, hinsichtlich Tumor-
wachstum und Tumorangiogenese untersucht.

3.
Influence of PHD oxygen sensors on tumor growth
and tumor angiogenesis

Solid tumors often present hypoxic and anoxic areas. In compari-
son to benign tissue, tumor cells adapt better to the hypoxic condi-
tions. Hypoxiainduces several genes, which promote tumor growth
as well as tumor metastasis in part by enhancing angiogenesis. In
the meantime the molecular basis for this adaptation is well un-
derstood. HIF-1 is the major regulator for hypoxia-inducible gene
expression intumortissues. HIFa becomes stabilized and activated
in hypoxia, whereas normoxia prevents this. The cellular oxygen
sensors Prolyl-4-Hydroxylase enzymes (PHD) are involved in the
oxygen-dependent stabilization of HIFa. Thus, PHDs are attractive
target molecules to modulate the adaptation of tumor tissues to-
wards hypoxia. However, the impact of PHDs on tumor growth as
wellastumortherapy needsto be characterized in more detail. This
includes characterization of HIF-independent PHD functions, which
could result in unexpected side effects. To this end we transplant
PHD wild type versus PHD knock down tumor cells in SCID (severe
immunodeficiency) mice and follow the tumor formation and tu-
mor angiogenesis.
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