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1. EINLEITUNG 

1.1 DIE MOLEKULARE SAUERSTOFF-SENSORIK 

1.1.1 DIE BEDEUTUNG VON SAUERSTOFF 

Sauerstoff ist eines der wichtigsten Elemente, um das Leben auf der Erde möglich 

zu machen. Höher entwickelte Lebewesen sind von der Aufnahme von Sauerstoff 

in den Organismus abhängig. Alle Prozesse im aeroben Organismus sind nur mit 

Beteiligung von Sauerstoff möglich, so verarbeitet z.B. das menschliche Gehirn 

mit Hilfe von Sauerstoff Milliarden von Informationen pro Sekunde. Die Zellen 

eines Organismus sind auf Adenosintriphosphat (ATP) als Energielieferant 

angewiesen, das bei dem Ablauf der Atmungskette in den Mitochondrien durch die 

Reduktion von Sauerstoff in großen Mengen gebildet wird.  

Um die Versorgung des gesamten Körpers mit Sauerstoff zu gewährleisten, haben 

höhere Organismen ein komplexes System entwickelt, bei dem eingeatmeter 

Sauerstoff in den Lungen in die Blutgefäße übertritt. Hier bindet der molekulare 

Sauerstoff das Hämoglobin in den roten Blutkörperchen und wird über die 

Blutbahn in den gesamten Körper transportiert. Dies gewährleistet eine optimale 

Versorgung der Organe und Gewebe mit Sauerstoff und daraus resultierender 

Energie.  

Ist das Angebot an Sauerstoff niedriger als der Bedarf der Zellen spricht man von 

Sauerstoffmangel oder Hypoxie. Als Auslöser von Hypoxien kommen Faktoren 

oder Krankheiten in Frage, die die Sauerstoffversorgung beeinträchtigen, wie 

Gefäßverengungen oder –blockierungen durch Thrombose oder Embolien, 

Lungenkrankheiten, Störungen der Sauerstoffverwertung, Anämien sowie 

schnelles Tumorwachstum, Wunden oder Entzündungen. 

Einer Hypoxie wirken verschiedene physiologische Prozesse entgegen. Der 

Blutfluss und die Atemfrequenz werden erhöht, der Stoffwechsel der Zellen wird 

auf anaerobe Energiegewinnung durch gesteigerte Glykolyse umgestellt, die 

Sauerstoffkapazität des Blutes wird durch Initiierung der Erythropoiese erhöht. 

Diese Prozesse tragen dazu bei, die Oxygenierung der hypoxischen Areale 

wiederherzustellen. Geregelt werden diese Prozesse auf transkriptioneller Ebene 

durch Aktivierung von spezifischen Genen.  
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1.1.2 DIE FAMILIE DER HYPOXIE-INDUZIERBAREN FAKTOREN–STRUKTUR UND ZIELGENE 

Die Aufrechterhaltung der Sauerstoff Homöostase bedarf der regulierten 

Aktivierung Hypoxie-abhängiger Gene. Diese Gene stehen unter der Kontrolle von 

speziellen Transkriptionsfaktoren, den Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs). 

Übersteigt der Sauerstoff-Verbrauch das Sauerstoff-Angebot in der Zelle, so wird 

durch HIFs die Transkription einer Bandbreite von Genen induziert. HIFs sind 

heterodimere Transkriptionsfaktoren, die aus einer α- und einer β-Untereinheit 

bestehen. Am besten charakterisiert ist das Heterodimer aus HIF-1α und HIF-1β, 

bei dem HIF-1α den Sauerstoff-sensitiven Teil des Komplexes bildet. Trotz 

konstitutiver Expression wird HIF-1α unter physiologischen Sauerstoff-

Konzentrationen direkt abgebaut, während HIF-1β (auch: Aryl Hydrocarbon 

Receptor Nuclear Translocator (ARNT)) beständig in der Zelle vorkommt.  

Entdeckt wurde der Faktor HIF-1α als Regulator des Hormons Erythropoietin 

(EPO). Schon im 19. Jahrhundert konnte ein Zusammenhang von Höhen-

aufenthalt und der damit verbundenen ansteigenden Anzahl von roten 

Blutkörperchen festgestellt werden [Viault, 1890]. 1992 konnte dann HIF-1 als der 

Transkriptionsfaktor ermittelt werden, der unter Hypoxie aktiviert wird und die 

Transkription des EPO-Gens regelt [Semenza und Wang, 1992]. Neben HIF-1α 

existieren beim Menschen und bei der Maus zwei weitere Isoformen der α-

Untereinheit. 1997 wurde das als HIF-2α bezeichnete EPAS1 als Hypoxie-

induzierbarer Transkriptionsfaktor entdeckt [Ema et al., 1997]. Es zeigt im 

Gegensatz zu HIF-1α ein begrenztes Expressionsmuster aber ähnliche 

funktionelle Charakteristiken [Wiesener et al., 1998]. Des Weiteren existiert HIF-3α 

[Gu et al., 1998], sowie weitere Splicevarianten. Eine verkürzte Splicevariante des 

HIF-3α, die als IPAS bezeichnet wird, ist als Gegenspieler der hypoxischen 

Antwort bekannt. Durch Dimerisierung mit HIF-1β zu einem Komplex, der nicht 

transkriptionell aktiv ist, ist der dominant negative Effekt des IPAS zu erklären 

[Makino et al., 2001; Maynard et al., 2007]. Die Mitglieder der HIF-Familie gehören 

zu der Gruppe der „basic Helix-Loop-Helix PER-ARNT-SIM“ (bHLH PAS) 

Transkriptionsfaktoren [Kewley et al., 2004]. HIF-2α und HIF-1α stimmen zu 48% 

überein, jedoch zeigt sich eine weit höhere Homologie aller α-Untereinheiten in 

den funktionellen Regionen (siehe Abb.1)  
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Abb.1: Domänenstruktur der Hypoxie-induzierbaren Fa ktoren.  

 

 

Im N-terminalen Bereich liegt die bHLH Domäne, die verantwortlich für die 

Bindung an die DNA ist. Zwei PAS-Domänen (PAS A und PAS B) dienen der 

Dimerisierung der Untereinheiten und der Bindung an andere Proteine, wie der 

Bindung des Chaperons HSP90 [Katschinski et al., 2004]. Auf die PAS-Domänen 

folgt die Sauerstoff-abhängige Degradierungsdomäne („oxygen dependent 

degradation domain“; ODDD). Posttranslationale Modifikationen in diesem Bereich 

der Proteine beeinflussen die Stabilität und die Abbaurate des Proteins. Während 

HIF-1α und HIF-2α eine N-terminale und eine C-terminale Transaktivierungs-

domäne (NAD; CAD) besitzen, findet man in HIF-3α nur die NAD. Die NAD 

überlappt mit der ODD-Domäne, die CAD ist im C-Terminus des Proteins zu 

finden. Beide Domänen sind essentiell für die Rekrutierung der transkriptionellen 

Co-Faktoren CBP (CREB Bindung Protein) und p300, durch die eine Aktivierung 

des Transkriptionskomplexes initiiert wird [Übersicht in: Semenza et al., 1997; 

Fandrey, 2007; Lisy und Peet, 2008]. Zusätzlich findet man in allen drei HIF-α 

Isoformen ein Kernlokalisationssignal („nuclear localization signal“; NLS) im  

C-terminalen Bereich [Luo und Shibuya, 2001], sowie eine zweite putative NLS im 

N-terminalen Bereich von HIF-1α [Kallio et al., 1998]. Es konnte gezeigt werden, 

dass HIF1α und HIF-2α über die Bindung der C-terminalen NLS durch Importin α 

und Importin β in den Kern transportiert werden [Depping et al., 2008]. 
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Nach Translokation in den Zellkern und Dimerisierung der α-Untereinheit mit  

HIF-1β bindet HIF an Hypoxie-responsive Elemente (HRE), die in Promoter oder 

Enhancer Regionen der Zielgene vorkommen, um deren Transkription zu 

aktivieren. HREs sind hoch konservierte Sequenzen ((A/G)CGTG). Entdeckt 

wurden diese Sequenzen zunächst in der Enhancer Region des EPO-Gens. Sie 

sind bei allen HIF-Zielgenen zu finden [Kvietikova et al., 1995; Kvietikova et al., 

1997; Wenger et al., 1998]. 

Die Hypoxie-abhängigen Zielgene lassen sich im Wesentlichen in zwei Gruppen 

einteilen. Zum einen gibt es Gene, die den Transport von Sauerstoff in das 

hypoxische Gewebe verbessern, zum anderen Gene, die den anaeroben 

Stoffwechsel der Zelle steigern. Zur ersten Gruppe gehören neben dem EPO auch 

Faktoren des Eisenstoffwechsels wie das Transferrin und der Transferrin-Rezeptor, 

Faktoren der Gefäßneubildung (Angiogenese), wie VEGF (vaskulärer 

endothelialer Wachstumsfaktor) und der VEGF-Rezeptor oder Faktoren wie iNOS, 

die den Gefäßtonus regulieren [Übersicht in: Semenza, 2003]. Zur zweiten Gruppe 

von Zielgenen gehören die membranständigen Glukosetransporter GLUT-1 und 

GLUT-3, sowie die Mehrzahl der glykolytischen Enzyme [Ebert et al., 1996]. 

 

1.1.3 DIE REGULATION DER HYPOXIE-INDUZIERBAREN FAKTOREN  

Bei der Regulation Hypoxie-abhängiger Gene werden die α-Untereinheiten der 

HIF-Isoformen abhängig vom Sauerstoffvorkommen in ihrer Stabilität und Aktivität 

durch posttranslationale Modifikationen beeinflusst. Während HIF-1β konstitutiv in 

der Zelle exprimiert wird und seine Konzentration von Schwankungen der 

Sauerstoff-Konzentration nicht beeinflusst wird [Huang et al., 1996], ist die 

Stabilität der α-Untereinheit durch Prolyl-4-Hydroxylasen, den PHDs („prolyl 

hydroxylase domain containing proteins“), reguliert. PHDs sind Enzyme, die die  

α-Untereinheiten an konservierten Prolinen innerhalb der ODD-Domäne 

hydroxylieren. HIF-1α wird an Prolin P402 und P564, HIF-2α an P405 und P531, 

HIF-3α nur an einem Prolin, dem P490, hydroxyliert (siehe Abb.1) [Jaakkola et al., 

2001; Ivan et al., 2001; Bruick und McKnight, 2001]. Generell hydroxylieren alle 

PHDs vorzugsweise das jeweils C-terminale Prolin, während das N-terminale mit 

geringerer Häufigkeit bzw. bei HIF-3α überhaupt nicht hydroxyliert wird [Epstein et 

al., 2001; Huang et al., 2002; Chan et al., 2005]. Hydroxyliertes HIF-α wird von 

dem von Hippel-Lindau-Protein (pVHL) gebunden, einem Teil eines E3 Ubiquitin-
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Ligase Komplexes. HIF-α wird poly-ubiquitinyliert und damit zum Abbau über das 

26S Proteasom markiert [Maxwell et al., 1999]. Drei PHDs (PHD1-3) konnten als 

hydroxylierende Enzyme identifiziert werden [Epstein et al., 2001]. Mittels 

Sequenzanalysen konnte eine weitere Hydroxylase gefunden werden (PH-4), 

deren Rolle als HIF-Prolylhydroxylase jedoch nicht geklärt ist [Oehme et al., 2002]. 

PHD1-3 gehören zur Familie der Eisen(II) und 2-Oxoglutarat (2-OG) abhängigen 

Dioxygenasen. Dioxygenasen metabolisieren molekularen Sauerstoff, von dem 

beide Atome in die Produkte der katalysierten Reaktion eingebaut werden. Die 

Hydroxylierung von HIF-α ist demnach abhängig von Sauerstoff, wobei ein Atom 

des Sauerstoffmoleküls in die Hydroxyl-Gruppe am Prolin eingebaut wird, das 

andere Atom für die Reaktion von 2-OG zu Succinat gebraucht wird. In 

Zellkulturen können alle drei Isoformen HIF-α hydroxylieren, wobei PHD2 der 

wichtigste Sauerstoff-Sensor für HIF-1α zu sein scheint. Eine Minderung der 

PHD2-Konzentration durch RNA–Interferenz führt in der Zellkultur zu einer 

Akkumulierung von HIF-1α [Wu et al., 2008]. Es konnte jedoch gezeigt werden, 

dass PHD1 und PHD3 bei Langzeit- oder chronischer Hypoxie zum Abbau von 

HIF beitragen [Ginouvès et al., 2008]. Die PHDs zeigen unterschiedliche Substrat-

Präferenzen. So hat PHD2 eine hohe Affinität zu HIF-1α, während PHD1 und 

PHD3 HIF-2α vorzuziehen scheinen [Appelhoff et al., 2004].  

Die Transkription von PHD2 und PHD3 ist wiederum durch Hypoxie und der damit 

verbundenen Transkriptionsaktivierung durch HIF-1 geregelt [Marxsen et al., 2004]. 

Da erhöhte Konzentrationen der PHDs eine verringerte Konzentration an 

Sauerstoff teilweise kompensieren können [Stiehl et al., 2006], ist eine 

Überexpression der PHDs Teil einer auto-regulatorischen Schleife, die das HIF-

System reguliert. 

Eine weitere Dioxygenase, das FIH1 (factor inhibiting HIF 1), reguliert die 

transkriptionelle Aktivität des HIF-Dimers aus HIF-1α oder HIF-2α mit HIF-1β 

[Lando et al., 2002b]. FIH1 katalysiert die Hydroxylierung eines konservierten 

Asparagins in der C-terminalen Transaktivierungsdomäne (N851 bei HIF-2α und 

N803 bei HIF-1α; siehe Abb.1). Über die CAD wird die Rekrutierung der 

Transkriptions-initialisierenden Faktoren p300 und CBP vermittelt. Durch die 

Hydroxylierung wird die Rekrutierung verhindert und somit die Aktivität von HIF 

stark abgeschwächt. Hypoxie verringert die Aktivität von FIH1 und aktiviert somit 

die Transkription der HIF-Zielgene [Lando et al., 2002a]. Die Regulation der 
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Stabilität und Aktivität durch PHD1, PHD2, PHD3 und FIH1 ist in Abbildung 2 

zusammengefasst. 

 

 
Abb.2: Regulation der Stabilität und Aktivität von HIF-α durch PHDs und FIH1. HIF-α 
wird in Gegenwart von Sauerstoff von den PHDs im Bereich der ODD-Domäne 
hydroxyliert, wodurch ein pVHL vermittelter Abbau im Proteasom gefördert wird. 
Zusätzlich wird die Aktivierung von HIF-α durch Hydroxylierung eines Asparagins in der 
CAD durch FIH unterbunden. Bei Sauerstoffmangel finden die Hydroxylierungen nicht statt, 
so dass HIF-α stabilisiert wird und die Transkription der Zielgene aktivieren kann. 
 

 

1.1.4 BEDEUTUNG UND LOKALISATION VON PHDS 

Die wichtige physiologische Bedeutung der PHDs für die Entwicklung und die 

Gesundheit konnte in verschiedenen Studien mit Knock-out Mäusen gezeigt 

werden, in denen das Gen je eines PHDs ausgeschaltet wurde. Das Ausschalten 

von PHD2 führt bei Mäusen schon während der Embryogenese zum Tod. Grund 

dafür sind Defekte in der Plazenta [Takeda et al., 2006]. Über einen konditionalen 

Knock-out in ausgewachsenen Tieren zeigte sich die Bedeutung von PHD2 in 

Bezug auf die Angiogenese und die Bildung roter Blutkörperchen. Mäuse, denen 

PHD2 fehlt, zeigen eine Neigung zu gesteigerter Erythropoiese und Gefäßbildung 

[Takeda et al., 2007] und sterben zudem vor Erreichen der Geschlechtsreife an 
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Blutstau und Kardiomyopathie [Minamishima et al., 2008]. Knock-outs von PHD1 

oder PHD3 zeigen zunächst keinen veränderten Phänotyp, es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass der Verlust von PHD1 zu einer Senkung des Sauerstoff-

Verbrauchs im Skelettmuskel führt, was durch eine Steigerung der anaeroben 

ATP-Gewinnung ausgelöst wird [Aragonés et al., 2008]. PHD3 scheint eine Rolle 

in der sympathoadrenalen Entwicklung zu übernehmen, was sich u.a. durch eine 

Hypotonie in Knock-out Tieren zeigt [Bishop et al., 2008]. Ein doppelter Knock-out 

von PHD1 verbunden mit PHD3 macht deutlich, dass auch diese Hydroxylasen 

eine Rolle bei der EPO-Bildung übernehmen. Tiere mit dem Genotyp  

PHD1(-/-) / PHD3(-/-) zeigen eine gesteigerte Erythropoiese durch Aktivierung der 

renalen EPO-Bildung [Takeda et al., 2008]. 

Die Verteilung der PHDs in der Zelle variiert zwischen den Isoformen. Erste 

Untersuchungen zur Lokalisation der PHDs wurden mit Fusionsproteinen in 

Zellkultur durchgeführt. Versuche mit flag-Fusionsproteinen in Nierenzellen von 

Primaten zeigten eine Lokalisation von PHD1 vorwiegend im Zellkern und von 

PHD2 und PHD3 vorwiegend im Zytoplasma [Huang et al., 2002]. Versuche mit 

GFP-Fusionsproteinen bestätigten diese Ergebnisse weitestgehend. In 

menschlichen Osteosarkom-Zellen konnte PHD1 ebenfalls als kernlokalisiertes 

Protein charakterisiert werden, PHD2 wurde fast ausschließlich im Zytoplasma 

gefunden und im Gegensatz zu der vorherigen Studie trat für PHD3 eine 

Gleichverteilung zwischen Kern und Zytoplasma auf [Metzen et al., 2003]. Mit der 

Entwicklung neuer Antikörper wurde es mit der Zeit möglich, auch endogene 

PHDs nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass das Lokalisationsmuster 

der PHDs variiert und vom Gewebetyp abhängig ist. Alle drei PHDs zeigten sich in 

Epithel-Zellen, Bindegewebszellen oder Leukozyten hauptsächlich 

zytoplasmatisch und das in Zellkultur zytoplasmatische PHD2 zeigt sich in den 

Leydig-Zellen des Hodengewebes ausgeglichen zwischen Zytoplasma und Kern 

[Soilleux et al., 2005]. Besonders in Tumoren und Karzinomen variiert die 

Verteilung der PHDs. Es wurde gezeigt, dass mit steigender Malignität eines Kopf-

und Hals-Plattenepithel-Karzinoms steigende Konzentrationen von PHD2 im 

Zellkern gefunden werden können [Jokilehto et al., 2006]. In Lungentumoren 

wurden die PHDs vorwiegend im Zytoplasma detektiert, wobei ein Großteil der 

Patienten eine Überexpression der PHDs und HIF zeigten [Giatromanolaki et al., 

2008]. In endokrinen Bauchspeicheldrüsenkarzinomen wurden alle PHDs 
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überexprimiert und sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern gefunden. Ein 

starkes nukleäres Vorkommen aller PHDs geht dabei einher mit schlechten 

Prognosen und Metastasenbildung [Couvelard et al., 2008]. 

Kürzlich konnte auch in Zellkultur endogenes PHD2 detektiert werden, dessen 

Lokalisation sich unter physiologischen Sauerstoff-Konzentrationen von der 

Lokalisation der PHD2-Fusionsproteine unterscheidet. Es konnte gezeigt werden, 

dass PHD2 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma endogen vorkommt und dass 

das nukleäre PHD2 das hauptsächlich aktive PHD2 ist [Berchner-Pfannschmidt et 

al., 2008]. 

Die Lokalisation der PHDs scheint in Bezug auf die hypoxische Antwort von Zellen 

und Geweben von entscheidender Bedeutung zu sein. Ein Transportmechanismus  

für die nukleären PHDs ist jedoch bisher nicht bekannt. 

 

1.2 NUCLEOZYTOPLASMATISCHER TRANSPORT VON PROTEINEN 

Ein wichtiges Merkmal von eukaryotischen Zellen ist das Vorhandensein von 

Membran-umschlossenen Zellorganellen. Die wichtigste Funktion hat dabei der 

Zellkern, in dem das Erbgut von dem Rest der Zelle abgetrennt wird. Wichtige 

Prozesse wie DNA-Replikation, Transkription, Splicing von RNA oder der 

Zusammenbau ribosomaler Untereinheiten finden hier statt. Proteine, die an 

diesen Vorgängen beteiligt sind, müssen von ihrem Ort der Synthese im 

Zytoplasma zum Ort ihres Wirkens gelangen. Eine Barriere bei der Translokation 

in den Zellkern stellt die Kernmembran dar. Diese Doppelmembran trennt das 

Nukleoplasma vom Rest der Zelle und ist mit Kernporen durchzogen, die einen 

Stoffaustausch zwischen beiden Kompartimenten gewährleisten. Ebenso wie der 

Import in den Zellkern muss auch der Export von Proteinen über diese Poren 

stattfinden. Die Kernporen sind Proteinkomplexe (NPC, „nuclear pore complex“), 

die aus bis zu 30 Proteinen, den Nukleoporinen, bestehen und eine Größe von ca. 

120MDa erreichen. Von den Nukleoporinen ragen Filamente in das Zytoplasma, 

den Kern und in die gebildete Pore. So entsteht eine netzartige Struktur, die 

hochselektiv ist. Sie lässt Ionen und kleinere Moleküle bis ~40kDa passiv 

diffundieren, größere Proteine müssen aktiv über Transportproteine, so genannte 

Importine oder Exportine transportiert werden [Übersicht in: Lim und Fahrenkrog, 

2006]. 
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1.2.1 KERNIMPORT UND KERNEXPORT 

Als erste Transportproteine wurden die Importine Importin α und Importin β 

identifiziert und ihre Transportfunktion für andere Proteine nachgewiesen [Görlich 

et al., 1994]. Während es nur eine bekannte Isoform von Importin β gibt, existieren 

sechs humane Importin αs (Importin α1 und α3-7). Bis auf Importin α6, das nur im 

Hoden exprimiert wird, werden die Importin αs ubiqitär exprimiert [Köhler et al., 

1997; Hogarth et al., 2006]. Während es Proteine gibt, die über alle Importin αs 

transportiert werden, dienen anderen Proteinen spezifische Importin αs als 

Transportprotein [Köhler et al., 1999]. 

Ein Heterodimer aus Importin α und β bindet das Substrat, wobei Importin α als 

eigentlicher Adapter das Substrat erkennt. Importin β bindet über die C-terminale 

Importin β-Bindedomäne (IBB-Domäne) von Importin α an den Importin α- 

Substrat-Komplex und vermittelt die Bindung an die Kernpore und die nukleäre 

Translokation des Komplexes (siehe Abb.3) [Görlich et al., 1996; Görlich und 

Kutay, 1999]. Eine wichtige Rolle in der Regulation des Kerntransports spielt die 

GTPase Ran. Die GTP-gebundene Form von Ran (RanGTP) ist im Zellkern 

lokalisiert, im Zytoplasma findet sich die hydrolysierte Form (RanGDP). Im 

Zellkern bindet RanGTP das Importin β in den trimeren Transportkomplexen, was 

zu einer Dissoziation des Komplexes führt. Das importierte Substrat wird bei der 

Dissoziation des Komplexes im Kern freigesetzt und die Importine ins Zytoplasma 

recycelt. Der Komplex aus RanGTP und Importin β kann den Zellkern direkt 

verlassen, Importin α wird über die Bindung an das Exportin CAS und an RanGTP 

exportiert. Bei Export Prozessen fördert RanGTP die Bildung von 

Exportkomplexen aus Exportin und Substrat [Übersicht in: Görlich und Kutay, 

1999; Macara, 2001]. 

Als wichtigstes Exportin konnte CRM1 („Chromosome Region Maintenance 1“) 

identifiziert werden [Yoshida und Horinouchi, 1999]. CRM1 bindet das zu 

exportierende Substrat, der Aufbau des Komplexes wird durch die Bindung von 

RanGTP gefördert. Über den RanGTP-Gradienten wird der Export-Komplex aus 

dem Kern transportiert, wo durch Hydrolyse des RanGTP zu RanGDP der 

Komplex dissoziiert und das Substrat im Zytoplasma freigesetzt wird (siehe Abb.3). 

Zur Aufrechterhaltung des RanGTP-Gradienten dienen zytoplasmatisch das Ran-

aktivierende Protein RanGAP1, sowie das Chromatin gebundene RCC1, das den 
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Übergang von RanGDP zu RanGTP katalysiert [Übersicht in: Görlich und Kutay, 

1999; Macara, 2001]. 

Das Proteinspektrum der über den beschriebenen „klassischen“ Import und Export 

transportierten Proteine ist breit gefächert. Ihnen gemein sind jedoch spezifische 

Sequenzen, die für die Bindung an die Importine ausschlaggebend sind, sog. NLS 

(„nuclear localisation signals“) und NESs („nuclear export signals“) [Übersicht in: 

Moroianu, 1998]. NLS sind Abfolgen von basischen Aminosäuren, insbesondere 

Lysinen, die entweder aus einem einzelnen oder einem zweigeteilten Signal 

bestehen (monopartite oder bipartite). Bei der klassischen bipartite NLS sind beide 

Teile durch einen Linker aus 10-15 Aminosäuren verbunden. Das erste Muster 

einer monopartite NLS wurde im großen T-Antigen des Simian Virus 40 (SV40) 

identifiziert. Der Prototyp der bipartite NLS wurde in Nucleoplasmin gefunden 

[Kalderon et al., 1984; Dingwall und Laskey, 1991]. Importin α besitzt zwei 

Bindedomänen, über die eine NLS gebunden werden kann. Gebildet werden diese 

Bindungstaschen durch eine Abfolge von Armadillo- (ARM-) Motiven. Diese Motive 

sind Strukturelemente und bestehen aus ungefähr 40 Aminosäuren. Ihren Namen 

erhielten sie von dem Protein Armadillo der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) 

in dem sie zuerst charakterisiert wurden. Die ARM-Motive sind gestapelt und 

bilden dadurch zwei flache Bindungsstellen, von denen die N-terminale aus 

ARM1-4 und die kleinere C-terminale von ARM5-10 gebildet wird [Conti et al., 

1998; Fontes et al., 2000]. Generell binden monopartite NLS die N-terminale 

Bindungstasche. Bipartite NLS binden beide Taschen, wobei der Hauptteil an die 

C-terminale Bindungstasche bindet [Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a; 

Fontes et al., 2003b]. 

Neben dem klassischen Kernimport über das Importin α/β-System gibt es weitere 

Transport-Systeme, die durch Proteine vermittelt werden, die strukturell dem 

Importin β ähnlich sind. Sie binden ihre Substrate direkt, ohne einen Adapter wie 

Importin α zu benötigen. Sie erkennen NLS, die von den klassischen NLS 

verschieden sind. Bisher sind über 20 solcher Proteine, die auch „β-like 

proteins“ genannt werden, bekannt, die sowohl Kernimport als auch Kernexport 

vermitteln [Palmeri und Malim, 1999; Fried und Kutay, 2003; Harel und Forbes, 

2004].  

Signale für den Kernexport von Proteinen sind im Gegensatz zu NLS kurze 

Leucin-reiche Sequenzen. Diese werden von dem Exportin CRM1, einem  
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„β-like“ Transportfaktor, gebunden und über Komplexbildung mit RanGTP aus 

dem Kern transportiert (siehe Abb.3) [Fornerod et al., 1997; Stade et al., 1997]. 

Die Bindungsstelle für das RanGTP ähnelt der von Importin β und liegt im N-

terminalen Bereich des Proteins, die Bindestelle für NESs liegt im Zentrum des 

Proteins [Ossareh-Nazari und Dargemont, 1999]. Als potente Blocker des CRM1-

vermittelten Kernexports wurden Leptomycin B und Ratjadon A identifiziert. Durch 

Bindung eines Cysteinrestes in der Nähe der Substratbindestelle ändert sich die 

Konformation von CRM1, so dass eine NES-Bindung nicht mehr stattfinden kann 

und somit der Kernexport blockiert ist [Meissner et al., 2004].  

 

 

 
Abb.3: Schematischer Ablauf des Kernimports und Ker nexports.  Dargestellt ist 
der Kernimport über das klassische Importin α/β-System, sowie der CRM1 vermittelte 
Kernexport von Zielproteinen. 
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Viele Proteine werden unabhängig vom Zustand der Zelle ständig in und aus dem 

Kern transportiert. Andere Proteine benötigen einen Stimulus um transportiert zu 

werden. Regulationen des Kerntransports können u.a. über posttranslationale 

Modifikationen wie Phosphorylierungen oder SUMOylierungen, Maskierung bzw. 

Demaskierung von NLS, Eintritt in oder Austritt aus dem Zellzyklus sowie äußere 

Stimulationen durch Zytokine oder Stresssituationen, wie oxidativen Stress, 

erfolgen [Boulikas, 1995; Reich, 2002; Kodiha et al., 2004; Miyamoto et al., 2004; 

Ziegler und Ghosh, 2005]. 

 

1.2.3 BEDEUTUNG FÜR DAS HIF-SYSTEM 

Um ihre Funktion bei der zellulären Antwort auf eine Erniedrigung der 

Sauerstoffkonzentration auszuüben, müssen die Mitglieder der Familie der 

Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren in den Zellkern translozieren, wo sie 

die Expression Hypoxie-abhängiger Gene initialisieren. Bisherige Arbeiten konnten 

zeigen, dass sowohl HIF-1α und HIF-2α als auch HIF-1β über den klassischen 

Importin α/β vermittelten Weg in den Kern transportiert werden. Dabei binden sie 

ubiquitär an alle Importin αs, was einen Kerntransport unabhängig von äußeren 

Einflüssen sicherstellt. Bindestelle für die Importin αs ist eine NLS-Sequenz im C-

terminalen Bereich des Proteins [Depping et al., 2008]. Nicht klar hingegen ist der 

Ort des Sauerstoff-abhängigen Proteinabbaus der HIF-α-Untereinheiten. Eine 

Arbeit von Groulx und Lee legt einen Kernimport gefolgt von einer durch 

Hydroxylierung vermittelter Bindung an kernlokalisiertes pVHL mit CRM1-

abhängigen Kernexport des Komplexes nahe [Groulx und Lee, 2002]. Dieses 

Modell wird durch Studien unterstützt, die CRM1 als Transportprotein für HIF-1α 

zeigen. Zur Stabilität des Proteins trägt eine Phosphorylierung innerhalb einer 

untypischen NES durch MAP-Kinasen bei, die den Kernexport durch CRM1 

verhindern [Mylonis et al., 2006; Mylonis et al., 2008]. Der Einfluss des 

Kerntransports auf die Mitglieder der HIF-Familie ist ein wichtiger Punkt bei der 

Regulation der hypoxischen Antwort der Zelle. Noch unbekannt ist die Bedeutung 

des Kerntransportes für die Mitglieder der HIF-Prolylhydroxylasen. 
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1.3 POSTTRANSLATIONALE MODIFIKATIONEN VON PROTEINEN 

Posttranslationale Modifikationen sind Veränderungen eines Proteins nach der 

Translation an den Ribosomen. Sie haben Einfluss auf die Proteinstruktur und sind 

die wichtigsten Mechanismen in eukaryotischen Zellen um die Funktion, Aktivität 

oder Lokalisation von Proteinen zu regulieren oder zu verändern. Am besten 

untersucht sind Modifikationen, bei denen niedermolekulare Substanzen an 

verschiedene Aminosäureseitenketten des Zielproteins angehängt werden wie 

Phosphorylierungen, Hydroxylierungen, Glykosylierungen, Acetylierungen, 

Methylierungen, Carboxylierungen und anderen, aber auch das Abspalten von 

Signalpeptiden. Solche Veränderungen von Proteinen können direkten Einfluss 

auf die Funktionalität und Lokalisation haben oder die Interaktion mit co-

regulierenden Faktoren beeinflussen. Eine Sonderstellung unter den 

posttranslationalen Modifikationen hat die Verknüpfung von Ubiquitin und seinen 

Verwandten an das Zielprotein, da es sich bei ihnen selber um kleine Proteine 

handelt. Im Verlauf des letzten Jahrzehnts zeigte sich die immense regulatorische 

Bedeutung der Modifikation mit einem Ubiquitin-ähnlichen Protein, dem „Small 

Ubiquitin-like Modifyer“ (SUMO). Dessen Bindung an seine Zielproteine reguliert 

eine große Bandbreite von Prozessen in eukaryotischen Zellen.  

 

1.3.1 MODIFIKATION MIT SUMO 

SUMO-Proteine sind Proteine mit kurzer Geschichte. Erst 1996 wurde 

SUMOylierung entdeckt und zunächst als eine Modifikation des RanGAP1 

charakterisiert, die die Bindung an den NPC vermittelt [Shen et al., 1996; Boddy et 

al., 1996; Matunis et al., 1996; Mahajan et al., 1997].  

Die SUMO-Familie umfasst in Wirbeltieren 4 Mitglieder. SUMO1, SUMO2 und 

SUMO3 werden ubiquitär exprimiert, während das 2004 entdeckte SUMO4 fast 

ausschließlich in der Niere zu finden ist [Kamitani et al., 1998; Bohren et al., 2004]. 

SUMO hat eine Größe von ca. 11kDa, wodurch sich die Größe des Zielproteins 

mit jeder SUMOylierung merklich verändert. Zwar ergibt sich eine geringe 

Übereinstimmung mit Ubiquitin in der Primärsequenz, jedoch konnten 

Strukturanalysen des SUMOs eine für Ubiquitin charakteristische Tertiärstruktur 

aus β-Faltblättern, die über α-Helices verknüpft sind (ββαββαβ), zeigen [Bayer et 

al., 1998]. SUMO1 und SUMO4 sind zu ca. 90% identisch. SUMO2 und SUMO3 

weisen eine 97%ige Homologie auf und sind nur zu ca. 50% identisch mit SUMO1 
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und SUMO4, woraus sich zwei Untergruppen der SUMO-Familie ergeben [Saitoh 

und Hinchey, 2000; Bohren et al., 2004]. 

Der Mechanismus der Konjugation von SUMO an die Zielproteine ähnelt im Ablauf 

der Konjugation von Ubiquitin. Er läuft prinzipiell in einer dreistufigen Kaskade ab: 

Reifung und Bindung an das aktivierende Enzym (E1), Übergang auf das 

konjugierende Enzym (E2) UBC9 („Ubiquitin-conjugating enzyme 9“) und die über 

eine E3-Ligase vermittelte Ligation an das Zielprotein. Nach der Translation von 

SUMO erfolgt die Reifung durch spezifische Cysteinproteinasen im C-teminalen 

Bereich. Im Anschluss daran wird SUMO über eine Thioesterbindung zwischen 

der C-terminalen Carboxylgruppe und einem Cystein des Enzyms an den E1-

Enzymkomplex aus SAE1 und SAE2 („sumo activating enzyme“; bekannt al Aos1 

und Uba2 in Hefen) gebunden. Im zweiten Schritt der Reaktion wird SUMO auf die 

spezifische E2-Ligase UBC9 übertragen. Auch hier wird über einen Cysteinrest in 

UBC9 eine Thioester-Bindung gebildet. UBC9 ist für SUMOylierungen mit SUMO1, 

SUMO2 und SUMO3 spezifisch, bildet jedoch keine Komplexe mit Ubiquitin oder 

anderen Ubiquitin-ähnlichen Proteinen [Desterro et al., 1997]. Von UBC9 geht das 

SUMO im dritten Schritt der Reaktion auf das Substrat-Protein über, indem eine 

Isopeptid-Bindung aus der C-terminalen Carboxylgruppe und der ε-Aminogruppe 

eines Lysins gebildet wird. Die Ziellysine liegen zumeist in einer 

Konsensussequenz vor (ΨKxE, wobei Ψ eine hydrophobe Aminosäure und x eine 

beliebige Aminosäure darstellt) [Rodriguez et al., 2001]. UBC9 kann direkt mit 

dieser Sequenz der Zielproteine interagieren, was in in vitro Versuchen ausreicht, 

um das Substrat zu SUMOylieren. In vivo ist eine SUMOylierung allein über UBC9 

ineffizient, so dass eine Interaktion mit einer E3-Ligase nötig ist, um die 

Ausbildung der Isopeptidbindung zu katalysieren [Übersicht in: Gill, 2004; Tang et 

al., 2008]. Während die E1 und E2 Enzyme einzigartig sind, sind eine Bandbreite 

Substrat-spezifischer E3 Ligasen bekannt. Beispiele sind Mitglieder der PIAS-

Familie oder Kernporenproteine wie das RanBP2 [Pichler et al., 2002; Takahashi, 

2004; Palvimo, 2007]. SUMOylierungen sind hochdynamische Vorgänge, bei 

denen eine Dekonjugation durch spezifische Proteasen stattfindet. Diese sind 

auch für die Reifung des SUMOs verantwortlich und sind Mitglieder der SENP-

Familie. Sie zeigen verschiedene Lokalisationen, was eine DeSUMOylierung in 

der ganzen Zelle möglich macht [Übersicht in: Mukhopadhyay und Dasso, 2007]. 

Der Ablauf der SUMOylierung und DeSUMOylierung ist ein Abbildung 4 dargestellt. 
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Abb.4: Der Zyklus der SUMOylierung von Zielproteine n. Nach der Reifung des 
Proteins wird SUMO auf den aktivierenden Komplex aus SAE1 und SAE2 („SUMO 
activating enzyme 1 und 2“) übertragen. Von dort wird SUMO über eine 
Thioesterbindung an die E2 Ligase UBC9 gekoppelt, von wo aus es auf das 
Ziellysin eines Substrates übertragen wird. In vivo sind dafür E3 Ligasen als 
Katalysatoren notwendig. Spezifische Proteasen vermitteln die Dekonjugation von 
SUMO und setzen dieses wieder frei. 

 

 

1.3.2 FUNKTIONEN VON SUMOYLIERUNG 

SUMO ist bekannt geworden als eine posttranslationale Modifikation, die 

zahlreiche Proteine betrifft und somit deren Eigenschaften beeinflusst. Dadurch 

greift SUMO in eine Vielzahl von Abläufen in der Zelle ein, und die Funktionen 

sind dabei so vielfältig wie die Zielproteine. Studien konnten zeigen, dass eine 

SUMOylierung die Protein-Protein-Interaktionen beeinflussen kann. So fördert 

eine SUMOylierung des RanGTP aktivierenden Enzyms RanGAP1 dessen 

Bindung an den Kernporenkomplex über das Nucleoporin 358 [Mahajan et al., 

1997; Matunis et al., 1998]. Einen wichtigen Einfluss hat SUMO auch auf die 

Stabilität von Proteinen. Als Gegenspieler der Poly-Ubiquitinylierung kann eine 

Modifikation mit SUMO den proteasomalen Abbau des Proteins verhindern und 
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die Proteine dadurch stabilisieren [Desterro et al., 1998]. Die Hauptkomponenten 

von PML Kernkörperchen sind SUMOyliert und SUMO scheint eine wichtige Rolle 

bei der Funktionalität und strukturellen Intaktheit der Körperchen beizutragen, so 

kann SUMO nicht nur für die Stabilität einzelner Proteine von Bedeutung sein, 

sondern es reguliert auch die Stabilität ganzer Proteinkomplexe [Seeler und 

Dejean, 2001]. Desweiteren kann SUMOylierung die DNA-Bindung von Proteinen 

beeinflussen oder auf die enzymatische Aktivität der Proteine wirken [Goodson  

et al., 2001; Hong et al., 2001; Hardeland et al., 2002], sowie in die Regulation des 

Zellzyklus eingreifen [Hay, 2005]. Durch Modifikation von verschiedenen Proteinen 

der Kernporenkomplexe wird SUMO ein Mitwirken beim Kerntransport 

zugeschrieben [Pichler et al., 2002; Pichler und Melchior, 2002]. 

Die wohl wichtigste Rolle von SUMO ist die Regulation der Transkription über die 

Modifikation von Transkriptionsfaktoren. Die Effekte auf diese Faktoren können 

sowohl die Aktivität fördern als auch hemmen, wobei eine Hemmung der Aktivität 

die Regel ist und Aktivierungen meist Ausnahmen bilden [Übersicht in: Verger  

et al., 2003; Lyst und Stancheva, 2007]. 

Die meisten Zielproteine werden an spezifischen Ziellysinen mono-SUMOyliert, 

jedoch sind alle SUMO-Isoformen in der Lage, wie ihr Verwandter Ubiquitin [Li und 

Ye, 2008] Ketten zu bilden. Deren Funktion ist jedoch unklar. Eine sterische 

Hinderung der Interaktion mit anderen Proteinen ist dabei am wahrscheinlichsten 

[Knipscheer et al., 2007; Vertegaal, 2007]. 

  

1.3.4 SUMO UND HIF 

Eine SUMOylierung kann durch äußere Einflüsse reguliert werden. Verschiedene 

Stresssituationen wie z.B. osmotischer Stress, Hitzeshock, oxidativer Stress u.a. 

verursachen eine Induktion oder Inhibierung der SUMOylierung. Dabei können 

einzelne Proteine oder der globale SUMOylierungs-Mechanismus beeinflusst sein 

[Übersicht in: Tempé et al., 2008]. 

Auch Hypoxie kann ein solcher globaler Regulator der SUMOylierung sein. Es 

konnte gezeigt werden, dass Hypoxie und auch cerebrale Ischämie zu einem 

globalen Anstieg der SUMOylierung führen kann und zusätzlich eine Erhöhung der 

SUMO-Genexpression auslöst [Comerford et al., 2003; Shao et al., 2004; Yang et 

al., 2008; Cimarosti et al., 2008].  



1.EINLEITUNG 
__________________________________________________________________________________________________ 

 17 

In Verbindung mit Hypoxie konnte die SUMOylierung von HIF-1α mehrfach gezeigt 

werden. Für HIF-1α werden zwei spezifische Akzeptorlysine angegeben, die im 

Bereich der ODD-Domäne liegen. Eine Funktion der SUMOylierung wird allerdings 

kontrovers diskutiert. Zum einen wird eine Stabilisierung des Proteins sowie ein 

Anstieg der Transkriptionsaktivität durch SUMOylierung beobachtet [Bae et al., 

2004], zum anderen konnte eine Reduktion der Aktivität von HIF-1α durch die 

Konjugation mit SUMO gezeigt werden [Berta et al., 2007]. Eine Regulation der 

SUMOylierung scheint dabei über die SUMO-spezifische Protease SENP1 zu 

funktionieren. DeSUMOylierung von HIF-1α ist für die Embryonalentwicklung von 

entscheidender Bedeutung. SUMOyliertes HIF-1α wird in Embryonen schnell 

abgebaut und eine Unterbindung der DeSUMOylierung führt zum frühen Tod der 

Embryonen aufgrund von Anämie. Daher wird ein Modell angenommen, in dem 

die SUMOylierung von HIF-1α den Ubiqitin vermittelten Abbau des Proteins 

unterstützt [Cheng et al., 2007]. Neben HIF-1α wird auch HIF-1β innerhalb der 

PAS B-Domäne SUMOyliert. Diese SUMOylierung hemmt die Transkriptions-

aktivität von HIF-1β durch eine Minderung der Interaktionen mit anderen Proteinen 

[Tojo et al., 2002]. 

Aktuell ist die Rolle der SUMOylierung bei der molekularen Sauerstoff-Sensorik 

durch kontroverse Ergebnisse unklar und weitere Untersuchungen müssen zeigen, 

welchen Einfluss die SUMOylierung auf das HIF-System hat. 
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1.4 ZIELSETZUNG 

Vor Beginn dieser Arbeit konnten Versuche am hiesigen Institut zeigen, dass das 

Importin α/β System eine entscheidende Rolle bei dem Kerntransport von HIF-1α, 

HIF-2α und HIF-1β spielt. Die dafür funktionelle NLS konnte im C-Terminus des 

Proteins gefunden werden [Depping et al., 2005]. In einer Weiterführung dieser 

Experimente sollte der Einfluss der PAS B-Domäne von HIF-1α auf eine mögliche 

Funktionalität einer vorhergesagten N-terminalen NLS untersucht werden. 

Außerdem sollte der Transportmechanismus für das kernlokalisierte PHD1, sowie 

für das teilweise kernlokalisierte PHD2 untersucht werden, um die Bedeutung der 

Lokalisation der PHDs für die molekulare Sauerstoff-Sensorik herauszustellen. 

In einem zweiten Teilprojekt sollte die zuvor veröffentlichte SUMOylierung von 

HIF-1α [Bae et al., 2004] genauer untersucht werden und SUMOylierungs-

Versuche auf HIF-2α ausgedehnt werden, um die Rolle von SUMO bei der 

zellulären Antwort auf Hypoxie genauer aufzuklären. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1 MATERIALIEN  

2.1.1 CHEMIKALIEN  

[35S]-Methionin      HARTMANN ANALYTIC 

30% Acryl- Bisacrylamidmix    CARL ROTH GmbH 

Agar Agar       AppliChem GmbH 

Agarose LE GP      Biozym Scientific GmbH 

Agarose       Biozym Scientific GmbH 

Aluminiumsulfat-Hydrat     AppliChem GmbH 

Ammoniumperoxidsulfat     Merck KG 

Ampicillin (Natriumsalz)     BIOMOL GmbH 

ATP        BIOMOL GmbH 

Baktotrypton       AppliChem GmbH 

Bromphenolblau      Merck KG 

BSA        Merck KG 

Calciumchlorid      Merck KG 

Coomassie Brilliantblue G250    SERVA Electrophoresis 

Deoxycholat       AppliChem GmbH 

Dextrose       AppliChem GmbH 

DMEM       Invitrogen GmbH 

DNA-Ladder 100bp      New England Biolabs 

DNA-Ladder 1kb      New England Biolabs 

DO supplement Mix      Clontech 

EDTA        Merck KG 

EGTA        CARL ROTH GmbH 

Essigsäure       CARL ROTH GmbH 

Ethanol       CARL ROTH GmbH 

Ethidiumbromid      Invitrogen GmbH 

Fish skin gelatine      Inst. f. Biologie, Lübeck 

FKS        Invitrogen GmbH 

Formaldehyd       Sigma-Aldrich, Inc. 

Fugene HD       Roche 
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Glucose       AppliChem GmbH 

GlutathionSepharose 4B     GE Healthcare 

Glycerin       CARL ROTH GmbH 

Glycin        SERVA Electrophoresis 

Hefeextrakt       AppliChem GmbH 

HEPES       CARL ROTH GmbH 

Hoechst 33258      Sigma-Aldrich, Inc.   

IGEPAL CA-630      Sigma-Aldrich, Inc. 

Imidazol       AppliChem GmbH 

IPTG        AppliChem GmbH 

Kaliumacetat       Merck KG 

Kaliumchlorid      Merck KG 

Kaliumdihydrogenphosphat    Merck KG 

Kanamycin-Sulfat      CARL ROTH GmbH 

Lachssperma DNA      Sigma-Aldrich, Inc. 

Leptomycin B      Calbiochem 

Lithiumacetat      Sigma-Aldrich, Inc. 

Lysozym       Sigma-Aldrich, Inc. 

Magnesiumacetat      Merck KG 

Magnesiumchlorid      Merck KG 

Magnesiumsulfat      Merck KG 

Methanol       CARL ROTH GmbH 

MOPS       Gerbu Biotechnik GmbH 

Natriumacetat      Merck KG 

Natriumcarbonat      Merck KG 

Natriumchlorid      CARL ROTH GmbH 

Natriumdihydrogenphosphat    Merck KG 

Natriumhydrogenphosphat     Merck KG 

ONPG       Sigma-Aldrich, Inc. 

OPTIMEM       Invitrogen GmbH 

Ortho-Phosphorsäure     CARL ROTH GmbH 

PageRulerTMPrestained Protein Ladder   Fermentas Life Sciences 

PEG 400       Sigma-Aldrich, Inc. 

PenicillinG       PAA Laboratories 
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Pepton       AppliChem GmbH 

Ponceau-S-Lösung      Sigma-Aldrich, Inc. 

ProLong® Gold antifade reagent with DAPI  Molecular Probes Inc. 

Proteaseinhibitorcocktail     Novagen 

ProteinG SepharoseTM 4 Fast Flow   GE Healthcare 

Reduziertes L-Glutathion     Sigma-Aldrich, Inc. 

Röntgenfilmentwickler LX24    Kodak 

Röntgenfixierbad AL4     Kodak 

Saccharose       AppliChem GmbH 

SDS        SERVA Electrophoresis  

Streptomycin-Sulfat      PAA Laboratories 

Talon metal affinity resin     BD Biosciences 

TEMED       Sigma-Aldrich, Inc. 

Tris        SERVA Electrophoresis 

Tris-HCL       CARL ROTH GmbH 

TritonX100       Merck KG 

Trockenmilchpulver      Töpfer Allgäu 

Trypsin       Invitrogen GmbH 

Tween20       Sigma-Aldrich, Inc. 

VisualizerTM Spray & GlowTM 

ECL Western Blotting Detection System  Millipore 

yeast nitrogen base w/o aminoacids   BD Biosciences 

β-Mercaptoethanol      BIOMOL GmbH 

 

2.1.2 ARBEITSMATERIAL  

Amersham HyperfilmTM MP    GE Healthcare 

Centriprep® Ultracel YM-50    Millipore 

Dialyseschlausch (Dialysis-Membrane Type20) BIOMOL GmbH 

Nitrocellulosemembran Hybond ECL   Amersham Biosciences 

Polypropylen-Säulen – 5ml    Qiagen 
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2.1.3 KITS 

NucleoSpin® Plasmid     MACHEREY-NAGEL 

Phusion® Site-Directed Mutagenesis Kit  Finnzymes Oy 

PureLinkTM HiPure Plasmid Maxiprep Kit  Invitrogen GmbH 

PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit   Invitrogen GmbH 

QuickChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit STRATAGENE 

QuickChange® lightning     STRATAGENE 

SUMOylierungskit       BIOMOL GmbH 

SUMOylierungskit      Boston Biochem 

TNT® T7 Quick Coupled  

Transcription/Translation System   Promega GmbH 

 

2.1.4 GERÄTE 

Centrifuge5415R      Eppendorf Deutschland 

ELISA-Reader SLT Rainbow    SLT Labinstuments GmbH 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan   Carl Zeiss AG 

Fotometer SmartSpecTM 300    Bio-Rad Laboratories 

Invivo2 Hypoxia workstation 400    Ruskinn Technology Limited 

Nanodrop ND-1000      PEQLAB Biotechnologie 

Phosphoimager Fujifilm BAS-1000   Raytest 

SonoPlus HD3100      BANDELIN GmbH & Co. KG 

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge DuPont Instruments 

Thermocycler Primus96plus     MWG BIOTECH AG 

Thermomixer comfort     Eppendorf Deutschland 

Thermo-Schüttler      Gallenkamp 

Thermoshake      Gerhardt 

 

 

 

 

 

 

 



2. MATERIAL UND METHODEN 
__________________________________________________________________________________________________ 

 23 

2.1.5 PLASMIDE  

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Plasmide. 
Insert Vektor Herkunft 
HIF-1α pCDNA3 Laborsammlung 

HIF-1α ∆PAS B pCDNA3 Laborsammlung 

HIF-1α ∆PAS B K719A pCDNA3 Laborsammlung 

HIF-1α K214A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K310A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K392A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K477A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K538A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K547A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α K721A pCDNA3 Mutagenese von HIF-1α 

HIF-1α-DBD pGBKT7 eigene Klonierung 

HIF-1α-HIS pQE80 Gabe von Prof. G. Simos,Thessaloniki 

HIF-2α pCDNA3 Laborsammlung 

HIF-2α K394A pCDNA3 Mutagenese von HIF-2α 

HIF-2α K497A pCDNA3 Mutagenese von HIF-2α 

HIF-2α-DBD pGBKT7 eigene Klonierung  

HIF-2α-GST pGEX2.0 Laborsammlung 

Importin β-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin β-HIS pQE60 Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin α1-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin α3-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin α4-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin α5-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

Importin α7-GST pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt- Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

ING4 pCDNA3 eigene Klonierung  

ING4 pGβ1-II Laborsammlung Prof. E. Metzen 

Nucleoplasmin pQE60 Gabe von Prof. M.Köhler, Berlin 

PHD1 pCDNA3 Laborsammlung 

PHD1 K118A pCDNA3 Mutagenese von PHD1 

PHD1 K118A-GFP pEGFP-N1 Mutagenese von PHD1-GFP 

PHD1 K118AK120A pCDNA3 Mutagenese von PHD1 K118A 

PHD1 K118AK120A-GFP pEGFP-N1 Mutagenese von PHD1 K118A-GFP 
PHD1 K118AK120AK102A-
GFP 

pEGFP-N1 Mutagenese von PHD1 K118AK120A-GFP 

PHD1 K118AK120AK133A-
GFP pEGFP-N1 Mutagenese von PHD1 K118AK120A-GFP 

PHD1-GFP pEGFP-N1 Laborsammlung Prof. E. Metzen 

PHD1-NES-GFP pEGFP-N1 Klonierung der PHD2-NES in PHD1-GFP 

PHD2 pCDNA3 Laborsammlung 

PHD2 ∆NES pEGFP-N1 Mutagenese von PHD2-GFP 

PHD2 K111A-GFP pEGFP-N1 Mutagenese von PHD2-GFP 

PHD2-GFP pEGFP-N1 Laborsammlung Prof. E. Metzen 

SUMO1-HIS pCDNA3 Laborsammlung Prof. E. Metzen 

SUMO-GFP pCDNA3 Laborsammlung Dr. F. Kaiser,  
Humangenetik Lübeck 

UBC9-AD PGADT7 Laborsammlung Dr. F. Kaiser,  
Humangenetik Lübeck 

V5-OS9 V5-OS9 Laborsammlung Prof. E. Metzen 

Importin α5 ARM2 pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt Gabe von R. Fagerlund, Helsinki 

Importin α5 ARM3 pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt Gabe von R. Fagerlund, Helsinki 

Importin α5 ARM7 pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt Gabe von R. Fagerlund, Helsinki 

Importin α5 ARM3/8 pQE60 - HIS-Tag durch GST-Tag ersetzt Gabe von R. Fagerlund, Helsinki 
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  pGEX2.0 Laborsammlung 

  pEGFP-N1 Laborsammlung 

  pEGFP-C1 Laborsammlung 

  pGBKT7 Laborsammlung Dr. F. Kaiser,  
Humangenetik Lübeck 

  PGADT7 Laborsammlung Dr. F. Kaiser,  
Humangenetik Lübeck 

 

2.1.6 ENZYME 

BamHI        New England Biolabs 

SalI         New England Biolabs 

T4 DNA Ligase       New England Biolabs 

GoTaq Polymerase       Promega GmbH 

Superscript Taq-polymerase     Ambion 

 

2.1.7 PRIMER 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Primer. 
Funktion Name Sequenz 5´ →3´ 

Mutagenese von PHD1 K118A forward PHD1Lys118Ala 
GGCCTGAGGCCCCCGCGCGGAAATG
GGCCGAGG 

  reverse PHD1Lys118Ala-r 
CCTCGGCCCATTTCCGCGCGGGGGC
CTCAGGCC 

Mutagenese von PHD1 
K118AK120A forward PHD1K118Ak120Afor 

GGCCTGAGGCCCCCGCGCGGGCATG
GGCCGAGG 

  reverse PHD1K118Ak120Afor-r 
CCTCGGCCCATGCCCGCGCGGGGGC
CTCAGGCC 

Mutagenese von PHD1 K102A forward PHD1_K102A 
AGCGCTGGTCACCGCGGGGTGCCAG
CGA 

  reverse PHD1_K102A_rev 
TCGCTGGCACCCCGCGGTGACCAGC
GCT 

Mutagenese von PHD1 K133A forward  PHD1_K133A 
CCCTCCACCCAGCGCACGGCCCTGG
GCC 

  reverse PHD1K133ArevII 
GGCCCAGGGCCGTGCGCTGGGTGAA
GGG 

Mutagenese HIF-1α K214A forward SUMO_K214A_for 
CAGTGTGGGTATAAGGCACCACCTA
TGACCTGCTTG 

  reverse SUMO_K214A_rev 
CAAGCAGGTCATAGGTGGTGCCTTA
TACCCACACTG 

Mutagenese HIF-1α K310A forward SUMO_K310A_for 
CAGTACAGGATGCTTGCCGCAAGAG
GTGGATATGTCTG 

  reverse SUMO_K310A_rev 
CAGACATATCCACCTCTTGCGGCAA
GCATCCTGTACTG 

Mutagenese HIF-1α K392A forward SUMO_K392A_for 
GCCTCTTTGACAAACTTAAGGCGGA
ACCTGATGCTTTAAC 

  reverse SUMO_K392A_rev 
GTTAAAGCATCACCTTCCGCCTTAA
GTTTGTCAAAGAGGC 

Mutagenese HIF-1α K477A forward SUMO_477_finn_fo 
(PO4)-CAAGAAGTTGCATTAGCAT 
TAGAACCAAATCCAGAG 

  reverse SUMO_477_finn-re 
(PO4)-ATTGAGTGCAGGGTCAGCA 
CTACTTGG 

Mutagenese HIF-1α K538A forward SUMO_K538A_for 
CAAGTTGGAATTGGTAGAAGCACTT
TTTGCTGAAGACACAG 

  reverse SUMO_K538A_rev 
CTGTGTCTTCAGCAAAAAGTGCTTC
TACCAATTCCAACTTG 
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Mutagenese HIF-1α K547A forward SUMO_K547_ForIII 
(PO4)-GCTGAAGACACAGAAGCGC 
AGAACCCATTTTCTAC 

  reverse SUMO_K547_RevII 
(PO4)-GTAGAAAATGGGTTCTGCG 
CTTCTGTGTCTTCAGC 

Mutagenese HIF-1α K721A forward  HIF1_K721A-for 
GAATGCTCAGAGAAAGCGAGCAATG
GAACATGATGGTTCAC  

  reverse  HIF1_K721A-rev 
GTGAACCATCATGTTCCATTGCTCG
CTTTCTCTGAGCATTC 

Mutagenese PHD2 K111A forward PHD2_K11A_mut 
GGGGACGCGGCCAAGGGAGCAGTAA
AGGCCAAG 

  reverse PHD2_K11A_mut_rev 
CTTGGCCTTTACTGCTCCCTTGGCC
GCGTCCCC 

Mutagenese PHD2 ∆NES forward PHD2 del562-585_for 
GGCAGACGAAGCCCGAGTACATCGT
GCC 

  reverse PHD2 del562-585_rev 
GGCACGATGTACTCGGGCTTCGTCT
GCC 

Mutagenese HIF-2α K394A forward HIF2a_K394A 
CTTCCTATTCACCAAGCTAGCGGAG
GAGCCCGAGGAGCTG 

  reverse HIF2a_K394A-r 
CAGCTCCTCGGGCTCCTCCGCTAGC
TTGGTGAATAGGAAG 

Mutagenese HIF-2α K497A forward HIF2a_K497A 
CTTTGGATAACGACCTGGCGATTGA
AGTGATTGAGAAGC 

  reverse HIF2a_K497A-r 
GCTTCTCAATCACTTCAATCGCCAG
GTCGTTATCCAAAG 

PCR ING4 forward ING4_for  
TCTGCAGAATTCATGGCTGCGGGGA
TGTATTTGG 

  reverse ING4_rev_KpnI 
TCTGCAGGTACCCTATTTCTTCTTC
CGTTCTTGGG  

PCR NES forward PHD2NESsacIIfor 
CAAGAACCGCGGGCCCGCTCATCGC
TGTTCC 

  reverse PHD1-NES_rev 
CAACAAGGATCCCGGTGCAGGGCGC
GCACCTC  

PCR HIF1 in pGBKT7 forward hHIFbamHI_for  TTGGATCCATGGAGGGCGC  

  reverse  hHIFbamHI_rev GCGGATCCGTTAACTTGATCC 

PCR HIF2 in pGBKT7 forward hHIF2a_bamhI_for GCGGATCCATGACAGCTGACAAG 

  reverse HIF2apGBKt7BamHIr 
AAAAAGGATCCTCAGGTGGCCTGGT
CC 

Sequenzierung HIF-1α Start 
1981 

 forw.mutagenese GATACTCAAAGTCGGACAGC 

Sequenzierung HIF-1α Start 
715 

 forw.mutagenese2 AGCAAGACTTTCCTCAGTCG 

Sequenzierung HIF-1α Start 
1454 

 forw.mutagenese3 AGAACCAAATCCAGAGTCAC 

Sequenzierung pCDNA3/pGEM 
forward 

 T7 AATACGACTCACTATAGG 

Sequenzierung pCDNA3/pGEM 
reverse  SP6 GATTTAGGTGACACTATAG 

Sequenzierung PHD1 NLS  Seq_mut_PHD1_220 AGAGCCACAAGCCACCTCTACC 

Sequenzierung PHD1-NES-
GFP  SequencePHD1intern GCCAGCCTATGCCACCAGCTAC 

Sequenzierung HIF-2α Start 
770 

 HIF2_intern1 GCATGGACATGAAGTTCACCTACTG 

Sequenzierung HIF-2α Start 
1540 

 HIF2_intern2 GGACACAGAGGCCAAGGACCAAT 
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2.1.8 ZELLLINIEN  

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Zelllinien. 
Zellinie Herkunft 

U2OS aus humanem Osteosarkom-Gewebe 
HeLa aus humanem Zervix-Karzinom-Gewebe 
COS-7 Nierenfibroblasten der Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) 
HEK293 humane embryonale Nierenzellen 
Kelly aus humanem Neuroblastom-Gewebe 
 

2.1.9 BAKTERIENSTÄMME  

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Bakterienstäm me. 

E.coli   Herkunft Funktion 
JM101 Laborsammlung Überexpression von Proteinen 

BL21 pREp4 aus Transformation von BL21 Überexpression von Proteinen 

BL21 Laborsammlung Überexpression von Proteinen 

XL-1 Laborsammlung Plasmidpräparation 

JM110 Laborsammlung Präparation von unmethylierter Plasmide 

XL 10 gold STRATAGENE Transformation von Mutagenese-PCR 

XL blue  STRATAGENE Transformation von Mutagenese-PCR 

OneShot® TOP10 Invitrogen GmbH Transformation von TOPO-Klonierungen 

DH5α Laborsammlung Plasmidpräparation 

 

2.1.10 HEFESTÄMME 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Hefestämme. 
Stamm Herkunft Anwendung 

Saccharomyces cerevisiae AH109 Clontech Yeast two Hybrid 
 

2.1.11 ANTIKÖRPER 

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Antikörper. 
Antikörper  Organismus gekoppelt  Verdünnung Firma 

   WB IF  
anti Gal4 TA Maus - 1:200 - Santa Cruz 

anti CRM1 Kaninchen - 1:2500 - 
Bethyl 
Laboratories 

anti Gal4-DBD Maus - 1:200 - Santa Cruz 

anti HIF-1α Maus - 1:1000 1:50 
BD Transduction 
Laboratories 

anti HIF-2α Ziege  1:1000 1:500 R&D Systems 
anti Kaninchen IgG Ziege HRP 1:2000 - DAKO A/S 

anti Maus IgG Ziege Cy3 - 1:400 
Zymed 
Laboratories 

anti Maus IgG Ziege Alexa532 - 1:1000 Invitrogen 
anti Maus IgG Ziege HRP 1:2000 - DAKO A/S 
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anti PHD2 NB100-138 Kaninchen - 1:500  Novus Biologicals 
anti Ziege IgG  
NB120-6949 

Esel Cy3 - 1:1000 Novus Biologicals 

anti-V5 Maus - - 1:500 Serotec 
unspezifisches Maus IgG Maus - -  DAKO A/S 

 

2.1.12 ALGORITHMEN ZUR VORHERSAGE VON NLS, NES UND SUMOAKZEPTORLYSINEN  

NLS:  PredictNLS (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS/) 

  PSORT II Prediction (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html) 

NES   NetNES (www.cbs.dtu.dk/services/NetNES) 

SUMO SUMOplot (www.abgent.com/tools/sumoplot) 

 

2.1.13 LÖSUNGEN, PUFFER, MEDIEN 

Blot-Puffer 

25mM Tris, 200mM Glycin, 20% Methanol 

Bradford-Reagenz 

0,12mM Coomassie-brilliant-blue G250, 5% Ethanol, 10% ortho-Phosphorsäure 

Calciumchloridlösung 

60mM CaCl2, 15% Glycerin, 10mM MOPS 

Coomassie Entfärber 

40% Methanol, 10% Essigsäure 

Coomassie Entfärber kolloidal 

10% Ethanol, 2% ortho-Phosphorsäure 

Coomassie Färbelösung –kolloidal- 

10% Ethanol, 2% ortho-Phosphorsäure, 5% Aluminiumsulfat-Hydrat, 0,02% 

Coomassie-brilliant-blue G250 

Coomasssie Färbelösung 

40% Methanol, 10% Essigsäure, 0,1% Coomassie-brilliant-blue G250 

Dialysepuffer 

50mM HEPES pH 7,5, 200mM NaCl, 5% Glycerin, Proteaseinhibitorcocktail 

Elutionspuffer GST-Fusionsprotein-Aufreinigung 

50mM Tris pH 8,0, 10mM reduziertes Glutathion, Proteaseinhibitorcocktail 

Import-Puffer 

20mM HEPES, 37,5mM NaCl, 100mM KOAc, 5mM MgOAc, 0,5mM EGTA, 

250mM Saccharose, Proteaseinhibitorcocktail, pH 7,4 
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Laufpuffer 

50mM Tris, 400mM Glycin, 2% SDS 

LB – Medium nach Lennox 

10g/l Baktotrypton, 85mM NaCl, 5g/l Hefeextrakt, pH 7,0, 20g/l Agar Agar (für 

Platten) 

Lysepuffer HIS- Fusionsprotein-Aufreinigung 

50mM Tris, 500mM NaCl, 2mM MgOAc, 5mM β-Mercaptoethanol, 

Proteaseinhibitorcocktail 

PBS 

140mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, pH 7,4 

PBS-KM 

PBS +1mM MgCl2, 3mM KCl, Proteaseinhibitorcocktail 

PBS-KMT 

1mM MgCl2, 3mM KCl, 1mM EDTA, 0,1%Tween20, 20mg Lysozym, 

Proteaseinhibitorcocktail 

Probenpuffer SDS-PAGE 

150mM Tris, 2% SDS, 30% Glycerin, 15% β-Mercaptoethanol, 18mg/l 

Bromphenolblau 

RIPA-Puffer 

50mM Tris.HCl, 150mM NaCl, 0,1% SDS, 1% IGEPAL, 0,5% Deoxychelat, 

Proteaseinhibitorcocktail 

SD-medium 

6.7 g/l „Yeast nitrogen base without amino acids“, 20 g/l Agar Agar (für Platten), 

100 ml/l passende sterile 10X Dropout Solution, 2% Glucose 

SDS-PAGE Gel-Lösungen 

Tabelle 7: Zusammensetzung von Gellösungen. 
 Sammelgel 7,5% 10% 12,5% 15% 

H2O [ml] 6,1 12,13 10,25 7,95 5,9 

30% Acryl-Bisacrylamidmix [ml] 1,3 6,25 8,35 10,425 12,5 

1,5M Tris pH 8,8 [ml] - 6,25 6,25 6,25 6,25 

0,5M Tris pH 6,8 [ml] 2,5 - - - - 

10% SDS [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 

10% Ammoniumpersulfatlösung [ml] 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 

TEMED [ml] 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125 
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TAE – Puffer 

40mM Tris, 1mM EDTA, 1,14% Essigsäure 

TB – Medium 

12g/l Baktotrypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4% Glycerin, 17mM KH2PO4 

TE-Puffer + Lithiumacetat 

10mM Tris, 1mm EDTA, 100mM LiAc 

Waschpuffer HIS- Fusionsprotein-Aufreinigung 

50mM Tris, 500mM NaCl, 2mM MgOAc 5mM β-Mercaptoethanol 

YPD-Medium 

10g/l Hefeextrakt, 20g/l Pepton, 120mM Glucose, pH 6,5 

Z-Puffer 

115mM Na2HPO4, 45mM NaH2PO4, 10mM KCl, 2mM MgSO4, pH 7,0 

 

 

2.2 METHODEN  

2.2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 

2.2.1.1 ANZUCHT VON BAKTERIEN  

E.coli wurden standardmäßig in flüssigem LB-Medium nach Lennox kultiviert. Bei 

Anzucht von transformierten Bakterien wurde das dem Plasmid entsprechende 

Antibiotikum zugegeben. Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 100µg/ml, 

Kanamycin in einer Endkonzentration von 25µg/ml eingesetzt. Für eine Anzucht 

auf Agarplatten wurde das Medium mit 15g/l Agar Agar versetzt. In 

Ausnahmefällen wurde für die Anzucht TB-Medium benutzt. 

 

2.2.1.2 HERSTELLUNG CHEMISCH-KOMPETENTER ZELLEN  

400ml LB-Medium wurden mit 4ml einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37°C 

schüttelnd inkubiert. Bei OD600=0,375 wurden die Bakterien in Zentrifugenbechern 

für 10min auf Eis inkubiert und anschließend bei 1600g und 4°C für 7min 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 40ml eiskalter CaCl2-Lösung resuspendiert und 

erneut für 5min bei 1100g und 4°C zentrifugiert. Da s Pellet wurde in 40ml CaCl2-

Lösung aufgenommen und für 30min auf Eis inkubiert. Nach angeschlossener 

fünfminütiger Zentrifugation bei 4°C und 1100g wurd e das Pellet in 8ml  
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CaCl2-Lösung aufgenommen, aliquotiert und nach Einfrieren im flüssigen Stickstoff 

bei -80°C gelagert. 

 

2.2.1.3 TRANSFORMATION  

Um Plasmid-DNA in Bakterien einzuschleusen wurden 100µl chemisch-

kompetenter Bakterien mit entsprechender Menge DNA gemischt und für 30min 

auf Eis inkubiert. Anschließend folgte ein kurzer Hitzeschock der Bakterien bei 

42°C für 2 min. Nach Zugabe von 1ml LB-Medium wurde n die Zellen für 30-60min 

bei 37°C schüttelnd inkubiert und schließlich auf e ntsprechendem 

Selektionsmedium ausplattiert.  

 

2.2.1.4 PLASMIDPRÄPARATION  

Zur Präparation von Plasmiden wurden E.coli XL1 mit dem entsprechenden 

Plasmid transformiert und über Nacht bei 37°C inkub iert. Für die Aufreinigung der 

Plasmide wurden verschiedene Kits benutzt. Zur Präparation im kleinen Maßstab 

(„Minipräp“) wurde das Kit NucleoSpin® Plasmid der Firma Macherey & Nagel, für 

eine Präparation im großen Maßstab („Maxipräp“) das Kit PureLinkTM HiPure 

Plasmid Maxiprep Kit der Firma Invitrogen verwendet. Die Präparationen wurden 

jeweils nach Protokoll der Firma durchgeführt. 

 

2.2.1.5 KLONIERUNGEN UND RESTRIKTIONEN 

Zur Restriktion von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurden Restriktionsenzyme 

und Reaktionspuffer der Firma New England Biolabs verwendet. Der 

Restriktionsansatz mit 20µl Endvolumen wurde für 2h bei 37°C inkubiert. Wurde 

die restringierte DNA für Klonierungen eines PCR-Fragments benutzt, so wurde 

25ng Vektor mit PCR-Fragment in einem 5-molaren Überschuss über Nacht bei 

16°C ligiert. Der 20µl Ligationsansatz wurde anschl ießend komplett transformiert 

und positive Klone durch einen Testverdau selektiert und mittels Sequenzierung 

verifiziert. 
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2.2.1.6 AGAROSEGELE  

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Elektrophorese wurden 

Agarosegele verwendet. Je nach Größe der Fragmente wurden 1-2g Agarose in 

100ml TAE-Puffer durch Kochen gelöst und mit 6µl Ethidiumbromid-Lösung 

versetzt. Im Gel aufgetrennte DNA wurde anschließend mittels UV-Licht sichtbar 

gemacht. 

 

2.2.1.7 AMPLIFIKATION VON DNA-FRAGMENTEN MITTELS PCR 

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde standardmäßig die Taq-

Polymerase der Firma Ambion verwendet. 50µl PCR Standardansatz enthielten 

Puffer, je 10pmol forward und reverse Primer, je 0,2mM von jedem dNTP, ca.10ng 

Plasmid und 5U der Polymerase. Ein Standardprogramm begann mit einem 

initialen Denaturierungsschritt bei 96°C für 5 min.  Die angeschlossene Schleife 

bestand zumeist aus 25-35 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt (96°C für 

1min), einer Annealing-Phase (5°C unterhalb der Sch melztemperatur der Primer 

für 1min) und einer Elongations-Phase (72°C für 1mi n/kb). Das Programm schließt 

mit einer finalen Elongations-Phase von 10min bei 72°C. Analyse des Produktes 

erfolgte über Gelelektrophorese. 

 

2.2.1.8 REINIGUNG UND AUFKONZENTRIERUNG VON DNA 

Zur Aufreinigung und Aufkonzentrierung von DNA wurden unterschiedliche 

Methoden verwendet. Für das Aufreinigen von DNA-Banden aus einem 

Agarosegel wurde ein entsprechendes Kit der Firma Invitrogen verwendet 

(PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit). Die DNA wurde in low-melt-Agarose 

aufgetrennt. Zur Fällung von DNA wurde der DNA-Lösung Natriumacetat 

zugegeben (300mM Endkonzentration aus einer 3M Natriumacetatlösung mit 

einem pH-Wert von 5,5) und anschließend die Lösung mit 2,5 Volumen eiskaltem 

100%igem Ethanol versetzt. Nach Zentrifugation bei 16000g und 4°C für 5 min 

wurde der Überstand abgenommen und das DNA-Pellet mit eiskaltem 70%igen 

unvergällten Ethanol gewaschen. Anschließend wurde unter denselben 

Bedingungen zentrifugiert, der Überstand verworfen und das getrocknete Pellet im 

gewünschten Volumen Puffer aufgenommen.  
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2.2.1.9 ORTSGERICHTETE MUTAGENESE 

Für das Einbringen von Mutationen in verschiedene Gene wurde das auf PCR 

basierende Mutagenese Kit der Firma STRATAGENE (QuikChange II XL Site-

Directed Mutagenesis Kit oder QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis 

Kit) verwendet und nach Protokoll durchgeführt. Die entsprechenden 

Primersequenzen wurden online mit dem Programm der Firma STRATAGENE 

erstellt und über die Firma Operon Biotechnologies GmbH bezogen. Die 

Mutageneseansätze wurden in E.coli XL10 Gold oder E.coli XL blue 

(STRATAGENE) nach Protokoll transformiert. Für die Mutagenese von HIF-1α 

K477A und K547A wurde das Mutagenese-Kit der Firma Finnzymes verwendet 

und laut Protokoll für die PCR phosphorylierte Primer verwendet. 

 

2.2.1.10 DNA SEQUENZIERUNG 

Mit Sequenzierungen von Plasmiden wurde die Firma Seqlab GmbH beauftragt. 

 

 

2.2.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 

2.2.2.1 KULTIVIERUNG VON ZELLEN  

Für die Experimente wurden die verschiedenen Zelllinien in Zellkulturflaschen als 

Monolayer kultiviert. Als Kulturmedium wurde DMEM mit 10% fötalem 

Kälberserum (FKS), 40µg/ml Penicillin-G und 80µg/ml Streptomycin-Sulfat 

verwendet und die Zellen bei 37°C, 100% Luftfeuchti gkeit und 5% CO2 vermehrt. 

Bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen passagiert, indem 

sie durch Trypsin von der Flasche gelöst und in neuem Medium ausgesät wurden. 

Für die verschiedenen Versuche wurden Zellkulturschalen mit einem Durchmesser 

von 15cm oder 10cm, 6-well Platten und 24-well Platten verwendet. Für 

Fluoreszenzanalysen wurden 24-well Platten zusätzlich mit Deckgläschen 

versehen. Am Vortag des Versuches wurden 2x106 Zellen in 15cm Schalen, 5x105 

Zellen in 10cm Schalen, 2x105 Zellen in 6-well Platten und 2x104 Zellen in 24-well 

Platten ausgesät. Für Versuche unter Hypoxie wurden die Zellen in der invivo2 

Hypoxia Workstation 400  für 4 Stunden bei 1% Sauerstoff inkubiert. 
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2.2.2.2 TRANSFEKTION  

Für die Transfektion mit zirkulärer Plasmid DNA wurden entsprechende Zellen bis 

zu einem Zellrasen von ca. 70% Dichte kultiviert. Vor der Transfektion wurde das 

Kulturmedium durch antibiotikafreies DMEM mit 10% FKS ersetzt. Hauptsächlich 

wurde liposomale Transfektion mit dem Transfektionsreagenz FuGENE HD der 

Firma Roche durchgeführt. Die DNA wurde zunächst in serumreduziertem 

OPTIMEM gelöst. Pro µg DNA wurden 3µl FuGENE HD zum Transfektionsansatz 

gegeben, der Ansatz für 20min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 

auf die Zellen gegeben. Die Mengen der DNA und die daraus resultierenden 

Volumen der Transfektionsansätze variierten je nach Größe der Kultur und sind in 

Tabelle 8 aufgelistet. 

 

Tabelle 8: Transfektionsansätze für Transfektion mi t FuGENE HD. 
Platten/ 

Kulturschalen 

Kulturvolumen 

[ml] 

Optimem 

[µl] 

DNA/FuGENE 

[µg/µl] 

Volumen auf 

Zellen [µl] 

24well 0,5 100 2/6 25 

6well 2 100 2/6 100 

10cm ∅ 10 500 10/30 500 

15cm ∅ 20 1000 20/60 1000 

 

 

2.2.2.3 ZELLAUFSCHLUSS  

Zur Analyse wurden die Zellen zunächst zweifach mit PBS gewaschen, geerntet 

und anschließend bei 3000g und 4°C für 5min pelleti ert. Das Zellpellet wurde dann 

in RIPA-Puffer aufgenommen und die Proteinkonzentration über die 

Proteinbestimmung nach Bradford bestimmt. 

 

2.2.2.4 LOKALISATIONSSTUDIEN MIT FLUORESZENZ-MARKIERTEN PROTEINEN 

Die entsprechenden Zellen wurden 24h vor der Transfektion in 24-well Platten auf 

Deckgläschen ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit den Plasmiden, 

die für das GFP-Fusionsprotein codierten, transfiziert. Nach weiteren 24h wurden 

die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend 20min zum Fixieren in 

3,7% Formaldehyd in PBS inkubiert. Anschließend wurden die fixierten Zellen 
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erneut dreimal mit PBS und zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die 

Deckgläschen wurden schließlich in einem Tropfen Eindeckmedium (ProLong® 

Gold antifade reagent with DAPI von Molecular Probes, Inc.) auf Objektträgern 

fixiert. Nach Aushärten des Eindeckmediums konnten die Zellen dann am 

Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.  

 

2.2.2.5 KERNEXPORTBLOCK MIT LMB 

Um den Einfluss des Kernexports auf bestimmte Proteine zu untersuchen, wurden 

die Zellen auf Deckgläschen kultiviert und mit entsprechenden Plasmiden 

transfiziert. 24h nach der Transfektion wurde der Inhibitor des Kernexports 

Leptomycin B (LMB) ins Medium gegeben (20ng/ml) und 4-5 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen auf Objektträgern wie beschrieben fixiert und am 

Fluoreszenzmikroskop analysiert. 

 

2.2.2.6 IMMUNFLUORESZENZ 

Die Zellen wurden in 24-well Platten auf Deckgläschen kultiviert und ggf. 

transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS 

gewaschen und in 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert. Anschließend folgte ein 

weiterer Waschschritt mit PBS bevor die Zellen in kaltem 0,5% Triton X100 in PBS 

permeabilisiert wurden. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen über 

Nacht in 0,4% fish skin gelatine (FSG) in PBS blockiert. Am nächsten Tag wurde 

der Primärantikörper entsprechend in 0,2% FSG verdünnt und für eine Stunde auf 

die Zellen gegeben. Nach zweimaligem Waschen wurde anschließend der 

fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper für eine Stunde auf die Zellen gegeben. 

Nach abschließendem Waschen wurden die Zellen auf Objektträgern fixiert, wie 

zuvor beschrieben.  

2.2.2.7 IMMUNPRÄZIPITATION  

Die entsprechenden Zellen wurden in 15cm-Schalen kultiviert. Anschließend 

wurden die Zellen geerntet und in RIPA-Puffer lysiert. 2mg Gesamtzelllysat wurde 

dann für eine Immunpräzipitation eingesetzt. 

Das Gesamtzelllysat wurde in einem Gesamtvolumen von 900µl RIPA-Puffer 

aufgenommen und mit 100µl Protein G-Agarose Suspension (Amersham) zum 
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„Preclearen“ versetzt und für 2h bei 4°C schüttelnd  inkubiert. Anschließend wurde 

die Agarose durch Zentrifugation abgetrennt und der Proteinlösung der 

entsprechende Antikörper zugegeben. Nach Inkubation über Nacht bei 4°C 

wurden die Protein-Antikörper-Komplexe mit 100µl Protein G-Agarose Suspension 

gefällt und der Komplex durch Aufkochen der Agarose in 30µl Probenpuffer 

denaturiert, auf ein SDS-Gel aufgetragen und mittels Western Blot analysiert. 

 

 

2.2.3 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 

2.2.3.1 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION  

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten und aufgereinigten 

rekombinanten Proteinen wurde die Methode nach Bradford verwendet. In einer 

Mikrotiterplatte wurde zunächst eine Standardreihe angelegt, indem BSA von 0 bis 

10,5µg in physiologischer Kochsalzlösung auf ein Endvolumen von 21µl verdünnt 

wird. Ebenso wurde die Proteinlösung entsprechend auf ein Endvolumen von 21µl 

in Kochsalzlösung verdünnt. Nach Zugabe von 200µl Bradford-Reagenz konnte 

die Absorption bei 595nm im ELISA-Reader gemessen und darüber die 

Proteinkonzentration der Probe ermittelt werden. 

 

2.2.3.2 SDS-PAGE 

Die Proteine wurden je nach der molekularen Masse der Zielproteine in 7,5%-igen, 

10%-igen, 12,5%-igen oder 15%-igen denaturierenden Polyacrylamidgelen 

aufgetrennt. Die Proteinproben wurden für 5min bei 96°C in Probenpuffer 

aufgekocht, und anschließend auf das Gel aufgetragen 

(Lösungszusammensetzung siehe Tabelle 7). Die Elektrophorese erfolgte bei 

120V, als Größenstandard diente die vorgefärbte Proteinleiter PageRulerTM der 

Firma Fermentas Life Sciences.  

 

2.2.3.3 COOMASSIE FÄRBUNG 

Um Proteine im Gel sichtbar zu machen, wurden diese mit Coomassie Brilliant 

Blue angefärbt. Hierfür wurde das Gel zunächst 20-30min in Färbelösung  

geschwenkt, und anschließend in Entfärbelösung  wieder entfärbt. Da Coomassie 
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mit Proteinen einen stabilen Komplex bildet, blieben die Proteine angefärbt und 

waren als Bande identifizierbar. Für einige Gele wurde auch die etwas sensitivere 

Methode mit kolloidalem Coomassie durchgeführt. Hierfür wurde das Gel zunächst 

3 x 5 Minuten in destilliertem Wasser geschwenkt und anschließend in 

Farbelösung inkubiert, bis die Banden sichtbar waren. Gegebenenfalls wurde das 

Gel kurz in Entfärbelösung geschwenkt, um den Hintergrund auszuwaschen. 

 

2.2.3.4 WESTERN BLOT 

Um mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine immunologisch nachzuweisen, 

wurden Proteine aus einem Polyacrylamid-Gel im Halb-nass-Verfahren auf eine 

Nitozellulosemembran (Amersham) geblottet. Dazu wurde die in Blot-Puffer 

getränkte Membran auf das Gel gelegt. Von beiden Seiten wurden zusätzlich zwei 

in Puffer getränkte Filterpapiere aufgelegt und über einen Blotter eine Spannung 

angelegt. Für den Transfer auf die Membran wurden die Proteine bei 10V für eine 

Stunde geblottet. Um den Transfer zu bestätigen und Luftblasen auszuschließen 

wurde die Membran anschließend in Ponceau S-Lösung (Sigma Aldrich) gefärbt 

und in destilliertem Wasser wieder entfärbt. Anschließend wurden die freien 

Bindungsstellen der Membran blockiert. Hierfür wurde die Membran für eine 

Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C i n Milchlösung (5g 

Trockenmilchpulver in 100ml PBS) inkubiert. Danach wurde die Membran für eine 

Stunde mit dem primären Antikörper inkubiert. Entsprechend der Spezifität des 

Antikörpers wurde dieser in 3%-iger Milchlösung verdünnt (siehe Tabelle 6, 

Antikörper). Nach dreimaligem Waschen der Membran in PBS für jeweils 10min 

wurde der Peroxidase-gekoppelte sekundäre Antikörper in entsprechender 

Verdünnung auf die Membran gegeben und eine Stunde inkubiert. Überschüssiger 

Antikörper wurde anschließend durch Waschen der Membran entfernt. Die 

Entwicklung des Blots erfolgte über Aufsprühen von VisualizerTM Spray & GlowTM 

ECL Western Blotting Detection System (Millipore) und anschließendem Auflegen 

eines Röntgenfilms (Amersham). 

 

2.2.3.5 PROTEIN ÜBEREXPRESSION 

Zur Überexpression von verschiedenen Proteinen wurden zunächst die 

entsprechenden Plasmide in spezielle Expressionsstämme (siehe Tabelle 4) 
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transformiert und der Transformationansatz direkt in eine 100ml Übernachtkultur 

gegeben. Aus dieser Übernachtkultur wurde die Überexpressionskultur am 

nächsten Tag angeimpft. Die optische Dichte sollte zu Beginn OD600=0,1 betragen. 

Die Kultur wurde schüttelnd bei 37°C inkubiert bis die optische Dichte einen Wert 

von OD600=1,0 erreichte. Die Proteinexpression wurde nun mit IPTG in einer 

Endkonzentration von 0.5-2 mmol/l induziert, außerdem wurde der Kultur Ethanol 

in einer Endkonzentration von 2% zugegeben. Die Kultur wurde anschließend für 

weitere 4h oder über Nacht bei 30°C inkubiert. Die erfolgreiche Überexpression 

wurde durch SDS-PAGE überprüft. 

 

2.2.3.6 AUFREINIGUNG VON GST-FUSIONSPROTEINEN 

Bakterienkulturen mit überexprimiertem GST-Fusionsprotein wurden zunächst 

abzentrifugiert und das Pellet entweder bis zur Weiterverarbeitung eingefroren 

oder direkt in 20ml/l Bakterienkultur Resuspensionspuffer PBS-KMT 

aufgenommen. Die Lösung wurde dann für 30 min auf Eis inkubiert, bevor die 

Bakterien mittels Ultraschall aufgeschlossen wurden. Um Zelltrümmer und 

unlösliche Proteine abzutrennen wurde die Suspension anschließend bei 20000g 

und 4°C für eine Stunde zentrifugiert.  

Der Überstand wurde dann mit 3ml Glutathion-Sepharose 4B (Amersham) in 

einem Falconröhrchen gemischt, wobei die Sepharose zuvor mit 30ml PBS-KMT 

durch dreimalige Waschzentrifugation (1000g, 4°C, 5 min) equilibriert worden war. 

Die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Sepharose erfolgte durch Inkubation 

auf einer rotierenden Plattform bei 4°C für 2 Stund en oder über Nacht. 

Anschließend wurde die Sepharose zweimal mit PBS-KMT gewaschen und die 

Sepharose in 15ml PBS-KM-Puffer resuspendiert. Die Sepharose-Suspension 

wurde auf eine Säulenvorrichtung gegeben. Die sedimentierte Sepharose wurde 

zweimal gewaschen und das GST-Fusionsprotein anschließend eluiert. Zur 

Elution wurde die Sepharose sechsmal mit jeweils 1ml Elutionspuffer mit 

reduziertem Glutathion kurz inkubiert und das Eluat jeweils in 1,5ml Eppendorf-

Gefäßen aufgefangen. Die Fraktionen wurden mittels Dot-Blot auf Proteingehalt 

getestet. Proteinhaltige Fraktionen wurden in einem Dialyseschlauch (MWCO 

10000Da) vereinigt und bei 4°C gegen Dialysepuffer dialysiert. Die 

Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford bestimmt und 

gegebenenfalls durch Einengung mittels Zentrifugation mit einem Centriprep-
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Zentrifugengefäß (Ultracel YM-50, Amicon) erhöht. Die Proteinlösung wurde 

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

der gereinigten Proteine wurde mittels Elektrophorese und anschließender 

Coomassie-Färbung oder Western-Blot analysiert. 

 

2.2.3.7 AUFREINIGUNG VON HIS-FUSIONSPROTEINEN 

Die Bakterienkulturen mit überexprimierten HIS-Fusionsproteinen wurden 

abzentrifugiert und das Pellet eingefroren oder direkt in Lysepuffer aufgenommen. 

Die Bakteriensuspension wurde 30min auf Eis inkubiert und die Bakterien 

anschließend mittels Ultraschall aufgeschlossen. Zur Abtrennung von 

Zelltrümmern folgte eine Ultrazentrifugation bei 60000 rpm und 4°C für eine 

Stunde. Der Überstand wurde mit equilibriertem Talon (talon metal affinity resin, 

BD Biosciences, equilibriert in Lysepuffer durch zweimalige Waschzentrifugation 

bei 1000g, 4°C für 5min) für zwei Stunden auf einer  rotierenden Plattform bei 4°C 

inkubiert und anschließend auf eine Säulenvorrichtung gegeben. Das Talon wurde 

dann mit Waschpuffer in 4 Fraktionen zu je 1ml gewaschen. Anschließend wurden 

die Proteine über einen Imidazol-Gradienten eluiert. Dem Waschpuffer wurde 

dafür 50mM, 100mM, 150mM oder 250mM Imidazol zugegeben und für jede 

Konzentration jeweils vier Fraktionen zu je 1ml gesammelt. Zur Analyse der 

Fraktionen wurden jeweils 10µl auf ein SDS-Gel aufgetragen und die positiven 

Fraktionen nach Coomassie-Färbung bestimmt. Diese wurden in einem 

Dialyseschlauch (MWCO 10000Da) vereinigt und bei 4°C gegen Dialysepuffer 

dialysiert. Die Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford 

bestimmt und gegebenenfalls durch Einengung mittels Zentrifugation mit einem 

Centriprep-Zentrifugengefäß (Ultracel YM-50, Amicon) erhöht. Die Proteinlösung 

wurde aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

 

2.2.3.8 IN VITRO TRANSKRIPTION UND TRANSLATION  

Zur radioaktiven Markierung verschiedener Proteine wurden diese in vitro 

transkribiert und translatiert. Dies erfolgte mit dem TNT® T7 Quick Coupled 

Transcription/Translation System der Firma Promega. Hierbei handelt es sich um 

ein Kaninchen-Retikulozytenlysat, das alle zur Transkription und Translation 

notwendigen Enzyme enthält. Zur radioaktiven Markierung der gebildeten Proteine 
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wurde dem Lysat [35S]-Methionin zugesetzt, welches dann in das Protein 

eingebaut wurde. Ein 50µl Standardansatz beinhaltete 1µg Plasmid, das das 

gewünschte Protein codierte, sowie 0,74MBq [35S]-Methionin (Hartmann Analytics, 

entspricht ca. 2µl). Der Ansatz wurde für 90 min bei 30°C inkubiert. 

 

2.2.3.9 GST-PULL-DOWN ASSAY  

Um die Bindung von verschiedenen Proteinen an Importine zu testen, wurden die 

Importine α1, α3, α4, α5, α7 und β als GST-Fusionsproteine sowie GST 

überexprimiert und aufgereinigt. Ebenfalls wurde Importin β als HIS-Fusionsprotein 

exprimiert und gereinigt. Für einen Pull-Down Assay wurden jeweils 100µl 

equilibrierte GSH-Sepharose (Amersham) eingesetzt. Zur Equilibrierung wurden 

100µl der Sepharose dreimal in Import-Puffer mittels Zentrifugation (3600rpm, 4°C, 

2min) gewaschen und anschließend in 900µl Import-Puffer mit Proteaseninhibitor-

Cocktail aufgenommen. Zur Immobilisierung der Importine und GST als 

Negativkontrolle wurden 15µg der GST-Importine oder GST über Nacht mit der 

Sepharose bei 4°C inkubiert. Überschüssige ungebund ene Importine wurden am 

nächsten Tag durch zweimalige Zentrifugation der Sepharose ausgewaschen und 

die Sepharose jeweils in 900µl Import-Puffer mit 2mg/ml Rinderserumalbumin und 

Proteaseninhibitor-Cocktail aufgenommen. Es wurden anschließend Importin β-

HIS in 1,5 molarem Überschuss und 10µl einer IVTT mit radioaktiv markiertem 

Protein zugegeben und die Ansätze für 2h bei 4°C an  einer rotierenden Plattform 

inkubiert. Anschließend folgten fünf Waschzentrifugationen mit Import-Puffer. 

Nach der fünften Zentrifugation wurde die Suspension in ein frisches 1,5 ml 

Eppendorf Gefäß überführt, die Sepharose abzentrifugiert und das Pellet zur 

Denaturierung der Komplexe in 60µl SDS-Probenpuffer aufgekocht. 15µl der 

Proben wurden über ein  SDS-Gel aufgetrennt und die gefällten Proteine mit 

Coomassie gefärbt. Das Gel wurde getrocknet und die Banden der gefällten, 

radioaktiven Proteine mittels Autoradiographie detektiert. Densitometrische 

Analysen zur Signalquantifizierung wurden mit dem Programm PCBAS 

durchgeführt. Bei Verdrängungsversuchen mit Nucleoplasmin wurde 

rekombinantes His-Nucleoplasmin in vierfach molarem Überschuss zu den 

immobilisierten Importinen gegeben, 30min bevor das radioaktiv markierte Protein 

zugegeben wurde.  
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2.2.3.10 SUMOYLIERUNGSASSAY VON [35S]-MARKIERTEM ZIELPROTEIN 

Um eine Konjugation von SUMO (small ubiquitin-like modifier)-1, -2 oder -3 an 

HIF-1α und HIF-2α in vitro zu zeigen wurde das SUMOylierungs-Kit der Firma 

Boston Biochem verwendet. Das Kit beinhaltet alle Proteine und Enzyme, die für 

eine SUMOylierung in vitro nötig sind (SUMO E1 Enzym, SUMO1, UbcH9) sowie 

einen Reaktionspuffer und eine Mg-ATP-Lösung. Entgegen den Angaben des 

Herstellers wurden die einzusetzenden Mengen der einzelnen Komponenten 

verringert. Einem 20µl-Ansatz wurden 2µl 10x-Puffer, 1µl (12,5µM) SUMO-1, -2 

oder -3, 2µl (5µM) UbcH9, 2µl (50nM) E1 Enzym und 1µl (0,5mM) Mg-ATP-

Lösung zugegeben. Das zu untersuchende Protein wurde in vitro transkribiert und 

translatiert und dabei radioaktiv markiert (siehe Kapitel 2.2.3.8). Dem 

SUMOylierungsansatz wurden von diesem Reaktionsansatz 1-2µl zugegeben. Die 

SUMOylierung erfolgte bei 37°C für 90min. Die Reakt ionsansätze wurden komplett 

auf ein SDS-Gel aufgetragen und mittels Autoradiographie analysiert. 

 

2.2.3.11 SUMOYLIERUNGSASSAY MIT REKOMBINANTEM PROTEIN 

Um die SUMOylierung von rekombinantem Protein zu untersuchen wurde 

aufgereinigtes HIF-1α und HIF-2α eingesetzt. Je 5µg Protein wurden in einen 20µl 

SUMOylierungsansatz mit 2µl 10x-Puffer, 2µl (5µM) UbcH9, 2µl (50nM) E1 Enzym 

und 1µl (0,5mM) ATP-Lösung gegeben. Statt rekombinantem SUMO1 wurde 1µl 

eines in vitro-Transkriptions/Translations-Ansatzes mit [35S]-Methionin eingesetzt. 

Der Ansatz wurde für 90min bei 37°C inkubiert und k omplett auf ein SDS-Gel 

aufgetragen. SUMOylierung von HIF-1α und HIF-2α wurde anschließend über 

Autoradiographie analysiert.  

 

2.2.4 YEAST TWO HYBRID ASSAY 

2.2.4.1 TRANSFORMATION VON HEFE 

Um Hefe zu transformieren, wurde diese zunächst über Nacht in YPD-Medium bis 

zu einer Dichte von 1-2x107 Zellen/ml kultiviert. Am nächsten Tag wurde eine neue 

Kultur mit 2x106 Zellen/ml angeimpft und bei 30°C bis zu einer Zell zahl von 1x107 

Zellen/ml wachsen gelassen. Die Zellen wurden anschließend mittels 

Zentrifugation geerntet (5min bei 2000rpm), mit sterilem Wasser gewaschen und 
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nach erneuter Zentrifugation in 1ml sterilem Wasser resuspendiert. Nach 

Überführung in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß wurden die Zellen erneut pelletiert und 

in TE-Puffer mit Lithiumacetat gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren wurde 

das Pellet in TE-Puffer mit LiAc aufgenommen. Die Endkonzentration betrug 

ungefähr 2x109 Zellen/ml.  

50µl der Suspension wurden dann mit 1µg DNA und 50µg einzelsträngiger 

Lachssperma-DNA gemischt und 300µl 40%-iges PEG 400 (gelöst in TE-Puffer 

mit LiAc) zugegeben. Der Transformationsansatz wurde für 30min bei 30°C 

inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock für 15min bei 42°C im Wasserbad. Die Zellen 

wurden abzentrifugiert, in TE-Puffer aufgenommen und auf Selektivmedium 

ausplattiert. 

 

2.2.4.2 MATCHMAKER ™ GAL4  TWO-HYBRID SYSTEM 3 (CLONTECH) 

Um eine Proteininteraktion zweier Proteine nachzuweisen, wurde das 

Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 der Firma Clontech verwendet. Die 

kodierenden Sequenzen von HIF-1α und HIF-2α wurden mittels PCR amplifiziert 

und über Restriktion mit BamHI in den Vektor pGBKT7 kloniert und somit an die 

DNA-Bindedomäne (DBD) von GAL4 fusioniert. UBC9 lag im Vektor für die Fusion 

an die GAL4 Transaktivierungsdomäne (AD) pGADT7 vor. Beide Plasmide trugen 

unterschiedliche Selektionsmarker (Leu und Trp) und wurden in die Hefe 

S.cervisiae AH109 co-transformiert. Die co-transformierte Hefe wurde zunächst 

auf Doppelselektionsmedium ausplattiert (SD-Leu-Trp). Von dieser Platte wurden 

dann Kolonien auf vierfachem Selektionsmedium (SD-Leu-Trp-Ade-His) 

übertragen. Wenn Bindedomäne und Transaktivierungsdomäne in der Zelle in 

direkte Nähe gebracht wurden, konnten die Hefen durch die Aktivierung von 

Reportergenen (His und Ade) auf dieser Platte wachsen und eine in vivo Bindung 

der zwei Proteine nachgewiesen werden.  

 

2.2.4.3 FLÜSSIGER ONPG-TEST VON POSITIVEN YEAST TWO HYBRID KLONEN 

Jeweils drei positive Klone wurden für eine Übernachtkultur in SD-

Selektionsmedium angeimpft. 2 ml der Übernachtkultur wurden dann in 8ml YPD-

Medium gegeben und die frische Kultur bei 30°C für 3-5 Stunden schüttelnd bis 

zur mid-log- Phase (OD600= 0,5-0,8) inkubiert und die OD notiert. Je 1,5 ml der 
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Kultur wurden dann durch Zentrifugation für 30 sec bei 14000rpm geerntet. Die 

Zellen wurden jeweils in 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert. Zellen wurden durch 

erneutes Zentrifugieren pelletiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 300µl 

Z-Puffer (Konzentrationsfaktor 5) resuspendiert. 100µl der Suspension wurden 

dann durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und schnellem Auftauen 

bei 37°C lysiert. Als Leerwert dienten 100µl Z-Puff er. Nach Zugabe von je 700µl Z-

Puffer+ β-Mercaptoethanol (100ml Z-Puffer + 270µl β-Mercaptoethanol) wurden 

160µl einer ONPG-Lösung (4mg/ml ONPG in Z-Puffer) zugegeben und die Zeit 

gemessen. Nach Enwicklung der gelben Färbung wurden dann 400µl einer 1M 

Na2CO3-Lösung zum Stoppen der Reaktion zugegeben und der Zelldebris mittels 

Zentrifugation abgetrennt. Die optische Dichte bei 420nm des Überstands wurde 

anschließend ermittelt und über die Formel 

 

β-Galaktosidase-Reaktionseinheit=1000 x OD420 / (t x V x OD600) 

t=Inkubationszeit 

V=0,1ml x 5 (Konzentrationsfaktor) 

 

die dazugehörigen β-Galaktosidase-Reaktionseinheiten berechnet. In einem 

Parallelversuch wurden die β-Galaktosidase-Reaktionseinheiten für drei 

Kontrollklone, transformiert mit UBC9-AD und DBD-Leervektor, ermittelt. Deren 

Mittelwert wurde jeweils von den berechneten Werten des Versuchs subtrahiert. 

Aus den ermittelten 9 Versuchswerten (3 Klone à 3 Messungen) wurden 

Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung bestimmt. 

 

 

2.2.5 RICHTLINIEN ZUR VERSUCHSVALIDIERUNG  

Als Richtlinie zur Validierung der Ergebnisse wurden in dieser Arbeit angeführte 

Versuchsergebnisse in mindestens drei voneinander unabhängigen Versuchen 

verifiziert. Eine Ausnahme bildet der Yeast-two-Hybrid Assay, welcher nur zweimal 

durchgeführt wurde. Alle angeführten Ergebnisse konnten in unabhängigen 

Versuchen grundsätzlich reproduziert werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Versuche wurden vorrangig qualitativ 

bewertet, dargestellte quantitative Auswertungen beziehen sich auf das 

dargestellte repräsentative Versuchsergebnis. Für Fluoreszenzmikroskopische 
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Aufnahmen bei Protein-Lokalisationsstudien wurden für die jeweilige 

Zellpopulation typische Zellen aufgenommen und die Lokalisation des 

entsprechenden Proteins qualitativ bewertet. Eine Analyse der 

Fluoreszenzintensitäten wurde nicht durchgeführt. 
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3. ERGEBNISSE 

3.1  UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES DER PAS-B-DOMÄNE VON HIF-1αααα AUF 

DIE INTERAKTION MIT DEN IMPORTINEN 

Mitglieder der Gruppe der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) sind 

Schlüsselregulatoren bei der Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase. Unter 

normoxischen Bedingungen wird die α-Untereinheit durch Prolyl-4-Hydroxylasen 

(PHDs) an zwei konservierten Prolinresten hydroxyliert, wodurch ein pVHL-

vermittelter Abbau über das Proteasom induziert wird. In Hypoxie wird die α-

Untereinheit stabilisiert und über Importin α/β vermittelten Kernimport in den Kern 

transportiert. 

Nach Analyse der Primärstruktur von HIF-1α können zwei theoretische NLS 

ermittelt werden. Die C-terminal gelegene NLS konnte in vitro als funktionell 

nachgewiesen werden [Depping et al., 2008], jedoch konnte gezeigt werden, dass 

auch verkürzte Konstrukte von HIF-1α, in den Kern transportiert werden [Kallio et 

al., 1998]. Da PAS-Domänen ausschlaggebend für die Dimerisierung und Bindung 

an andere Proteine sind [Huang et al., 1993; Reisz-Porszasz et al., 1994], wird 

angenommen, dass durch eine solche Protein-Protein Interaktion der räumliche 

Zugang von Importinen zur NLS gestört wird. Aufgrund dieser Theorie sollte die 

Lokalisation von einer PAS-B-Deletionsmutante von HIF1-α (HIF-1α ∆PAS B) in 

der Zelle analysiert werden, ebenso wie die Lokalisation von HIF-1α-∆PAS B 

K719A, einer Mutante mit einer Mutation in der funktionellen C-terminalen NLS. 

Dazu wurden U2OS-Zellen mit dem HIF-1α ∆PAS B K719A kodierenden Plasmid 

transfiziert. Als Kontrolle diente das unmutierte HIF-1α ∆PAS B. Die Zellen wurden 

mit einem anti-HIF-1α Antikörper inkubiert, ein Cy3-gekoppelter Sekundär-

Antikörper wurde zur Sichtbarmachung des Proteins verwendet. Der Zellkern 

wurde zusätzlich durch Färbung der DNA mittels Hoechst 33258 dargestellt. Unter 

dem Fluoreszenzmikroskop konnten die Lokalisationen der Proteine dann 

analysiert werden. Die Lokalisation von HIF-1α ∆PAS B veränderte sich im 

Vergleich zum Wildtyp HIF-1α nicht. Unter Normoxie und Hypoxie wird das Protein 

weiterhin in den Kern transportiert, wo es dann über den Antikörper nachgewiesen 

werden konnte (siehe Abb.5). Eine zusätzliche Mutation in der C-terminalen NLS 

bewirkte eine Veränderung der Lokalisation. Diese HIF-1α-Mutante konnte nicht 
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mehr in den Zellkern transportiert werden und war mit dem Antikörper nur im 

Zytoplasma nachweisbar.  

 

 

 
Abb.5: Lokalisation von HIF-1 α ∆PAS B und HIF-1 α ∆PAS B K719A.  Dargestellt ist 
die Lokalisation von HIF-1α ∆PAS B und ∆PAS B K719A. HIF 1α wurde jeweils über 
einen Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper sichtbar gemacht. Die DNA der Zellkerne 
wurde mit DAPI eingefärbt. HIF-1α ∆PAS B zeigt die für HIF-1α typische Lokalisation 
im Zellkern, die Mutante HIF-1α ∆PAS B K719A zeigt im Gegensatz dazu 
zytoplasmatische Lokalisation. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig 
durchgeführte Versuche. 

 

 

 

3.2 UNTERSUCHUNGEN ZUM KERNTRANSPORT DER PHDS 

3.2.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR BINDUNG VON PHD1 AN DIE IMPORTINE 

Wichtige Faktoren der Expression hypoxischer Zielgene sind die HIF-α 

hydroxylierenden Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD1, -2 und -3). Eine Studie mit PHD-

GFP-Fusionsproteinen zeigte unterschiedliche Lokalisationen der drei PHDs in der 

Zelle. Während PHD1 ausschließlich im Kern zu finden ist, scheint PHD2 

hauptsächlich im Zytoplasma vorzukommen. PHD3 lässt sich in beiden 

Zellkompartimenten in ausgeglichenen Mengen finden [Metzen et al., 2003].  

Um den Mechanismus des Kernimports von PHD1 zu untersuchen, wurde 

zunächst die Bindung von Importinen an PHD1 untersucht. Dazu wurden 

Expressionvektoren, die die ubiquitär vorkommenden Importine (α1, α3, α4, α5, α7 
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und β) als GST-Fusionsprotein kodieren, in E.coli überexprimiert. Nach 

Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurden sie für Interaktionsstudien 

verwendet. Um die Bindung von PHD1 an die Importine zu überprüfen, wurde 

PHD1 in vitro transkribiert und translatiert und radioaktiv markiert. In einem Pull-

down Assay wurde dann eine mögliche Bindung von PHD1 an die immobilisierten 

Importine analysiert.  

In Abbildung 6 ist ein repräsentativer Pull-down Assay für PHD1 dargestellt. Im mit 

Coomassie-brilliant-blue gefärbten Gel sieht man die immobilisierten Importin αs, 

und, da ein alternativer ausschließlich Importin β vermittelter Kernimport in Frage 

kommen kann, Importin β. GST ohne Fusionsprotein dient als Negativkontrolle.  

 

 

 
Abb.6: Pull-down Assay von PHD1 mit Importinen.  Dargestellt ist ein 
repräsentativer  Pull-down Assay von PHD1 mit den Importinen α1, α3, α4, α5, 
α7 und β. GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose 
immobilisiert und mit radioaktiv markiertem PHD1 inkubiert. Die Interaktion 
lässt sich mittels SDS-PAGE (oben) und Autoradiographie (unten) 
nachweisen. Im Coomassie-brilliant-blue gefärbten Gel sieht man die 
immobilisierten Importine, in der Autoradiographie die Bande des daran 
gebundenen [35S]-PHD1. Die stärkste Bindung zeigt sich für PHD1 mit 
Importin α5 (100% Bindung). Eine starke Bindung ist an alle anderen Importin 
αs nachweisbar. PHD1 bindet kaum an Importin β (8% Bindung). Der Pull-
down Assay von GST dient als Negativkontrolle. Die Abbildung ist 
repräsentativ für 8 unabhängig durchgeführte Versuche. Die repräsentative 
densitometrische Auswertung bezieht sich auf den abgebildeten Versuch. 
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Die Autoradiographie des Gels zeigt eine radioaktive Bande bei ca. 47kDa, der 

molekularen Masse von PHD1, bei allen Importin αs, keine Bande in der 

Negativkontrolle und nur eine schwache Bande bei Importin β. Es zeigt sich die 

stärkste Bindung von PHD1 an Importin α5. Bei densitometrischen Analysen wird 

diese Bindung gleich 100% gesetzt. Es lässt sich nur eine nur leicht schwächere 

Bindung an Importin α3, α4 und α7 (65%, 63%, 62% Bindung) zeigen, die Bindung 

an Importin α1 ist stark schwächer (18% Bindung), aber immer noch deutlich 

stärker als für Importin β (8% Bindung) PHD1 bindet demnach in vitro direkt an 

alle Importin αs und nur schwach an Importin β. 

 

3.2.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR SPEZIFITÄT DER BINDUNG VON PHD1 AN DIE IMPORTINE 

Um die Spezifität der Bindung von PHD1 an die Importine zu zeigen, wurde ein 

Verdrängungsexperiment mit Nucleoplasmin durchgeführt. Nucleoplasmin besitzt 

den Prototyp einer bipartite NLS und bindet die Bindungstaschen der Importine mit 

hoher Affinität. Bei einer spezifischen Bindung einer PHD1-NLS an die Importine 

sollte die Bindung durch das Nucleoplasmin verdrängt bzw. abgeschwächt werden. 

Abbildung 7 zeigt einen repräsentativen Pull-down Assay von PHD1 mit und ohne 

Zugabe von Nucleoplasmin. Beide Ansätze wurden dann in der Autoradiographie 

verglichen. Für alle Importine zeigt sich eine deutliche Verdrängung von PHD1 

durch Nucleoplasmin. Setzt man bei densitometrischer Auswertung die stärkste 

Bindung von PHD1 an Importin α5 auf 100% Bindung, so zeigt sich für alle 

Ansätze von Importin αs ohne Nucleoplasmin mehr als 50% Bindung. Gibt man zu 

den Ansätzen mit Importin αs Nucleoplasmin, verringert sich die Bindung von 

PHD1 auf weniger als 12%. Die schwache Bande von Importin β lässt sich durch 

Nucleoplasmin nicht verdrängen. 
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Abb.7: Spezifitätstest der Bindung von PHD1 an die Importine.  Dargestellt ist ein 
repräsentativer Pull-down Assay von PHD1 mit den Importinen α1, α3, α5, α7 und β 
ohne Zugabe von Nucleoplasmin (-) und mit Zugabe von Nucleoplasmin in 4M 
Überschuss zu den Importinen (+). GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit [35S]-PHD1 und ggf. mit Nucleoplasmin inkubiert. Die 
Interaktion von PHD1 mit Importinen und eine Verdrängung von PHD1 durch 
Nucleoplasmin lässt sich mittels SDS-PAGE (oben) und Autoradiographie (unten) 
nachweisen. Im Coomassie-brilliant-blue gefärbten Gel sieht man die immobilisierten 
Importine, in der Autoradiographie die Bande des [35S]-PHD1. Die stärkste Bindung 
zeigt sich für PHD1 mit Importin α5 (100%). Ohne Zugabe von Nucleoplasmin zeigt 
sich eine Bindung an die Importin αs von über 50%, bei Zugabe von Nucleoplasmin 
verringert sich die Bindung auf weniger als 12%. Importin β bindet kaum, GST dient als 
Negativkontrolle des Versuchs. Die Abbildung ist repräsentativ für 4 unabhängig 
durchgeführte Versuche. Die repräsentative densitometrische Auswertung bezieht sich 
auf den abgebildeten Versuch. 

 

3.2.3 CHARAKTERISIERUNG DER NLS VON PHD1  

Um die Bindung von PHD1 an die Importine genauer zu charakterisieren, wurde 

die Aminosäuresequenz analysiert. Über den Algorithmus von PredictNLS konnte 

eine potentielle monopartite NLS zwischen Aminosäure P117 und Aminosäure 

E123 vorhergesagt werden (PKRKWAE). Um diese Sequenz auf Funktionalität zu 

testen, wurden über ortsgerichtete Mutagenese Punktmutationen in diesem 

Bereich gesetzt. Da die basischen Aminosäuren Lysin und Arginin den Charakter 

einer NLS ausmachen, wurde zunächst das Lysin 118 durch Alanin ersetzt. Über 

einen Pull-down Assay sollte dann die Bindung dieser Mutante (PHD1 K118A) an 

die verschiedenen Importine getestet werden. PHD1 K118A wurde radioaktiv 

markiert und in einem GST-Pull-down Assay eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, 

dass die Mutation eines Lysins der vorhergesagten NLS ausreicht, um die 
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Bindung an die Importine deutlich abzuschwächen (siehe Abb.8). Dies wird durch 

eine deutlich geringere Bandenstärke der Mutante im Vergleich zum Wildtyp bei 

allen getesteten Importinen deutlich. 

 

 
Abb.8: Pull-down Assay von PHD1 K118A mit Importine n. Dargestellt ist ein 
repräsentativer Pull-down Assay von PHD1 K118A mit den Importinen α1, α3, α4, α5, 
α7 und β. GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose immobilisiert 
und mit [35S]-PHD1 K118A inkubiert. Die Interaktion lässt sich mittels SDS-PAGE (oben) 
und Autoradiographie (unten) nachweisen. Im Coomassie-brilliant-blue gefärbten Gel 
sieht man die immobilisierten Importine, in der Autoradiographie die Bande des daran 
gebundenen [35S]-PHD1 K118A. Als Vergleich dient ein Pull-down Assay von [35S]-
PHD1 mit Importin α5 (α5+wt). Die Bindung der Mutante ist im Gegensatz zum Wildtyp 
deutlich abgeschwächt. Der Pull-down Assay mit GST dient als Negativkontrolle. Die 
Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
 

 

 

Um einen Einfluss der Mutation auf Vorgänge in der Zelle zu untersuchen, wurde 

dieselbe Mutation auch in ein PHD1-GFP-Fusionsprotein (PHD1 K118A-GFP) 

eingebracht. Das Plasmid, das für diese Mutante kodierte, wurde dann zunächst in 

HeLa-Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente PHD1-GFP. Die Lokalisation von 

PHD1 K118A-GFP wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht und mit 

der Lokalisation von PHD1-GFP verglichen. Während PHD1-GFP wie zuvor 

bereits beschrieben ausschließlich im Zellkern vorliegt (siehe Abb.9, oben) zeigt 

sich für PHD1 K118A-GFP eine teilweise Verschiebung des Proteins aus dem 

Kern. Es liegt vermehrt im Zytoplasma vor, jedoch weiterhin hauptsächlich im 

Zellkern (siehe Abb.9, unten). Da der Kernimport des Proteins und die Bindung 
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des Proteins an die Importine zwar gestört, aber nicht aufgehoben werden konnte, 

wurde eine zweite Punktmutation in das Protein eingeführt. Das zweite Lysin 

(K120) der putativen NLS wurde ebenfalls durch ein Alanin ersetzt (PHD1 

K118AK120A und PHD1 K188AK120A-GFP). Untersuchungen im Pull-down 

Assay und in der Zelle zeigten keinen Unterschied der Doppelmutante zur 

Punktmutante. Um einen Zelltyp-spezifischen Effekt der HeLa-Zellen 

auszuschließen wurden zusätzlich sowohl U2OS- als auch COS-7-Zellen mit 

PHD1-GFP, PHD1 K118A-GFP und PHD1 K118AK120A-GFP transfiziert. Für 

beide Zelllinien zeigte sich ebenfalls nur eine teilweise Verschiebung des Proteins 

aus dem Kern ins Zytoplasma. 

 

 
Abb.9: Lokalisation von PHD1 und PHD1 K118A in der Zelle.  
Dargestellt ist transient transfiziertes PHD1-GFP und PHD1 K118A-
GFP. Die DNA im Zellkern wurde mit DAPI angefärbt. Bei der 
Überlagerung beider Bilder zeigt sich, dass PHD1 ausschließlich im 
Zellkern zu finden ist, für die Mutante jedoch eine Verteilung in der 
gesamten Zelle zu beobachten ist. Die Abbildung ist repräsentativ für 5 
unabhängig durchgeführte Versuche. 
 

 

 

3.2.4 CHARAKTERISIERUNG DER BINDUNG VON PHD1 AN IMPORTIN α5  

Um die NLS und deren Bindung an die Importine weiter zu charakterisieren, sollte 

ermittelt werden, welche Importin-Bindungstasche für die Bindung 

ausschlaggebend ist. Mutanten von Importin α5 mit Punktmutationen in 
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verschiedenen ARM-Motiven (ARM2, ARM3, ARM7, ARM3/8), die die 

Funktionalität der ersten (ARM2, ARM3), zweiten (ARM7) oder beiden (ARM3/8) 

Bindungstaschen außer Kraft setzten, wurden in E.coli JM101 überexprimiert und 

als GST-Fusionsproteine aufgereinigt. Im Pull-down Assay mit [35S]-PHD1 wurden 

sie im Vergleich zu Importin α5 eingesetzt. 

 

 
Abb.10: Pull-down Assay von PHD1 mit Importin α5 ARM-Mutanten.  
Dargestellt ist ein repräsentativer  Pull-down Assay von PHD1 mit verschiedenen 
Mutanten von Importin α5. Bei den Mutanten ist entweder die N-terminale 
Bindungstasche (ARM2, ARM3), die C-terminale Bindungstasche (ARM7) oder es 
sind beide Bindungstaschen (ARM3/8) durch Mutation funktionsuntüchtig. GST-
fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit [35S]-
PHD1 inkubiert. Die Interaktion lässt sich mittels SDS-PAGE (oben) und 
Autoradiographie (unten) nachweisen. Im Coomassie-brilliant-blue gefärbten Gel 
sieht man die immobilisierten Importine, in der Autoradiographie die Bande des 
daran gebundenen [35S]-PHD1. Bei Mutation der N-terminalen Bindungstasche 
zeigt sich im Vergleich zum Wildtyp (100% Bindung) weiterhin eine Bindung des 
Proteins (59,8%, 30% Bindung). Bei Mutation der C-terminalen Bindungstasche 
keine Bindung (0,9%, 1,8% Bindung). Der Pull-down Assay von GST dient als 
Negativkontrolle. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte 
Versuche. Die densitometrische Auswertung bezieht sich auf den abgebildeten 
Versuch. 
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Die Autoradiographie des Pull-down Assays (siehe Abb.10) zeigt, dass eine 

Mutation der ersten Bindungstasche (ARM2, ARM3) die Bindung von PHD1 an 

Importin α5 abschwächt. Die densitometrische Auswertung zeigt eine 

Abschwächung der Bindung auf 60% bzw. 30% im Vergleich zu Importin α5. Eine 

Mutation der zweiten Bindungstasche (ARM7, ARM3/8) hat massiven Einfluss auf 

die Bindung von PHD1. Die Autoradiographie zeigt nur ein schwache Bande, die 

Bindung von PHD1 an Importin α5 verringert sich auf 0,9% bzw. 1,8%. Eine 

Bindung von PHD1 an Importin α5 kann nicht mehr stattfinden. 

 

3.2.5  UNTERSUCHUNGEN ZUR TEILUNGSABHÄNGIGKEIT DER KERNLOKALISATION VON 

PHD1 K118A 

Da PHD1 trotz Mutation der vorhergesagten NLS hauptsächlich im Zellkern zu 

finden ist, wurde untersucht, worauf dies zurückzuführen ist. Besitzt PHD1 keine 

NES und wird nicht aus dem Kern transportiert, kann eine Ansammlung von PHD1 

K118A auf einen Zellteilungseffekt zurückzuführen sein. Bei Neubildung der 

Zellkerne nach der Mitose würde PHD1 K118A-GFP im Zellkern eingeschlossen 

und könnte diesen nicht wieder verlassen. Um dies zu untersuchen wurden HeLa-

Zellen mit den PHD1-GFP- und PHD1 K118A-GFP-kodierenden Plasmiden 

transfiziert. 14 Stunden nach der Transfektion wurde die Lokalisation von PHD1 

dann unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Lokalisation von PHD1 

zeigte keine Veränderung zu vorherigen Versuchen, PHD1 K118A zeigte weiterhin 

die charakteristische Lokalisation in Zellkern und Zytoplasma (siehe Abb.11, Mitte). 

In einem weiteren Versuch, den Teilungseffekt auszuschließen, wurden die Zellen 

im Zellzyklus arretiert. Hierzu wurden HeLa-Zellen erneut mit den Plasmiden für 

PHD1-GFP und PHD1 K118A-GFP transfiziert. Nach vier Stunden Inkubation mit 

dem Transfektionsagenz wurde ein Mediumwechsel durchgeführt und das 

ursprüngliche Medium durch Medium mit nur 0,5% FKS ersetzt. Dies hat einen 

Zellzyklusarrest in der G1-Phase des Zellzyklus zur Folge. Auch bei diesem 

Experiment zeigte sich kein Unterschied der Lokalisation von PHD1 K118A-GFP 

im Vergleich mit den vorherigen Ergebnissen. PHD1 K118A-GFP lag in Zellkern 

und Zytoplasma vor (siehe Abb.11, unten). 
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Abb.11: Lokalisation von PHD1 K118A in der Zelle 14  Stunden nach 
Transfektion und nach Zellzyklusarrest.  Dargestellt ist die Lokalisation von PHD1 
K118A-GFP in unbehandelten Zellen (A). Im Vergleich dazu wurde die Lokalisation 
von PHD1 K118A-GFP 14 Stunden nach Transfektion (B) analysiert. Es zeigte sich 
kein Unterschied in der Lokalisation. Zusätzlich wurde in PHD1 K118A-GFP 
transfizierten Zellen 4 Stunden nach der Transfektion das Kulturmedium durch 
Medium mit 0,5%FKS ersetzt, wodurch ein Zellzyklusarrest eingeleitet wurde (C). 
Auch in diesem Versuch änderte sich die Lokalisation des Proteins nicht. Die DNA 
im Zellkern wurde jeweils mit DAPI angefärbt. Die Abbildung ist repräsentativ für 
jeweils 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 

 

 

3.2.6 UNTERSUCHUNGEN ZUR MÖGLICHEN BIPARTITE  NLS VON PHD1 

Da der Kernimport von PHD1 durch Mutation der vorhergesagten NLS nicht 

vollständig unterbunden wurde, wurde die Aminosäuresequenz von PHD1 dahin 

gehend untersucht, ein mögliches zweites basisches Cluster zu finden, das mit 

dem bereits charakterisierten eine bipartite NLS bilden könnte. Etwa 15 

Aminosäuren Richtung N-Terminus (upstream) und 13 Aminosäuren Richtung C-

Terminus (downstream) von PHD1 konnte jeweils ein Lysin gefunden werden 

(K102 und K133). Durch ortsgerichtete Mutagenese von PHD1 K118AK120A-GFP 
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wurden diese Lysine jeweils durch Alanin ersetzt. Die entstandenen Vektoren, die 

PHD1 K118AK120AK102A-GFP oder PHD1 K118AK120AK133A-GFP kodieren, 

wurden im Vergleich mit PHD1 K118AK120A-GFP in HeLa-Zellen transfiziert. 

Über Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation der Proteine bestimmt. Es 

konnte gezeigt werden, dass durch Mutation der zusätzlichen Lysine, die 

theoretisch Teil einer bipartite NLS sein könnten, keine Veränderung der 

Lokalisation, verglichen mit der Punktmutante, auftritt. Beide dreifach-Mutanten 

können sowohl im Zytoplasma als auch deutlich im Zellkern beobachtet werden 

(siehe Abb.12).  

 

 
Abb.12: Lokalisation von potentiellen bipartite  Mutanten. Dargestellt ist 
die Lokalisation der PHD1 dreifach-Mutanten PHD1 K118AK120AK133A-
GFP und PHD1 K118AK120AK102A-GFP im Vergleich mit der 
Doppelmutante PHD1 K118AK120A-GFP. Durch Mutation der Lysine K118 
und K120 in der potentiellen NLS von PHD1 ist der Kernimport von PHD1 
gestört, aber nicht unterbunden. Auch die Mutation eines dritten Lysins 16 
Aminosäuren upstream (K102A) oder 13 Aminosäuren downstream (K133A) 
ändert die Lokalisation des Proteins nicht. Die Abbildung ist repräsentativ 
für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.2.7 BINDUNG VON PHD2 AN VERSCHIEDENE IMPORTINE 

Studien zeigen eine variierende Lokalisation von PHD2. Als GFP-Fusionsprotein 

(PHD2-GFP) liegt das Protein fast ausschließlich im Zytoplasma vor [Metzen et al., 

2003]. Endogenes PHD2 lässt sich mittels Immunfluoreszenz sowohl im Kern als 

auch im Zytoplasma nachweisen [Berchner-Pfannschmidt et al., 2008]. Um zu 

untersuchen, ob ein Kernimport von PHD2 über den klassischen Importin α/β 

vermittelten Weg stattfindet, sollte zunächst die Bindung an die Importine in einem 

in vitro Pull-down Assay mit den Importinen untersucht werden.  

 

 

 
Abb.13: Pull-down Assay von PHD2 mit Importinen.  Dargestellt ist ein 
repräsentativer  Pull-down Assay von PHD2 mit den Importinen α1, α3, α4, α5, 
α7 und β. GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose 
immobilisiert und mit [35S]-PHD2 inkubiert. Als Positivkontrolle dient ein Pull-
down Assay von PHD1 mit Importin α5. Die Interaktion lässt sich mittels SDS-
PAGE (oben) und Autoradiographie (unten) nachweisen. Im Coomassie-
brilliant-blue gefärbten Gel sieht man die immobilisierten Importine, in der 
Autoradiographie die Bande des an Importin α5 gebundenen [35S]-PHD1. Für 
PHD2 zeigt sich keine Bande, es bindet nicht an die Importine. Der Pull-down 
Assay mit GST dient als Negativkontrolle. Die Abbildung ist repräsentativ für 8 
unabhängig durchgeführte Versuche. 
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PHD2 wurde in vitro transkribiert und translatiert und radioaktiv markiert. Durch die 

Autoradiographie des Versuchs konnte gezeigt werden, dass PHD2 in vitro nicht 

an die Importine bindet. Abbildung 13 zeigt einen repräsentativen Pull-down Assay. 

GST diente als Negativkontrolle, Importin α5 im Pull-down Assay mit PHD1 als 

Positivkontrolle. In der Autoradiographie konnte eine Bande von PHD2 weder in 

Verbindung mit Importin α noch mit Importin β detektiert werden. 

 

3.2.8 UNTERSUCHUNGEN ZUM KERNTRANSPORT VON PHD2 

Um zu untersuchen, ob PHD2-GFP in geringem Maße in den Kern transportiert 

wird, und anschließend exportiert wird, wurden Versuche durchgeführt, den 

Kernexport zu blockieren. Das importierte Protein müsste sich dann im Zellkern 

ansammeln. Als Kernexportblocker wurde Leptomycin B (LMB) verwendet. Es 

wurden zunächst U2OS-Zellen mit dem PHD2-kodierenden Plasmid transfiziert 

und LMB zugegeben. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Lokalisation 

von PHD2-GFP wurde unter dem Mikroskop untersucht. Es zeigte sich ein 

deutlicher Unterschied zwischen mit LMB behandelten und unbehandelten Zellen. 

Die unbehandelten Zellen zeigten die charakteristische Lokalisation von PHD2  im 

Zytoplasma und nur sehr wenig Protein im Zellkern. Die behandelten Zellen 

zeigten eine zwischen Zytoplasma und Zellkern ausgeglichene Lokalisation von 

PHD2 (siehe Abb.14, B). Zusätzlich wurden verschiedene andere Zelllinien dem 

gleichen Versuch unterzogen. Sowohl HeLa-Zellen, COS-7-Zellen als auch Kelly-

Zellen zeigen die gleiche Lokalisation von PHD2 in Zellkern und Zytoplasma nach 

Behandlung mit LMB, während unbehandelte Zellen fast ausschließlich PHD2-

GFP im Zytoplasma zeigen (siehe Abb.14, A). Als einzige getestete Zelllinie 

zeigen HEK293-Zellen ein anderes Ergebnis. Die zytoplasmatische Lokalisation 

von PHD2-GFP ändert sich in diesen Zellen nach Zugabe von LMB zum 

Kulturmedium nicht (nicht gezeigt). 
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Abb.14: Einfluss von Leptomycin B auf die Lokalisat ion von PHD2-GFP.  Dargestellt 
ist die Lokalisation von PHD2-GFP in U2OS-, HeLa-, COS-7- und Kelly-Zellen. Die DNA 
im Zellkern ist mit DAPI angefärbt. A: Ohne Zugabe von LMB zeigt das Protein in allen 
Zelllinien eine überwiegend zytoplasmatische Lokalisation. B: Nach 4h Inkubation in 
Medium mit 20ng/ml LMB verschiebt sich das Protein in allen Zellen in den Kern. Es zeigt 
sich eine zwischen Zellkern und Zytoplasma ausgeglichene Lokalisation von PHD2-GFP. 
Die Abbildung ist repräsentativ für jeweils mind. 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.2.9 PHD2 BINDET DAS EXPORTIN CRM1  

Um eine Bindung von PHD2 an das Exportin CRM1 nachzuweisen, wurden HeLa-

Zellen eingesetzt. Aus dem Gesamtzelllysat wurde PHD2 mit einem 

entsprechenden Antikörper gefällt. Als Negativkontrolle wurde statt des 

spezifischen Antikörpers ein unspezifisches Maus-IgG in gleicher Menge 

eingesetzt. Unter den co-präzipitierten Proteinen konnte CRM1 mittels Western 

Blot nachgewiesen werden (siehe Abb.15). Eine unspezifische Bindung an die 

Sepharose kann dabei ausgeschlossen werden, da kein CRM1 mit 

unspezifischem IgG gefällt wird.  

 

  
Abb.15: Immunpräzipitation von CRM1 mit PHD2. 
Dargestellt ist der Western Blot der Immunpräzipitation von 
PHD2. PHD2 wurde aus untransfiziertem HeLa-
Gesamtzelllysat über einen anti-PHD2-Antikörper gefällt (2). 
Als Negativkontrolle wurde der Antikörper durch 
unspezifisches Maus-IgG ersetzt (1). Der Antikörper-PHD2-
Komplex wurde über ein denaturierendes SDS-Gel 
aufgetrennt und CRM1 im Western Blot mit einem anti-
CRM1-Antikörper detektiert. Als Kontrolle wurden 50µg 
HeLa-Gesamtzelllysat geladen (3). Die Abbildung ist 
repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
 

 

 

3.2.10 UNTERSUCHUNGEN ZUR FUNKTIONALITÄT DER VORHERGESAGTEN NES VON 

PHD2 

Analysiert man die Aminosäuresequenz von PHD2 über den Algorithmus  NetNES, 

so erhält man eine wahrscheinliche NES zwischen Aminosäure L188 und I198 

(LPALKLALEYI). Zur Untersuchung dieser Sequenz als mögliches Kernexport-

Signal wurde das für diesen Bereich kodierende Teil des PHD2-Gens mittels PCR 

amplifiziert und mittels der Restriktionsenzyme SalI und BamHI in den Vektor, der 

für GFP-fusioniertes PHD1 codiert, zwischen PHD1 und GFP einkloniert. Das 

dadurch entstandene Plasmid codiert somit für ein Fusionsprotein aus dem 

kernlokalisierten PHD1 mit der potentiellen PHD2-NES und GFP (PHD1-NES-
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GFP). Für zusätzliche Untersuchungen der vorhergesagten PHD2-NES wurden 

die für die Aminosäuren L188-L195 kodierenden Basen mittels ortsgerichteter 

Mutagenese aus PHD2-GFP deletiert (PHD2-GFP ∆NES).  

Um die Lokalisation beider Konstrukte zu untersuchen, wurden die kodierenden 

Plasmide (pEGFP-N1-PHD1-NES und pEGFP-N1-PHD2-∆NES) jeweils in HeLa-

Zellen transfiziert und die Lokalisation der Proteine über Fluoreszenzmikroskopie 

im Vergleich zu PHD2-GFP und PHD2-GFP bestimmt (siehe Abb.16). Die 

Lokalisation von PHD1-NES-GFP ändert sich im Vergleich zu PHD1-GFP nicht. 

Es liegt ausschließlich im Zellkern vor. Die Deletionsmutante PHD2-GFP ∆NES 

zeigt wie PHD2-GFP hauptsächlich zytoplasmatische Lokalisation. 

 

 
Abb.16: Lokalisation von PHD1-NES-GFP und PHD2 ∆NES-GFP. Dargestellt 
sind mit PHD2-GFP, PHD1-NES-GFP und PHD2 ∆NES-GFP transfizierte HeLa-
Zellen. Im Vergleich zu PHD2-GFP zeigt eine Deletion der putativen NES zu keiner 
Veränderung der Lokalisation. Eine Fusion aus dem kernlokalisierten PHD1 und 
der PHD2-NES lässt sich ausschließlich im Kern detektieren. Die Abbildung ist 
repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.2.11 UNTERSUCHUNGEN ZUR FUNKTIONALITÄT DER VORHERGESAGTEN NLS VON 

PHD2 

Durch Analyse der Aminosäuresequenz von PHD2 lässt sich über PSORT II eine 

klassische NLS für PHD2 zwischen Aminosäure R99 und Aminosäure K115 

(RRDNASGDAAKGKVK) vorhersagen. Um die Funktionalität dieser NLS in der 

Zelle zu überprüfen wurde mittels ortsgerichteter Mutagenese eine Punktmutation 

in diese Sequenz von PHD2-GFP eingebracht. Das Lysin 111 wurde durch ein 

Alanin ersetzt. Die dadurch entstandene Mutante (PHD2 K111A-GFP) wurde dann 

in HeLa-Zellen transfiziert und die Lokalisation nach Zugabe von LMB analysiert. 

Als Vergleich galt PHD2-GFP. Abbildung 17 zeigt, dass PHD2 K111A-GFP wie 

PHD2-GFP in unbehandelten Zellen fast ausschließlich im Zytoplasma zu finden 

ist. Nach Zugabe von LMB verhält sich PHD2 K111A-GFP genauso wie PHD2-

GFP und zeigt eine zwischen Zytoplasma und Zellkern ausgeglichene Lokalisation. 

 

 

 
Abb.17: Einfluss von Leptomycin B auf die Lokalisat ion von PHD2 K111A-GFP.  
Dargestellt ist die Lokalisation von PHD2 K111A-GFP in HeLa-Zellen. Die Zellkerne 
sind mit DAPI angefärbt. Ohne Zugabe von LMB (-LMB) zeigt das Protein wie PHD2-
GFP eine überwiegend zytoplasmatische Lokalisation. Nach 4h Inkubation in Medium 
mit 20ng/ml LMB verschiebt sich das Protein in den Kern, es zeigt sich eine zwischen 
Kern und Zytoplasma ausgeglichene Lokalisation von PHD2 K111A-GFP (+LMB). Die 
Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.2.12 UNTERSUCHUNGEN ZUM MÖGLICHEN GEKOPPELTEN KERNIMPORT VON PHD2 

Ein alternativer Weg des Kernimports für PHD2 wäre die Bindung an ein Protein, 

welches aktiv über Importine transportiert wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass 

das Protein OS9 in der Zelle an PHD2 bindet und teilweise im Zellkern vorkommt 

[Baek et al., 2005]. Sollte OS9 die Transportfunktion für PHD2 ausüben, müsste 

es über die Importine in den Kern transportiert werden. Um eine Bindung von OS9 

an die Importine nachzuweisen, wurde ein Pull-down Assay mit [35S]-markiertem 

OS9 und rekombinanten Importinen durchgeführt. In der Autoradiographie des 

Experiments zeigt sich, dass OS9 nicht an die Importine bindet (siehe Abb.18). 

Um eine Rolle des OS9 beim Kerntransport von PHD2 auszuschließen wurde das 

V5-OS9 kodierende Plasmid in U2OS-Zellen transfiziert und die Lokalisation von 

OS9 in der Zelle mit und ohne LMB bestimmt. Über einen anti-V5 Antikörper und 

einen Alexa532 gekoppelten Sekundärantikörper wurde OS9 in der Zelle sichtbar 

gemacht. Es zeigte sich eine hauptsächlich kernperiphere Lokalisation (siehe 

Abb.19, links). Die Lokalisation änderte sich auch nicht durch Zugabe von LMB 

zum Kulturmedium (siehe Abb.19, rechts). 

 

 
Abb.18: Pull-down Assay von OS9 mit Importinen.  Dargestellt ist ein 
repräsentativer  Pull-down Assay von OS9 mit den Importinen α1, α3, α7 und 
β. GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose immobilisiert 
und mit [35S]-OS9 inkubiert. Als Positivkontrolle wurde [35S]-OS9 aufgetragen 
(IVTT). Mittels SDS-PAGE (oben) und Autoradiographie (unten) lässt sich 
keine Interaktion von OS9 mit Importinen nachweisen. Der Pull-down Assay 
von GST dient als Negativkontrolle. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 
unabhängig durchgeführte Versuche. 
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Abb.19: Lokalisation von OS9 mit und ohne Leptomyci n B.  
Dargestellt ist die Immunfluoreszenzfärbung von OS9 in U2OS-Zellen. 
Über einen anti-V5-Antikörper und eine Alexa532 gekoppelten 
Sekundärantikörper ist das OS9 in der Zelle sichtbar gemacht. Die 
DNA in den Zellkernen wurde mit DAPI eingefärbt. Die Überlagerung 
beider Bilder zeigt eine überwiegend kernperiphere Lokalisation. 
Diese ändert sich auch durch Inkubation mit 20ng/ml LMB im Medium 
für 4 Stunden nicht. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig 
durchgeführte Versuche. 

 

Ein zweites Protein, für das eine Bindung an PHD2 gezeigt werden konnte, ist der 

Tumorsuppressor ING4 [Ozer und Bruick, 2005]. Als Transkriptionsfaktor ist ING4 

im Kern lokalisiert. Eine NLS wurde postuliert [Zhang et al., 2005]. Auch für ING4 

wurde ein Pull-down Assay mit den verschiedenen Importinen durchgeführt. Für 

ING4 konnte eine Bindung an alle Importine gezeigt werden, wobei die Bindung an 

Importin α1 die stärkste ist und gleich 100% gesetzt wurde. Im Vergleich zu den 
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Importin αs ist die Bindung von Importin β deutlich reduziert (6% Bindung) (siehe 

Abb.20). 

 

 
Abb.20: Pull-down Assay von ING4 mit Importinen.  Dargestellt ist ein 
repräsentativer  Pull-down Assay von ING4 mit den Importinen α1, α3, α5, α7 
und β. GST-fusionierte Importine wurden auf Glutathion-Sepharose 
immobilisiert und mit [35S]-ING4 inkubiert. Die Interaktion lässt sich mittels 
SDS-PAGE (oben) und Autoradiographie (unten) nachweisen. Im Coomassie-
brilliant-blue gefärbten Gel sieht man die immobilisierten Importine, in der 
Autoradiographie das gebundene [35S]-ING4. Der Pull-down Assay von GST 
dient als Negativkontrolle. Die Abbildung ist repräsentativ für 4 unabhängig 
durchgeführte Versuche. Die densitometrische Auswertung bezieht sich auf 
den abgebildeten Versuch. 
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3.3 SUMOYLIERUNG VON HIF-1α UND HIF-2α 

3.3.1 CO-LOKALISATION VON HIF-1α UND HIF-2α MIT SUMO1 

SUMOylierung ist eine posttranslationale Modifikation von Proteinen, bei der das 

Polypeptid SUMO  kovalent an ein Lysin des Zielproteins gekoppelt wird. Für den 

Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF)-1α konnte gezeigt werden, dass er 

SUMOyliert wird. Um den Einfluss der SUMOylierung auf die Hypoxie-abhängige 

Genexpression zu untersuchen, sollte in dieser Arbeit der Einfluss der 

SUMOylierung von HIF-1α und HIF-2α in der Zelle weiter charakterisiert werden. 

Da eine Co-Lokalisation beider Proteine unter Hypoxie für eine SUMOylierung 

sprechen würde, wurden zunächst Zellen mit Plasmiden, die für SUMO-GFP und 

HIF-1α bzw. HIF-2α kodieren, transfiziert und unter Hypoxie inkubiert. Um HIF-1α 

und HIF-2α im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen, wurde ein Cy3-

gekoppelter Sekundärantikörper verwendet. Schaut man sich die Lokalisation von 

SUMO1 in der Zelle an, so zeigt sich eine überwiegende Kernlokalisation des 

Proteins. Geringe Mengen des Proteins sind ebenfalls im Zytoplasma zu finden. 

Außerdem zeigen sich häufig Anreicherungen des Proteins in Kernkörperchen. 

Schaut man auf die Lokalisation von HIF-1α so zeigt sich eine Kernlokalisation, 

was mit der Lokalisation von SUMO1 einhergeht. Auch HIF-2α lässt sich 

vorwiegend im Zellkern finden und zeigt sich bei Co-Überexpression mit SUMO1-

GFP zum Teil in denselben Strukturen. Auch HIF-2α zeigt Proteinanreicherungen, 

die mit denen von SUMO-GFP überlagert sind (siehe Abb.21). 
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Abb.21: Co-Lokalisation von HIF-1 α und HIF-2α mit SUMO1-GFP unter Hypoxie.  
Dargestellt ist die Lokalisation von HIF-1α, HIF-2α und SUMO1-GFP in HeLa-Zellen 
nach 4 Stunden Inkubation bei 1% Sauerstoff. SUMO-1 zeigt überwiegend 
Kernlokalisation mit Anreicherungen in Kernkörperchen, nur wenig Protein ist im 
Zytoplasma zu finden. Zellkerne mit Kernkörperchen sind mit weißen Pfeilen markiert. 
HIF-1α und HIF-2α, angefärbt mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper, zeigen 
unter Hypoxie ebenfalls hauptsächlich Lokalisation im Zellkern. HIF-2α ist zum Teil in 
ähnlichen Strukturen bzw. Kernkörperchen zu finden (weißer Pfeil), die mit den 
Kernkörperchen von SUMO1-GFP überlagert erscheinen (schwarzer Pfeil). Die 
Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.3.2 SUMOYLIERUNG VON HIF-1α IN VITRO 

Um eine mögliche SUMOylierung von HIF-1α zu untersuchen, wurde HIF-1α 

zunächst in vitro transkribiert und translatiert und mittels [35S]-Methionin radioaktiv 

markiert. Um eine SUMOylierung zu zeigen, wurde [35S]-HIF-1α mit SUMO1, 

SUMO2 oder SUMO3 inkubiert. Durch eine SUMOylierung vergrößert sich das 

Molekulargewicht des Zielproteins und in der Autoradiographie des Versuchs zeigt 

sich eine SUMOylierung durch zusätzliche radioaktive Banden, die größer sind als 

das radioaktiv markierte Ausgangsprotein. Abbildung 22 zeigt die in vitro 

SUMOylierung von HIF-1α mit SUMO1, SUMO2 und SUMO3 im Vergleich zu nicht 

SUMOyliertem [35S]-HIF-1α. Bei allen drei SUMO-Isoformen zeigen sich über der 

Ausgangsbande von HIF-1α zusätzliche Banden, die bei dem unbehandeltem in 

vitro transkribierten und translatierten Protein (IVTT) nicht vorhanden sind. Bei der 

Reaktion mit SUMO1 und SUMO2 zeigen sich drei, bei dem Versuch mit SUMO3 

nur zwei zusätzliche Banden. 

 

 
Abb.22: In vitro  SUMOylierung von HIF-1 α. Dargestellt ist der 
SUMOylierungs Assay von radioaktiv markiertem HIF-1α mit SUMO1, 
SUMO2 und SUMO3 im Vergleich mit nicht SUMOyliertem [35S]-HIF-1α 
(IVTT). Durch SUMOylierung entstandene zusätzliche Banden sind mit 
Pfeilen markiert. Die Abbildung ist repräsentativ für 5 unabhängig 
durchgeführte Versuche. 

 

 

3.3.3 SUMOYLIERUNG VON REKOMBINANTEM HIF-1α 

Um die SUMOylierung von HIF-1α weiter zu analysieren, sollte untersucht werden, 

ob sich eine dreifache SUMOylierung mit SUMO1 (siehe Abb.22) auch für 

rekombinantes HIF-1α zeigen lässt. HIF-1α wurde als HIS-Fusionsprotein 

aufgereinigt, und dann für einen SUMOylierungsversuch eingesetzt. Dafür wurde 

das rekombinante Protein mit radioaktivem SUMO1 inkubiert. Als Kontrolle wurde 
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einem Reaktionsansatz kein radioaktives SUMO1 zugegeben. Beide Ansätze 

wurden über ein SDS-Gel aufgetrennt. Im Gel zeigt sich die Bande des 

rekombinanten HIF-1α bei ca. 110 kDa. Nach dem Trocknen des Gels wurden bei 

der Autoradiographie zwei deutliche Banden mit größerem Molekulargewicht als 

das rekombinante HIF-1α detektiert, die in der Kontrolle ohne Zugabe von [35S]-

SUMO1 nicht vorhanden sind (siehe Abb.23). Diese Banden sind auf eine 

zweifache SUMOylierung von rekombinantem HIF-1α zurückzuführen. 

 

 

 

 

 

 

Abb.23: SUMOylierung von rekombi-
nantem HIF-1 α. Dargestellt ist ein 
SUMOylierungs Assay mit 5µg rekom-
binantem HIS-HIF-1α. Das Coomassie-
brilliant-blue gefärbte Gel (oben) zeigt die 
Bande des rekombinanten HIF-1α, die 
Autoradiographie zwei Banden des mit 
[35S]-SUMO1 SUMOylierten Proteins (links). 
Als Kontrolle diente ein Assay ohne 
Zugabe von [35S]-SUMO1 (rechts). Die 
Abbildung ist repräsentativ für 3 
unabhängig durchgeführte Versuche. 
 

 

 

3.3.4 SUMOYLIERUNG VON HIF-1α MUTANTEN 

SUMO wird als postranslationale Modifikation kovalent an ein Lysin des 

Zielproteins gebunden. Dieses Lysin liegt meist in einer Konsensussequenz vor 

(ΨKXE) [Rodriguez et al., 2001]. Untersucht man nun die Aminosäuresequenz von 

HIF-1α nach dieser Sequenz in silico über den Algorithmus von SUMOplot, so 

kann man zehn mögliche SUMOylierungsstellen finden (siehe Abb.24).  
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B 

 
Abb.24: Potentielle SUMOylierungsstellen von HIF-1 α. Analysiert man die 
Animosäuresequenz von HIF-1α in silico mit SUMOplot, ergeben sich 10 verschiedene 
mögliche Akzeptorlysine (Pos./Group) unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit (Score) (A). 
Diese Lysine sind in verschiedenen Regionen von HIF-1α, wie ODD-Domäne oder C-
terminale NLS, zu finden (B). 
 

 

Die Lysine K391 und K477 haben dabei die höchste Wahrscheinlichkeit, 

SUMOyliert zu werden. Um weitere mögliche SUMOylierungsstellen zu finden, 

wurden verschiedene mögliche Akzeptorlysine über ortsgerichtete Mutagenese 

durch Alanine ersetzt. Dabei entstanden die HIF-1α-Mutanten K214A, K310A, 

K392A, K477A, K538A, K547A und K721A. Diese Mutanten wurden dann in vitro 

transkribiert, translatiert und radioaktiv markiert. Mit allen Mutanten und dem 

Wildtyp-Protein wurde dann ein SUMOylierungs Assay mit SUMO1 durchgeführt. 

Alle Ansätze wurden auf ein denaturierendes SDS-Gel aufgetragen und über 

Autoradiographie wurden die radioaktiven Proteine detektiert (siehe Abb.25). Der 

Wildtyp zeigt das für HIF-1α und SUMO1 charakteristische Bandenmuster über 

der Ausgangsbande. Bis auf die Mutante K477A zeigen alle anderen Mutanten ein 

vergleichbares Muster. Der Austausch der Lysine K214, K310, K392, K538, K547 

und K721 hat keinen Einfluss auf die in vitro SUMOylierung des Proteins. Als 

einzige Mutante zeigt HIF-1α K477A ein verändertes Bandenmuster. Die oberen 

Banden sind nicht vorhanden, und auch die untere Bande lässt sich nicht mehr 

detektieren. Lediglich die zweite Bande über der Ausgangsbande ist noch 

vorhanden. 
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Abb.25: SUMOylierung von HIF-1 α Mutanten.  Dargestellt sind SUMOylierungs 
Assays von den HIF-1α Mutanten K214A, K310A, K392A, K538A, K547A und K721A 
mit SUMO1. Nur HIF-1α K477A zeigt im Vergleich zum Wildtyp ein verändertes, durch 
SUMOylierung entstandenes Bandenmuster. Das Bandenmuster aller anderen 
Mutanten ist mit dem Wildtyp vergleichbar. Zusätzliche Banden sind mit Pfeilen 
markiert. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 

 

3.3.5 SUMOYLIERUNG VON HIF-2α IN VITRO 

Auch für den Transkriptionsfaktor HIF-2α sollte analog zu HIF-1α eine mögliche 

SUMOylierung untersucht werden. Mit radioaktiv markiertem HIF-2α wurde ein 

SUMOylierungs Assay durchgeführt (siehe Abb.26). Für alle drei Isoformen von 

SUMO zeigt sich ein vergleichbares Bandenmuster über der HIF-2α 

Ausgangsbande. Es können jeweils zwei zusätzliche Banden erkannt werden. 

 

 
Abb.26: In vitro  SUMOylierung von HIF-2 α. Dargestellt ist der SUMOylierungs Assay 
von radioaktiv markiertem HIF-2α mit SUMO1, SUMO2 und SUMO3. Durch 
SUMOylierung entstandene zusätzliche Banden sind mit Pfeilen markiert. Die 
Abbildung ist repräsentativ für 3 unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.3.6 SUMOYLIERUNG VON REKOMBINANTEN HIF-2αααα 

Auch für HIF-2α sollte die SUMOylierung weitergehend untersucht werden. Durch 

SUMOylierungs-Versuche mit rekombinantem HIF-2α sollte die zweifache 

SUMOylierung von HIF-2α bestätigt werden. HIF-2α wurde als GST-

Fusionsprotein aufgereinigt. Rekombinantes GST-HIF-2α wurde dann für einen 

SUMOylierungs Assay mit radioaktivem SUMO1 eingesetzt. Als Kontrolle wurde 

einem Reaktionsansatz kein radioaktives SUMO1 zugegeben. Beide Ansätze 

wurden zum Vergleich auf ein denaturierendes SDS-Gel aufgetragen. Im Gel zeigt 

sich die Bande für das rekombinante HIF-2α bei ca. 130 kDa. In der 

Autoradiographie zeigen sich zwei Banden mit höherem Molekulargewicht als 

rekombinantes GST-HIF-2α, die in der Kontrolle ohne Zugabe von [35S]-SUMO1 

nicht vorhanden sind (siehe Abb.27). Diese Banden sind auf eine zweifache 

SUMOylierung von rekombinantem GST-HIF-2α zurückzuführen. 

 

 
 
 
 
Abb.27: SUMOylierung von 
rekombinantem HIF-2 α. 
Dargestellt ist ein SUMOylie-
rungs Assay mit 5µg rekombi-
nantem GST-HIF-2α. Das mit 
Coomassie-brilliant-blue gefärbte 
Gel (oben) zeigt die Bande des 
rekombinanten HIF-2α, die 
Autoradiographie zwei Banden 
des mit [35S]-SUMO1 
SUMOyliertem HIF-2α (links). Als 
Kontrolle diente ein Assay ohne 
Zugabe von [35S]-SUMO1 
(rechts). Die Abbildung ist 
repräsentativ für 3 unabhängig 
durchgeführte Versuche. 
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3.3.7 SUMOYLIERUNG VON HIF-2α MUTANTEN 

Um SUMOylierungsstellen für HIF-2α zu charakterisieren, wurden zunächst über 

eine Aminosäuresequenzanalyse mittels SUMOplot mögliche SUMOylierungs-

stellen ermittelt (siehe Abb.28).  

 

 
Abb.28: Potentielle SUMOylierungsstellen von HIF-2 α. Analysiert man die 
Animosäuresequenz von HIF-2α in silico über SUMOplot, ergeben sich 8 mögliche 
Akzeptorlysine (Pos./Group) unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit (Score). 

 

Da HIF-2α eine große Homologie zu HIF-1α besitzt, wurden zunächst die Lysine 

K394 und K497, die zu den zwei Akzeptorlysinen K477 und K391 von HIF-1α 

analog sind und die höchste Wahrscheinlichkeit einer SUMOylierung haben, 

weiter untersucht. Um diese Lysine als SUMO-Akzeptorlysine zu identifizieren, 

wurden sie zunächst über ortsgerichtete Mutagenese durch Alanine ersetzt. Die 

dadurch entstandenen Mutanten HIF-2α K394A und HIF-2α K497A wurden dann 

in einem SUMOylierungs Assay auf ihre Fähigkeit, SUMOyliert zu werden, 

untersucht (siehe Abb.29). Vergleicht man das durch SUMOylierung entstandene 

Bandenmuster über der Ausgangsbande, so gleichen sich die Bandenmuster des 

Wildtyps und der Mutante HIF-2α K497A. Die zwei zusätzlichen Banden sind bei 

der Mutante HIF-2α K394A nicht zu detektieren. 

 

Abb.29: SUMOylierung von HIF-2 α Mutanten.  Dargestellt sind SUMOylierungs 
Assays der HIF-2α Mutanten K394A und K497A mit SUMO1. Im Gegensatz zum 
Wildtyp und zur Mutante HIF-2α K497A sind bei der Mutante HIF-2α K394A keine 
zusätzlichen Banden über der Ausgangsbande zu detektieren. Die Bandenmuster 
von HIF-2α (wt) und  HIF-2α K497A sind vergleichbar. Durch SUMOylierung 
entstandene Banden sind mit Pfeilen markiert. Die Abbildung ist repräsentativ für 3 
unabhängig durchgeführte Versuche. 
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3.3.8  NACHWEIS EINER BINDUNG VON HIF-1αααα UND HIF-2αααα AN DAS SUMOYLIERENDE 

ENZYM UBC9 

Um eine SUMOylierung von HIF-1α in vivo zu untersuchen, sollte die Bindung von 

HIF-1α an das SUMOylierende E2 Enzym UBC9 nachgewiesen werden. Dafür 

wurde das Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 verwendet. Dieses System 

bietet die Möglichkeit, über einen in vivo Assay Proteininteraktionen in Hefe 

nachzuweisen. Die Plasmide für HIF-1α-DBD und UBC9-AD wurden in Hefe co-

transformiert, als Kontrolle diente eine Co-Transformation von pGBKT7-HIF-1α mit 

dem Leervektor pGADT7. Kommen die exprimierten Proteine in der Zelle in 

direkte Nähe, kann GAL4 die Expression der Reportergene His und Ade initiieren. 

Die Klone können auf vierfachem Selektionsmedium wachsen. Abbildung 30 zeigt 

das Wachstum der jeweils acht übertragenen doppelt-positiven Klone auf SD-Leu-

Trp-Ade-His-Platten. Bei Co-Transformation von HIF-1α mit UBC9 wachsen 

sieben der acht Klone, bei der Kontrolle ohne UBC9 kann für keinen Klon 

Wachstum festgestellt werden. 

 

 
Abb.30:  Wachstum von co-transformierter Hefe auf vierfachem  
Selektionsmedium.  Dargestellt ist das Wachstum von co-
transformierter Hefe. Jeweils acht Klone wurden von 
Doppelselektionsmedium (SD-Leu-Trp) auf vierfaches 
Selektionsmedium (SD-Leu-Trp-Ade-His) übertragen und auf 
Wachstum getestet. Transformiert man HIF-1α-DBD und UBC9-AD, 
so wachsen sieben von acht Klonen (links, Nr. 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8), bei 
der Kontrolle mit AD-Leervektor wächst kein Klon (rechts). Die 
Abbildung ist repräsentativ für 2 unabhängig durchgeführte 
Versuche. 

 

 

Analog zum Yeast-Two-Hybrid Assay von HIF-1α und UBC9 wurde ein Assay mit 

HIF-2α durchgeführt. Jeweils acht Klone wurden auf ihr Wachstum auf SD-Leu-
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Trp-Ade-His-Platten überprüft. Durch Aktivierung der Reportergene, die durch das 

aus der Interaktion von HIF-2α-DBD und UBC9-AD entstehende GAL4 aktiviert 

werden, wachsen die Mehrzahl der Klone auf dem vierfachen Selektionsmedium. 

Die Kontroll-Klone mit der Aktivierungsdomäne von GAL4 ohne eine Fusion an 

UBC9 wachsen nicht (siehe Abb.31, A).  

Zur Kontrolle der Proteinexpression wurden die transformierten Proteine mittels 

Western Blot mit einem anti-AD und einem anti-DBD Antikörper detektiert. 

Abbildung 31 (B) zeigt die Expression von HIF-2α-DBD und UBC9-AD, sowie von 

der ungekoppelten Aktivierungsdomäne (AD) im Kontrollversuch. 

 

A 

 

B 

 

Abb.31:  Wachstum von co-transformierter 
Hefe auf vierfachem Selektionsmedium.  A: 
Dargestellt ist das Wachstum von co-
transformierter Hefe. Es wurden jeweils acht 
Klone von Doppelselektionsmedium (SD-Leu-
Trp) auf vierfaches Selektionsmedium (SD-Leu-
Trp-Ade-His) übertragen und auf Wachstum 
getestet. Transformiert man HIF-2α-DBD und 

UBC9-AD, so wachsen vier Klone (links, Nr. 2, 4, 5, 8), bei der Kontrolle mit AD-
Leervektor wächst kein Klon (rechts). Die Abbildung ist repräsentativ für 2 unabhängig 
durchgeführte Versuche. B: Zur Überprüfung der Proteinexpression wurde ein anti-AD und 
anti-DBD Western Blot gemacht. Im Kontrollansatz (1) lässt sich HIF-2α-DBD und die 
ungekoppelte Aktivierungsdomäne (AD) detektieren, im Versuch (2) HIF-2α-DBD und 
UBC9-AD. 
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3.3.9 FLÜSSIGER ONPG-TEST MIT HIF-1α UND HIF-2α 

Um die gezeigte Bindung von HIF-1α und HIF-2α an UBC9 zu quantifizieren und 

die relative Affinität beider Proteine an UBC9 zu vergleichen, wurden  

β-Galactosidase Assays durchgeführt. Die Hefe S. cervisiae AH109 besitzt das 

lacZ-Gen, das für das Enzym β-Galactosidase codiert. Dieses Reportergen wird 

durch GAL4 kontrolliert. Kommen die an die DNA-Bindedomäne und 

Aktivierungsdomäne gekoppelten Proteine HIF und UBC9 in direkte Nähe, so 

kann das lacZ-Gen exprimiert werden, es wird in der Zelle β-Galactosidase 

gebildet. Ein artifizielles, chromogenes Substrat des Enzyms ist auch das ONPG, 

bei dessen Spaltung Galaktose und der gelbe Farbstoff o-Nitrophenol freigesetzt 

wird. Diese Reaktion kann zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der 

Aktivität der β-Galactosidase verwendet werden. Co-transformiert man die Hefe 

mit den Plasmiden für HIF-α-DBD und UBC9-AD, so wird während des 

Wachstums eine von der Affinität der Proteine abhängige Menge β-Galactosidase 

durch die Aktivierung des lacZ-Gens gebildet. Gibt man nach der Zelllyse das 

Substrat ONPG zum Zelllysat, so bildet sich im Reaktionsverlauf o-Nitrophenol, 

dessen Menge bei 420nm photometrisch bestimmt werden kann. Da die Intensität 

der Gelbfärbung mit der Konzentration der β-Galactosidase variiert, kann über 

deren Reaktionseinheiten auf die Expression des lacZ-Gens und dadurch auf die 

Affinität der untersuchten Proteine zueinander rückgeschlossen werden.  

Für die Ermittlung der β-Galactosidase Reaktionseinheiten bei Co-Expression von 

HIF-1α-DBD bzw. HIF-2α-DBD mit UBC9-AD wurden jeweils drei positive Klone 

von vierfachem Selektionsmedium getestet. Diagramm 1 zeigt die ermittelten 

Miller-Units beider Versuche im Vergleich zueinander. Für Hefen, transformiert mit 

HIF-1α und UBC9 wurden im Mittel 1,6 Reaktioneinheiten der β-Galactosidase 

ermittelt, bei Transformation mit HIF-2α und UBC9 2,4 Reaktionseinheiten. In 

Hefezellen mit HIF2-α-DBD und UBC9-AD wird dementsprechend die 1,5-fache 

Menge an dem Reporter β-Galactosidase umgesetzt. 
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Diagramm 1: Miller-Units bei Co-Expression von HIF- 1α und HIF-2α 
mit UBC9. Dargestellt sind Reaktionseinheiten der β-Galaktosidase von 
HIF-α-DBD und UBC9-AD exprimierenden Hefen. Das lacZ-Gen liegt in 
der Hefe S. cervisiae unter der Kontrolle eines GAL4 responsiven 
Promotors vor. Bei Interaktion der Fusionsproteine wird der Reporter 
aktiviert. Durch Spaltung des ONPG können die jeweiligen 
Reaktionseinheiten der β-Galaktosidase ermittelt werden. Durch 
Interaktion von HIF-2α mit UBC9 wird im Vergleich mit HIF-1α und 
UBC9 die 1,5 fache Menge an ONPG umgesetzt. 
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4. DISKUSSION 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Rolle des Kernimports und der 

SUMOylierung in der molekularen Sauerstoff-Sensorik. Im ersten Teil der Arbeit 

sollte der Kernimport der kernlokalisierten Prolylhydroxylase PHD1 charakterisiert 

werden. Zusätzlich sollte eine möglicher Kernimport und Kernexport von PHD2 

genauer untersucht werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine SUMOylierung 

der Hypoxie-induzierbaren Faktoren HIF-1α und HIF-2α gezeigt werden und 

mögliche SUMO-Akzeptorstellen ermittelt werden. 

 

4.1  DIE ROLLE DES KERNIMPORTS IN DER MOLEKULAREN SAUERSTOFF-

SENSORIK 

Die Hypoxie-induzierbaren Faktoren sind die Schlüsselregulatoren der Zelle bei 

der Antwort auf Sauerstoffmangel. Sie induzieren spezifische Zielgene, die eine 

Adaption an niedrige Sauerstoffkonzentrationen bewirken, was das längerfristige 

Überleben der Zelle sichert. Um ihre Rolle als Transkriptionsfaktoren auszuüben, 

müssen die Mitglieder der Familie der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) in 

den Kern transportiert werden, wo sie als Heterodimer aus HIF-α und HIF-1β an 

die DNA binden. Ein geregelter Kernimport ist demnach entscheidend für die 

hypoxische Antwort der Zelle [Übersicht in: Lisy und Peet, 2008; Smith et al., 

2008].  

In in vitro Assays konnte gezeigt werden, dass sowohl HIF-1α als auch HIF-2α an 

verschiedene Importin αs binden [Depping et al., 2008]. Beim klassischen 

Kernimport wird eine im zu transportierenden Protein vorhandene NLS von 

Importin α gebunden und über Bindung an Importin β wird das Zielprotein in den 

Kern transportiert. Eine in silico Analyse der Aminosäuresequenz von HIF-1α 

ergibt zwei potentielle NLS, zum einen im C-terminalen Bereich, zum anderen im 

N-terminalen Bereich. Es konnte in vorherigen Arbeiten gezeigt werden, dass eine 

Punktmutation in der C-terminalen NLS ausreicht, um den Kernimport des 

Proteins zu unterbinden, da eine Bindung an Importin α nicht länger möglich war 

[Depping et al., 2008]. Damit einher geht die Entdeckung einer verkürzten Variante 

von HIF-1α, der die C-terminale NLS fehlt. Ohne die funktionelle NLS zeigt das 

Protein eine zytoplasmatische Lokalisation [Chun et al., 2002]. Andere 

Veröffentlichungen legen allerdings nahe, dass ein alternatives Kernimport-Signal 
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in HIF-1α existieren könnte. Ein Fusionsprotein aus den ersten 74 Aminosäuren 

von HIF-1α und GFP, das die vorhergesagte N-terminale NLS beinhaltet, zeigt 

eine Translokation in den Zellkern. Bei einer Verlängerung dieses Konstrukts um 

weitere 260 Aminosäuren beschränkt sich die Lokalisation jedoch auf das 

Zytoplasma [Kallio et al., 1998]. Auch andere verkürzte Isoformen von HIF-1α 

konnten sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern gefunden werden, obwohl 

ihnen die C-terminale NLS fehlt [Chun et al., 2001; Lee et al., 2004]. Die ersten 

300 Aminosäuren von HIF-1α beinhalten die PAS A und PAS B Domänen, über 

die eine Dimerisierung mit anderen Proteinen stattfindet, so bindet u.a. das 

Chaperon HSP90 an die PAS B-Domäne von HIF-1α [Whitelaw et al., 1993; 

Katschinski et al., 2004]. Kallio und Mitarbeiter nahmen an, dass durch 

Dimerisierung mit anderen Proteinen die N-terminale NLS maskiert wird [Kallio et 

al., 1998]. Beschrieben ist eine solche Maskierung von Lokalisationssignalen u. a. 

für den murinen Arylhydrocarbon-Rezeptor, der durch Bindung an XAP2 nicht von 

Importin β gebunden wird [Petrulis et al., 2003] oder für den Transkriptionfaktor c-

Fos, der durch Dimerisierung mit c-Jun nicht mehr aus dem Kern exportiert wird 

[Malnou et al., 2007]. Um einen Effekt der Proteininteraktion auf die N-terminale 

NLS zu untersuchen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

Lokalisationsstudien einer HIF-1α PAS B-Deletionsmutante durchgeführt. Es 

konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der PAS B-Domäne keinen Einfluss auf 

die intrazelluläre Verteilung von HIF-1α hat, es wird weiterhin in den Kern 

transportiert. Durch das Einführen einer Punktmutation in die C-terminale NLS 

zeigt sich jedoch eine Unterbindung des Kernimports von HIF-1α und eine 

ausschließlich zytoplasmatische Lokalisation. Auch für die HIF-1α ∆PAS B 

Mutante ist also der Kernimport nur über die C-terminale NLS des Proteins 

vermittelt, die PAS-B-Domäne hat demnach keinen Einfluss auf die Funktionalität 

der putativen N-terminalen NLS. Diese Ergebnisse gehen mit Ergebnissen einher, 

die zeigen, dass ein Kernimport von HIF-1α unabhängig von der Bindung an 

HSP90 stattfindet [Minet et al., 1999; Katschinski et al., 2004], oder dass eine 

Zugabe von HSP90 zu in vitro Pull-down Assays die Bindung von HIF-1α an 

Importine nicht beeinflusst [persönliche Kommunikation mit Dr. R. Depping]. 

 

Bei der Sauerstoff-abhängigen Regulation der HIF-α Untereinheiten spielen die 

Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 eine entscheidende Rolle [Epstein 
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et al., 2001]. Sie katalysieren die Hydroxilierung spezifischer Prolyl-Reste 

innerhalb der ODD-Domäne [Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001] und 

vermitteln so einen, durch Bindung an das von-Hippel-Lindau-Protein und daraus 

folgender Polyubiquitinylierung, proteasomalen Abbau [Ivan et al., 2001; Masson 

und Ratcliffe, 2003]. Obwohl PHD2 als Hauptenzym der Hydroxylierung von HIF-

1α diskutiert wird [Berra et al., 2003; Appelhoff et al., 2004], wird es unter 

chronisch hypoxischen Bedingungen auch von PHD1 und PHD3 hydroxyliert 

[Ginouvès et al., 2008]. Die PHDs zeigen in der Zelle verschiedene Lokalisationen. 

Eine Studie mit GFP-Fusionsproteinen, exprimiert in U2OS Osteosarkom-Zellen, 

zeigt eine Kernlokalisation von PHD1, eine vorwiegend zytoplasmatische 

Lokalisation von PHD2 und eine homogene Verteilung in der ganzen Zelle von 

PHD3 [Metzen et al., 2003]. Diese Ergebnisse bestätigen die Lokalisation von flag-

fusioniertem PHD1 und PHD2 in COS-1-Zellen [Huang et al., 2002]. Weitere 

Studien zeigen eine zumindest teilweise Translokation von endogenem PHD2 in 

den Zellkern in Zellkulturversuchen [Berchner-Pfannschmidt et al., 2008]. 

Immunhistochemische Lokalisationsstudien verschiedener Gewebe zeigen 

zumeist eine zytoplasmatische Lokalisation von PHD2, wobei nur die Leydig-

Zellen des Hodengewebes eine Ausnahme darstellen und PHD2 in 

ausgeglichenem Verhältnis in Kern und Zytoplasma zeigen [Soilleux et al., 2005]. 

In Tumorgeweben zeigen sich unterschiedliche Lokalisationen von PHDs. So geht 

eine zunehmende Akkumulation von PHD2 in Kopf- und Hals- 

Plattenepithelkarzinomen mit der steigenden Aggressivität des Tumors einher 

[Jokilehto et al., 2006]. Im Gegensatz dazu zeigt sich für die PHDs in 

Bronchialkarzinomen eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation 

[Giatromanolaki et al., 2008]. In endokrinen Bauchspeicheldrüsenkarzinomen 

wurden alle PHDs sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern gefunden 

[Couvelard et al., 2008]. 

Obwohl die Lokalisation der PHDs in der molekularen Sauerstoff-Sensorik eine 

wichtige Rolle zu spielen scheint, ist der Transportmechanismus der Proteine 

unklar. Um die Bedeutung der Lokalisation der PHDs für die hypoxische Induktion 

von Zielgenen besser verstehen zu können, wurde im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit der Mechanismus der Translokation von PHD1 und PHD2 genauer 

untersucht. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die intrazelluläre 

Lokalisation von PHD1 und PHD2 abhängig von Im- und Export über 
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Transportproteine ist. Der klassische Kernimport von Proteinen ist in humanen 

Zellen über das Importin α/β System vermittelt, wobei Importin α über die Bindung 

der NLS des Zielproteins als dessen Adapter fungiert und Importin β den 

Transport durch die Kernpore vorantreibt [Görlich und Kutay, 1999]. In humanen 

Zellen existieren sechs Importin α Isoformen, die gewebespezifisch exprimiert 

werden [Köhler et al., 1997]. Sie können wiederum in drei Untergruppen aufgeteilt 

werden: α1 Untergruppe eins, α3 und α4 Untergruppe zwei, α5, α6, α7 

Untergruppe drei [Köhler et al., 1997]. Klassische NLS sind charakterisiert durch 

Abfolgen basischer Aminosäuren [Dingwall und Laskey, 1991] und können oft 

über die Algorithmen der Programme PredictNLS und PSORT II durch Analyse 

der Aminosäuresequenz von Proteinen vorhergesagt werden. Für PHD1 konnte 

mittels PredictNLS ein Kernlokalisationssignal zwischen Aminosäure P117 und 

E123 vorhergesagt werden (PKRKWAE). Dies legte die Vermutung eines 

klassischen Imports des kernlokalisierten PHD1 nahe. Über einen Pull-down 

Assay wurde die Bindung von [35S]-markiertem PHD1 an die rekombinanten 

Importine α1, α3, α4, α5 und α7 nachgewiesen, und auch die Spezifität für alle 

getesteten Importin αs konnte durch ein Verdrängungsexperiment mit 

Nucleoplasmin sichergestellt werden. Die nicht selektive Bindung an alle  

Importin αs ist im Einklang mit der Bindung anderer Proteine an die Importine. So 

bindet z.B. Nucleoplasmin universell an alle Importin αs [Friedrich et al., 2006], 

und auch HIF-1α und HIF-2α können von allen Importin αs transportiert werden 

[Depping et al., 2008]. Eine Bindung an mehrere Importine stellt sicher, dass ein 

Kernimport des Proteins kontinuierlich stattfinden kann, und nicht von äußeren 

Umständen abhängig ist, da die Expression einiger Importine durch 

Differenzierung und Zellzyklus beeinflusst wird [Giarrè et al., 2002; Köhler et al., 

2002]. Die Affinität der NLS zu den verschiedenen Importinen scheint zu variieren, 

was sich durch unterschiedliche Bindungsintensitäten im Pull-down Assay zeigt. 

Da für verschiedene Proteine gezeigt werden konnte, dass diese mit 

unterschiedlicher Effizienz von den Importinen transportiert werden [Köhler et al., 

1999; Quensel et al., 2004], gelangt man zu der Annahme, dass PHD1 in vivo mit 

höchster Affinität zu Importin α5 transportiert wird. 

Zur Charakterisierung der Bindung von PHD1 an die Importin αs und zur 

Bestimmung der funktionellen NLS wurde die in silico vorhergesagte NLS 

weitergehend untersucht. Für eine PHD1 NLS-Mutante mit einer Punktmutation 
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des Lysins K118 konnte eine Verminderung der Bindungsaffinität von PHD1 zu 

den Importinen im Pull-down Assay festgestellt werden. Auch bei 

Lokalisationsstudien mit GFP-Fusionsproteinen zeigte sich im Vergleich von PHD1 

K118A-GFP mit PHD1-GFP eine abweichende Lokalisation. Statt ausschließlich 

im Kern, verändert sich die Lokalisation der Punktmutante. Das Protein tritt 

vermehrt im Zytoplasma auf, was auf einen gestörten Kernimport zurückzuführen 

ist. Ein ähnliches Phänomen ist für das Protein BRCA1 publiziert, es ist bei 

Mutation der NLS zwischen Aminosäure P605 und S615 sowohl im Zytoplasma 

als auch im Kern zu finden [Chen et al., 1996]. Auch eine weitere Mutation in der 

NLS-Sequenz vonPHD1 (PHD1 K118A K120A) führte nur zu einer Störung, nicht 

aber zu einer Unterbindung des Kernimports von PHD1. Um einen Effekt der 

Zellteilung auszuschließen, wurden weitere Experimente mit PHD1 K118A-GFP 

gemacht. Da PHD1 ein ausschließlich kernlokalisiertes Protein ist und sich über 

NetNES kein Kernexportsignal vorhersagen lässt, könnte das in der NLS mutierte 

Protein bei der Kernneubildung nach der Mitose im Kern eingeschlossen werden. 

Um diesen Effekt auf die Lokalisation der Mutante auszuschließen, wurden 

transfizierte Zellen zunächst 14 Stunden nach der Transfektion untersucht. In 

einem zweiten Experiment wurde das Medium 4 Stunden nach der Transfektion 

durch Medium mit nur 0,5% FKS ersetzt. Solche ungünstige 

Wachstumsbedingungen können Zellen veranlassen, in eine verlängerte  

G1-Phase einzutreten, die sie erst durch Stimulation wieder verlassen können. 

Beide Versuche zeigen keinen Einfluss auf die Lokalisation von PHD1 K118A-

GFP, die Zellteilung hat keinen Einfluss auf die nukleäre Lokalisation der Mutante. 

Die NLS vermittelte Bindung eines Proteins an Importin α wird über zwei in 

Importin α vorhandene Bindungstaschen vermittelt. Für die Struktur von Importin α 

ausschlaggebend sind neun nacheinander angeordnete sog. Armadillo-Motive 

(ARM-Motive). Dabei bilden ARM 1-4 die größere Bindungstasche und ARM5-9 

die kleinere Bindungstasche [Conti et al., 1998; Fontes et al., 2000]. Bei Bindung 

einer monopartite NLS scheint physiologisch die größere Bindungstasche von 

Bedeutung zu sein, eine bipartite NLS bindet beide Bindungstaschen, wobei 

vornehmlich der N-terminale Teil der NLS die kleinere Bindungstasche bindet 

[Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000; Fontes et al., 2003a/b]. 

In einem Pull-down Assay mit [35S]-PHD1 sollte die Bindung an Mutanten von 

Importin α5 getestet werden. Die verschiedenen Mutanten tragen Mutationen in 
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verschiedenen ARM-Motiven, die entweder die große (ARM2, ARM3) oder die 

kleine (ARM7) Bindungstasche oder beide Bindungstaschen (ARM3/8) inaktivieren 

[Melen et al., 2003]. Im Vergleich von PHD1 mit nicht mutiertem Importin α5 zeigt 

sich eine nur leichte Reduktion der Bindung, wenn die größere Bindungstasche 

inaktiviert ist, jedoch eine fast komplette Aufhebung der Bindung bei Mutation der 

kleineren Bindungstasche. Die Bindung der PHD1-NLS ist also über die zweite 

Bindungstasche vermittelt. Dies ist aus bisherigen Arbeiten zumeist von Proteinen 

mit einer bipartite NLS bekannt [Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a/b]. 

Da sich die in silico Vorhersage auf eine monopartite NLS beschränkte, und durch 

die Ergebnisse des Pull-down Assays mit den ARM-Mutanten von Importin α5 die 

Vermutung einer bipartite NLS nahelag, wurden weitere Lysine in der Umgebung 

der NLS-Sequenz untersucht. Da die zwei basischen Bindungsstellen einer 

bipartite NLS meist durch einen Cluster von 10-15 Aminosäuren getrennt sind 

[Dingwall und Laskey, 1991; Robbins et al., 1991], kommen für PHD1 zwei Lysine 

für eine potentielle bipartite NLS in Betracht. Zum einen ist dies ein C-terminal der 

NLS geleges Lysin (K133), und zum anderen ein Lysin N-terminal der NLS (K102). 

Zur Analyse des Einflusses beider Lysine auf den Kernimport von PHD1 wurden 

dreifach Mutanten generiert, bei denen alle Lysine der einen oder anderen 

möglichen bipartite NLS durch Alanine ersetzt wurden (PHD1 K118AK120AK133A 

und PHD1 K118AK120AK102A). Eine Änderung der Lokalisation im Vergleich zur 

Punktmutante K118A oder der Doppelmutante K118AK120A konnte allerdings 

nicht gezeigt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die vorhergesagte NLS 

tatsächlich eine funktionelle monopartite NLS ist, die entgegen bisherigen Studien 

die kleinere Bindungstasche der Importin αs bindet. Eine kürzlich veröffentliche 

Studie, in welcher verschiedene NLS-Sequenzen getestet wurden, hat gezeigt, 

dass neue Klassen von monopartite NLS mit einer Konsensussequenz existieren, 

die vornehmlich die kleinere Bindungstasche der Importin αs binden [Kosugi et al., 

2008]. Es kann angenommen werden, dass die PHD1 NLS zu dieser Klasse der 

Kernimport-Signale gehört. Da die teilweise Kernlokalisation der PHD1 NLS-

Mutanten nicht auf einen Teilungseffekt zurückzuführen ist und auch eine bipartite 

NLS nicht wahrscheinlich erscheint, könnte ein zusätzlicher alternativer 

Kernimport in Betracht gezogen werden. Veröffentlichungen zeigen Proteine, die 

zwei NLS besitzen, wie das Protein BRCA1 [Chen et al., 1996]. Auch über 

Bindung an andere Proteine können Proteine in den Kern transportiert werden. 
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Beispiele hierfür sind der Komplex aus p52 und RelB, der ausschließlich über die 

NLS von p52 transportiert wird, oder der Komplex aus p65und p52, dessen Import 

über die NLS von p52 vermittelt ist [Fagerlund et al., 2008]. Ein weiteres Beispiel 

für Bindungspartner vermittelten Kernimport ist das TAF10, welches im Komplex 

mit seinen Bindungspartnern in den Kern importiert wird [Soutoglu et al., 2005]. 

Für PHD1 konnte im Rahmen dieser Arbeit also gezeigt werden, dass dessen 

Kernimport abhängig der vorhergesagten monopartite NLS über das klassische 

Importin α/β-System vermittelt wird. Zusätzlich ist möglicherweise ein weiterer 

Mechanismus für den Kernimport wichtig. 

 

PHD2 wird als Hauptenzym zur HIF-1α Hydroxylierung angesehen. Trotz der 

hauptsächlich zytoplasmatischen Lokalisation von PHD2-GFP wird der geringere 

Anteil von PHD2 im Zellkern als der aktive Anteil des gesamten PHD2 diskutiert 

[Berra et al., 2003; Minamishima et al., 2008; Berchner-Pfannschmidt et al, 2008]. 

Die Studie von Groulx und Lee [Groulx und Lee, 2002] trägt zusätzlich zu der 

Vorstellung bei, dass HIF-1α zunächst in den Kern importiert wird, wo 

anschließend die Hydroxylierung der Prolinreste, vermittelt durch PHD2, stattfindet. 

Nach Anlagerung von VHL wird HIF-1α dann aus dem Kern exportiert und im 

Zytoplasma über das Proteasom abgebaut. Die Determination einer untypischen 

NES in HIF-1α als Bindungsstelle für das Exportin CRM1 stützt dieses Modell 

[Mylonis et al., 2008]. Entgegen der zytoplasmatischen Lokalisation von PHD2-

Fusionsproteinen [Metzen et al., 2003; Huang et al., 2002] muss demnach ein 

Kernimport für PHD2 in der Zelle stattfinden. Nach der Analyse der primären 

Aminosäuresequenz kann ein klassisches Kernlokalisationssignal zwischen 

Aminosäure R99 und K115 vorhergesagt werden, was einen über Importin α/β 

vermittelten Kernimport nahe legt. Gegen diesen Mechanismus des Kernimports 

spricht jedoch der in vitro Pull-down Assay von [35S]-PHD2 mit den Importinen. Es 

konnte keine Bindung an Importin αs oder Importin β nachgewiesen werden. Da 

endogenes PHD2 unter verschiedenen Umständen, wie in Tumoren [Jokilehto et 

al., 2006; Couvelard et al., 2008] oder im gesunden Hodengewebe [Soilleux et al., 

2005] im Zellkern gefunden werden konnte, wurde ein Modell angenommen, in 

dem PHD2-GFP in den Kern transportiert wird und direkt wieder exportiert wird. 

Durch Blockierung des Kernexports sollte dann eine Anreicherung von PHD2 im 

Zellkern zu beobachten sein. Ein potenter Kernexport-Blocker ist das Leptomycin 
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B (LMB), das durch Bindung an einen Cysteinrest des Exportin CRM1 dessen 

Konformation ändert und eine Bindung der NES des Zielproteins unterbindet 

[Yoshida und Horinouchi, 1999; Meissner et al., 2004]. Eine solche Blockierung 

des Kernexports in mit PHD2-GFP transfizierten Zellen löste in verschiedenen 

Zelllinien eine teilweise Verschiebung von PHD2-GFP in den Zellkern aus. In den 

behandelten Zellen konnte PHD2 in ausgeglichenen Mengen in Zytoplasma und 

Zellkern beobachtet werden, was einen spezifischen Kernimport und Kernexport 

des Proteins vermuten lässt. Durch Co-Immunpräzipitation konnte das Exportin 

CRM1 als Bindungspartner und somit als Regulator des Kernexports von PHD2 

identifiziert werden. CRM1 bindet Leucin-reiche Sequenzen (NESs) der zu 

transportierenden Proteine [Übersicht in: Nigg, 1997; Ossareh-Nazari und 

Dargemont, 1999]. Über eine Aminosäuresequenz Analyse lässt sich eine solche 

Bindungsstelle zwischen Aminosäure L188 und I198 vorhersagen. Zur 

Identifikation dieser Sequenz als CRM1-Bindungsstelle von PHD2, wurde sie 

weitergehend untersucht. Weder eine Fusion der potentiellen NES an das 

kernlokalisierte PHD1 noch eine Deletion der Sequenz konnte eine Funktionalität 

zeigen. Eine Fusion aus PHD1 und NES ist weiterhin kernlokalisiert und eine 

Deletion der potentiellen NES führt zu keiner Anreicherung des Proteins im 

Zellkern. Somit kommt diese Sequenz nicht als CRM1 Bindungsstelle in Frage. 

Unabhängig vom Kernexport wird das PHD2-GFP in den Kern transportiert. Da 

das Fusionsprotein eine molekulare Masse von ca. 75kDa besitzt, kommt ein 

passiver Diffusionsmechanismus nicht in Frage. Durch die Kernporen können 

Salze und Moleküle bis ca. 40kDa frei diffundieren. Mit zunehmender Größe der 

Moleküle ist ein aktiver Transportmechanismus von Nöten [Übersicht in: Lim et al., 

2008]. Versuche konnten zeigen, dass auch eine Punktmutation im Bereich der 

vorhergesagten NLS von PHD2 das Kernimport-Verhalten bei Zugabe von LMB 

nicht verändert. Diese Beobachtungen gehen einher mit den Bindungsstudien mit 

den Importinen. Da PHD2 in vitro nicht an die getesteten Importin αs bindet, ist der 

NLS-vermittelte klassische Import wenig wahrscheinlich. Ein möglicher alternativer 

Kernimport könnte über die Bindung an aktiv importierte Proteine wie die  

„β-like“ Importine erfolgen. Diese bänden direkt an PHD2 ohne einen Mediator wie 

Importin α. Dies wäre wahrscheinlich, da „β-like“ Importine NLS binden, die 

verschieden von klassischen NLS sind, und die vorhergesagte klassische NLS für 

PHD2 nicht funktionell zu sein scheint. Häufig werden Proteine nicht als einzelnes 
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Molekül, sondern in Komplexen mit anderen Proteinen über die Kernmembran von 

einem Kompartiment in das andere transportiert. Eines der wichtigsten Beispiele 

hierfür ist der Kernexport von RNA. RNA liegt mit Proteinen in Form von 

Ribonucleoproteinen Komplexen vor (mRNPs), die als Komplex aus dem Kern ins 

Zytoplasma transportiert werden [Übersicht in: Erkmann und Kutay, 2004]. Als 

möglicher Co-Transporter käme ein Protein in Frage, das sowohl an PHD2 bindet, 

als auch über Importine aktiv in den Zellkern transportiert wird. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die Bindung zweier möglicher Proteine an die Importine getestet, 

zum einen OS9, zum anderen ING4. Eine Studie konnte zeigen, dass das OS9 

eine wichtige Rolle bei der Degradation von HIF-1α spielt [Baek et al., 2005]. 

Obwohl OS9 hauptsächlich als Protein des endoplasmatischen Retikulums 

bekannt war [Wang et al., 2007; Friedmann et al., 2002], konnte OS9 sowohl in 

Zytoplasma- als auch in Kernextrakten gefunden werden. Zusätzlich konnte eine 

Bindung sowohl an HIF-1α als auch an PHD2 oder PHD3 gezeigt werden. Eine 

Aminosäuresequenzanalyse lässt außerdem auf eine NLS-Sequenz im C-

terminalen Bereich des Proteins schließen. Eine Bindung an Importine konnte in 

dieser Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden. Außerdem zeigten 

Immunfluoreszenzversuche eine zytoplasmatische Lokalisation, die sich auch 

durch Zugabe von LMB nicht änderte. Diese Ergebnisse lassen nicht auf einen 

aktiven Transports des OS9 schließen, über den das PHD2 in den Kern 

transportiert werden kann. Auch das von Baek und Mitarbeitern dargestellte 

Modell der Komplexbildung [Baek et al., 2005], eine Bindung von OS9 zunächst 

an HIF-1α und darüber an PHD2, schließt ein Mitwirken des OS9 beim PHD2-

Kerntransport aus. Da angenommen werden kann, dass eine HIF-1α 

Hydroxylierung im Zellkern stattfindet [Berchner-Pfannschmidt et al., 2008], kann 

OS9 als Importeur für PHD2 ausgeschlossen werden. Für den Tumorsupressor 

ING4 konnte eine direkte Interaktion mit PHD2 nachgewiesen werden. Es wird ein 

Modell angenommen, bei dem PHD2 nicht nur die Stabilität von HIF-1α beeinflusst, 

sondern auch durch Rekrutierung von ING4 die transkriptionelle Aktivität von  

HIF-1 verringert [Ozer et al., 2005]. Für ING4 konnte des Weiteren eine NLS 

determiniert werden [Zhang et al., 2005], die für den Kernimport des Proteins 

notwendig ist. Diese Arbeit konnte weiterführend eine in vitro Bindung an alle 

Importin αs zeigen. Da für ING4 ein spezifischer Kernimport über Importine abläuft 

und eine Bindung an PHD2 gezeigt werden konnte, wäre ein gekoppelter 
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Kernimport von ING4 mit PHD2 nicht auszuschließen. Nicht auszuschließen ist 

ebenfalls ein für PHD2 spezifischer Kerntransport über einen zum klassischen 

Importin α/β vermittelten Kerntransport verschiedenen Mechanismus. Möglich 

wäre dabei eine direkte Interaktion mit Nucleoporinen [Xu und Massagué, 2004]. 

In den vergangenen Jahren konnten außerdem Importfaktoren charakterisiert 

werden, die sich von Importin α und β unterscheiden und unterschiedliche 

Transportsignale erkennen [Christophe et al., 2000]. Auch durch verschiedene 

Stimuli regulierter Kernimport wäre für PHD2 denkbar. Kürzlich konnte ein 

Bindungsmotiv für den Importfaktor Importin 7 charakterisiert werden, welches nur 

in phosphorylierter Form als Import Sequenz erkannt wird. Eine Phosphorylierung 

der Aminosäuresequenz Serin-Prolin-Serin (SPS; ERK1) oder Threonin-Prolin-

Threonin (TPT; SMAD3 und MEKs) führt zu einem Kernimport der Proteine 

[Chuderland et al., 2008]. Ein SPS-Motiv kann im N-terminalen Bereich von PHD2 

gefunden werden, wodurch ein Importin 7 vermittelter Kernimport, induziert durch 

Phosphorylierung, für PHD2 denkbar wäre. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

unterstützen das Modell, bei dem PHD2 als aktives Enzym HIF-1α im Kern 

hydroxyliert. Reguliert wird die Kernlokalisation von PHD2 durch einen 

unbekannten Weg des Kernimports, sowie einen CRM1 vermittelten Kernexport. 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit gemachten Untersuchungen zum Mechanismus des 

Kernimports bei der molekularen Sauerstoff-Sensorik tragen dazu bei, dem Ablauf 

der HIF-α Regulation unter normalen Sauerstoffbedingungen zu verstehen. Das 

Verständnis des Kerntransports der verschiedenen Faktoren unterstützt einen 

bisher diskutierten Mechanismus (siehe Abb.32): HIF-1α und HIF-2α werden über 

das klassische Importin α/β-System in den Zellkern transportiert. Dieser Transport 

ist über funktionelle NLS im C-terminalen Ende vermittelt. Auch PHD1 und PHD2 

werden in den Zellkern importiert, PHD1 über die Bindung an Importin α, PHD2 

über einen noch nicht aufgeklärten Mechanismus. Unter Normoxie wird HIF-α im 

Kern hydroxyliert und nach Bindung an VHL über einen CRM1 vermittelten Export 

aus dem Kern transportiert und im Zytoplasma über das Proteasom abgebaut. Ein 

eventueller Abbau des Komplexes im Zellkern kann zusätzlich erfolgen. Die 

Konzentration von PHD2 im Zellkern wird über einen Kernexport über CRM1 

reguliert.  
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Abb.32: Schematische Darstellung der Bedeutung des Kernimports für die 
Molekulare Sauerstoff-Sensorik. Dargestellt sind die Wege des Kernimports von HIF, 
PHD1 und PHD2 sowie der Abbau der Sauerstoff-sensitiven α-Untereinheit des Hypoxie-
induzierbaren Faktors. Für HIF und PHD2 erfolgt der Kerntransport über das klassische 
Importin α/β-System, der Kernimport von PHD2 ist unklar. PHD2 wird in seine 
Konzentration im Zellkern über einen CRM1 vermittelten Export reguliert. 
 

 



4. DISKUSSION 
__________________________________________________________________________________________________ 

 87 

4.2 SUMOYLIERUNG VON HIF-1α UND HIF-2α 

Posttranslationale Modifikationen von Proteinen wie Phosphorylierung, 

Acetylierung, Methylierung u.a. und auch Ubiquitinylierung und SUMOylierung 

sind an allen zellulären Prozessen und Vorgängen beteiligt und beeinflussen u. a. 

Parameter wie Stabilität, Struktur, Funktion, Aktivität, Lokalisation oder 

Interaktionen ihrer Zielproteine [Perkins, 2006]. Ihre Eigenschaft, schnelle 

Veränderungen von Proteinen, Komplexen und zellulären Strukturen 

herbeizuführen, ist dabei von entscheidender Rolle. Ubiquitin und SUMO sind 

dabei selbst kleine Proteine, die kovalent an Lysinreste gebunden werden. 

Ubiquitin ist hauptsächlich für seine Rolle als zum Abbau im 26S Proteasom 

kennzeichnende Modifikation bekannt [Übersicht in: Li und Ye, 2008]. SUMO ist 

dem Ubiquitin strukturell sehr ähnlich [Bayer et al., 1998] und wird ebenfalls an 

spezifische Lysine der Zielproteine gekoppelt. SUMO modifiziert eine große 

Anzahl von Proteinen, die verschiedensten Abläufen in der Zelle zugehörig sind. 

Die Funktionen einer SUMOylierung scheinen so divers wie ihre Zielproteine. 

Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass SUMO bei der Regulation von 

Proteininteraktionen [Matunis et al., 1998], Kernimport und Lokalisation von 

Proteinen [Seeler und Dejean, 2001; Pichler und Melchior, 2002; Chen et al., 2006; 

Ohuchi et al., 2008], Protein-DNA Interaktionen [Hong et al., 2001], enzymatischer 

Aktivität von Proteinen [Hardeland et al., 2002] beteiligt ist oder als Antagonist zu 

Ubiquitin agieren kann [Desterro et al., 1998; Hoege et al., 2002].  

Der Einfluss einer SUMOylierung auf Transkriptionsfaktoren ist je nach Protein 

unterschiedlich. SUMOylierung kann zu einer Aktivierung oder wie in den meisten 

Fällen zu einer Inhibierung der Transkription führen [Übersicht in: Gill, 2003; Gill, 

2005; Lyst und Stancheva, 2007]. Beispiele aus der Literatur zeigen eine 

aktivierende Wirkung z.B. bei HSF1 und HSF2, p53, oder auch SOX9 [Hong et al., 

2001; Goodson et al., 2001; Gostissa et al., 1999; Hattori et al., 2006]. Inhibierend 

wirkt eine Sumoylierung u.a. auf den Androgen Rezeptor, Elk1, den Glucocorticoid 

Rezeptor oder AP-1 und 2 [Poukka et al., 2000; Tian et al., 2002; Eloranta und 

Hurst, 2002; Yang et al., 2003]. Für den jeweiligen Mechanismus, über den 

SUMOylierung die Aktivität des Transkriptionsfaktors beeinflusst, gibt es keine 

molekulare Basis. Klar ist, dass eine Modifikation mit SUMO die Proteinoberfläche 

verändert und zu Konformationsänderungen führen kann. Dies wiederum kann 

Proteininteraktionen fördern oder unterbinden, was direkt auf die Aktivität des 
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Transkriptionsfaktors Einfluss nehmen kann. Auch kann die SUMOylierung, wie im 

Beispiel für den Transkriptionfaktor SOX9 gezeigt, zur Änderung der nukleären 

Lokalisation führen. Im Fall von SOX9 führt dies zu einer erhöhten Aktivität [Hattori 

et al., 2006]. Gründe für eine Inhibierung der Transkription liegen meist in der 

Rekrutierung von Co-Repressoren oder der Konformationsänderung und deren 

Einfluss auf Protein-Protein und Protein-DNA Interaktionen. Zusätzlich scheint 

auch der Abzug SUMOylierter Proteine in subnukleäre Domänen, in denen sie 

nicht länger wirken können, ein wichtiger Mechanismus der Hemmung von 

Transkriptionsfaktoren zu sein [Übersicht in: Verger et al., 2003; Hay, 2005].  

Gegenstand dieser Arbeit ist die SUMOylierung der Hypoxie-induzierbaren 

Transkriptionsfaktoren HIF-1α und HIF-2α.  Ein Einfluss von Hypoxie auf den 

SUMOylierungs-Status der Zellen wurde zum ersten Mal in der Studie von 

Comerford und Mitarbeitern beschrieben, in der gezeigt wurde, dass Hypoxie zu 

einer erhöhten globalen Transkription von SUMO1 in Zellkultur führt [Comerford et 

al., 2003]. Dies konnte ebenfalls in vivo gezeigt werden, in murinen Herzen und 

Hirnen eine Co-Lokalisation und Interaktion von SUMO1 mit HIF-1α gezeigt 

werden [Shao et al., 2004]. Co-Lokalisations-Studien der vorliegenden Arbeit 

zeigen, dass die Lokalisationen von HIF-1α oder HIF-2α mit SUMO1 im Zellkern 

überlappen. SUMO1 zeigte sich dabei häufig in Anreicherungen, die auf 

Kernkörperchen hinweisen. In einigen Zellen waren gleiche Strukturen auch für 

das co-transfizierte HIF-2α zu beobachten. SUMO wird beschrieben als wichtiger 

Bestandteil der PML Kernkörperchen (PML NBs). SUMO reguliert den Austausch 

von Proteinen zwischen PML NBs und dem Nukleoplasma, sowie nukleäre 

Architektur [Übersicht in: Heun, 2007]. Neuere Studien zeigen Anreicherungen von 

SUMO in PML NBs-unhabhängigen Kernkörperchen die SUMO Kernkörperchen 

genannt wurden, sowie in neuronalen Cajal bodies [Seeler und Dejean 2001; 

Navascués et al., 2007, Navascues et al., 2008]. Eine mögliche Bedeutung für die 

Co-Lokalisation von HIF-2α und Kernkörperchen bleibt allerdings unklar. Nicht 

auszuschließen wäre ein Einfluss auf die Proteinstabilität, wie das Beispiel des 

Transkriptionsfaktors PAX8 zeigt. PAX8 wird in SUMO Kernkörperchen 

angereichert, und durch SUMOylierung stabilisiert [de Christofaro et al., 2008]. 

Erste Hinweise auf spezifische SUMOylierungsstellen von HIF-1α zeigten in vitro 

SUMOylierungsversuche der ODD-Domäne. Zwei Akzeptorlysine wurden 

postuliert und eine SUMOylierung beider Stellen mit einer Stabilisierung und 
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gesteigerter Transkriptionsaktivität in Verbindung gebracht [Bae et al., 2004; 

Carbia-Nagashima et al., 2007]. Die SUMOylierungsversuche von rekombinantem 

HIF-1α gehen mit diesen Ergebnissen einher. Auch in diesem Versuch konnte 

eine zweifache SUMOylierung gezeigt werden. Eine Analyse der primären 

Aminosäuresequenz des volle-Länge HIF-1α ergab jedoch zusätzlich zu den 

postulierten Lysinen acht weitere, die für eine SUMOylierung in Frage kamen. 

Eine in vitro SUMOylierung von [35S]-HIF-1α zeigte für SUMO1 und SUMO2 mehr 

als zwei zusätzliche Banden. Insbesondere das mögliche Akzeptor Lysin K721, 

ein Lysin in der C-terminalen NLS [Depping et al., 2008], wäre ein mögliches 

SUMO- Akzeptorlysin, da SUMOylierung neben anderen Funktionen auch in der 

Regulation des Kernimports einen wichtigen Faktor darstellt [Übersicht in: Pichler 

und Melchior, 2002]. Bekannt ist der Effekt von SUMOylierung innerhalb der NLS 

von anderen Proteinen wie Sp100, PML oder ATF7 [Sternsdorf et al., 1999; 

Duprez et al., 1999; Hamard et al., 2007]. In vitro Versuche mit Punktmutanten 

von HIF-1α zeigten jedoch für alle getesteten Mutanten ein unverändertes 

SUMOylierungs-Verhalten, verglichen mit dem Wildtyp. Als einzige 

SUMOylierungsstelle konnte über die Punktmutationen von HIF-1α das parallel 

gezeigte Lysin K477 gezeigt werden. Ein Austausch dieses Lysins durch Alanin 

führte im SUMOylierungsassay zu einem veränderten Bandenmuster. Die Bande 

mit dem größten Molekulargewicht, die einer dreifachen SUMOylierung entspricht, 

fällt für diese Mutante weg, ebenso die Bande für einfache SUMOylierung. Dies 

legt die Vermutung nahe, dass HIF-1α an einer weiteren Stelle SUMOyliert wird. 

Die weiterhin vorhandene Bande ließe sich durch eine doppelte SUMOylierung 

erklären, da alle SUMO-Isoformen in der Lage sind, Ketten zu bilden [Knipscheer 

et al., 2007; Vertegaal, 2007]. Bis heute ist die genaue Funktion der 

SUMOylierung von HIF-1α kontrovers diskutiert. Die bereits postulierten 

SUMOylierungsstellen für HIF-1α wurden auch durch die Studie von Berta und 

Mitarbeitern bestätigt. Im Gegensatz zu den vorher genannten Veröffentlichungen 

wurde jedoch eine Inhibierung der Transkriptionsaktivität gezeigt [Berta et al., 

2007]. Während der murinen Embryogenese beeinflusst die SUMOylierung von 

HIF-1α die Stabilität des Proteins. Die SUMOylierung scheint hier als 

Abbaumerkmal zu funktionieren [Cheng et al., 2007]. Da zelluläre Hypoxie die 

SUMO Bildung aktiviert [Shao et al., 2004] und hypoxischer Stress die Bildung von 

RSUME, einem SUMOylierungs-Enhancer, induziert [Carbia-Nagashima et al., 
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2007], der auch die SUMOylierung von HIF-1α fördert, scheint es wahrscheinlich, 

dass auch HIF-2α unter Hypoxie einer SUMOylierung unterzogen wird. Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher neben HIF-1α auch die 

SUMOylierung von HIF-2α untersucht. In in vitro Versuchen konnte eine 

SUMOylierung sowohl für rekombinantes als auch für in vitro translatiertes und 

transkribiertes [35S]-HIF-2α gezeigt werden. Während die SUMOylierung von 

rekombinantem HIF-2α auf zwei mögliche SUMOylierungen schließen lässt, bei 

denen jedoch eine SUMOylierung des GST nicht auszuschließen ist, zeigten sich 

bei der SUMOylierung von [35S]-HIF-2α drei zusätzliche Banden. In Analogie zu 

HIF-1α wurden zwei der acht vorhersagbaren Akzeptorlysine weiter untersucht 

und durch Mutagenese wurde das Lysin K394 als Akzeptorlysin für SUMO1 

nachgewiesen. Eine Mutation dieses Lysins führte zu einer kompletten Aufhebung 

der SUMOylierung in vitro. Anders als bei HIF-1α scheint es daher nur an einem 

Lysin in der Nähe der ODD-Domäne SUMOyliert zu werden. Einen wichtigen 

Hinweis auf SUMOylierung in vivo gibt der in dieser Arbeit gezeigte Yeast-Two-

Hybrid Assay. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl HIF-1α als auch HIF-2α in 

der Zelle mit UBC9 interagieren. Wie für Ubiqitinylierung wird SUMO über eine 

Isopeptidbindung der C-terminalen Carboxylgruppe des SUMOs und der ε-

Aminogruppe des Ziellysins gebunden. In einem dreistufigen Prozess wird SUMO 

zunächst über eine Thioesterbindung an das E1-Enzym gebunden und von dort 

auf UBC9 übertragen. UBC9 ist die einzig bekannte SUMO-E2-Ligase, von der 

SUMO auf das Zielprotein übertragen werden kann [Melchior, 2000; Müller et al., 

2001]. Eine Interaktion von UBC9 mit anderen Proteine geht mit einer 

SUMOylierung einher. Ein Beispiel dafür ist SUMO selbst. Durch transiente 

Interaktion mit UBC9 wird SUMO SUMOyliert und eine SUMOkette gebildet 

[Knipscheer et al., 2007]. Auch die im Vergleich zu HIF-1α höhere Affinität zu 

UBC9 macht eine SUMOylierung von HIF-2α in vivo wahrscheinlich.  

 

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse tragen dazu bei, die Kenntnisse über 

eine SUMOylierung von HIF-1α zu erweitern. Zum ersten Mal konnte auch eine 

SUMOylierung des Transkriptionsfaktors HIF-2α gezeigt werden. Die Funktion 

einer SUMOylierung für HIF-1α wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert 

und bleibt für HIF1α sowie auch für HIF-2α zu untersuchen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG  

Die Mitglieder der Familie der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) sind als die 

Schlüsselregulatoren der Aufrechterhaltung der Sauerstoff-Homöostase bekannt. 

Sie regeln die Transkription von Genen, die einer Sauerstoff-Unterversorgung der 

Zelle entgegen wirken. Sie sind heterodimere Transkriptionsfaktoren, die aus einer 

Sauerstoff-sensitiven α- und einer konstitutiv exprimierten β-Untereinheit bestehen. 

In Gegenwart von Sauerstoff wird die α-Untereinheit über Sauerstoff-abhängige 

Dioxygenasen, den PHDs, hydroxyliert und somit zum Abbau über das 26S 

Proteasom markiert. Bei der zellulären Antwort auf Sauerstoffmangel ist der 

Kerntransport der HIFs von entscheidender Bedeutung, über eine funktionelle C-

terminale NLS werden die HIF-Untereinheiten mittels klassischen Kernimports in 

den Kern transportiert. Die Theorie der Maskierung einer N-terminalen NLS durch 

Interaktion mit anderen Proteinen über die PAS B Domäne wurde durch 

Lokalisationsstudien mit HIF-1α PAS B-Deletionsmutanten widerlegt.  

Da die PHDs unterschiedliche Lokalisationen in der Zelle zeigen, scheint auch der 

Kerntransport von PHD1, PHD2 und PHD3 ein wichtiger Schritt in der zellulären 

Antwort auf Sauerstoffmangel zu sein. Untersuchungen konnten eine funktionelle 

NLS für PHD1 charakterisieren, über die ein klassischer Importin α/β vermittelter 

Kernimport stattfindet. Durch eine Blockierung des Kernexports mit Leptomycin B 

konnte gezeigt werden, dass PHD2 CRM1 abhängig aus dem Kern transportiert 

wird. Der Mechanismus des Kernimports von PHD2 bleibt jedoch unaufgeklärt. 

Die Ergebnisse zum Kernimport der PHDs unterstützen ein Modell, in dem HIF-1α 

im Kern von dort lokalisiertem PHD2 hydroxyliert wird und anschließend zum 

Abbau ins Zytoplasma transportiert wird.  

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl HIF-1α als auch HIF-2α in vitro 

SUMOyliert werden können. Versuche zur Bindung der Faktoren an UBC9, die 

SUMO E2 Ligase, in Hefe tragen zur Aufklärung des gesamten Mechanismus bei. 

Funktionen der SUMOylierung bei der Sauerstoff-Sensorik wurden in der 

Vergangenheit kontrovers diskutiert, aber ein Einfluss auf transkriptionelle Aktivität 

oder auf die Stabilität  von HIF-1α und HIF-2α ist wahrscheinlich. 

Durch die vorliegende Arbeit sind wichtige Mechanismen in Bezug auf den 

spezifischen Kerntransport von Faktoren der Sauerstoff-Sensorik aufgeklärt 
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worden. Die Ergebnisse sind weitere Schritte zum vollständigen Verständnis der 

zellulären Antwort auf Sauerstoffmangel. 
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6. ABSTRACT  

The family of hypoxia inducible factors (HIFs) are known as key regulators in 

cellular adaption to low oxygen concentrations. They regulate transcription of 

genes involved in oxygen homeostase. HIFs consist of two subunits, the oxygen 

sensitive α subunit and the constituively expressed β subunit. The stability of the α 

subunit is regulated through hydroxylation of specific proline residues by oxygen 

dependent dioxygenases called PHDs. This hydroxylation promotes protein 

degradation by targeting the protein to the 26S proteasome. Due to its 

transcriptional activity, nuclear import of HIFs is an important step in the process of 

molecular oxygen sensing. By Bindung a functional C-terminal nuclear localisation 

signal, Importin α and β carry HIF-1α and HIF-2α into the nucleus. A hypothesis 

about a second NLS in the N-terminus, masked by dimerisation with other proteins 

via the PAS B domain was disprooved by showing the localisation of a PAS B 

deletion mutant, combined with a NLS mutation, beeing mainly cytoplasmic. 

The PHDs show different localisation within the cell, which is why the nuclear 

import is an additional step in the complex answer to low oxygen concentrations. 

Experiments characterised a functional NLS for the nuclear protein PHD1. The 

mainly cytoplasmic PHD2 is able to enter the nucleus by an undefined pathway 

and its intracellular localisation ist regulated by CRM1 mediated nuclear export. 

These findings support a proposed model of HIF-α beeing imported to the nucleus 

before being hydroxylated by PHDs, followed by a subsequent nuclear export and 

the degradation in the cytoplasm. 

Additionally it could have been shown a SUMOylation of HIF-1α and, for the first 

time, of HIF-2α in vitro. An interaction of both members of the HIF family with the 

SUMO ligase UBC9 in yeast suggests a SUMOylation even in vivo. Discussed 

controversely, a function of SUMOylation in the process of oxygen sensing 

remains unclear to date. 

The present study reveals important mechanisms concerning the cellular answer 

to reduced oxygen availability. The results are important steps in understanding 

the complex molecular oxygen sensing process. 
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8. ANHANG 

8.1 ABKÜRZUNGEN  

2-OG   2-Oxoglutarat 

AD   Aktivierungsdomäne 

AP-1/-2  Synonym für jun oncogene 

ARM   Armadillo Motiv 

ARNT   Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 

ATF7   Activating Transcription Factor 7 

ATP   Adenosintriphosphat 

bHLH    basic Helix-Loop-Helix 

BRCA1  Breast Cancer 1 

BSA   Rinder Serum-Albumin 

CAD   C-terminale Transaktivierungsdomäne 

CBP   CREB Bindung Protein 

c-Jun   jun oncogene 

CRM1   Chromosome maintenance 1 

DAPI   4′,6-Diamidino-2-phenylindol 

DBD   DNA-Bindedomäne 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

E.coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA   Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N′N′-Tetraessigsäure 

Elk1   Mitglied der Familie der ETS Onkogene 

EPAS1  Endothelial PAS Domain Protein 1 oder auch HIF-2α 

EPO   Erythropoietin 

ERK1   MAPK3, „mitogen-activated protein kinase 3“ 

FIH1   Factor-Inhibiting HIF 1 

FKS   fötales Kälberserum 

FSG   Fish Skin Gelatine 

GAL4   Hefe-spezifischer Transkriptionsfaktor 

GDP   Guanosindiphosphat 

GFP   Grün Fluoreszierendes Protein 
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GLUT-1/-3  Glukosetransporter 1/3 

GSH   reduziertes Glutathion 

GST   Glutathion-S-Transferase 

GTP   Guanosintriphosphat 

HIF   Hypoxie-induzierbarer Faktor 

HIS   6x-Histidin-Tag 

HRE   Hypoxie-Responsives Element 

HSF1/2  Heat shock factor 1/2 

HSP90  Heat Shock Protein 90 

ING4   Inhibitor of Growth Family Member 4 

iNOS   Inducible Nitric Oxide Synthase 

IPAS   Inhibitory PAS Domain Protein, Splicevariante von HIF-3α 

IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

IVTT   In Vitro Transkription und Translation 

LB   Luria Broth Medium 

LMB   Leptomycin B 

MAP-Kinase  Mitogen-Activated Protein Kinase 

MEK   Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 

MEL1   Alpha-Galactosidase in Hefe 

NAD   N-terminale Transaktivierungsdomäne 

NES   Nuclear Export Signal (Kernexportsignal) 

NLS   Nuclear Localisation Signal (Kernlokalisationssignal) 

NPC   Nuclear Pore Complex (Kernporenkomplex) 

OD   optische Dichte 

ODD Domäne Oxygen-Dependent-Degradation Domäne 

ONPG  o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid 

OS9   Protein amplified in Osteosarcoma 9 

PAS   Per-Arnt-Sim 

PAX8   Paired Box Gene 8 

PBS   Phosphate-Buffered Saline 

PCR   Polymerase Kettenreaktion 

PHD   Prolyl Hydroxylase Domain Containing Protein 

PIAS   Protein Inhibitor of Activated STAT 

PML   Promyelocytic Leukemia 
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pVHL   von-Hippel-Lindau Protein 

Ran   Ras-Related Nuclear Protein 

RanBP2  RAN Bindung Protein 2 

RelB   v-Rel Reticuloendotheliosis Viral Oncogene Homolog B 

RIPA   Radio-Immuno-Precipitation-Assay-Puffer 

RNA   Ribonukleinsäure 

SAE1/2  SUMO Activating Enzyme 1/2 

SDS   Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat) 

SDS-PAGE  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SENP   SUMO1/Sentrin Specific Peptidase  

SMAD3  SMAD Family Member 3 

SOX9   SRY (sex determining region Y)-box 9 

SUMO  Small Ubiquitin Related Modifyer 

TAF10  TATA Box Bindung Protein (TBP)-Associated Factor 

TB   Terrific Broth Medium 

UBC9   Ubiquitin Conjugating Enzyme 9 

VEGF   Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor 

XAP2   Aryl Hydrocarbon Receptor Interacting Protein 
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