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KAPITEL 1

Einleitung und Zielsetzung

1.1 Biologische Bedeutung des Sauerstoffs

1.1.1 Sauerstoffversorgung der Gewebe und Zellen

Ohne Sauerstoff (O,) ist ein Uberleben fiir héhere Organismen nicht méglich. Ein Er-
wachsener konsumiert etwa 250 ml Sauerstoff in der Minute bzw. 360 Liter Sauerstoff
tdglich [166]. Als Grundlage des aeroben Stoffwechsels ist Sauerstoff zu einem Anteil
von 20,9 % in der eingeatmeten Luft enthalten. Fiir die Erhaltung ihrer Struktur und
Erfiillung ihrer spezifischen Funktion benétigen Zellen Adenosintriphosphat (ATP),
das in und an der inneren Mitochondrienmembran durch die Phosphorylierung von
Adenosindiphosphat (ADP) generiert wird. Dabei dient molekularer Sauerstoff unter
Bildung von Wasser als terminaler Elektronenakzeptor [174]. Die Evolution mehrzel-
liger Organismen setzte die Entwicklung eines kardiovaskuldren und respiratorischen
Systems voraus, um die Zellen des Korpers mit der jeweils notwendigen Menge an
Sauerstoff zu versorgen. Neben der Anpassung der Versorgung mit Blutgefiafen spielt
dabei die Effizienz des Sauerstofftransports an die Orte des Sauerstoffverbrauchs ei-
ne grofe Rolle. Wahrend nur 1 % des Sauerstoffs im Blutplasma physikalisch gelost
sind, liegen 99 % innerhalb der Erythrozyten an Hamoglobin (Hb) gebunden vor
[164]. Der Austausch von Sauerstoff zwischen dem Blut und den Korperzellen in
den Geweben oder dem alveoldren Gasraum in den Lungen findet durch Diffusion
entlang des Sauerstoffpartialdruck (pOg)-Gradienten statt. Das Modell des Krogh-
Zylinders beschreibt den Abfall des pOs entlang der Kapillare sowie senkrecht dazu
mit der Entfernung von der Kapillare, wodurch Zellen am ventsen Ende am schlech-
testen mit Sauerstoff versorgt werden [164]. Der Sauerstoffverbrauch der Zellen ist
abhéngig von ihrer Aktivitdt und kann innerhalb eines Organs regional variieren.
Zusétzlich wird der Sauerstoffverbrauch durch Temperatur, Hormone sowie zellu-
lire Modulatoren, wie z. B. Stickstoffmonoxid (NO), beeinflusst [164]. Neben dem
im Blutplasma gelosten Sauerstoff besitzt die Mehrzahl der Gewebe keine weiteren

Sauerstoffspeicher, sodass Einschrankungen in der Sauerstoffverfiigbarkeit direkt zu
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einer Inhibierung des oxidativen Zellstoffwechsels fithren. An der Aufrechterhaltung
der Sauerstoffhomoostase sind eine Vielzahl an Proteinen beteiligt, die fiir die Re-
gulation der zelluldren Entwicklung, Physiologie und Pathophysiologie eine Rolle

spielen.

1.1.2 Normoxie und Hypoxie

Der normoxische, arterielle pO, liegt auf Meereshéhe bei 70-96 mmHg, wihrend der
venose pO, unter diesen Bedingungen 40 mmHg betrdgt. Die ungeniigende Sauer-
stoffversorgung eines Gewebes, bedingt durch eine Erniedrigung des Sauerstoffange-
botes oder einen erhéhten Oo-Bedarf, wird als Hypoxie (pOs < normal) oder Anoxie
(pO2=0 mmHg) bezeichnet [199]. Die kritische Sauerstoffversorgungsgrenze, die den
Ubergang von normoxischen zu hypoxischen Bedingungen markiert, ist zellspezi-
fisch und liegt bei 10-20 mmHg, wobei die mitochondriale Aktivitdt erst bei einem
pOy unter 0,5 mmHg eingeschriankt ist [159, 199]. Hypoxische Bedingungen stellen
fiir den Organismus eine extreme Belastung dar und kénnen Organschéden verursa-
chen. Die verschiedenen Gewebehypoxietypen, denen unterschiedliche Ursachen zu

Grunde liegen, sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Tabelle 1.1: Einteilung der Gewebehypoxien (nach [173]).

Hypoxietyp Beschreibung Ursachen

Hypoxische Hypoxie Niedriger arterieller pOs  Verminderte pulmonale
Diffusionskapazitit

Alveoldare Hypoventilation

Hohenaufenthalt
Animische Hypoxie Verminderte Menge Oq Anémie
an Hb gebunden Blutverlust

Kohlenmonoxid-Vergiftung

Ischamische Hypoxie

Reduzierter Blutfluss

Herzinsuffizienz
Schock

Thrombose

Histotoxische Hypoxie

Vergiftete Oy-Verwer-
tung

Cyanid und andere Stoff-
wechselgifte

Hypoxie durch Diffusi-

onswegverlangerung

Gewebsvermehrung mit
inadaquater Kapillar-

gefafibildung

Tumorwachstum
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Unter chronisch oder latent hypoxischen Bedingungen werden das kardiovas-
kuldre und das respiratorische System durch die Regulation der transkriptionellen
Aktivitdt an die verminderten Sauerstoffbedingungen angepasst. Physiologische An-
passungen zum Erhalt der Sauerstoffhomoostase erfolgen auf zelluldrem, lokalem und
systemischem Niveau. Diese Adaptation impliziert die Erh6hung der Transportfahig-
keit der Erythrozyten fiir Sauerstoff, die Umstellung des Metabolismus von aerober
zu anaerober Glykolyse und die Neovaskularisierung durch die Expression angioge-
ner Faktoren (als Ubersichtsartikel [94]). Die Schliisselfunktion in dieser sauerstoff-
abhéngigen Genexpression iibernehmen die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF)
[197].

1.2 Regulation der Sauerstoffhomo6ostase durch HIF

1.2.1 Struktureller Aufbau und Expression von HIF

Die heterodimeren Transkriptionsfaktoren HIF bestehen aus einer konstitutiv ex-
primierten [-Untereinheit, die auch als aryl receptor nuclear translocator (ARNT,
~80 kDa) bezeichnet wird, und einer sauerstofflabilen a-Untereinheit (~120 kDa).
Es konnten drei verschiedene HIF-a-Untereinheiten (al, a2, o3) identifiziert wer-
den, die starke Homologien aufweisen. HIF-1 tragt als Hauptregulator zur Hypoxie-
abhéngigen Genregulation bei. Die Struktur der HIF-a-Untereinheiten ist in Ab-
bildung 1.1 dargestellt. HIF gehoren zur Superfamilie der basischen Helix-Loop-
Helix (bHLH) PAS-Proteine, welche nach den primér identifizierten Proteinen Per,
ARNT und Sim benannt ist [195]. Das N-terminal lokalisierte bHLH-Motiv enthélt
den basischen Sequenzbereich, der zur Bindung der Hypoxie-responsiven Elemen-
te (HRE) der Desoxyribonukleinsiure (DNA) der Zielgene beitrdgt, und die HLH-
Dimerisierungsdoméne. Die angrenzende PAS-Doméne wird in die konservierten re-
petitiven Regionen PAS A und PAS B unterteilt und vermittelt Protein-Protein-
Interaktionen. Zusammen mit dem HLH-Motiv sorgt die PAS-Doméne fiir die He-
terodimerisierung der a- und S-Untereinheiten [75]. HIF-a enthélt zusétzlich eine
sauerstoffabhingige Degradierungsdoméne (ODDD), die fiir die negative Regulati-
on des Proteins von Bedeutung ist. Die ODDD enthélt zwei PEST-dhnliche Motive,
deren Sequenz reich an Prolin (P), Glutaminsdure (E), Serin (S) und Threonin (T)
ist [89, 160|. HIF-1av und HIF-2«a besitzen eine N- und C-terminale Transakti-
vierungsdoméne (NTAD, CTAD), iiber die eine Rekrutierung der Transkriptions-
Coaktivatoren CBP/p300, SRC-1 und TIF-2 erfolgt [3, 21|. HIF-1 besitzt lediglich

eine Transaktivierungsdomaéne.
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bHLH PAS N-/CODDD NES NLS
31-71 85-298 401-603 632-639 718-757
HIF-1a 12a[ [ [ [PAS AJ[PAS B]] R M T Js26ea
P402 K532 1564 NSE
NLS NTAD CTAD
1-251 532-585 776-826
HIF-2a laam I . I - | | |870aa
P405 P530
HIF-3a laa[:. I . I - I ]667aa
P405 P530

wrplaal I ] [ ]789aa

Abbildung 1.1: Struktureller Aufbau der HIF-Untereinheiten. HIF-« und HIF-3
gehéren zur basischen bHLH- und PAS-Proteinfamilie. Durch die ODDD wird die sauer-
stoffabhéngige Stabilitdt von HIF-a reguliert. HIF-1a und HIF-2a besitzen zwei Trans-
aktivierungsdomanen (NTAD und CTAD), wihrend HIF-13 nur eine TAD besitzt. In der
Aminosiuresequenz von HIF-1« konnten ein N-terminales sowie ein C-terminales Kernloka-
lisierungssignal (NLS) und ein Kernexportsignal (NES) identifiziert werden. Auch HIF-15
enthilt ein N-terminales NLS-Sequenzmotiv. Die Aminosdurenldnge jeder Untereinheit ist
neben der Doménenstruktur aufgefithrt [22, 35, 94, 121, 142].

1.2.2 Regulation und Stabilisierung von HIF-1«

HIF-1a wird konstitutiv transkribiert und synthetisiert. Jedoch kann HIF-1a unter
normoxischen Bedingungen aufgrund seiner geringen Halbwertszeit (t;, < 5 min)
nicht detektiert werden [195]. Die transkriptionelle Aktivitét, die Proteinstabili-
sierung, Protein-Protein-Interaktionen und die intrazellulire Expression von HIF-1
werden durch posttranslationelle Modifikationen, wie Hydroxylierung, Acetylierung
und Phophorylierung, reguliert [41, 80, 81, 156|. Spezifische Prolyl-4-Hydroxylasen
(PHD) hydroxylieren HIF-1a an zwei Prolinresten innerhalb eines konservierten Mo-
tives in der ODDD (P402, P564) [195]. Diese Hydroxylierung erhoht die Affinitét
von HIF-1a fiir das von-Hippel-Lindau-Protein (pVHL). Zusammen mit Elongin B
und C, Cullin 2 und dem RING-Box-Protein 1 (RBX1) bildet pVHL einen funk-
tionellen E3-Ligase-Komplex. Dieser vermittelt gemeinsam mit den E1-Ubiquitin-
aktivierenden und den E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzymen die HIF-1a-Degradie-
rung durch das 26S-Proteasom [92|. Bis heute konnten drei HIF-spezifische Prolyl-4-
Hydroxylasen nachgewiesen werden, auf deren Expression und Bedeutung im néchs-

ten Abschnitt detailliert eingegangen wird. Die Bindung von pVHL an HIF-1a und
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seine proteasomale Degradierung werden durch die Acetylierung eines Lysinrestes in
der ODDD (K532) durch die Acetyltransferase arrest defective protein 1 homologue
(ARD1) stabilisiert [81]. Die transkriptionelle Aktivitét von HIF-1la wird durch eine
zusitzliche Hydroxylierung reguliert. In Normoxie hydroxyliert der HIF-inhibierende
Faktor (FIH1), eine Asparaginyl-Hydroxylase, einen Asparaginrest in der CTAD
(N803) von HIF-1a, wodurch die Interaktion mit den Koaktivatoren CBP/p300 in-
hibiert wird.

Normoxie Hypoxie

I
I

LD o

|PHD1/2/3 \

I

by

||||'|'|"]51'\’;:||ITI'I'||
LT e L
Proteasomaler Expression
Abbau der
von HIF-a HIF-Zielgene

Abbildung 1.2: Sauerstoffabhiingige Regulation von HIF-a. Unter normoxischen
Bedingungen wird die HIF-a-Untereinheit durch die PHD an spezifischen Prolinresten hy-
droxyliert. Fiir ihre enzymatische Aktivitit benétigen die PHD Fe?*, a-KG, Ascorbat und
molekularen Sauerstoff. Hydroxylierte HIF-a-Untereinheiten werden vom pVHL erkannt
und fiir den proteasomalen Abbau durch das 26S-Proteasom markiert. Unter Hypoxie
wird die Hydroxylierung durch die PHD aufgrund des Sauerstoffmangels verhindert, wo-
durch HIF-« stablisiert wird. Im Zellkern heterodimerisieren die HIF-Untereinheiten und
aktivieren die Expression HIF-abhangiger Zielgene (modifiziert nach [94]).

Eine bedeutende Rolle fiir die Regulation der Stabilitit, der transkriptionellen
Aktivitdt und der intrazelluldren Lokalisierung von HIF-la spielen phosphorylie-
rungsabhéangige Signaltransduktionskaskaden. Es konnte gezeigt werden, dass der
Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAPK)-Signalweg die transkriptionelle HIF-1-
Aktivitdt durch direkte Phosphorylierung aktiviert [156]. Die Phosphorylierung der
HIF-1a-Serinreste S641 und S643 durch die p42/44 MAPK fiihrt zu nukledrer Ak-
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kumulation und erhdhter transkriptioneller Aktivitdt von HIF-1c, indem sie den
Kernexport des Proteins inhibiert [142]. Die Regulation der transkriptionellen Ak-
tivitdt und Proteinsynthese von HIF-la durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K)/Proteinkinase B (AKT)-Signalkaskade wird durch verschiedene AKT-Ziel-
proteine vermittelt [36]. Kiirzlich wurde zudem die Bedeutung der Casein-Kinase 19
(CK1é)-abhéngigen Phosphorylierung von HIF-1« fiir den HIF-1-Signalweg aufge-
klart. Durch die CK1-abhingige Modifikation des HIF-1a-Serinrestes 5247 wird die
Assoziation der beiden HIF-1-Untereinheiten vermindert, wodurch die Aktivitdt von
HIF-1 kontrolliert wird [90].

Des Weiteren kann HIF-1a durch S-Nitrosylierung posttranslational modifiziert
werden. Neben der Inhibierung der PHD durch NO [133]| konnten weitere Mecha-
nismen gezeigt werden, die PHD-unabhéngig zur Regulation von HIF-la durch
S-Nitrosylierung beitragen [114, 182]. Die Sumoylierung von HIF-1« fiihrt zelltyp-
abhéngig zur Aktivierung oder Inhibierung der HIF-1a-Aktivitéat [36]. HIF-1a wird
zudem sauerstoffunabhéngig reguliert, wobei Cytokine, Wachstumsfaktoren, Um-
welteinfliisse und andere Signalmolekiile eine Rolle spielen [94].

Unter hypoxischen Bedingungen sind die Hydroxylasen PHD und FIH1 in ihrer
enzymatischen Aktivitdt inhibiert, da molekularer Sauerstoff als essentieller Cofak-
tor nicht langer zur Verfiigung steht. Die pVHL Bindung wird inhibiert, wodurch die
HIF-a-Untereinheit stabilisiert wird. Stabilisiertes HIF-1a transloziert, vermittelt
durch die N- und C-terminal lokalisierten Kernlokalisierungssignale (NLS) (Abbil-
dung 1.1) |22, 35|, in den Zellkern, heterodimerisiert mit HIF-15 und aktiviert die
Expression der HIF-1-abhéngigen Zielgene.

1.2.3 HIF-1-abhingige Zielgene

Durch die Untersuchung der transkriptionellen Erythropoietin (EPO)-Expression
konnte durch Semenza und Wang der Transkriptionsfaktor HIF-1 identifiziert und
charakterisiert werden [196]. Die HIF-1-DNA-Bindung in nicht-EPO-exprimierenden
Zellen implizierte eine generelle Rolle von HIF-1 in der Hypoxie-abhéngigen Signal-
transduktion. HIF-1 aktiviert die Expression der HIF-abhéngigen Zielgene iiber die
Bindung an die HRE der DNA. Diese zeichnen sich durch die Konsensussequenz
(A/G)CGTG aus und sind in den regulierenden Regionen der HIF-abhéngigen Ziel-
gene lokalisiert [201]. Bis heute wurden hunderte HIF-1 regulierte Gene beschrie-
ben, von denen mehr als 90 Gene durch die Identifikation einer HRE als direkte
HIF-1-Zielgene verifiziert werden konnten (als Ubersichtsartikel [167, 165]). Die
HIF-1-Zielgene tragen zu der zelluldren und systemischen Anpassung an verdnder-
te Sauerstoffbedingungen bei. Durch HIF-abhéngige Zielgene werden kurzfristige
hypoxische Reaktionen, wie die Erythropoese und die Glykolyse, kontrolliert. Auch
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langfristige zellulire Anpassungen, wie die Angiogenese und die zelluldre Differen-

zierung, werden durch HIF-abhingige Zielgene reguliert. Eine Auswahl an HIF-1-

abhingigen Zielgenen ist in Tabelle 1.2 aufgefiihrt.

Tabelle 1.2: Auswahl an HIF-1-Zielgenen (nach [201]).

Funktion Zielgen Referenz

Sauerstoffversorgung

Erythropoese Erythropoietin (EPO) [196]

Eisentransport Transferrin (TF) [161]

Angiogenese Vaskuldrer Endothelialer Wachstumsfaktor [51]
(VEGF)

Geféfskontraktion Endothelin 1 (ET1) [74]

Zellmetabolismus

Laktattransport Monocarboxylattransporter (MCT4) [189]

Glykolyse Aldolase A und C (ALD A, C) [169]

Glykolyse Glycerinaldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase  [63]
(GAPDH)

Glykolyse Hexokinase 1,2 (HK1,2) [125]

Glykolyse Pyruvatkinase M (PKM) [170]

Glukoseaufnahme Glukosetransporter 1 und 3 (GLUT1, 3) [23]

Zellwachstum

Trophoblastentwicklung Transformierender Wachstumsfaktor-/33 [163]
(TGF-$3)

Wachstumsfaktor Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor 2 (IGF 2) [45]

Telomerase Telomerase reverse Transkriptase (TERT) [145]

p53-Inhibierung Nucleophosmin (NPM) [115]

Zelliiberleben

Apoptose BCL-2 Bindeprotein (NIP3) [19]

Matrixmetabolismus

Matrixdegradierung Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP2) [7]

Kollagensynthese Proly-4-Hydroxylase a (4-PH «) [183]

Sauerstoffsensing

HIF-a-Hydroxylierung ~ Prolyl-4-Hydroxylasen 2 und 3 (PHDZ2, 3) [134,

152]
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Durch HIF-1a regulierte Gene spielen eine essentielle Rolle fiir die Embryonalent-
wicklung und die Pathophysiologie von Krankheiten. Die Inaktivierung von HIF-1«
in knockout Mé&usen fiithrt zu Storungen in der Entwicklung des vaskuldren Sys-
tems und zu embryonaler Lethalitét [78, 162]. HIF-1a wirkt bei verringertem pOq
fiir das Gewebe protektiv. Eine Induktion HIF-1a-abhéngiger Zielgene konnte bei
zahlreichen pathologischen Situationen, wie kardialer Hypertrophie, ischdmischen
Erkrankungen, Wundheilung sowie Wachstum und Metastasierung von Tumoren,
beschrieben werden [39, 71, 112].

1.3 Regulation von HIF-a durch die PHD

1.3.1 Expression und Struktur der PHD

Die Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 zeichnen sich durch ihre ge-
meinsame Féhigkeit aus, die Stabilitit von HIF-« zu regulieren [41, 80]. Sequenzana-
lysen fithrten zur Identifikation einer weiteren PHD-Isoform, PHD4, deren Funktion
in der Regulation von HIF-1 jedoch nicht endgiiltig geklart werden konnte [148].
PHD1 besteht aus 407 Aminosduren, PHD2 aus 426 Aminosduren und PHD3 aus
239 Aminosduren. Sie zeigen eine 42-59 %ige Homologie [185]. Die PHD gehoren
zur Proteinfamilie der Dioxygenasen und hydroxylieren HIF-1a an zwei spezifischen
Prolinresten, P402 (N-terminale ODDD, NODDD) und P564 (C-terminale ODDD,
CODDD). Die enzymatische Aktivitat der PHD ist abhéngig von den Kofaktoren
a-Ketoglutarat (a-KG), zweiwertiges Eisen (Fe?') und Ascorbinsiure. Als Kosub-
strat bendtigen sie fiir ihre Reaktion molekularen Sauerstoff, von dem ein Atom
in das hydroxylierte Produkt und ein Atom in das Succinat-Koprodukt inkorpo-
riert wird. Die konservierte Aminosiureerkennungssequenz der Substrate der PHD
wurde als LXXLAP beschrieben |77, 80|. Dieses Sequenzmotiv liegt in den HIF-a-
Untereinheiten evolutionér konserviert vor, wodurch die wichtige Bedeutung fiir die
Bindung der PHD und pVHL unterstiitzt wird [77, 80].

Es konnte gezeigt werden, dass PHD1 und PHD2 in vitro und in vivo sowohl
die NODDD als auch die CODDD von HIF-1a hydroxylieren [101, 194]|. Im Gegen-
satz dazu hydroxyliert PHD3 ausschlieflich die CODDD [101, 194]. Alle drei PHD
sind in der Lage, HIF-1a n vitro zu hydroxylieren. Trotzdem iibernimmt PHD2 die
Funktion des HIF-1a-Schliisselregulators in normoxischen Zellen in vitro und wird
daher unter normoxischen Bedingungen als kritischer Sauerstoffsensor fiir die Auf-
rechterhaltung der niedrigen HIF-1a-Expression in vivo diskutiert |2, 10|. Durch die
Inaktivierung von PHD2 mithilfe von Ribonukleinsiure (RNA)-Interferenz konnte
HIF-1o in normoxischen Zellen stabilisiert werden [10]. Zudem ist die Expression

von PHD2 in den meisten normoxischen Zellen hoher als die der anderen PHD |[2].
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Verkiirzte PHD2-Konstrukte konnten als Homotrimere mit intermolekularen Kon-
takten zwischen der C-terminalen a-Helix und dem aktiven Zentrum einer benach-
barten Untereinheit kristallisiert werden [126]. Sie weisen strukturelle Ahnlichkeiten
zu anderen Fe?t- und a-KG-abhingigen Dioxygenasen auf. Im N-terminalen Bereich
von PHD1 und PHD2 befindet sich eine Myeloid translocation protein 8/Nervy/
Deaf-1 (MYND)-Zink-Finger-Proteindoméne. Die Deletion der PHD2-MYND-Zink-
Finger-Doméne in in vitro und in vivo Experimenten fiithrte zur Steigerung der
PHD2-Aktivitat. Diese Beobachtungen implizieren, dass die MYND-Zink-Finger-
Doméne inhibitorisch auf die katalytische PHD2-Aktivitat wirkt [25]. Die Finger-
dhnliche Schleife zwischen den [-Stréngen 2 und 3 (42/33-Schleife) der PHD bein-
haltet unkonservierte Sequenzmotive. Durch Mutationsanalysen wurde verdeutlicht,
dass die 32/33-Schleife in PHD2 an der Substratbindung beteiligt ist und die Spe-
zifitdt der PHD fiir die CODDD im Vergleich zur NODDD vermittelt |47, 194]. Das
katalytische Zentrum der PHD2 befindet sich innerhalb der C-terminal lokalisierten
Fe?"- und a-KG-Dioxygenasedoméine. Dort befindet sich in oktaedrischer Geometrie
ein Fe?T-Ion. Die Bindung der Fe?"-Ionen wird durch die Aminosiuren H313, N315
und H374 koordiniert. Diese kritischen Aminosduren repriasentieren ein Sequenzmo-
tiv, das in den PHD-Isoformen zahlreicher Organismen (prokaryotische Pathogene
bis Homo sapiens) konserviert vorliegt [41, 126].

Die drei PHD-Isoformen weisen Unterschiede in ihrer gewebe- und kompar-
timentspezifischen Expression auf. Unter normoxischen Bedingungen wird die Boten-
RNA (mRNA) aller drei PHD-Isoformen in den untersuchten Geweben exprimiert,
wobei PHD3 eine vergleichsweise verminderte Expression zeigt [148]. PHD2 kann
vorrangig im Fettgewebe nachgewiesen werden. PHD3 zeigt das hdchste Expressi-
onsniveau im Herzen. Die mRNA der PHD1 zeigt eine eindeutige Prasenz im Hoden,
wihrend PHD2 und PHD3 hier kaum detektierbar sind [148, 117]. Auf Proteinebene
konnte jedoch gezeigt werden, dass PHD2 die am weitesten verbreitete PHD-Isoform
ist [2] (als Ubersichtsartikel [48]). Die intrazellulire Lokalisierung der PHD konnte
durch die Expression fluoreszenzmarkierter PHD-Konstrukte charakterisiert werden.
PHD1 kann im Zellkern detektiert werden, wihrend PHD2 vorwiegend im Cytoplas-
ma nachgewiesen werden kann und PHD3 in beiden Kompartimenten lokalisiert ist
[133]|. Durch spezifische Inhibierung des Kernexports konnte zudem gezeigt wer-
den, dass PHD2 auch in den Zellkern importiert wird und nicht ausschlieflich im
Cytoplasma lokalisiert ist [176]. Fiir PHD1 konnte kiirzlich der Mechanismus des
nukledren Imports aufgeklirt werden. PHD1 besitzt ein NLS-Sequenzmotiv, iiber
das die Bindung an Kernimport-Rezeptoren ermoglicht wird [176].

Durch die Inhibierung der PHD kann HIF-1a unter normoxischen Bedingungen
stabilisiert werden. Kobalt und Nickel wurden als Induktoren der Erythrozytose be-

schrieben und aktivieren HIF-1 in Normoxie [62]. Fiir diesen, auch fiir Kupfer zu
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Abbildung 1.3: Dominenstruktur der drei PHD-Isoformen. PHD1, PHD2 und
PHD3 gehéren zur Proteinfamilie der Dioxygenasen und besitzen C-terminal eine inhibito-
rische Fe?*- und a-KG-Dioxygenasedomiine. PHD1 und PHD?2 besitzen eine N-terminale
selbstinhibitorische MYND-Zink-Finger-Proteindoméne. Zur Substratselektion dient eine
B2/ 33-Schleife, die in allen drei PHD identifiziert wurde. In der Aminoséuresequenz von
PHD1 konnte ein NLS identifiziert werden, das den nukledren Import des Proteins er-
moglicht. Die Aminosdurenlidnge jeder Isoform ist neben der Doménenstruktur aufgefiihrt
[126, 176, 194].

beobachtenden Effekt, wurden verschiedene HIF-a-Stabilisierungsmechanismen dis-
kutiert. Zweiwertige Ionen konnen das Fe?* im aktiven Zentrum der PHD substituie-
ren und dadurch die katalytische Aktivitét der PHD partiell inhibieren [124]. Zudem
kénnten Kobalt, Nickel und andere Metallionen zur Reduktion der intrazelluldren
Vorrite der Ascorbinsdure fithren oder direkt an HIF-« binden und dadurch die Bin-
dung des pVHL und die proteasomale Degradierung verhindern [69]. Der Kofaktor
Fe?t ist fiir die Hydroxylase-Aktivitiit der PHD essentiell, sodass auch Eisenche-
latoren wie Desferrioxamin (DFO) oder Ciclopirox (CPX) die PHD hemmen und
HIF-1a in Normoxie stabilisieren. Die PHD kénnen auch durch a-KG-imitierende
Substanzen inhibiert werden. Das bekannteste Beispiel fiir ein a-KG-Analogon ist
Dimethyloxalylglycin (DMOG), ein zellgéngiger Diester [6]. Die Identifikation neuer
a-KG-Analoga, die zur Aktivierung HIF-1-abhéngiger Zielgene durch die Inhibie-
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rung der PHD beitragen, ist fiir pharmazeutische Unternehmen unter anderem zur
Behandlung von Anédmien, ischdmischen Krankheiten oder zur Neuroprotektion von
grofsem Interesse. Verschiedene Substanzen konnten in den letzten Jahren entwi-

ckelt werden, von denen einige derzeit in klinischen Studien untersucht werden (als
Ubersichtsartikel [131]).

1.4 Rolle des zelluliren Sauerstoffsensings in der

Tumorbiologie

1.4.1 Abhangigkeit der Tumorentwicklung von der Sauerstoff-

versorgung

Die Ausbildung hypoxischer Geweberegionen ist ein charakteristisches Merkmal so-
lider Tumore. In 50-60 % der soliden Tumore treten hypoxische Regionen auf und
sind heterogen im gesamten Tumor verteilt. Durch experimentelle Studien konnte
nachgewiesen werden, dass intratumorale Hypoxie mit der Metastasierung und der
malignen Progression eines Tumors sowie der hheren Resistenz gegen konventionel-
le Therapien assoziiert ist [18, 70, 146]. Folglich wird Hypoxie in Tumorgeweben als
Marker fiir schlechte Prognosen und verminderte Uberlebenschancen des Patienten
angesehen [150]. Die Sauerstoff- und Néhrstoffunterversorgung wachsender Tumore
(Durchmesser > 1 mm?) ist die pathophysiologische Konsequenz aus (i) der struktu-
rell und funktionell gestérten Mikrozirkulation in Tumorgefifen, (ii) der Uberschrei-
tung der Sauerstoffdiffusionsgrenze aufgrund einer Entfernung von > 70 ym zu den
Gefifen oder (iii) Tumor-assoziierten Aniimien (als Ubersichtsartikel [193, 192]).
Hypoxie hat in normalen Zellen den Zelltod zur Folge. Im Gegensatz dazu fiihrt die
verringerte Sauerstoffversorgung in Tumorzellen zu einem erhShten Selektionsdruck
fiir einen agressiveren Phinotyp, da Signalwege, die fiir das Uberleben der Tumor-
zellen essentiell sind, aktiviert werden. Fiir die Regulation dieser Signalwege nimmt
der Transkriptionsfaktor HIF eine Schliisselfunktion ein, da er die sauerstoffabhin-
gige Genexpression aktiviert. In jedem kritischen Aspekt der Tumorbiologie spielt
die Expression der HIF-1-abhéngigen Zielgene eine wichtige Rolle, zu denen Angio-
genese, Zelliiberleben, Resistenz gegeniiber Chemo- und Radiotherapie, genetische
Instabilitit, Immortalisation, Glukose- und Energiemetabolismus und Proliferation
gehoren (als Ubersichtsartikel [168]). Ahnlich wie die Ausbildung hypoxischer Gewe-
beregionen ist die Uberexpression von HIF-1a als Marker fiir die Tumorprogression

charakerisiert und tragt positiv zum Tumorwachstum bei [11].
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1.4.2 Einfluss der PHD-Expression auf die Tumorprogression

Aufgrund ihrer Funktion als Inhibitoren der HIF-a-Stabilitdt, wurden die PHD-
Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3 zunéchst als Tumorsuppressoren in einigen Tu-
morzellen diskutiert [16, 66, 179, 180]. Jedoch konnte durch verschiedene Studien
gezeigt werden, dass die Rolle der PHD-Expression in Tumorzellen zelltypabhéngig
ist und eine Funktion als Tumorsuppressor nicht allgemein nachgewiesen werden
kann (als Ubersichtsartikel [84]). Tn normalen Zellen fungieren die PHD als Aktiva-
toren oder Inhibitoren der Zellproliferation und spielen zudem eine wichtige Rolle in
der Regulation der Zelldifferenzierung [54, 57, 136]. Die drei PHD-Isoformen erfiil-
len dabei unterschiedliche Funktionen, die zusétzlich vom Zelltyp und den Expressi-
onsbedingungen abhéngen. Immunhistochemische Analysen haben ergeben, dass die
Expression der PHD in humanen Tumorzellen erhoht ist und eine Zelltyp-spezifische
Variabilitdt aufweist. Eine erhéhte Expression der drei PHD-Isoformen konnte mit
der Agressivitat von Kopf-Hals-Karzinomen und pankreatischen endokrinen Tumo-
ren assoziiert werden [31, 85]. Im Gegensatz dazu ist die Expression von PHDI,
PHD2 und PHD3 in Bronchialkarzinomen, in Nierenzellkarzinomen und in folliku-
liren Lymphomen leicht vermindert. Neben der allgemeinen Expression der drei
PHD-Isoformen in verschiedenen Tumoren, ist die intrazelluldre Lokalisierung der
PHD in den Fokus verschiedener Untersuchungen geriickt. In pankreatischen endo-
krinen Tumoren weist die erhohte nukledre PHD2-Expression auf besonders aggressi-
ve pankreatische endokrine Tumore hin, wihrend die erhohte nukledre Translokation
von PHD1 und PHD3 mit schlechteren Uberlebenschancen der Patienten korreliert
|31]. Dementsprechend konnte in Mammakarzinomen, Kopf-Hals-Karzinomen und
Adenokarzinomen eine erhohte PHD2-Expression in Verbindung mit einer nukle-
aren Translokation des Proteins beschrieben werden, die mit einer verminderten
Zelldifferenzierung und einer starken Proliferation der Tumorzellen assoziiert wird
|83, 85]. Zudem wird das verankerungsunabhéngige Wachstum von Adenokarzinom-
zellen durch Uberexpression einer cytoplasmatisch-lokalisierten PHD2-Mutante inhi-
biert [83]. In der Zusammenschau spielt die Expression der drei PHD-Isoformen eine
wichtige Rolle in der Tumorentwicklung, wobei dieser Effekt von vielen Faktoren, wie
z. B. dem Zelltyp, abhangig ist. Bisher konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass der
Einfluss der PHD-Expression auf die Tumorentwicklung mit der HIF-Hydroxylase-
Aktivitdt der PHD verbunden ist.

1.4.3 Analyse der Strahlenresponsivitit von Tumorzellen

Die Bedeutung des HIF-Signalweges fiir die Strahlensensitivitdt von Tumorzellen

wurde in verschiedenen Studien beschrieben. Daher stellt die spezifische pharmako-
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logische Modifikation einzelner Komponenten des HIF-Signalweges eine therapeu-
tische Maknahme in der Behandlung verschiedener Tumorerkrankungen dar (als
Ubersichtsartikel [138]). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte HIF-1a-
Expression in Patienten mit Osophaguskarzinom mit einer verminderten Sensibili-
tét gegeniiber Chemoradiotherapie korreliert [149]. Zudem fiihrt der knockdown von
HIF-1« in verschiedenen Zellkulturmodellen zu einer erhohten Strahlensensitivitit
unter hypoxischen sowie unter normoxischen Bedingungen [178]. Des Weiteren wur-
de in Kopf-Hals-Karzinomen von 48 Patienten die Assoziation der PHD2-Expression
und Translokation in den Zellkern mit der Resistenz gegen radiotherapeutische Mak-
nahmen untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine geringe nukleére
PHD2-Expression im Primértumor mit einer erhohten Strahlenresponsivitét einher-
geht. Der Effekt einer PHD2-Inhibierung auf die Strahlenresponsivitit von Kopf-
Hals-Karzinomzellen sowie der kompartimentspezifischen PHD2-Expression wurde
bisher jedoch nicht untersucht und sollte in einem in vitro Modell im Rahmen dieser

Arbeit analysiert werden.

1.5 Grundlagen des subzelluliren Proteintransports

1.5.1 Proteintransport durch die Kernmembran

Eukaryotische Zellen besitzen mit Zellkern und Cytoplasma zwei Kompartimente,
durch die Translation und Transkription physikalisch voneinander separiert sind. An
den cytoplasmatischen Ribosomen werden die Proteine translatiert. Zahlreiche Pro-
teine erfiillen jedoch wichtige Funktionen im Zellkern, zu denen die DNA-Replikation
und -Reparatur, die Transkription und die RNA-Prozessierung gehoren. Diese miis-
sen aktiv in den Zellkern transportiert werden. Im Gegensatz dazu miissen verschie-
dene Proteine, die beispielsweise in die Signaltransduktion oder die Zellzykluskon-
trolle involviert sind, aus dem Zellkern ins Cytoplasma exportiert werden. Diese
rdumliche Trennung des genetischen Materials und der transkriptionellen Maschi-
nerie von der translationalen und metabolischen Maschinerie machte die Evolution
gerichteter Transportmechanismen notwendig [59]. Zudem erméglichte die Kompar-
timentierung die Entwicklung komplexer regulatorischer Mechanismen, die bei der
Genexpression, der Signaltransduktion sowie anderen zelluldren Prozessen eine grofse
Rolle spielen.

Das Innere des Zellkerns wird durch die Kernmembran vom Cytoplasma ab-
gegrenzt. In die Lipid-Doppelschicht der Kernmembran sind in Zellen der Verte-
braten etwa 2000-4000 Kernporen eingebettet, die sich aus etwa 30 Proteinen, den
Nukleoporinen, zusammensetzen, und den Kernporen-Komplex ausbilden [32, 44].

Der Kernporen-Komplex ermoglicht den bidirektionalen Molekiil-Austausch zwi-
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schen Zellkern und Cytoplasma und trigt zudem zur Chromatin-Organisation und
zur Genregulation in Differenzierung und Signaltransduktion bei. Mutationen in
verschiedenen Nukleoporinen wurden mit Entwicklungsdefekten und Dysfunktionen
assoziiert, die haufig auf spezifische Signalwege oder Zelltypen beschrénkt sind [20].

Der Kernporen-Komplex der Vertebraten besitzt eine absolute Molekiilmasse von
120 MDa und ist damit eines der grofiten zelluliren Makromolekiile. Er weist eine
achtfache rotationssymmetrische Struktur auf. Der ringformige Zentralkdrper ist in
die Kernmembran eingebettet und Ausgangspunkt der nukleiren (NF) und cytoplas-
matischen (CF) filamentartigen Nukleoporin-Strukturen. Die nukledren Filamente
formen im Zellkern durch ringartige Verkniipfung eine korbartige Struktur. Ionen,
kleine Molekiile und Proteine mit einer absoluten Molekiilmasse bis ~40 kDa diffun-
dieren passiv entlang des Konzentrationsgradienten durch den Kernporen-Komplex
(als Ubersichtsartikel [119]). Um den Kernporen-Komplex zu passieren, miissen
grofkere Proteine, RNA, RNP und andere Makromolekiile mithilfe von Transport-
Rezeptoren aktiv importiert oder exportiert werden (Abbildung 1.4). Viele Nu-
kleoporine besitzen hydrophobe Phenylalanin-Glycin-reiche (FG)-Motive, die eine
gelartige Struktur ausbilden. Durch Bindung der FG-Motive durch die Transport-
Rezeptoren wird der selektiv-gerichtete Transport zugelassen [55], wobei auch direkte
spezifische Interaktionen zwischen Proteinen und Nukleoporinen das Passieren der
Kernpore erméglichen kénnen [42]. Zusammen ergeben die FG-Motive der Nukleo-
porine eine dynamische funktionelle Einheit, die den Transportprozess durch den

Kernporen-Komplex reguliert [34].

1.5.2 Nukleare Transport-Rezeptoren

Der aktive geregelte nukleocytoplasmatische Proteintransport durch den Kernporen-
Komplex wird durch Transport-Rezeptoren vermittelt, die zur evolutiondr konser-
vierten Familie der Karyopherine gehoren. Neben ihrer Funktion als Transport-
Rezeptoren werden Karyopherine auch als globale Regulatoren zellulirer Prozesse
diskutiert. Zu den vielfaltigen Aufgaben der Karyopherine geh6ren der mikrotubu-
ldre Transport, der Aufbau der mitotischen Spindel und des Kernporen-Komplexes,
immunologische Abwehrreaktionen sowie die neuronale Signalweiterleitung [27, 65].
Viele Karyopherine gehoren zur Familie der Importin S-ahnlichen Proteine, von der
bisher 19 humane Mitglieder identifiziert werden konnten [27|. Sie weisen absolute
Molekiilmassen von 90-150 kDa auf und setzen sich strukturell aus Wiederholun-
gen helikaler HEAT-Doménen zusammen [27]. HEAT-Doménen bilden eine Struktur
aus zwei beweglichen Bégen und wurden zuerst in den vier Proteinen Huntingtin,
Elongationsfaktor 3, Untereinheit A der Protein-Phosphatase 2A und TORI1 iden-
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Abbildung 1.4: Translokation durch den Kernporen-Komplex. (A) Der
Kernporen-Komplex (KPK) besteht aus Nukleoporinen und ist in die Kernmembran (KM)
eingebettet. Vom Hauptkérper des KPK gehen CF- und NF-Filamente ab. Die selekti-
ve Translokation von Molekiilen wird erreicht durch FG-Motive und den Selektivitétsfilter
(SF), der sich aus ungefalteten hydrophilen Peptidketten zusammensetzt. (B) Ionen, kleine
Molekiile und Proteine (KMM) mit einer absoluten Molekiilmasse bis zu ~40 kDa diffun-
dieren passiv durch den Kernporen-Komplex. (C) Die Translokation groferer Proteine,
RNA, RNP und anderer Makromolekiile (GMM) wird durch Transport-Rezeptoren (TR)
vermittelt, die an die Nukleoporine des Kernporen-Komplexes binden (modifiziert nach
[154]).

tifiziert. In der zentralen Region der HEAT-Doméne kann RanGuanosintriphosphat
(GTP) gebunden werden. HEAT-Doméinen werden zudem h#ufig in Proteinen be-
schrieben, die am Zusammenbau von grofen Multiproteinkomplexen beteiligt sind
[1]. Die meisten Mitglieder der Proteinfamilie der Importin S-dhnlichen Proteine
katalysieren unidirektional den Import (Importine) oder Export (Exportine) von
Proteinen. Im Gegensatz dazu kann Importin 13 als Importin und als Exportin fun-
gieren [137]. Fiir zehn Mitglieder der Importin S-&hnlichen Proteinfamilie konnte
bisher nachgewiesen werden, dass sie Proteine in den Zellkern transportieren [140].
Die meisten Importin S-dhnlichen Proteine vermitteln die Translokation verschie-
dener Kargoproteine, wobei Substrate hdufig auch durch unterschiedliche Homologe
der Importin S-dhnlichen Proteinfamilie intrazelluldr transportiert werden [27, 100].
Die Bindung der Kargoproteine erfolgt in Abhédngigkeit von spezifischen Signalse-
quenzen, die als Kernlokalisierungssignal (NLS) und Kernexportsignal (NES) be-
zeichnet werden.

Die bidirektionale Translokation von Proteinen durch den Kernporen-Komplex
wird durch die GTPase Ran kontrolliert, die die Interaktionen zwischen den
Importin S-dhnlichen Proteinen und den Substraten reguliert [60]. Im Zellkern ist
die Konzentration an RanGTP 100-fach hoher als im Cytoplasma. Der Ran-Effektor
Guaninnukleotid-Austauschfaktor regulator of chromatin condensation 1 (RCC1)

liegt Chromatin-gebunden im Zellkern vor und katalysiert dort durch Nukleotidaus-
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tausch den Ubergang von RanGuanosindiphosphat (GDP) zu RanGTP [14, 144].
Im Cytoplasma ist das GTPase-aktivierende Protein RanGAP lokalisiert, das mit-
hilfe der Ran-Bindeproteine die Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP katalysiert
[13]. Die Aufrechterhaltung eines Konzentrationsgradienten von nukledrem RanGTP
und cytoplasmatischem RanGDP wird schliefslich iiber den konstanten Kernimport
von RanGDP iiber seinen spezifischen Import-Rezeptor NTF2 erméglicht [155]. Die
Import-Rezeptoren binden ihre Kargoproteine im Cytoplasma in Abwesenheit von
RanGTP. Im Zellkern dissoziiert der Import-Komplex nach Bindung von RanGTP.
Im Gegensatz dazu binden Export-Rezeptoren ihre Substrate und RanGTP simul-
tan. Der Export-Komplex dissoziiert nach erfolgtem Export durch den Kernporen-
Komplex im Cytoplasma durch die Aktivierung des Proteins RanGAP und der
daraus resultierenden Hydrolyse des Ran-gebundenen GTP (als Ubersichtsartikel
|27, 59]).

1.5.3 Importin a/S-vermittelter Kernimport

In Abbildung 1.5 sind der klassische Importin a//3-abhéngige Kernimport sowie der
chromosome region maintenance 1 (CRM1)-vermittelte Kernexport dargestellt. Der
klassische Kernimport zeichnet sich dadurch aus, dass die Kargoproteine indirekt
tiber die a-Importine (~60 kDa) transportiert werden. Die a-Importine sind am
Kernimport beteiligte Adapter-Proteine, die nicht selbststéindig mit den Nukleo-
porinen interagieren konnen. Bisher konnten sieben humane Importin a-Isoformen
identifiziert werden (al, a2, a3, a4, ab, a6, a7)[91, 98, 100, 186, 188|. Um den
Kernimport zu vermitteln, bindet Importin « zusétzlich an Importin 5 (~90 kDa),
da Importin S als eigentlicher Kerntransport-Rezeptor mit den Nukleoporinen inter-
agiert und den Kernimport des terndren Proteinkomplexes ermoglicht [59]. Einige
Proteine binden Importin § direkt und benétigen das Adapterprotein Importin «
nicht [157]. Importin « besitzt eine N-terminale Importin S-Bindungsdoméne (IBB),
die im Importin S-ungebundenen Zustand den NLS-Bindungsbereich von Importin o
inhibiert. Daraus ergibt sich eine Autoinhibierung, die eine Bindung des Kargo-
proteins im NLS-Bindungsbereich von Importin « erst nach Heterodimerisierung
mit Importin 8 an der IBB ermdglicht [96]. Die C-terminale Proteindoméne von
Importin « besteht aus zehn hintereinander liegenden Armadillo (ARM)-Motiven,
die fiir die Bindung des Kargoproteins iiber sein NLS verantwortlich sind [30]. Jedes
ARM-Motiv setzt sich aus drei a-Helices zusammen, die von etwa 40 Aminosduren
kodiert werden. Insgesamt ergeben sich zwei NLS-Bindungsstellen in der Protein-
struktur von Importin «, wobei die N-terminale als grofere und die C-terminale als
kleinere NLS-Bindungsstelle bezeichnet wird [30].
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1.5.4 CRMI1l-vermittelter Kernexport

Nach Translokation des terndren Proteinkomplexes, bestehend aus Importin a,
Importin  und dem Kargoprotein, durch den Kernporen-Komplex fiihrt die Bin-
dung von RanGTP an Importin 8 im Zellkern zur Dissoziation. RanGTP-gebundenes
Importin # kann den Zellkern im Folgenden durch den Kernporen-Komplex direkt
verlassen, wobei RanGAP das Importin S-gebundene RanGTP hydrolysiert, sodass
Importin 5 im Cytoplasma erneut fiir den Kernimport zur Verfiigung steht [12, 79].
Im Gegensatz dazu ist der Kernexport von Importin o von dem RanGTP gebun-
denen Exportfaktor cellular apoptosis susceptibility protein (CAS) abhingig [106].
Zudem fordert die Bindung von CAS an Importin o die Freigabe des Kargopro-
teins im Anschluss an den nukledren Import [58]. Kargoproteine werden anhand
verschiedener Export-Rezeptoren, die ebenfalls zur Proteinfamilie der Karyopherine
gehoren, aus dem Zellkern transportiert. Das am weitesten verbreitete Exportin
(CRM1) transportiert das Kargoprotein in Abhéngigkeit von gebundenem RanGTP
durch den Kernporen-Komplex ins Cytoplasma [50]. CRM1 besteht aus 21 HEAT-
Domaénen, die in einer ringédhnlichen Struktur angeordnet sind. Im Zellkern fiihrt die
Bindung von RanGTP an CRM1 zu globalen Konformationséinderungen, die eine
hohere Affinitat fiir die Bindung eines Kargoproteins bewirken. Die Interaktion zwi-
schen Kargoprotein und CRM1 erfolgt iiber ein hydrophobes NES in der priméaren
Aminosiuresequenz des Kargoproteins. CRM1 bindet das NES an seiner dufleren
Oberflache zwischen den a-Helices der HEAT-Doménen 11 und 12 [139, 38]. Im Cy-
toplasma sind neben RanGAP auch die Ran-Bindeproteine RanBP1und RanBP2 an
der Dissoziation des Proteinkomplexes aus CRM1, RanGTP und dem Kargoprotein
beteiligt [9, 59]. Der nukleéire Export iiber CRM1 kann durch Behandlung mit dem
antifungiellen Antibiotikum Leptomycin B (LMB) spezifisch inhibiert werden. Ein
einzelner CRM1-Cysteinrest (C528 in humanem CRM1) wird selektiv durch LMB
alkyliert und fiihrt zur Inaktivierung des Export-Rezeptors [104].

1.5.5 Kernlokalisierungs- und Kernexportsignale

Die intrazelluldre Lokalisierung von Proteinen wird durch spezifische Signalsequen-
zen determiniert. Der nukledre Import von Proteinen ist von einem NLS abhén-
gig, wihrend der Kernexport vom NES abhéngt. Der Importin a/S-regulierte Kern-
transport hingt von der klassischen NLS ab, die bis heute am besten charakte-
risiert werden konnte [111]. Das Adapter-Protein Importin o kann das NLS er-
kennen und direkt binden. Polare und hydrophobe Wechselwirkungen sind an der
NLS-Bindung zwischen Importin o und Kargoprotein beteiligt. Strukturanalysen

von Peptiden und Proteinen in Komplex mit Importin a konnten zeigen, dass der
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Abbildung 1.5: Komponenten des Kernimports und -exports von Proteinen.
Der nukledre Import von Proteinen ist anhand des Importin «/f-abhiangigen Transports
dargestellt. Importin « und Importin 8 binden das NLS des Kargoproteins. Der Protein-
komplex dissoziiert im Zellkern in Abhéingigkeit der RanGTP-Bindung an Importin 5. An
RanGTP gebundenes Importin S kann direkt aus dem Zellkern exportiert werden, wih-
rend der Export von Importin @ vom RanGTP-gebundenen Exportfaktor CAS abhingig
ist. RanGTP-gebundenes CRM1 bindet ein NES des Kargoproteins und vermittelt den
Kernexport durch den Kernporen-Komplex. Der Kerntransport ist abhingig von einem
Konzentrationsgradienten von nukledrem RanGTP und cytoplasmatischem RanGDP. Der
Austauschfaktor RCC1 wandelt im Zellkern RanGDP in RanGTP um, wihrend im Cyto-
plasma RanGTP durch das GTPase-aktivierende Protein RanGAP zu RanGDP hydroly-
siert wird. Zudem wird RanGDP konstant iiber den spezifischen Import-Rezeptor NTF2
in den Zellkern transportiert (modifiziert nach [43]).

Mechanismus der NLS-Erkennung zwischen Hefe, Maus und Mensch hochkonser-
viert ist (als Ubersichtsartikel [123]). Die Spezifitit der Substratbindung an die
a-Importine ist neben der Aminoséuresequenz des klassischen NLS zusétzlich in
hohem Mafe vom Gesamtproteinkontext eines Substrates abhéngig [56]. Klassische
NLS enthalten einen (monopartite NLS) oder zwei (bipartite NLS) basische Sequenz-
abschnitte, die sich {iberwiegend aus Lysin (L)- und Argininresten (R) zusammen-
setzen [37]. Monopartite NLS konnen beide NLS-Bindungsstellen von Importin «
binden. Die grofere NLS-Bindungsstelle wird von typischen monopartite NLS je-
doch mit hoherer Affinitédt gebunden [49]. Der Prototyp der monopartite NLS konn-
te in der Proteinsequenz des groken T-Antigen des Simian Virus 40 (SV40) iden-
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tifiziert werden (2°PKKKRRV'?) [87, 88|. Die monopartite NLS wurden entspre-
chend ihrer Konsensussequenzen in fiinf Unterklassen unterteilt. Die Konsensus-
sequenzen fiir jede Klasse der monopartite NLS-Motive sind: (1) KR(K/R)R, (2)
(P/R)XXKR("DE)(K/R), (3) KRX(W/F/Y)XXAF, (4) (R/P)XXKR(K/R)("DE)
und (5) LGKR(K/R)(W/F/Y). Dabei entspricht X einem beliehigen Aminosure-
rest und ("DE) einem Aminosdurerest aufer Asparaginsidure (D) oder Glutamin-
sdure (E) [103]. Die bipartite NLS sind durch das Vorhandensein von zwei basi-
schen Sequenzabschnitten charakterisiert, die durch 10-12 Aminosduren voneinan-
der separiert vorliegen. Bipartite NLS binden die gréfere und die kleinere NLS-
Bindungsstelle der a-Importine, wobei der N-terminale basische Sequenzabschnitt
die kleinere und der C-terminale basische Sequenzabschnitt die grofere NLS-
Bindungsstelle einnimmt. Daraus ergibt sich fiir das Substrat eine antiparallele Aus-
richtung zu Importin « |29, 49]. Die NLS von Nukleoplasmin (NUC) wurde als Proto-
typ der bipartite NLS beschrieben (KRPAATKKAGQAKKKK!™) [158]. Fiir die
Klasse der bipartite NLS wurde die Konsensussequenz (K/R)(K/RX;9-12(K/R)3/5
definiert, wobei X eine beliebige Aminosdure darstellt und (K/R)s/s mindestens
drei Lysin- oder Argininreste innerhalb von fiinf konsekutiven Aminosduren repra-
sentiert [103|. Zusétzlich zu den klassischen NLS-Konsensussequenzen, die von den
Importin «/f-Rezeptoren gebunden werden, konnten zahlreiche nicht-kanonische
NLS identifiziert werden, die von den Importinen erkannt werden. Die direkte Bin-
dung von Importin 3 verlduft hdufig iiber nicht-klassische NLS. Diese weisen meist
eine langere und flexiblere Struktur auf und enthalten viele Argininreste [65]. Das
Transportin, auch Importin 52 genannt, bindet seine Substrate iiber ein kiirzlich
identifiziertes NLS. Dieses zeichnet sich durch ein Prolin-Tyrosin (PY)-Motiv aus
und wurde durch die Konsensussequenz R/H/KX5_5PY definiert, wobei X eine belie-
bige Aminosiure darstellt (als Ubersichtsartikel [123]). Fiir die weiteren Importin -
dhnlichen Proteine konnte bisher keine NLS-Konsensussequenz definiert werden, da
keine Ubereinstimmungen in der NLS verschiedener Kargoproteine eines Import-
Rezeptors gefunden wurden. Dies impliziert, dass das Spektrum an nukledren Si-
gnalsequenzen vermutlich grofer ist als bisher angenommen, und dass viele nukleére
Proteine Signalsequenzen enthalten, die nicht als solche erkannt werden und nicht
den bekannten Konsensussequenzen entsprechen [28].

Der Kernexport iiber den Transport-Rezeptor CRM1 héngt von einer NES in der
priméiren Aminosduresequenz des Kargoproteins ab. Bisher konnte nur eine NES-
Konsensussequenz-Klasse identifiziert werden, die von CRM1 erkannt und gebunden
wird. Dabei handelt es sich um kurze Leucin-reiche Sequenzmotive. Als Prototypen
der Leucin-reichen NES gelten die NES des RNA-Transportproteins Rev des Huma-
nen Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV 1) ("LPPLERLTL®?) |46] und des Protein-
Kinase-Inhibitors A (*LALKLAGLDI*®) [200]. Obwohl diese NES-Prototypen viele
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Leucine enthalten, konnten auch NES identifiziert werden, die sich aus anderen
hydrophoben Aminosduren zusammensetzen und trotzdem zur Klasse der Leucin-
reichen NLS zéhlen. Die Konsensussequenz dieser NES-Klasse besteht aus einem
Sequenzmotiv aus 10-15 Aminosduren, das drei bis vier der hydrophoben Amino-
sduren Leucin (L), Valin (V), Isoleucin (I), Phenylalanin (F) oder Methionin (M)
enthélt (PXy 30X, 3dXP, wobei X eine beliebige Aminosdure beschreibt und &
fir L, V, I, F oder M steht) [107]. Zudem konnte gezeigt werden, dass neben der
NES selbst auch die Sekundérstruktur, die Flexibilitdt und die Ausrichtung der NES
sowie die flankierenden Sequenzbereiche von Bedeutung sind [107].

Nicht alle eine Signalsequenz enthaltenden Substrate werden konstitutiv aus dem
Zellkern exportiert oder in den Zellkern importiert, da die nukledren Transportme-
chanismen weiteren Regulationsmechanismen unterliegen. Zu diesen Regulations-
mechanismen gehoren die Maskierung/Demaskierung des NLS oder des NES durch
andere Proteine [116, 172, 177] und die Ausbildung von Disulfidbriicken durch Oxi-
dation [105, 206]. Zudem spielt die Phosphorylierung von Aminoséureresten, die
die Signalsequenz flankieren, h&ufig eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
geregelten Kerntransports [40, 127, 204]. Interessanterweise konnte zudem gezeigt
werden, dass die Regulation intrazelluldrer Transportmechanismen durch Phospho-
rylierungen im HIF-Signalweg von grofer Bedeutung ist, da der CRM1-abhingige
nukledre Export von HIF-1a durch spezifische Phosphorylierung der Serinreste S641
und S643 durch den MAPK-Signalweg blockiert wird [142].

1.5.6 Regulation des subzellularen Transports durch

Phosphorylierungen

Der nucleocytoplasmatische Transport und die nukleédre Verfiigharkeit von Proteinen
konnen durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen spezifischer Amino-
sdurereste reguliert werden. Dabei sind Serin (S), Threonin (T) und Tyrosin (Y)
die am h&ufigsten modifizierten Aminosduren. Unterschiedliche molekulare Mecha-
nismen, wie z. B. die Maskierung spezifischer Transport-Signale des Kargoproteins
oder die Erhohung der Bindungsaffinitit zwischen Transport-Rezeptor und Kargo-
protein, spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation des Kerntransports (als
Ubersichtsartikel [143]). Auf diese Weise wird die Lokalisierung von Proteinen ent-
sprechend der zelluldren Signaltransduktion beeinflusst. Zudem kann auch die Ak-
tivitdt der Komponenten der Kerntransport-Maschinerie durch Phosphorylierungen
kontrolliert werden [95].
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Die sauerstoffabhiingige Genexpression hat eine grofte physiologische und pathophy-
siologische Bedeutung. Bei der Anpassung der Zelle an verdnderte Sauerstoftbedin-
gungen spielt der HIF-Signalweg eine entscheidende Rolle. In der Tumorentwicklung
wird durch die Expression der HIF-abhingigen Zielgene die intratumorale Hypoxie
begiinstigt, die mit der Metastasierung und der malignen Progression des Tumors
assoziiert wird. Die Stabilitdt von HIF-1a wird unter normoxischen Bedingungen
durch die PHD-Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3 reguliert, die variierende sub-
zelluldre Verteilungsmuster zeigen. Die Charakterisierung des molekularen Sauer-
stoffsensings ermoglicht die Modulation der HIF-abhéngigen Reaktionskaskade vor
dem Hintergrund einer therapeutischen Anwendung fiir die Tumortherapie und die
Behandlung kardiovaskuldrer und ischdmischer Krankheiten. Die Modifikation des
intrazelluldren PHD-Transports bietet im Hinblick auf ihr therapeutisches Potential
eine hohe Spezifitdt. Die intrazelluldre Lokalisierung der PHD-Isoformen wird iiber
verschiedene molekulare Transportmechanismen reguliert, sodass spezifische PHD-
Isoformen inhibiert bzw. aktiviert werden konnten. Zunéchst soll der Kernimport der
PHD-Isoformen PHD2 und PHD3 untersucht werden. Die Identifikation spezifischer
Transport-Rezeptoren ermoglicht die Charakterisierung molekularer Mechanismen,
die der subzelluldren Lokalisierung der PHD zu Grunde liegen. Zudem sollen Si-
gnalsequenzen in der Aminosauresequenz der PHD ermittelt werden, welche an der
Bindung an Transport-Rezeptoren beteiligt sind und damit eine entscheidende Rol-
le fiir die intrazellulire Lokalisierung der PHD iibernehmen. Die Eingrenzung und
Mutation putativer Signalsequenzen bietet die Moglichkeit der kompartimentspezifi-
schen Expression der PHD. Am Beispiel von PHD2 soll dadurch im Folgenden der Ef-
fekt der intrazelluliren PHD-Lokalisierung auf den HIF-1-Signalweg gezeigt werden.
In einem in vitro Zellkulturmodell werden nukledre bzw. cytoplasmatische PHD2-
Konstrukte exprimiert. Uber die Bestimmung der transkriptionellen HIF-Aktivitit,
der Expression HIF-1a-abhingiger Zielgene und der HIF-1a-Proteinexpression wer-
den dadurch Riickschliisse auf die enzymatische PHD2-Aktivitdt und die Auswir-
kungen auf den HIF-1-Signalweg gezogen. Klinische Studien konnten zeigen, dass
die Malignitéit verschiedener Tumore mit einer nukledren Translokation der PHD2
assoziiert ist. Abschliefend soll daher der Einfluss der PHD2-Expression auf die zell-
typspezifische Tumorgenitat analysiert werden. Durch in vitro Untersuchungen wird
das klonogene Uberleben von Tumorzellen nach Bestrahlung in Abhingigkeit der
PHD2-Expression ermittelt. Die kompartimentspezifische PHD2-Expression ermog-
licht zudem die Untersuchung der Bedeutung der subzellularen PHD2-Lokalisierung

fiir die Strahlenresistenz von Tumorzellen.
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Material

2.1 Hersteller

Im Folgenden sind die Firmensitze der Lieferanten und Hersteller aufgefiihrt und
werden im weiteren Verlauf nicht mehr angegeben, um Mehrfachnennungen zu ver-
meiden:

Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland), Air Liquide Deutschland (Diissel-
dorf, Deutschland), Applichem (Darmstadt, Deutschland), Artisan Scientific (Cham-
paign, IL, USA), Bandelin electronic (Berlin), B. Braun Melsungen (Melsungen,
Deutschland), Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland), BD Biosciences (Heidel-
berg, Deutschland), Berthold Technologies (Bad Wildbad, Deutschland), Biometra
(Gottingen, Deutschland), Biomol (Hamburg, Deutschland), Bio-Rad (Miinchen,
Deutschland), Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, Deutschland), BMG Labtec
(Ortenberg, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Clontech (Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich), Dako (Hamburg, Deutschland), Enzo Life Sciences
(Lorrach, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Eurofins MWG (Ebers-
berg, Deutschland), Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland), GATC Biotech (Kon-
stanz, Deutschland), GE Healthcare (Freiburg, Deutschland), Gerbu Biotechnik
(Wieblingen, Deutschland), Gerhardt (Kénigswinter, Deutschland), GraphPad Soft-
ware (La Jolla, CA, USA), Hartmann Analytic (Braunschweig, Deutschland), Hei-
dolph Instruments (Schwabach, Deutschland), Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland), Herolab Laborgerite (Wiesloch, Deutschland), Hirschmann Labor-
gerite (Eberstadt, Deutschland), KNF Neuberger (Freiburg, Deutschland), Kodak
(Stuttgart, Deutschland), Kryotec-Kryosafe (Hamburg, Deutschland), IKA-Werke
(Staufen, Deutschland), Invitrogen (Darmstadt, Deutschland), Labinco BV (Bre-
da, Niederlande), Leica (Wetzlar, Deutschland), Liebherr Hausgerdte (Ochsenhau-
sen, Deutschland), Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland), Medgenix Diagnostics
(Ratingen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Millipore (Schwalbach
am Taunus, Deutschland), New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutsch-
land), Nexcelom Bioscience (Lawrence, MA, USA), Novus (Littleton, CO, USA),
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Nunc (Wiesbaden, Deutschland), PAA Laboratories (Pasching, Osterreich), Pana-
sonic (Wiesbaden, Deutschland), Peqlab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland),
Phase (Liibeck, Deutschland), Promega (Mannheim, Deutschland), Qiagen (Hilden,
Deutschland), Raytest (Straubenhardt, Deutschland), Roche Diagnostics (Mann-
heim, Deutschland), Ruskinn Technology (Bridgend, United Kingdom), Santa Cruz
(Santa Cruz, CA, USA), Sanyo (Leicestershire, United Kingdom), Sarstedt (Niim-
brecht, Deutschland), Sartorius (Gottingen, Deutschland), Scotsman Ice Systems
(Mailand, Italien), Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland), Siemens (Miin-
chen, Deutschland), Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland), SLT Labinstruments
(Achterwehr, Deutschland), Sucofin (Zewen, Deutschland), Systec (Wettenberg,
Deutschland), Thermo Scientific (Bonn, Deutschland), VLM (Bielefeld, Deutsch-
land), Witeg Labortechnik (Wertheim, Deutschland), WTW (Weilheim, Deutsch-
land), Zeiss (Jena, Deutschland).

2.2 Gerate

Name Hersteller
Analysewaage AC120S Sartorius
Autoklav V150 Systec

COg-Inkubator

Elektroblotter Semi-Dry Blotter Pegasus
Eraser fiir Bildplatte BAS-TP MS 2040
Flockeneisbereiter

Fluoreszenzmikroskop Axiophan
Geldokumentationsanlage EASY Win32
Gelkammer Mini-Protean fiir Polyacrylamid-Gele
Gelkammer PerfectBlue Mini S
Geltrockner Savant SGD2000
Hypoxie-Werkbank In vivo, 400

Kiihl- Gefrierkombination
Lasermikroskop LSM TCS S5P
Linearbeschleuniger Mevatron 74
Luminometer FluoStar OPTIMA
Luminometer Mithras 1.LB940
Luminometer SLT Rainbow
Magnetriihrer RCT Basic
Membran-Vakuumpumpe KNF Laboport

Heraeus Instruments
Phase

Raytest

Scotsman Ice Systems
Zeiss

Herolab Laborgerite
Bio-Rad

PeqLab Biotechnologie
Artisan Scientific
Ruskinn Technology
Liebherr

Leica

Siemens

BMG Labtec
Berthold Technologies
SLT Labinstruments
IKA Werke

KNF Neuberger
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Mikrotiterplattenschiittler EASTA
Mikrowelle

Netzgerdt Consort E835
Netzgerat Power Pac 3000

Nukleinsdure Extraktionsstation ABI PRISM 6100

PCR-Block T-Gradient

pH-Meter 523

Pipettierhilfe Pipetus
Plattformschiittler Polymax 1040
Prazisionswaage BP2100S
Radioaktivitdtsscanner CR 35 Bio
Reinstwassersystem Ultra Clear
Rotor JA-10

Rotor JA-25.50

Schiittelinkubator Gallenkamp
Schiittelinkubator Wisd Wise Cube
Sequenzdetektionssystem ABI PRISM 7000
Spektrophotometer Nanodrop ND-1000
Spektrophotometer SmartSpec’™ 300
Sicherheitswerkbank Lamin Air
Sicherheitswerkbank Microflow
Thermocycler Primus 96P/“
Thermocycler T-3

Thermocycler T-Gradient
Thermomixer comfort
Tiefkalte-Lagertruhe Forma 86 C
Tiefkalte-Lagertruhe KTL

Ultraschall-Homogenisator SonoPlus HD3100

Vortexer Power Mix L46
Wasserbad Thermomix BU
Zellzahler Cellometer™ Auto T4
Zentrifugen 5415R, 5810R
Zentrifuge Avanti J-E

Medgenix Diagnostics
Panasonic
Sigma-Aldrich
BioRad

Applied Biosystems
Biometra

WTW

Hirschmann Laborgerite
Heidolph Instruments
Sartorius

Raytest

VLM

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Sanyo

Witeg Labortechnik
Applied Biosystems
Peqlab Biotechnologie
Bio-Rad

Heraeus Instruments
Nunc

Eurofins MWG
Biometra

Biometra

Eppendorf

Thermo Scientific
Kryotec-Kryosafe
Bandelin electronic
Labinco BV

B. Braun Melsungen
Nexcelom Bioscience
Eppendorf

Beckman Coulter
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2.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten, sofern es nicht anders angegeben ist, den Rein-

heitsgrad pro analys:.

Name

Hersteller

2-Mercaptoethanol
[33S]-Methionin

Accutase

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (37,5:1)

Agar Agar

Agarose

Agarose LE GP
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumacetat
Ampicillin-Natriumsalz (Amp)
Adenosintriphosphat (ATP)
Baktotrypton

Bromphenolblau

Coomassie” Brilliant Blau G 250
Desoxycholinsiure

Dextran

Dimethylsulfoxid (DMSO) ((CH3)2SO)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NagHPO, * 2H,0)

Dithiothreitol (DTT)

DNA StainG

dNTP Mix, je 10 mM
D(-+)-Saccharose

Eindeckelmedium ProLong® Gold with DAPI

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Formaldehydlosung (37 %)
Fotales Kélberserum (FKS)

Gase (Ng, COy, Druckluft)
Glukose

Glycerin

Biomol

Hartmann Analytic
PAA Laboratories
Carl Roth
Applichem

Serva Electrophoresis
Biozym Scientific
Sigma-Aldrich

Merck

Biomol

Biomol

Applichem
Sigma-Aldrich

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Serva Electrophoresis
Fermentas
Applichem
Invitrogen

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Carl Roth

Carl Roth

Invitrogen

Air Liquide Deutschland
Applichem
Sigma-Aldrich
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Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

Hepes

Igepal®® CA-630

Imidazol
Isopropyl-S-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Isopropanol

Kaliumacetat (CoH3KO5, KOAc)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycinsulfat (Kan)

LB-Agar (Luria-Miiller)

LB-Medium (Luria-Miiller)

Leptomycin B

L-Glutathion, reduziert

LY294002 (LY)

Lysozym

Magermilchpulver

Magnesiumacetat (C4HgMgO,4, MgOAc)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol

MOPS

Natriumacetat (CoH3zNaO,)
Natriumcarbonat (NayCOs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS) granuliert
Natriumhydrogenphosphat (NasHPOy)
Natriumhydroxid (NaOH)

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (Temed)
N-Z-Aminef® YT

PDY8059 (PD)

Penicillin /Streptomycin (100 %)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorsiure (85 %)

Ponceau S-Losung

Serva Electrophoresis
Gerbu Biotechnik
Applichem

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Applichem
Applichem

Carl Roth

Merck

Merck

Merck

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sucofin

Merck

Merck

Merck

Carl Roth

Gerbu Biotechnik
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Applichem

Merck
Applichem

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

PAA Laboratories
Applichem

Carl Roth
Sigma-Aldrich
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Protease-Inhibitor Cocktail Complete Mini
Rapamycin (Rap)

Rinderserumalbumin (BSA)
Rontgenfilmentwickler LX24
Rontgenfixierbad AL4

Salzsdure (HC1) (25 %)

Siulenmaterial Glutathion Sepharose’™™ 4B
Siaulenmaterial Talon®
Transfektionsreagenz GeneJuice®
Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Hydrochlorid

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) wltra pure
Triton-X-100

Trypanblau Losung (0,4 %)

Trypsin/EDTA (1x)

Roche Diagnostics
Sigma

New England Biolabs
Kodak

Kodak

Merck

GE Healthcare

BD Biosciences
Merck

Invitrogen

Carl Roth

Biomol

Merck
Sigma-Aldrich
PAA Laboratories

Tween? 20 Merck
2.4 Gebrauchsmaterialien
Name Hersteller
Bildplatte BAS-IP MS 2040 Raytest
Blottingpapier Rotilabo (0,35 mm) Carl Roth
Deckgldser (12 mm) Carl Roth
Dialyseschlauch Typ 20 Biomol
Einmalpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt
Einmalreaktionsgefife (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt
Einmalréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner
Gewebekulturflaschen (75 cm?, 25 cm?) Greiner
Gewebekulturplatten (6-, 24-, 96-Loch) Greiner
Kryo-Ro6hrchen Greiner
Mikrotiterplatte Luminunc’™ weif (96-Loch) Nunc

Nitrocellulose-Membran
ECL

Pasteurpipetten
Petrischalen (10 ¢m, 15 c¢m)
Pipettenspitzen (1000 pl, 200 pul, 10 pl)

Amersham Hybond”™™

GE Healthcare

Carl Roth
Sarstedt
Sarstedt
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Polypropylensiulen (5 ml) Qiagen
Rontgenfilm Amersham Hyperfilm? MP GE Healthcare
Ultrafiltrationsrohrchen Centriprep Millipore
Zellschaber (1,7 ¢m, 3,1 cm) Sarstedt

Zellzahlkammern Cellometer’™ Auto T4

Nexcelom Bioscience

2.5 Oligonukleotide

Die hier aufgefiihrten Nukleinsduren wurden, soweit nicht anders angegeben, von der

Firma Invitrogen synthetisiert. Die lyophilisierten und entsalzten Oligonukleotide

wurden vor der Verwendung in entionisiertem Wasser gelost und eine Stockkonzen-

tration von 100 pmol/ul eingestellt.

Primer fiir die Amplifikation von Klonierungsfragmenten

Primerpaar Sequenz (5'- 37) Amplikon
(bp)
PHD2 (180-220) forward AAAGTCGACCGGCCCAACGGGCAG 141
revers COCGGATCCCTGTCCGGTCTCCTT
PHD3 forward AAAGAGCTCATGCCCCTGGGACAC 737
revers CCCGTCGACAATCAGTCTTCAGTG
Primer fiir die real-ttme PCR
Primer Sequenz (5'- 37) Amplikon
(bp)
B-Aktin forward AAGATCATTGCTCCTCCTGAGC 105
revers CATACTCCTGCTTGCTGATCCA
GLUT 1 forward GGCCTTTTCGTTAACCGCTT 115
revers AGCATCTCAAAGGACTTGCCC
MCT4 forward CGCCCGATCAGTGTTTTGA 100
revers AGGATGCCTTGTAACCTTGCG
VEGF forward CGAGGCAGCTTGAGTTAAACG 157

revers AGATCTGGTTCCCGAAACCCT
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Primer fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA

Primer Sequenz (5'- 37) Vektor
BGH-rev CCTCGACTGTGCCTTCTA pEGFP
pcDNA3
CMV-for CGCAAATGGCGGTAGGCGTG pEGFP
pcDNA3
pEEG-for2 GATAAGTACTTGAAATCCAGC pEEG
pQE-for CCCGAAAAGTGCCACCTG pQE60
pQE-rev GTTCTGAGGTCATTACTGG pQE60

Primer fiir die sequenzgerichtete Mutagenese

Primer Sequenz (5'- 37)

HIF1aK719A sense ACTAGCTTTGCAGAATGCTCAGAGAGCGCGA
AAAATGGAACATG
antisense CATGTTCCATTTTTCGCGCTCTCTGAGCA
TTCTGCAAAGCTAGT

HIF1aK753A sense CAGCTACTACATCACTTTCTTGGGCAGGTGT
AAAAGGATGCAAATCTA
antisense TAGATTTGCATCCTTTTACACGTGCCCAA
GAAAGTGATGTAGTAGCTG

PHD15234D sense GCGATCCCGCCGCGCGATATCCGTGGGGACC
AG
antisense CTGGTCCCCACGGATATCGCGCGGCGGGA
TCGC

PHD2d6-20 sense TGGCCAATGACAGCTGCGAGCTGTGCGAG
antisense CCGCACAGCTCGCAGCTGTCATTGGCCA

PHD2d181-220  sense GGCGGCCTGCGGCAGATCGGCGAC
antisense GTCGCCGATCTGCCGCAGGCCGCC

PHD2d188-195 sense GGCAGACGAAGCCCGAGTACATCGTGCC
antisense GGCACGATGTACTCGGGCTTCGTCTGCC
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PHD2d191-192

sense TCGAGCGCCAGCGCCGGCAGGG
antisense CCCTGCCGGCGCTGGCGCTCGA

PHD2d191-195

sense CCCCTGCCGGCGGAGTACATCGTGC
antisense GQCACGATGTACTCCGCCGGCAGGGG

PHD2d196-205

sense CTGAAGCTGGCGCTCGGCATCTGTGTGGTG
antisense CACCACACAGATGCCGAGCGCCAGCTTC
AG

PHD2S5A sense CTTATGGCCAATGACCCGGGCGGGCCCGGC
antisense GCCGGGCCCGCCCGGGTCATTGGCCAT
AAG

PHD2S12A sense CCGGCGGGCCGGCCCCGAGCGAGC
antisense GCTCGCTCGGGGCCGGCCCGCCAGG

PHD2S14A sense GGCCCGAGCCCGGCGGAGCGAGACCGG
antisense CCGGTCTCGCTCCGCCGGGCTCGGGCC

PHD2S39D sense GCCGCTGCCGCAGCGACTTCTACTGCTGCA
antisense TGCAGCAGTAGAAGTCGCTGCGGCAGCG
GC

PHD3d2-60 sense TTCGATTGCTCTAGAATGCTGGCGGGGCCG

antisense CGGCCCCGCCAGCATTCTAGAGCAATCG
AA

PHD3d61-120

sense GCGGGACGGCCAGATGGTGGCTTGCT
antisense AGCAAGCCACCATCTGGCCGTCCCGC

PHD3d121-180

sense CAAGGAGAGGTCTAAGGCAATTTTTGACAGA
CTCCTGT

antisense ACAGGAGTCTGTCAAAAATTGCCTTAGAC
CTCTCCTTGC

PHD3d165-195

sense CATGGTGGGATCCTGCACGAAGTGCAGCCC
antisense GGGCTGCACTTCGTGCAGGATCCCACC
ATG

PHD3d181-238

sense ATGTGGAGCCCCCGCGGGCCCG
antisense CGGGCCCGCGGGGGCTCCACAT

PHD3d222-226

sense GAAAGGGCAGAAGCCAATTTAACTAGGAAAC
antisense GTTTCCTAGTTAAATTGGCTTCTGCCCTT
TC
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PHD3Trp189X sense GACTCCTGTTCTTCTGATGAGATCGTAGGAA
CCCACAG
antisense CTGTGGGTTCCTACGATCTCATCAGAAGA

ACAGGAGTC

Small interfering RNA

Ziel siRNA Sequenz (5~ 3%) Hersteller

GCGATAAGATCACCTGGAT

hPHD2 Thermo Scientific

2.6 Plasmide

Plasmid Herkunft / Referenz Resistenz
pcDNA3 Invitrogen Amp
pcDNA3.1-HA-LIMD1 [171] Amp
pcDNA3-PHD?2 Institut fiir Physiologie, Amp
Universitat zu Liibeck
pcDNA3-PHD2A6-20 diese Arbeit Amp
pcDNA3-PHD2A196-205 diese Arbeit Amp
pcDNA3-PHD3 Institut fiir Physiologie, Amp
Universitidt zu Liibeck
pcDNA3-PHD3A165-195 diese Arbeit Amp
pcDNA3-PHD3A222-226 diese Arbeit Amp
pcDNA3-PHD3W189X diese Arbeit Amp
pEGFP-EGFP-GST (pEEG) [86] Kan
pEEG-PHD2 (180-220) Institut fiir Physiologie, Kan
Universitat zu Liibeck
pEGFP-N1 Clontech Kan
pEGFP-PHD2 [133] Kan
pEGFP-PHD2A6-20 diese Arbeit Kan
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2.6 Plasmide
pEGFP-PHD2A181-220 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD2A191-195 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD2A191-192 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD2A196-205 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3 [133] Kan
pEGFP-PHD3A2-60 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3A61-120 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3A121-180 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3A165-195 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3A181-239 diese Arbeit Kan
pEGFP-PHD3A222-226 diese Arbeit Kan
pGL4.75[hRluc/CMV] Promega Amp
pGL3[pH3SLV]| [161] Amp
pJW10-Importin al [130] Amp
pJW10-Importin a3 [130] Amp
pJW10-Importin o4 [56] Amp
pJW10-Importin ab [56] Amp
pJW10-Importin a7 [56] Amp
pJW10-Importin 3 [56] Amp
pQET7T0-Nukleoplasmin [61] Amp
pQESOL Qiagen Amp

pQESOL-PHD3

diese Arbeit
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2.7 Zelllinien

Name Ursprung Medium Herkunft / Referenz
Fadu Hypopharynx- Medium Institut fiir Gynékologie,
karzinom (human) mit Zusdtzen  Technische Universitét
Miinchen
U208 Osteosarkom Medium Institut fiir Physiologie,
(human) mit Zusdtzen  Universitdt zu Liibeck

2.8 Zellkulturmedien

Alle Medien fiir die Zellkultur wurden bei 4°C gelagert und vor Verwendung auf

37°C erwarmt.

Name Bestandteil Hersteller
Medium DMEM (High Glucose, Pyruvate) Invitrogen
mit Zusétzen 10 % (v/v) FKS Invitrogen

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories
Medium DMEM (High Glucose, Pyruvate) Invitrogen
mit DMSO 10 % FKS (v/v) Invitrogen

10 % (v/v) DMSO

Sigma-Aldrich

Transfektionsmedium DMEM (High Glucose, Pyruvate) Invitrogen

10 % (v/v) FKS

Invitrogen

Opti-MEM - Opti-MEMZ® (Reduced Serum Media) Invitrogen

Medium

2.9 Bakterienstamme

Name Verwendung Herkunft / Referenz
BL21 Proteinexpression Agilent Technologies
BL21 pREP4 Proteinexpression Institut fiir Physiologie,

Universitat zu Libeck
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JM101 Proteinexpression Agilent Technologies
JM110 Plasmidpréaparation Agilent Technologies
XLI® Plasmidpréparation Agilent Technologies
XLGold? Plasmidpréparation Agilent Technologies

2.10 Bakterienkulturmedien

Name Zusammensetzung Hersteller
LB-Agar mit Ampicillin 40 g LB-Agar Carl Roth

1000 ml H,O

autoklavieren

100 pg/ml Amp Biomol
LB-Agar mit Kanamycin 40 g LB-Agar Carl Roth

1000 ml H,O

autoklavieren

25 pg/ml Kan Carl Roth
LB-Medium mit Ampicillin 25 g LB-Medium Carl Roth

1000 ml HoO

autoklavieren

100 pg/ml Amp Biomol
LB-Medium mit Kanamycin 25 g LB-Medium Carl Roth

1000 ml HoO

autoklavieren

25 pg/ml Kan Carl Roth

NZY ™ Medium

10 g N-Z-Amine YT
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1000 ml HyO
autoklavieren

pH 7.5

12,5 mM MgCl,
12,5 mM MgSO,

20 mM Glukose

Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich

Merck
Merck
Applichem
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2.11 Kits

Name

Hersteller

Amersham ECL Plus”™ Western Blotting Reagent
Cloned AMV First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay-System
GeneJETT™ Gel Extraction Kit

GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit

NucleoBond® Xtra Midi Kit

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix
ProteoJETT™ Cytoplasmic and Nuclear Protein

Extraction Kit

QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis

Kit

TNT® T7 Quick Coupled Transcription/

Translation-System

GE Healthcare
Invitrogen
Promega
Fermentas
Fermentas
Macherey & Nagel
Invitrogen

Fermentas

Agilent Technologies

Promega

2.12 Antikorper

Primarantikorper

Primarantikorper

Hersteller

Anti-HIF-1ae (Maus, monoklonal)

BD Biosciences

Anti-Penta-His (Maus, monoklonal) Qiagen
Anti-Lamin A/C (Ziege, polyklonal) Santa Cruz
Anti-PHD2 (Kaninchen, polyklonal) Novus
Anti-PHD3 (Kaninchen, polyklonal) Novus
Sekundirantikorper

Sekundéarantikorper Hersteller
AlexaFluor®594 Anti-Kaninchen (Ziege, polyklonal) Invitrogen
HRP-Anti-Kaninchen (Ziege, polyklonal) DAKO
HRP-Anti-Maus (Ziege, polyklonal) DAKO
HRP-Anti-Ziege (Kaninchen, polyklonal) DAKO
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2.13 Transfektionsreagenzien

Transfektionsreagenz Hersteller
GeneJuicel Merck
Lipofectamine” 2000 Invitrogen

2.14 Enzyme und Grofsenmarker

Alle Enzyme wurden bei —20°C gelagert und bei Verwendung auf Eis gekiihlt.

Name Hersteller

Dream Taq”™ Green DNA-Polymerase (5000 U/ml) Fermentas
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fermentas
GeneRuler’ 1 kb DNA Ladder Fermentas
FastDigest®  BamHI-Restriktionsenzym (1000 Fermentas
U/ml)

FastDigest” Sacl-Restriktionsenzym (1000 U/ml) Fermentas
FastDigest Sall-Restriktionsenzym (1000 U/ml) Fermentas
PageRuler™ Prestanied Protein Ladder Fermentas
(10-170 kDa)

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (1000 U/ml)  Promega
T4 DNA-Ligase (5000 U/ml) Fermentas

2.15 Puffer und Losungen

Selbst hergestellte Puffer und Losungen

Das Ansetzen aller Losungen und Puffer erfolgte mit hochreinem Wasser, das mithilfe

einer lonenaustauschkartusche aufbereitet wurde.

Name Bestandteile

Blockierungspuffer 5 % (w/v) Milchpulver
in 1x PBS

Blockierungspuffer fiir Immunfluoreszenz I 0,4 % (w/v) Fischhaut
Gelatine

in 1x PBS
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Blockierungspuffer fiir Immunfluoreszenz 11 0,2 % (w/v) Fischhaut
Gelatine
in 1x PBS
Bradfordreagenz 20 % (v/v) EtOH

0,06 mM Coomassie
Brilliant Blau G 250
10 % (v/v) Phosphorséure

Calciumchloridlésung 60 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerin
10 mM MOPS
Coomassie-Entférbelosung 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigséure
Coomassie-Firbelosung 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure
0,1 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blau G 250
Denaturierungspuffer fiir His-Fusionsprotein 100 mM Tris-HCI, pH 7.5
Aufreinigung (Einschlusskorperchen) (pH 12) 2 M Urea
DEPC-T1,0 0,1 % (v/v) DEPC
autoklavieren

Dialysepuffer fiir GST-Fusionsprotein-Aufreinigung 50 mM Hepes-KOH,
pH 7,5
200 mM NaCl
5 % (v/v) Glycerin

Dialysepuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung 50 mM Hepes-KOH,
pH 7.5
200 mM NaCl
5 % (v/v) Glycerin

Dialysepuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung 50 mM Hepes-KOH,
(Einschlusskorperchen) (pH 7,5) pH 7,5

200 mM NaCl

2 mM Urea

Elektrophoresepuffer fiir Agarose-Gele (1x) 1x TAE-Puffer, pH 8,5
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Elektrophoresepuffer fiir SDS-Page (1x)

25 mM Tris-HCI, pH 7,4
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Elutionpuffer fiir GST-Fusionsprotein-Aufreinigung

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM reduziertes Gluta-
thion

1x Protease-Inhibitor

Fixierlosung

3,7 % (w/v) Paraform-
aldehyd in PBS

Import (IP)-Puffer (pH 7,4)

20 mM Hepes-KOH,
pH 7.5

37,5 mM NaCl

100 mM KOAc

5> mM MgOAc

0,5 mM EGTA

250 mM Saccharose

1x Protease-Inhibitor

Import (IP)-Puffer mit BSA

20 mM Hepes-KOH,
pH 7.5

37,5 mM NaCl

100 mM KOAc

5 mM MgOAc

0,5 mM EGTA

250 mM Saccharose
1x Protease-Inhibitor
2 mg/ml BSA

Ladeputfter fiir SDS-Page (4x)

150 mM Tri-HCI, pH 6,8
2 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

15 % [-Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Bromphenol-
blau
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Lysispuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung 50 mM NaH,PO,
(Einschlusskorperchen) 300 mM NaCl
10 mM Imidazol
pH 8,0
1 mM DTT
2 mM PMSF

Permeabilisierungspuffer (1x) 0,5 % (v/v) Triton-X-100
in 1x PBS

Phosphat-gepufferte Saline (PBS)-Puffer (1x) 140 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NayHPO,
2 mM KH,PO,

PBS-KM-Puffer (1x) 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,
2 mM KHyPOy
1 mM MgCl,
3 mM KCI

PBS-KMT-Puffer (1x) 1 mM MgCl,
3 mM KCI
1 mM EDTA
0,1 % (v/v) Tween20
1 mg/ml Lysozym

1x Protease-Inhibitor

PBS-T-Puffer (1x) 140 mM NaCl
2.7 mM KCI
10 mM Na,HPO,
2 mM KHyPOy
0,1 % (v/v) Tween 20

Sammelgelpuffer (8x) 500 mM Tris-HCI, pH 6,8
Sonifikationspuffer fiir His-Fusionsprotein- 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
Aufreinigung 500 mM NaCl

5 mM MgOAc

5 mM [-Mercaptoethanol

1x Protease-Inhibitor
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Trenngelpuffer (4x)

1500 mM Tris-HCI,
pH 8.8

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x)
(pH 8.5)

50 mM EDTA
2000 mM Essigsaure

Tris-EDTA (TE)-Puffer (1x)

10 mM Tris-HCI, pH 7.4
1 mM EDTA

Urea-Zelllysispuffer (1x)

10 mM Tris-HCI, pH 6,8
6,7 M Urea

10 M Gylcerin

1 % (w/v) SDS

5mM DTT

1x Protease-Inhibitor

Waschpuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NaCl

2 mM MgOAc

5 mM [-Mercaptoethanol

Waschpuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung

(Einschlusskorperchen)

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
2 mM EDTA

500 mM Na(Cl

1 M Urea

0,05 % (v/v) Desoxycho-
linsdure

1 mM DTT

1 mM PMSF

Western-Blot Transferpuffer

25 mM Tris-HCI, pH 7,5
200 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Kommerzielle Puffer und Losungen

Name Hersteller
DNA Ladepuffer, 6x NEB

Dream Taq?™ Green Puffer Fermentas
FastDigest® Green Puffer Fermentas

Nucleic acid Purification Elution Solution

Applied Biosystems
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Nucleic acid Purification Lysis Solution
RNA Purification Wash solution 1
RNA Purification Wash solution 2

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

Shrimp Alkaline Phosphatase Reaktionspuffer Promega

T4 DNA Ligasepuffer Fermentas
2.16 Computerprogramme

Name Hersteller

AIDA Image Analyzer Software 4.50 Raytest

GraphPad Prism 5 (Demoversion)
GraphPad Instat 3

Leica Application Suite (LAS) AF
NetPhos 2.0
Primer Express
PredictProtein
PSORT II Prediction
QuickChange Primer Design
Vector NTI Advance™ 9.0

R

GraphPad Software
GraphPad Software
Leica

[15]

Applied Biosystems
73]

72)

Agilent Technologies

Invitrogen
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Methoden

3.1 Zellbiologische Arbeiten

3.1.1 Kultivierung von Saugerzellen

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden die humanen Zelllinien
U20S (Osteosarkom) und Fadu (Kopf-Hals-Karzinom) verwendet (Abschnitt 2.7).
Es handelt sich dabei um adhérent wachsende Zellen, die in T75-Zellkulturflaschen
kultiviert wurden. Die Inkubation erfolgte gemif ihrer Kulturbedingungen (Ab-
schnitt 2.7) im Zellinkubator bei 5 % COy und 37°C in wasserdampfgesittigter
Atmosphére. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Den jeweiligen Verdopplungszeiten entsprechend
wurden die verwendeten Zelllinien alle 3-4 Tage, vor Ausbildung eines konfluenten
Zellrasens, subkultiviert. Dazu wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und
mit 3 ml Trypsin/EDTA (1:250) bei 37 °C inkubiert. Nach 5 Minuten Inkubations-
zeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 9 ml Medium mit Zusitzen (Abschnitt
2.8) gestoppt. Die Zellsuspension wurde fiir die Subkultivierung im Verhiltnis 1:5
mit Medium mit Zusétzen (Abschnitt 2.8) verdiinnt. Fiir die Verwendung in Zellkul-
turexperimenten wurde die Zellzahl mithilfe des Zellzihlers Cellometer™ Auto T4
bestimmt und definierte Zellzahlen (Tabelle 3.1) in den jeweiligen Zellkulturgefifien

ausgebracht.

Tabelle 3.1: Aussaatbedingungen fiir verwendete Zelllinien.
Zellkulturgefafs Flédche Zellzahl
24-Loch-Platte 2 cm? 1,5 x 10* Zellen /Loch
6-Loch-Platte 10 cm? 1,5 x 10° Zellen/Loch
10 cm-Schale 60 ¢cm? 7,0 x 10° Zellen /Schale

15 cm-Schale 140 cm? 1,5 x 10° Zellen/Schale
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3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Saugerzellen

Zur Langzeitlagerung von Saugerzellen wurden Kryokulturen angelegt. Die Zel-
len wurden dazu aus der exponentiellen Wachstumsphase einer Kultur mit Tryp-
sin/EDTA (1x) geerntet (Abschnitt 3.1.1) und durch Zentrifugation (1 Minute,
500 g) vom Uberstand separiert. Die Zellen wurden im Folgenden in Medium mit
DMSO (Abschnitt 2.8) aufgenommen, in Aliquots von je 1 ml aufgeteilt und in
Kryorohrchen iiberfiihrt. In einem Isopropanol-Bad wurden die Zellen mit einer Tem-
peraturreduktion von ungefihr 1°C/min auf -80°C gekiihlt. Schlieflich erfolgte die
Lagerung in einem mit fliissigem Stickstoff gefiillten Tank. Zum Auftauen wurden die
in Medium mit DMSO eingefrorenen Zellen im Kryorohrchen im 37 °C-Wasserbad
inkubiert, bis die Zellen fast aufgetaut waren. Anschliefsend wurden die Zellen in
T25-Zellkulturflaschen mit vorgewdrmtem Medium mit Zusdtzen (Abschnitt 2.8)
iiberfiihrt.

3.1.3 Zellaufschluss und Probenvorbereitung

Fiir den quantitativen Proteinnachweis durch Western-Blot-Analyse (Abschnitt
3.4.5) oder konventionelle Coomassie-Féarbung (Abschnitt 3.4.4) wurden aus den, wie
jeweils angegeben behandelten, Zellen (Abschnitte 3.1.4 und 3.1.5) Gesamtzelllysate
gewonnen. Um einer Degradierung der Proteine durch zelluldre Proteasen moglichst
vorzubeugen, wurden alle Arbeitsschritte bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wur-
den mit PBS-Puffer gewaschen, in Urea-Zelllysispuffer resuspendiert und sonifiziert
(25 % Output, 20 sec). Durch Zentrifugation (4°C, 16000 g, 10 min) wurden Uber-
stand (Gesamtzelllysat) und Zelldebris voneinander getrennt. Anschliefend wurde
das Gesamtzelllysat bei -20°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben.

3.1.4 Transfektion von Saugerzellen

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen fremder DNA in eukaryotische
Zellen. Eine Transfektion kann sowohl zeitweilig (transiente Transfektion) oder dau-
erhaft (stabile Transfektion) erfolgen. Es gibt verschiedene Transfektionsverfahren,
die auf chemischen, physikalischen oder biologischen Methoden basieren. In die-
ser Arbeit wurde fiir den Transfer von Plasmid-DNA (Abschnitt 2.6) das Trans-
fektionsreagenz GeneJuice® (Abschnitt 2.13) verwendet, ein auf Polyamin basieren-
des Reagenz, bei dem die DNA in Form eines DNA-Dendrimer-Komplexes aufge-
nommen wird. Small interfering RNA (siRNA) (Abschnitt 2.5) wurde mithilfe von
Lipofectamine™ 2000 (Abschnitt 2.13) in die Zielzelle eingeschleust, wobei eine
kationische Lipidhiille um die negativ geladene DNA ausgebildet wird. Beide Rea-
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genzien ermoglichen eine endocytische Aufnahme der DNA ins Cytoplasma. Fiir
ein Transfektionsexperiment wurden die verwendeten Sdugerzellen (Abschnitt 2.7)
ihrer Verdopplungszeit entsprechend so ausgebracht, dass sie zum Transfektionsbe-

ginn eine Konfluenz von 60 % aufwiesen (Tabelle 3.1).

Transfektion von Sdugerzellen mit Plasmid-DNA

Die Transfektion mit Plasmid-DNA erfolgte mit der Transfektionsreagenz
GeneJuice® (Abschnitt 2.13) gemiif den Angaben des Herstellers. Das Verhiltnis
zwischen GeneJuice® und zu transfizierender Nukleinsiure wurde angewendet wie
in Tabelle 3.2 gezeigt. Das Transfektionsreagenz wurde in Opti-MEM®-Medium
(Abschnitt 2.8) verdiinnt und 5 Minuten bei Raumtemperatur priinkubiert. An-
schliefsend wurde die Plasmid-DNA zugegeben. Wiahrend der folgenden 15-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit Medium ohne Zusétze (Ab-
schnitt 2.8) gewaschen und mit dem entsprechenden Volumen des Transfektionsme-
diums (Abschnitt 2.8) iiberschichtet. Daraufthin wurden die Zellen mit dem Trans-
fektionsgemisch versetzt und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Tabelle 3.2: Transfektionsansatz GeneJuice™.

Zellkulturgefafs Volumen Volumen Volumen DNA
(Platte/Schale) Medium Opti-MEM®  GeneJuice'
24-Loch-Platte 0,5 ml 25 pl 0,75 pl 0,25 pl
6-Loch-Platte 2 ml 100 wpl 3l 1wl
10 c¢m-Schale 10 ml 500 pl 18 ul 6 ul
15 cm-Schale 15 ml 1000 gl 30 pl 10 pl

Transfektion von Sdugerzellen mit siRNA

Die Transfektion von Zellen mit siRNA wurde in 6-Loch-Platten mit Lipofectamine™™
2000 (Abschnitt 2.13) durchgefiihrt. Dabei wurden die Angaben des Herstellers
und die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten Mengenangaben beriicksichtigt. Das Trans-
fektionsreagenz und die zu transfizierende siRNA wurden getrennt voneinander in
Opti-MEM"-Medium (Abschnitt 2.8) verdiinnt, nach 5-miniitiger Priinkubation bei
Raumtemperatur zu gleichen Teilen gemischt und fiir weitere 20 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit Medium ohne Zusitze (Abschnitt
2.8) gewaschen und mit 2 ml des Mediums ohne Zusétze iiberschichtet, bevor sie
mit dem Transfektionsgemisch versetzt wurden. Nach vierstiindiger Inkubation bei
37°C, fand ein Mediumwechsel zu Transfektionsmedium (Abschnitt 2.8) statt und

die Zellen wurden fir weitere 20 Stunden inkubiert.
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Tabelle 3.3: Transfektionsansatz Lipofectamine’™ 2000.

Zellkulturgefafs Volumen Volumen Volumen siRNA
(Platte/Schale) Medium Opti-MEM®  Lipo™ 2000
6-Loch-Platte 2 ml 200 pl 5l 5 pmol

3.1.5 Behandlung von Saugerzellen

Inhibierung zellularer Signalkaskaden

Die U20S-Zellen wurden ausgebracht wie angegeben (Abschnitt 3.1.1), fiir 24 Stun-
den inkubiert und gegebenenfalls transfiziert (Abschnitt 3.1.4). Um den Einfluss von
phosphorylierungsabhéngigen Signalkaskaden auf die intrazelluldre Lokalisierung der
PHD zu untersuchen, wurden die U20S-Zellen mit spezifischen Inhibitoren der
PI3K- und MAPK-Signalkaskaden und der Serin-/Threonin-Phosphatasen PP1 und
PP2A behandelt. Die Inkubation mit dem Kernexport-Inhibitor Leptomycin B
(LMB) erfolgte, um den nukledren Proteinexport zu charakterisieren. Die Inhibi-
toren, die Inkubationszeiten, die eingesetzten Konzentrationen und ihre jeweiligen

spezifischen Zielproteine sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Tabelle 3.4: Verwendete Inhibitoren zelluldrer Signalkaskaden.

Inhibitor Zeit Konz. Zielprotein
Leptomycin B (LMB) 4 Std 20,00 uM  Exportin 1 (CRM1)
LY294002 (LY) 4 Std 20,00 uM  Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)

Okadainsdure (OA) 2 Std 0,25 uM  Serin/Threonin Phosphatase 1, 2A,
9B (PP1, PP2CA, PP2CB)

PD98059 (PD) 4 Std 50,00 uM  Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase
(MAPK)-Kinase (MEK1)

Rapamycin (Rap) 4 Std 0,10 uM  Mammalian target of Rapamycin
(mTOR)

Hypoxische Inkubation

Fiir Experimente unter hypoxischen Bedingungen wurden die Zellen fiir 16 Stun-
den im Zellinkubator bei 5 % COs, 3 % O und 37°C in wasserdampfgeséttigter
Atmosphére inkubiert. Um der schnellen Degradierung von HIF-1 nach Reoxyge-
nierung vorzubeugen [207], wurden alle Arbeitsschritte mit hypoxischen Zellen und
Zelllysaten bei 4 °C durchgefiihrt.
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3.1.6 Reportergen-Assay

Reportergen-Assays werden als Indikatoren angewendet, um die Aktivitdt eines
spezifischen Promotors zu untersuchen. Ublicherweise wird dafiir ein Reportergen
unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promotors in einen Expressionsvektor
kloniert und in Zellen eingeschleust. Anschliefend konnen die Zellen so behan-
delt bzw. inkubiert werden, dass der Promotor aktiviert und die Expression des
Reportergens induziert wird. Haufig werden Reportergene verwendet, deren Gen-
produkte chemilumineszente Reaktionen katalysieren, wie z.B Luziferasen. Dabei
wird dem Zelllysat das Substrat des Reporterproteins zugesetzt, sodass iiber die
bei der Reaktion freiwerdende Chemilumineszenz die Expression des Reporterpro-
teins im Zelllysat bestimmt werden kann. Das hier verwendete Reportergen kodiert
fiir die Firefly-Luziferase, die D-Luziferin in einer biolumineszenten Reaktion oxi-
diert. Es wurde das Hypoxie-responsible Reportergen-Konstrukt pH3SLV mit drei
HIF-1-responsiblen Elementen (HRE) verwendet, deren Sequenz aus dem humanen
Transferrin-Gen stammt [161]. Jedes HRE bindet zwei HIF-1-Proteine, sodass auf
dem Plasmid sechs HIF-1-Bindungsstellen (HBS) vorliegen, die die Expression der
Firefly-Luziferase regulieren. Die Expression der Firefly-Luziferase korreliert folglich
mit der transkriptionellen HIF-Aktivitat nach HIF-1-Stabilisierung. Zum Ausgleich
von Transfektions- und Milieuschwankungen wurde ein dualer Reportergen-Assay
durchgefiihrt. Neben dem Reporterkonstrukt wird dabei ein zweites Konstrukt in die
Zelle eingebracht, welches eine zweite Luziferase konstitutiv exprimiert. Dafiir wur-
de das Renilla-Luziferase-kodierende Plasmid pGL4.75[hRluc/CMV| kotransfiziert.
Da die Firefly- und Renilla-Luziferasen unterschiedliche Substrate spalten, kann eine
selektive Unterscheidung ihrer Biolumineszenz-Reaktionen detektiert werden.

In dieser Arbeit wurde der duale Reportergen-Assay unter Verwendung des Dual-
Luciferase™ Reporter Systems nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. U20S-
Zellen wurden in 24-Loch-Platten kultiviert (Abschnitt 3.1.1) und nach 24 Stunden
mit dem Firefly-Reporterplasmid, dem Renilla-Kontrollplasmid und dem jeweili-
gen PHD2-EGEFP-Konstrukt kotransfiziert (Abschnitt 3.1.4). Nach 24 Stunden fand
ein Mediumwechsel zu Transfektionsmedium (Abschnitt 2.8) statt. Schlieflich wur-
den die Zellen fiir weitere 16 Stunden im Zellinkubator unter hypoxischen Bedin-
gungen bei 5 % COq, 3 % Oy und 37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphére
(Abschnitt 3.1.5) inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS-Puffer gewaschen und ent-
sprechend der Angaben des Herstellers mit 100 pl 1x Lysepuffer lysiert. 20 ul des
Zelllysats wurden in eine weike 96-Loch-Mikrotiterplatte {iberfithrt. Durch sukzes-
sive Zugabe von je 50 ul des jeweiligen Substrats erfolgte anschliefsend die Messung
der Firefly-Luziferase-Aktivitat (FLU) bzw. der Renilla-Luziferase- Aktivitit (RLU)

am Luminometer Mithras LB9/0 iiber einen Zeitraum von 10 Sekunden pro Pro-
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be. Die Reaktions-Ratio, ergibt sich aus dem Verhaltnis zwischen FLU und RLU.
Sie beschreibt die Promotor-Aktivitdt in den untersuchten Zellen und ist somit ein
indirektes Mafk fiir die transkriptionelle HIF-Aktivitét.

3.1.7 Lokalisierungsstudien mit EGFP-markierten

Fusionsproteinen

Lokalisierungsstudien mit fluoreszenzmarkierten Proteinen ermoglichen die Analyse
der intrazelluldren Lokalisierung von Proteinen. Dabei werden Fusionskonstrukte aus
dem zu untersuchenden Protein und einem fluoreszierenden Protein, wie z. B. dem
griin fluoreszierenden Protein (EGFP) rekombinant exprimiert und mit einer Anre-
gungswellenlidnge von 488 nm und einer Emissionswellenldnge von 509 nm detektiert.
Durch die gerichtete Deletion spezifischer Sequenzbereiche eines EGFP-markierten
Fusionsproteins und anschliefender Fluoreszenzanalyse lassen sich spezifische Kern-
transportsignale identifizieren.

Die auf Deckgldsern ausgebrachten U208S-Zellen (Tabelle 3.1) wurden mit den
EGFP-markierten PHD2-Konstrukten transfiziert (Abschnitt 3.1.4) und 24 Stun-
den inkubiert. Zur Zellfixierung wurden die Zellen auf Eis gekiihlt, mit kaltem
PBS-Puffer gewaschen und fiir 15 Minuten mit kalter Fixierlosung (Abschnitt 2.15)
inkubiert. Die quervernetzende Wirkung des in der Fixierlosung enthaltenen Para-
formaldehyds wurde durch weitere Waschschritte mit PBS-Puffer und HyO gestoppt.
Die Deckgliser wurden im Folgenden mit dem Eindeckelmedium ProLong® Gold
Antifade Reagent with DAPI auf Objekttrigern eingebettet. Das in dem Eindeckel-
medium enthaltene DAPT interkaliert in doppelstringige DNA und ermoglicht da-
durch die Detektion des Zellkerns (Anregung 355 nm, Emission 465 nm). Die fluo-
reszenzmikroskopische Analyse erfolgte an dem inversen konfokalen Lasermikroskop
LSM TCS S5P.

3.1.8 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Durch die indirekte Immunfluoreszenztiarbung lisst sich die intrazelluldre Lokalisie-
rung unmarkierter Proteine mittels antigenspezifischer Primér- und fluoreszenzmar-
kierter Sekundérantikorper untersuchen (Tabelle 3.5). Die auf Objekttragern ausge-
brachten U20S-Zellen (Tabelle 3.1) wurden mit den PHD2-kodierenden Konstrukten
transfiziert (Abschnitt 3.1.4). Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die Zellen mit
kaltem PBS-Puffer gewaschen und anschliefend in kalter Fixierlosung (Abschnitt
2.15) fixiert. Anschliefend erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS-Puffer. Im
Anschluss daran wurden die Zellen 5 Minuten in kaltem Permeabilisierungspuffer
(Abschnitt 2.15) inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit PBS-Puffer gewaschen,
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bevor sie in Blockierungpuffer fiir Immunfluoreszenz I (Abschnitt 2.15) fiir mindes-
tens 2 Stunden bei 4 % inkubiert wurden. Am néichsten Tag wurde der Priméranti-
korper, entsprechend den Angaben in Tabelle 3.5, in Blockierungspuffer fiir Immun-
fluoreszenz II (Abschnitt 2.15) verdiinnt. Die Zellen wurden tiber Nacht mit dem
Primarantikorper inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewa-
schen. Der fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper (Anregung 590 nm, Emission
617 nm) wurde entsprechend (Tabelle 3.5) in Blockierungspuffer fiir Immunfluores-
zenz 11 (Abschnitt 2.15) verdiinnt und fiir eine Stunde auf die Zellen gegeben. Nach
weiteren Waschschritten mit PBS-Puffer wurden die Deckgldser mit dem Einde-
ckelmedium ProLong™ Gold Antifade Reagent with DAPI auf Objekttriigern ein-
gebettet. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop
LSM TCS S5P.

Tabelle 3.5: Antikorper-Verdiinnungen in Blockierungspuffer fiir Immunfluoreszenz I1.

Antikorper Verdiinnung in Blockierungspuf-
fer fiir Immunfluoreszenz 11

Alexa Fluor® 594-Anti-Kaninchen 1:200

(Ziege, polyklonal)

Anti-PHD2 (Kaninchen, polyklonal) 1:50

3.1.9 Forster-Resonanzenergietransfer

Die Durchfiihrung der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-Messungen erfolg-
te in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joachim Fandrey (Insti-
tut fiir Physiologie, Universitdt Duisburg-Essen, Essen, Deutschland). Die FRET-
Messungen beinhalteten die Untersuchung der spezifischen Interaktion zwischen
dem Donator-Molekiil ECFP-HIF-1a bzw. HIF-1aK719AK753A und den Akzeptor-
Molekiilen EYFP-PHD2, EYFP-PHD2ANLS oder EYFP-PHD2ANES. Die fiir die
FRET-Messungen benétigten Plasmide wurden teilweise im Rahmen dieser Arbeit
generiert. Die im Cytoplasma lokalisierte doppelte Punktmutante ECFP-HIF-1a-
mut wurde durch ortsgerichtete Mutagenese (Abschnitt 3.3.7) hergestellt. Die
Klonierung von EYFP-PHD2 erfolgte iiber die zwei Restriktionsschnittstellen
HindIII und Kpnl, wihrend die Deletionsmutanten EYFP-PHD2ANLS und EYFP-
PHD2ANES iiber die Restriktionsschnittstellen HindIII und Sacll kloniert wurden
(Abschnitt 3.3.9). HEK293-Zellen wurden mit ECFP-HIF-1av oder ECFP-HIF-1a-
mut (HIF-1aK719AK753A) und dem jeweiligen EYFP-PHD2-Konstrukt transfiziert.
Zur Stabilisation von HIF-1a wurde die Aktivitdt der PHD2 durch Zugabe von 2 mM
Dimethyloxalylglycin (DMOG) fiir 24 Stunden inhibiert. Die FRET-Messungen wur-
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den 48 Stunden nach der Transfektion entsprechend des etablierten Protokolls von
den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joachim Fandrey durchgefiihrt
[203].

3.1.10 Bestrahlung von Zellen mit Rontgenbremsstrahlung

Um durch Bestrahlung hervorgerufene Auswirkungen auf proliferierende vorbehan-
delte Zellpopulationen zu untersuchen, wurde ein Koloniebildungstest mit zuvor be-
strahlten Tumorzellen durchgefiihrt. Die Bestrahlung der Zellen wurde mit freund-
licher Unterstiitzung des Instituts fiir Strahlentherapie der Universitit zu Liibeck mit
einem Linearbeschleuniger des Typs Mevatron 7/ durchgefiihrt. Dabei unterlagen
Dosimetrie und Durchfiihrung den Mitarbeitern der Abteilung fiir Strahlenmedizin.
Die Zellen erhielten eine Gesamtstrahlendosis von 2 oder 4 Gray (Gy). Die Bestrah-
lungsdosen von 2 und 4 Gray wurden gewihlt, da die Uberlebensrate der Zellen hoch
genug war, um Effekte nachweisen und auswerten zu kénnen. Bei allen Bestrahlungen
wurden unbestrahlte Zellen als Kontrollen mitgefiihrt, um die Vergleichbarkeit der
Behandlungsbedingungen sicherzustellen. Fiir die Bestrahlung wurden Fadu-Zellen
in 24-Loch-Platten ausgebracht (Abschnitt 3.1.1), fiir 24 Stunden inkubiert und mit
Plasmid-DNA bzw. siRNA transfiziert (Abschnitt 3.1.4). Vor der Bestrahlung erfolg-
te ein Mediumwechsel zu Medium mit Zusétzen (Abschnitt 2.8). Die Bestrahlung
der mit Plasmid-DNA transfizierten Zellen erfolgte nach 24 Stunden, wihrend die
mit siRNA behandelten Zellen nach 48 Stunden bestrahlt wurden.

3.1.11 Bestimmung der klonogenen Wachstumsfraktion nach

Bestrahlung

Der Koloniebildungstest dient der Ermittlung der klonogenen Wachstumsfraktion
einer Zellpopulation. Der Koloniebildungstest wurde durchgefiihrt, um die Abto-
tungseffizienz der zuvor durchgefithrten Bestrahlung (Abschnitt 3.1.10) zu unter-
suchen. Alle vitalen Fadu-Zellen erzeugten nach 12 Tagen eine makroskopisch
detektierbare Zellkolonie, und konnten auf diese Weise von durch die Bestrahlung
letal geschadigten Zellen separiert werden. Fiir den Koloniebildungstest wurden die
Fadu-Zellen im direkten Anschluss an die Bestrahlung mit 100 pl Accutase fiir
15 Minuten suspendiert, die Zellzahl mithilfe des Zellzihlers Cellometer™ Auto T4
bestimmt und 500 Zellen in 6-Loch-Platten im Medium mit Zusétzen (Abschnitt 2.8)
ausgebracht. Die 6-Loch-Platten wurden fiir 12 Tage unter Standardbedingungen
kultiviert (Abschnitt 3.1.1). Die gebildeten Zellkolonien wurden mit PBS-Puffer
gewaschen und fiir 15 Minuten mit kalter Fixierlésung (Abschnitt 2.15) und fiir
10 Minuten mit Ethanol (70 %) inkubiert. Um die Kolonien makroskopisch erken-
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nen zu konnen, wurden die Kolonien fiir 2 Minuten mit Coomassie-Farbeldsung
(Abschnitt 2.15) inkubiert. Schliefslich wurde erneut mit PBS-Puffer gewaschen, be-
vor die Zellkolonien ausgezahlt werden konnten. Um die ermittelte Kolonienanzahl
der bestrahlten Zellen zu normieren, wurden die Daten auf die Kolonienanzahl der

unbestrahlten Kontrollen bezogen.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von FE.coli-Zellen

Die Kultivierung der E.coli-Zellen erfolgte aerob in LB-Medium oder auf LB-Agar-
Platten (Abschnitt 2.10). Alle Arbeiten mit E.coli-Bakterien wurden unter sterilen
Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Fiir Ubernachtkulturen
wurde 2 ml LB-Medium mit Einzelkulturen von LB-Agar-Platten inokuliert und
bei 37°C und 180 U/min unter guter Beliiftung {iber Nacht im Schiittelinkubator
inkubiert. Die Antibiotika Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (25 pg/ml) wur-
den fiir die Resistenzselektion zugesetzt. Fiir die Kultivierung auf festen Nahrboden
wurden Einzelkolonien oder Transformationsansitze in Petrischalen mit LB-Agar,
welche ebenfalls mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt worden waren, aus-
gestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. LB-Agar-Platten mit Einzelkolonien

konnten bei 4 °C fiir etwa einen Monat gelagert werden.

3.2.2 Herstellung chemisch-kompetenter E.coli-Zellen

Die Kompetenz von Bakterienzellen ist die Fahigkeit, doppelstriangige DNA-Molekiile
aus der Umgebung an der Oberfliche zu binden. Da E. coli-Zellen nicht auf natiirliche
Weise kompetent vorliegen, wurden sie in dieser Arbeit mittels der Calciumchlorid-
Methode chemisch-kompetent gemacht. Fiir die Herstellung chemisch-kompetenter
Bakterienzellen wurde die Hauptkultur (400 ml LB-Medium) mit einer Ubernacht-
kultur (Abschnitt 3.2.1) angeimpft und inkubiert (37°C, 180 U/min), bis eine
optische Dichte bei 600 nm (ODgoonm) von 0,375 erreicht wurde. Die Bakteriensus-
pension wurde nun in Zentrifugenbecher iiberfiihrt und es erfolgte eine 10-miniitige
Inkubation auf Eis. Durch Zentrifugation (4°C, 1600 g, 7 min) wurden die Zellen
pelletiert und vorsichtig in 40 ml kalter CaCly-Losung resuspendiert. Nun wurden
die Bakterienzellen erneut durch Zentrifugation (4°C, 1100 g, 5 min) pelletiert. Die
sedimentierten Bakterien wurden wieder schonend in 40 ml CaCly-Losung resus-
pendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde er-
neut zentrifugiert (4°C, 1100 g, 5 min), bevor das Zellpellet in einem Volumen von

8 ml CaCl,-Losung aufgenommen wurde. Die nun chemisch kompetenten F.coli-
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Bakterien wurden in 200 pl Aliquots verteilt, mittels Fliissigstickstoff eingefroren
und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Die Kompetenz der Bakterienzellen wur-
de durch Transformation (Abschnitt 3.2.3) iiberpriift.

3.2.3 Transformation kompetenter E.coli-Zellen

Als Transformation bezeichnet man die Ubertragung freier, léslicher DNA in ein
Bakterium, wobei man sich die Kompetenz des Bakteriums zunutze macht. Pro
Reaktion wurde ein Aliquot des jeweiligen chemisch-kompetenten E.coli-Bakterien-
stammes auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 20 ul des Ligationsansatzes (Abschnitt
3.3.9) bzw. 500 pg der Plasmid-DNA (Abschnitt 2.6) wurden die Bakterien 30 Minu-
ten auf Eis inkubiert. Nach einem 2-miniitigen Hitzeschock bei 42 °C wurden die Bak-
terien erneut fiir 2 Minuten auf Eis inkubiert. Im Folgenden wurde 1 ml 37 °C-warmes
LB-Medium (Abschnitt 2.10) zugesetzt und fiir 1 Stunde bei 37°C und 180 U/min
inkubiert. Der Transformationsansatz wurde schlieflich auf LB-Agarplatten mit Am-
picillin bzw. Kanamycin (Abschnitte 2.6 und 2.10) ausgestrichen und iiber Nacht im
Zellinkubator bei 37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphére inkubiert.

3.2.4 Praparation von Plasmid-DNA aus FE.coli-Zellen
Minipraparation

Kleine Mengen Plasmid-DNA (bis 7 ug) wurden mithilfe des GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kits (Abschnitt 2.11) aus rekombinanten F.coli-Zellkulturen aufgereinigt,
welches auf der DNA-Bindung an eine Silikamembran basiert. Die Plasmide wurden
aus einer 2 ml-Ubernachtkultur in LB-Medium (Abschnitt 3.2.1) nach Angaben
des Herstellers isoliert. Die Konzentration und Reinheit der isolierten Plasmid-DNA
wurden mithilfe des Spektrophotometers Nanodrop ND-1000 iiberpriift (Abschnitt
3.3.2).

Midipraparation

Um grofie Mengen Plasmid-DNA (bis 1 mg) zu isolieren, wurde das NucleoBond®
Xtra Midi Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wird das Prinzip der
Anionenaustausch-Chromatographie angewendet. Fiir eine Midipraparation wurden
200 ml einer Ubernachtkultur (Abschnitt 3.2.1) in LB-Medium eingesetzt und die
Plasmid-DNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Konzentration und Rein-
heit der isolierten Plasmid-DNA wurden mithilfe des Spektrophotometers Nanodrop
ND-1000 iiberpriift (Abschnitt 3.3.2).
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Alkoholprazipitation von Nukleinsauren

Die Alkoholprézipitation wird zur Reinigung und Konzentrierung von DNA bzw.
RNA genutzt. Nukleinsduren in Ethanol oder Isopropanol bilden in Gegenwart von
monovalenten Kationen einen unldslichen Niederschlag, der sich durch Zentrifu-
gation abtrennen lidsst [120]. Die DNA-Losung wurde mit 1/10 des Volumens Na-
triumacetat und dem doppelten des Volumens kalten 100 % Ethanol 1 Stunde bei
—20°C inkubiert. Die DNA wurde 30 Minuten bei 14000 g und 4 °C zentrifugiert.
Das DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
20 pl TE-Puffer (Abschnitt 2.15) resuspendiert.

3.3.2 Bestimmung der Konzentration von DNA in Losung

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration und -reinheit wurde mittels photo-
metrischer Bestimmung der Absorption bei 260 nm an dem Spektrophotometer
Nanodrop ND-1000 mit einem Messvolumen von 2 ul durchgefiihrt. Der Quotient
der bei 260 nm und 280 nm gemessenen Absorptionsmaxima (A260 nm/A280 nm)
wurde ermittelt, um die Reinheit der DNA zu iiberpriifen. Bei einer proteinfrei-
en DNA-Préaparation sollte sich der ermittelte Quotient im Bereich von 1,8 bis 2,0

befinden, da das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 280 nm liegt.

3.3.3 Isolation von RNA aus Zellkulturen

Zelluldre Gesamt-RNA wurde mithilfe der 6100 Nucleic acid Prepstation im
RNACEell-Programm unter Verwendung der vom Hersteller angegebenen kommer-
ziellen Puffer (Abschnitt 2.15) isoliert. Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.1.1
beschrieben, in 24-Loch-Platten ausgebracht (Tabelle 3.1). Nach Transfektion (Ab-
schnitt 3.1.4) und gegebenenfalls 16-stiindiger hypoxischer Induktion (Abschnitt
3.1.5) wurden die Zellen mit PBS-Puffer (Abschnitt 2.15) gewaschen und in 500 ul
1x Lysepuffer in PBS-Puffer (Abschnitt 2.15) lysiert. Die RNA-Losung wurde bei
-80°C gelagert.

3.3.4 Reverse Transkription von RNA

Die zellulire RNA wurde mittels reverser Transkription in ¢cDNA umgeschrieben.
Dazu wurde das Cloned AMV First-Strand ¢DNA Synthesis Kit (Abschnitt 2.11)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Inkubation des Prdinkubations- und

Reaktionsansatzes erfolgte im Thermocycler 7'3. Der folgende Priainkubationsansatz
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fiir die cDNA-Synthese wurde fiir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert:

Tabelle 3.6: Priainkubationsansatz fiir die cDNA-Synthese.

Bestandteil Menge
Oligo(dT)s (50 M) 1 pl
dNTP Mix (10 mM) 2 pl
zellulire Gesamt-RNA 9 ul

Im Folgenden wurden 8 ul des Reaktionsansatzes fiir die cDNA-Sythese zugegeben
und fiir 1 Stunde bei 55 °C inkubiert.

Tabelle 3.7: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese.

Bestandteil Menge
c¢DNA Synthesis Puffer (5x) 4 ul
DTT (0,1 M) 1 pl
DEPC-H,0O 1 pl
RNaseQut™™ 1 pul
Cloned AMV RT 1 pul

Durch eine 10-miniitige Inkubation bei 85 °C wurde die cDNA-Synthesereaktion ge-
stoppt. Die synthetisierte cDNA wurde 1:1 mit DEPC-H,O (Abschnitt 2.15) ver-
diinnt und bei -20 °C gelagert.

3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der in vitro-Amplifikation beliebiger
DNA-Abschnitte, die zwischen zwei bekannten Oligonukleotidsequenzen (Primern)
liegen, und beruht auf einem sich wiederholenden Zyklus, bestehend aus Denatu-
rierung, Hybrdisierung und Elongation [141]. Die Standard-PCR wurde nach Anga-
ben des Herstellers mit der Dream Taq"™ Green DNA-Polymerase (Abschnitt 2.14)
im Thermocycler Primus 96P™* durchgefiihrt (Tabellen 3.8 und Tabelle 3.9) und
diente der Amplifikation von Klonierungsfragmenten. Die dafiir verwendeten Oligo-
nukleotide sind in Abschnitt 2.5 beschrieben und wurden anhand der kodierenden

DNA-Sequenzen konzipiert.



3.3 Molekularbiologische Methoden 55

Tabelle 3.8: Reaktionsansatz fiir Standard-PCR.

Komponente Menge

Dream Tag"™ Green Puffer (10x) 5 ul

dANTP Mix, je 10 mM 1 gl (je 0,2 mM)
Oligonukleotid f (10 pM) 1l
Oligonukleotid r (10 pM) 1 pd
Plasmid-DNA (10 ng/ul) 1 pl

Dream Taqg"™ Green DNA-Polymerase 0,5 pl

HQO 9 ,ul

Tabelle 3.9: Standard-PCR-Programm.

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 2 min 1
95°C 30 sec

Tm-5 30 sec 35
72°C 1 min/kb

72°C 10 min 1

3.3.6 Quantitative real-time PCR

Die Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) beruht auf dem Prinzip der herkémm-
lichen PCR und ermdoglicht zusétzlich die Quantifizierung der initial eingesetzten Ko-
pienanzahl des untersuchten Gens. Die Expression der HIF-1a-Zielgene Vaskularer
Endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Monocarboxylattransporter 4 (MCT4) und
Glukosetransporter 1 (GLUT1) wurde analysiert. Die qRT-PCR wurde mit dem
Platinum SYBR Green qPCR SuperMiz (Abschnitt 2.14) nach Angaben des Herstel-
lers durchgefiihrt (Tabelle 3.10 und Tabelle 3.13). Die fiir die qRT-PCR verwendeten
Oligonukleotide sind in Abschnitt 2.5 aufgefiihrt und wurden mithilfe der entspre-
chenden mRNA-Sequenzen und dem Programm Primer Ezpress™ (Abschnitt 2.16)
konzipiert. Pro Reaktionsansatz wurden jeweils 2 ul cDNA-Losung (Abschnitt 3.3.4)
eingesetzt. Als Referenz wurde jeweils eine genspezifische Standardreihe mit 103-107
Kopien des jeweiligen Zielgens mitgefiithrt. Anhand dieser konnte fiir jede Probe die
eingesetzte Kopienzahl des Zielgens errechnet werden. Die Messwerte wurden auf

die Expression des konstitutiv exprimierten $-Aktin-Gens normiert.
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Tabelle 3.10: Reaktionsansatz fiir gRT-RCR.

Bestandteil Menge
Platinum SYBR Green gPCR Supermix 12,5 pl
Oligonukleotid f (10 pM) 0,75 pl
Oligonukleotid r (10 pM) 0,75 pl
cDNA 2 ul
H,O 9 pul

Tabelle 3.11: qRT-PCR-Programm mit anschliefender Schmelzkurvenanalyse.

Temperatur Zeit Zyklen
50°C 2 min 1
95°C 2 min

95°C 15 sec 40
60°C 1 min

95°C 15 sec 1
60°C 20 sec 1
95°C 15 sec 1

3.3.7 Sequenzgerichtete Mutagenese

Die sequenzgerichtete Mutagenese dient der gezielten Einfiihrung von Mutationen
in DNA-Sequenzen. Das in dieser Arbeit verwendete QuikChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis Kit (Abschnitt 2.11) basiert auf dem Prinzip der PCR-vermit-
telten Mutagenese, wobei die Sequenzverdnderungen durch Oligonukleotide einge-
fithrt werden, welche die Mutation tragen [76]. Die Oligonukleotide hybridisieren mit
der Ausgangs-DNA und dienen der verwendeten DNA-Polymerase als Primer fiir
die Elongation des DNA-Stranges. Die sequenzgerichtete Mutagenese wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die fiir die Mutagenese-PCR. verwendeten
Oligonukleotide (Abschnitt 2.5) wurden mithilfe der entsprechenden DNA-Sequenz
und des Programmes QuickChange® Primer Design (Abschnitt 2.16) entworfen. Der
Erfolg der Mutagenese wurde mittels DNA-Sequenzierung (Abschnitt 3.3.10) iiber-
priift.
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Tabelle 3.12: Reaktionsansatz fiir Mutagenese-PCR.

Bestandteil Menge
QuikChange Lightning Reaction Puffer (10x) 5 pl
Oligonukleotid f (10 pM) 1l
Oligonukleotid r (10 pM) 1pl
Plasmid-DNA (10 ng/pul) 3l
QuikChange Lightning Quick Solution 1,5 pl
H,0 38,5 4l

Tabelle 3.13: Programm fiir Mutagenese-PCR.

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 2 min 1
95°C 20 sec

60°C 10 sec 18
68°C 30 sec/kb

68°C 5 min 1

3.3.8 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde fiir die Auftrennung von langkettigen Nuklein-
sduren verwendet. Die Agarosekonzentration wurde dabei an die Grofe der langketti-
gen Nukleinsduren angepasst. Fiir DNA-Fragmente zwischen 100 und 2000 bp wurde
eine Agarosekonzentration von 2 % eingesetzt, wihrend Nukleinsiureketten mit einer
Léange von 500-10000 bp mithilfe von 1-%igen Agarose-Gelen analysiert wurden. Die
Agarose-Gele hatten eine Grofse von 70 x 80 x 5 mm. Die Agarose wurde unter Auf-
kochen in 1x TAE-Puffer (Abschnitt 2.15) gelost und mit 2 % DNA StainG versetzt.
DNA StainG ist ein Farbstoff, der bei Bindung an Nukleinsduren ein Fluoreszenzsi-
gnal emittiert. Dadurch konnten die aufgetrennten DNA-Fragmente im Agarose-Gel
in der Geldokumentationsanlage FASY Win32 analysiert werden. Die Proben wur-
den mit 6x Ladepuffer (Abschnitt 2.15) fiir Agarose-Gele versetzt. Auf die Zugabe
von Ladepuffer konnte verzichtet werden, wenn PCR-Produkte oder Produkte eines
Restriktionsverdaus aufgetrennt wurden, fiir deren Amplifikation bzw. Restriktions-
verdau zuvor die Puffer DreamTaq"™ Green bzw. FastDigest™ Green (Abschnitt
2.15) verwendet wurden. Die Gelelektrophorese wurde in einer horizontalen Gel-
kammer bei 10 V/em? in 1x TAE-Puffer (Abschnitt 2.15) unter Verwendung eines
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addquaten Grokenmarkers (Abschnitt 2.14) durchgefiihrt.

3.3.9 Klonierung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten

Restriktionsverdau von DN A-Plasmiden

Doppelstrangige DNA wurde durch Hydrolyse mit sequenzspezifischen Restriktions-
endonukleasen fiir Klonierungszwecke bearbeitet. An definierten Positionen wurden
beide DNA-Stringe gespalten, wodurch in der Regel DNA-Fragmente mit
3’-Hydroxylenden und 5’-Phosphatenden entstehen [120]. Der Restriktionsverdau
wurde mithilfe verschiedener FastDigest’™ Restriktionsendonukleasen (Abschnitt
2.14) in einem 20 ul Reaktionsansatz nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Dafiir wurden 1000 ng der Vektor- und Insert-DNA mit 1 ul der jeweils angege-
benen Restriktionsendonuklease mit FastDigest™ Green Puffer (Abschnitt 2.15) fiir
5 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Restriktionsendonukleasen wurden mithilfe der
DNA-Elution aus Agarose-Gelen (Abschnitt 3.3.9) entfernt.

DNA-Elution aus Agarose-Gelen

Durch Gelelution wurden PCR-Produkte (Abschnitt 3.3.5) oder DNA-Fragmente
eines Restriktionsverdaus (Abschnitt 3.3.9) fiir eine Klonierung aufgereinigt. Die
Nukleotide wurden dafiir, wie unter Abschnitt 3.3.8 beschrieben, mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Unter UV-Licht wurden die aufzureinigenden Ban-

den identifiziert und ausgeschnitten. Die Banden wurden in ein Reaktionsgeféf iiber-
fiihrt und mithilfe des GeneJET™™ Gel Extraction Kit (Abschnitt 2.11) eluiert.

Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Inkubation linearisierter Plasmide mit alkalischer Phosphatase der Eismeergar-
nele (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) (Abschnitt 2.14) erfolgte, um die
5’-Phosphatenden der linearisierten Plasmide zu hydrolysieren und die Religation
zu verhindern. Die Dephosphorylierungs-Reaktion wurde nach Angaben des Her-
stellers angesetzt und fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die katalytische Aktivitéit
der SAP wurde durch 15-miniitige Inkubation bei 65 °C inaktiviert.

Ligation von DNA

Die T4 DNA-Ligase katalysiert die kovalente Verbindung zwischen Vektor-Plasmid
und Insert-Fragment und dient der Ausbildung einer Phosphodiesterbriicke zwischen
benachbarten 3’-Hydroxylgruppen und 5’-Phosphatgruppen [198]. Im Rahmen einer
Klonierung wurde die Ligation im Anschluss an die DNA-Elution aus Agarose-Gelen

(Abschnitt 3.3.8) und die Dephosphorylierung des 5’-Phosphatendes linearisierter
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Plasmide (Abschnitt 3.3.9) durchgefiihrt. Die Effizienz der Ligation ist abhéngig von
dem Verhiltnis der Anzahl der Fragmenttermini zur Anzahl der Vektortermini. Fiir
jeden Ligationsansatz wurden 50 ng der linearisierten Vektor-DNA verwendet. Die

einzusetzende Menge der Fragment-DNA wurde anhand folgender Formel ermittelt:

MasseFragment[ng] — Masse\/ektor[ng] X 90X LangeFragment[bp] / Lange\/ektor[bp]

Der Ligationsansatz wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 pl iiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Schliefslich wurde der Ligationsansatz komplett transformiert
(Abschnitt 3.2.3), positive Klone durch Restriktionsverdau (Abschnitt 3.3.9) und
anschlieRende Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.3.8) selektiert und mittels
DNA-Sequenzierung (Abschnitt 3.3.10) verifiziert.

3.3.10 DNA-Sequenzierung

Die Protein-kodierenden Sequenzen der durch Klonierung von PCR-Produkten und
DNA-Fragmenten (Abschnitt 3.3.9) oder sequenzgerichtete Mutagenese (Abschnitt
3.3.7) generierten Plasmide wurden durch DNA-Sequenzierung iiberpriift. Die fiir die
DNA-Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide (Abschnitt 2.5) wurden entweder
anhand der entsprechenden DNA-Sequenz entworfen oder von der Firma GATC
Biotech zur Verfiigung gestellt. Die Sequenzen wurden mithilfe des Programmes
Vector NTI Advance™ 9.0 (Abschnitt 2.16) ausgewertet. Die DNA-Sequenzierung
wurde von der Firma GATC Biotech durchgefiihrt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten und aufgereinigten Proteinen wurde mit-
hilfe der Proteinbestimmung nach Bradford ermittelt [17]. Sie basiert darauf, dass
der in der Bradford-Reagenz enthaltende Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G 250
durch die Komplexbildung mit Proteinen in seiner blauen Sulfonatform stabilisiert
wird und sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Eine Standardreihe
mit BSA (0 - 10,5 pg) und die zu untersuchenden Proteinlésungen wurden in ei-
ner 24-Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt und mit physiologischer Kochsalzlésung auf
ein Endvolumen von 21 pl verdiinnt. Nach Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz
(Abschnitt 2.15) und 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur konnte die Ab-

sorption bei 595 nm im Luminometer SLT Rainbow gemessen und die Proteinkon-
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zentration der jeweiligen Proteinlsung ermittelt werden.

3.4.2 Probenvorbereitung fiir die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Gesamtzelllysate wurden, wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, vorbereitet und mit
4x Ladepuffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) (Abschnitt
2.15) versetzt. Das Saulenmaterial der Bindungsassays (Abschnitt 3.4.11) wurde
ebenfalls in der entsprechenden Menge 4x Ladepuffer fiir SDS-Page (Abschnitt
2.15) aufgenommen. Alle Proben fiir die SDS-Page (Abschnitt 3.4.3) wurden fiir
5 Minuten bei 96 °C denaturiert.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Page erfolgte in einem diskontinuierlichen System nach Laemmli [109] und
diente der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekiilmasse. Die dabei verwende-
ten SDS-Polyacrylamid-Gele hatten eine Grofe von 83 x 73 x 1,5 mm und setzten sich
aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammen (Tabelle 3.14). Die Acrylamid-
konzentration des Trenngels wurde entsprechend der Grofe des zu untersuchenden
Proteins gewihlt. Als Laufpuffer diente 1x Elektrophoresepuffer fiir SDS-Page (Ab-
schnitt 2.15). Die Proben wurden vor dem Auftrag denaturiert (Abschnitt 3.4.2).
Pro Probe wurden 20 pug Protein auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte in einer vertikalen Gelkammer bei 15 V/cm unter Verwendung
eines addquaten Grokenmarkers (Abschnitt 2.14). Die Analyse der aufgetrennten
Proteine erfolgte mithilfe der konventionellen Coomassie-Fiarbung (Abschnitt 3.4.4)
oder der Western-Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.5).

3.4.4 Coomassie-Farbung

Proteine wurden in SDS-Polyacrylamid-Gelen mithilfe des Farbstoffs Coomassie
Brilliant Blau G 250 sichtbar gemacht. Das Gel wurde zu diesem Zweck fiir
20 Minuten in Coomassie-Férbelosung (Abschnitt 2.15) geschwenkt und anschlie-
fend fiir mindestens 3 Stunden mit Coomassie-Entfiarbelosung (Abschnitt 2.15) ent-
farbt. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird Coomassie Brilliant Blau G 250
in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfonatform stabilisiert, sodass Pro-
teine als blaue Banden identifiziert werden konnten. Die Auswertung der Gele fand
in der Geldokumentationskammer FASY Win32 statt.
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Tabelle 3.14: Sammel- und Trenngel-Zusammensetzung fiir die SDS-Page.

Bestandteil Sammelgel Trenngel  Trenngel  Trenngel
4,0 % 7.5 % 10,0 % 12,5 %
(v/v) (v/v) (v/v) (v/v)
H,O 6,1 ml 12,13 ml 10,25 ml 7,95 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 1,3 ml 6,25 ml 8,35 ml 10,43 ml
1,5 M Tris-HCI1, pH 8,8 - 6,25 ml 6,25 ml 6,25 ml
1 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml - - -
10 % (w/v) SDS 250 pul 250 pul 250 pul 250 pl
10 % (w/v) APS 125 pl 125 pl 125 pl 125 pl
TEMED 12,5 pul 12,5 ul 12,5 pl 12,5 pul

3.4.5 Western-Blot-Analyse

Elektrotransfer von Proteinen

Der Elektrotransfer von Proteinen von einem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine
Amersham Hybond™ ECL Nitrocellulose-Membran erfolgte in einem vertikalen
Elektroblotter im semi-dry Verfahren. Die Nitrocellulose-Membran und das Blot-
papier wurden in 1x Transferpuffer (Abschnitt 2.15) dquilibriert. Das Gel wurde auf
der Nitrocellulose-Membran platziert und zwischen jeweils 3 Lagen Blotpapier nach

folgender Anordnung bei 1 mA /em? fiir 60 Minuten geblottet:

(-+) Kathode

3 Lagen in 1x Transferpuffer getrinktes Blotpapier
Nitrocellulose-Membran

SDS-Polyacrylamid-Gel

3 Lagen in 1x Transferpuffer getrinktes Blotpapier
(-) Anode

Immunologische Detektion von Proteinen

Die immunologische Detektion der immobilisierten Proteine auf einer Nitrocellulose-
Membran erfolgte mithilfe von antigenspezifischen Primér- und enzymgekoppel-
ten Sekundérantikérpern (Abschnitt 2.12). Nach dem Elektrotransfer wurde die
Nitrocellulose-Membran zunéchst fiir 1 Stunde in Blockierungspuffer (Abschnitt
2.15) inkubiert, um freie, unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Anschliefend
wurde die Nitrocellulose-Membran mit dem in Blockierungspuffer verdiinnten Pri-
mérantikérper (Tabelle 3.15) auf einem Schiittler bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Zur
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Entfernung von unspezifisch gebundenen Priméarantikérpern wurde die Nitrocellulose-
Membran dreimal mit PBS-Puffer (Abschnitt 2.15) gewaschen und fiir 1 Stun-
de mit dem entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten sekundéren
Antikérper (Tabelle 3.16) inkubiert. Im Anschluss wurde erneut dreimal mit PBS-
Puffer gewaschen. Der indirekte Proteinnachweis erfolgte mithilfe der Amersham
ECL Plus™ Western Blotting-Reagenz (Abschnitt 2.11) nach Angaben des Her-
stellers. Das angewendete Verfahren basiert auf der Umsetzung von Acridin in
Acridiniumester, der mit Peroxid reagiert, wobei ein chemilumiszentes Signal emit-
tiert wird. Die Lumineszenz wurde durch Exposition eines Rontgenfilmes auf der
Nitrocellulose-Membran detektiert und manuell in einer Dunkelkammer entwickelt.
Zur Quantifizierung der Banden wurde das Programm Image J (Abschnitt 2.16) ver-
wendet. Alle Proben wurden auf die entsprechenden Proteinmengen des konstitutiv

exprimierten Gens Lamin A /C normalisiert.

Tabelle 3.15: Primérantikérper-Verdiinnungen in Blockierungspuffer.

Primérantikorper Verdiinnung in  Blockierungs-
puffer

Anti-HIF-1ar (Maus, monoklonal) 1: 1000

Anti-Penta-His (Maus, monoklonal) 1:1000

Anti-Lamin A/C (Ziege, polyklonal) 1: 1000

Anti-PHD2 (Kaninchen, polyklonal) 1:500

Tabelle 3.16: Sekundarantikorper-Verdiinnungen in Blockierungspuffer.

Antikérper Verdiinnung in Blockierungs-
puffer

HRP-Anti-Kaninchen (Ziege, polyklonal) 1 : 2000

HRP-Anti-Maus (Ziege, polyklonal) 1:2000

HRP-Anti-Ziege (Kaninchen, polyclonal) 1 : 2000

3.4.6 Uberexpression von GST- und His-Fusionsproteinen

Glutathion-S-Transferase (GST)- und Polyhistidin (His)-Fusionsproteine wurden in
den E.coli-Expressionsstimmen BL21/pREP4 und JM101 (Abschnitt 2.9) iiberex-
primiert, um sie anschliefend anhand der GST- oder His-Markierung und des ent-
sprechenden Siulenmaterials aufzureinigen. Fiir die Uberexpression wurde mit dem

jeweiligen Antibiotikum versetztes LB-Medium (Abschnitt 2.10) verwendet. Das je-



3.4 Proteinbiochemische Methoden 63

weilige Plasmid (Abschnitt 2.6) wurde zunéchst, wie in Abschnitt 3.2.3 beschrie-
ben, in die E.coli-Bakterien transformiert. Der Transformationsansatz wurde fiir
die Inokulation einer 50 ml-Ubernachtkultur verwendet (37°C, 200 U/min). Mit
der Ubernachtkultur wurde am niichsten Tag die 800 ml-Uberexpressionskultur bis
zu einer ODgoopm=>0,1 inokuliert. Diese wurde bei 37°C und 200 U/min inkubiert,
bis eine ODgponm—1,0 erreicht wurde und die Expression des jeweiligen Fusionspro-
teins durch Zugabe von 2 mM IPTG induziert werden konnte. Zusitzlich wurden
der Uberexpressionskultur 2 % Ethanol zugefiigt, um die Ausbildung von intrazel-
luldren Einschlusskérperchen zu inhibieren und die Loslichkeit des Fusionsproteins
zu erhohen. Die Bakterienkultur wurden im Anschluss bei 30°C und 200 U/min
fiir 4-16 Stunden bebriitet. Durch SDS-Page (Abschnitt 3.4.3) und anschliefende
Coomassie-Firbung (Abschnitt 3.4.4) wurde die Uberexpression der Fusionsprote-
ine tiberpriift. Die F.coli-Bakterien wurden durch 15-miniitige Zentrifugation (4°C,
1600 g) geerntet und bei -20 °C bis zur Proteinaufreinigung (Abschnitte 3.4.7, 3.4.8
und 3.4.9) gelagert.

3.4.7 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die pelletierten F.coli-Bakterien mit iiberexprimiertem GST-Fusionsprotein (Ab-
schnitt 3.4.6) wurden in 20 ml/L. PBS-KMT (Abschnitt 2.15) resuspendiert, fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert und sonifiziert (25 % Output, 5 Min). Anschliefend
wurde die Proteinlosung durch Zentrifugation (4°C, 20000 g) von Zelldebris und
unloslichen Proteinen separiert. Die Proteinlosung wurde auf 3 ml Sdulenmaterial
Glutathion Sepharose™™ /B gegeben, das zuvor durch dreimalige Waschzentrifuga-
tion (4°C, 1000 g, 5 min) dquilibriert worden war. Die Bindung der GST-Fusions-
proteine an das Sdulenmaterial erfolgte durch Inkubation auf einer rotierenden Platt-
form bei 4°C iiber Nacht. Die Sepharose wurde zweimal mit PBS-KMT gewaschen.
Das Siulenmaterial wurde schlieflich in 15 ml PBS-KM (Abschnitt 2.15) resuspen-
diert, auf eine Polypropylensdule gebracht und erneut zweimal mit PBS-KM gewa-
schen. Die Elution des GST-Fusionsproteins erfolgte durch sechsmalige Inkubation
des sedimentierten Sdulenmaterials in 1 ml Elutionspuffer fiir GST-Fusionsprotein-
Aufreinigung (Abschnitt 2.15). Die Eluatfraktionen wurden dabei in Reaktionsge-
fafse aufgenommen und anschliefsend auf ihren Proteingehalt iiberpriift. Dafiir wurde
je 1 ul des Eluats auf eine Nitrocellulose-Membran iiberfiihrt, die im Anschluss in
Ponceau S-Losung inkubiert wurde, um proteinhaltige Fraktionen zu identifizie-
ren. Die proteinhaltigen Eluatfraktionen wurden in einem Dialyseschlauch vereint
und iiber Nacht in Dialysepuffer fiir GST-Fusionsprotein-Aufreinigung (Abschnitt
2.15) dialysiert. Die dialysierte Proteinlosung wurde in einem Ultrafiltrationsrohr-

chen Centriprep nach Angaben des Herstellers eingeengt, aliquotiert, in fliissigem
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Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Aufreinigung des GST-Fusions-
proteins wurde durch SDS-Page (Abschnitt 3.4.3) und anschliefende Western-Blot-
Analyse (Abschnitt 3.4.5) bzw. Coomassie-Féarbung (Abschnitt 3.4.4) {iberpriift. Der
Proteingehalt wurde mit der Proteinbestimmung nach Bradford (Abschnitt 3.4.1)

untersucht.

3.4.8 Aufreinigung von His-Fusionsproteinen

Fiir die Aufreinigung von His-Fusionsproteinen wurden die pelletierten E.coli-
Bakterien mit iiberexprimiertem His-Fusionsprotein (Abschnitt 3.4.6) in Sonifika-
tionspuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung (Anschnitt 2.15) resuspendiert, fiir
30 Minuten bei 4°C inkubiert und sonifiziert (25 % Output, 5 Min). Durch Zentri-
fugation wurden Zelldebris und unlésliche Proteine von der die His-Fusionsproteine
enthaltenen Proteinlosung separiert (4°C, 15000 g, 2 Std). Wiahrenddessen wur-
den 3 ml Siaulenmaterial Talon® durch Waschzentrifugation mit Sonifikationspuf-
fer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung (Abschnitt 2.15) dquilibriert (4°C, 1000 g,
5 min). Der das His-Fusionsprotein enthaltende Uberstand wurde mit dem #quili-
brierten Sdulenmaterial iiber Nacht auf einer rotierenden Plattform bei 4 °C inku-
biert. Im Anschluss wurde das Sdulenmaterial einmal mit Sonifikationspuffer fiir His-
Fusionsprotein-Aufreinigung (Abschnitt 2.15) gewaschen und auf eine Polypropylen-
sdule gebracht. Das Sdulenmaterial wurde mit Waschpuffer fiir His-Fusionsprotein-
Aufreinigung (Abschnitt 2.15) in 4 Fraktionen zu je 1 ml gewaschen, bevor die
His-Fusionsproteine iiber einen Imidazol-Gradienten eluiert wurden. Die Elution er-
folgte durch 4 Fraktionen Waschpuffer zu je 1 ml mit 50 mM, 100 mM, 150 mM
und 250 mM Imidazol. Der Proteingehalt der Eluatfraktionen wurde iiber SDS-Page
(Abschnitt 3.4.3) und anschliefende Coomassie-Féarbung (Abschnitt 3.4.4) analy-
siert. Die proteinhaltigen Eluatfraktionen wurden in einem Dialyseschlauch vereint
und tiber Nacht in Dialysepuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung (Abschnitt
2.15) dialysiert. Die dialysierte Proteinlosung wurde in einem Ultrafiltrationsrohr-
chen Centriprep nach Angaben des Herstellers eingeengt und aliquotiert. Nachdem
der Proteingehalt mithilfe der Proteinbestimmung nach Bradford (Abschnitt 3.4.1)
bestimmt wurde, konnten die Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80°C gelagert werden.

3.4.9 Aufreinigung von His-Fusionsproteinen aus

Einschlusskorperchen

Die exzessive Uberexpression (Abschnitt 3.4.6) des Fusionsproteins His-PHD3 fiihr-

te zur Aggregation des Fusionsproteins im Cytoplasma und zur Ausbildung von
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intrazelluldren Einschlusskérperchen. Die Aufreinigung des sich in Einschlusskor-
perchen befindlichen Fusionsproteins kann nicht nach der konventionellen Aufreini-
gung von His-Fusionsproteinen erfolgen, sondern wird iiber die Anwendung hoch-
molarer Urea-Puffer erreicht. Im Anschluss an die Aufreinigung von His-PHD3 aus
den Einschlusskorperchen erfolgt zusitzlich die konventionelle Aufreinigung von
His-Fusionsproteinen (Abschnitt 3.4.8). Bei der Aufreinigung aus Einschlusskor-
perchen wird der Uberstand nach jedem Zentrifugationsschritt gesammelt und bis
zur Analyse des Proteingehalts der verschiedenen Fraktionen bei 4°C gelagert. Die
pelletierten FE.coli-Bakterien wurden in 10 ml Lysispuffer fiir His-Fusionsprotein-
Aufreinigung (Einschlusskorperchen) (Abschnitt 2.15) resuspendiert und sonifiziert
(25 % Output, 5 Min). Durch Zentrifugation wurde das sich in Einschlusskoérper-
chen befindliche Protein pelletiert (4°C, 4000 g, 25 min). Das Pellet wurde im
Folgenden mit 10 ml Waschpuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung (Einschluss-
korperchen) (Abschnitt 2.15) fiir 1 Stunde inkubiert, wobei der Ansatz alle 15 Mi-
nuten invertiert und anschliefend zentrifugiert wurde (4°C, 4000 g, 25 min). Das
Pellet wurde zweimal in Denaturierungspuffer fiir His-Fusionsprotein-Aufreinigung
(Einschlusskorperchen) (Abschnitt 2.15) resuspendiert und durch Zentrifugation
pelletiert (4°C, 4000 g, 25 min). Der Proteingehalt der Uberstandfraktionen wur-
de durch SDS-Page (Abschnitt 3.4.3) und anschliefende Coomassie-Farbung (Ab-
schnitt 3.4.4) iiberpriift. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden in einem Dialyse-
schlauch vereint und iiber Nacht bei 4°C in Dialysepuffer fiir His-Fusionsprotein-
Aufreinigung (Einschlusskorperchen) (Abschnitt 2.15) dialysiert. Im Anschluss er-
folgte eine 90-miniitige Dialyse in Sonifikationspuffer fiir His-Fusionsprotein-
Aufreinigung (Abschnitt 2.15), bevor die im Dialyseschlauch gesammelte Proteinlo-
sung fiir die konventionelle Aufreinigung von His-Fusionsproteinen eingesetzt werden

konnte.

3.4.10 Radioaktive Markierung von Proteinen mit [**S]

Durch in vitro Transkription und Translation wurden Proteine radioaktiv mit dem
Isotop [**S| markiert, um eine Detektion durch Autoradiographie zu erméglichen. Die
in vitro Transkription und Translation erfolgte mithilfe des TNT? T7 Quick Coupled
Transcription/Translation-Systems (Abschnitt 2.11) nach Angaben des Herstellers.
Neben [*S]-Methionin wird dabei ein Kaninchen-Retikulozytenlysat verwendet, das
die zur Transkription und Translation essentiellen Enzyme enthélt. Die zu exprimie-
renden Gene mussten dafiir in Plasmiden vorliegen, in denen sie unter der Kontrolle
eines T7 Promotors stehen (Abschnitt 2.6). Die Reaktion wurde, wie im Folgenden
beschrieben, angesetzt und fiir 90 Minuten bei 30 °C inkubiert.
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Tabelle 3.17: Reaktionsansatz fiir radioaktive Proteinmarkierung mit [3°S].

Komponente Menge
Kaninchen-Retikulozytenlysat 20 pl
Plasmid-DNA (1 pg/ul) 1l
[*5S]-Methionin (0,37 MBq/ul) 2 ul

3.4.11 Importin «/pF-GST-Bindungsstudien

Um die Bindung von Proteinen an die Importin a-Isoformen 1, 3, 4, 5 und 7 und
Importin § zu untersuchen, wurden in wvitro Importin a-GST-Bindungsstudien
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden, neben den in diesem Institut bereits etablier-
ten GST-Bindungsstudien mit radioaktiv-markierten Zielproteinen, GST-Bindungs-
studien mit rekombinant aufgereinigter PHD3 erstmalig etabliert. Fiir die Bindungs-
studien wurden die Importin a-Isoformen und Importin 8 als GST-Fusionsproteine
zunéchst iiberexprimiert (Abschnitt 3.4.6) und anschliefsend aufgereinigt (Abschnitt
3.4.7). Als Negativkontrolle wurde auferdem GST iiberexprimiert (Abschnitt 3.4.6)
und aufgereinigt (Abschnitt 3.4.7). Zusétzlich wurden Importin § und gegebenen-
falls Nukleoplasmin als His-Fusionsproteine iiberexprimiert (Abschnitt 3.4.6) und
aufgereinigt (Abschnitt 3.4.8). Das zu untersuchende Protein wurde entweder in vitro
transkribiert, translatiert und radioaktiv markiert (Abschnitt 3.4.10) oder als His-
Fusionsprotein rekombinant aufgereinigt (Abschnitte 3.4.9 und 3.4.9). Fiir die GST-
Bindungsstudien wurden zunédchst 100 pl des Siulenmaterials Glutathion
Sepharose™ 4B in IP-Puffer (Abschnitt 2.15) #quilibriert (4°C, 1200 g, 2 min)
und in 800 pul IP-Puffer aufgenommen. Zur Immobilisierung an das Sdulenmaterial
wurden 15 pl der GST-Importin-Fusionsproteine und GS'T als Negativkontrolle iiber
Nacht mit dem aquilibrierten Sdulenmaterial auf einer rotierenden Plattform bei 4 °C
inkubiert. Das Sdulenmaterial wurde am néchsten Tag zweimal mit IP-Puffer gewa-
schen (4°C, 1200 g, 2 min), um ungebundene GST-Importin-Fusionsproteine bzw.
ungebundenes GST zu entfernen. Nun wurde das Sdulenmaterial in 800 pl TP-Puffer
mit 2 mg/ml BSA aufgenommen und mit His-Importin /3 in 1,5-fach molarem Uber-
schuss versetzt (mit Ausnahme des Importin S-GST-Ansatzes). Bei Verdriangungs-
experimenten mit Nukleoplasmin wurde His-markiertes Nukleoplasmin in vierfach
molarem Uberschuss 30 Minuten vor Beginn der Bindungsreaktion zu den immo-
bilisierten Importinen gegeben. Fiir die Spezifitdtsuntersuchung mithilfe von Anti-

koérpern wurden 5 ug des Antikorpers, der das zu untersuchende Protein spezifisch
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bindet, direkt zu der Bindungsreaktion gegeben. Fiir die Bindungsreaktion des zu
untersuchenden Proteins wurden entweder 10 pl des radioaktiv-markierten Proteins
(Abschnitt 3.4.10) oder 30 pg der rekombinant aufgereingten His-PHD3 (Abschnit-
te 3.4.6, 3.4.8 und 3.4.9) zum Sdulenmaterial gegeben und fiir 2 Stunden auf einer
rotierenden Plattform bei 4 °C inkubiert. Wurde die parallele Bindung von zwei Pro-
teinen mithilfe von GST-Bindungsstudien untersucht, so wurde zunéchst eines der
radioaktiv-markierten Proteine fiir 1 Stunde an dem Siulenmaterial vorinkubiert,
bevor das zweite Protein fiir 2 weitere Stunden zugegeben wurde. Ungebundenes
Protein wurde nach der Bindungsreaktion durch fiinfmalige Waschzentrifugation mit
IP-Puffer (4°C, 1200 g, 2 min) entfernt, wobei das Siulenmaterial nach dem vier-
ten Waschschritt in ein neues Reaktionsgefdfs tiberfiihrt wurde. Das Sdulenmaterial
wurde schlieklich in 60 ul Ladepuffer fiir SDS-Page (Abschnitt 2.15) aufgenommen
und 5 Minuten bei 96 °C denaturiert. Nach der Denaturierung wurden die Saulen-
material enthaltenden Proben durch Zentrifugation (2 min, 1200 g) vom Siulenma-
terial separiert. Die gebundenen Proteine wurden durch SDS-Page (Abschnitt 3.4.3)
aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung (Abschnitt 3.4.4) detektiert. Das mit
Coomassie gefiarbte Polyacrylamid-Gel wurde getrocknet und mittels Autoradio-
graphie (Abschnitt 3.4.12) analysiert. Fiir GST-Bindungsstudien mit rekombinant
aufgereinigter PHD3 wurden die Importine durch Coomassie-Fiarbung (Abschnitt
3.4.4) und die gebundenen Proteine durch Western-Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.5)

visualisiert.

3.4.12 Autoradiographie

Durch Autoradiographie wurden die radioaktiv-markierten Proteine mithilfe eines
Laser-Scanners bildhaft sichtbar gemacht. Dazu wurden getrocknete Polyacrylamid-
Gele nach der SDS-Page (Abschnitt 3.4.3) und Coomassie-Férbung (Abschnitt 3.4.4)
fiir 24 Stunden auf einer Bildplatte exponiert. Diese wurde anschlieffend im Laser
Scanner CR 85 Bio ausgelesen und mit dem Programm Image J (Abschnitt 2.16)

ausgewertet.

3.5 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, mindestens dreimal un-
abhéngig voneinander wiederholt. In den Auswertungen steht "n" fiir die Anzahl
der unabhéngig durchgefithrten Wiederholungen, wahrend "m" die Anzahl der ins-
gesamt generierten Messwerte angibt. Die Auszihlung der klonogenen Assays (Ab-
schnitt 3.1.11) erfolgte verblindet, um Beeinflussbarkeiten auszuschliefen. Die gra-

phische und statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programmes GraphPad
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Prism 5 (Abschnitt 2.16). Die Ergebnisse werden in dieser Arbeit als Mittelwert
+ Standardabweichung (MW =+ SD) dargestellt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde
als statistisch signifikant behandelt: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** p < 0,001.
Die densitometrische Auswertung erfolgte mithilfe des Programmes Image J (Ab-
schnitt 2.16). Fiir die Darstellung der Western-Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.5) und
der GST-Bindungsstudien (Abschnitt 3.4.11) sind jeweils repréisentative Bilder dar-
gestellt. Die densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analysen bezieht sich
jeweils auf mindestens drei unabhingig durchgefiihrte Experimente, wihrend sich
die densitometrische Auswertung der GST-Bindungsstudien auf das reprasentativ

abgebildete Experiment bezieht.



KAPITEL 4

Ergebnisse

4.1 Regulation des Kernimports der PHD3

4.1.1 Vorarbeiten

Die Lokalisierung im Zellkern, als Funktionsraum der Transkriptionsregulation, ist
fiir Transkriptionsfaktoren von entscheidender Bedeutung. Die geregelte nukleo-
cytoplasmatische Verteilung von Proteinen ist daher ein effizienter Mechanismus,
um die Genexpression an die zellulire Umwelt anzupassen. In Vorarbeiten von
Dr. Reinhard Depping [35] und Dr. Amrei Steinhoff [176] wurde die Bedeutung in-
trazellularer Transportmechanismen fiir die Regulation des Hypoxie-induzierbaren
Faktors (HIF) und der PHD (PHDI1, -2 und -3) bereits teilweise charakterisiert.
Wie in den Abschnitten 1.2.2 und 1.3.1 dargestellt, spielt der klassische Kernimport
iiber die Importin «/B-Rezeptoren eine entscheidende Rolle beim Kerntransport von
HIF-1a, HIF-2c, HIF-15 und PHDI. In den jeweiligen Aminosiuresequenzen der
Proteine konnten zudem Transportsignale identifiziert werden.

Untersuchungen beziiglich der intrazelluldren Lokalisierung der PHD3 ergaben,
dass das Protein in beiden Kompartimenten lokalisiert ist [133]. Die absolute Mole-
kiilmasse der PHD3 ist mit 27 kDa so gering, dass ein passiver Kernimport des Prote-
ins nicht auszuschliefen ist [118]. In Vorarbeiten mithilfe von GST-Bindungsstudien
konnte eine Bindung der PHD3 an verschiedene Importin a-Isoformen oder
Importin S bislang nicht eindeutig detektiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de die Moglichkeit eines aktiv regulierten Kernimports der PHD3 anhand von GST-

Bindungsstudien und fluoreszenzanalytischen Lokalisierungsstudien untersucht.

4.1.2 Spezifische Bindung der PHD3 an a-Importine

Da sich die Untersuchung des Importin «/3-Bindungsverhaltens von PHD3 in Vorar-
beiten als schwierig herausstellte, sollten in dieser Arbeit GST-Bindungsstudien nach
unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt werden. Zum einen wurde eine GST-

Bindungsstudie mit rekombinant aufgereinigter PHD3 und Western-Blot-Analyse
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etabliert, zum anderen wurde eine GST-Bindungsstudie mit radioaktiv-markierter
PHD3 und anschliefender Autoradiographie durchgefiihrt.

GST-Bindungsstudien mit rekombinant aufgereinigter PHD3

PHD3 wurde als His-Fusionsprotein in E.coli-Bakterien iiberexprimiert (Abschnitt
3.4.6) und anschliefend durch His-Fusionsprotein-Aufreinigung (Abschnitte 3.4.8
und 3.4.9) isoliert. Die Proteinaufreinigung erfolgte anhand eines modifizierten Pro-
tokolls, da die iiberexprimierte PHD3 vorwiegend in Einschlusskérperchen akkumu-
lierte. Die Durchfiihrung der GST-Bindungsstudie erfolgte wie in Abschnitt 3.4.11
beschrieben. Fiir die Bindungsreaktion wurden 30 pg rekombinant aufgereinigte
PHD3 verwendet, die Visualisation der Proteine erfolgte mittels Coomassie-Farbung
(Abschnitt 3.4.4) und Western-Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.5). Wie in Abbildung 4.1
dargestellt, wurde eine starke Bindung von PHD3 an Importin a5 detektiert. Dar-
iiber hinaus konnte eine sehr schwache Bindung zwischen PHD3 und Importin o7

bzw. Importin 3 visualisiert werden.
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Abbildung 4.1: Importin a/f-Bindungsverhalten von rekombinant aufge-
reinigter PHD3. (A) His-markierte PHD3 wurde in F.coli-Zellen iiberexprimiert
und rekombinant aufgereinigt. Pro Ansatz wurden 30 ug His-PHD3 eingesetzt. Durch
Coomassie-Farbung (A, oben) wurden die immobilisierten Importine visualisiert, die De-
tektion des gebundenen His-PHD3 erfolgte mittels Western-Blot-Analyse unter Verwen-
dung eines monoklonalen Anti-Penta-His-Antikérpers (A, unten). 10 pg des aufgereinigten
His-PHD3 wurden als Positivkontrolle verwendet. Der Bindungsansatz mit immobilisiertem
GST stellt die Negativkontrolle dar. Die Abbildung ist représentativ fiir zwei unabhéngig
voneinander durchgefithrte Bindungsstudien. (B) Die in der Bindungsstudie ermittelten
Bindungsintensitdten zwischen PHD3 und den untersuchten Importinen wurden densito-
metrisch ausgewertet. Die Bindungsintensitdten wurden normalisiert auf die Intensitét der
PHD3/Importin a5-Bindung (100 %). «, Importin «; 8, Importin g.
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Die identifizierte Bindungsaktivitit zwischen PHD3 und verschiedenen Kern-
import-Rezeptoren weist moglicherweise darauf hin, dass PHD3 zusammen mit
Importin @ und Importin S einen trimeren Kernimport-Komplex ausbildet. Um
die Sperzifitit dieser Protein-Protein-Interaktionen und die Ahnlichkeit zum Kern-
import bereits identifizierter Substrate des Importin «/$-Systems zu untersuchen,
wurden Verdrdngungsexperimente unter Verwendung von rekombinant aufgereinig-
tem His-Nukleoplasmin durchgefiihrt. Nukleoplasmin besitzt ein NLS, das als Pro-
totyp des bipartite NLS bezeichnet wird [158], und bindet mit hoher Affinitdt an
verschiedene a-Importin-Isoformen [100]. Bei einer spezifischen Bindung der PHD3
an Importin ab sollte die Bindung durch Zugabe des Nukleoplasmins in vierfach
molarem Uberschuss verdriingt bzw. abgeschwiicht werden, wobei das Ausmaf der
Inhibierung von der Intensitit der PHD3/Importin a5-Bindung abhingig ist. Die
Spezifitiat der Bindung von PHD3 an Importin o5 wurde zuséitzlich durch Zugabe
eines Anti-PHD3-Antikérpers untersucht. Es wird angenommen, dass es durch die
Zugabe des Anti-PHD3-Antikorpers zu sterischen Effekten kommt, die einen Ein-
fluss auf die spezifischen Protein-Interaktionen der PHD3 haben kénnen. Wie in
Abbildung 4.2 dargestellt, konnte die Bindung von PHD3 an Importin a5 zunéchst
reproduziert werden. Nach Zugabe von Nukleoplasmin konnte keine Bindung zwi-
schen PHD3 und Importin a5 detektiert werden, wihrend eine starke Bindung von
Nukleoplasmin an das untersuchte Importin visualisiert wurde. Die Bindung des spe-
zifischen Anti-PHD3-Antikorpers an PHD3 fiihrte zu einer starken Inhibierung der
Intensitiat der PHD3/Importin a5-Bindung. Zusammenfassend zeigen die in den Ab-
bildungen 4.1 und 4.2 dargestellten Ergebnisse, dass rekombinant aufgereingte PHD3
an Importin a5 bindet, und dass die Spezifitit dieser Bindung durch Verdréingungs-

und Antikorper-Spezifitatsuntersuchungen belegt werden kann.
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Abbildung 4.2: Importin o5-Bindungsspezifitit von rekombinant aufge-
reinigter PHD3. (A) PHD3 wurde als His-Fusionsprotein in FE.coli-Bakterien
iiberexprimiert und rekombinant aufgereinigt. 30ug des His-PHD3-Fusionsproteins
wurden pro Ansatz eingesetzt. Entsprechend der Angaben (+/-) erfolgte die Zugabe von
15,54 ug des als His-Fusionsprotein aufgereinigte Nukleoplasmins oder 5 ug des Anti-
PHD3-Antikorpers. Die Auswertung erfolgte mittels Coomassie-Farbung (A, oben) und
Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines monoklonalen Anti-Penta-His-Antikérpers
(A, unten). 10 pg der aufgereinigten His-PHD3 wurden als Positivkontrolle verwendet, der
Bindungsansatz mit immobilisiertem GST diente als Negativkontrolle. Die Abbildung ist
représentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Bindungsstudien. (B) Die in
der Bindungsstudie ermittelten Intensitdten der Bindung zwischen PHD3 und Importin ab
wurden densitometrisch ausgewertet und dargestellt. Die Bindungsintensititen wurden
normalisiert auf die Intensitét der PHD3/Importin a5-Bindung (100 %), ohne Zugabe von
Nukleoplasmin oder des Anti-PHD3-Antikorpers. «, Importin «; £, Importin 8; NUC,
Nukleoplasmin; Anti-PHD3, Anti-PHD3-Antikérper.
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GST-Bindungsstudien mit radioaktiv-markierter PHD3

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt Importin o5 als spezifischer Bindungspart-
ner von PHD3 identifiziert werden konnte (Abbildungen 4.1 und 4.2), sollte dieses
Ergebnis durch GST-Bindungsstudien mit radioaktiv-markiertem Protein verifiziert
werden. Dazu wurde PHD3 in Gegenwart von [¥S]-haltigem Methionin in wvilro
transkribiert und translatiert. Die radioaktiv-markierte PHD3 wurde im Folgenden
mit an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST bzw. den verschiedenen GST-
Importin-Isoformen inkubiert. Importin-assoziierte PHD3 wurde durch Autoradio-
graphie detektiert. Abbildung 4.3 bestitigt, dass [**S|-PHD3 an Importin o5 und
mit geringerer Intensitdt an Importin a7 sowie Importin § bindet. Zusétzlich kdn-
nen schwache Interaktionen zwischen PHD3 und den Importinen al, a3 und a4

visualisiert werden.
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Abbildung 4.3: Analyse der Importin «/S-Bindungsverhalten von radioaktiv-
markierter PHD3. (A) PHD3 wurde in Gegenwart von [3°S]-haltigem Methionin in vitro
exprimiert und in GST-Bindungsstudien eingesetzt. Die Analyse der gebundenen Proteine
erfolgte mittels Coomassie-Farbung (A, oben) und Autoradiographie (A, unten). Als Posi-
tivkontrolle diente der PHD1 /Importin a5-Bindungsansatz, der Bindungsansatz mit immo-
bilisiertem GST stellt die Negativkontrolle dar. Die Abbildung ist représentativ fiir zwei un-
abhiingig voneinander durchgefithrte Bindungsstudien. Zur Uberpriifung der radioaktiven
Proteinmarkierung wurden zusiitzlich die [*3S]-markierten Proteine PHD3 und PHD1 auf-
getragen. (B) Die in der Bindungsstudie ermittelten Bindungsintensitéiten zwischen PHD3
und den untersuchten a-Importin-Isoformen wurden densitometrisch ausgewertet. Die Bin-
dungsintensititen wurden normalisiert auf die Intensitét der PHD3/Importin a5-Bindung
(100 %). o, Importin «; S, Importin 3.
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Schlieklich sollte auch fiir die in diesen GST-Bindungsstudien ermittelten Bin-
dungsaktivitaten die Spezifitdt durch Verdringungsexperimente mit His-markiertem
Nukleoplasmin bestétigt werden. Dazu wurden die Bindungsreaktionen, wie oben be-
schrieben, durch Zugabe von Nukleoplasmin, ein hochaffin bindendes Substrat ver-
schiedener Importin a-Isoformen, modifiziert. Diese Studien ergaben wiederum eine
spezifische Interaktion zwischen PHD3 und Impotin a5, die durch Nukleoplasmin-
Zugabe und der damit verbundenen Proteinverdringung in ihrer Intensitéit inhi-
biert wird (Abbildung 4.4). Zudem zeigte sich, dass auch die Bindung von PHD3
an die Importine al und a3 durch Nukleoplasmin inhibiert wurde. Im Gegensatz
dazu werden die Bindungsintensititen zwischen PHD3 und den Importinen a4, a7
und S durch Zugabe von Nukleoplasmin nicht beeinflusst. Zusammenfassend konnte
in diesem Abschnitt 4.1.2 gezeigt werden, dass PHD3 mit verschiedenen Importin
a-Isoformen spezifisch interagiert, wobei Importin ab von den hier untersuchten Im-

portinen als starkster PHD3-Bindungspartner hervorzuheben ist.

Abbildung 4.4 (gegeniiberliegende Seite): Importin «//-Bindungsspezifitit von
radioaktiv-markierter PHD3. (A) PHD3 wurde durch in wvitro Transkription und
Translation radioaktiv markiert und in GST-Bindungsstudien eingesetzt. Entsprechend der
Angaben (+/-) erfolgte die Zugabe von rekombinant aufgereinigtem Nukleoplasmin in vier-
fach molarem Uberschuss. Die Analyse erfolgte mithilfe von Coomassie-Férbung (A, oben)
und Autoradiographie (A, unten). Als Positivkontrolle wurde der PHD1/Importin a5-
Bindungsansatz mit und ohne Nukleoplasmin-Zugabe mitgefiihrt, der Bindungsansatz mit
immobilisiertem GST stellt die Negativkontrolle dar. Die Abbildung ist reprisentativ fiir
zwei unabhingig voneinander durchgefiihrte Bindungsstudien. Zur Uberpriifung der radio-
aktiven Proteinmarkierung wurden die [3*S]-markierten Proteine PHD3 und PHD1 aufge-
tragen. (B) Die in der Bindungsstudie ermittelten Bindungsintensititen zwischen PHD1
und den untersuchten Importinen wurden densitometrisch ausgewertet und dargestellt.
Die Bindungsintensitéten wurden normalisiert auf die Intensitdt der PHD3/Importin a5-
Bindung ohne Nukleoplasmin-Zugabe (100 %). «, Importin «; 3, Importin 8; NUC, Nu-
kleoplasmin; Anti-PHD3, Anti-PHD3-Antikorper.
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4.1.3 Eingrenzung eines nicht-klassischen NLS in PHD3

Lokalisierungsstudien mit EGFP-markierter PHD3

Wie in Abschnitt 1.5.5 beschrieben, erkennen und binden die Transport-Rezeptoren
des Importin «/[-Systems ein spezifisches NLS in der Sequenz ihrer Kargoproteine.
Um die Regulation des Kernimports der PHD3 iiber die Importin «/5-Rezeptoren
nidher zu charakterisieren, sollten fiir den Kernimport essentielle Aminoséduren in der
priméiren Aminosduresequenz von PHD3 identifiziert werden. Es wurde ein Fusions-
konstrukt aus PHD3 und dem griin-fluoreszierenden Protein (EGFP) exprimiert und
seine intrazelluldre Lokalisierung fluoreszenzmikroskopisch (Abschnitt 3.1.7) unter-
sucht. In friiheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass das Fusionsprotein
PHD3-EGFP in Cytoplasma und Zellkern detektiert werden kann [133]. Da verschie-
dene Datenbanken (Abschnitt 2.16) kein NLS-Sequenzmotiv vorhersagten, wurden
durch ortsgerichtete Mutagenese (Abschnitt 3.3.7) spezifische Aminoséurebereiche
deletiert, deren Einfluss auf die intrazellulidre Lokalisierung von PHD3-EGFP an-
schliefend analysiert wurde. Die PHD3-EGFP-Deletionsmutanten wurden in U20S-
Zellen transfiziert (Abschnitt 3.1.4). Die Inhibierung des CRM1-abhéngigen Kern-
exports durch LMB diente der Verdeutlichung der Effekte auf die Kernimportef-
fizienz nach Deletion spezifischer Aminosduresequenz-Bereiche. Es wurde die in-
trazelluldre Lokalisierung der vier Deletionsmutanten PHD3A2-60, PHD3A61-120,
PHD3A121-180 und PHD3A181-238 in U20S-Zellen analysiert. Wie in Abbildung
4.5 (Seiten 79 und 80) dargestellt, konnten die PHD3-EGFP-Deletionsmutanten
PHD3A2-60 und PHD3A61-120 wie PHD3 Wild-Typ in Zellkern und Cytoplasma
detektiert werden. Im Gegensatz dazu waren die Deletionsmutanten PHD3A121-180
und PHD3A181-238 sowohl vor als auch nach Inhibierung des CRM1-vermittelten
Kernexports iiberwiegend im Cytoplasma lokalisiert (Abbildung 4.5, Seiten 79 und
80). Fiir weiterfithrende Untersuchungen, die dazu dienen sollten, ein putatives
NLS néher einzugrenzen, wurden die PHD3-EGFP-Deletionsmutanten PHD3A165-
195 und PHD3A222-226 generiert. In fluoreszenzanalytischen Lokalisierungsstudien
zeigte sich, dass PHD3A165-195 - vor und nach Zugabe von LMB - vorwiegend im
Cytoplasma lokalisiert war. PHD3A222-226 war hingegen, genau wie PHD3 Wild-
Typ, vor und nach Inhibierung des CRM1-abhéingigen Kernexports in Zellkern und
Cytoplasma lokalisiert (Abbildung 4.5, Seiten 79 und 80). Zusammenfassend deu-
ten die Ergebnisse in diesem Abschnitt darauf hin, dass der Kernimport der PHD3
von den Aminosduren L165 bis P195 abhéngig ist und in diesem Sequenzbereich ein

putatives NLS lokalisiert ist.
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Abbildung 4.5: Intrazellulire Lokalisierung verschiedener PHD3-EGFP-Dele-
tionsmutanten. Die angegebenen PHD3-EGFP-Deletionsmutanten wurden mithilfe
von ortsgerichteter Mutagenese generiert. U20S-Zellen wurden mit den PHD3-EGFP-
Fusionskonstrukten transfiziert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht, um die intrazel-
luldren Expressionsmuster der PHD3-EGFP-Deletionskonstrukte zu beurteilen. Die Expe-
rimente erfolgten mit oder ohne Addition des Kernexportinhibitors LMB. In allen Ansétzen
wurden die Zellkerne (blau) mittels DAPI-Farbung visualisiert. Die fluoreszenzmikrosko-
pische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop LSM TCS S5P. Gezeigt ist ein beispielhaf-
tes Experiment aus mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefithrten Experimenten
mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen. Der weife Balken unten rechts = 25 pm.
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Importin «/5-GST-Bindungsstudien

Basierend auf den im letzten Abschnitt gewonnenen Ergebnissen sollte die
Importin «/B-Bindungsaktivitit des eingegrenzten NLS-Sequenzbereiches in GST-
Bindungsstudien {iiberpriift werden. Dazu wurden die PHD3-Deletionsmutanten
PHD3W189X, PHD3A165-195 und PHD3A222-226 in ein PHD3-kodierendes Plas-
mid mit einem T7-Promotor eingebracht und durch ¢n witro Transkription und
Translation radioaktiv markiert (Abschnitt 3.4.10). Die Bindung der [**S|-markierten
Deletionsproteine und PHD3 Wild-Typ an Importin a3 und Importin a5 wurde
anschliefend in GST-Bindungsstudien (Abschnitt 3.4.11) untersucht, wobei His-
markiertes Importin g als zusétzliche Komponente zugegeben wurde. Bei der De-
letionsmutante PHD3W 189X ist Aminosdure 189 (Tryptophan) durch ein Stopp-
codon ersetzt, wodurch die Proteinsynthese an dieser Position friihzeitig terminiert
wird. Die Analyse der Importin a/5-Bindung der C-terminal verkiirzten PHD3-
Deletionsmutante ergab, dass der N-terminale Bereich des Proteins (Aminosiuren
1-188) nicht an die untersuchten Importine gebunden hatte. Zur néheren Eingren-
zung des putativen NLS wurde die Bindung der Deletionsmutanten PHD3A165-195
und PHD3A222-226 an Importin o3 und Importin a5 untersucht. Dabei konnte ei-
ne Bindung zwischen PHD3A165-195 und Importin ab nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu PHD3 Wild-Typ war diese Bindung jedoch um ~60 % inhibiert. Zwi-
schen PHD3A222-226 und den untersuchten a-Importin-Isoformen konnten nur Bin-
dungen nahe dem Detektionslimit detektiert werden. Die Ergebnisse aus den GST-
Bindungsstudien zeigen, dass der Importin «//$-abhéngige Kernimport der PHD3
vom C-terminalen Bereich des Proteins abhingt. Ferner wurde gezeigt, dass neben
dem Sequenzbereich zwischen den Aminosduren L165 und P195 auch das Sequenz-
motiv K222 bis R226 am nukledren Import der PHD3 beteiligt ist.
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Abbildung 4.6 (gegeniiberliegende Seite): Importin a3/a5-Bindungsverhalten
verschiedener PHD3-Deletionsmutanten. (A und B) PHD3 Wild-Typ, PHD3W189X
(beide A), PHD3A165-195 und PHD3A222-226 (beide B) wurden durch in vitro Trans-
kription und Translation mit [**S] markiert und in GST-Bindungsstudien eingesetzt.
Die Auswertung der GST-Bindungsstudien von PHD3 Wild-Typ bzw. den PHD3-
Deletionsmutanten an Importin @3 und Importin a5 wurde durch Coomassie-Farbung
(AB, oben) und Autoradiographie (A, B, unten) visualisiert. Als Negativkontrolle wur-
de der Bindungsansatz mit immobilisiertem GST mitgefiihrt. Die Abbildung ist repré-
sentativ fiir zwei unabhingig voneinander durchgefiihrte Bindungsstudien. Zur Uberprii-
fung der radioaktiven Markierung wurden die [*>S|-markierten Proteine PHD3 Wild-
Typ, PHD3W189X (beide A), PHD3A165-195 und PHD3A222-226 (beide B) aufgetragen.
(C) Die in der Bindungsstudie ermittelten Bindungsintensitiaten zwischen PHD3 Wild-Typ
bzw. den PHD3-Deletionsmutanten und den untersuchten Importinen wurden densitome-
trisch ausgewertet und dargestellt. Die Bindungsintensititen wurden normalisiert auf die
Intensitat der PHD3/Importin a5-Bindung (100 %). «, Importin «; 8, Importin g.



84 Ergebnisse

4.2 Regulation des subzelluliren PHD2-Transports

4.2.1 Vorarbeiten

Die PHD2 spielt bei der HIF-1a-Hydroxylierung in wvitro eine zentrale Rolle. Der
intrazelluldre Transport dieser Prolyl-4-Hydroxylase konnte daher fiir die Regu-
lation der molekularen Sauerstoffsensorik von besonderer Bedeutung sein. Lokali-
sierungsstudien mit EGFP-markierten Proteinen ergaben, dass PHD2 sowohl im
Zellkern als auch im Cytoplasma lokalisiert ist und subzelluldr zwischen den Kom-
partimenten transportiert wird [133, 176]. In Vorarbeiten konnte mithilfe von GST-
Bindungsstudien keine in wvitro Interaktion zwischen PHD2 und verschiedenen
Importin a-Isoformen oder Importin 8 nachgewiesen werden [176]. Mit einer ab-
soluten Molekiilmasse von 46 kDa kann PHD2 wahrscheinlich nicht passiv in den
Zellkern diffundieren, sondern muss iiber einen aktiven Transport-Mechanismus in
den Zellkern importiert werden [118]. In dieser Arbeit sollte der nukledre Import
der PHD2 néher charakterisiert und dafiir essentielle Signalsequenzen identifiziert

werden.

4.2.2 PHD2-Kernimport iiber Huckepack-Mechanismus

Alternativ zur Bindung an Mitglieder der Proteinfamilie der Karyopherine kénn-
te PHD2 iiber einen Huckepack-Mechanismus aktiv in den Zellkern transportiert
werden. Dabei konnte ein bereits identifizierter Interaktionspartner der PHD2 als
Adapterprotein zwischen PHD2 und den Importin «/3-Rezeptoren fungieren. Da-
her wurde die Bindung ausgewdhlter PHD2-Interaktionspartner an Mitglieder der
Importin «/p-Rezeptorfamilie sowie der gekoppelte PHD2-Kernimport iiber einen
Interaktionspartner in GST-Bindungsstudien (Abschnitt 3.4.11) untersucht. Sowohl
die PHD2 als auch die zu untersuchenden Interaktionspartner LIM-Domé&ne ent-
haltendes Protein 1 (LIMD1) und HIF-la wurden zu diesem Zwecke radioaktiv
markiert (Abschnitt 3.4.10). Protein-Protein-Interaktionen wurden durch Autora-

diographie nachgewiesen (Abschnitt 3.4.12).

Der Tumorsuppressor LIMD1

Fiir das Tumorsuppressorprotein LIMD1 konnte gezeigt werden, dass es an der Re-
gulation von HIF-1a beteiligt ist und zusammen mit PHD2 und VHL einen Protein-
komplex bildet, der die effiziente Degradierung von HIF-1a ermdglicht [52]. Die intra-
zelluldre Lokalisierung von LIMD]1, das eine absolute Molekiilmasse von 72 kDa auf-

weist, wird als cytoplasmatisch mit geringen nukledren Anteilen beschrieben [171].
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Wihrend der Kernexport von LIMD1 iiber den Export-Rezeptor CRM1 verlduft
[171], konnte bislang nicht gezeigt werden, wie LIMD1 in den Zellkern transportiert
wird. Mithilfe verschiedener Datenbanken (PredictProtein, PSORT II Prediction)
(Abschnitt 2.16) wurde zunéchst die LIMD1-Aminoséuresequenz auf das Vorhan-
densein putativer NLS-Motive untersucht. In der gesamten Sequenz konnten keine
Sequenzbereiche mit NLS-Aktivitit identifiziert werden. Abbildung 4.7 zeigt, dass
LIMDL1 in den durchgefiihrten GST-Importin-Bindungsstudien nicht an die unter-
suchten Importine bindet. Dies impliziert, dass der Kernimport von LIMD1 nicht

iiber den klassischen Importin a//-abhéngigen Kernimport verlduft.

LIMD1 PHD1 LIMDI1 PHDI1
kDa GST ol a3 od oS o7 § o5 IVIT IVTT
e — —GST
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ﬂ < o-GST
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Abbildung 4.7: Importin «/f-Bindungsverhalten von LIMD1. LIMDI1 wurde
durch in vitro Transkription und Translation radioaktiv markiert. Das Importin «/f-
Bindungsverhalten von LIMD1 wurde mittels GST-Bindungsstudien analysiert und mit-
hilfe von Coomassie-Farbung (oben) und Autoradiographie (unten) analysiert. Es konnte
keine Bindung von LIMD1 an die untersuchten a-Importin-Isoformen visualisiert werden.
Die Positivkontrolle, das an Importin a5 gebundene [**S]-PHD1, wurde detektiert (un-
ten). Die eingesetzten radioaktiv-markierten Proteine LIMD1 und PHD1 konnten ebenfalls
durch Autoradiographie visualisiert werden (unten). Der Bindungsansatz mit immobilisier-
tem GST dient als Negativkontrolle. Die Abbildung ist représentativ fiir vier unabhingig
voneinander durchgefithrte Bindungsstudien. «, Importin «; £, Importin 5.

Auch die simultane Inkubation von radioaktiv-markiertem LIMDI1, radioaktiv-
markierter PHD2 und den an Glutathion-Sepharose immobilisierten GST-Importin-
Fusionsproteinen resultierte nicht in dem Nachweis einer Interaktion zwischen
LIMD1, PHD2 und den untersuchten a-Importin-Isoformen (Abbildung 4.8). We-
der LIMD1 noch ein Substratkomplex, bestehend aus LIMDI1 und PHD2, binden
wn vitro an die untersuchten Importine. Zusammenfassend zeigen diese Bindungs-

studien, dass PHD2 nicht durch einen Huckepack-Mechanismus, an dem der Tu-
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morsuppressor LIMD1 beteiligt ist, und den klassischen Importin «/f-vermittelten

Kernimport in den Zellkern transportiert wird.
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Abbildung 4.8: Importin «/f-Bindungsverhalten von PHD2 und LIMDI.
Radioaktiv-markiertes LIMD1 wurde mit den an Glutathion-Sepharose immobilisierten
GST-Importin-Fusionsproteinen bzw. GST vorinkubiert, bevor radioaktiv-markierte PHD2
zugegeben wurde. Die GST-Bindungsstudie wurde mittels Coomassie-Farbung (oben) und
Autoradiographie (unten) analysiert. Es ldsst sich keine Interaktion zwischen LIMDI,
PHD?2 und den untersuchten Importinen nachweisen. Als Positivkontrolle wurde die Bin-
dung zwischen [3°S]-markierter PHD1 und Importin o5 visualisiert, als Negativkontrolle
diente ein Bindungsansatz mit immobilisiertem GST. Durch Autoradiographie wurden zu-
siitzlich die eingesetzten [3°S]-markierten Proteine LIMD1, PHD2 und PHD1 sichtbar ge-
macht (unten). Die hier gezeigte GST-Bindungsstudie ist repréasentativ fiir vier unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Experimente. «, Importin «; 8, Importin 3.

Der Transkriptionsfaktor HIF-1

Die Stabilitit der a-Untereinheiten des Transkriptionsfaktors HIF wird post-
translational durch die PHD-Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3 reguliert. In Vorar-
beiten konnte Dr. Reinhard Depping |35] zeigen, dass HIF-1cov und HIF-2« Substrate
des Importin «/f-vermittelten Kernimports sind. In der vorliegenden Arbeit wur-
de der gekoppelte Kernimport von PHD2 iiber HIF-1a untersucht. Die radioaktiv-
markierten Proteine HIF-1a und PHD2 wurden zeitgleich mit den an Glutathion-
Sepharose immobilisierten GST-Importin-Fusionsproteinen inkubiert. Die bereits
beschriebene Bindung von HIF-la an die untersuchten Importin-Isoformen [35]
wurde durch Autoradiographie visualisiert, wahrend eine PHD2-Bindung an den
HIF-1a-Importin «/5-Komplex nicht detektiert werden konnte (Abbildung 4.9).
Diese Ergebnisse implizieren, dass PHD2 nicht durch die direkte Bindung an das
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Import-Substrat HIF-1« iiber den Importin a/S-Transportweg in den Zellkern im-

portiert wird.
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Abbildung 4.9: Importin «/S-Bindungsverhalten von PHD2 und HIF-1o.
Radioaktiv-markiertes HIF-1la wurde mit den an Glutathion-Sepharose immobilisier-
ten GST-Importin-Fusionsproteinen bzw. GST vorinkubiert, bevor radioaktiv-markierte
PHD2 zugegeben wurde. Die Analyse der GST-Bindungsstudie erfolgte mittels Coomassie-
Férbung (oben) und Autoradiographie (unten). HIF-1a interagiert mit den untersuchten
Importinen, wihrend PHD2 nicht an den HIF-1la/Importin-Komplex bindet. Als Positiv-
kontrolle dienen die Bindungen zwischen Importin o5 und [3°S]-markiertem HIF-1la sowie
[3°S]-markierter PHD1. Der Bindungsansatz mit immobilisiertem GST diente als Negativ-
kontrolle. Durch Autoradiographie wurde die radioaktive Markierung der Proteine HIF-1q,
PHD2 und PHDI1 untersucht. Die abgebildete GST-Bindungsstudie ist reprisentativ fiir
vier unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente. o, Importin «; £, Importin 5.

4.2.3 Identifikation eines nicht-klassischen Kernlokaliserungs-

signals in PHD2

Nachdem die am Kernimport von PHD2 beteiligten Import-Rezeptoren nicht na-
her charakterisiert werden konnten und mit verschiedenen Datenbanken (Predict-
Protein, PSORT II Prediction) (Abschnitt 2.16) keine spezifischen NLS-Konsensus-
sequenzen in der Aminosaduresequenz von PHD2 vorhergesagt wurden, sollten durch
die Eingrenzung eines NLS in PHD2 weitere Erkenntnisse iiber den nukledren Import
des Proteins gewonnen werden. Dazu wurde zunédchst die intrazelluldre Lokalisie-
rung eines Fusionskonstruktes aus PHD2 und EGFP untersucht. In Vorarbeiten von
Dr. Amrei Steinhoff [176] konnte anhand dieses Fusionskonstruktes bereits gezeigt
werden, dass PHD2 mithilfe des Kernexport-Rezeptors CRM1 aus dem Zellkern ins
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Cytoplasma transportiert wird. Die Zugabe von LMB, einem spezifischen Inhibi-
tor des CRM1-vermittelten Kernexports, resultiert in der Akkumulation von PHD2
in Zellkern und Cytoplasma. Der Kernimport von PHD2 wurde nach Behandlung
der Zellen mit LMB analysiert, da durch die Inhibierung des nukledren Exports
eine Verminderung der Kernimporteffizienz verdeutlicht werden konnte. Durch orts-
gerichtete Mutagenese (Abschnitt 3.3.7) wurden spezifische Aminosduresequenzbe-
reiche von PHD2 mutiert und der Einfluss auf die intrazelluldre Lokalisierung des
Fusionskonstruktes fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

PHD2-EGFP wurde in U20S-Zellen transfiziert, sodass die intrazellulire Loka-
lisierung des Fusionsproteins fluoreszenzmikroskopisch (Abschnitt 3.1.7) analysiert
werden konnte. In Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen [133, 176] zeigte
sich, dass das Fusionskonstrukt vorwiegend im Cytoplasma detektiert werden kann.
Die Inhibition des CRM1-abhangigen Kernexports durch Zugabe von LMB fiihrt
zur cytoplasmatischen und nuklesiren Anreicherung des Wild-Typ-Konstruktes (Ab-
bildung 4.10, Seiten 89 und 90). In dieser Arbeit wurde fiir die Eingrenzung des
NLS zunéchst das PHD2-EGFP-Deletionskonstrukt PHD2A181-220 generiert. Da-
bei zeigte sich, dass die Deletion der Aminosduren Y181 bis R220 zu einem verin-
derten Expressionsmuster fiihrt und die Expression von PHD2A181-220 auch nach
Inhibierung des Kernexports auf das Cytoplasma begrenzt ist (Abbildung 4.10, Sei-
ten 89 und 90). Um ein moglicherweise in diesem Aminosduresequenzbereich lokali-
siertes NLS ndher einzugrenzen, wurden durch ortsgerichtete Mutagenese vier wei-
tere PHD2-EGFP-Fusionskonstrukte mit verschiedenen Aminosiduredeletionen ge-
neriert: PHD2A188-195, PHD2A191-195, PHD2A191-192 und PHD2A196-205. Die
anschliefende Fluoreszenzanalyse ergab unterschiedliche Expressionsmuster fiir die
PHD2-EGFP-Konstrukte innerhalb der Zellen. Wie in Abbildung 4.10 (Seiten 89 und
90) zu sehen, fithrte die Deletion der PHD2-Sequenzbereiche Y188 bis D195 und 1191
bis D195 dazu, dass das Konstrukt nach LMB-Addition vorwiegend im Cytoplasma
und in geringem Mafe im Zellkern visualisiert werden konnte. Der Kernimport wur-
de durch die Deletion der Sequenzbereiche Y188 bis D195 und 1191 bis D195 jedoch
nicht so stark inhibiert wie durch Deletion der Aminosduren Y181 bis R220. Die
Fluoreszenzanalyse ergab fiir das Fusionskonstrukt PHD2A191-192 ein dem Wild-
Typ entsprechendes subzellulires Expressionsmuster (Abbildung 4.10, Seiten 89 und
90). In dem PHD2-EGFP-Deletionskonstrukt PHD2A196-205 wurde der Sequenz-
bereich zwischen den Aminosiuren E196 und H205 deletiert. In Ubereinstimmung
mit dem intrazelluldren Expressionmusters des Fusionskonstruktes PHD2A181-220
war auch die PHD2A196-205-Deletionsmutante ausschliefslich im Cytoplasma detek-
tierbar, unabhingig davon, ob der Kernexport durch LMB-Zugabe inhibiert wurde
(Abbildung 4.10, Seiten 89 und 90). Diese Beobachtungen zeigen, dass sich zwischen
den Aminosiren E196 und H205 (**EYIVPCMNKH?%) ein putatives NLS befindet.
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Abbildung 4.10: Intrazellulire Lokalisierung verschiedener PHD2-EGFP-
Deletionskonstrukte. U20S-Zellen wurden mit einem PHD2-EGFP-Fusionskonstrukt
und den angegebenen, durch ortsgerichtete Mutagenese generierten, Deletionsmutanten
des PHD2-EGFP-Konstruktes transfiziert. Es wurde eine fluoreszenzmikroskopische Lo-
kalisierungsstudie der PHD2-EGFP-Fusionskonstrukte durchgefiihrt. Die Experimente er-
folgten mit oder ohne Zugabe des Kernexportinhibitors LMB. In allen Ansétzen wurden die
Zellkerne (blau) mittels DAPI-Féarbung visualisiert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswer-
tung erfolgte am konfokalen Lasermikroskop LSM TCS S5P. Gezeigt ist ein beispielhaftes
Experiment aus mindestens drei unabhingigen Experimenten mit jeweils mindestens 30
analysierten Zellen. Der weifte Balken unten rechts = 25 um.
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4.2.4 Kernimport-Aktivitit des PHD2-NLS-Motives

Anschliefend sollte untersucht werden, ob der identifizierte putative NLS-Sequenz-
bereich in der primiren Aminosauresequenz von PHD2 die Proteintranslokation vom
Cytoplasma in den Zellkern regulieren kann. Zu diesem Zweck wurden weitere fluo-
reszenzmikroskopische Lokalisierungsstudien unter Verwendung eines EGFP-EGFP-
GST-Konstruktes (EEG) [86] durchgefiihrt. Wie in Abbildung 4.11 zu sehen, zeigt
das ~80 kDa grofe EEG-Konstrukt in U20S-Zellen eine cytoplasmatische Lokali-
sierung, da eine passive Diffusion durch die Kernporen nicht moglich ist. Die PHD2-
Aminoséduren 180-220 wurden iiber Sall/BamHI in das EEG-Konstrukt kloniert. Das
Fusionskonstrukt EEG-PHD2(180-220) konnte vor und nach Zugabe von LMB im
Zellkern visualisiert werden und wird aktiv in den Zellkern importiert (Abbildung
4.11). Dies impliziert, dass der identifizierte NLS-Bereich in der Aminoséuresequenz
von PHD2 funktionelle NLS-Aktivitéit zeigt. Zusammenfassend zeigen diese Ergeb-
nisse, dass der eingegrenzte PHD2-Sequenzbereich zwischen den Aminosduren E196
bis H205 als funktionsfidhiges NLS aktiv ist. Auf diesen Ergebnissen basierend wurde
die Deletionsmutante PHD2A196-205 im Folgenden als PHD2ANLS bezeichnet.
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Abbildung 4.11: Aktivitdt des eingegrenzten PHD2-Sequenzbereiches als funk-
tionsfihiges NLS. U20S-Zellen wurden mit den Fusionskonstrukten EGFP-EGFP-GST
(EEG) bzw. PHD2(180-220)-EEG transfiziert. Durch fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chungen wurde die intrazelluldre Lokalisierung der Fusionskonstrukte vor und nach Inhibie-
rung des Kernexports durch LMB untersucht. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Férbung
visualisiert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop LSM
TCS S5P. Abgebildet ist ein reprisentatives Experiment aus mindestens drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen.
Der weike Balken unten rechts = 25 um.
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4.2.5 Eingrenzung eines nicht-klassischen NES-Motives in
PHD2

Nachdem im vorangegangen Abschnitt ein putatives NLS in der Aminosiuresequenz
der PHD?2 identifiziert werden konnte, sollte anschliefend ein Sequenzbereich ein-
gegrenzt werden, der eine wichtige Rolle fiir den Kernexport des Proteins spielt. In
Vorarbeiten von Dr. Amrei Steinhoff [176] konnte ein vorhergesagtes NES zwischen
den Aminosaduren L188 und 1198 nicht belegt werden. Es konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass der N-terminale, die Aminosduren 1-100 umschliefsende Proteinbereich in
den Kernexport involviert ist. Darauf basierend wurde in dieser Arbeit das PHD2-
EGFP-Fusionskonstrukt PHD2A6-20 generiert und in U208S-Zellen transfiziert. Wie
in Abbildung 4.12 dargestellt, konnte in anschliefenden fluoreszenzmikroskopischen
Lokalisierungsstudien beobachtet werden, dass die Mutante PHD2A6-20 in beiden
Kompartimenten lokalisiert ist, unabhingig davon, ob der CRM1-abhéngige Kernex-
port durch LMB-Zugabe inhibiert wurde. Diese Analyse ergab, dass der Kernexport
von PHD2A6-20, im Vergleich zu PHD2 Wild-Typ, inhibiert und der N-terminale
Proteinbereich fiir den Kernexport von entscheidender Bedeutung ist. Daraus ab-
geleitet wird die Deletionsmutante PHD2A6-20 im Folgenden als PHD2ANES be-
zeichnet. Die identifizierten Transportsignale und ihre Position innerhalb der Domé-
nenstruktur der PHD2 sind in Abbildung 4.13 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.12: Eingrenzung einer NES in der primiren PHD2-
Aminosiuresequenz. U205-Zellen wurden mit den Fusionskonstrukten EGFP-PHD2
und EGFP-PHD2A6-20 transfiziert. Fluoreszenzanalysen wurden durchgefithrt, um die
intrazellulare Lokalisierung der Konstrukte vor und nach Inhibierung des Kernexports
durch LMB zu untersuchen. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Féirbung visualisiert.
Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop LSM TCS S5P.
Abgebildet ist jeweils ein représentatives Experiment aus mindestens drei unabhingig
voneinander durchgefithrten Experimenten. Pro Experiment wurden mindestens 30 Zellen
analysiert. Der weifse Balken in der rechten unteren Ecke = 25 pm.

NES NLS
6-20 196-205
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Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der identifizierten Transportsignale.
Innerhalb der PHD2- Aminoséuresequenz konnten ein NLS zwischen den Aminoséuren E196
und H205 und ein NES im Sequenzbereich G6 bis Y20 identifiziert werden. Die Lénge des
Proteins ist neben der Doméanenstruktur abgebildet.
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4.2.6 Effekt der EGFP-Markierung auf die subzellulare
PHD2-Lokalisierung

Da gezeigt werden konnte, dass EGFP-Markierungen, die eine absolute Molekiilmas-
se von ~27 kDa haben, die intrazelluldre Lokalisierung von Proteinen beeinflussen
kénnen [175], wurden zusétzlich zu den Lokalisierungsstudien mit EGFP-markierten
Fusionsproteinen indirekte Immunfluoreszenzfirbungen (Abschnitt 3.1.8) durchge-
fiihrt. Dazu wurden PHD2 Wild-Typ bzw. die PHD2-Deletionsmutanten ohne EGFP-
Markierung in U20S-Zellen exprimiert und mit einem spezifischen Anti-PHD2-
Primérantikorper detektiert (Abschnitt 2.12). In Abbildung 4.14 ist dargestellt, dass
PHD2 Wild-Typ vor LMB-Zugabe vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert ist und
nach Behandlung mit LMB in beiden Kompartimenten detektiert werden kann. Im
Gegensatz dazu ist der Kernimport der Deletionsmutante PHD2A196-205 inhibiert,
sodass das Protein weder vor noch nach LMB-Zugabe im Zellkern akkumuliert. Die
Deletionsmutante PHD2A6-20 hingegen wird schon vor LMB-Behandlung im Zell-
kern exprimiert und ist in ihrem Kernexport inhibiert. Die Befunde implizieren, dass
die Ergebnisse der Lokalisierungsstudien mit fluoreszenzmarkierten Proteinen (Ab-
bildungen 4.10 und 4.12) durch die indirekten Immunfluoreszenzfarbungen bestétigt

werden konnten.
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Abbildung 4.14: Indirekte Detektion der PHD2-Deletionsmutanten. U20S-
Zellen wurden mit PHD2 Wild-Typ oder den Deletionsmutanten PHD2A196-205 und
PHD2A6-20 transfiziert. Indirekte Immunfluoreszenzfarbungen wurden durchgefiihrt, um
die intrazelluldre Lokalisierung der Konstrukte vor und nach Inhibierung des Kernexports
durch LMB zu untersuchen. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Férbung sichtbar gemacht.
Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop LSM TCS S5P.
Abgebildet ist jeweils ein représentatives Experiment aus mindestens drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. Pro Experiment wurden mindestens 30 Zel-
len analysiert. Der weife Balken in der rechten unteren Ecke = 25 pm.
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4.3 Regulation des Kerntransports der PHD durch

posttranslationale Modifikationen

Wie in Abschnitt 1.5.6 erwéahnt, kann der Kerntransport von Proteinen durch Phos-
phorylierungen und Dephosphorylierungen reguliert werden (als Ubersichtsartikel
[143]). Mithilfe von Lokalisierungsstudien mit EGFP-markierten Proteinen wurde
in dieser Arbeit der Einfluss von phosphorylierungsabhéngigen Signaltransduktions-
kaskaden auf die intrazelluldre Lokalisierung der PHD-Isoformen PHD1, PHD2 und
PHD3 untersucht. Zudem wurden spezifische Serinreste im N-terminalen Sequenz-
bereich der PHD2 modifiziert, um die Bedeutung dieser potentiellen Phosphorylie-

rungsstellen fiir den Kernexport des Proteins zu untersuchen.

4.3.1 Subzellulire PHD-Lokalisierung nach Inhibierung

verschiedener Signaltransduktionskaskaden

Die Bedeutung von Phosphorylierungen fiir die Regulation der molekularen Sauer-
stoffsensorik konnte vielfach gezeigt werden [26, 93, 142]. Interessanterweise wird
HIF-1a an spezifischen Serinresten phosphoryliert, wodurch der Transkriptionsfak-
tor im Zellkern akkumulieren kann [142]. Um den Einfluss von phosphorylierungs-
abhingigen Signalkaskaden auf die intrazelluldre Lokalisierung der PHD zu unter-
suchen, wurden U20S-Zellen mit der jeweiligen EGFP-markierten PHD-Isoform
transfiziert und mit spezifischen Kinase- und Phosphataseinhibitoren behandelt:
1Y294002, Rapamycin (beide Inhibitoren der PI3K-Signalkaskade) und PD98059
(Inhibitor der MAPK-Signalkaskade) (Abschnitt 3.1.5). Da gezeigt werden konnte,
dass der nukledre Import iiber Importin S und Transportin 1 von der Aktivitdt der
Serin-/Threonin-Phosphatasen PP1 und PP2A abhéngig ist [95], wurde die intra-
zelluldre Lokalisierung zusétzlich nach deren Inhibierung durch Okadainsédure ana-
lysiert. Die Inhibitoren wurden entsprechend der Angaben in Tabelle 3.4 verwendet.
Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ergab keine Verdnderung des intrazellu-
laren Expressionsmusters der PHD-Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3 nach Be-
handlung mit den spezifischen Kinase- und Phosphataseinhibitoren (Abbildungen
4.15, 4.16 und 4.17). Die intrazelluldre Lokalisierung der drei PHD-Isoformen wird,
anders als die von HIF-1«, nicht von den untersuchten posttranslationalen Modifi-

kationen beeinflusst.
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Abbildung 4.15: Einfluss phosphorylierungsabhiingiger Signalkaskaden auf die
intrazellulire Lokalisierung der PHD1. U20S-Zellen wurden mit dem Fusionskon-
strukt PHD1-EGFP transfiziert. Durch Addition spezifischer Kinase- und Phosphatasein-
hibitoren wurde der FEinfluss phosphorylierungsabhingiger Signalkaskaden auf die intrazel-
lulére Lokalisierung der PHD1 untersucht. In allen Ansitzen wurden die Zellkerne (blau)
mittels DAPI-Farbung visualisiert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am
Lasermikroskop LSM TCS S5P. Gezeigt ist ein beispielhaftes Experiment aus mindestens
drei unabhéngigen Experimenten mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen. Der weifse
Balken unten rechts = 25 pm.
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Abbildung 4.16: Einfluss phosphorylierungsabhiingiger Signalkaskaden auf die
intrazellulire Lokalisierung der PHD2. U20S-Zellen wurden mit dem Fusionskon-
strukt PHD2-EGFP transfiziert. Die Zugabe von spezifischen Kinase- und Phosphatasein-
hibitoren diente der Untersuchung des Einflusses phosphorylierungsabhéngiger Signalkas-
kaden auf die intrazellulére Lokalisierung der PHD2. Die Zellkerne (blau) wurden mittels
DAPI-Féarbung visualisiert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Laser-
mikroskop LSM TCS S5P. Gezeigt ist ein beispielhaftes Experiment aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen. Der weifte Bal-
ken unten rechts = 25 pum.



100

Ergebnisse

PHD3 EGFP

+ DMSO

25 um
—

+LY294002

25 um

+ Okadeinsdure

+ PD98059

+ Rapamycin

PART
—

DAPI Uberlagerung

25 pm
—

25 ym
—

25 um
—

25 um 25 um

Abbildung 4.17: Einfluss phosphorylierungsabhiingiger Signalkaskaden auf die
intrazellulire Lokalisierung der PHD3. U20S5-Zellen wurden mit dem Fusionskon-
strukt PHD3-EGFP transfiziert. Durch die Behandlung mit spezifischen Kinase- und Phos-
phataseinhibitoren wurde der Einfluss phosphorylierungsabhéngiger Signalkaskaden auf
die intrazelluldre Lokalisierung der PHD3 untersucht. Die Zellkerne (blau) wurden mittels
DAPI-Féarbung visualisiert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am Laser-
mikroskop LSM TCS S5P. Gezeigt ist ein beispielhaftes Experiment aus mindestens drei
unabhingigen Experimenten mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen. Der weile Bal-

ken unten rechts = 25 pym.
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4.3.2 Intrazellularer PHD2-Transport nach Mutation

vorhergesagter Phosphorylierungsstellen

Um die Bedeutung von Phosphorylierungen fiir den PHD2-Kernexport beurteilen zu
konnen, wurde der N-terminale Bereich der Aminosiuresequenz, in dem ein putati-
ves NES identifiziert werden konnte (Abbildung 4.12), auf mogliche Phosphorylie-
rungsstellen untersucht. Dabei konnten drei Serinreste innerhalb des putativen NES
an den Positionen S5, S12 und S14 identifiziert werden. Des Weiteren wurde durch
das Programm NetPhos 2.0 (Abschnitt 2.16) an der Position S39 eine potentielle
Phosphorylierungsstelle prognostiziert, die in rdumlicher Ndhe zum identifizierten
NES-Motiv liegt. Um die Rolle der vier potentiellen Phosphorylierungsstellen fiir
die intrazellulire PHD2-Lokalisierung zu iiberpriifen, wurden durch ortsgerichtete
Mutagenese (Abschnitt 3.3.7) Punktmutationen an diesen Positionen gesetzt und die
Serine durch Alanine ersetzt. Die intrazelluldre Lokalisierung der EGFP-markierten
PHD2-Punktmutanten wurde anschliefsend fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die
Lokalisierungsstudien ergaben, dass alle vier PHD2-Mutanten vorwiegend im Cy-
toplasma lokalsiert waren, wihrend Zugabe von LMB zu einer Akkumulation in
Zellkern und Cytoplasma fiihrte (Abbildung 4.18). Das beobachtete intrazelluldre
Expressionsmuster der Punktmutanten impliziert, dass die untersuchten Serinreste

nicht am Kernexport des Proteins beteiligt sind.
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4.4 Einfluss der Kompartimentierung auf die

molekulare Sauerstoffsensorik

Das Zusammenspiel von Kernimport und Kernexport eines Proteins und die Ver-
schiebung der intrazelluliren Lokalisierung vom einen ins andere Kompartiment
werden von eukaryotischen Zellen als Regulationsmechanismus fiir unterschiedliche
Signalwege ausgenutzt [132, 191|. PHD2 Wild-Typ ist sowohl im Cytoplasma als
auch im Zellkern lokalisiert und pendelt zwischen beiden Kompartimenten, wobei
die Rolle des Kerntransports bislang ungeklirt blieb. Die Identifikation der putati-
ven NLS- und NES-Sequenzbereiche in der PHD2-Aminosiduresequenz in Abschnitt
4.2 war die Voraussetzung dafiir, in diesem Abschnitt die Rolle der intrazelluldren
PHD2-Lokalisierung auf die Sauerstoffsensorik zu untersuchen. Anhand der PHD2-
Deletionsmutanten PHD2ANLS und PHD2ANES wurde die Sauerstoffsensorik in
dieser Arbeit erstmals in einem zelluldren Umfeld untersucht, in dem PHD2 kompar-
timentspezifisch exprimiert wurde. Dadurch konnte die Hydroxylase-Aktivitit der
cytoplasmatisch exprimierten PHD2 mit der der nukledr exprimierten verglichen
werden. In FRET-Messungen wurde die spezifische Interaktion zwischen HIF-1a
und PHD2 bzw. den kompartimentspezifisch exprimierten PHD2-Deletionsmutanten
untersucht. Um den Effekt der Kompartimentierung auf die Sauerstoffsensorik zu
untersuchen, wurden die transkriptionelle HIF-Aktivitdt, die Expression HIF-1a-
abhéngiger Zielgene und die HIF-1a-Proteinexpression in Zellen ermittelt, die zuvor
mit PHD2 Wild-Typ oder der jeweiligen PHD2-Deletionsmutante transient transfi-

ziert wurden.

4.4.1 Kompartimentspezifische Interaktion zwischen HIF-1«
und PHD2

Die FRET-Messungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Joachim Fandrey (Institut fiir Physiologie, Universitit Duisburg-Essen, Essen,

Abbildung 4.18 (gegeniiberliegende Seite): Einfluss potentieller Phosphory-
lierungsstellen auf die intrazellulire PHD2-Lokalisierung. U20S-Zellen wurden
mit PHD2-EGFP-Punktmutanten transfiziert. In die PHD2-Aminosiuresequenz wurden
durch ortsgerichtete Mutagenese spezifische Punktmutationen gesetzt. Die Serine an den
Positionen S5, S12, S14 und S39 wurden durch Alanine ersetzt. Durch fluoreszenzmikro-
skopische Auswertung erfolgte am Lasermikroskop LSM TCS S5P die Analyse der intrazel-
luldren Lokalisierung der Punktmutanten. Zellkerne (blau) wurden mittels DAPI-Farbung
visualisiert. Gezeigt ist ein beispielhaftes Experiment aus mindestens drei unabhingigen
Experimenten mit jeweils mindestens 30 analysierten Zellen. Der weike Balken unten rechts
= 25 pm.
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Deutschland) durchgefiihrt, um den Einfluss der Kompartimentierung auf die In-
teraktion zwischen HIF-la und PHD2 zu untersuchen. Diese Technik eignet sich
besonders gut zur Analyse von dynamischen Protein-Protein-Interaktionen und er-
moglicht deren Untersuchung in Zeit und Raum. Die fiir diese FRET-Messungen
bendtigten Konstrukte ECFP-HIF-1a-mut, EYFP-PHD2, EYFP-PHD2ANLS und
EYFP-PHD2ANES wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert (Abschnitte 3.3.7
und 3.3.9), wobei die FRET-Messungen von den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Joachim Fandrey durchgefiihrt wurden. HEK 293-Zellen wurden mit dem
Donor-Molekiil ECFP-HIF-1a und dem Akzeptor-Molekiill EYFP-PHD?2 transfiziert.
Nach Stabilisation von HIF-1a durch Zugabe von DMOG konnten hohe FRET-
Effizienzen in beiden Kompartimenten gemessen werden (Abbildung 4.19). Demnach
findet die Interaktion zwischen HIF-1av und PHDZ2 in Zellkern und Cytoplasma statt.
Die Bedeutung der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung wurde anschliefend durch
Kotransfektion von ECFP-HIF-1a und den Deletionsmutanten EYFP-PHD2ANLS
und PHD2ANES analysiert. Wie in Abbildung 4.19 gezeigt, konnte keine Interak-
tion zwischen ECFP-HIF-1a und der cytoplasmatisch lokalisierten Deletionsmutan-
te EYFP-PHDANLS detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden hohe FRET-
Effizienzen nach Kotransfektion von ECFP-HIFa und EYFP-PHD2ANES gemes-
sen. Obwohl ECFP-HIFa und EYFP-PHD2ANES in beiden Kompartimenten in-
teragieren, konnten die hochsten FRET-Effizienzen im Zellkern ermittelt werden
(Abbildung 4.19). Das Donor-Molekiil ECFP-HIF-1a-mut weist die Punktmutatio-
nen K719A und K753A auf, wodurch der Kernimport des Konstruktes inhibiert wird
und das Konstrukt vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert ist [35]. Nach Transfektion
des Donor-Molekiils ECFP-HIF-1a-mut und der Akzeptor-Molekiile EYFP-PHD2,
EYFP-PHD2ANLS und EYFP-PHD2ANES wurden hohe FRET-Effizienzen im Cy-
toplasma gemessen (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Einfluss der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung auf die
Hydroxylierung von HIF-1a. FRET-Messungen wurden durchgefiihrt, um den Ein-
fluss der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung auf die Interaktion zwischen HIF-la und
PHD?2 zu untersuchen. HEK293-Zellen wurden mit ECFP-HIF-1a oder ECFP-HIF-1a-mut
und EYFP-PHD2 Wild-Typ oder den Deletionsmutanten EYFP-PHD2ANLS und EYFP-
PHD2ANES kotransfiziert. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit den Leervektoren ECFP
und EYFP transfiziert wurden. (A) Reprisentative Fluoreszenzbilder der transfizierten
Zellen zeigen die Zellen im ECFP-Kanal (blau), im EYFP-Kanal (gelb) und im FRET-
Kanal in 400-facher Vergréferung. (B) Die FRET-Effizienzen |%| der mit ECFP-HIFla
und den EYFP-markierten PHD2-Konstrukten kotransfizierten Zellen wurden berechnet.
(C) Die FRET-Effizienzen |%]| der mit ECFP-HIFla-mut (HIF-1aK719AK753A) und den
EYFP-markierten PHD2-Konstrukten kotransfizierten Zellen wurden ermittelt.
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4.4.2 Einfluss der PHD2-Lokalisierung auf die trans-
kriptionelle HIF-Aktivitat

Mithilfe eines Reportergen-Assays wurde die HIF-a-Hydroxylase-Aktivitit der
PHD2 bestimmt, die durch die Inhibierung der transkriptionellen HIF-a-Aktivitat
reprisentiert wurde. Dazu wurden U20S-Zellen mit einem Hypoxie-responsiblen
Reporterkonstrukt, einem Renilla-Luziferase-kodierenden Plasmid und dem jewei-
ligen PHD2-EGFP-Konstrukt (PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS, PHD2ANES) bzw.
dem Leervektor pEGFP-N1 kotransfiziert (Abschnitt 3.1.4) und hypoxisch inku-
biert (3 % Os, 16 Stunden) (Abschnitt 3.1.5). Durch Messung der Firefly-Luziferase-
Aktivitat konnte die transkriptionelle HIF-Aktivitit in den Zelllysaten bestimmt
werden (Abschnitt 3.1.6). Auf die hypoxische Inkubation reagierte die HIF-abhéngige
Firefly-Luziferase, in Ubereinstimmung mit friitheren Ergebnissen [161], mit einer
fiinffach hoheren transkriptionellen Aktivitdt (Abbildung 4.20). Wihrend der Ana-
lyse der hypoxischen Induzierbarkeit wurde eine hohere relative Luziferase- Aktivitit
gemessen als bei den anschliefenden Untersuchungen zur Rolle der intrazelluldren
PHD2-Lokalisierung. Diese Schwankungen kénnen durch den Gebrauch unterschied-
licher Chargen der Transfektionsreagenz oder Schwankungen im Zellwachstum er-
klart werden.

Es konnte eine signifikante Inhibierung der transkriptionellen HIF-Aktivitat durch
Uberexpression von PHD2 Wild-Typ, im Vergleich zu Kontrolltransfektionen mit
dem EGFP-kodierenden Kontrollvektor pEGFP-N1, reproduziert werden (Abbil-
dung 4.20) [133]. Um im Folgenden die Rolle der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung
auf die Reporter-Aktivitit zu evaluieren, wurde die Deletionsmutante PHD2ANLS
iiberexprimiert. Wie in Abschnitt 4.2.3 dargestellt, beeintréchtigt die Deletion der
Aminosduren E196 bis H205, einer putativen NLS-Sequenz, den nukledren Import
von PHD2 und fiihrt zur cytoplasmatischen Retention des Proteins. Die Uberexpres-
sion von PHD2ANLS hatte, im Vergleich zur Uberexpression von PHD2 Wild-Typ,
einen signifikant geringeren Einfluss auf die transkriptionelle HIF-Aktivitét (Abbil-
dung 4.20). Im Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression des im Kernexport inhi-
bierten Plasmids PHD2ANES zu einer Inhibierung der HIF-Reporter-Aktivitat, die
mit der durch Uberexpression von PHD2 Wild-Typ beobachteten vergleichbar war
(Abbildung 4.20). Fiir PHD2 Wild-Typ und PHD2ANES ergibt sich eine signifikant
héhere Aktivitit fiir die HIF-a-Hydroxylierung als fiir PHD2ANLS.
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Abbildung 4.20: Einfluss der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung auf die
transkriptionelle HIF-Aktivitit. FEin Reportergen-Assay unter Verwendung eines
Hypoxie-responsiblen Reporterkonstruktes wurde zur Ermittlung der transkriptionellen
HIF-Aktivitdt nach hypoxischer Induktion durchgefiihrt, um die HIF-1a-Hydroxylierung
durch PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS und PHD2ANES zu beschreiben. (A) Zur Uber-
priifung der hypoxischen Induzierbarkeit wurden U20S-Zellen mit dem Reporterkon-
strukt, einem Renilla-Luziferase Konstrukt und dem Kontrollvektor pEGFP-N1 transient
transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die hypoxische Inkubation (3 % O2, 16 Stunden).
(B) U20S-Zellen wurden mit den Luziferase-Konstrukten und dem jeweiligen PHD2-
Konstrukt bzw. dem Kontrollvektor pEGFP-N1 transient transfiziert. 24 Stunden nach
Transfektion erfolgte die hypoxische Inkubation (3 % Og, 16 Stunden). Die Firefly-
Luziferase-Aktivitdt (FL) wurde auf die Renilla-Luziferase-Aktivitdt (RL) normalisiert.
Nox, Normoxie; Hox, Hypoxie; RL, Renilla-Luziferase; FL, Firefly-Luziferase; Kontr, Kon-
trolle; PHD2, PHD2-EGFP; ANLS, PHD2ANLS-EGFP; ANES, PHD2ANES-EGFP. Mit-
telwert = SD (Student’s t-test (A) bzw. One-way-ANOVA-Analyse, korrigiert nach Bon-
ferroni (B)), n = 6 (m = 18), **p < 0,01.

4.4.3 Einfluss der PHD2-Lokalisierung auf die Expression
HIF-1a-abhiangiger Zielgene

Um die Rolle der subzelluliren PHD2-Lokalisierung auf die Hypoxie-induzierte
HIF-1a-abhéngige Genexpression zu analysieren, wurde die Genexpression der
HIF-1a-Zielgene VEGE, MCT4 und GLUT1 bestimmt. Die RNA wurde aus mit dem
Kontrollvektor pEGFP-N1 oder den EGFP-markierten PHD2-Konstrukten transfi-
zierten Zellen isoliert. Durch quantitative real time-PCR (qRT-PCR)-Analyse (Ab-
schnitt 3.3.6) wurde die mRNA-Expression der untersuchten HIF-1a-Zielgene unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen ermittelt. Die Expression der HIF-1a-
Zielgene wurde durch hypoxische Inkubation induziert (Abbildung 4.21). Unter hy-
poxischen Bedingungen zeigte sich, dass die Genexpression von VEGF und GLUT1
durch die Uberexpression von PHD?2 signifikant inhibiert wurde (Abbildung 4.21).
Durch die Uberexpression der cytoplasmatischen Deletionsmutante PHD2ANLS
wurde die Genexpression von VEGF, MCT4 und GLUT1 nicht inhibiert (Abbildung
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4.21). ITm Unterschied dazu fiihrte die Uberexpression der im Kernexport inhibierten
Mutante PHD2ANES zur Inhibierung der relativen VEGF- und GLUT1-Expression
(Abbildung 4.21). Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR be-
stitigen, dass die kompartimentspezifische PHD2-Expression einen Einfluss auf die

HIF-1a-abhédngige Genexpression hat.

4.4.4 Einfluss der PHD2-Lokalisierung auf die HIF-1a-

Proteinexpression

Nachdem in den vorherigen Abschnitten gezeigt werden konnte, dass die subzel-
lulire PHD2-Lokalisierung einen Einfluss auf die transkriptionelle HIF-Aktivitét
und die Expression HIF-1la-abhéngiger Zielgene hat, wurde schlieflich der Zusam-
menhang zwischen HIF-1a-Proteinexpression und subzelluldrer PHD2-Lokalisierung
durch Western-Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.5) untersucht. U20S-Zellen wurden mit
dem Kontrollvektor pEGFP-N1 bzw. dem jeweiligen PHD2-Konstrukt transient
transfiziert. Begriindet durch die vergleichbar niedrige Sensitivitéit der Western-Blot-
Analyse und die Hemmung der enzymatischen PHD2-Aktivitdt durch verminderte
zelluliare Sauerstoffbedingungen, wurde eine HIF-1a-Stabilisierung durch hypoxische
Inkubation in diesem Experiment durch die Transfektion eines HIF-1a-kodierenden
Plasmids ersetzt. Die Western-Blot-Analyse ergab, dass die Expression aller PHD2-
Konstrukte zu einer Inhibierung der HIF-la-Proteinexpression fithrte (Abbildung
4.22). Interessanterweise wurde die HIF-1a-Proteinexpression durch Expression von
PHD2 Wild-Typ oder PHD2ANES signifikant starker inhibiert als durch Expression
der vorwiegend im Cytoplasma lokalisierten Deletionsmutante PHD2ANLS (Abbil-

Abbildung 4.21 (gegeniiberliegende Seite): Einfluss der intrazelluliren PHD2-
Lokalisierung auf die Expression HIF-la-abhingiger Zielgene. Die HIF-la-
Zielgenexpression wurde bestimmt, um Riickschliisse auf die HIF-1a-Hydroxylierung durch
PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS und PHD2ANES zu ziehen. (A) Zur Untersuchung der hy-
poxischen Induzierbarkeit wurden U20S-Zellen mit dem Leervektor pEGFP-N1 transfi-
ziert. Nach hypoxischer Inkubation (3 % Og2, 16 Stunden) wurden die Expressionsniveaus
der HIF-1a-Zielgene VEGF (Vaskuldrer Endothelialer Wachstumsfaktor), MCT4 (Mono-
carboxylattransporter 4) und GLUT1 (Glukosetransporter 1) untersucht. (B) U20S-Zellen
wurden mit dem jeweiligen PHD2-Konstrukt bzw. dem Kontrollvektor pEGFP-N1 tran-
sient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die hypoxische Inkubation
(3 % O2, 16 Stunden). Um die Expressionsniveaus der HIF-1a-Zielgene zu ermitteln, wur-
den Gen-spezifische Oligonukleotide und eine Standardreihe des jeweiligen Gen-spezifischen
Amplikons mittels qRT-PCR analysiert. Die Expressionsniveaus der HIF-1a-Zielgene wur-
den auf die 5-Aktin-Expression normalisiert. Die relativen Expressionsniveaus wurden nor-
malisert auf die relative Expression des jeweiligen Zielgens unter Transfektion des Kontroll-
vektors pEGFP-N1 (100 %). Kontr, Kontrolle; PHD2, PHD2-EGFP; ANLS, PHD2ANLS-
EGFP; ANES, PHD2ANES-EGFP. Mittelwert + SD (One-way-ANOVA-Analyse, korri-
giert nach Bonferroni), n = 6 (m = 18), **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 4.22: Einfluss der intrazelluliren PHD2-Lokalisierung auf die
HIF-1a-Proteinexpression. Um den Einfluss der kompartimentspezifischen PHD2-
Lokalisaton auf die HIF-1a-Proteinexpression beurteilen zu kénnen, wurde eine Western-
Blot-Analyse durchgefithrt. U20S-Zellen wurden mit den PHD2-EGFP-Konstrukten
PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS und PHD2ANES und einem HIF-la-kodierenden Plas-
mid (HIF-1a-pcDNA3) kotransfiziert. Der Nachweis des HIF-1a-Proteins im Gesamtzell-
lysat basiert auf dessen Visualisierung mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung
des spezifischen Primérkorpers Anti-HIF-1a und des passenden HRP-gekoppelten Anti-
Maus-Sekundérantikorpers sowie des Primérantikorpers Anti-Lamin A/C und des passen-
den Anti-Ziege-Sekundarantikérpers. (A) Dargestellt sind die HIF-1a- und Lamin A/C-
spezifischen Banden in einem représentativen Western-Blot. (B) Die relativen Signalinten-
sitdten wurden mittels Image J ermittelt. Die relativen HIF-1a-Signalintensititen wur-
den normalisiert auf die relative Signalintensitdt unter Transfektion des Kontrollvektors
pEGFP-N1 (100 %). Kontr, Kontrolle; PHD2, PHD2-EGFP; ANLS, PHD2ANLS-EGFP;
ANES, PHD2ANES-EGFP. Mittelwert + SD (One-way-ANOVA-Analyse, korrigiert nach
Bonferroni), n = 6, **p < 0,01.
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4.5 Einfluss der PHD2-Expression auf die Strahlen-

responsivitit von Tumorzellen

Das Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffversorgung und Sauerstoffbedarf fiihrt in
Tumorgeweben hiufig zur Ausbildung hypoxischer Regionen und zur Aktivierung
Hypoxie-abhingiger Signalwege. Die Expression des Transkriptionsfaktors HIF kor-
reliert dabei invers mit der verstirkten Radioresistenz hypoxischer Tumore. Auch die
Uberexpression und nukleire Translokation des HIF-a-Regulators PHD2 wurden mit
erhohter Tumoraggressivitéit in Kopf-Hals-Karzinomen assoziiert [85]. Dabei konnte
bisher nicht gezeigt werden, ob der Einfluss der PHD2 auf das Tumorwachstum von
ihrer Hydroxylase-Aktivitidt abhéngig ist. In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
ob die Inhibierung der PHD2-Expression einen Einfluss auf die Strahlenresponsivi-
tdat von Kopf-Hals-Karzinomzellen hat. Zusétzlich sollte in diesem Zusammenhang

die Bedeutung der kompartimentspezifischen PHD2-Expression analysiert werden.

4.5.1 Inhibierung der Strahlenresistenz durch PHD2

knockdown

Fiir den transienten PHD2 knockdown wurden humane Kopf-Hals-Karzinomzellen
der Zelllinie Fadu mit PHD2-spezifischer siRNA iiber 48 Stunden transfiziert (Ab-
schnitt 3.1.4). Anschliefend wurde die Expression der PHD2 durch Western-Blot-
Analyse (Abschnitt 3.4.5) untersucht. Wie in Abbildung 4.23 dargestellt, konnte
durch die siRNA-Behandlung ein signifikanter PHD2 knockdown erreicht werden.
Die Zellen wurden - wie in der Klinik iiblich - mit Einzeldosen von 2 Gy be-
strahlt. Zudem wurden Einzeldosen von 4 Gy verabreicht, um einen Kurvenverlauf
zu verdeutlichen. Auf die Bestrahlung mit héheren Strahlendosen wurde verzichtet,
da die hier verwendete Zelllinie in Vorarbeiten zu stark darauf reagierte und die
Bestimmung der relativen Uberlebensrate nach Bestrahlung mit héheren Strahlen-
dosen nicht moglich war. Normoxisch inkubierte Kontrollen und PHD2 knockdown
Tumorzellen wurden nach 48-stiindiger Behandlung mit siRNA am Linearbeschleu-
niger Mevatron 74 bestrahlt (Abschnitt 3.1.10). Anschliefend wurde die klonoge-
ne Wachstumsfraktion der Zellpopulationen mithilfe des Koloniebildungstests be-
stimmt (Abschnitt 3.1.11). Abbildung 4.24 stellt den Einfluss der PHD2-Defizienz
auf das klonogene Uberleben der Kopf-Hals-Karzinomzellen dar. Die Inhibierung
der PHD2-Expression resultiert in einer signifikanten Strahlensensibilisierung unter

normoxischen Bedingungen.
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Abbildung 4.23: siRNA-vermittelter PHD2 knockdown. Fadu-Zellen wurden iiber
48 Stunden mit PHD2-spezifischer siRNA behandelt. Die Expression von PHD2 im Ge-
samtzelllysat wurde durch Western-Blot-Analyse untersucht. (A) Gezeigt sind die PHD2-
und Lamin A/C-spezifischen Banden in einem représentativen Western-Blot. (B) Mithilfe
des Programmes Image J wurden die Signalintensititen ermittelt. Die relative PHD2-
Signalintensitét wurde auf die relative Signalintensitét der Kontrolle (100 %) normalisiert.
Kontr, Kontrolle. Mittelwert + SD (Student’s t-test), n = 3, **p < 0,01.
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Abbildung 4.24: Strahlensensibilisierung nach PHD2 knockdown. Fadu-Zellen
wurden iiber 48 Stunden mit PHD2-spezifischer siRNA behandelt, unter normoxischen
Bedingungen inkubiert und mit 2 oder 4 Gy bestrahlt. In einem Koloniebildungstest wur-
de das klonogene Uberleben der Wild-Typ und PHD2 knockdown Zellen bestimmt. Dar-
gestellt ist der prozentuale Anteil gewachsener Zellkolonien bestrahlter Wild-Typ oder
PHD2-defizienter Zellen gegeniiber deren unbestrahlten Kontrollzellen (normalisierte Da-
ten). Mittelwert + SD (Two-way-ANOVA-Analyse, korrigiert nach Bonferroni), n = 4
(m = 8), **p < 0,01, ns = nicht signifikant).
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4.5.2 Einfluss der subzellularen PHD2-Lokalisierung auf die

Strahlensensibilitat

Die Identifikation spezifischer Kerntransportsignale in der PHD2-Aminosiure-
sequenz (Abbildungen 4.10 und 4.12) ermdglicht die Untersuchung der Wirkung
der kompartimentspezifischen PHD2-Expression auf die Strahlenresponsivitit der
Tumorzellen. Die Tumorzellen wurden dafiir mit dem jeweiligen EGFP-fusionierten
PHD2-Konstrukt (PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS, PHD2ANES) transfiziert (Ab-
schnitt 3.1.4), fiir 24 Stunden normoxisch inkubiert und anschliefend mit 2 oder 4 Gy
bestrahlt (Abschnitt 3.1.10). Es erfolgte die Analyse der klonogenen Wachstums-
fraktion der Zellpopulationen mithilfe des Koloniebildungstests (Abschnitt 3.1.11).
Die Auswertung der normalisierten Daten ergab keine signifikanten Unterschiede
in der Strahlenresponsivitit der mit PHD2 Wild-Typ transfizierten Zellen und den
Zellen, die mit den EGFP-markierten PHD2-Deletionsmutanten PHD2ANLS und
PHD2ANES transfiziert wurden (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: Einfluss der subzelluliren PHD2-Lokalisierung auf die
Strahlenresponsivitit. Fadu-Zellen wurden iiber 24 Stunden mit den PHD2-EGFP-
Konstrukten PHD2 Wild-Typ, PHD2ANLS und PHD2ANES transfiziert, in Normoxie
inkubiert und mit 2 oder 4 Gy bestrahlt. Durch den Koloniebildungstest wurde das klono-
gene Uberleben der Zellen bestimmt und der Einfluss der PHD2-Lokalisierung ermittelt.
Der prozentuale Anteil gebildeter Zellkolonien bestrahlter Tumorzellen wurde auf deren
unbestrahlten Kontrollzellen normalisiert. Kontr, Kontrolle; PHD2, PHD2-EGFP; ANLS,
PHD2ANLS-EGFP; ANES, PHD2ANES-EGFP. Mittelwert + SD (Two-way-ANOVA-
Analyse, korrigiert nach Bonferroni), n = 3 (m = 6), ns = nicht signifikant.






KAPITEL S

Diskussion

Bei Vertebraten spielen die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF) eine zentrale Rol-
le fiir die Regulation der Sauerstoftfhomdostase. Die Stabilitidt dieser Transkripti-
onsfaktoren wird in Abhéngigkeit der Sauerstoffverfiigharkeit durch die Prolyl-4-
Hydroxylasen (PHD) reguliert. Die PHD sind als zelluldre Sauerstoffsensoren po-
tentielle Kandidatenmolekiile fiir die Modulation der zelluliren Sauerstoffversor-
gung im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung, z.B. bei kardiovaskuldren
und ischdmischen Krankheiten und in der Behandlung von Tumoren. Die vorliegende
Arbeit beschéftigt sich mit der prézisen Lokalisierung des molekularen Sauerstoffsen-
sings und der Rolle der intrazelluldren Transportprozesse der HIF-modifizierenden
PHD. Im ersten Teil wurden die Mechanismen des nukledren Imports der PHD-
Isoformen PHD2 und PHD3 untersucht und molekulare Determinanten fiir deren
Translokation identifiziert. In anschliekenden Untersuchungen wurde der Fokus auf
die Bedeutung der kompartimentspezifischen PHD2-Expression fiir die Regulation
des HIF-1-Signalweges gelegt. Anhand verschiedener Zellkulturmodelle wurde der
Einfluss der intrazellularen PHD2-Lokalisierung auf das HIF-abhéingige Sauerstoff-
sensing untersucht. Im letzten Teil dieser Arbeit wurde in Kopf-Hals-Karzinomzellen
in vitro die Abhéngigkeit der Strahlenresistenz von der PHD2-Expression und deren

intrazelluldrer Lokalisierung untersucht.

5.1 Regulation des nucleocytoplasmatischen
Transports von PHD2 und PHD3

Die Hypoxie-induzierbaren Faktoren aktivieren die Expression spezifischer Zielgene,
die direkt zur systemischen und zelluliren Anpassung an verminderte Sauerstoffbe-
dingungen beitragen, wodurch das Uberleben der Zelle gesichert wird. HIF-a muss
in den Zellkern, als Funktionsraum der Genregulation, transloziert werden, um dort
mit HIF-3 heterodimerisieren und an die DNA binden zu koénnen. Die Modifika-
tion des intrazelluldren Transports der HIF-a-Untereinheit bietet somit die Mog-

lichkeit, die HIF-abhingige Transkriptionsregulation zu beeinflussen. In friiheren
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Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der Transport verschiedener Mitglie-
der der HIF-abhéngigen Signalkaskade aktiv reguliert und durch das Importin «/f-
System vermittelt wird. Mithilfe von GST-Bindungsstudien wurden spezifische In-
teraktionen zwischen den HIF-1«, HIF-15 und HIF-2« und den nukleéren Transport-
Rezeptoren der Importin «/f-Familie nachgewiesen [35|. HIF-1a wird zudem iiber
die Importin S-dhnlichen Transport-Rezeptoren Importin 4 und Importin 7 in den
Zellkern transportiert [22]. Somit wird deutlich, dass der nukledre Import von HIF-«
ein komplexer, effektiv regulierter Prozess ist, an dem verschiedene nukleire Trans-
port-Rezeptoren beteiligt sind.

Die intrazelluldre Lokalisierung der PHD wurde 2003 erstmals von Metzen et al.
mithilfe von EGFP-markierten Fusionsproteinen in U20S-Zellen untersucht [133].
Interessanterweise zeigen die drei PHD-Isoformen trotz ihrer iibereinstimmenden en-
zymatischen HIF-a-Hydroxylase-Aktivitit spezifische intrazelluldre Lokalisierungs-
muster. Wahrend PHD1 ausschlieflich im Zellkern lokalisiert ist, wird PHD3 in
beiden Kompartimenten nachgewiesen. Fiir die PHD1 konnte gezeigt werden, dass
sie aktiv iiber das Importin «//3-System in den Zellkern importiert wird und dieser
Translokationsprozess von einem NLS abhéngt [176]. Die intrazellulére Lokalisierung
der PHD2 konnte zunéchst nicht eindeutig geklart werden. Wahrend Metzen et al.
eine vorwiegend cytoplasmatische Lokalisierung der PHD2 beschrieben [133], wur-
de in weiteren Studien eine teilweise Translokation in den Zellkern beobachtet [8].
Durch Inhibierung des Kernexport-Rezeptors CRM1 mithilfe des Cytotoxins LMB
konnte kiirzlich die intrazelluldre Lokalisierung der PHDZ2 ndher charakterisiert wer-
den. PHD2 pendelt zwischen Zellkern und Cytoplasma und wird CRM1-abhéngig
aus dem Zellkern exportiert [176].

Die Bedeutung des geregelten Kerntransports der drei PHD-Isoformen konn-
te bislang nicht geklart werden. Moglicherweise wird HIF-« nicht im Cytoplasma,
sondern im Zellkern durch die PHD modifiziert, fiir den proteasomalen Abbau mar-
kiert und durch das 26S-Proteasom degradiert. In diesem Modell wiirde dem intra-
zelluldren Transport der PHD eine essentielle, regulatorische Funktion mit grofer
Bedeutung fiir die Feinanpassung der Hypoxie-abhangigen Signaltransduktion und
des molekularen Sauerstoffsensings zukommen. Um diese Frage weiterfithrend zu
untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Mechanismus des intrazelluldren
Transports der PHD-Isoformen PHD2 und PHD3 néher charakterisiert. Der klassi-
sche Kernimport von Proteinen wird iiber die Importin «//3-Rezeptoren vermittelt.
Importin « erkennt und bindet dabei die NLS des Substrats. Importin 3 bindet an
die Kernporen der Kernmembran und ermdéglicht die Translokation des Proteinkom-
plexes.

Potentiell kann die Lokalisierung der PHD3 in Zellkern und Cytoplasma durch

ihre absolute Molekiilmasse von 27 kDa erkliart werden, da Proteine mit einer ab-
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soluten Molekiilmasse von bis zu ~40 kDa passiv durch die Kernporen diffundie-
ren konnen (als Ubersichtsartikel [119]). Trotzdem werden auch kleinere Proteine,
wie z.B. Nukleoplasmin, mit einer absoluten Molekiilmasse von ~33 kDa, iiber
die Importin «//-Rezeptoren in den Zellkern transportiert [100]. Fiir das Matrix-
Protein des Respiratorischen Synzytial-Virus (RSVM) und die HIV-1-Integrase konn-
te kiirzlich gezeigt werden, dass die passive Diffusion und die Bindung an nukleére
Komponenten zwar zur Anreicherung der Proteine im Zellkern beitrégt, aber ei-
ne maximale nukledre Akkumulation erst durch konventionelle Mechanismen iiber
Transport-Rezeptoren erreicht werden kann. Um ein &hnliches Modell fiir die PHD3
zu untersuchen, wurden GST-Bindungsstudien mit rekombinant aufgereinigter und
radioaktiv-markierter PHD3 durchgefiithrt (Abbildungen 4.1 und 4.3). Es konnte
hier erstmalig eine spezifische Bindung zwischen Importin o5 und PHD3 identifiziert
und somit die Abhéngigkeit der nukleiren PHD3-Lokalisation vom Importin «/f-
Transportsystem bewiesen werden. Zudem wurde eine schwache Bindung von PHD3
an die Importine al, a3, a4, a7 und Importin 8 detektiert. Die Spezifitit dieser
Interaktionen wurde, wie schon fiir PHD1 beschrieben, mithilfe von Verdringungs-
experimenten mit rekombinant aufgereinigtem Nukleoplasmin fiir die Importin-Iso-
formen al, a3 und b bestétigt (Abbildungen 4.2 und 4.4). Im Vergleich zu HIF-1q,
HIF-2c, HIF-18 und PHDI1, zeigt PHD3 eine grofere Importin a-Spezifitit, da
diese Komponenten des HIF-Signalweges von allen hier untersuchten Importin a-
Isoformen erkannt und gebunden werden |35, 176]. Durch die Bindung an verschie-
dene Importin a-Isoformen findet der Kernimport von HIF-1«, HIF-2«, HIF-15 und
PHD1 kontinuierlich statt und ist unabhingig von der Expression einer spezifischen
Importin a-Isoform. Dadurch ergibt sich ein Vorteil fiir den kontinuierlichen Kern-
import der Kargosubstrate, da die Expression der Importine wahrend des Zellzy-
klus und der Differenzierung unterschiedlich reguliert werden [99]. Da die PHD3
moglicherweise jedoch durch passive Diffusion in den Zellkern translozieren kann,
ist lediglich die maximale nukleire Akkumulation von der Expression spezifischer
Importin a-Isoformen abhingig. Die auffillig starke Bindungsintensitit zwischen
PHD3 und Importin ab, ist darauf zuriickzufiihren, dass Kargoproteine haufig mit
unterschiedlicher Effizienz von den Importin a-Isoformen transportiert werden. Fiir
diese unterschiedlichen Substrat-Spezifitdten der Importin a-Isoformen ist die NLS
zwar erforderlich, aber nicht ausreichend, da auch der Gesamtproteinkomplex eines
Substrates mafigeblich zur spezifischen Importin a-Bindung beitrigt [56].

Ferner wurde durch die Expression fluoreszenzmarkierter PHD3-Deletionskon-
strukte und die Durchfiihrung von GST-Bindungsstudien mit radioaktiv-markierten
PHD3-Deletionskonstrukten gezeigt, dass der C-terminale Bereich des Proteins ei-
ne wichtige Rolle fiir den nukledren Import spielt. Durch Lokalisierungsstudien mit

EGFP-markierten Proteinen wurde ein erstmals putatives NLS zwischen den Ami-
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nosduren L165 und P195 eingegrenzt (Abbildung 4.5, Seiten 79 und 80). Die Dele-
tion dieses Sequenzmotives fiihrt in GST-Bindungsstudien zu einer Verminderung
der Bindungsaffinitit von PHD3A165-195 an die untersuchten Importin-Isoformen
a3 und ab (Abbildung 4.6). Die trotz der Deletion des putativen NLS verbleiben-
de Bindungsaffinitit weist auf die Existenz eines zusétzlichen funktionellen NLS in
PHD3 hin, dessen Funktion und Importin a3/a5-Bindungsaffinitiat auch nach Dele-
tion der Aminosduren L165 bis P195 erhalten bleibt. Da der Kernimport durch Dele-
tion der Aminosduren 1165 bis P195 stark inhibiert wird, das PHD3/Importin «/f-
Bindungsverhalten durch diese Deletion aber nur geringfiigig beeinflusst wird, wa-
re ein alternativer Kernimport-Mechanismus, der Importin «//S-unabhéngig ver-
lduft und PHD3 mit hoher Effizienz in den Zellkern transportiert, eine Erklarung
fiir diesen Befund. Als mogliche Kernimport-Rezeptoren kimen dafiir bespielsweise
die Importin S-dhnlichen Proteine in Frage. In zukiinftigen Untersuchungen sollte
die Bindung der PHD3-Aminosduren 165 bis P195 an verschiedene Kernimport-
Rezeptoren untersucht werden. Wiahrend fiir die Import-Rezeptoren Importin 3
und Transportin 1 kanonische NLS-Konsensussequenzen definiert wurden, bleiben
die Eigenschaften der Signalsequenzen anderer Mitglieder der Importin S-dhnlichen
Proteinfamilie bislang unbekannt [28]. Die Tatsache, dass der eingegrenzte NLS-
Sequenzbereich der PHD3 zwischen den Aminosduren L165 und P195 keiner be-
kannten kanonischen NLS-Konsensussequenz entspricht, erhoht die Wahrscheinlich-
keit eines alternativen Kernimports iiber Importin S-dhnliche Proteine.

Im Gegensatz dazu beeinflusst die Deletion der PHD3-Aminosduren K222 bis
R226 in fluoreszenzmikroskopischen Lokalisierungsstudien das intrazelluldre Expres-
sionsmuster der Prolyl-4-Hydroxylase nicht (Abbildung 4.5, Seiten 79 und 80). Uner-
warteterweise wird die Importin a3/a5-Bindung durch Deletion dieses Aminosiure-
bereiches jedoch sehr stark inhibiert (Abbildung 4.6). Diese kontriren Befunde deu-
ten darauf hin, dass die Aminosduren K222 bis R226 den Importin «/f-abhéngigen
Kerntransport vermitteln. Der Sequenzbereich zwischen den Aminosduren K222 und
R226 entspricht zwar nicht den fiinf Konsensusklassen der klassischen monopartite
Importin «/p-abhéngigen NLS-Motive (Abschnitt 1.5.5), weist jedoch einen auffillig
hohen Anteil an basischen Aminoséiuren auf (*?KKKFR?*°). Tn Lokalisierungsstu-
dien mit EGFP-markiertem Fusionsprotein hat die Deletion der Aminosiuren K222
bis R226 keinen Einfluss auf die intrazellulére Lokalisierung des Proteins, da PHD3
zuséitzlich durch Importin «/f-unabhéngige Transportwege in den Zellkern translo-
ziert und diese Transportwege die Effizienz des Importin «/S-vermittelten Kernim-
ports der PHD3 scheinbar iibersteigen. Der Importin a//5-unabhéngige Kernimport
der PHD3 wird in dem hier aufgestellten Modell durch die Aminosduren L165 bis
P195 und/oder durch passive Diffusion vermittelt. Die im Rahmen dieser Arbeit

gewonnenen Ergebnisse zum Kernimport der PHD3 sind im Einklang mit friiheren
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Modellen, die den Kernimport von Proteinen iiber mehr als einen Signalweg und
die Existenz verschiedener Transportsignale beschreiben [22, 53]. Diese komplexen
Prozesse konnten dazu dienen, die effektive Regulation des Kerntransports zu stei-
gern. Dementsprechend konnte fiir die a-Untereinheit von HIF-1 gezeigt werden,
dass der Importin «/f-abhingige nukledre Import von einer klassischen NLS im
C-terminalen Bereich des Proteins abhingig ist [35]. Dariiber hinaus konnte ein zu-
sitzlicher Kernimport-Mechanismus iiber die Importine 4 und 7 identifiziert werden,
der durch eine N-terminale NLS vermittelt wird [22]. Der Kernimport des liganden-
aktivierten Glukokortikoid-Rezeptors ist ebenfalls abhédngig von verschiedenen NTLS-
Motiven. Wahrend die eine NLS einer klassischen monopartite NLS entspricht und
an Importin a2 bindet, konnte die zweite NLS bislang nur unzureichend charakteri-
siert werden. Jedoch wurde eine Bindung der Importine 7 und 8, die zur Familie der
Importin S-dhnlichen Proteine gehéren und direkt an ihre Kargoproteine binden, an
beide NLS-Motive beschrieben [53].

Der Kernimport der PHD2 wurde bereits in fritheren Studien untersucht [176].
Die Identifikation des Kernimport-Mechanismus der PHD?2 ist fiir die prézise Cha-
rakterisierung der intrazelluldren Lokalisierung des molekularen Sauerstoffsensings
von grofer Bedeutung, da PHD2 als Hauptregulator der HIF-1-Stabilitét gilt [10]. In
GST-Bindungsstudien konnte bisher keine Bindung von PHD2 an die Importin a/3-
Rezeptoren detektiert werden [176]. Prinzipiell kann der Kernimport von Proteinen
auch durch Interaktionspartner vermittelt werden, indem diese das Substrat bin-
den und durch einen Huckepack-Mechanismus in den Zellkern transportieren. Der
Tumorsuppressor breast cancer gene 1 (BRCA1) wird aktiv iiber die Importin «/f-
Rezeptoren in den Zellkern transportiert. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
BRCAL1 iiber einen Huckepack-Mechanismus in den Zellkern transportiert wird, bei
dem der Interaktionspartner BRCA1-associated RING domain protein 1 (BARDI)
eine Rolle spielt [187]. Auch fiir den transregulatorischen Faktor Sofl der Hefe
Saccharomyces cerevisiae, der an der ribosomalen Biogenese beteiligt ist, wurde ein
nukledrer Import iiber einen Huckepack-Mechanismus nachgewiesen. Die Interak-
tion zwischen Sofl und Kap121, das Importin 5-Homolog der Hefe, wird {iber den
transregulatorischen Faktor Nopl vermittelt, der direkt an Kap121 bindet [113].

In dieser Arbeit wurde der Kernimport der PHD2 iiber einen Huckepack-
Mechanismus untersucht. Dafiir wurde erstmals die Bindung der PHD2 an die
Importin «/f-Rezeptoren iiber die Interaktionspartner LIMD1 und HIF-1« unter-
sucht. Wie einleitend erwihnt (Abschnitt 1.2.2), ist HIF-1a ein Kargoprotein des
Importin «/f-Transportsystems [35]. Unter normoxischen Bedingungen weist
HIF-1o eine Halbwertszeit von t1/o < 5 min auf [195]. Daraus resultierend ldsst
sich auf eine sehr schnelle Interaktion zwischen den PHD und HIF-« schliefsen, de-

ren Kurzlebigkeit in Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-Messungen verdeut-
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licht wurde [203]. Der gekoppelte Kernimport von PHD2 {iber HIF-1« ist aufgrund
dieser kurzlebigen Interaktion unwahrscheinlich und konnte auch in dieser Arbeit fol-
gerichtig in Importin «/f-Bindungsstudien nicht demonstriert werden (Abbildung
4.9). Im Gegensatz zu HIF-1a konnte fiir den Tumorsuppressor LIMD1 der nukle-
are Import bisher nicht naher charakterisiert werden. Es ist jedoch bekannt, dass
LIMD1 mit PHD?2 interagiert und zwischen Zellkern und Nukleus pendelt [52, 171].
Der nukleire Export von LIMD1 ist vom Export-Rezeptor CRM1 abhéngig [171]. In
GST-Bindungsstudien konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Interaktion zwischen
LIMD1 und den Importin «/3-Rezeptoren detektiert werden (Abbildung 4.7). Auch
der Proteinkomplex bestehend aus LIMD1 und PHD2 zeigte keine Bindungsaktivi-
tiat an die untersuchten Importine (Abbildung 4.8). Diese Ergebnisse lassen darauf
schliefsen, dass LIMD1 iiber einen alternativen Kernimport-Mechanismus transpor-
tiert wird und PHD2 nicht im Komplex mit LIMD1 an die Importin a/5-Rezeptoren
bindet.

Fiir den Kernimport von PHD2 kime, neben einem Huckepack-Mechanismus,
die nukledre Translokation iiber andere Mitglieder der Proteinfamilie der Karyo-
pherine in Frage. Fiir zehn humane Karyopherine konnte bisher gezeigt werden,
dass sie Proteine in den Zellkern transportieren. In den letzten Jahren konnten fiir
Importin § und Transportin 1 zahlreiche Substrate identifiziert werden, wéihrend
der Import iiber andere Importin S-dhnliche Proteine nur fiir eine geringe Anzahl
an Proteinen nachgewiesen werden konnte |123]. Die Beteiligung der Importin (-
dhnlichen Proteine Importin 4 und Importin 7 am subzellularen Transport der Kom-
ponenten des HIF-abhéingigen Sauerstoffsensings konnte bereits demonstriert wer-
den, da die HIF-1a-Untereinheit iiber diese und andere Import-Rezeptoren in den
Zellkern importiert wird |22|. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Vorversuche
weisen jedoch nicht darauf hin, dass der Kernimport von PHD2 {iber Importin 4
und Importin 7 vermittelt wird. Allerdings konnten die dazu durchgefiihrten His-
Bindungsstudien aufgrund mangelnder Qualitit und Quantitit der aufgereinigten
His-markierten Importine nicht final ausgewertet werden. Trotzdem stellt der Kern-
import der PHD?2 iiber einen Importfaktor der Proteinfamilie der Karyopherine einen
vielversprechenden Ansatz dar, der in Zukunft mithilfe von optimierten Bindungs-
studien weiter untersucht werden sollte. Da der durch Importin S-dhnliche Proteine
vermittelte Kernimport typischerweise durch die kleine GTPase Ran reguliert wird,
kénnten zudem durch Pertubation des Ran-Konzentrationsgradienten Riickschliisse
auf den nukledren ITmport der PHD2 gezogen werden. Oxidativer Stress fiithrt zu
einer Verminderung der Transporteffizienz des Ran-vermittelten Kernimports und
zur Delokalisierung der Transport-Rezeptoren [67, 97|. Im Falle eines Kernimports
der PHD2 in Abhéngigkeit von Importin S-dhnlichen Proteinen, konnte oxidativer

Stress daher zu einer verminderten nukledren Anreicherung der PHD?2 fiihren.



5.1 Geregelter subzellularer Transport der PHD2 und PHD3 121

In den letzten Jahren wurden zudem zahlreiche Variationen zum konventio-
nellen Karyopherin-vermittelten Kernimport diskutiert, die auch fiir den Kernim-
port der PHD2 eine Rolle spielen konnten. Einige Transkriptionsfaktoren der high
mobility group (HMG)-Box-Familie, wie z.B. SOX9, werden iiber das Calcium-
bindende Protein Calmodulin in den Zellkern transportiert. Genau wie fiir PHD2
konnte auch fiir SOX9 gezeigt werden, dass es ein direktes Zielgen von HIF-1 ist
[134, 208]. Es kann daher spekuliert werden, dass weitere HIF-1-Zielgene mit Cal-
modulin interagieren und Calcium-abhéngig von einem Kompartiment in das andere
transportiert werden. Ein weiterer denkbarer Ansatz wire der Kernimport der PHD2
iiber direkte Interaktionen mit Nukleoporinen des Kernporen-Komplexes. Das pro-
minenteste Beispiel fiir diesen Importin-unabhingigen Kernimport-Mechanismus ist
[-Catenin, das kein klassisches NLS enthélt und direkt mit Komponenten der Nu-
kleoporine interagiert.

Obwohl der Kernimport-Mechanismus der PHD2 nicht ndher charakterisiert wer-
den konnte, sollten in dieser Arbeit durch Identifikation spezifischer Signalsequen-
zen innerhalb der Aminosiuresequenz von PHD2 Riickschliisse auf die Regulation
der intrazelluldren Lokalisierung gezogen werden. Viele NLS-Motive weisen geringe
Sequenzdhnlichkeiten auf und zeigen auch strukturell eine hohe Variabilitit, so-
dass die Vorhersage spezifischer NLS-Konsensussequenzen sehr schwierig ist [123].
Mit verschiedenen Datenbanken (PredictProtein, PSORT II Prediction) wurde keine
NLS-Konsensussequenz in der Aminosiduresequenz von PHD2 vorhergesagt. Daher
wurden EGFP-markierte PHD2-Deletionskonstrukte generiert und ihre intrazellula-
re Lokalisierung fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dadurch konnte hier erstmalig
gezeigt werden, dass der Kernimport von PHD2 von einem intakten Sequenzmotiv
zwischen den Aminosiduren E196 und H205 (**EYIVPCMNKH?%) abhiingt (Abbil-
dungen 4.10, Seiten 89 und 90). Bisher konnten lediglich fiir den klassischen Kern-
import iiber die Importin a/5-Rezeptoren und fiir den Transportin 1-vermittelten
Kernimport kanonische Konsensussequenzen identifiziert werden. Wie einleitend be-
schrieben (Abschnitt 1.5.5), erkennen die Importin a-Adapterproteine vorwiegend
kanonische NLS-Motive, die aus einem (monopartite) oder zwei (bipartite) basischen
Aminosédureclustern bestehen [103]. Das in dieser Arbeit identifizierte NLS in der
Aminosiuresequenz von PHD2 weist mit K203 nur einen basischen Aminoséurerest
auf. Zusammen mit fritheren Befunden, in denen keine Interaktion zwischen PHD2
und verschiedenen Importin a-Isoformen oder Importin [ identifiziert werden konn-
te [176], bestétigt die Identifikation einer nicht-klassischen NLS in PHD2, dass PHD2
kein Import-Substrat des klassischen Importin «/S-vermittelten Kernimports ist.

Kiirzlich konnte neben der klassischen NLS der Importin «/S-Rezeptoren zu-
dem der intrazelluldre Transport iiber den Rezeptor Transportin 1 ndher beschrieben

und ein korrespondierendes NLS, das Prolin-Tyrosin (PY)-NLS, identifiziert werden.
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Die Klasse der PY-NLS-Motive zeichnet sich strukturell durch ein N-terminales hy-
drophobes oder basisches Motiv, einen zentralen Argininrest und die C-terminale
PY-Sequenz aus [181]. Das in dieser Arbeit erstmalig identifizierte putative NLS
weicht strukturell von der beschriebenen PY-NLS ab und weist darauf hin, dass
PHD?2 nicht {iber Transportin 1 in den Zellkern importiert wird. Obwohl dieses NLS
keinem klassischen Konsensusmuster bereits identifizierter Lokalisierungssignale ent-
spricht, kann der nukledre Import iiber Transportin 1 nicht vollkommen ausgeschlos-
sen werden, da in seltenen Fillen nicht-klassische NLS-Motive von den Transport-
Rezeptoren erkannt und gebunden werden konnen. Beispiele fiir Proteine mit nicht-
klassischem NLS sind das Parathormon-verwandte Protein, das direkt an Importin S
bindet [110] und die Phospholipid-Scramblase 1, deren nicht-klassische NLS von
Importin « erkannt und gebunden wird [24]. Auch fiir Transportin 1 konnten in
den primiren Aminosiduresequenzen der heterogenen nukledren Ribonukleoproteine
H und F NLS-Motive in einer Glycin-Tyrosin-Arginin-reichen Doméne beschrieben
werden, die nicht mit der PY-NLS-Sequenz tibereinstimmen [190].

Neben dem Kernimport stellt der Kernexport den zweiten wichtigen Schritt fiir
die geregelte intrazelluldre Lokalisierung von Proteinen dar. Obwohl mit CRM1
bereits der nukledre Export-Rezeptor der PHD2 identifiziert wurde [176], konnte
bisher kein putatives Transportsignal fiir den nukledren Export in der priméren
Aminoséduresequenz von PHD2 beschrieben werden. Durch Lokalisierungsstudien
mit einem EGFP-markierten PHD2-Deletionskonstrukt gelang in dieser Arbeit erst-
mals die Identifikation eines NES im N-terminalen Bereich des Proteins. Das NES
wurde auf ein Sequenzmotiv zwischen den Aminosduren G6 und Y20 eingegrenzt
(*GGPGGPSPSERDRGY?") (Abbildung 4.12). Fir Kargoproteine des CRMI-
abhingigen Kernexports wurden vorwiegend kurze, Leucin-reiche Konsensusmotive
beschrieben [46], die hiufig auch andere hydrophobe Aminosiduren enthalten [200]
(als Ubersichtsartikel [205]). Darauf basierend wurde eine NES-Konsensussequenz
etabliert [107]. Das CRM1-abhingige NES ist jedoch ein komplexes und diverses
Signal, dessen Beschreibung durch eine einzige Konsensussequenz nicht ausreichend
ist [102]. Die Identifikation neuer funktioneller NES-Konsensussequenzen zeigt, dass
bisher beschriebene CRM1-abhéngige Exportsignale in ihrer Struktur variabler sind
als zunéchst angenommen [102]. Trotzdem passt das in dieser Arbeit identifizierte
NES nicht zu den bis heute beschriebenen kanonischen Konsensussequenz-Klassen,
da in diesem Motiv keine hydrophoben Aminosduren enthalten sind. Bis heute konn-
ten nur vereinzelt CRM1-abhéngige, nicht-kanonische NES identifiziert werden, de-
ren chemisch-physikalischer Charakter nicht von hydrophoben Aminosauren gepriagt
ist. Die Affinitdt der CRM1-Bindung des Kernimport-Rezeptors Snurprotein-1 hingt
von einer N-terminalen Leucin-reichen und einer grofsen nicht-kanonischen Sequenz-

doméne des Proteins ab, die nicht den hydrophoben Konsensussequenzen entspricht.



5.2 Nukleus-spezifische HIF-1a-Hydroxylierung durch PHD2 123

Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass dieses nicht-kanonische NES-
Motiv eine um ein Vielfaches stirkere Bindung von Snurprotein-1 an CRM1 ver-
mittelt als die Prototyp-NES des RNA-Transportproteins Rev des HIV-1 [151]. Es
kann daher geschlussfolgert werden, dass der CRM1-abhéngige nukledre Export auch
durch nicht-kanonische NES-Motive vermittelt werden kann. In dieser Arbeit wurde
eines der wenigen bisher beschriebenen nicht-klassischen NES-Motive identifiziert.
Zusatzlich zu CRM1 gibt es einige andere nukleire Export-Rezeptoren, wie
z.B. CAS, Exportin-4, Exportin-5, Exportin-6 und Exportin-7 (als Ubersichtsartikel
[205]). Trotzdem konnten neben dem klassischen CRM1-abhéngigen NES bis heute
keine Konsensussequenzen fiir den Kernexport identifiziert werden. Die Identifika-
tion eines nicht-kanonischen Exportsignals ldsst vermuten, dass PHD2 auch {iber
einen CRM1-abhingigen Huckepack-Mechanismus aus dem Zellkern transportiert
werden konnte. In diesem Modell wiirde PHD2 iiber den Sequenzbereich zwischen
den Aminosduren G6 bis Y20 an einen Interaktionspartner binden. Durch Bindung
des Interaktionspartners an CRM1 konnte der heterotrimere Proteinkomplex aus
dem Zellkern exportiert werden. In einigen Arbeiten konnten komplexe Huckepack-
Kernexport-Mechanismen beschrieben werden, von denen einige CRM1-abhingig
verlaufen. Prozessierte mRNA wird iiber einen heterodimeren Transport-Rezeptor
NXF1/pl5 aus dem Zellkern ins Cytoplasma transportiert. NXF1/pl5 interagiert
dabei direkt mit den Nukleoporinen des Kernporen-Komplexes. Im Gegensatz dazu
wird der Kernexport der grofen ribosomalen Untereinheit (60S) iiber einen CRM1-
abhéngigen Huckepack-Mechanismus vermittelt, bei dem das Adapterprotein NMD3
eine wichtige Rolle spielt [82]. Fiir PHD2 wire zudem das Vorhandensein zwei-
er NES-Motive in der priméiren Aminosduresequenz der PHD2 denkbar, die den
Kernexport iiber alternative Transportwege vermitteln. Dabei wére das in dieser
Arbeit identifizierte NES am CRM1-unabhingigen Kernexport beteiligt, wihrend
der CRM1-abhéngige Kernexport von einem bislang unbekannten NES abhinge.

5.2 Nukleus-spezifische HIF-1a-Hydroxylierung
durch PHD2

PHD2 spielt die Schliisselrolle in der Regulation der HIF-1a-Stabilitdt und ist der
kritische Sauerstoffsensor unter normoxischen Bedingungen in wvitro [10]. In den
letzten Jahren verdeutlichten zudem verschiedene Studien die essentielle Rolle der
Hydroxylase-abhingigen Aktivitit der PHD?2 fiir das zellulire Uberleben, die Proli-
feration, das Zellwachstum und die Tumorgenese. Zudem untersuchten Takeda et al.
den Einfluss der Phd-Expression auf die Embryogenese von Méusen in vivo [184].
Phd2-defiziente Mause iiberleben durch schwere Defekte der Plazenta und des Her-
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zens das Embryonalstadium nicht, wihrend sich Phd1~/~ und Phd3~/~ Msuse of-
fensichtlich normal entwickeln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig spezifische Transportsignale in der
primédren Aminosduresequenz von PHD2 identifiziert. Dadurch wurde die Analyse
der PHD2-Hydroxylase-Aktivitit in einem zelluliren Modell ermoglicht, in dem die
Aktivitat von PHD2ANLS auf das Cytoplasma begrenzt und die von PHD2ANES
auf beide Kompartimente verteilt ist. Bei den Analysen im Rahmen dieser Arbeit
zeigte sich, dass die Uberexpression von PHD2 Wild-Typ und PHD2ANES die
transkriptionelle HIF-Aktivitit, die Expression HIF-1-abhéngiger Zielgene und die
HIF-1a-Proteinexpression inhibiert (Abbildungen 4.20, 4.21 und 4.22). Im Gegen-
satz dazu hatte die Uberexpression der cytoplasmatisch lokalisierten PHD2ANLS-
Deletionsmutante nur geringe Effekte auf die transkriptionelle HIF-Aktivitiat und
die Expression der HIF-1-abhingigen Zielgene (Abbildungen 4.20 und 4.21). Auch
die HIF-1a-Proteinexpression war nach Uberexpression von PHD2ANLS signifi-
kant hoher als nach Uberexpression von PHD2 Wild-typ und PHD2ANES (Ab-
bildung 4.22). Diese Ergebnisse implizieren eine kritische Rolle der intrazelluléren
PHD2-Lokalisierung im Bezug auf ihre Funktion als Regulator der HIF-1a-Stabilitéit
in vitro. Die Hydroxylase-Aktivitat der PHD2 im nukledren Kompartiment ist gro-
fser als im Cytoplasma. Die hohere PHD2-Aktivitit im Zellkern konnte durch eine
differentielle Komplexbildung der PHD2 in Zellkern und Cytoplasma begriindet sein.
In Kopf-Hals-Karzinomzellen weist das PHD2-EGFP-Fusionskonstrukt im nukledren
Kompartiment eine hohere Mobilitat auf als im Cytoplasma, die durch Unterschiede
in der kompartimentspezifischen Komplexbildung begriindet sein konnte [85]. Aus
den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich ein Modell, in dem das molekulare Sauer-
stoffsensing durch PHD2 im Zellkern lokalisiert ist, der Transkriptionsfaktor HIF-1a
im Zellkern durch PHD2 hydroxyliert und durch das Ubiquitin-Proteasom-System
degradiert wird. Da gezeigt werden konnte, dass PHD?2 in vitro der Hauptregulator
von HIF-la ist, wihrend PHD3 vorwiegend zur Hydroxylierung von HIF-2a bei-
tragt [2, 10], sollte zukiinftig die Bedeutung der intrazelluliren Lokalisierung der
zwei PHD-Isoformen PHD1 und PHDS3 fiir die molekulare Sauerstoffsensorik, be-
sonders in Hinblick auf die Hydroxylierung von HIF-2a, untersucht werden.

In Anbetracht dessen, dass die katalytische Aktivitdt der PHD2 von den Ami-
nosduren H313, D315 und H374 abhingt, ist es unwahrscheinlich, dass die Deletion
der Aminosduren E196 bis H205 die enzymatische Aktivitdt der PHD2 direkt be-
einflusst. Die Aminosdure C201 wurde als zweite Metall-Bindestelle der PHD dis-
kutiert, da sie Zink und Cadmium cheliert [128]. Zudem konnte kiirzlich gezeigt
werden, dass die Punktmutation C201S die Hydroxylase-Aktivitit der PHD2 stei-
gert [147]. Im Gegensatz dazu hat die Mutation P200Q) einen geringen inhibito-
rischen Einfluss auf die Hydroxylase-Aktivitdt der PHD2. Wahrend die transkrip-
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tionelle HIF-a-Aktivitdt durch die PHD2-Mutation P200Q nicht beeinflusst wird,
konnte in PHD-Aktivitdtsassays mit dieser Mutante ein geringer Zeitverzug der
HIF-la-Hydroxylierung beobachtet werden [108]. Eindeutig konnte dennoch nicht
geklart werden, ob der Aminosdurerest C201 und sein flankierender Sequenzbereich
relevant sind fiir die Rolle der PHD2 als Sauerstoffsensor. In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Joachim Fandrey werden derzeit PHD-Aktivitdtsassays
durchgefiihrt, um die Modifikation der Hydroxylase-Aktivitdt durch die eingebrach-
ten Deletionen der Aminosiuren E196 bis H205 (PHD2A196-205) und G6 bis Y20
(PHD2A6-20) auszuschliefen. Vorlaufige Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Ak-
tivitdt der PHD2 fiir die Hydroxylierung von HIF-1a durch die Mutationen nicht
beeinflusst wird. In FRET-Messungen, die ebenfalls in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Joachim Fandrey durchgefiihrt wurden, konnte eine Interaktion
zwischen HIF-1oo und PHD2 bzw. PHD2ANES in beiden Kompartimenten detektiert
werden, wobei die hochste FRET-Effizienz im Zellkern gemessen wurde (Abbildung
4.19). Zudem wurde deutlich, dass die Interaktion von HIF-law mit PHD2 durch
die Deletion der putativen NLS zwischen den Aminosduren E196 bis H205 inhibiert
wird. Im Gegensatz dazu findet eine Interaktion zwischen einer cytoplasmatisch lo-
kalisierten HIF-1a-Mutante und der Deletionsmutante PHD2ANLS statt. Diese Fr-
gebnisse implizieren, dass die Inhibierung der HIF-1oo/PHD2-Interaktion vornehm-
lich auf die intrazelluldre Lokalisierung der PHD2-Deletionsmutante zuriickzufiihren
ist und nicht auf die Deletion eines fiir die HIF-1a-Hydroxylierung essentiellen Se-
quenzmotives der PHD2. Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass die
Hydroxylase-Aktivitdt der PHD2 von ihrer intrazelluliren Lokalisierung abhangt
und durch Deletion der Aminosduren E196 bis H205 nicht inhibiert wird.

Die préazise intrazellulare Lokalisierung des molekularen Sauerstoffsensings wurde
in den letzten Jahren kontrovers diskutiert. In Reportergen-Assays, qRT-PCR Ex-
perimenten und Western-Blot-Analysen (Abbildungen 4.20, 4.21 und 4.22) konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die PHD2-Deletionsmutante PHD2ANLS
deren Kernimport stark inhibiert ist, eine geringere HIF-1a-Hydroxylase-Aktivitat
aufweist als PHD2 Wild-Typ. Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnten Berchner-
Pfannschmidt et al. durch Zellfraktionierung und anschliefende PHD-Aktivitéts-
assays bereits verdeutlichen, dass von nukledren Zellextrakten eine gréfere PHD2-
Aktivitdt ausgeht als von cytoplasmatischen Zellextrakten [8]. Inkubation der Zellen
unter hypoxischen Bedingungen oder im Gegenwart von NO fiihrte zur Induktion der
PHD-Aktivitat. Obwohl der Anstieg der PHD-Aktivitat in beiden Kompartimenten
stattfand, war er iiberwiegend in nukledren Extrakten detektierbar [8].

Die Ubiquitinierung und Degradierung nukledrer Proteine ist abhéngig von der
intrazelluldren Lokalisierung des Substratproteins und der Komponenten des

Ubiquitin-Proteasom-Systems. Die Untereinheiten des 26S-Proteasoms kénnen in

)
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Zellkern und Cytoplasma nachgewiesen werden und regulieren in beiden Kompar-
timenten die Degradierung Zellkern-lokalisierter Proteine [129, 153]. In dem hier
vorgeschlagenen Modell induziert PHD2 vorwiegend im Zellkern die Hydroxylierung
von HIF-1q, die die Voraussetzung fiir die Ubiquitinierung durch das von-Hippel-
Lindau-Protein (pVHL) darstellt. Die Befunde von Groulx und Lee unterstiitzen die
Annahme, dass der Kernimport eine kritische Rolle fiir das molekulare Sauerstoff-
sensing einnimmt. Sie diskutierten, dass der nukleo-cytoplasmatische Transport des
pVHL eine wichtige Voraussetzung ist fiir die sauerstoffabhéingige Ubiquitinierung
und Degradierung der HIF-a-Untereinheiten [64]. Zudem konnten Groulx und Lee
durch Inhibierung der drei PHD-Isoformen zeigen, dass die nukleidre Ubiquitinierung
von HIF-a von der nukleiiren Lokalisierung der PHD abhéngig ist [64].

In fritheren Studien wurde die Bedeutung der nukleiren PHD2-Lokalisierung fiir
die Proliferation und das Wachstum verschiedener Tumore diskutiert. Wie einlei-
tend bereits erwdhnt (Abschnitt 1.4.2), wurde in verschiedenen Tumorzelllinien ge-
zeigt, dass eine Verschiebung der subzellularen PHD2-Lokalisierung in den Zellkern
mit einem bosartigeren Krankheitsbild einhergeht [31, 83, 85]. In pankreatischen
endokrinen Tumoren wird eine erhohte nukledre Expression der PHD2 mit einem
besonders aggressiven Phanotyp assoziiert [31]. Dementsprechend wird eine erhdhte
PHD2-Expression im Zellkern in Kopf-Hals-Karzinomen mit verminderter Zelldiffe-
renzierung, erhohter Proliferation und schlechten Prognosen in Verbindung gebracht
|83, 85]. Bisher bleibt jedoch unklar, ob der Effekt der PHD2-Expression auf die Tu-
morentwicklung von ihrer Hydroxylase-Aktivitit abhingig ist. Durch Experimente
in Osteosarkomzellen konnte in dieser Arbeit die Bedeutung des nucleocytoplasma-
tischen Transports und der kompartimentspezifischen PHD2-Expression hervorgeho-
ben werden (Abbildungen 4.20, 4.21 und 4.22). Die dadurch gewonnenen Ergebnisse
sind im volligen Einklang mit Jokilehto et al. und demonstrieren eine kritische Rolle
der nukledren PHD2-Expression fiir die Hydroxylierung von HIF-1a [84].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen zum Mechanis-
mus des geregelten Kerntransports der PHD-Isoformen PHD2 und PHD3 tragen
dazu bei, den Mechanismus des molekularen Sauerstoffsensings und der HIF-o-
Hydroxylierung unter normoxischen Bedingungen zu verstehen. Abbildung 5.1 zeigt
die Wege des Kerntransports der Komponenten des HIF-abhingigen Sauerstoffsen-
sings. HIF-1«, HIF-2¢«,, PHD1 und PHD3 werden iiber den klassischen Importin a/3-
Transportweg in den Zellkern transportiert. Der Kerntransport der PHD2 hingt von
spezifischen Motiven in der priméren Aminosduresequenz des Proteins ab. Zudem
konnte durch die Identifikation molekularer Determinanten der intrazelluldren Lo-
kalisierung der PHD2 gezeigt werden, dass die nukledre Lokalisierung der PHD2
im Hinblick auf ihre HIF-1a-Hydroxylase-Aktivitat eine zentrale Rolle spielt. Unter

normoxischen Bedingungen wird HIF-1a, entgegen fritheren Annahmen, im Zellkern
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durch die PHD hydroxyliert. Nach Bindung an pVHL wird der Transkriptionsfak-
tor HIF-a im Zellkern, dem Funktionsraum der Transkriptionsregulation, durch das
proteasomale System degradiert. Zusétzlich kann HIF-a nach pVHL-Bindung auch
CRM1-abhingig ins Cytoplasma exportiert und dort degradiert werden.

Abbau von HIF-a
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Abbildung 5.1: Kerntransport der Komponenten der molekularen Sauerstoff-
sensorik. Der Kernimport der HIF-Untereinheiten sowie der PHD-Isoformen PHD1 und
PHD3 verlduft iiber das Importin «/S-System und konnte in fritheren Arbeiten [35, 176|
bzw. in dieser Arbeit aufgeklart werden. Fiir PHD2 konnte eine Signalsequenz identifiziert
werden, die den Kernimport vermittelt. Der Kernexport von HIF-1a und der PHD2 wird
von CRM1 vermittelt und ist von spezifischen NES-Motiven abhéngig. Bislang ungeklér-
te Transport-Mechanismen sind durch drei Fragezeichen gekennzeichnet. Im Zellkern wird
HIF-a unter normoxischen Bedingungen durch die PHD hydroxyliert und proteasomal de-
gradiert. Unter hypoxischen Bedingungen aktiviert HIF im Zellkern die Expression der
HIF-abhéngigen Zielgene.




128 Diskussion

5.3 Steigerung der Strahlenresistenz von

Tumorzellen durch PHD2-Expression

Diesem Ansatz lag die Beobachtung zugrunde, dass hypoxische Verhéltnisse in Tu-
morzellen die maligne Progression begiinstigen und die Strahlenresistenz erhéhen,
wodurch der Therapieerfolg in der Klinik stark beeintrichtigt wird. Die Ausbildung
hypoxischer Regionen gilt daher als Marker fiir schlechte Prognosen und vermin-
derte Uberlebenschancen des Patienten [150]. Um die Therapierbarkeit hypoxischer
Tumore zu steigern, ist es vielversprechend, Signalwege, die fiir das Uberleben der
Tumorzellen essentiell sind, zu inhibieren. Da HIF eine entscheidende Rolle in der
Regulation der sauerstoffabhéngigen Genexpression einnimmt, sind Substanzen, die
auf die Inaktivierung von HIF abzielen, in den Fokus der Tumorforschung geriickt.
HIF-1 gilt heute als aussichtsreicher therapeutischer Angriffspunkt in der Tumor-
therapie, da dieser Transkriptionsfaktor positiv mit der metastasischen Ausbreitung
von Tumoren und einer erhdhten Resistenz gegeniiber Chemo- und Radiotherapie
korreliert [11, 178].

Neben einer erhohten HIF-Expression ist in den letzten Jahren auch die erhéhte
Expression der drei PHD-Isoformen vermehrt mit einem maligneren Tumorphénotyp
assoziiert worden. Wie in Abschnitt 1.4.2 erwéhnt, ist neben der zelluliren PHD-
Expression dabei besonders die Untersuchung der Bedeutung der nukledren PHD2-
Lokalisierung ein zentrales Ziel der Forschung. Luukkaa et al. gelang es, in Kopf-
Hals-Karzinomen eine Korrelation zwischen der nukledren PHD2-Expression und
der Therapierbarkeit der entarteten Zellen herzustellen [122]. Durch die vorliegenden
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung der PHD2-Expression
das Wachstum und die Strahlenresistenz von Tumorzellen steigern kann. Die Iden-
tifikation spezifischer Transport-Signale in der Aminosduresequenz von PHD2 (Ab-
bildungen 4.10 und 4.12) ermoglichte es zudem erstmals, den Einfluss der kom-
partimentspezifischen PHD2-Expression auf die zelltypspezifische Tumorgenitét, die
Strahlensensibilitdt und die Therapierbarkeit von Tumorzellen zu untersuchen.

Die in einem in vitro Modell gewonnenen Ergebnisse basieren auf einem siRNA-
vermittelten knockdown der PHD2. Die aus den klonogenen Assays mit PHD2-
defizienten Zellen gewonnenen Erkenntnisse bestétigen den Einfluss von PHD2 auf
die Strahlensensibilitiat von Kopf-Hals-Karzinomzellen unter normoxischen Bedin-
gungen. In Ubereinstimmung mit aus der Klinik stammenden Beobachtungen [85,
122] tragt der selektive PHD2 knockdown zur Erhohung der Strahlensensibilitét
von Kopf-Hals-Karzinomzellen bei. Die Blockierung des zelluldren Sauerstoffsensors
PHD2 kann daher als aussichtsreich beurteilt werden, um die Erfolgschancen einer

Strahlentherapie zu verbessern.
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Die identifizierten kompartimentspezifisch exprimierten PHD2-Deletionsmutan-
ten wurden in Kopf-Hals-Karzinomzellen transfiziert, um den Einfluss der PHD2-
Lokalisierung auf die Strahlensensibilitiit in vitro zu untersuchen. Uberraschender-
weise ergaben sich aus den klonogenen Assays keine Erkenntnisse {iber eine Assozia-
tion zwischen intrazellularer PHD2-Lokalisierung und Strahlenresistenz der Kopf-
Hals-Karzinomzellen. Diese Daten implizieren, dass die kanzerogene Wirkung der
PHD?2 in Kopf-Hals-Karzinomzellen unabhéngig ist von ihrer HIF-1a-Hydroxylase-
Aktivitit, da in den vorigen Abschnitten dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass
die PHD2-Aktivitat fiir die Hydroxylierung von HIF-1a vorwiegend im Zellkern in-
duziert wird. Diese Ergebnisse gehen konform mit friitheren Untersuchungen von
Jokilehto et al., in denen gezeigt werden konnte, dass die PHD2 das verankerungs-
unabhéngige Wachstum von Zervixkarzinomzellen fordert, wobei dieser Effekt un-
abhéngig ist von ihrer HIF-1a-Hydroxylase-Aktivitét [83].

Neben ihrer Rolle in der Tumorentwicklung sind die PHD zusétzlich in zahlrei-
che Hypoxie-unabhingige Zellsignalwege involviert und gelten als zelluldre Sauer-
stoffsensoren, da sie durch spezifische Hydroxylierungen den proteasomalen Abbau
der HIF-a-Untereinheiten regulieren |33, 80, 135]. Die Inhibierung der PHD2 kann
daher die Stabilitdt von HIF-a in Tumorzellen begiinstigen. Eine erhdhte Expressi-
on des Transkriptionsfaktors HIF wurde jedoch mit dem Uberleben, der Invasion,
der Proliferation und der metastasischen Ausbreitung von Tumorzellen assoziiert
(als Ubersichtsartikel [165]). HIF-1a-defiziente Tumore sind daher besser durch Ra-
diotherapie zu behandeln als solche mit funktionellem HIF [202]. Sowohl die drei
PHD-Isoformen als auch HIF sind an Hypoxie-unabhingigen Zellsignalwegen betei-
ligt. Aus diesen Griinden miissen eventuelle Konsequenzen einer PHD-Inhibierung,
insbesondere im Hinblick auf die Stabilisierung von HIF, in verschiedenen Geweben
bedacht werden.

Zuletzt sollte ein weiterer Aspekt nicht unberiicksichtigt bleiben. Die Wirkungs-
weise der therapeutischen PHD-Inhibierung weist hiufig eine nicht ausreichende
Selektivitdt auf, sodass weitreichende Konsequenzen fiir den gesamten Organismus
nicht ausgeschlossen werden kénnen. Durch die Verwendung von a-KG-Analoga wer-
den die PHD in ihrer enzymatischen Aktivitéit inhibiert, da a-KG ein essentieller Ko-
faktor der PHD ist. Ein Beispiel ist DMOG, ein zellpermeables a-KG-Analogon, das
in vitro haufig zur HIF-Stabilisierung eingesetzt wird. Weitere a-KG-Analoga konn-
ten in hoher Anzahl synthetisiert werden und wurden teilweise bereits in pharmako-
logischen Studien eingesetzt [4, 5| (als Ubersichtsartikel [68]). Zu diesem Zeitpunkt
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass durch den Einsatz der a-KG-Analoga,
nicht nur die Aktivitdt der PHD inhibiert wird. Der Einfluss der a-KG-Analoga auf
die Aktivitat zusdtzlicher, bisher nicht identifizierter Enzyme der Familie der a-KG-

abhéngigen Oxygenasen, bleibt dabei zu beriicksichtigen. Die Hemmung der PHD
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durch Eisenchelatoren, wie z.B. Desferrioxamin (DFO), kann die Einschrinkung
anderer Biomolekiile bewirken. Neben Hédmoglobin und Myoglobin hingt auch die
Aktivitdt verschiedener Enzyme, wie z. B. Cytochrome und Peroxidasen, von der
Eisenverfiigbarkeit ab. Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass in der Ent-
wicklung von Substanzen, die den molekularen Sauerstoffsensor PHD2 blockieren,
fiir die Tumorforschung groftes Potential liegt. Jedoch ist die Komplexitédt der mole-
kularen Sauerstoffsensorik in der Tumorentwicklung grofser als bisher angenommen

und bringt daher grofte experimentelle Herausforderungen mit sich.

5.4 Ausblick

Bisher konnten zahlreiche Fragen zur Regulation der molekularen Sauerstoffsensorik
nicht abschliefiend geklirt werden: Welche Rolle spielt der nukledre Import der PHD-
Isoformen PHD1 und PHD3 im Hinblick auf die Regulation der HIF-2a-Stabilitét?
In welchem Bezug steht der nukledre Export der PHD zur Regulation der moleku-
laren Sauerstoffsensorik? Welche nukledren Transport-Rezeptoren sind, aufser dem
Importin «/S-vermittelten Kernimport und dem CRMI-abhéngigen Kernexport,
an intrazelluliren Transportmechanismen der PHD beteiligt? Konnen die in den
in vitro Studien gewonnenen Erkenntnisse in Osteosarkomzellen auf weitere in vitro
und in vivo Modelle iibertragen werden? Welche Rolle spielen PHD-Modulatoren
zukiinftig in der Entwicklung neuer Tumortherapien?

Durch siRNA-vermittelten knockdown wurde der Einfluss der PHD2-Expression
auf die Strahlenresponsivitit von Tumorzellen untersucht. Die gewonnenen Erkennt-
nisse basieren jedoch lediglich auf in witro Experimenten in Kopf-Hals-Karzinom-
zellen. Um Riickschliisse auf grundlegende Mechanismen der Ausbildung einer Strah-
lenresistenz ziehen zu konnen und die zelltypspezifische Tumorgenitit zu analysie-
ren, miissen in zukiinftigen Untersuchungen iibereinstimmende Resultate aus der
Gegeniiberstellung von verschiedenen Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs gewon-
nen werden. Da gezeigt werden konnte, dass die PHD die zellulire Sauerstoffsenso-
rik regulieren und auch an HIF-unabhéngigen Zellsignalkaskaden beteiligt sind, ist
genauestes Verstandnis iiber Effekte der PHD-Inhibierung unerlésslich fiir die Ent-
wicklung neuer Behandlungsmoglichkeiten in der Tumortherapie. Zeitfenster und
Art der Behandlung miissen vor einem potentiellen Einsatz von PHD-Inhibitoren in
der Klinik genauestens untersucht werden, da die komplette Inhibierung der PHD
Konsequenzen fiir den gesamten Organismus mit sich bringt.

Der nukledre Import der PHD-Isoformen PHD2 und PHD3 wurde im Rahmen
dieser Arbeit untersucht. Die gewonnenen Ergebnisse beweisen zusammen mit frii-

heren Untersuchungen, dass neben der intrazelluldren Lokalisierung der PHD1 auch



5.4 Ausblick 131

die der PHD-Isoformen PHD2 und PHD3 geregelten Kerntransport-Mechanismen
unterliegt [176]. Die Bedeutung des Kernimports und -exports der PHD fiir die
HIF-abhéngige Genexpression sollte des Weiteren isoformspezifisch untersucht wer-
den. Die Erstellung eines umfassenden Bildes aller subzelluldren Transportprozesse
in der HIF-abhéngigen Sauerstoffsensorik wiirde eine Einordnung ins physiologische
Gesamtsystem ermoglichen.

Fiir die Regulation der molekularen Sauerstoffsensorik in Osteosarkomzellen ist
der nukledre Import der PHD2 von grofter Bedeutung. Wie auch die vorliegende
Arbeit, konzentrieren sich die meisten bisherigen Analysen auf diesem Gebiet auf
die HIF-Hydroxylase-Aktivitat der PHD in einem bestimmten Zelltyp [8, 83|. Zur
Ergriindung der regulatorischen Prozesse ist es essentiell, Variationen in Abhén-
gigkeit von der Spezies, dem Gewebe und dem zelluliren Umfeld in Betracht zu
ziehen. Tatsdchlich gilt es, zu untersuchen, ob es sich bei der Hydroxylierung der
HIF-1a-Untereinheit durch PHD2 im nukledren Kompartiment um einen grundle-
genden regulatorischen Mechanismus handelt. Alternativ kdnnten zelltypspezifische
Unterschiede zur Feinregulierung der zelluliren Anpassung an die gegebenen Sauer-
stoffbedingungen in den Geweben dienen. Weitere in vitro Experimente in immorta-
lisierten Zelllinien und Priméarzellkulturen verschiedener Gewebe sind unerlésslich,
um die Kenntnisse iiber die Bedeutung intrazelluldrer Transportmechanismen fiir
die dynamische Regulation der molekularen Sauerstoffsensorik zu erweitern.

Ferner ermoglichen die hier gewonnenen Erkenntnisse iiber die Bedeutung der
kompartimentspezifischen PHD2-Expression, zusammen mit der Identifikation eines
funktionellen NLS in der Aminosiuresequenz der PHD2, moglicherweise die spezifi-
sche Inhibierung einer einzelnen PHD-Isoform. Bisher identifizierte PHD-Inhibitoren
weisen eine unspezifische Wirkungsweise auf und vermitteln ihre inhibitorischen Ef-
fekte meist durch Substitution oder Chelation der fiir die PHD-Aktivitat essentiellen
Cofaktoren (als Ubersichtsartikel [68]). Die siRNA- oder Peptid-vermittelte Blockie-
rung des identifizierten NLS konnte die nukledre PHD2-Lokalisierung inhibieren,
ohne dabei die subzelluldre Expression der anderen PHD-Isoformen zu modifizie-
ren. Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass die PHD differentielle Funk-
tionen in der Regulation der HIF-a-Untereinheiten besitzen und PHD2 in wvitro
als Schliisselregulator der HIF-1a-Stabilitit gilt. Die Unterbindung der nukledren
PHD2-Lokalisierung und die damit einhergehende Inhibierung der PHD2-Aktivitat
konnte eine spezifische Stabilisierung der HIF-1a-Untereinheit in Normoxie bewir-
ken. Zukiinftig gilt es zu untersuchen, welchen Effekt die intrazelluldre Lokalisierung
der PHD-Isoformen PHD1 und PHD3 fiir die Regulation der sauerstoffabhéngi-
gen Genexpression spielt. Da gezeigt werden konnte, dass PHD1 und PHD3 einen
grokeren Effekt auf HIF-2a als auf HIF-1a haben [2], sollte dabei insbesondere

der Einfluss auf HIF-2«ar im Fokus stehen. Die umfassende Kenntnis der Regulati-



132 Diskussion

on der PHD und des molekularen Sauerstoffsensings ermdglicht neue Strategien in
der Behandlung von Anamien oder fiir die proangiogene Therapie nach ischdmischen
Krankheiten, bei der die Steigerung der transkriptionellen HIF-Aktivitdt zur Verbes-
serung der Sauerstoffverfiigbarkeit im Fokus steht. In diesem Zusammenhang ist die
zukiinftige Entwicklung hochselektiver PHD-Inhibitoren essentiell und birgt hohes

therapeutisches Potential.



KAPITEL 6

Zusammenfassung

Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF) regulieren mehr als 200 Gene, die an der zellu-
laren Anpassung an verminderte Sauerstoffbedingungen beteiligt sind. HIF sind he-
terodimere Transkriptionsfaktoren, die aus einer von drei sauerstofflabilen a-Unter-
einheiten und einer konstitutiven $-Untereinheit bestehen. Unter normoxischen Be-
dingungen hydroxylieren die Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 die
HIF-a-Untereinheiten an zwei spezifischen Prolinresten. Durch diese Hydroxylie-
rung wird die Affinitat fiir das von-Hippel-Lindau-Protein erhoht, welche zur Ubi-
quitinierung und zum proteasomalen Abbau der HIF-a-Untereinheiten fithrt. PHD2
gilt als Schliisselregulator der HIF-1a-Stabilitit in vitro und in vivo. In fritheren
Studien konnten Unterschiede in der gewebe- und kompartimentspezifischen Ex-
pression der PHD-Isoformen verdeutlicht werden. PHD1 ist im Zellkern lokalisiert
und wird Importin «/f-abhéngig in den Zellkern transportiert. Im Gegensatz dazu
kann PHD2 {iberwiegend im Cytoplasma detektiert werden und pendelt zwischen
Zellkern und Cytoplasma. PHD3 wird in beiden Kompartimenten exprimiert, wobei
der intrazelluldre Transport dieser Isoform ungeklart ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der intrazelluldre Transport der PHD-Isoformen
PHD2 und PHD3 mithilfe von GST-Bindungsstudien und Lokalisierungsstudien mit
fluoreszenzmarkierten Fusionsproteinen charakterisiert. PHD3 bindet an verschie-
denene Importin a-Isoformen und wird iiber die Importin «a//3-Rezeptoren in den
Zellkern transportiert. Diese Transportvorgidnge werden von einem Kernlokalisie-
rungssignal (NLS) im C-terminalen Proteinbereich der PHD3 vermittelt. Im Ge-
gensatz dazu konnte der nukledre Import-Mechanismus der PHD2 nicht vollstindig
aufgeklart werden. Dennoch konnten Transportsignale in der Aminosiduresequenz
der PHD?2 identifiziert werden. Der Kernimport ist von einem NLS zwischen den
Aminosdauren E196 und H205 abhingig. Im Gegensatz dazu wird der Kernexport
von einem NES im N-terminalen Proteinbereich vermittelt. Die Ergebnisse aus den
Lokalisierungsstudien mit fluoreszenzmarkierten PHD2-Deletionsmutanten wurden
durch indirekte Immunfluoreszenzfarbungen bestétigt, um auszuschliefen, dass die
subzellulare Expression der PHD2 durch die Fusion an die EGFP-Markierung be-
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einflusst wird. Die intrazelluldre Lokalisierung der molekularen Sauerstoffsensorik
wurde in den letzten Jahren kontrovers diskutiert. Die Deletion der identifizierten
Transportignale in der Aminosaduresequenz der PHD2 machte es erstmals moglich,
den Einfluss der kompartimentspezifischen PHD2-Expression auf die Regulation der
HIF-1a-Untereinheit zu untersuchen. Mithilfe von FRET-Messungen konnte gezeigt
werden, dass HIF-1a und PHD2 in beiden Kompartimenten interagieren, diese In-
teraktion jedoch vorwiegend im Zellkern zu beobachten ist. Die Retention der PHD2
im Cytoplasma durch Deletion des NLS fiihrt zu einer Inhibierung der PHD2-HIF-o-
Hydroxylase-Aktivitét, die sich auf die transkriptionelle HIF-Aktivitat, die Expres-
sion HIF-1-abhéngiger Zielgene und die HIF-1a-Proteinexpression auswirkt.

Hypoxische Verhéltnisse steigern in Tumoren die maligne Progression und die
Resistenz gegeniiber radiotherapeutischen Behandlungsmoglichkeiten. Die Kompo-
nenten der molekularen Sauerstoffsensorik regulieren die Hypoxie-abhéngige Genex-
pression und sind daher in den Fokus der Tumorforschung geriickt. In verschiedenen
Tumorzelllinien konnen eine erhohte PHD2-Expression und eine nukleére Transloka-
tion des Proteins beobachtet werden. In vitro Experimente ergaben eine Verminde-
rung der Strahlenresistenz von Kopf-Hals-Karzinomzellen nach siRNA-vermitteltem
knockdown der PHD2. Jedoch hat die intrazelluldre Lokalisierung der PHD2 keinen
Einfluss auf die Strahlensensibilitdt der untersuchten Zellen.

Insgesamt ergibt sich ein Modell, in dem die PHD2 geregelten Kerntransport-
Mechanismen unterliegt und die HIF-Hydroxylase-Aktivitdt der PHD2 iiberwiegend
im Zellkern induziert wird. Damit stellt die intrazelluliare Lokalisierung der PHD2
eine weitere Moglichkeit zur Feinregulierung der molekularen Sauerstoffsensorik dar.
Ferner tragt die PHD2 durch einen unbekannten, hydroxylaseunabhingigen Mecha-

nismus fundamental zur Strahlenresistenz von Tumorzellen bei.
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KAPITEL

A

Anhang

A.1 Abkiirzungsverzeichnis

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen erldutert. Bei

englischsprachigen Abkiirzungen ist die Erlduterung ebenfalls in englischer Sprache

angegeben und, soweit diese im deutschen Sprachgebrauch vorhanden ist, durch

eine deutsche Ubersetzung ergéinzt. Die verwendeten Mafkeinheiten entsprechen der

SI-Nomenklatur, fiir Abkiirzungen fiir Aminosauren gilt die ITUPAC-Nomenklatur.

4-PH «
26S
60S
a-KG
ALD A
ALD C
ADP
AK
APS
ARD1
AKT
Amp
ARM
ARNT
as
ATP
BARD1
bp
bHLH
BPB
BRCA1
BSA

Prolyl-4-Hydroxylase «
26S-Proteasom

grofse ribosomale Untereinheit
a-Ketoglutarat

Aldolase A

Aldolase C

Adenosindiphosphat

Antikorper
Ammoniumperoxodisulfat

arrest defective protein 1 homologue
Proteinkinase B

Ampicillin

Armadillo

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
antisense

Adenosintriphosphat

BRCA 1-associated RING domain protein 1
Basenpaar

basische Helix-loop-Helix-Doméne
Bromphenolblau

breast cancer gene 1

bovin serum albumin, Rinderserumalbumin
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CAD C-terminale Transaktivierungsdoméne
CAS cellular apoptosis susceptibility protein
cDNA complementary desoxyribonucleic acid,

komplementédre Desoxyribonukleinsdure
CF cytoplasmatische Filamente
CyH3;K0O, Kaliumacetat
C4HgMgO, Magnesiumacetat
CyH3NaO, Natriumacetat

CK1/6 Casein-Kinase 10
CO, Kohlenstoffdioxid
cm centimeter, Zentimeter

CODDD  C-terminal ozygen dependent degradation domain,
C-terminale sauerstoffabhiingige Degradierungsdoméne
CPX Cyclopirox

CRM1 chromosome region maintenance 1

D Asparaginsédure

DAPI 6-Diamidino-2-phenylindol

“DE Aminosaurerest aufser Asparaginsaure oder Glutaminsaure
DFO Desferrioxamin

DMOG Dimethyloxalylglycin
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

E Glutaminsédure

ECFP enhanced cyano fluorescent protein, cyan fluoreszierendes Protein
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EEG EGFP-EGFP-GST

EGFP enhanced green fluorescent protein, griin fluoreszierendes Protein
EGTA Ethylenglycoltetraacetat

EPO Erythropoetin

ET1 Endothelin 1

et al. et alli/ et alliae, und andere

EYFP enhanced yellow fluorescent protein, gelb fluoreszierendes Protein
F Phenylalanin

Fe?t zweiwertiges Eisen

FIH1 factor inhibiting HIF-1, HIF-inhibierender Faktor

FKS fotales Kalberserum

FRET Forster-Resonanzenergietransfer
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g
GAPDH

GDP
GLUT1
GLUT2
GLUT3
GMM
GST
GTP
Gy

Hb

HCI
HK1
HK?2
HIF
His
HIV1
HMG
H,0,
HOX
H,O
HRE
HRP

IBB
IGF 2
Imp «
Imp 3
IP
IPTG
IVTT

KCI

kDa
KH;PO,
KM
KMM
KPK

Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Glycerinaldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

Glukosetransporter 1

Glukosetransporter 2

Glukosetransporter 3

groke Makromolekiile und Proteine
Glutathion-S-Transferase

Guanosintriphosphat

Gray

Hémoglobin

Salzsiure

Hexokinase 1

Hexokinase 2

hypozia inducible factor, Hypoxie-induzierbarer Faktor
Poly-Histidin

Humanes Immundefizienz-Virus Typ 1

high mobility group

Wasserstoffperoxid

Hypoxie

Wasser

hypoxia responsive element, Hypoxie-responsives Element
horse radish perozidase, Meerrettich-Peroxidase
Isoleucin

Importin S-Bindungsdoméne

Insulin-like growth factor 2, Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor 2
Importin «

Importin 3

Import

Isopropyl-5-D-thiogalactopyranosid

in vitro Transkription und Translation

Lysin

Kanamycin

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Kernmembran

kleine Molekiile und Proteine

Kernporen-Komplex
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L Leucin

LB Luria-Miiller

LIMD1 LIM-Doméne enthaltendes Protein 1

LMB Leptomycin B

LY LY290049

m Meter

M Mol pro Liter

M Methionin

MAPK mitogen-activated protein kinase, Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase

MCT4 Monocarboxylattransporter 4

MDa Megadalton

MEK1 mitogen-activated protein kinase kinase
Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase-Kinase

MgCl, Magnesiumchlorid

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimol pro Liter

mmHg Millimeter Quecksilbersiule

mmol Millimol

MMP2 Matrix-Metalloproteinase 2

mol Mol

mRNA messenger RNA, Boten-RNA

mTOR mammalian target of rapamycin, Ziel des Rapamycins im Sdugetier

MYND Myeloid translocationprotein 8/Nervy/Deaf-1

NaCl Natriumchlorid

Na,CO; Natriumcarbonat

NAD N-terminale Transaktivierungsdoméne

Na;HPO, Natriumhydrogenphosphat

NaH;PO,; Natriumdihydrogenphosphat

NaOH Natriumhydroxid

NES nuclear export signal, Kernexportsignal

NF nukledre Filamente

ng Nanogramm

NIP 3 nineteen kD interacting protein 3, 19 kDa-interagierendes protein

NLS nuclear localisation signal, Kernlokalisierungssignal

nmol Nanomol

nM Nanomol pro Liter
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NO
NODDD

NOX
NPM
NUC
0,

oD
ODDD

PAGE
PBS
PD
PHD
PHD1
PHD2
PHD 3
PI3K
PKM
pmol
PMSF
pO,
pVHL
gRT-PCR

Rap
RCC1
RIPA
RNA
RNP
ROS
rRNA
RSVM
RT

SAP

Stickstoffmonoxid

N-terminal oxygen dependent degradation domain,
N-terminale sauerstoffabhéngige Degradierungsdoméne
Normoxie

Nucleophosmin

Nukleoplasmin

Sauerstoff

optische Dichte

oxygen dependent degradation domain,
sauerstoffabhingige Degradierungsdoméne

Prolin

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate-buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung
PD98059

Prolyl-4-Hydroxylase

Prolyl-4-Hydroxylase 1

Prolyl-4-Hydroxylase 2

Prolyl-4-Hydroxylase 3

Phosphatidylinositol 3-Kinase

Pyruvat-Kinase M

Pikomol

Phenylmethylsulfonylfluorid
Sauerstoffpartialdruck

von-Hippel-Lindau-Protein

quantitative polymerase chain reaction,
quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Arginin

Rapamycin

requlator of chromatin condensation 1
Radioimmunoprizipitationsassay

ribonucleic acid, Ribonukleinsdure
Ribonukleoprotein

reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
ribosomal RNA, ribosomale-RNA

Matrixprotein des Respiratorischen Synzytial-Virus
reverse Transkription

Sekunde

Shrimp Alkaline Phosphatase,

alkalische Phosphatase der Eismeergarnele
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SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate, Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SF Selektivitits-Filter

SV40 Simian Virus 40

siRNA small interfering ribonucleic acid
Ss single-stranded, einzelstrangig
Std Stunde

ti/o Halbwertszeit eines Stoffes

TAD transactivation domain, Transaktivierungsdoméne
TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

Temed Tetramethylethylendiamin
TERT Telomerase reverse Transkriptase
TF Transferrin

TGF-53 transforming growth factor-f3,

transformierender Wachstumsfaktor-/33

TR Transport-Rezeptor

Tris Trishydroxymethylaminoethan

tRNA transfer RNA, Transfer-RNA

U Umdrehung

ub Ubiquitin

uv Ultraviolett

V Valin

V Volt

VEGF vascular endothelial growth factor,
Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor

v/v volume per volume, Volumen pro Volumen

W Watt

w/v weight per volume, Gewicht pro Volumen

X beliebiger Aminosaurerest

Y Tyrosin

z.B. zum Beispiel

©m Mikrometer

M Mikromol pro Liter

pmol Mikromol
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A.4 Aminosiuresequenzen

A.4.1 PHD2

MDSPCQPQPLSQALPQLPGSSSEPLEPEPGRARMGVESYLPCPLLPSYHCP
GVPSEASAGSGTPRATATSTTASPLRDGFGGQDGGELRPLQSEGAAALVTK
GCQRLAAQGARPEAPKRKWAEDGGDAPSPSKRPWARQENQEAEREGGMS
CSCSSGSGEASAGLMEEALPSAPERLALDYIVPCMRYYGICVKDSFLGAALG
GRVLAEVEALKRGGRLRDGQLVSQRAIPPRSIRGDQIAWVEGHEPGCRSIGA
LMAHVDAVIRHCAGRLGSYVINGRTKAMVACYPGNGLGYVRHVDNPHGDG
RCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNP
HEVKPAYATRYAITVWYFDAKERAAAKDKYQLASGQKGVQVPVSQPPTPT

A.4.2 PHD3

MPLGHIMRLDLEKIALEYIVPCLHEVGFCYLDNFLGEVVGDCVLERVKQLH
CTGALRDGQLAGPRAGVSKRHLRGDQITWIGGNEEGCEAISFLLSLIDRLV
LYCGSRLGKYYVKERSKAMVACYPGNGTGYVRHVDNPNGDGRCITCIYYL
NKNWDAKLHGGILRIFPEGKSFIADVEPIFDRLLFFWSDRRNPHEVQPSYAT
RYAMTVWYFDAEERAEAKKKFRNLTRKTESALTED

A.4.3 LIMD1

MDKYDDLGLEASKFIEDLNMYEASKDGLFRVDKGAGNNPEFEETRRVFAT
KMAKIHLQQQQQQLLQEETLPRGSRGPVNGGGRLGPQARWEVVGSKLTV
DGAAKPPLAASTGAPGAVTTLAAGQPPYPPQEQRSRPYLHGTRHGSQDC
GSRESLATSEMSAFHQPGPCEDPSCLTHGDYYDNLSLASPKWGDKPGVSPSI
GLSVGSGWPSSPGSDPPLPKPCGDHPLNHRQLSLSSSRSSEGSLGGQNSGIG
GRSSEKPTGLWSTASSQRVSPGLPSPNLENGAPAVGPVQPRTPSVSAPLALS
CPRQGGLPRSNSGLGGEVSGVMSKPNVDPQPWFQDGPKSYLSSSAPSSSPA
GLDGSQQGAVPGLGPKPGCTDLGTGPKLSPTSLVHPVMSTLPELSCKEGPL
GWSSDGSLGSVLLDSPSSPRVRLPCQPLVPGPELRPSAAELKLEALTQRLER
EMDAHPKADYFGACVKCSKGVFGAGQACQAMGNLYHDTCFTCAACSRKL
RGKAFYFVNGKVFCEEDFLYSGFQQSADRCFLCGHLIMDMILQALGKSYHP
GCFRCVICNECLDGVPFTVDSENKIYCVRDYHKVLAPKCAACGLPILPPEGS
DETIRVVSMDRDYHVECYHCEDCGLELNDEDGHRCYPLEDHLFCHSCHVK
RLEKRPSSTALHQHHF
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A.5 Gefahrstoffe

Fir im Rahmen dieser Arbeit behandelte, besonders relevante Gefahrstoffe sind
die Symbole, Gefahrenmerkmale und Sicherheitshinweise nach dem "Global Har-
monisierten System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien" ( Globally

Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals, GHS) angegeben.

Tabelle A.1: Verwendete Gefahrstoffe. H: Hazard Statements, P:

Precautionary Statements.

Chemikalien CAS-Nr. Symbole H-Sitze P-Sitze
Acrylamid/Bisacryl-  79-06-1 GHS07, GHS08 340, 350, 372, 361f, 280h, 201,
amid-Lésung 302, 312, 315, 319, 3021352,
317 305+351+-338,
308+313, 405
Ammoniumperoxo-  7727-54-0 GHS03, GHS07, 272, 302, 315, 319, 280, 3053511338,
disulfat (APS) GHS08 335, 334, 317 3024352, 304341,
342+311
Ampicillin- 69-52-3 GHS07, GHSO08 315, 317, 319, 334, 261, 280,
Natriumsalz 335 30543514338,
342+311
Desoxycholinséure 83-44-3 GHSO07 302, 315, 319, 335 261, 30543514338
Dithiothreitol 7634-42-6 GHSO07 302, 315, 319 3024352,
(DTT) 305+351+-338
Essigsdure 64-19-7 GHS02, GHS05 226, 314 280, 301+4-330+331,
305+351+4-338
Ethanol 64-17-5 GHS02 225 210
Ethylendiamin- 60-00-4 GHSO07 319 305+351+-338
tetraacetat (EDTA)
Igepal® CA-630 9036-19-56  GHSO7 318 280, 305+351+338
Tmidazol 288-32-4 GHS05, GHS07, 302, 314, 360D 201, 280,
GHS08 305+351+-338, 310
Isopropanol 67-63-0 GHS03, GHS07 225, 319, 336 210, 261,
305+351+-338
Kanamycinsulfat 64013-70-3 GHSO08 360 201, 3084313
Leptomycin B 87081-35-4 GHS03, GHS06, 225, 301, 311, 331, 210, 260, 280,
GHSO08 370 301+310, 311
LY294002 154447-36-6  GHS07 302, 315, 319, 335 261, 280,

305, 351, 338, 321,
405, 501
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Methanol

MOPS
Natriumcarbonat
Natriumdeoxycholat

Natriumdodecyl-
sulfat (SDS)

Natriumhydroxid

N,N,N’.N’-Tetra-
methylethylen-
diamin (TEMED)

Paraformaldehyd

PD98059
Phenylmethylsulfo-
nylfluorid (PMSF)

Phosphorsédure

Ponceau S Losung

Salzsaure

Trishydroxymethyl-

aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypanblau

67-56-1

1132-61-2
497-19-8
302-95-4

151-21-3

1310-73-2

110-18-9

30525-89-4

167869-21-8
329-98-6

7664-38-2

6226-79-5
7647-01-0

77-86-1

9002-93-1
72-57-1

GHS02, GHS06,
GHSO08

GHSO07
GHSO07
GHSO07
GHS02, GHS06

GHS05

GHS02,
GHSO07

GHSO05,

GHS02, GHS07,
GHS08

GHS06
GHS05, GHS06

GHS05

GHSO07
GHS05, GHS07

GHSO07

GHSO05, GHS07
GHS08

225, 331, 311, 301,
370

315, 319, 335
319
302

228, 311, 302, 335,
315, 319

314

225, 332, 302, 314

228, 302, 332, 351,
335, 315, 319, 317

301
301, 314

314, 290

315, 319, 335

314, 335

315, 319, 335

302, 318
350

210, 233, 280,
302+352

261, 305+351+338
260, 305+351+338
261

210, 280, 304-+340,
305-+351-+338,
309-+310

280, 301+330-+331,
309, 310,
305-+351+338

210, 233, 280,
301+330+331,
305-+351+338,
309+310

281, 3024352,
305+351+338,
308-+313, 304+340

301+310
280, 305-+351+338
310

280, 301+330+331,
305+351+338,
309+310

261, 305+351+338

260, 301+330-+331,
303-+361+353,
305-+351+338, 405,
501

261, 305+351+338

280, 305+351+338

201, 308-+313
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