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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hypoxie stellt eine Gefahr fur die zellulare Inté@irder meisten Organismen dar und beeinflusst
die zellularen Funktionen in vielfaltigster Art ulideise, unter anderem durch Modifizierung der
Chromatinstruktur und durch komplexe VeranderurgemGenexpressioViele dieser Adapta-
tionsprozesse, die letztendlich dem Uberleben ddle Zdienen, werden direkt oder indirekt
durch denHypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor(HIF-1) vermittelt. Die Histondeme-
thylaseJumonji domain containing protein (BMJD1A) aktiviert durch spezifische Demethyla-
seaktivitat an Mono- und Dimethylgruppen von H3Kd8iston 3 Lysin 9) die Genexpression
verschiedener Zielgene und fungiert somit seinersds Transkriptionsmodulator.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, den Einflusa Hypoxie im Allgemeinen und die Rolle
von HIF-1 im Speziellen auf die Expression der btistemethylase JMJD1A zu untersuchen.
Mittels quantitativer RT-PCR konnte anhand untelesstiicher humaner Zelllinien und verschie-
dener humaner und muriner Gewebe eine signifikzntahme dedMJD1ATranskription unter
Hypoxie im Vergleich zu Normoxie nachgewiesen ward&'estern-Blot-Untersuchungen erga-
ben, dass sich diese Induktion auch auf Proteireelederspiegelt Die gezielte Blockade des
HIF-1 Signalweges in humanen Endothelzellen mitsgezifischer gegehlIF-1a mMRNA ge-
richteter sSIRNA-Konstrukte zeigte, das$~-1 notwendig ist fur disauerstoffabhangige Induk-
tion vonJMJD1A Durch Klonierung und gezielte Mutationsanalysehlmacher Promotorkon-
strukte liel3 sich in Reportergenassay-Analysenereidass HIF-d durch direkte Interaktion mit
nur einemHypoxie-responsiven Elemef{RE), 1208 bp vor deddMJD1A Startkodon gelegen,
die Expression vodMJD1Asowohl unter Hypoxie als auch unter dem Einfluss Esenchela-

toren induziert.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalsigiewerden, das die Histondemethylase
JMJD1A einer sauerstoffabhéngigen HIF-1-vermitteliegulation unterliegt. Diese neu ge-
wonnenen Erkenntnisse lassen ein direktes Zusamiri@mwon HIF-1 und epigenetischen

Regulationsmechanismen in der zellularen AdaptatiohHypoxie vermuten, in der JMJD1A

als direkter oder indirekter epigenetischer Vederitvon HIF-1 zu fungieren scheint. Erst die
weitere Aufschlisselung dieser komplexen Interaisimechanismen wird die Grundlage schaf-
fen, neue therapeutische StrategieB. in der Onkologie und der regenerativen Medéeaitwi-

ckeln zu kbénnen



Abstract

Abstract

Hypoxia threatens the cell integrity of most orgamé and affects cellular functions sustainably.
As a reaction to hypoxia, the hypoxia-induced tcaipsion factor-1 (HIF -1) mediates directly
and indirectly a plethora of adaptation processéls the ultimate goal of cell survival. This in-
cludes among others modifications of chromatincétme and complex changes in gene expres-
sion patterns. histone demethylase Jumonji donmamtaming 1A (JMJD1A) transactivates dis-
tinct target genes by demethylation of H3K9 resgdaed thereby serves as a transcription

modulator itself.

The aim of this study was to examine the influeoickypoxia in general and the role of HIF-1 in
particular on the expression of histone demethyasgD1A.

Using the technique of quantitative RT-PCR, a digaint increase ofIMJD1A transcription
could be detected under hypoxic compared to norcmoanditions in a variety of human cell
lines and various human and murine tissues. Webtetrstudies showed that hypoxic induction
is also reflected at protein level. Blocking HIFsignaling by specific SiRNAs directed against
HIF-1a« mRNA in human endothelial cells revealed that HIks essential for the oxygen-
dependent induction afMJD1A Via cloning numerous systematically shorted&iD1A pro-
moter constructs and specific mutations analysisingle pivotal hypoxia responsive element
(HRE) in the promoter of the humdaMJD1Agene, located 1208bp upstream of the start codon,
could be identified in reporter gene analysis thatliatesIMJD1Aupregulation by hypoxia.

In summary, this research demonstrated for thetfire, that the histone demethylase JIMJD1A
is subject to an oxygen-dependent HIF-1 mediatgdlagion. These new findings lead to the
assumption of a direct interaction of HIF-1 andgepietic regulation mechanisms in the cellular
adaptation to hypoxia in which JMJD1A appears tcabing as a direct or indirect epigenetic
mediator of HIF-1 signaling. Thus, the basis isbkshed to develop new therapeutic strategies
e.g. in oncology and regenerative medicine by @rrtireakdown of these complex interaction

mechanisms.
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Einleitung

1. Einleitung

Sauerstoff (Q) ist fur das Uberleben der meisten zellularen Gisaen von essenzieller Bedeu-
tung. Erst durch die Nutzung der oxidativen Phosgleyung wird hoheren Organismen die
ausreichende Produktion des lebensnotwendigen iesalgstrats Adenosintriphosphat (ATP)
ermoglicht. Um die Atmungskette aufrecht zu erhmglteedarf es einer hinreichenden Versor-
gung der Zelle mit Sauerstoff und Reduktionsageivtn. Der optimale Sauerstoffpartialdruck
einer Zelle bewegt sich dabei in engen Bereichannua wenige Zellen in der Lage sind eine
nicht ausreichende Gewebe-Oxygenierung (Hypoxieydée Zeit zu tolerieren. Ebenso kann
eine zu hohe @Konzentration eine toxische Wirkung entfalten wlel Zelle nachhaltig schadi-
gen. Deshalb ist es fir Organismen zur Aufrechterhg der Homodostase lebenswichtig, dass
sie Uber Adaptationsmdglichkeiten verfiigen, um sichunterschiedliche Bedingungen anzupas-
sen.

Hohere Organismen bedienen sich zur schnellen Atlaptder reflektorischen Anderung von
Atmung und Hamodynamik. Auf zellularer Ebene sisdPeoteinmodifikationen wie beispiels-
weise Anderung der Leitfahigkeit von lonenkanaldittel- und langfristige Anpassungsprozes-
se vollziehen sich mehrheitlich auf zellularer Ebeturch eine veranderte Genexpression und
Proteinsynthesé

Hypoxie spielt dabei nicht nur im Hinblick auf phyl®gische Anpassungsreaktionen der Orga-
nismen an ein verandertes Sauerstoffangebot eiseheidende Rolle (z. B. Entwicklung einer
Polyzythamie bei Aufenthalt im Hochgebirge), somdauch im Rahmen der Entstehung bzw.
im Verlauf zahlreicher Erkrankungen. Akute oderactische Hypoxie sind Folge primér ischa-
mischer Erkrankungen, wie z. B. koronarer Herzerkuag, cerebraler oder peripher arterieller
Verschlusskrankheit und fihren nicht selten zum-Ze&hd Gewebsuntergang. Neoplastische
Erkrankungen sind meist ebenfalls durch eine ausgéplokale Hypoxie gekennzeichnet. Diese
ist nicht nur mit einem schlechteren AnsprechendeeifTherapie (z. B. auf Bestrahlung) assozi-
iert, sondern stellt auch einen ganz entscheideB&derulusfir Angiogenese, Invasion umda-
ligne Progression dar.

Erst das Verstandnis der zugrunde liegenden maeiuiMechanismen dieser zellularen Adap-
tationsprozesse auf Hypoxie wird es ermoglichenZukunft gegebenenfalls neue spezifische

Therapieansatze entwickeln zu kénnen.
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Einleitung

1.1.1. Sauerstoffabhangige Genregulation

Einen der wichtigsten zentralen Vermittler der aéiten Antwort auf Hypoxie stellt dabei der
Transkriptionsfaktothypoxia inducible factor-YHIF-1) dar® Der Transkriptionsfaktor HIF-1
wurde erstmals im Rahmen von Untersuchungen zurgSgmn von Erythropoetin (EPO) identi-
fiziert. Dabei stellte sich heraus, dass diesee &ohlisselrolle in der Regulation von EPO dar-
stellt und fir dessen vermehrte Expression untguobdig verantwortlich ist/ *. Mittlerweile
sind eine Vielzahl von weiteren Genen identifiziedrden, die durch HIF-1 reguliert werden
und deren Proteine unter anderem im Rahmen dehrépdese, Angiogenese, Glykolyse,
Apoptose und Zellproliferation eine entscheidenddleRspielen® (sieche auch Abb.)1Neben
der wichtigen physiologischen Bedeutung scheint-Hikuch eine relevante Stellung in der Pa-
thophysiologie zahlreicher Krankheiten einzunehmeie, z. B. bei Perfusionsstorungen oder

dem Tumorwachsturh

Abb. 1 Ubersicht einiger Zielgene von HIF-1

Erythropoese und Eisentransport
Ceruloplasmin | Erythropoetin | Transferrin | Tfarns$n Rezeptor

Angiogenese
Vascular endothelial growth factor (VEGF-A) | VE®&®ezeptor-1 (FLT-1) | Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor 1| Transforming growth factor(EGF3 3) | Endoglin

Kontrolle Vasotonus
Nitrit Oxid Synthase 2| Endothelin-1 | Adrenomeitulla g-Adrenoceptor

Glykolyse und Glukose Transport
Aldolase-A und C | Enolase-1 | Glukose TranspdrteB (GLUT1,GLUT3) | Hexokinase-1
und 2 | Laktatdehydrogenase-A | Phosfruktokinage-C

Zellwachstum- und Uberleben
CDK-Inhibitor 1 (p21) | NIP 3 [Insulin-like growth factor-binding protein 1-3 (IGP 1-3) |
Nip3-like protein X(NIX) | Insulin-like growth factor 2 (IGF) | Nuchke factorkB (NF-«xB) |

1.1.2. Struktur und Regulation von HIF-1

HIF-1 ist ein heterodimerer Komplex, der sich ameeadaptiven d-Untereinheit (HIF-&) und
aus einer konstitutiv exprimiertggiiUntereinheit, auch HIF1-3 oder ARN@aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocatpgenannt, zusammensetzt. Beide Untereinheitenrgelzur Fami-
lie der basischen Helix-Loop-Helix (bHLH) PAS-Prioke. Die Dimerisierung der 3-Untereinheit
kann dabei mit drei verschiedenetntereinheiten (HIF-d, HIF-2a. und HIF-3x) erfolgen und
wird durch die PAS-Region am N-terminalen Ende veeth. Hier ist auch die bHLH-Region

12



Einleitung

lokalisiert, die fur die DNA-Bindung der Zielgenerantwortlich ist. Im carboxyterminalen Tell
von HIF-1 wurden zwei Transaktivierungsdoménen (JAdentifiziert, die N-terminale TAD
(N-TAD) und die C-terminale TAD (C-TAD). Durch deren Interaktion mit dem transkriptionel-
len Co-Aktivator p300/CBP (CREB-binding Proteinnkadie Transkription von Zielgenen akti-
viert werden, die mindestens ein Hypoxie-resporssizeement (HRE) in ihrem Promoter auf-
weisen. Die HREs zeichnen sich durch die KonseSggtenz 5'-R-CGTG-3' aus Der struk-
turelle Aufbau von HIF-2 ist sehr &hnlich. Im Gegensatz zu Hid-wird HIF-2a nicht ubiquitar

exprimiert, sondern beschrankt sich u. a. auf Bmelatm, Niere, Lunge, Herz und Diinndatm

PHD ARD1  PHD FIH
OH Ac OH OH
Fro402 Lys532 Frob64 AsnB03
1 | | NLS | 826
HIF-1 bHLH PAS opo MNTAD CTAD
DMA binding HIF-13 pVHL-mediated Nuclear
binding degradation translocation
Co-activator
binding

Abb. 2 Funktionelle HIF-1a Domé&nen

Die verschiedenen Farben repréasentieren Domaneanmatschiedlicher Funktion. Die Modifizierungen
der spezifischen Aminosaurereste sowie die beteiigEnzyme werden Uber dem jeweiligen Abschnitt
beschrieben. Aussagen zur Funktion der einzelnendden sind unter ihnen aufgelistet. Abklrzungen:
bHLH — basische Helix-Loop-Helix; CTAD - C-termimallransaktivierungsdoman®&LS — nukleére
Lokalisationssequenz; NTAD - N-terminale Transaktiungsdomane; ODD — sauerstoffabhangige De-
gradierungsdomane ; PAS - PAS-Region (Per/ARNT/Bomane); PHD — Prolylhydroxylasen; FIH —
inhibierender Faktor von HIF

(Quelle: Sonia Roche ,Gene regulation under lowgety. holding your breath for transcription®,

Trends in Biochemical Sciences, Vol. 32, Issusugust 2007, Pages 389-397)

Die Regulation von HIF-1 erfolgt auf posttranslationaler Ebene durch Madgifiungen in der
sauerstoffabhéngigen Degradierungsdomane ODBXigen dependent degradation

domair). Unter Normoxie besitzt HIFeleine ausgesprochen kurze Halbwertszeit von nur-wen
gen Minuten, aber mit zunehmender Hypoxie wird tabiksiert und akkumuliert im Zellkern.
Die HIF-13 Proteinmenge bleibt dagegen unabhangig 8auerstoffpartialdruck (pkonstant

19 Unter normoxischen Bedingungen werden @i€ntereinheiten an zwei Prolinresten inner-
halb der ODDD von Prolylhydroxylasen (PHDs) hydresy **. Durch diese Hydroxylierung
werden sie vom Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressdgm (VHL) gebunden, polyubiquiti-

niert und anschlieRend im Proteasomkomplex degtatfieDa molekularer Sauerstoff fiir die
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Einleitung

enzymatische Hydroxylierung essenziell ist, kanesdiunter hypoxischen Bedingungen nicht
mehr oder in nur geringerem MaRe stattfind&tF. Aber nicht nur die Stabilitat von HIFel
wird durch den Sauerstoffpartialdruck reguliertndern auch seine Aktivitat. Dies geschieht
durch Hydroxylierung eines Asparaginrestes in den¥aktivierungsdomane von Hle-1*. In
Folge dessen kann der transkriptionelle Co-Aktiv&8P/p300 unter normoxischen Bedingun-
gen nicht mehr binden und HIF-1 verliert seine skaiptionelle Aktivitat. Verantwortlich fur
diese Modifikation ist der inhibierende Faktor vdiF (FIH), eine Asparaginylhydroxylase, die
wie alle anderen HIF-Hydroxylasen Fe(ll)- und 2-@kuarat-abhéngig sintf/*>. Molekulares
Eisen stellt somit einen essenziellen Kofaktor @ Bestabilisierung von HIFeldar. Eisen-
chelatoren, wie beispielsweise Desferrioxamin (DF&er Metalle wie Kobaltchlorid (Cogl

bewirken daher wie Hypoxie eine Stabilisierung #iR-1o *°.

Normoxie Hypoxie

1
i {HIFF-1a>  <{HIFla)>
|

1 Stabilisierung
VHE = —
Aktivierung m

VHL-E3-Ligase

Komplex l

VHL

Ubiquitinierung m
\\/
W\,

Eintritt
Nukleus

;

Dimerisierung und
Komplexbildung
mit p300/CBP und
HRE

Proteasom

Degradierung von HIF-1a Aktivierung der HIF-1 Zielgene

Abb. 3 Ubersicht der HIF-1 Regulation in Normoxie uind Hypoxie

In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff)(@erden die HIF-& Untereinheiten ubiquitiniert und
Uber das Proteasom abgebaut. In der Hypoxie senHiidi-1o. Untereinheiten stabil und akkumulieren,
translozieren in den Zellkern, dimerisieren mit HI&, rekrutieren den transkriptionellen Ko-Faktor
p300/CBP und fuhren zur transkriptionellen Aktivieg zahlreicher Zielgene.
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Einleitung

1.1.3. Detektion HIF-1abhangiger Gene — JMJD1A ein neues Zielgen ?

Die Arbeitsgruppe von Dr. Sven Wellmann aus unseFemschungslabor untersuchte im Jahr
2003 die lymphoblastischen B-Zelllinien REH und Z-@ittels Microarrayanalyse auf sauer-
stoffabhangige Genexpressibh Beim Vergleich mehrerer Zelllinien von Leukamieatte sich
Z-33 als sauerstoffunempfindlich gezeigt. Ursadhfiand sich ein deletierté#lF-1a Lokus. In
den vergleichenden Microarrayanalysen ging es primé die Frage, wie eine Zelle ohne den
Masterregulator HIF-1 auf Hypoxie reagiert. Bei éeiswertung der Ergebnisse zwischen HIF-
kompetenten (REH-Zellen) und HIF-inkompetenten etel(Z-33) fand sich neben den bereits
bekannten HIF-1 Zielgenen auch das bis dahin weriagschte GedMJD1A(Jumonji Domain-
Containing Protein 1A Dieses wurdeunter Hypoxie in HIF-&- kompetenten REH-Zellen ver-
mehrt exprimiert, nicht aber in HIFeddefizienten Z-33-Zellensfehe Abb. %

HIF1A +/+ HIF1A -/-

Hy No Hy No

Expression Diff Diff Expression
CIRP 8170 3297 25 28 4947 1782
HLA alpha-chain 7450 2480 30 28 5506 1967
RTP801 6430 2191 29 08 1955 2460 - Hiduzierbar
Hexokinase 2 6042 967 6,2 11 2551 2256 HIF-1 induzierbar
RBM3 5494 2036 2,7 23 8485 3649
JMJD1A (TSGA) 5242 2162 24 10 2057 2013 HH-1 induzierbar ?
BNIP3 4275 547 78 04 12 31 - HImduzierbar
P4AHA1 3129 1217 26 05 1083 1979 - HiiRduzierbar
PFKFB3 2979 793 3,8 0,9 523 614 - HilRrduzierbar
Wilms tumor 1 2513 1058 24 17 79 46
Glucose transp. 3 2057 634 3,2 09 163 184 HIF-1 induzierbar
BHLHB2/DEC1 1919 414 46 0,5 186 360 - Hlinduzierbar
Galectin-8 1439 489 29 2,0 234 118
Hypoth. protein 1308 496 26 2,8 2003 703
VEGF 1261 505 25 05 628 1257 - Himduzierbar
Adrenomedullin 1006 214 47 1,3 395 310 HIF-1 induzierbar
v-jun 17 oncogene 929 259 36 25 221 88
Aldolase C 866 494 1,8 0,6 299 46 -Hlinduzierbar
Filter: Expressionslevel > 800; p<0,001

Abb. 4 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von REiHd Z-33-Zellen

REH-Zellen (humane Pra-B-Zell-Leukamie) und Z-33l&te (humane HIF-d defiziente akute lympho-
blastische Pra-B-Zell-Leukdmie) (1%)Gausgesetzt. Anschlielend die RNA extrahiert ug\& jug von
dieser in cDNA umgeschrieben und mittels Microaarsglyse analysiert (Affymetrix, Human Genome
U133A Chip). Die Auswertung erfolgte mit der Affytneg GeneChip Software 5.0. Dargestellt sind die
Gene, die ein Expressionslevel von mehr als 80@sUratten und eine signifikante Differenz (Diff)rvo
Normoxie (No) zu Hypoxie (Hy) mit einem p < 0,00df@iesen. Gene, die bereits als Zielgene von HIF-
1 beschrieben wurden, sind als solche gekennzdichne
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Einleitung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die TheseHlr-1-abhangigen-Genexpression von
JMJID1A zu validieren und funktionell relevante HIFBindungsstellen in der Promotorsequenz
desJMJID1AGenes zu identifizieren.

1.2.1. IMID1A — Struktureller Aufbau

Das fur den Transkriptionsfaktor JMJDX8umonji Domain-Containing Protein 1A)eschrie-
bene Gen wurde 1991 erstmals aus Testis-GewebepropeRatten isoliert und mit Hilfe einer
Testis-cDNA-Bibliothek naher charakterisiert. Dadesnals nur im Hodengewebe nachgewiesen
werden konnte, wurde es von Hodg et al.tefdic-specific gene ATSGA) bezeichnéf. Mitt-
lerweile gibt es viele synonym verwendete Namendtis urspringlich@ SGA-Gen, (JMJD1A,
KDM3A, JHDM2A, JHMD2A und KIAA0742wobeiJMID1AundKDMS3A die géngigsten Be-
zeichnungen darstellen. Das humane GddD1Aliegt auf Chromosom 2p11.2. und enthéalt 25
kodierende Exons. Das translatierte Protein bestebt1321 Aminosduren und besitzt ein er-
rechnetes Molekulargewicht von rund 147,3 kDa. Imfluoreszenzuntersuchungen haben ge-
zeigt, dass JMJID1A vorwiegend im Zellkern, abethaut Zytoplasma lokalisiert ist/*.

Das JMJD1A-Genkodiert ein Enzym, welches neben dem C2HC4-Zigdmimotiv auch eine
JmjC-Domane (Jumonji C Doméne) aufweist, nicht tztildeswegen wurde es folglich als-

monji Domain-Containing Protein 1Bezeichnet (siehe Abb. 5).

— 00— &

Abb. 5 Doméanenstruktur von JIMJD1A
(Q9Y4C1, Uniprot), C2HC4 - Zinkfinger-Motiv (AS-Fitien 662-687), JmjC-Doméne (AS-Position
1058-1281)

Nachdem Yamane et al. 2006 erstmals dessen Funalsohrlistondemethylase identifizierte,
wurde das Protein von ihnen dmjC domain-containing histone demethylation pro@A um-
benannt (JHDM2AY!. Zusammen mit JMJD1B (synomyrBgNCA C5orf7, JHDM2B und
JMJID1C (synonymTRIP8, JHDM2Q) bildet IMID1A eine der acht Untergruppen der duijin

domain-containing Proteine.
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1.2.2. ImjC-Doméne

Domaéanen sind im Genom strukturell konservierte Eit@m. Sie bestehen meist aus 50 bis 150
Aminosauren, die durch eine ganz bestimmte detmi@nordnung voru-Helices und/odef-
Faltblattern eine komplexe unabhangig gefaltetelk®ir bilden. Die JmjC-Domane stellt eine
aus ca. 200 Aminosauren bestehende Sequenz danrsthieals im carboxy-terminalen Teil des
Jumoniji-Proteins der Maus gefunden wurde und dbshl carboxy-terminale Jmj-Domane
(JmjC) bezeichnet wird%. Jumonii (jmj) spielt bei der Maus eine entscheidende Rollden
embryonalen Entwicklung. So zeigen homozygate Knock-out-Mause Fehlbildungen in der
Entwicklung von ZNS, Leber, Thymus, Milz und Hemduversterben infolgedessen zwischen
Tag 10 und 15 ihrer Embryonalentwicklung. Die maiplgischen Veranderungen in der Ent-
wicklung der Neuralrohre dieser Knock-out-Maus@merten an ein Kreuz, so kam es, dass das
mutierte Gen den Namelumonii(japanisch fiir ,Kreuz*) erhief.

Die konservierte JmjC-Domaéne, bestehend aus aEhttBattern, ist bis heute in einer Mehrzahl
von Proteinen verschiedener Spezies nachgewiesatewand gehort zur Cupin-Superfamilie
23 Fast all diese Mitglieder sind zudem Trager poielhDNA- oder Chromatin-bindender Mo-
tive. Die bereits 2000 von Balciunas et al. postitgi Funktion als Demethylasen konnte bis dato
bereits fiir eine Vielzahl der JmjC-Doméne tragen@lmsteine nachgewiesen werd@?>. Dem
Reaktionsmechanismus liegt eine Hydroxylierung Bfiathylgruppe im Methyllysin mit an-
schlieBender spontaner Elimination von Formaldehygrunde. Als Kofaktor fur die enzymati-
sche Funktion wird ein zweiwertiges Eisenatom (ffe(ind Alpha-KetoglutaratoKG) sowie

die Anwesenheit von Sauerstoff benstigt

1.3.1. Der Histon-Code

Histone sind Proteine, die als Bestandteil des @hatms im Zellkern von Eukaryoten vorkom-
men und vornehmlich der Kondensation der DNA dieriesgesamt lassen sich die Histone in
funf verschiedene Klassen (H1, H2A, H2B, H3 und Hiheilen. Ihr hoher Gehalt an basischen
und damit positiv geladenen Aminosauren gewahdeie elektrostatische Bindung an die ne-
gativ geladene DNA. In einer Lange von 146 bp wirsieh die DNA dabei um den sogenannten
Nukleosomenkerncpre particlg, welcher sich aus Dimeren der vier Histone H2&RBHH3
und H4 zusammensetZt Dieser als ,Nukleosom* bezeichnete Komplex ausADd Histon-
Oktamer bildet damit den Grundbaustein des ChromaBenachbarte Nukleosomen werden
durch eine in der Lange variable, beim Menscheden Regel 50-60 bp lange Verbindungs-

DNA (linker regior) miteinander verbunden. Das Histonprotein H1 rstd&eses Verbindungs-
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stuck assoziiert und wird zur Ausbildung der vdi@m 30 nm Faser benétigt, durch die ein

noch héherer Komprimierungsgrad erzielt werden K&nn

N-Tailregion N )

Nukleosom

Abb. 6 Nukleosomen als Grundbaustein des Chromatin

Schematische Darstellung des Histonoktamers zWwkikleosomen. Die herausstehenden Histon-
Schwanze sind Gegenstand mannigfaltiger Modifilkesio

(Bildquelle: http://www.mun.ca/biology/desmid/bri&hOL2060/BIOL2060-18/1820.jpg, modifiziert)

Der Grad der Kondensierung ist dabei keineswegstatsch anzusehen, sondern kann in unter-
schiedlichen Chromatinbereichen individuelle Ausema@®nehmen. So zeigen die klassischer-
weise als Euchromatin bezeichneten, transkriptiomidiven Regionen einen vergleichsweise
geringen Kondensierungsgrad auf, wahrend in deei@®n des Heterochromatins eine starke
Verdichtung vorherrscht, aufgrund derer eine Trapskn kaum mehr erfolgen kann. Die
Chromatinstruktur wird unter anderem auch durchtpasslationale Histonmodifikationen vor
allem an den N- terminalen Endédail region) der Histone z.B. in Form von Acetylierung, Me-
thylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierungebelusst. Dadurch werden zum einen auf
der Chromatinfaser Erkennungs- und Bindungsstdilenregulatorische Proteine geschaffen,
zum anderen die Chromatinstruktur direkt verantféft Die gesamte Vielfalt dieser Histonmo-
difizierungen wird auch unter dem Begriff ,Histore@:" zusammengefasst, durch den das in-
formative und regulatorische Potenzial des Genanméans erweitert und eine spezifische dy-
namische Transkriptionsregulation ermoglicht witd Als wichtiger epigenetischer Mechanis-
mus dient der ,Histon-Code* somit der Weitergabénmtypischer Merkmale ohne dabei den

Genotyp einer Zelle zu verandern.
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1.3.2. Histon-Methylierung/Demethylierung
Die Histon-Methylierung als eine Form der Histonnfiacerung wurde bereits vor mehr als
vierzig Jahren von K. Murray beschrieb®nin den letzten Jahren konnte aber erst in vegschi
denen Arbeiten gezeigt werden, dass die Methylgsowohl indirekt als auch direkt mit der
Transkriptionsaktivitat verschiedener Gene assazse 3%, Inwiefern die Veranderungen mit
einer gesteigerten oder verminderten Genexpressidrergehen, hangt spezifisch von der ge-
nauen Lokalisation und dem Grad der Methylierung*aDie Methylierung erfolgt durch die
Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTSs) an dexité&hketten von Arginin und durch His-
ton-Methyltransferasen (HMTs) an den Lysin-Seitétate meist der Histone 3 und 4. Lysine
kénnen dabei mit bis zu drei und Arginin mit bis zmei Methylgruppen (symmetrisch oder
asymmetrisch) modifiziert werdefi. Lange Zeit ging man davon aus, dass die Histomytiet
rung, basierend auf ihrer Stabilitat, einen sthtscProzess darstellt und nicht reversibel ist Ers
2004 gelang es Shi et al. mit Lysin-specific-dengietbe-1 (LSD1) die erste Histondemethylase
zu identifizieren®’. Bislang konnten insgesamt drei verschiedene Ekiagsen detektiert wer-
den, die Histonmethylierungen revidieren kénnen:
1. Histondemethyliminasen, wie z.B. PAD4, die Methylghin unter Freisetzung von Me-
thylamin in Citrullin konvertiereff®
2. Aminoxidasen, wie LSD1, die durch eine FAD-abhaegigidative Reaktion Methyl-
gruppen der Lysinreste H3K4 oder H3K9 abspaltemkon’
3. Dioxygenasen, die eine JmjC-Doméne aufweisen (JHBMsjC-domain containing his-
tone demethylases), wie z.B. IMJD1A, welche Mettuggen an Lysin- und Argininres-

ten entfernen kénnen und Eisen (I1) unéetogluterat als Kofaktoren benotig&n®%
39

Fur JIMJD1A konnte 2006 von Yamane et al. eine $igehe Demethylaseaktivitat fur die Mo-
no- und Dimethylierung von H3K9 (Histon 3 Lysin §zeigt werden, wobé vivo eine Préafe-
renz fur dimethyliertes-H3K9 (H3K9me2) vorherrsclils essenziell flr die enzymatische
Funktion von JMJD1A stellte sich sowohl die Zinlgfar- als auch die JmjC-Domane her&us
Basierend auf friheren Beobachtungen, bei denedi@ylierung von H3K9 mit einer tran-
skriptionellen Repression und der Ausbildung hetieromatischer Strukturen einhergiffgwar

zu vermuten, dass JMJD1A durch seine Funktion als@&@hylase diese Repression zu antagoni-
sieren vermag. Tatsachlich konnte eine durch JMJdrnittelte Transkriptionssteigerung ver-

schiedener Gene, wie z.BIOXA1 (Homeobax A), TNP1 (transition nuclear protein lund
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PRM1(protamine }, infolge der Demethylierung von H3K9 gezeigt wend/ *°. Zudem wurde
fur IMID1A eine Interaktion mit dem Androgenreze#sR) und eine Funktion als Koaktivator
beschrieber.

1.4. Fragestellung dieser Arbeit

Die Adaptation an Hypoxie stellt eine Schliisseltiorkim Kampf ums Uberleben einer jeden
Zelle dar. In den letzten Jahren hat sich heratsijeslass der Hypoxie-induzierbare Transkrip-
tionsfaktor 1 (HIF-1) dabei eine ganz entscheidgRdle als Vermittler einnimmt. Die zugrun-
deliegenden Regulationsmechanismen sind jedoch leamund trotz intensiver Forschung viel-
fach noch unklar. Mit der Identifizierung neuer lgene von HIF-1 versucht man diese Hypo-
xie-regulierten zellularen Prozesse besser venstebhdernen. Unter physiologisch oder patho-
physiologisch hypoxischen Bedingungen aktiviert roadaibiert HIF-1 durch Bindung an die
~Hypoxie-responsiven Elemente* (HRES) seine Zielgen

Die Daten der Microarrayanalyse von PD Dr. WellméaRen vermuten, dass das bis dato we-
nig erforschte GedMJD1Aeiner sauerstoffabhdngigen Genregulation unteénied diese durch
HIF-1 vermittelt wird. Zur Validierung dieser Thesellten in der vorliegenden Arbeit folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Stimuliert Hypoxie tatséachlich diMJD1AMRNA Expressiom vitro ?
Wenn ja, ist dieser Effekt in verschiedenen Zakimnachweisbar ?
Welcher Kinetik folgt die Stimulation der sauersathé&ngigen Genexpression ? Wie
sieht es auf Proteinebene aus ?
Ist die Genexpression vaiMJID1Aunter Hypoxie HIF-1 abhangig?
2. Inwiefern lassen sich dia vitro gewonnenen Erkenntnisse aufivo Ubertragen?
3. Lassen sich funktionell relevante HIF-1 Bindunglish (HRES) im

Promotorbereich vodMJID1Adetektieren?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Die verwendeten Materialien, Reagenzien, Plasmidekommerziell erworbenen Kits entspra-
chen dem Reinheitsgrad pro analysi. Die Verbraualsnalien wurden von den Firmen Falcon
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, D), Milian (GeafH), Carl Roth GmbH & Co (Karlsru-
he, D), Eppendorf AG (Hamburg, D), VWR InternatibmbH (Darmstadt, D) und Biozym
Scientific GmbH (Oldendorf, D) bezogen.

2.1.1. Zelllinien

Fur die quantitative Real-Time-PCR wurden RNA-Ekteader Zelllinien Reh (pra-B-ALL-
Zellen), HSMC (human smooth muscle cells), HeLaittigizellen des Zervixkarzinoms),
Hep3B (menschliche Hepatomzellen) sowie RNA-Extrakin HEK-293 Zellen (humane emb-
ryonale Nierenzelllinie) verwendet. Die transiemtansfektion im Rahmen der Promotoranalyse
erfolgte ebenfalls in der Zelllinie HEK-293. Dierveendeten Zelllinien wurden Utber die Deut-

sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkult(i28MZ) in Braunschweig bezogen.

2.1.2. Bakterien
Bakterienstamm
Als kompetente Zellen wurddribrary Efficiency® DH&™ Cellsmit dem Genotyp F*80acZ
AM15 A (lacZYA-argF), U169recAl endAl hsdR17(k’, m¢’), phoA supE44 thi-1 gyr, A96

relA1 A der Firma Invitrogen AG, Karlsruhe, D und Basel, @Gtwendet.

2.1.3. Plasmide

pGL2-Basic-Vektor

Der pGL2-Basic-Vektor ist ein eurokaryontisches riRotor- und Enhancersequenz-freies Re-
portergenplasmid fur das Luciferasegen (luc) (Pigem@mbH, Mannheim, D), welches fur die
Klonierung derJMJD1APromotorkonstrukte verwendet wurde. Als Resistearker besitzt das
Plasmid da$3-Lactamasésen. Die Bindungsstelle des zur Sequenzierung emaeten GLPri-
merl reicht von Basenpaar 5565 bis zu Baserfifztai (siehe Vektorkarte Abb. 7).
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Abb. 7 Vektorkarte des pGL2-Basic Vektors (Promega)
Quelle: pGL2 Luciferase Reporter Vectors — Handh@ak2003, Promega Corporation, Madison, WI, USA

CMV-i3-Gal-Plasmid
Das fur die Co-Transfektion verwend@&@&V-3-GalPlasmid, ein 3-Galaktosidase Expressions-
vektor, wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Hol§&eholz, Johannes-Midiller-Institut fir Phy-

siologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Algrfligung gestellt.

HIF-1 a-Plasmid
Auch diesen, zur Co-Transfektion verwendetélfr-1a ExpressionsvektorHIF-1 cDNA in
pcDNA3.1) erhielten wir von Prof. Dr. Holger Schollohannes-Mduller-Institut fir Physiologie,

Charité-Universitatsmedizin Berlffi,

VEGF165—PIasmid
Dieses Plasmid mit dem Gen fur die splicing VaearEGFgswurde als Standard fiir die Real-

Time-PCRverwendef*.

2.1.4 siRNA-Konstrukte

HIF-1 a SIRNA

Zur stabilen Repression vaéiiF-1a wurden HMEC-1 Zellen (,Human Microvascular Endcthe
lial Cell Line 1) mit dem psiRNA-hH1neo G2 Vekttransfiziert. Dieser enthielt zudem eine
kurze hairpin-siRNA, welche gegetilF-10 gerichtet ist. Die Positivkontrolle wurde hingegen
nur mit dem leeren psiRNA-hH1 neoscr Plasmid tiarest. Die Herstellung der siRNA-
Konstrukte und die Durchfiihrung der Hypoxieversugtieden Zellen erfolgte durch die Abtei-

lung fiir Anésthesie und Intensivmedizin, Univetsittinikum Tibingen, Deutschlarfd
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2.1.5. cDNA-Proben

Gewebe-cDNA-Proben

Die fur die IMID1AExpressionsmessung verwendeten Gewebe-cDNA-Pwbesen von der
Firma Clontech (Clontech Labaratories Palo Alto,, C/A) bezogen. Sie waren auf eine Kon-

zentration von 0,5 ng/ul eingestellt und entstamnaien folgenden Geweben:

cDNA von gesunden erwachsenen Geweben (Human NMT@anel 1)

Gehirn Gepoolt von 2 mannlichen Kaukasiern, Altgnuhd 55

Herz Gepoolt von 3 mannlichen Kaukasiern, Alter®3und 55

Leber Gepoolt von 3 mannlichen Kaukasiern, Altei502

Lunge Gepoolt von 2 weiblichen Kaukasiern, Alteruw 32

Niere Gepoolt von 5 mannlichen und weiblichen Kasidn, Alter 20-61
Pankreas Gepoolt von 15 mannlichen und weiblichaukdsiern, Alter 22-69
Plazenta Gepoolt von 7 weiblichen Kaukasiern, A2+35

Skelettmuskel Gepoolt von 8 mannlichen und weilgitKaukasiern, Alter 29-60

cDNA von fetalem Gewebe (Human Fetal MT¢Panel )

Gehirn Gepoolt von 10 mannlichen und weiblichen SpontartanpAlter 21.-30. Woche
Herz Gepoolt von 13 mannlichen und weiblichen SpontartebpAlter 23.-36. Woche
Leber Gepoolt von 32 mannlichen und weiblichen SpontartanpAlter 18.-24. Woche
Lunge Gepoolt von 38 méannlichen und weiblichen SpontartanpAlter 22.-27. Woche
Milz Gepoolt von 17 mannlichen und weiblichen SpontartenpAlter 16.-32. Woche
Niere Gepoolt von 17 mannlichen und weiblichen SpontartabpAlter 16.-32. Woche
Thymus Gepoolt von 17 mannlichen und weiblichen SpontarteboAlter 16.-32. Woche
Skelettmuskel Gepoolt von 13 méannlichen und weiblichen SpontartanpAlter 23.-36. Woche

Gewebeproben Ratten

Die von Dr. W. Bernhardt (Abteilung fir Nephrologend Hypertensiologie, Friedrich-
Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg, Erlang@autschland) freundlicherweise zur Verfu-
gung gestellten Gewebeproben (Herz, Gehirn, LebdrNiere) stammen von ménnlichen Spra-
gue-Dawleys Ratten (n= 2-3 zu jedem Messpunktlemim Gewicht von 200-280g. Die Ratten
waren dabei fir jeweils 6 oder 12 Stunden einemidiaren Hypoxie (8% £ 92% N) oder
Normoxie ausgesetZf. Die Gewebeproben wurden bis zur Analyse in fljessi Stickstoff ge-

lagert.
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2.1.6. Enzyme

T4 DNA Ligase —

LigaFast Rapid DNA Ligations System
Kpn | Promega GmbH, Mannheim, D + Catalys AG, WalliselleH
Nhe | Promega GmbH, Mannheim, D + Catalys AG, Wallisellehl
Platinum®Tag DNA Polymerase Invitrogen AG, Karlsruhe, D + BasgiH

Superscript Il Invitrogen AG, Karlsruhe, D + BaseH

Expand Long Template PCR System F. Hoffmann-La R&B, Basel, CH

FUGENE-6™ Transfektionsreagenz F. Hoffmann-La RosBGe Basel, CH

Promega GmbH, Mannheim, D + Catalys AG, WalliselleH

2.1.7. Chemikalien

Medien und Losungen fir die Zellkultur:

CoCl (Kobaltchlorid) 100uM Sigma-Aldrich Chemie GmbHautkirchen, D
DFO (Desferrioxamin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, fkanchen, D
DIP (2'20-Dipyridil) 200mM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf&hen, D
DMEM mit 4,5 g/l Glucose, Biochrom AG (Oxoid), Berlin, D

3,7 g/ NaHCO3, Na-Pyruvat
DMSO (Dimethylsulphoxide)
FKS (Fetales Kalberserum)

Sigma-Aldrich Chemie GmbFaufkirchen, D
Biochrom AG (Oxoid), IBeD

GlutaMAX1 Invitrogen, Karlsruhe, D und Basel, CH
OptiMEM Invitrogen, Karlsruhe, D und Basel, CH
PBS Biochrom AG (Oxoid), Berlin, D

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG (Oxoid), Ber)i®

RPMI 1640 Biochrom AG (Oxoid), Berlin, D
Trypanblau Biochrom AG (Oxoid), Berlin, D
Trypsin Biochrom AG (Oxoid), Berlin, D

Medien und Lésungen fur die Bakterienkultivierung:

Ampicillin (50mg/ml) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tiirchen, D
Glycerin Invitrogen, Karlsruhe, D und Basel, CH

Luria Agar Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchén,
Luria Broth (LB-Medium) Sigma-Aldrich Chemie GmbHMaufkirchen, D

SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D und Basel, CH

Chemikalien:

Aceton Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D

Ammonium Persulfate (APS 25%) Promega GmbH, MamhBi+Catalys AG, Wallisellen, CH
Borsaure Carl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, D

DTT (Dithiothreitol)

ECL Plus Western Blotting
Detection Reagenz

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic-Acid)
Ethanol 100%

Ethidiumbromid

Glycin

Isopropanol

Magermilchpulver

Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid Platzchen

PVDF Transfermembran
Roéntgenfilm Hyperfilm MP
Rotiphorese Gel 30

SDS 10 % (Sodium dodecyl sulfate)

Invitrogen, Karlsruhe, D undaBel, CH
Amersham plc, Buckinghamshire, UK

Carl CarltR&mbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkiech D

Carl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsrube

J.M. Gabler Saliter GmbH & Co. K&lgau
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkiezh D
Merck Eurolab GmbH, Daadg D
Amersham plc, Buckinghamshire,
Amersham plc, BuckingharmehUK

Carl Carl Roth GmbH & Co. KGylauhe, D

Invitrogen, Kaute, D und Basel, CH
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TEMED (Tetramethylendiamin)
Tris Base (250 mM)

Tris-HCI

Tween 20

Ultra Pure™ DNase und RNase
freies Wasser

Kits und Assays:

Big DyeTM DNA Sequenzierkit

ABI PRISM Big Dye Terminator V.1.1 Cy-
cle Sequencing Kit

DyeEx 2.0 Spin Kit

Luciferase Assay System with Reporter
Lysis Buffer

QIAprep Plasmid Mini Kit

QIlAprep Plasmid Midi Kit

QIAquick PCR Purification Kit

RC DC Protein Assay

RNeasy® Mini Kit

TransFaktor Whole Cell Extraction Kit

Carl Roth GmbH & Co. KKarlsruhe, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsey D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Promega GmbH, Mannheim, D+Catalys AG ligédlen, CH
Invitrogen, Karlsruhe, D und Basel, CH

Perkin Elmer, WalthatSA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Qiagen AG, Hombrechtikon, CH
Promega GmbH, Mannheim, D;
Catalys AG, Wallisellen, CH

Qiagen AG, HombrechtikocdH

Qiagen AG, HombrechtikacdH

Qiagen AG, Hombrei#tan, CH

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Qiagen AG, Hombrechtikon, CH

Clontech, BaGerman-en-Laye, F

B-Galactosidase Enzyme Assay System wifPromega GmbH, Mannheim, D;

Reporter Lysis Buffer

Catalys AG, Wallisellen, CH

Nukleinsaure-lsolierungs- und Analysensysteme:

100bp-DNA-Leiter

Gelladepuffer

Full-Range Rainbow Marker

Microcon YM-50 Centrifugal Filter Unit
Qiashredder 50

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D
Amersham plc, Buckinghlaines UK

Millipore GivH, Schwalbach, D und Zug, CH
Qiagen AG, Hombrechtikon, CH

Zusammensetzung Puffer und Lésungen:

10 xXTBE-Puffer fir Gelelektrophorese:
pH=8
2169 Tris Base
1109 Borsaure
80ml 0,5M EDTA
ad 2| dest. KD

10 x TBS
100 mM Tris Base pH 7,6
1,5M NaCl

10 x Lauf- bzw. Transferpuffer
250mM Tris Base pH 8,5
2M Glycin

Ladepuffer
50 mM Tris-HCI pH 6,8

2% SDS
10% Glycerin
Bromphenolblau

1 x TBST (1)
100 ml 10 x TBS

500 pl Tween 20

1 x TBE-Puffer (11):
100 ml 10xTBE-Puffer
ad 1l HO

1x TBS (1l

100ml 10x TBS

ad 1l HO

1x Laufpuffer (1l)
100 ml 10x Lauf- bzw. Transferpuffer
10 ml 10%-iges SDS
ad 11 HO

Transferpuffer (11)
100 ml 10 x Lauf- bzw. Transferpuffer
200 ml Methanol

SDS Sample Buffer
62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2 % w/v SDS
10 % Glycerol
50 mM DTT
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Blocklésung 100ml
5g Magermilchpulver in 1x TBS lésen

2.1.8. Synthetische Oligonukleotide
Die Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL, Berlib, oder Microsynth AG, Balgach,
CH, synthetisiert.

Primer gRT-PCR

Bezeichnung Sequenz 5'-3’

JMJID1A-human-F (TSGA-S) GAG CTG TTT CCC ACACCG A
JMJID1A-human-R (TSGA-A) TGC TCT CCT TAG AAG GCT GTBAC
JMJID1A-Ratte-F GAG CTGTTTCTC ACACTG A
JMJID1A-Ratte-R TGC TCT TCT TAG AAG GCT GTA GA
POLR2F-human-F CCC GAAAGATCCCCATCAT
POLR2F-human-R CAC CCC CCAGTCTTCATAGC
VEGFA-human-F CCC TGA TGA GAT CGA GTACATCTT
VEGFA-human-R CTTGTC TTG CTC TATCTTTCT TTG GTIC
VEGFA-Ratte-F TTACTG CTG TACCTC CACC
VEGFA-Ratte-R ACA GGA CGG CTT GAA GAT A

;M -human-F GAT GAG TAT GCC TGC CGT GTG
3;M-human-R TCC AAT CCA AAT GCG GCATCT
RPL13A-human-F GCG GAT GAA CAC CAA CCC
RPL13A-human-R GTA GGC TTC AGA CGC ACG AC
RPL13A-Ratte-F GCG GAT GAA TAC CAA CCC
RPL13A-Ratte-R GTAGGC TTC AGC CGC ACA AC

Primer Reportgenassay

Bezeichnung Sequenz 5'-3’

JMJID1-F-923 (p1072) "CGG GGT ACCTTC CAC GCT TGT AAA ATG GG
JMJID1-F-555 (p704) *CGG GGT ACTTT ATC CTT CAA AAT GGC GG
JMJID1-F-484 (p633) *CGG GGT ACATT TCG CCC AGC AGC CTA AG
JMJID1-F- 444 (p593) *CGG GGT ACCGA GCC TCC AGAGCACTATC
JMJID1-F- 350 (p499) *CGG GGT ACCCT CAC CCT TTC CTG TGA GA
JMJID1-F-444 (p593mut) *CGG GGT ACCCGA GCC TCC AGAGCACTATCG

CTC CTC CCT CTA GCT GAG TAC GCC TGA AAC

CGATGCTTCTCTTCCCT
JMJID1-R+149 *CTAGCT AGCCGCTGACTT GGT TCA AGA GC
Zur ldentifizierung der Primer wurde die Positioesdersten 5'Nukleotids in Beziehung zum Beginn defTR angegeben, in
Klammern dahinter ist mit ,p’ die Lange des re®rkinden Promotorkonstruktes angegeben
*Die Sequenz CGG GGT ACC wurde den Forward-PrimesrBahnittstelle fur die Restriktion mit Kpnl angegeam
*Die Sequenz CTA GCT AGGwvurde dem Reverse-Primer als Schnittstelle firRkstriktionsenzym Nhel angehangen.

Primer Sequenzierung
Bezeichnung Sequenz 5'-3’
GLprimerl TGT ATCTTATGG TAC TGT AAC TG
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2.1.9. Gerate

Brutschrank
Bunsenbrenner

CO;, Inkubatoren

Binder CQ Inkubator

Mini Galaxy A/E CQ Inkubator
Dispergiergeréat

Ultra Turrax T 25
Elektrophoresekammer

Agarosegele
Kamera

Polaroid CU-5 Nahaufnahme Kamera

ImageMaster VDS
Kihlschrank

RV 3.11 Profiline
Laser-Imager

Scopix™ LR 5200

Luminometer

Mikroskope

Telaval 31 (invers)
Mikrowelle

Mikrowelle HMT8621
Mikrozentrifugen

Quialitron DW-41

MIKRO 22

Galaxy Mini Microcentrifuge

Centrifuge 5415 D

Biofuge Pico

Mini-Protean Tetra Electrophoresis System

Mini-Trans-Blot Cell
PCR Cycler
Mastercycler epgradient S
Gene Amp PCR System 9700
PCR Werkbank
Captair bio
pH-Meter
pH 330 Set 1
Photometer
Multiskan Ascent
Biophotometer
Power Supply
Power Pack P25
Power Pac 3000
Schattelinkubator
Certomat R
Schittler
IKA Vibrax VXR
Sequenziergerat
ABI Prism377 Automatic Sequencer
Sterilwerkbank
Holten Safe 2010
Stickstofftank

Thermo-Cycler
LightCycler
Rotor-Gene 6000

Thermomixer comfort

Heraeus Instruments, Berlin, D
Usbeck Carl Friedrich KG, Radevorichwz

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Sysmex Digitana AG, Horgen, CH

IKA Labortechnik, Staufen, D
Biometra, Géttingen, D

Polaroid, Offenbach/Main, D
Pharmacia Biotech, San Francisco, CA, USA

Liebherr Hausgerate, Ochsenhausen, D

Agfa Graphics GmbH & Co.KG, Disseldorf, D
Mitras LB 940, Berthold Technologies, D

Carl Zeiss AG, Jena, D

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Stuttgart, D
Qualitron Inc., Sylvania, Ohio, USA

A. Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Heraeus Instruments, Berlin, D
BIO-RAD, Hercules, CA, USA

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, D
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Erlab DFS SAS, Kdin, D
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D

Thermo Labsystems, Finnland
Eppendorf AG, Hamburg, D

Biometra, Géttingen, D
Bio-RAD Labaratories, Géttingen, D

B. Braun Biotech International, Melsungen, D
IKA Labortechnik, Staufen, D
PerkinElmer™, Life Sciences, Foster City, CA, USA

Thermo Electron Corporation, Fernwald, D
Tec-Lab, Konigsstein, D

Roche Diagnostics GmbH & Co. KG, Mannheim, D
Corbett Life Science, Sydney, AUS
Eppendorf AG, Hamburg, D
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Thermozentrifuge Rotanta / R A. Hettich GmbH & CG KTuttlingen, D
Ultratiefkiihlgerat

Ultra-Low Temperature Freezer New Brunswick Scientific GmbH, Nirtingen, D
UV-Transluminator
TFX-20M Frobel-Labortechnik GmbH, Berlin, D
Vortexer

Vibrofix VF1 IKA Labortechnik, Staufen, D

Heidolph Reax top Heidolph Instruments GmbH & Co, Schwabach, D
Waage

Scaltec, SBC 42 Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, D
Wasserbad GFL — Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel, D

2.1.10. Verwendete Websiten

http://www.ncbi.nml.nih.gov/blast
http://www.tib-molbiol.de
http://www.ensembl.org
http://www.uniprot.org/

2.1.11. Statistische Auswertung

Die angegebenen Daten sowie auch die dazugehddgaole stellen die Mittelwerte da. Die

Standardabweichung (SD) oder der Standardfehleiigslwerts (SEM) spiegelt sich in den

Fehlerbalken wieder. Zur Bestimmung signifikantertésschiede wurde ein zweiseitiger t-Test

nach Student mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit %86 (p < 0.05) verwendet.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die adhérenten HEK293, HeLa, HSMC und Hep3B-ZelWlemden in DMEM unter Zusatz von
10% fetalem Kélberserum (FKS) und 1% GlutaMAX1 B&iC, 5% CQ@-Gehalt und wasserge-
sattigter Atmosphéare im Inkubator kultiviert. Fiim eptimales Wachstum der adharenten Zellen
wird das Zellkulturmedium DMEM mit 10% FKS und 1%ricillin/Streptomycin versetzt. Fir
die Suspensionszellen REH wurde RPMI 1640 als Medmerwendet, welches ebenfalls mit
10%-igem FKS und 1% Penicillin/Streptomycin versetarde. Die Zellen werden alle 2-3 Tage
gesplittet. Dafur wird das Medium von den adhanerellen abgesaugt, mit PBS gespult und
mit Trypsin fur 5 Min. im Brutschrank inkubiert. Bach werden die abgeltsten Zellen mit PBS
aufgenommen und bei 1000 RPM fur 2 Min. zentrifugiem sie daraufhin wieder in Zellkultur-
schalen auszuséen. Fir die Suspensionszellengdibich die Abldsung mit Trypsin, so dass
diese direkt bei 1000 RPM fir 2 Min. zentrifugiartirden. Im Anschluss wurde ihnen frisches
Medium hinzugefugt. FUr die Hypoxieexperimente dem die Zellen nach Anfarbung mit
Trypanblau in einer Schilling-Zahlkammer gezahltduhx 16 Zellen in 2 ml Nahrmedium je
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Well einer 6 Well Platte ausgesat. Je Versuch wurdmdestens zwei Wells einer Zelllinie aus-
gesat, eine fur die Hypoxiekammer und die anderaliéi Normoxiekammer. Normoxie wurde
dabei in allen Experimenten als 20% @d 5% CQ definiert und Hypoxie als 0,5 - 1%,0

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur das Einfrieren der Zellen wird dem Kultiviersngedium zusatzlich 10% FKS und 10%
DMSO zugesetzt. Auf die vom Medium befreiten ZeNeind dann das Einfriermedium gegeben
und auf die Kryorshrchen mit jeweils 2 x%1Bellen verteilt. Um gewahrleisten zu kénnen, dass
die Zellen langsam - etwa 1°C/Min. — abkuhlen, weerdie Kryoréhrchen fur 24 h in einem Be-
halter mit Isopropanol in einem -80°C-Gefriersclirgelagert und danach in einem Stickstoff-
tank. Das Auftauen der Zellen beginnt mit der emitigen Inkubation der Kryoréhrchen im
37°C-warmen Wasserbad. Durch das tropfenweise Amgdbs ebenfalls 37°C-warmen Kultur-
mediums tauen die Zellen behutsam auf. Das DMSQlamsEinfriermedium wird durch Zent-
rifugation von den Zellen getrennt und sie konnmarerhalb der nachsten 12 — 24 h in einer ge-
eigneten Zellkulturschale adhéarieren.

2.2.2. RNA-Extraktion

Zur Isolierung der RNA aus den Zelllysaten wurde @eagen Rneasy® Mini Kit verwendet

und gemall dem Protokoll des Herstellers vorgegarigienKonzentration der so gewonnenen
RNA-Extrakte wird anschlieend photometrisch bestimUm Zelllysate aus den Gewebepro-
ben der Ratten zu erhalten, wurden den gekihltebherzunachst 600ul RLT-Puffer (Qiagen
Rneasy® Mini Kit) zugesetzt und diese dann mit dzspergiergerat homogenisiert.

2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ein DNA-Abschnitt kann durch die PCR (polymerasaiohreaction) aus einem komplexen
Gemisch von DNA, die das zu vervielfaltigende DNAHStlck enthalt, selektiv amplifiziert
werden. Die exponentielle Amplifikation der DNA widurch multiple Zyklen von thermischer
Strangtrennung der DNADgnaturierung, Bindung der spezifischen Oligodesoxynukleotide
(Primer) an die Einzelstrang-DNAGnealing und DNA-Synthese durch die thermostabile Pla-
tinum® TagDNA-Polymerase Elongatior) erreicht. Die PCR-Reaktion wird in 0,2 ml Reakti-
onsgefalRen in eineMCR-Cyclerdurchgefiihrt. Die entstandenen PCR-Fragmente lassén
durch gelektrophoretische Auftrennung als Bandastdien. Durch den Zusatz von Ethidium-
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bromid zum Gel, einem Farbstoff, der mit der DNAenkaliert und bei einer Wellenlange von

256 nm flouresziert, kbnnen die Banden im UV-Lisiahtbar gemacht werden.

Tabelle 1: PCR-Ansatz fur die Herstellung von DNS-Fagmenten (20ul)

1x Ansatz Reagenzien Firma

8,8 ul HO

2 pul MgClL (50 mM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D und BaseH C
2 pul 10 x PCR Buffer (ohne Mggl Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D und Basel, CH
2 pul dNTP-Mix (je 2mM) Invitrogen GmbH, Karlsruh®,und Basel, CH
0,2 pl Platinum®TragDNA-Polymerase Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D urasBl, CH
1/1 pl Forward /Reverse Primer

3l DNA

Reaktionsbedinqungen im Cycler:

Initialisierung: 95°C 5 Min.
Denaturierung: 95°C 15s
Annealing: 62°C 30s 34 Zyklen
Elongation: 72°C 2 Min. 3
72°C 5 Min.
4°C Ende

Um optimale Annealing-Temperaturen fir das jeweillgrimerpaar zu erhalten, wird immer

zuvor eine Test-PCR am Gradientencycler mit veestdmen Annealing-Temperaturen zwischen
55°C und 65°C durchgefuhrt. Bei groReren DNS-Fragere (>600 bp) wird das Expand Long

Template PCR System benutzt.

Tabelle 2: PCR-Ansatz mit dem Expand Long Templat®CR System (30ul)

1x Ansatz Reagenzien Firma

19,5 pl HO

3ul 10 x PCR Buffer Invitrogen GmbH, Karlsruheubd Basel, CH
1ul dNTP-Mix (je 20mM) Invitrogen GmbH, Karlsruh®,und Basel, CH
0,5 pl Enzyme (Expand Long Template PCR) F. Hoffmha Roche AG, Basel, CH

1/1 ul Forward /Reverse Primer

4l DNA
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Reaktionsbedingungen im Cycler:

Initialisierung: 95°C 2 Min.
Denaturierung: 95°C 15s
Annealing: 62°C 30s 34 Zyklen
Elongation: 68°C 2 Min. 30s
68°C 7 Min.
4°C Ende

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion kann fatierangewendet werden, um die Plas-
midtransformation in Bakterien auf ihr Gelingen tsten. Dafir werden einfach 5ul LB-
Medium entnommen, das ca. 1-2 h zuvor mit einezedimen Kolonie von der Transformations-

platte beimpft wurde, und statt der DNS zu dem PXRatz hinzu pipettiert.

2.2.4. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Mit Hilfe der Reversen Transkription (RT) kann &&A in komplementare DNA (cDNA) um-

geschrieben werden. Dadurch besteht die Moglichkeitekt auch RNA-Abschnitte nachzu-
weisen. Die RT zur Generierung von cDNA wurde bgiQ@ fur 45 Min. und anschlie3ender

Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase B8C9flr 5 Min. durchgefihrt.

Tabelle 3: Allgemeiner Ansatz der Reversen Transkption von RNA (20 ul)

1x Ansatz | Reagenzien Firma

1pg RNA

4 ul 5 x First Strand Buffer Invitrogen GmbH, Kadbke, D und Basel, CH
2 pl dNTP-Mix (je 10mM) Invitrogen GmbH, Karlsruh®,und Basel, CH
1ul DTT (0,1 M) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D uBasel, CH

2 pl Hexanukleotide (50mM) F. Hoffmann-La Roche Aasel, CH

1ul SuperScript Il Reverse Transkriptase (200 J/plnvitrogen GmbH, Karlsruhe, D und Basel, CH
ad 20 pl HO

2.2.5. Aufreinigung & Aufkonzentrierung von PCR- und Restriktionsprodukten
Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde mit denA@lick PCR Purification Kit nach den
Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Zur Ao#emtrierung der PCR Produkte wurde der

Microcon® Filter von Millipore geméaf} den Herstedlagaben verwendet.
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2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroRRe der aufzutrennenden DNA-Fragmentedigr entsprechende Konzentration des
Agarosegels gewahlt. Zur Herstellung von 100 mégia%-igen Gels werden 2g Agarose

in 100 ml 1x TBE-Puffer durch Aufkochen in einerKkvbwelle geldst. Unter leichtem Rihren
wird das Ganze auf ca. 60°C abgekihlt, mit 8 pldiimbromid (500 pg/ml) versetzt und luft-
blasenfrei auf einen horizontalen Geltrdger gegusdderch das Einh&ngen eines Kamms in die
obere Schicht des Gels entstehen nach ErstarreBalsslie Taschen zum Auftragen der Proben
(10 ul Aliquot des PCR-Produkts + 2 pl Gelladepyff®ie Elektrophoresekammer wird dann
mit 0,5x TBE-Puffer ausreichend befullt, mit denvgligen Proben geladen und eine Span-
nungsquelle mit 120V angelegt. Nach der elektroptierhen Auftrennung kénnen die Fragmen-
te mittels UV-Transluminator sichtbar gemacht uhdtpgraphisch dokumentiert werden.

2.2.7. QuantitativeReal-TimePCR (gRT-PCR) mit dem Light Cycler™

Die quantitativeReal-TimePCR (qRT-PCR) beruht auf dem Prinzip der herkominein PCR,
zeichnet sich zudem aber durch die Moglichkeit @aantifizierung der gewonnenen DNA zu
jedem Zeitpunkt des PCR-Zyklus afrsal-time). Die Quantifizierung wird durch Fluoreszenz-
messungen ermoglicht, wobei die Fluoreszenz primpait mit der Menge der PCR-Produkte
zunimmt. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstofferkatiéeeren entweder direkt mit der doppel-
strangigen DNA (Ethidiumbromid, SYBRGreen) oderdsem Oligonukleotide gebunden, die
erst nach spezifischer Bindung an das PCR-Produktefszieren.

In dieser Arbeit wurde der asymmetrische Cyanibstaff SYBRGreen (SG) zur Markierung
verwendet Der resultierende DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Kompkgxsorbiert blaues Licht bei
einer Wellenlangamax = 494 nm und emittiert griines Licht bemax = 521 nm. Die Messung
findet am Ende der Elongationsphase eines jedefu@ydtatt und kann am angeschlossenen
Computer wahrend des gesamten Laufs (bestehendedusren Zyklen) direkt verfolgt werden.
Der zur gRT-PCR verwendete LightCycler™ setzt saHVesentlichen aus zwei funktionellen
Hauptkomponenten zusammen, der Thermocyclereinimgitder Fluoreszenzmesseinheit. Die
zylindrisch aufgebaute Reaktionskammer, die duneth geheizt bzw. gekuhlt werden kann, und
genau wie das Probenkarussell aus Materialien enihger Warmekapazitat besteht, ermdglicht
eine Aufheiz- und Abkuhlungsrate von bis zu 20°G Bekunde. Als Reaktionsgefal3e dienen
dinne QuarzglaskapillarehightCyclerGlaskapillarer) mit einem Fassungsvermdgen von 25
pl, die durch ihre grofRe Oberflache im VerhaltnusnzVolumen sehr schnell die Umgebungs-
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temperatur annehmen kénnen und damit besondeffsirgdiesen extrem schnellen Thermocyc-

ler geeignet sind’.

Fur die gRT-PCR werden zunéachst 17 pl des MastariMklusive den entsprechenden Primern
in die gekihlten Glaskapillaren vorgelegt. Ansdbdéied werden noch jeweils 3 pl der cDNA-
Probe hinzu pipettiert und die Kapillaren fest ebtessen, um eine Kontamination zu vermei-
den. Die befillten Glaskapillaren werden kurz atziergiert und kdnnen dann in den LightCyc-
ler™ eingesetzt werden. In allen Versuchen wurdedestens eine Doppelbestimmung vorge-

nommen.

Tabelle 4: Allgemeiner Ansatz fur die gRT-PCR (20ul

1x Ansatz Reagenzien Firma

7,2 pl HO

3ul MgCh (50 mM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D und Basel, CH
2 pl 10 x PCR Buffer ohne Mggl Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D und Basel, CH
2 pl dNTP-Mix (2mM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, dd Basel, CH
0,3 pul BSA (10 pg/ul) Sigma-Aldrich Chemie GmbH ufiarchen, D
1ul SYBRGreen (10 pM) Invitrogen GmbH, KarlsruBeynd Basel, CH
0,2 pl Platinum (Tag DNA-Polymerase 500U) InvitragembH, Karlsruhe, D und Basel, CH
0,7/0,7 pl Forward / Reverse Primer

3ul cDNA

Reaktionsbedinqgungen im LightCycler™:

Initialisierung: 95°C 120s
Denaturierung: 95°C 8s
Annealing: 66°C 12s } 40 Zyklen
Elongation: 72°C 20s
38°C 30s

2.2.7.1. Quantifizierung der gRT-PCR

Zur Quantifizierung wurde der sogenanatessing-point(cp-Wert) oder auch Threshold-Cycle
(Cr-Wert) jeder Probe bestimmt. Dieser von der Ligld€y™-Software (Roche Diagnostics
GmbH) Uber den ,second derivate maximum*“ (SDM) Asamodus ermittelte und in der An-
zahl der PCR-Zyklen ausgegebene Wert ist defimisrder Zeitpunkt, an dem die Fluoreszenz-

zunahme vom linearen in den exponentiellen Bereiebhselt. Der zur €Wert-Bestimmung
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verwendete mathematische Algorithmus bedient satbeddem ersten Maximum der zweiten

Ableitung der Kurve, welche die Fluoreszenzinteitsih Abhangigkeit von der Zykluszahl be-
schreibt.

Standard- und Standardkurve
Es besteht eine lineare, umgekehrt proportional@eBeng zwischen dem Logarithmus der ein-
gesetzten Menge an DNA-Template (Kopien) und deriv@rt *2.

Durch diesen Zusammenhang kann anhand einer Stioaiee mit der Gleichung

Cr-Wert=- 1 xlogT, + logT
logE logE

Abb. 8 Gleichung der Standardkurve

TO = Ausgangskonzentration der Probe; T = Konzéntrales PCR-Produkts am-@Vert; E = Effizienz
der Reaktion

auch die Ausgangskonzentratiog fon unbekannten Proben berechnet werden. Dazigtfert
man eine logarithmische Verdinnungsreihe einer kbdptobe mit bekannter
Ausgangskonzentration an. Durch die Auftragunggienessenen{©/Nerte gegen die logarith-
misch verdiinnten DNA-Aquivalente lasst sich einen8ardgerade ziehen. Aus der Steigung m
dieser Geraden mit der allgemeinen Geradengleiclungn- x + n wird die Effizienz berech-
net: E = 10°¥™. Eine Steigung m von -3,32 wiirde somit eine Edfizi von 100 % bedeuten, d.
h. eine Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus.58.eine Effizienz von 90 %. Die LightCyc-
ler™-Software berechnet aus den ermitteltgaNerten der Proben unter Verwendung der Stan-
dardgeraden die Ausgangskonzentrationen automatisch

LEMf g

Fluorescence F1)
N

T _
16 3e 4 42 44 46
Log Concentration (Kopien)

Abb. 9 Beispiel einer gRT-PCR mittels LightCycler™und dazugehériger Standardgeraden
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In dieser Arbeit wurde als Standard das VE4sPlasmid verwendefsiehe 2.1.3.)Dieses ist
durch seine Stabilitdt besonders geeignet um Measstkungen zwischen den einzelnen PCR-
Laufen zu detektieren. Zur Erstellung einer Statgaraden wurde das Plasmid in Zehnerstufen

verdinnt.

Normalisierung

Bei der Normalisierung, die einer relativen Quaniung entspricht, werden die Expressions-
ergebnisse des Zielgens ins Verhaltnis zu einerarsogiten Referenz- oder austusekeeping-
Gen gesetzt. Der Vorteil dieser Methode ist, dagsa¥ifonen z.B. in der Menge des Ausgangs-
materials ausgeglichen werden konnen. Das ideafer&egen lasst sich leicht detektieren,
zeichnet sich durch eine ubiquitare und homogen@adssion aus, die wahrend des Zellzyklus
zwischen Zelltypen oder als Antwort auf die expenmelle Behandlung nicht variiert. Die Wahl
solcher Referenzgene ist mitunter schwierig undlweher in der Diskussion noch weiter erér-
tert werden. Fir die Bestimmung d#viIJD1AExpression in den cDNA-Gewebe-Panels wurde
das ReferenzgeROLR2Fausgewahlt. Ansonsten erfolgte die Normalisieromgy Referenzgen
[3-Mikroglobulin (M) undRPL13A

2.2.7.2. Schmelzkurvenanalyse

Da die Bindung an doppelstrangige DNA von SYBRGreespezifisch ist und eine Unterschei-
dung zwischen korrektem Produkt, Artefakt und Profitaeren somit nicht mdglich, bedarf es
einer Schmelzkurvenanalyse nach abgeschlosseneP@IRTmit dem LightCycler™ oder einer
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte

Bei der Schmelzkurvenanalyse kommt es durch digiteghise Temperaturerhbhung von
0,2°C/s (von 50°C auf 95°C) bei einer fiur das Fragtrspezifischen Schmelztemperatur zum
Aufbrechen des Doppelstranges. Dieser Aufbruch kiamoh die Fluoreszenzabnahme detektiert
werden. Da der Schmelzpunkt von spezifischen PGRIitRten héher liegt als bei unspezifisch
entstehenden Primerdimeren oder Artefakten, kdmredukte voneinander abgegrenzt werden,
die sich in ihrer Schmelztemperatur um weniger2fi€ unterscheidefi.

2.2.8. Promotoranalyse
2.2.8.1. Reportergenassay
Mit Hilfe eines Reportergenassays ist es mogliem Hinfluss potenzieller Promotoren und En-

hancer auf die Transkription eines Reportergengeigigneten Zellen zu testen. Reportergene
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codieren fur Proteine, die durch enzymatische Atfidivoder eine andere Eigenschaft leicht
nachweisbar sind. Idealerweise werden sie nicht wdein geringem Umfang in eukaryotischen
Zellen endogen exprimiert. In dieser Arbeit wurdals Reportergen verwendet das [3-
Galactosidase-GertatZ2) ausE. coli und das Luciferase-Getu¢) aus dem Leuchtkafdthoti-
nus pyralis®. Das potenzielle Promotorfragment wird vor das drepgen kloniert und der
Vektor in geeignete Zellen transfiziert. Die Aktét des Reportergenprodukts ist im Allgemei-
nen direkt proportional zu der Transkriptionsakéti Durch Nachweis des vom Reportergen
codierten Proteins lasst sich deshalb indirekt &inssage Uber den Einfluss des Promotorfrag-

mentes auf die Transkription des nachgeschalte&s Gacher.

2.2.8.2. PCR, Restriktion und Ligation der Fragmeng in den pGL2 Vektor

PCR

Die zu untersuchenden Promoter-Fragmente werdeshdtinsatz des Expand Long Template
PCR Systems hergestgiiehe 2.2.3)Die verwendete Annealing Temperatur betragt 6Z46.
Kontrolle wird ein kleiner Anteil der gewonnenen R®rodukte auf einem Agarosegel aufge-
tragen und elektrophoretisch entsprechend ihreR&eiufgetrennt. Der Rest der durch die PCR
gewonnen Fragmente wird aufgereinigt und aufkomiErht Anschlielend wird die DNA-
Konzentration der jeweiligen Fragmente am Photongeenessen, um fur die folgende Restrik-
tion die einzusetzende Menge der Inserts (DNA)itmesen zu kdnnen.

Restriktion

Zur Restriktion der DNA-Fragmente wurden die Ré&stsnsenzyme Kpnl und Nhel der Firma
Promega nach Anleitung des Herstellers verwendeétdiem DNA nach Zusatz der Enzyme fur
90-120 Min. bei 37°C inkubiert. Die DNA des verweteh pGL2 Vektors wurde konform ver-
daut. Im Anschluss an die entsprechend den Angatielyte Inaktivierung der Enzyme erfolgte

die Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Resioksprodukte.

Tabelle 5: Allgemeiner Restriktionsansatz (20ul)

1x Ansatz | Reagenzien Firma

2 ug Insert (DNA)

1ul Multicore 10 x Buffer Promega GmbH, MannhebDn,

0,2 pl BSA (Bovine Serum Albumin Acetylated) PrormggmbH, Mannheim, D

1ul Kpnl Promega GmbH, Mannheim, D
1ul Nhel Promega GmbH, Mannheim, D
ad 20 pl HO
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Ligation

Die Ligation der einzelnen Promotorfragmente in g&i2-Vektor erfolgte unter Verwendung
des LigaFast Rapid DNA Ligation Systems. Die Bestumg der einzusetzenden Menge an In-
sert und Vektor erfolgte nach folgender Formel:

Vektor inng x GroRe des Inserts in kb

X Molares Verhéltnis von Vektor zu Insert = Insertin ng
GroRe des Vektors in kb

Das hier verwendete Molare Verhaltnis entsprach Bet Ligationsansatz wurde bei Raumtem-
peratur fir 15 Min. inkubiert. Anschlie3end wurdempetente E. coli Zellen mit dem nun die

Promotorfragmente enthaltenen pGL2 Vektor transierm

Tabelle 6: Allgemeiner Ligationsansatz (10ul)

1x Ansatz | Reagenzien Firma

...ng Insert (DNA)
ca. 100 ng| pGL2-Basic-Vektor Promega GmbH, Marmh&

5 ul 2 x Ligase Buffer Promega GmbH, Mannheim, D
1l T4 DNA Ligase Promega GmbH, Mannheim, D
ad 10 pl HO

2.2.8.3. Transformation kompetenter Escherichia co(E. coli)

Die kompetenten E. coli ZellefLibrary Efficiency® DH2™ Cells)wurden auf Eis aufgetaut
und 100 pl von ihnen mit 2 pl des Ligationsansatarsischt. Nach einer Inkubationszeit des
Gemisches von 30 Min. auf Eis wurden die ZelleregirHitzeschock von 42°C fur 45 sek. aus-
gesetzt. Nach der kurzen (ca. 2-5 Min.) Abkuhluo§Eis werden die Zellen mit 900 pl SOC-
Medium bei 37°C und 225 RPM auf einem Rotationstlhifir 60 Min. geschuttelt. Anschlie-
Rend werden 100 pl des jeweiligen Ansatzes aufatigar-Platten mit Ampicillin ausgestri-
chen und Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkaburch den Einbau einer Ampicillinre-
sistenz-vermittelten Sequenz in das Plasmid, kdsi@nnur diejenigen Wirtszellen vermehren,

die das Plasmid auch tatsachlich enthalten undegrit damit zur Selektion.
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2.2.8.4. Plasmidamplifikation- und Praparation

Zur Amplifikation der Plasmid-DNA wurde je eine defte Kolonie aus der Ubernachtkultur
mit 5 ml ampicillinhaltigem LB-Medium versetzt urigher Nacht im Schuttelinkubator bei 37°C
und 225 RPM inkubiert. Im Anschluss daran wird Higdtur fir 5-6 Min. bei ca. 2000 RPM

abzentrifugiert. Die Isolierung der Plasmide wurdi dem QIAprep Plasmid Midi Kit gemaf

den Anweisungen des Herstellers vorgenommen. Hierbagt die Aufreinigung der Bakterien

mittels alkalischer Lyse und Uber Sdulen mit eDRA-bindenden Silica-Matrix.

2.2.8.5. Sequenzierung

Um die Sequenzintegritat der verschiedenen Prokatstrukte sicherzustellen, wurden die
Plasmide mit dem ABI PRISM Big Dye Terminator V11XCycle Sequencing Kit von Applied
Biosystems, Weiterstadt, D nach der Aufreinigungueaziert. Die Methode des Cycle Sequen-
cing ist ahnlich einer PCR aufgebaut und untersigiesich von dieser durch den Einsatz nur
eines Primers. Die verwendete hitzestabile DNA-P@sase ermoglicht den Ablauf mehrerer
Zyklen der Hitzedenaturierung, Primer-Anlagerungd &hongation, so dass am Ende eine grol3e-
re Menge an Produkt fur die Analyse zur Verfugutaipts Durch den Einbau von Didesoxynuk-
leotiden (ddNTP’s) in den DNA-Strang und darausitesendem Kettenabbruch wird eine wei-
tere Polymerisierung ab dieser Stelle verhinderg. \Ber verschiedenen ddNTP’s sind jeweils
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen matkie

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung konnen kieben von einem geeigneten Detektor
erkannt werden und jedem Fragment kann ein bestsimNukleotid zugeordnet werden. Die
Gelelektrophorese, Detektion und Analyse der Segjgamgen wurden mit dem automatischen
Sequenzierer ABI PrisH{ 377 durchgefiihrt. Die Sequenzier-PCR wurde im ffoeycler Ge-
neAmp® PCR System 9700 durchgefuhrt.

Tabelle 7: Sequenzier-PCR Ansatz (10pl) und Reaktisbedingungen

1x Ansatz | Reagenzien Initiale Denaturierung 96°C 1 Min.

100 ng aufgereinigtes Plasmid Denaturierung 96°C 30s

0,5 ul GL1 Primer Annealing 55°C 15 3}25 Zykler
1l Big Dye Elongation 60°C 4 Mim.

ad 10 pl HO 4°C
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Anschlie3end wurden die Produkte unter Verwendwssy @yeEx 2.0 Spin Kit von Qiagen ge-
malf Protokoll des Herstellers von tberschissigengPr und Nukleotidresten befreit.

In die 0,5 ml grol3en Reaktionsgefal3e wurden zubeeeits vorgelegten 16ul.6l noch 4ul der
aufgereinigten DNA gegeben, das Ganze mit einenk@aelticht verschlossen und anschlie3end

in den Sequenzierer zur Analyse gestellt.

2.2.8.6. Transiente Transfektion der HEK293-Zellen

Am Abend vor der Transfektion werden die HEK293l&el diinn (1x10® Zellen/ml und
600ul/Well) in 12-Well-Platten ausgesat. Fur jedediberprifende Promotorkonstrukt wird ein
3-fach-Ansatz angesetzt. Fur alle Untersuchungememeimmer der Leervektor als Negativ-
und eine Positivkontrolle mitgefihrt. Um den R-Gébdsidase-Assay durchfuhren zu koénnen,
wird zusatzlich ein CMV-3-Gal-Vektor in die HEK-2Z2llen co-transfiziert. Zur Vorbereitung
der Transfektion wird am Morgen das entsprechendieirien an serumfreien Medium in ein
Reaktionsgefal3 gegeben und das Transfektionsnkitigene® direkt ins Medium pipettiert.
Nach einer funfminttigen Inkubation kann nun dasspade Volumen an Plasmid-DNA und
CMV-i3-Gal-Vektor zugefuhrt werden. Nach weiterenM#. Inkubation kann die gesamte Mi-
schung vorsichtig tropfenweise auf die Zellen gegetwerden. Je nach Versuchsaufbau wird
nun eine 12-Well-Platte in die Hypoxiekammer gdsteine 12-Well-Platte mit 100uM DIP
versetzt und anschlie3end mit einer DIP freien 1&RRlatte unter normoxischen Bedingungen
tber Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach ca. M8drden dann die Zellen fir den Luciferase-

Assay geerntet.

Transfektionsansatz je Well einer 12-Well-Platte:

Medium OptiMEM 25 ul

Transfektionsreagenz (Fugene®): 1ul

Reportergen / CMV-3-Gal (im Verhaltnis 9:1): 0,34@033 ug
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2.2.8.7. Luciferase-Assay

Das Luciferase-Enzym des Leuchtkaf@tsotinus pyralis(firefly luciferase) ist ein monomeres
Protein (62 kDa), das keiner posttranslationalesz&ssierung unterliegt. Das Luciferase-Gen
(luc) wurde von de Waegt al.** sequenziert und kloniert.

Luciferase katalysiert die Umsetzung des Substtaiesgerin in Gegenwart von ATP und Mag-
nesium (Mg2) zu Luciferyl-AMP, das in einem zweiten SchrittenFreisetzung von Licht (560

nm) zu Oxyluciferin reagiert:

Luciferase + Mg?*

Luciferin + ATP + O, l:> Oxyluciferin +AMP + PPi +CO, + hv %

Wenn ein Substratiiberschuss vorliegt, ist die $tdds emittierten Lichtblitzes proportional

der Luciferase-Aktivitat. Die Detektion des Lichtagolgte mittels Luminometer.

In dieser Arbeit wurde das von Promega entwickklieiferase- und [3-Galaktosidase-Assay-
System verwendet. Nach dem 18 Stunden-Versuch wedde einzelnen Wells der 12-Well-
Platte mehrmals mit PBS gespilt und die transiemtstizierten HEK293-Zellen inklusive des
gesamten Mediums in ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Miefend werden die Zellen bei 6000
RPM zentrifugiert. Um die Zellen nun vollstandignvdMedium zu befreien, wascht man sie
noch zweimal mit PBS. Dem Pellet werden nun 140qu dem 1x Reporter Lysis Buffer von
Promega zugegeben. Um eine vollstandige Lyse dé&rZeu erreichen, missen die Reaktions-
gefalRe fur ca. 30 Min. in den -20°C-Gefrierschradéich dem Auftauen werden die Reaktions-
gefaRe fiir 15 s gevortext und bei 12000 RPM fiiteveil5 s zentrifugiert. Der Uberstand kann
nun in ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt und éiir Iduciferase- und [3-Galactosidase Enzym
Assay eingesetzt werden. Da ein sehr starkes Sigmal Luciferase Assay zu erwarten ist, wer-
den nur je 10 ul des Lysats in die LumiNunc-96-Latte vorgelegt und dann im Luminometer

mit automatischer Zugabe von je 100 pl Luciferaseay Reagenz vermessen.
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2.2.8.8. R-Galactosidase-Assay

Um die Transfektionseffiziens zu uUberprifen wirdrghal zum Luciferase-Assay ein [3-

Galactosidase-Enzym-Assay mit dem gleichen Zelilgsmchgefuhrt. Hierfir werden 10 pl Ly-

sat mit 10 pl 1x Reporter Lysis Buffer in eine 96ehplatte vorgelegt und 20 ul 2x Assay Buf-
fer zugegeben. Sobald ein Farbumschlag festzustedte werden 50 pl Natriumcarbonat dazu
pipettiert, um die Reaktion zu stoppen. Bei 420kann nun die Platte am ELISA-Reader ver-

messen werden.

2.2.9. Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots kdnnen spezifische Birm¢ eines Proteingemisches identifiziert
und quantitativ bestimmt werden. Das Prinzip di@shnik beruht im Wesentlichen darauf, die
elektrophoretisch gemal ihres Molekulargewichtefgeitennten Proteine zundchst auf eine
Tragermembran zu Ubertragen, um sie anschlieRemth dpezifische Antikdrper zu detektieren

und sichtbar zu machen.

Proteinextraktion

Die HEK-293-Zellen wurden auf zwdlf 10-Well-Platteusgesat. Nach 24 h wurde die eine
Halfte der Platten mit 100 uM DIP versetzt und &llatten fur weitere 18 h inkubiert. Anschlie-

Rend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und hegigit. Das entstandene Pellet wurde in
ein Reaktionsgefald tberfuhrt und mit Hilfe des $Facttor Extraction Kit von Clontech die

Kern- und Zytoplasmaextrakte nach Anweisungen dastellers gewonnen. Die Zytoplasmaex-
trakte wurden vor dem Auftragen auf die SDS-PageAoeton ausgefallt. Dabei wurde -20°C

kaltes 100%-iges Aceton im Verhéltnis 1:1 dem Zigematberstand hinzugeftigt und fur 10
Min. bei -20°C stehengelassen. Das Gemisch wurdehdie3end fir 10 Min. bei 14000 RPM

zentrifugiert. Das Pellet wurde nun zweimal mit gielkem 80%-igen Aceton gewaschen und im
Anschluss daran 1x SDS Sample Buffer hinzugefugt.Adoteinbestimmung der Kern- und Zy-

toplasmaextrakte erfolgte unter Verwendung des RICPotein Assay von BIO-RAD nach den

Anweisungen des Herstellers. Die Proteinkonzewinatrurde mittels ELISA Reader bei 750 nm

bestimmt.

41



Material & Methoden

SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-Page)

Nach Aufbau der Elektrophoresevorrichtung werdes @ele angefertigt. Dabei wird auf das
Trenngel im Anschluss an dessen PolymerisationS#mmelgel gegossen. Die Proteine aus
dem Kern- und Zytoplasma werden vor der SDS-Pag8 flin. auf 95°C erhitzt und anschlie-
Bend fur 2 Min. auf Eis abgekihlt. Die Proben wardaf eine Proteinkonzentration von 60 pg
eingestellt, mit 8 ul Ladepuffer versehen und aag Gel aufgetragen. Die Elektrophoresekam-
mer mit den vertikalen Gelen wird dann noch aulend mit dem 1x Laufpuffer befillt. Das
Einlaufen der Proben erfolgt fir ca. 15 Min. beVaind deren Auftrennung bei 150 V bis das

Bromphenolblau das untere Ende des Gels erreitht ha

Komponente Trenngel Sammelgel
(7,5 %)

Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:0,8 3,75 ml 2 mi

(Rotiphorese Gel 30)

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,75 ml -

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 2,5 ml

10 % SDS 150pl 100ul

H,O 7,35 ml 54 ml

25% APS Ammoniumperoxodisulfat) 40l 30ul

TEMED (Tetramethylethylendiamin) 15uL 12 pl

Tabelle 8 Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamid-Gels

Westernblot und Immunfarbung

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-Regielen die Proteine nun elektrophoretisch
auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Transféolgt Uber Nacht im

Transferpuffer bei 4°C und 30V im Mini Transblotrw&10-RAD. Nach dem Blotting wird die
Membran mit der Blocklésung auf dem Schiittler bauRtemperatur inkubiert. Anschlie3end
wird die Membran tUber Nacht mit dem jeweiligen pinen Antikdrper bei 4°C inkubiert. Nach
dem Waschen mit 1x TBST (3 x 10 Min.) wird die Maw@u nun 1 h mit dem sekundéaren Anti-
korper, an dem eine Meerrettich-Peroxidase konjugse, auf dem Schattler inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit 1x TBST (3 x 15 Min.) wird Membran fur 90 s mit ECL-L6sung be-
deckt und anschliel3end entwickelt. Die Belichtuegsdes Rontgenfilms betragt dabei gut 30
Min.
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Priméare Antikdrper Verhaltnis Hersteller
(AK/Blocklésung)
Anti-Jmjdla-AK (abl 1:500 Abcam plc., Cambridge, UK
32440)
Rabbit
Anti-HIF-1a-AK 1:500 Transduction Labaratories, Lexingtgn,
(mouse) KY
Anti-R-Actin-AK 1:1000 Cell Signaling Technology Inc., Bosto
Rabbit USA
Sekundarer Antikorper
Anti-Rabbit-1gG 1:4000 Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
Anti-Mouse-IgG 1:2000 Cell Signaling Technology Inc., Bostoh,

USA

Tabelle 9: Verwendete Antikorper fir den Western Bbt

43



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung der sauerstoffabhangigen JIMJD1A ¥pressionin vitro

3.1.1. Hypoxie stimuliertIMJD1A mRNA-Expressionin vitro

Um zu Uberprifen, odMJID1A tatsachlich sauerstoffabhangigen Regulationsmésimam in
seiner Genexpression unterliegt, wurde die mRNArEsgion vonJMJD1A nach Hypoxieein-
wirkung mittels quantitativer RT-PCR an humanen gmbalen Nierenzellen (HEK 293-Zellen)
im Vergleich mit normoxischen Kontrollen untersucBie Normalisierungerfolgte dabeizur
MRNA-Expression vom Referenzgé&x-Mikroglobulin (lM). Inkubiert man HEK293-Zellen
sechs Stunden unter hypoxischen Bedingungen (0,5%s@ht man einen Anstieg dévJD1A
MRNA-Expression um das ca. 2,5-Fache im Vergleichien Zellen, die im gleichen Zeitraum
bei 20% Q inkubiert wurdenVEGF-A ein bekanntes HIF-1 Zielgen, wurde als Kontrohlig-
gefuhrt und zeigte eine ahnliche Induktion WMJD1A einen Anstieg um das 1,6-Fache. Wie
in der Einleitung beschrieben, ist fir die Hydraggling von HIF-& und dem dadurch ausgelos-
ten Abbau von HIF-d elementares Eisen ein notwendiger Kofaktor. Wirdek gebunden,
kommt es umgekehrt zur Stabilisierung von HiE-Erwartungsgeman zeigte sich nach Zugabe
von je 100 uM der Eisenchelatoren &Ripyridil (DIP), Desferrioxamin (DFO) und Kobalt-
chlorid (CoC$) zu den kultivierten HEK293-Zellen ebenfalls ein reftkanter Anstieg der
MRNA-Expression vodMJD1AundVEGF-A

HEK-293 Zellen

- 60
> m JMID1A * !
c *
3 O VEGFA :
& 40 .
z x
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Normoxie Hypoxie DIP DFO CoClI2

Abb. 10 Graphische Darstellung der mRNA-Expressiorwon JMJD1A und VEGF-A in

HEK293-Zellen unter Einwirkung von Hypoxie bzw. Eisenchelatoren

HEK?293-Zellen waren dabei entweder 6h Normoxie (208 Hypoxie (0,5% @) ausgesetzt oder ihnen wurde 100
UM DIP, DFO und CoGlzugesetztAngabe der mRNA-Expression vom ZielgefJD1A, VEGF-Aim relativen
Verhaltnis zur mRNA-Expression von Referenzd®hl; Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von jewedsei
Proben; * = signifikante Unterschiede im Vergleihm Wert unter Normoxie mit p < 0,05.
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3.1.2. Hypoxie stimuliertIMIJD1A mRNA-Expression in verschiedenen Zelllinien

Nachdem die Induktion der Genexpression in HEK288er unter Hypoxie validiert werden
konnte, stellte sich die Frage, ob dieser Effekihinlicher Form auch in anderen humanen Zell-
linien zu beobachten ist.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurden die viersghiedenen humanen Zelllinien HSMC,
Reh, HeLa und Hep3B fur 24 Stunden entweder in kigp(0,5% Q) inkubiert oder ihnen wur-
de der Eisenchelator DFO zugesetzt. Im Anschlusslevunittels quantitativer RT-PCR die
JMID1AmMRNA-Expression gemessen und mit der jeweiligldD1AMRNA-Expression unter
Normoxie verglichen. Als Referenzgen wurde in dearséichenribosomales Protein L13A
(RPL13A)verwendet. Die Bestimmung der mRNA-Expression V&GF-Adiente zur Kontrol-
le. Abbildung 11 zeigt eine Ubersicht der Ergebmiss
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Abb. 11 IMJD1A und VEGF-A mRNA-Expression vonJMJD1A und VEGF-A in verschiedenen
Zelllinien unter Einwirkung von Hypoxie und DFO

HSMC, Hep3B, Hela und Reh-Zellen waren dabei entwe@d h Normoxie (20% £p, Hypoxie (0,5%
0O,) ausgesetzt oder Ilhnen wurde 100 uM DFO zugegetghbe der Expressionsanderung vom Zielgen
(JMJID1A VEGF-A im Vergleich zum Ausgangswert in Normoxie (0 h+fyeNormalisierung der
MRNA-Expression vodMJID1AundVEGF-Azum ReferenzgeRPL13A
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In allen untersuchten Zelllinien konnte die Stintida der IMIJD1A mMRNA-Expression unter
Hypoxie nachgewiesen werden. Der grof3te Anstiegdabei mit einer 3,8-fachen Expressions-
steigerung in Hep3B-Zellen zu beobachten. Unterdewirkung von DFO konnte die Stimula-
tion vonIJMJID1A auf mRNA Ebene in den Hep3B-Zellen sogar auf das Yierzehnfache der
Ausgangsexpression gesteigert werden. Eine nurgaginge Steigerung der Transkriptionsrate
sowohl vonJMJD1Aals auch vorVEGF-Azeigte sich unter 24 Stunden Hypoxieeinwirkung in
den HSMC und HELA-Zellen. Unter Zusatz von DFO fi¢ Stunden konnte jedoch auch in
diesen beiden Zelllinien ein Anstieg dé#vilJD1A mRNA-Expression um das fast 6-Fache ge-
messen werden. Generell erwies sich das ,Hypoxméiikum“ DFO hinsichtlich der Tran-
skriptionssteigerung vodMJD1Abzw. VEGF-Ain allen Zelllinien als deutlich potenter als eine
Sauerstofferniedrigung auf 0,5% @ir 24 Stunden.

Der Trend der Expressionsinduktion véJD1Aunter hypoxischen Bedingungen liel3 sich so-

mit auf Zellen unterschiedlichster Herkunft Ubegta.

3.1.3 Kinetik der sauerstoffabhangigeliMJD1A mRNA-Expression
Nachdem in den vorangegangenen UntersuchungenrahsKriptionsinduktion vodMJD1Aals
Reaktion der Zellen auf Hypoxieeinwirkung zu bedtian war, stellte sich konsekutiv die Frage

nach dem zeitlichen Ablauf dieser adaptiven Antveorit Ebene der Genexpression.

Um Aussagen Uber die Expressionskinetik ydUD1Atreffen zu kdnnen, wurde die leukami-
sche B-Zelllinie ,REH* fur 0, 3, 6, 12, 24 oder &unden einer Hypoxie (0,5%,ausgesetzt.

Nach den jeweiligen Zeitintervallen wurde diglJD1AmMRNA-Expression mittels quantitativer
RT-PCR gemessen und ins Verhaltnis zum Nullstuneéengesetzt (siehe Abbildung 12). Zur

Normalisierung wurde auch in diesem Versuch dagfeefrgerRPL13Averwendet.

Bereits nach drei Stunden Hypoxie zeigte sich @nifskanter Anstieg dedMJD1A mRNA-
Expression auf ungeféahr 200%. Dieser Trend setekefsrt bis nach sechs Stunden in hypoxi-
scher Umgebung mit einer Vervierfachung der Trapskn von JMJD1A das Maximum er-
reicht wurde. Eine weitestgehend konstante Trapsérisrate voddMJD1Amit ca. 400% konn-
te zwischen sechs und zwo6lf Stunden Hypoxie bedbaeterden. Nach weiteren 12 Stunden,

insgesamt 24 Stunden unter hypoxischen Bedingunzmgte sich ein deutlicher Abfall der
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JMJID1AExpression auf mMRNA-Ebene auf nur noch 200% desgAngsexpression. Auf unge-
fahr diesem Niveau verblieb didMID1IAMRNA-Expression auch nach 48 Stunden Hypoxie.
Betrachtet man die graphische Darstellung der Eigeb, so ahnelt die Expressionskinetik von
JMJD1A in Reh-Zellen unter Hypoxie fast einer Glockenlaundnter Hypoxieeinwirkung
scheint die Transkriptionsrate vaiMJD1A stetig anzusteigen bis deren Peak nach 6 bis 12
Stunden erreicht wird. Danach scheint sich die Skaptionsrate auf einem Niveau einzupen-
deln, das im Wesentlichem dem 3-Stundenwert ewtspri/ergleichbare Expressionskinetiken

lassen sich in der Literatur auch fiir die sauefsidiEngige Expression vafEGF finden®2

H %
H %

*
*

HH

Relative Expressionsanderungim
Verhaltnis zur Normoxie

Oh 3h 6h 12h 24 h 48 h

Abb. 12 Kinetik der IMJID1A mRNA Expression unter Hypoxieeinwirkung

Reh-Zellen wurden 0, 3, 6, 12, 24, 48 h unter higuhen Bedingungen (0,5%)dnkubiert. Angabe der
MRNA Expressionsdnderung vamMJID1A im Vergleich zum Ausgangswert in Normoxie (0 h-Wyer
Normalisierung der mRNA-Expression vaMJD1A zum ReferenzgeiRPL13A Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SD, * = signifikanter Unterschied iergleich zum Ausgangswert in Normoxie (Oh-Wert)
mit p < 0,05.
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3.1.4. Hypoxie stimuliert JMJD1A Protein Expressionin vitro

Nachdem auf mRNA-Ebene die Induzierbarkeit von JMWADRIurch Hypoxie gezeigt wurde,
wurde im nachsten Schritt die Expression auf Pnetaene untersucht.

Hierfir wurde der auf mRNA-Ebene starkste JMJD1Auktor, DIP, eingesetzt. HEK293-
Zellen wurden 18 Stunden entweder in normoxischerosphare allein oder mit Zusatz von 100
UM DIP kultiviert. AnschlieRend wurde ein Westernot®&um Nachweis von JIMIJD1A und HIF-
lo durchgeflihrt. Als Ladekontrolle diente das 3-Admotein. Wahrend HIFdlin den Zellen
ohne Zusatz von DIP nicht nachweisbar war und gitieHder erwarteten Bande fir JMIJD1A
nur ein schwaches und wiederholt unscharfes Sigrsghien, fand sich in den mit DIP behan-
delten Proben ein klares und deutliches Signahéshgb. 13).

100 kDa — . <« HIF-1a
-

50 kDa —
8. <« B-Actin

Abb. 13 JMJID1A und HIF-1a Proteinexpression in HEK 293-Zellen mittels Wester Blot

HEK 293-Zellen waren zuvor entweder 18 h NormoxderdIP ausgesetzt. No = Normoxie (20%),0
DIP = 2,2-Dipyridil. Zur Kontrolle wurde ein polyklonaler Retin-Antikdrper eingesetzt (3-Actin).
GrofRenangabe der sichtbaren Banden jeweils in &lilod (kDa).
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3.1.5. Stimulation ist abhangig von HIF-&

Anhand der Beobachtungen, dass Hypoxie die ExmpressinJMJD1Astimuliert, dieser Effekt
aber in Z33-Zellen, die eine HIFxlDefizienz aufweisen, jedoch nicht reproduziert desr
konnte (siehe Microarrayanalysen) uidJD1A zudem ein &hnliches Expressionsprofil zeigte
wie das bekannte HIFelZielgenVEGF-A lie3 die Vermutung naheliegen, dass die gesteiger
Genexpression in Hypoxie direkt durch Hlk-~dermittelt wird.

Zur Validierung dieser These wurden uns freundhelegse von der AG Prof. Eltzschig cDNA-
Proben zur Verfigung gestellt, die nach folgendeznmsMchsaufbau gewonnen wurden: HMEC-
1-Zellen waren fir 6, 12 oder 24 Stunden unter kigolhen Bedingungen (02 0,5%) inkubiert
worden. Die HMEC-1-Zellen waren zuvor stabil mib@n Plasmid transfiziert, dass entweder
eine siRNA gegemlIF-1a exprimierte ,HIF-Tr SIRNA" oder aber nur eine Kontroll-siRNA oh-
ne Funktion ,Kontroll si-RNA". In diesen Proben wagr die m-RNA Expression vaiMID1A
sowie vonVEGF-Amittels quantitativer RT-PCR gemessen. Abbildudgzéigt eine Ubersicht
der Ergebnisse. Dargestellt sind die relativen Esgionsanderungen vdmMJD1A und VEGF-
A-mRNA im Vergleich zum ,normoxischen* Ausgangswgh-Wert). In den HMEC-1-Zellen,
die mit dem Kontroll-siRNA-Vektor transfiziert wued, also HIF-& uneingeschrankt funktions-
fahig waren, zeigte sich im Verlauf erwartungsgen&if® deutlicher Anstieg der mRNA-
Expression voIMID1A Wéahrend nach 6 Stunden Hypoxieeinwirkung ein igstler Tran-
skriptionsrate voldMJD1Aum das Dreifache zu verzeichnen war, wurde dasiivax mit ei-
ner fast 5-fachen Steigerung dMJD1A mMRNA-Expression im Vergleich zum Ausgangswert
nach 12 Stunden Hypoxie erreicht. Setzte man dierZzaoch langer einer hypoxischen Umge-
bung aus, insgesamt 24 Stunden, so konnte keieneeifnstieg der mRNA-Expression festge-
stellt werden. Auch hier konnte das Maximum dernSkaiptionsrate voWEGF-A mit einer

Steigerung auf das Sechsfache nach 12 Stundentgmegrden.

In den HMEC-1-Zellen, die mit einer siRNA gegBitF-1a transfiziert waren, sprich eine Ak-
kumulierung von HIF-1 unter Hypoxie im Zellkern attend unterdriickt war, zeigten zwar ei-
nen leichten, abekeinen signifikantenAnstieg derJMJD1A und VEGF-A mRNA-Expression
unter Hypoxie im Vergleich zum Oh-Ausgangswert. IN@d Stunden Hypoxieeinwirkung war
ein maximaler Anstieg auf das 2,7-FacB&lJD1A bzw. 3,1-FacheMEGF-A zu beobachten.
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Abb. 14 IMID1A und VEGF-A mRNA-Expression in stabil transfizierten HMEC-1-Zédlen unter
Hypoxie

Die HMEC-1 Zellen waren entweder mit einéti--1a SIRNA-Konstrukt (HIF-It SiRNA) oder einem
leeren Kontrollvektor (Kontroll sSiRNA) stabil trafisert und wurden 0, 6, 12 oder 24h unter hypoxi-
schen Bedingungen (0,5%)0nkubiert. Angabe der Expressionsanderung vortggreJMJD1A
VEGF-A im Vergleich zum Ausgangswert in Normoxie (Oh-WeNormalisierung der mRNA-
Expression vodMJD1AundVEGFAzum ReferenzgeRPL13A Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
von jeweils drei Experimenten; * = signifikanter tdrschied im Vergleich zum Ausgangswert in
Normoxie (Oh-Wert) mit p < 0,05.
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3.1.6. Expression vorJMJD1A in fetalem und adultem Gewebe

Um ein Expressionsprofil vodMJD1Ain verschiedenen humanen Geweben zu erhaltenewurd
in einem Gewebepanel mittels quantitativer RT-PG& Tanskriptionsrate vodMJD1A im
relativen Verhaltnis zum ReferenzgP®@LR2F(DNA-abhangige RNA-Polymerase 1l Polypep-
tid F) bestimmt. Tabelle 10 zeigt eine Ubersichernillie relative mRNA-Expression von

JMJID1AIn verschiedenen adulten und fetalen humanen Gawebe

JMJID1A
Gewebe
Relative Kopienzah| %-Anteil an Leukozyten
Gehirn adult 3,1 10,3
Gehirn fetal 4.8 16,3
Herz adult 6,7 22,4
Herz fetal 5,3 17,9
Niere adult 4.4 14,6
Niere fetal 7,0 23,6
Leber adult 1.0 3,5
Leber fetal 4.4 14,7
Lunge adult 7,3 24,6
Lunge fetal 4,0 13,4
Skelettmuskel adult 1,5 5,2
Skelettmuskel fetal 9,3 31,3
Milz adult 5,0 16,7
Milz fetal 3,8 12,9
Thymus adult 6,6 22,3
Thymus fetal 15,4 52,0
Colon adult 4,7 15,9
Intestinum adult 1,2 4,2
Leukozyten adult 29,7 100,0
Ovar adult 6,9 23,3
Pankreas adult 7,1 24,0
Plazenta adult 4.0 13,6
Prostata adult 2,5 8,3
Testis adult 17,1 57,5

Tabelle 10: Relative Expression der mMRNA vodMJD1A in humanen Geweben

Relative Kopienzahl, Kopienzahl relativ zu der BeferenzgenPOLR2Fnach der Formel:
Zielgen/Referenzgen x 100; %-Anteil von Leukozytém jedes Gen wurde die relative Kopienzahl in
Leukozyten als 100 % definiert

JMJD1Akonnte in allen 16 untersuchten humanen Gewebemgeaviesen werden. Die hochste
Expression voiIMID1AMRNA wurde in Leukozyten gefunden, gefolgt voneeifiranskripti-

onsrate von 58 % im Vergleich zu Leukozyten in Hugisvebe (Testis). Eine relativ hohe Ex-
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pression zeigte sich zudem noch in fetalem Thym@s%) und fetaler Skelettmuskulatur (31
%). Am niedrigsten war die Transkription vdMJD1Amit 3,5 % in Lebergewebe, wobei hier
eine vierfach hohere Transkriptionsrate in fetalszhergewebe gesehen wurde. Ein signifikan-
ter Unterschied der Expression vaJD1AMRNA konnte im direkten Vergleich von fetal vs.
adult auch noch in vier weiteren Geweben (Gehiieréy Skelettmuskel und Thymus) beobach-
tet werden. Es zeigte sich dabei ein AnstiegJi¢dD1A MRNA-Expression bis auf das Sechs-
fache (Skelettmuskel) in fetalem Gewebe. Gleichpr&ssion zeigte sich in fetalem und adultem

Herz, in fetaler Lunge und Milz war sie signifikamiedriger im Vergleich zum adultem Gewebe.

35
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adult (a) fetal (f) a‘f a‘f a‘f a‘f a‘f a|f a‘f a‘f alajlalalalalal|a
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Abb. 15 Graphische Darstellung derdMJD1A mRNA Expression in verschiedenen adulten und
fetalen Gewebeproben

Gewebebezeichnung: Co - Colon, In — Intestinuns- Leukozyten, Ov — Ovar, Pa — Pankreas, Pl — Pla-
zenta, Pr — Prostata, Te — Testis. IMJD1A mRNA-&sgipn normalisiert ziROLR2FMRNA-

Expression, Angabe vaiMJD1Aals prozentualer Anteil zROLR2FmMRNA-Expression. Dargestellt

sind die Mittelwerte + SD von jeweils vier Probémgabe vom p-Wert fir korrespondierende adulte und
fetale Gewebe. n.s. — nicht signifikant.
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3.2. Untersuchung der sauerstoffabhangigedMJD1A mRNA-Expressionin vivo

Die bis hier zusammengefassten Untersuchungenrbassf VVersuchen mit Zelllinien hinsichtlich
der sauerstoffabhangigen Regulation von JIMJD1A.alwdhder Gewebepanels konnte zwar gezeigt
werden, dassMJD1Ain vivo exprimiert wird, jedoch keine Aussagen Uber dieesstoffabhangigen
Regulationsmechanismen getroffen werden.

Zur Analyse der Expressionsanderung von JMJD1Arudygpoxiein vivo wurden uns von Dr. W.
Bernhardt Gewebeprobdhlerz, Gehirn, Leber und Nierepn Ratterzur Verfligung gestellt, die
zuvor fur jeweils 6 oder 12 Stunden einer normotalypoxie (8 % @92 % N) oder
Normoxie ausgesetriaren. Mittels quantitativer RT-PCR wurde ddMJD1Aparallel zuWEGF-A
mRNA-Expression bestimmitab. 11 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse.

JMJD1A und VEGF-A mRNA-Expression in vivo
nach Hypoxie-Einwirkung auf Ratten

Relative mMRNA-Expression von Zielgen zu Referenzgen

Hypoxie JMJD1A VEGF-A
[Stunden] %) A P %] A p
0 16.5 - - 4.3 -
Gehirn 6 38.3 2.3 0.00006 31.0 7.3 0.0007
12 17.8 1.1 0.7 15.3 3.6 0.005
0 7.2 - - 15.6 - -
Herz 6 23.6 3.3 0.01 56.5 3.6 0.04
12 25.4 3.5 0.08 22.8 15 0.1
0 11.0 - - 11.7 - -
Niere 6 19.5 1.8 0.11 24.4 2.1 0.02
12 9.6 0.9 0.5 7.0 0.6 0.1
0 6.3 - - 3.5 - -
Leber 6 49.0 7.7 0.03 43.7 12.4 0.006
12 26.5 4.2 0.02 19.9 5.7 0.004

Tabelle 11:JMJID1A und VEGF-A mRNA-Expression in vivo nach Hypoxieeinwirkung aufRatten

Darstellung der mRNA-Expression vaMJD1A und VEGF-Ain homogenisierten Gewebeproben (Gehirn, Herz,
Niere und Leber) von Ratten, die entweder fiir & d@Stunden hypoxischen Bedingungen

(8 %60,/92 %N,) ausgesetzt waren. Im Vergleich dazu spiegeltNigistundenwert die Expression zu Versuchsbe-
ginn in Normoxie wieder. n = 2-3 zu jedem Versudiigminkt und jedem Experiment. @ = mRNA-Expressiom
Zielgen JMJD1A, VEGFAim Verhaltnis zur mRNA-Expression vom ReferenzgRRL13A. A = Expressionsan-
derung im Vergleich zum Nullstundenwert. p = p-Wermittelt mittels unpaired Student’s t-test.

Vergleicht man die relative mRNA-Expression \ivlJD1Azu Beginn der Versuche (Nullstun-
denwert), so lasst sich die hochste GrundexpressioGehirn der Ratten finden, gefolgt von
Niere und Herz. Wie auch schon in den Versuchenderit humanen Gewebeproben zeigt sich
die geringste Expressionsrate vaMJD1A unter Normoxie im Lebergewebe der Ratten: diese
entsprach etwa einem Drittel d&vlJD1AmM-RNA-Expression im Gehirn. In allen Gewebepro-

ben konnte nach sechsstindiger HypoxieeinwirkungAgistieg sowohl dedMJID1A als auch
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der VEGF-A mRNA-Expression beobachtet werden. Mit einem Asgstum das 7,7-fache
(JMID1A bzw. 12,4-facheMEGF-A im Vergleich zum Ausgangswert (Normoxie) steliieh
die Induktion der mRNA-Expression nach sechs Standelebergewebe am eindricklichsten
dar. Lediglich im Nierengewebe war weder nach secbsh nach zwolf Stunden Hypoxie ein
signifikanter Anstieg dedMID1AmMRNA-Expression nachweisbar. Auffallend war zuddass
die durch Hypoxie ausgelosten Induktionseffekte M&NA-Expression nach 12 Stunden Hy-
poxieeinwirkung deutlich schwéacher ausgepragt (LeBGehirn) waren bzw. sogar ganzlich ver-
schwanden (Herz, Niere). Diese Kinetik liel3 sictvalol beiJMJD1Aals auch beVEGF-Abe-
obachten.

Abschlie3end lasst sich somit feststellen, dassokigpauchin vivo die mRNA-Expression von
JMJD1A stimuliert und dassIMJD1A einen anndhernd gleichen Expressionscharakter wie
VEGF-Aaufweist.

3.3. Untersuchung der PromotorregiondMJD1A’s nach funktionellen HIF-

Bindungsstellen (HRES)

Detektion potenzieller HIF-Bindungsstellen imJMJD1A-Gen

Die minimale konservierte Bindungssequenz von HIkst 5-RCGTG-3'. Diese Konsensusse-
guenz, auch als ,Hypoxie responsives Element (HRIE}schrieben, wurde in der untranslierten
3'Sequenz des humandMlJD1AGens gesucht. Innerhalb von 2 Kilobasen fandem isicder
Promotorregion des humaneédMJD1AGens insgesamt acht potenzielle Bindungsstellen fi
HIF-1. Sie wurden nach ihrer Lage im JMJD1A-Gen HE', ,HRE-2“, HRE-3*, ,HRE-4",
-,HRE-5", ,HRE-6", ,HRE-7" und ,HRE-8“ genannt. DaBIRE-1 liegt 1737 bp stromaufwérts

des Translationsbeginns von JMJD1A.

ATG

T 0 0 O e [ e

~1,8kb

Abb. 16 Lage der potenziellen HIF-BindungsstellenRE) im JMJD1A-Promotorbereich
Schematische Darstellung der potenziellen ,Hypagsponsive elements 1-8* (HRE 1-8) im JIMJD1A-Gen.
ATG: Startkodon, Beginn der Translation von JMJD1A.

In Reportergenassay-Analysen wurde nun untersueithe dieser potenziellen HREs (hypoxic
responsive elements) tatsachlich in der Lage silkd1Hzu binden und konsekutiv als Enhancer
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fur die IMID1AExpression zu fungieren. Um systematisch die fonkllen HREs zu detektie-
ren, wurden zun&chst finf unterschiedlich langenfitorfragmente vor das Luciferase-
Reportgen (Luc) in den PGL2-Vektor kloniert. Dienalnen Fragmente wurden gemal ihrer
Basenlange als ,p1072“, ,p704", ,p633", ,p593" uppd99" bezeichnet. Als Negativkontrolle
,PGI2 diente der PGL2 Vektor (siehe Abb. 17).

- 1069 -718 -671 -659 -657 -595  -540 -34

-671 -659 -657 -595 -540 -34

-595 -540 -34
-633

- 540 -34

-593
-34
-499
[ o

Abb. 17 Schematische Darstellung der verschiedenen Promotarnstrukte

Exemplarische Darstellung der unterschiedlich langi@lJD1APromotorfragmente, die vor das Luci-
ferase-Gen (Luc) in den pGL2-Vektor kloniert wurdBlummerierte Darstellung (1-8) der jeweils ihnen
beinhalteten potenziellen HRE's mit Angabe der LimgBezug zu Exon | voAMJD1A Bezeichnung der
Konstrukte (p1072 etc.) nach ihrer jeweiligen bpgié. pGl2 entspricht dem Leervektor pGL2.

-1072

-704

Kompetente E. coli-Zellen wurden anschliel3end reit gechs verschiedenen Promotorkonstruk-
ten transformiert. Die gewonnenen Plasmide wurdetels Qiagen Midiprep® aufgereinigt. Die
dsDNA-Konzentration der einzelnen Plasmidkonstrukiede photometrisch bestimmt. Fur das
Luciferase-Assay wurden jeweils 600 pul HEK293-ZeMeell ausplattiert und mit 1,8 pg der
Reportergen-DNA sowie 0,2 pug des Standardisierdagspds pCMV-Gal transient transfiziert.
Der Sinn dieser Kotransfektion ist eine Standaedisig zwischen den Proben, um auffallige
Schwankungen in der Transfektionseffizienz zu kahéren. Einem Teil der mit den Promotor-
konstrukten transient transfizierten HEK293-Zeleurde der Eisenchelator DIP zugesetzt. An-
schliefend wurden die Zellen 18 Stunden bei 20.%0NOrmoxie) inkubiert. Die im Luciferase-
Reportergen-Assay gemessene Luciferase-Aktivigitdials Mal3 fur die Starke des Promotors

und somit als Marker fir die Funktionalitat deredeterten potenziellen HREs. Die relative Lu-
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ciferase-Aktivitat wurde durch Normalisierung zurGalaktosidase-Aktivitat (pCMV-Gal-
Plasmid) bestimmt. Interessanterweise zeigte slahs die Konstrukte p1072, p704, p633 und
p593 ahnliche Luciferase-Aktivitdten unter ,hypetien® Bedingungen besalien. Sie steigerten
die relative Luciferase-Aktivitdat um das 30- bis-#&ghe im Vergleich zum Leervektor pGL2.
Wahrend das langste Konstrukt p1072 alle acht paten HREs beinhaltete, wies das Kon-
strukt p593 nur noch zwei der potenziellen HREs Bafaus wurde gefolgert, dass die HREs 1-
6 keine mafigebliche Rolle in der Hlk-Yermittelten Transkriptionssteigerung vdMJD1A
spielen. Vergleicht man hingegen die relative Ler@be-Aktivitat von dem Konstrukt p499 zu
p593, so zeigt sich ein dramatischer Abfall deritarase-Aktivitat auf 2,2 %. Die Luciferase-
Aktivitat von p499 entspricht dabei in etwa der deervektors pGL2 mit 1,6 %. Damit war
augenscheinlich, dass HRE-7 eine Schlisselroltermsauerstoffabhéngigen HIF-1 vermittelten

Regulation dedMJID1AEXxpression einnimmit.

*

-1069 -718 -671 -659 -657 -595 -540 -34

-1072
*
-671

-659 -657 -595 -540 -34
-704

-595 -540 -34
-633

- 540 -34

-593
499 -34 [J Normoxie
[ o

0 2000 4000 6000 8000
Relative Luciferase-Aktivitat

Abb. 18 Induktion der Luciferase-Aktivitat unter Hy poxie durch IMJD1A Promotorsequenzen

Auf der linken Seite der Abbildung sind diJD1APromotorfragmente inklusive ihrer inkludierten
HREs dargestellt sowie der ,leere* Kontrollvektdsl®. Korrespondierend dazu rechts die gemessene
Luciferase-Aktivitat der mit den Promotorfragmenteansfizierten HEK293-Zellen im Reportgen-Assay.
Die Messung der Luciferase-Aktivitat der transfilesea HEK293-Zellen erfolgte 18h nach Zusatz von
2,2-Dipyridil (DIP) oder ohne jegliche ZusatzBdrmoxig. Angabe der Luciferase-Aktivitat relativ zur
3-Galaktosidaseaktivitat der jeweiligen KonstruRargestellt sind die Mittelwerte £ SD von jewedi®i
Proben; * = signifikanter Unterschied im Verglemim Ausgangswert in Normoxie mit p < 0,01.
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Um die Annahme, dass es sich bei HRE-7 um einetifumidle Bindungsstelle fur HIF-1 han-
delt, zu verifizieren, wurde ein ,mutiertes* Kongtt mit dem Namen p593mut vor das Luci-
ferase-Reportergen in den PGL2 Vektor kloniert. Blazige Unterscheid von p593mut zu p593
lag im Konsensusbereich von HRE-7: hier wurdenNli&leinbasen 5-CACG-3’ (p593) durch
5-ATGC-3’ (p593mut) ausgetauscht, somit sollteHd&-1 nicht mehr mdglich sein an dieser
Stelle zu binden und eine Aktivierung der GenexgcesvonJMJD1Aunter Hypoxie zu bewir-
ken. Als Negativkontrollen wurden parallel die Ligcase-Aktivitat von p499 und dem Leervek-
tor pGL2 gemessen. Die mit den unterschiedlichemBtorkonstrukten transient transfizierten
Zellen wurden 18h entweder in Normoxie (20 % Oder Hypoxie (0,5 % ¢ inkubiert bzw.
Ihnen wurde der Eisenchelator DIP zugesetzt. ImcAluss daran wurde die Luciferase-
Aktivitat der unterschiedlichen Konstrukte mittélsciferase-Reportergen-Assay bestimmt.

Das Promotorkonstrukt p593 zeigte unter Hypoxi@riAnstieg seiner Luciferase-Aktivitdt um
das 14-fache im Vergleich zur Normoxie, unter demirkung von DIP sogar einen Anstieg um
das 16,6-fache. Das mutiedMJD1A Promotorkonstrukt p593mut verlor, wie zu erwanter,
seine Enhancer-Funktion gegeniber Hypoxie und D#mentsprechend liel3en sich genau wie
beim Promotorkonstrukt p499 und pGL2 keine sigaifiten Unterschiede in der Luciferase-
Aktivitat unter den verschiedenen VersuchsbedingangNormoxie, Hypoxie, DIP) beobachten
(siehe Abb. 19).

Um zu beweisen, dass die Promotoraktivierung #¥ddD1Adirekt HIF-1 vermittelt ist, wurde
eine Charge der mit den unterschiedlichen Promotmtukten transient transfiziierten Zellen
(p593, p593mut, p499 und PGL2) zusatzlich mit eiréia-1a Expressionskonstrukt cotrans-
fiziert und im Anschluss fir 18 Stunden unter noxieohen Bedingungen inkubiert. Die endo-
gene Uberexpression vddlF-1a zeigte eine signifikante Induktion ddMJD1APromotor-
Aktivitat im p593-Konstrukt mit einer Steigerungrdeuciferase-Aktivitat um das 7-fache im
Vergleich zu den nichilIF-1a cotransfizierten Zellen. Dieser Effekt war aufgiedéo in den Zel-
len, in denen HRE-7 zerstort wurde (p593mut) oderngcht vorhanden war (p499, pGL2) (sie-
he Abb. 19).

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich soststééen, dass HIF-1 durch direkte Interak-
tion mit nur einem HRE, 1208 bp vor deiMJD1A Startkodon gelegen, die Expression von
JMJID1Aaktiviert.
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Abb. 19 Einfluss von ortsgerichteter Mutagenese dd3RE-7 in JIMJD1A Promotorkonstrukt p593

auf die Luciferase-Aktivitat unter Hypoxie.

Links schematische Darstellung der untersuclitddD1A Promotorkonstrukte p593, p593mut sowie der
als Kontrolle dienenden Konstrukte p499 und pGL2tdilierte Angabe der ortsgerichteten Mutagense
der Konsensussequenz von HRE-7 Uber dem Promottrkiéh p593mut im Vergleich zu p59Rechts
korrespondierende relative Luciferase-Aktivitat gerwendeten Promotorkonstrukte unter Einfluss von
DIP, Hypoxie (0,5 % @), HIF-1a-Uberexpression und Normoxie (20 %)@ber 18h. Angabe der Luci-
ferase-Aktivitat relativ zur R-Galaktosidaseak#viter jeweiligen Konstrukte. Dargestellt sind M#-

telwerte + SD von jeweils drei Proben; * = signéiker Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert in
Normoxie mit p < 0,01.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigirden, dass die Histondemethylase
JMJID1A, in der jungsten Literatur Gberwiegend KDM8A&nannt, einer sauerstoffabhangigen
Genregulation unterliegt. Sowoinl vitro anhand unterschiedlicher Zelllinien, als authkivoin
verschiedenen Geweben konnte nachgewiesen werdss,Hi/poxie didMID1A Promotorak-
tivitat steigert und zu einer vermehrten Expression JMJD1A RNA und Protein fuhrt. Als
zentraler Vermittler dieser sauerstoffabhéngigeduktion wurde derHypoxie-induzierbare
Transkriptionsfaktor 1 (HIF-1) identifiziert.

4.1. Expression von JMJD1A in verschiedenen Geweben

JMJID1A wurde 1991 erstmals und ausschlie3lich in manafickeimzellen von Mausen und
Ratten nachgewieséfl 2006 konnten Knebel et al. in Northern-Blot-Arsglg zeigen, dass die
Expression von JMJD1A nicht auf den Hoden (Tediisitiert ist, sondern auch in zahlreichen
anderen murinen Geweben, insbesondere in Thymusiers] nachgewiesen werden kafn

Um diese widersprichlichen Aussagen hinsichtliogh@ewebeexpression vaimMJD1ARNA zu
Uberprifen, wurde im Rahmen dieser Arbeit 3i@JD1AEXxpression mittels quantitativer RT-
PCR (gRT-PCR) in gepoolten adulten und fetalen menaGewebeproben gemessen. Um In-
homogenitaten im Ausgangsmaterial (z.B. cDNA-Qtitliund Konzentrationsschwankungen
zu korrigieren, wurde die Methode der relativen Qiiaierung angewendet. Dabei wird die
Expression des Zielgens (hi#MJD1A ins Verhaltnis zur Expression eines Referenzdbas
spielsweisePOLR2F der gleichen cDNA-Probe gesetzt. Das ideale Reftagen wird konstant
in allen Geweben und Zelltypen exprimiert, ohnernén oder externen regulatorischen Einflis-
sen zu unterliegen. Dieser idealen Expression gekgig Gen, insofern hat jedes Referenzgen
Limitationen und eine unkritische Wahl birgt Felgleellen flr Fehlinterpretation der relativen
Quantifizierungsresultate.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Referenz§€1lL R2Fausgewahlt. POLR2 ist eine DNA-
abhangige RNA-Polymerase 1. POLR2 besteht ausesamgt 10-14 Untereinheiten. Eine von
diesen ist die Untereinheit F (POLRZE)POLR2Fwird in allen Zellen ubiquitar exprimiert und
Hoerndli et al. zeigten 2004 in ihren Analysen,sdas sich bePOLR2Fum ein stabil endogen
exprimiertes Gen handelt, welches sich im Vergleicheiner Vielzahl haufig verwendeter Re-

ferenzgene als geeignetes Referenzgen in adultbfetalen Geweben erwiés
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Das Ergebnis der Gewebepanelanalyse bestatigtetengagemald eine hohe Expression von
JMJD1Asim Hodengewebe. Uberraschenderweise war jedoehreinh wesentlich héhere Ex-
pressionsrate in Leukozyten zu verzeichnen. Ahrticiden Northern-Blot-Analysen von Kne-
bel et al. an murinen Geweb&h zeigte sich auch in humanem Herz und Thymus teihe Ex-
pression anJMIJD1AMRNA. Versuche mit JMJD1A-Knock-out-Mausen habesieft, dass
JMJID1A eine essenzielle Rolle in der Spermatogespmsdt. Homozygote JMID1A defiziente
Mause waren infertil und wiesen ein deutlich geemey Hodenvolumen als ihre Wildtyp-
Artgenossen auf. Ursachlich zeigte sich eine gest@hromatinkondensation, aufgrund derer die
Elongation der Spermatiden ausblieb. Durch den taméverlust von JMJD1A war in den Pro-
motorregionen vor ransition protein 1 (Tnplynd Protamine 1 (Prmlgin héherer Methylie-
rungsgrad an H3K9 nachweisbar, welcher mit einetlidé geringeren Transkription dieser fir
die Spermatogenese essenziellen Gene, assoziiefPMa Aufgrund der auffallig hohen Ex-
pression von JMJD1A in Leukozyten und fetalem Thgnstellt sich die Frage, ob JMIJD1A
auch eine wichtige Rolle in der Ontogenese der ereButzellen zu spielen vermag.

Als weiteres bedeutendes Ergebnis #lIID1A Gewebepanelanalyse zeigte sich, dass die Ex-
pression vodMJD1Ain der Mehrzahl der fetalen Gewebe (Gehirn, Lebigre, Skelettmuskel
und Thymus) signifikant héher lag als in dem aduRendant. Eine Erklarung hierfur konnte die
~physiologisch” bestehende Hypoxie im fetalen Gegvefit einem vorherrschenden Sauerstoff-
partialdruck (p®) von ca. 30 mmHg im Vergleich zum Erwachseneneaiméem durchschnittli-
chen pQ von ca. 85-110 mmHg sein. Warum in fetaler Milzdurunge die Expression von

JMJD1Ahingegen signifikant niedriger im Vergleich zunuidm Gewebe war, bleibt unklar.

4.2. Sauerstoffabhéngige Induktion von JIMJD1A

Wenn Zellen hypoxischen Bedingungen ausgesetztemeikbmmt es zu komplexen Verande-
rungen ihrer Genexpression, die der zellularen fatagm und damit dem Uberleben der Zelle
dienen. Viele dieser Adaptationsprozesse werdezkidoder indirekt durch die Transkriptions-

faktoren HIF-1 und HIF-2 vermittelt. Ubereinstimnademit den Ergebnissen dieser Arbeit, konn-
te die Induktion der Genexpression vaMJD1A durch Hypoxie in zahlreichen Arbeiten der

letzten Jahre belegt werden. Die Stimulation depr&ssion aufgrund reduzierter Sauerstoffver-
fugbarkeit war dabei nicht auf einzelne Zelltypessdhrankt, sondern konnte in einer Vielzahl

59/20

von Zelllinien und Geweben nachgewiesen werd&f*%?°. Einen ersten Hinweis, dass dieser

Stimulationseffekt in Zusammenhang mit HIF-1 stelmgaben die Microarrayanalysen von Dr.
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Wellmann. In seinen Versuchen mit déi-1a defizienten Zelllinie Z-33 war die hypoxische
Induktion JMJD1As aufgehoben. Passend zu dieseranBekonnte in den hier verwendeten
HMEC-1-Zellen, nach Blockierung der HIF-1 Signalkade durch spezifische gegétiF-1la

MRNA gerichtete siRNA-Konstrukte, kein signifikant&nstieg der mRNA Expression von

JMJD1Aunter Hypoxie verzeichnet werden.

Die minimale Steigerung der Transkriptionsrate JMiJD1Aunter Hypoxie auch bei de#ilF-
la-blockierten HMEC-1-Zellen steht dabei in keinemdéfispruch. Bekanntermaf3en liegt die
Effizienz von siRNA-Konstrukten nicht bei 100 Pratefolglich kann bei anhaltender Hypoxie
absolut gesehen mehr Hife-Im Zellkern akkumulieren und somit eine Expresssgieigerung
der HIF-1-Zielgene bewirken. Ein weiterer Diskussipunkt ist die mogliche Rolle von HIF-2.
Obwohl HIF-2 die gleichen Bindungsequenzen wie HIRat, unterscheiden sich die beiden

Isoformen in Teilaspekten ihrer Fahigkeit der Gentation®’/®*

. Wahrend einige Zielgene, wie
z. B.VEGF,von beiden Isoformen gemeinsam reguliert werdemden andere Gene, wie z. B.
Oct4, spezifisch durch HIF-2 aktivief®. Die hier erhobenen Befunde mit fast vollstandiger
Hemmung dedMJD1AInduktion unter Hypoxie in HMEC-1-Zellen nach Bkeerung vonHIF-

la sprechen gegen eine Rolle von HIF-2 in diesem \¢lisaufbau. Pollard et al. konnten in
ihrer spater vertffentlichten Arbeit durch direkt®iergleich siRNA-vermittelter Suppression
von HIF-1a und HIF-2a in MCF7-Zellen Humane Ostrogenrezeptor positive Adenokarzinom-
zellen der Brust bestétigen, dass die Ausschaltung HbR-2¢a im Gegensatz zHIF-1o keinen
Einfluss auf die Induktion vodMJD1Ain hypoxischen Zellen hat. Dieses Ergebnis warferso
Uberraschend, da in ihren ChiP Assay Analysen didubg beider Isoformen in der Promotor-
region vonJMD1A nachgewiesen werden konifeDies bestatigt einmal mehr, dass der struktu-
relle Nachweis einer solchen Bindung keine Aussagetatsachlichen funktionellen Aktivitat
erlaubt. Neuere Untersuchungen von Krieg et ahlezg in speziellem zellularem Kontext eine
gewisse Beteiligung von HIFeZ2an der Expressionsinduktion vdmMJD1Aunter Hypoxie. Wah-
rend die siRNA-vermittelte Suppression MdiF-2a in MCF7-Zellen auch bei ihnen keine Aus-
wirkung auf die JIMID1A Induktion unter Hyppoxie zeigte, war in der Niet¢arzinom-
Zelllinie RCC4+VHL nach Ausschaltung vatiF-2a eine signifikante Reduktion ddMJD1A
Expression unter Hypoxie festzustelR8n

Die Rolle von HIF-1 und HIF-2 in der sauerstoffvéteiten Regulation von JIMJD1A zusam-
menfassend, haben die Arbeiten anderer Arbeitsgrupiie Ergebnisse der hier vorliegenden

Arbeit hinsichtlich einer dominanten Rolle von HlFsestatigt.
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Mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Eereise-Reportgen-Assays sollte die Frage
geklart werden, ob die hypoxische Induktion \dJD1Adirekt durch HIF-& vermittelt wird.
Durch Klonierung und gezielte Mutationsanalysenreather Promotorkonstrukte und anschlie-
Bender Untersuchung der Promotoraktivitatsandenmtgy Hypoxie lield sich im Ausschlussver-
fahren einHypoxie-responsives ElemgitRE) identifizieren: 1208 bp vor dedMJD1A Start-
kodon gelegen, welches sich als essenziell fuA#ievierung IMID1As durch HIF-& heraus-
stellte.

In den letzten Jahren wurde die direkte Bindung Mtf-1 und HIF-2 in den Promotorenregio-
nen auch anderer Jumonji-C-Domain-containing H¢omthylasen (JHDM) nachgewiesen, wie
z.B. JARID1B, JMJD2B, JMJID2C%®3, Fiir insgesamt 22 Mitglieder der JmjC-Proteinfaenil
konnte eine signifikante Steigerung ihrer mRNA-Eegsion unter Hypoxieinwirkung nachge-
wiesen werder?®. Da die Identifizierung und Charakterisierung mebew. bereits bekannter
Mitglieder der Jumoniji-C-Domain-containing Histomadylasen erst in den Anfangen steckt, ist
davon auszugehen, dass die Anzahl der direkten iodeekten Zielgene von HIF in dieser

Gruppe noch ansteigen wird.

4.3. Hypoxie — Trigger und limitierender Faktor

Die Histondemethylase JMJD1A gehort zur Familie Darxygenasen, die Sauerstoff {QOa-
Ketogluterat ¢-KG) und Eisen (Fe-ll) als Kosubstrat bendétigen. @@ enzymatische Hydroxy-
lierung und Abspaltung der Methylgruppen von Lyssten an modifizierten Histonen ist mole-
kularer Sauerstoff somit von essenzieller Bedeutuhgyleich konnte in dieser Arbeit belegt
werden, dass Hypoxie zu einer deutlichen Induktiom JMJD1A sowohl auf RNA- als auch auf

Proteinebene flhrt.

Auf den ersten Blick scheint dies einem ParadoXeitly. Postuliert man allerdings unter redu-
zierter Sauerstoffspannung in den Zellen eine terelhminderte Enzymaktivitdt von JMJD1A,

so konnte die vermehrte Expression unter modekhtpoxie einen Kompensationsmechanismus
fur den partiellen Aktivitatsverlust darstellen. érfius ergibt sich die Frage, bei welchem
Schwellenwert das System aufgrund des Substratisa(@g¢ zum Erliegen kommt. Beyer et al.

untersuchten die enzymatische Aktivitat von JMJDuier verschiedenen Hypoxiegraden. Mit-
tels FACS-Untersuchung und indirekter Immunflousssarbung ermittelten sie anhand der

Bestimmung des H3K9me2-Methylierungsgrads in tiaresten HelLa-Zellen die Enzymaktivi-
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tat von JIMID1A nach Einwirkung von 20 %, 1 %, 0,%f4l 0,2 % Sauerstoff fir die Dauer von
24 Stunden. Die Zellen waren zuvor entweder miteminfunktionstiichtigenJMJD1A
Expressionsvektor oder einem enzymatisch inaktivautierten IMID1AEXxpressionsvektor
transfiziert worden. In den Zellen, die das JMJDRtein Uberexprimierten, lieen sich deut-
lich verminderte Spiegel an dimethyliertem H3K9ed#ieren, wahrend die Zellen mit dem mu-
tierten inaktivem JMJD1A-Protein erwartungsgeméalutiad hohere Grade an H3KO9-
Dimethylierung aufwiesen. Eine Reduktion des atrhéasischen Sauerstoffes auf 1% resultierte
in keinem sichtbaren Verlust der Enzymaktivitat dJD1A. Lediglich bei schwerer Hypoxie-
einwirkung (0,2 % @) liel3 sich eine leichte Abschwachung der Demetwedativitat feststellen.
Jedoch schien diese durch eine UberexpressionMdBIA ausgeglichen werden zu konnen, da
in der Immunfloureszenzfarbung in JMJD1A stark @xpgrenden Zellen unter 0,2%,@ein
signifikanter Unterschied im H3K9-Methylierungsgnagichweisbar wat’. Auch wenn die vor-
liegenden Ergebnisse nur vitro erzielt wurden und daher nur mit Vorsicht aufvivo Verhalt-
nisse zu Ubertragen sind, sprechen sie doch fi@ leane Kapazitat von JIMID1A auch unter
schwerster Hypoxie der Funktion als Histondeme#wg/laerecht zu werden. Eine Sauer-
stoffspannung von 1% fuhrt bereits zu einer deldlicintrazellularen Akkumulation von HIF-
1o und Aktivierung seiner Zielgerf& Die HIF-vermittelte Induktion von JMJD1A erfoldaher

in Bereichen, in denen von einer suffizienten Enaitivitat auszugehen ist.

4.4. Funktionelle Bedeutung der HistondemethylaseMJD1A

Bis zur Niederschrift der vorliegenden Arbeit (Er2i#l2) hat man inklusive JMJD1A mindes-
tens sieben unterschiedliche Histondemethylasemtifigeren konnen, die die Fahigkeit besit-
zen, Methylgruppen an den Lysin 9-Resten der Nite@ten Enden von Histon 3 (H3K9) zu
entfernen®®. Durch die spezifische Entfernung der Methylgrugpsbesondere an dimethylier-
tem H3K9 in verschiedensten Promotorregionen, kodivitD1A eine wichtige Rolle als , Tran-

skriptionsmodulator® in einer Vielzahl von biologleen Prozessen zuteil.

Neben der essenziellen Bedeutung, die JMJD1A irSgermatogenese und mannlichen Keim-
zelldifferenzierung spiel{siehe 4.1.) konntenTateishi et al.anhand von Knock-out Mausen
zeigen, dass JMJD1A an der Regulation spezifisSteffwechselgene, wie z.B. deRer-
oxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor alptRPARx) und Thermogenin auch Uncoupling

protein 1genanntcpl), beteiligt ist und somit eine wichtige Aufgabe ier dsewichtsregulati-
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on Ubernimmt. Homozygot JMJD1A-defiziente Mausessie ein deutliches Ubergewicht und
eine Hyperlipidadmie im Erwachsenenalter auf. UrBékhdafir zeigte sich eine Stdérung in der
3-adrenerg vermittelten Lipolyse im braunen Fetegssy sowie ein reduzierter oxidativer Abbau
von Fettsauren und Glycerin im Skelettmuskel aufdraler fehlenden Demethylierung von
H3K9me2 im Promotorbereich va?PARx undUcplund damit einhergehender Transkriptions-
repression dieser Gene durch IMIDEA

In IMID1A defizienten Mausen einer anderen Arbeitsgruppe,etenfalls mit zunehmendem
Lebensalter einen adipdsen Phanotyp und eine ¢esiiukosetoleranz aufwiesen, konnten an-
hand von Genexpressionsanalysen mittels Microazadnreiche weitere Gene, wie z.Bpoli-
poprotein C1(ApoC1l) GATA binding protein 2GATA 2), Glucosetransporter Typ 4-Gen
(Slc2A4)und der MetallopeptidasAdamts 9 indentifiziert werden, die direkt oder indirekt
durch JMJD1A in ihrer Expression reguliert werdén

Mit der Differenzierung von glatten MuskelzellenMS - smooth muscle celkonnte IMJD1A

in einer weiteren Arbeit in Verbindung gebracht desr. IMID1A fungiert in diesen Zellen als
Co-Regulator der Myocardin-Faktoren MRTF-A und Maatin (myoC). Diese Interaktion und
konsekutive JMJD1A-Rekrutierung bewirkt durch Denyéerung von H3K9me2 in den Pro-

motorregionen eine Expressionssteigerung spezéfisdtarkergene der SMC-Differenzieruffy

Auch in der terminalen Ausdifferenzierung von Fl&e (F9-Teratokarzinomazellen, aus der
frihen Embryonalentwicklung der Maual) parietalen Endodermzellen tbernimmt JMJD1A in
der Initiierung einer Reihe von Differenzierungsgereine Schltsselfunktion, wie z. Bab2,
Pdlim4 und FoxQ1°%. Wahrend JMJD1A defiziente F9-Zellen interessaméein vitro einen
Differenzierungsstop nach Erreichen des primitigmoderm-Stadiums aufwiesen, konnten in
homozygotenIMJD1AKnock-out-Mausen keine erkennbaren Auffalligkeii@ender Embryo-
nalentwicklung gesehen werd&h Obin vivo die fehlende Demethylaseaktivitat von JMID1A
durch andere Demethylasen oder maternale Substitkibmpensiert wird, bleibt spekulativ.
Jedoch verdeutlicht diese Diskrepanz idevivo undin vitro Ergebnisse einmal mehr, wie kom-

plex die Interaktionsmechanismen auf zellularer onodekularer Ebene sind.
Scheinbar widersprichlich zur Erkenntnis, dass JMJDn Differenzierungsvorgangen eine

entscheidende Rolle spielt, konnte in mehreren itegbdelegt werden, dass JMJID1A auch eine

wesentliche Funktion in der Regulierung des ,seffawal” (Selbsterneuerung) von embryona-
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len Stammzellen sowie induzierten pluripotentenm®taellen Gbernimmt. Stammzellen ent-
sprechen unreifen Zellen, die sich in verschiede#stiltypen unter Vorhandensein bestimmter
Stimuli ausdifferenzieren konnen. Ein wichtiges Gkéeristikum der Stammzelle ist die Fahig-
keit der Selbsterneuerung, d. h. durch Zellteillidgnen Tochterzellen generiert werden, die
wiederrum Stammzelleigenschaften besitzen, spdehtisch mit der Mutterzelle sind (symmet-
rische Zellteilung) oder es werden Tochterzellenegiert, die ein hbheres Mal3 an Ausdifferen-
zierung aufweisen (asymmetrische Zellteilung). Englehend mit dem hoheren Differenzie-
rungsgrad, verlieren diese Zellen zunehmend diégkéh der Selbsterneueruny

Im Jahr 2006 konnten Ko et aIMJD1A als ein direktes Zielgen des Transkriptionsfaktors
STAT3 in embryonalen Mausstammzellen (mES-Zelldeptifizieren. Die Interaktion von akti-
viertem STAT3 mit dem Leukemia inhibitory FactodEl.ist zur Aufrechterhaltung der Pluripo-
tenz von murinen embryonalen Stammzellen essenZedlen mit inaktiviertem LIF und konse-
kutiver Unterbrechung der STAT3/LIF Signalkaskadeiesen eine signifikant geringere
JMID1AMRNA-Expression auf mit phanotypischen Zeichereeibeginnenden Differenzie-
rung. Es konnte gezeigt werden, dass STAT3 LIF-agigadirekt an den Promotorbereich von
JMJID1Abindet und dessen Expression induziert. Diese 8dudlingen lieRen die Autoren ver-
muten, dass JMJD1A ein kritisches Signalmolekukwdit im Erhalt der Pluripotenz und der
Fahigkeit zur Selbsterneuerung von embryonalen Stzetien’”.

Loh et al. konnten wenig spater (2007) in ihrer éirtbestatigen, dass die Inaktivierung von
JMJID1A in mES-Zellen Differenzierung bewirkt. Ferneeigten sie, dass der embryonale
Stammzellmarker und Transkriptionsfaktor Oct4 drangkription von JMJD1A und JMJD1C
durch Bindung an deren Promotor in mES-Zellen pogiéguliert. Die Aktivierung von
JMJID1A fuhrt durch Demethylierung von H3K9me2 iroiotorregionen zur Expressionsin-
duktion anderer Pluripotenz-assoziierter Gene, Vi@, Tcfcp2llund Zfp57, teils Oct4 vermit-
telt 2. Die Studie von Ma et al. konnte sogar belegess dane Uberexpression von JMJD1A
durch Reaktivierung von Oct4 die Reprogrammierung adulten neuronalen Stammzellen in
embryonale Stammzellen férdern kefin

Das ,Schicksal“ von Stammzellen wird hauptsachticiich das biologische Microenvironment
bestimmt und beeinflusst. Als Stammzellnische hdwedt man dabei die Summe der Umge-
bungsfaktoren, die zur Ausbildung der Eigenschaften Stammzelle fihren. Dabei sind nicht
nur zellulare sondern auch metabolische FaktoreRgetalicher Bestandteil der Nischt Ein
zentraler Faktor ist der Sauerstoffgehalt der Umggb Hypoxie fordert nicht nur die Dediffe-

renzierung, sondern wird auch fur den Erhalt deripbtenz embryonaler Stammzellen als es-
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senziell angesehén Es verwundert daher nicht, dass viele dieser Stzett- und Selbsterneue-
rungs-Mediatoren, wie beispielsweise Oct4, alskiireZielgene von HIF identifiziert werden
konnten®.

Die Erkenntnis, dass die Histondemethylase JMJDdénfalls einer sauerstoffabhangigen HIF-
1 vermittelten Genregulation unterliegt, war Resutter vorliegenden Arbeit. Auch wenn die
funktionelle Bedeutung der durch Hypoxie vermitaltinduktion von JMJD1A noch weithin
unbekannt ist, so lassen die gewonnenen Beobadriuregmuten, dass JMJD1A als epigeneti-

scher Vermittler und Verstarker der zellularen Aoitinauf Hypoxie fungiert’.

4.5. Die Histondemethylase JMJD1A als epigenetisah€ermittler in der zellularen Adap-
tation auf Hypoxie

Histonmodifikationen sind ein wichtiges Elementdier epigenetischen Regulation. Die dadurch
ausgelosten strukturellen Veranderungen des Chmesntaigen ganz mal3geblich zur Aktivie-
rung bzw. Repression der Gentranskription bei. éfevin sich externe Einflisse, wie z. B. eine
reduzierte Sauerstoffverfigbarkeit, auf epigenbegésdEbene widerspiegeln, ist Gegenstand der
aktuellen Forschung. Um der Frage nachzugehenheétolle IMID1A unter hypoxischen Be-
dingung spielt, untersuchten Krieg et al. mittelscidarrayanalysen an RCC4+VHL-Zellen
(Nierenkarzinomzellen), die zuvor mit einer siRNaggnJMJD1A oder einer Kontroll-si-RNA
transfiziert wurden, potenzielle Zielgene, die JMABabhangig unter Hypoxie (0,5% O2 fir
16h) induziert werden. 53 der 821 unter Hypoxiemagrt exprimierten Gene zeigten eine Ab-
hangigkeit von JMJD1A. Nicht ganz Uberraschend wadarunter einige bekannte HIF-
Zielgene, wieAdrenomedullin(ADM), Endothelin 1 (EDN1), Plasmin-Aktivator-Inhim 1
(SERPINE1)Jund Ham-Oxygenase 1 (HMOX1u finden. Anhand vodMJD1A siRNA trans-
fizierten Kolonkarzinomzellen (HCT 116-Zellen) kdaan die Autoren zeigen, dass die durch
Hypoxie induzierte Expressionsinduktion von JMJDZ#lgenen, wieADM und Wachstums-
Differenzierungs-Faktor 1§GDF15), mit einer reduzierten Demethylierung von H3K9 ereh
Promotorbereichen einhergeht. Nach 16 Stunden Hgpwar in den Zellen mitMJD1A
Inaktivierung eine zweifach hohere Menge an H3K9ime2/ergleich zu den Kontrollzellen zu
detektieren. Der Anstieg an dimethyliertem H3K9geeisich dabei proportional zur Reduzie-
rung von JMJD1A’. Interessanterweise konnen bei exogener Uberesipregon JMJD1A auf
globaler Ebene keine Veranderungen in der Methytigrvon H3K9 gesehen werdéh Dies
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spricht fur eine gezielte Induktion von Zielgenga YMJD1A unter hypoxischen Bedingungen

und lasst ein komplexes Zusammenspiel von Histomyfeten und Demethylasen annehmen.

Mimura et al. konnten in ihrer erst kurzlich vesiitlichen Arbeit zeigen, dass HIF-1 und
JMJID1A nicht nur zuféllig gemeinsame Schnittmenigar Zielgene aufweisen, sondern aktiv
interagieren, um die Expression gemeinsamer Zielgenter Hypoxie zu steuern. Am Beispiel
des Glucosetransporter Typ 3 (GLUT3, G&LC2A3 konnte veranschaulicht werden, dass
JMJID1A mit HIF-1 im Enhancerberreich v@LC2A3einen Komplex bildet. Erst durch diese
Komplexbildung kann JIMJD1A seine enzymatische FHonkausiben und bewirkt durch Deme-
thylierung von H3K9 eine Verdnderung der Chromartiuigur, welche wiederum mit der Induk-
tion von GLUT-3 einhergeht. Es stellte sich ferheraus, dass von HIF-1 und JMJD1A gemein-
sam regulierte Zielgene hauptsachlich zu einememiibeitpunkt der Hypoxie reguliert werden,
d.h. innerhalb der ersten acht Stunéfen

Schlussfolgernd lasst sich somit eine entscheid&udle JMJD1As als direkter oder indirekter
epigenetischer Vermittler von HIF-1 insbesonderden schnellen Adaptation auf Hypoxie kon-

statieren.
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4.6. Die Rolle von JMJD1A in der Kanzerogenese

Eine reduzierte Sauerstoffverfigbarkeit kennzeithwiele solide Tumore. Der Hypoxie-
bedingte klonale Selektionsdruck begunstigt digjeniTumorzellen, welche ihre Genexpression
auf das sauerstoffarme Milieu optimal einstellenr@n. Diese Tumore sind durch eine erhdhte
Apoptose-Resistenz, einen niedrigen Differenziesgngd, eine verstarkte Angiogenese und ein
erhohtes Metastasierungspotenzial charakteridist. TranskriptionsfaktoHIF spielt hierbei
eine zentrale Rollé%"”’. Folgende Beobachtungen lassen im Kontext mitatem vorgestellten
Befunden vermuten, dass auch die HistondemethysEH®1A als ,Transkriptionsmodulator”

eine Rolle bei der Tumorentstehung (Kanzerogergselen konnte:

1. JMJID1A wird in Hypoxie durch HIF-1 vermehrt expremi.

2. Eine erhohteOktamer-Bindungs-Transkriptionsfaktor 4 (Octdktivitat konnte in be-
stimmten Stammzelltumoren (embryonales Karzinontp®m) nachgewiesen werden
78.

3. JMJID1A wird durch Oct4 rekrutiert, welches seingssa Hypoxie via HIF-2 in seiner
Genexpression induziert wird. Mdgliche additive dktie hinsichtlich der Aktivitat von
JMJID1A durch HIF-1 und Oct4 unter Hypoxie warenstelibar.

4. Ein Verlust der H3K9-Methylierung férdert chromosalm Instabilitaten, durch Indukti-
on der H3K9me3/2 spezifische Histondemethylasemidgdies zu erhhten Mutations-
raten in Tumoren mit unkontrollierter HIF Expressigihren®%/".

5. JMJD1A spielt in der Regulation von Pluripotenz-&endie wichtig fur die Entwick-
lung und Integritat von Tumorstammzellen sind,eesntscheidende Rolle.

6. JMJID1A wird durch den Transkriptionsfaktor STAT8lirziert. STAT3 vermittelt in vie-

len Fallen proliferative und anti-apoptotische Siigi°.

In der Tat konnte eine hohe Expression von IMIDNRRInd Protein in verschiedenen Karzi-
nomen von Kolon, Prostata, Niere, Blase, Leber,geunnd Gallenblase nachgewiesen werden
4% In einzelnen Studien war ein Zusammenhang zwisatiem Expressionslevel von
JMJD1A und der Rezidivrate bzw. dem AnsprechenGhémotherapie zu erkenn&>. Hohe
Expression von JMJD1A auf mRNA und ProteinebenBésektaten von Leberzellkarzinomen
war mit einer signifikanten Verkiirzung des kranks$fegien Uberlebens assoziiétt Passend zu
diesen Beobachtungen konnten Cho et al. 2011 an #urbeit zeigen, dasiMJD1Ain Lungen-

und Blasentumoren Uberexprimiert wird und dass Sagpression der Histondemethylase mit-
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tels siRNA zu einer signifikanten Reduzierung desndrwachstumsn vitro fihrte. Korrelie-
rend dazu war in den Knockout-Tumorzellen eine wederte Transkription von détomeobox
Al (HOXA1)und Cyclin D1 (CCDNJ) zu beobachten, einhergehend mit einem Verhareen d
Zellen in der G1/S Phase.

Die Bindung von JMJD1A im Promotorbereich vBiOXAL fuhrte durch Demethylierung von
H3K9me2 zur vermehrten Expression des Transkriptakiors. Als Folge dieser Induktion von
HOXAlkam es zur Transkriptionssteigerung VOEDN1 Cyclin D1 spielt eine entscheidende
regulatorische Rolle im Ubergang von der G1 inSHBhase der Zellteilung. Eine Uberexpressi-
on vonCCDNL1ist fur eine Vielzahl von Tumoren beschrieben umdlwnit der malignen Trans-
formation von Zellen in Verbindung gebradfit Durch Injektion von transfizierten HCT116-
Zellen in Nacktmause, die entweder mit einer siRdgenIJMID1A oder einem Leervektor
bestiuckt waren, gelang es Krieg etialvivo zu zeigen, dass die Histondemethylase JMJD1A
das Tumorwachstum fordert. Dementsprechend wieséus® mit JMID1A inaktivierten
HCT116-Zellen nach 27 Tagen ein signifikant gernegeTumorvolumen auf im Vergleich zu
HCT116-Zellen mit gesteigerter JIMID1A Expressiarim Widerspruch zu diesen Ergebnissen
steht eine Arbeit, die von Du et al. 2011 publizigarde. In ihren Untersuchungen an Nasopha-
rynxkarzinomen konnte gezeigt werden, dass ein@rieregulierung von JMJD1A mit einem
héherem regionalem Lymphknotenbefall und einer estiien Prognose assoziiert ist. Dies
spricht daftir, dass die Funktion von JMJD1A in ghiedenen Zellen und Geweben abhangig

vom jeweiligem Microenvironment it
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4.7. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Dissertation konnte erstmals gezeigt emrdlass die Histondemethylase JMJD1A
nicht nur ubiquitar in verschiedenen Gewebe- uniitypen von Mensch und Ratte exprimiert
wird, sondern auch einer sauerstoffabhé&ngigen @afaton unterliegt. Es gelantMJD1Aals
direktes Zielgen von HIF-1 zu identifizieren. Anldawvon Reportergenassay-Analysen konnte im
Promotorbereich voIMJD1A eine funktionelle HIF-1-Bindungsstelle detektigrerden, die
kritisch fur die hypoxische Induktion der Histondetimylase ist.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse liefstmals ein direktes Zusammenwirken
von HIF und epigenetischen Regulationsmechanismeern zellularen Adaptation auf Hypoxie
vermuten. Damit wurde ein wichtiger Beitrag fur emveitertes Verstandnis epigenetischer Sig-
naltransduktions- und Regulationsmadglichkeiten uhktgoxie geleistet. Erst durch Aufschlis-
selung dieser komplexen InteraktionsmechanismedMiD1A als Transkriptionsmodulator
wird es in Zukunft mdglich sein, neue therapeutsSirategien in der Onkologie und der rege-

nerativen Medizin zu entwickeln.
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