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FEinleitung

1 Einleitung

Das Verstindnis der molekularen Grundlagen der Vaskularbiologie hat im
Zusammenhang mit der Behandlung von Tumoren, aber auch sonstiger
gefdaBassoziierter Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall oder Arteriosklerose,
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Insbesondere den Mechanismen, die der
BlutgefaBBneubildung zugrundeliegen, kommt bei der Suche nach neuen Therapie-

moglichkeiten eine zentrale Rolle zu.

1.1  Das Blutgefalisystem

Wirbeltiere bendtigen ein GefdBlsystem, um die Versorgung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie ganz allgemein die Aufrechterhaltung des inneren Millieus von
Geweben und Organen zu gewéhrleisten. So werden iiber dieses System beispielsweise
auch anfallende Abfallprodukte entsorgt und der Wasserhaushalt des Organismus
reguliert. Das Blutgefdflsystem dient dariiberhinaus auch der Lieferung unter-
schiedlichster Botenstoffe wie Hormone und Wachstumstaktoren und als Transportweg
fiir Zellen des Immunsystems, die die Blutgefdfle iiber den offenen Kreislauf der
Lymphgefile erreichen konnen.

Um diese Aufgaben bestmdglichst erfiillen zu konnen, hat das BlutgefaBBsystem der
Wirbeltiere einen komplexen Aufbau. Es besteht aus groBen Gefiflen, die einen
schnellen Bluttransport gewéhrleisten, sich in den von ihnen versorgten Geweben und
Organen dann aber so weit verzweigen, daf die entstehende groBe Oberfliche ideale
Bedingungen fiir einen Stoffaustausch bietet. Aulerdem sind die Blutgefile durch
unterschiedliche Spezialisierung der Endothelzellen, mit denen die Gefdlle von innen
ausgekleidet sind, optimal auf die Bediirfnisse der sie umgebenden Gewebe abgestimmt
(Aird, 1997). Diese Heterogenitét der Endothelien wurde auf der Ebene der Zellstruktur,
der Antigen-Zusammensetzung, der RNA-Expression und der Zellfunktion beschrieben
(Gerritsen, 1987; Kumar et al., 1987; Turner et al., 1987; Tomlinson et al., 1991; Page
et al., 1992; Gerritsen und Bloor, 1993). So ermdglichen diskontinuierliche Endothelien
in Knochenmark, Milz und Leber einen Austausch von Zellen und Partikeln durch die
hier vorhandenen Liicken. Im Gehirn dagegen bildet das Endothel eine Barriere, die die
Infiltration von Plasmakomponenten und zirkulierenden Zellen streng reguliert (zur

Ubersicht s. Risau, 1995). Neben diesen eher morphologischen Unterschieden kann es
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aber auch durch die Synthese unterschiedlicher Oberflichenproteine zu einer
Spezialisierung von Endothelien kommen. Im Knochenmarkendothel wird
beispielsweise durch bestimmte Adasionsmolekiile auf der Zelloberfliche der
Austausch von Vorlduferzellen und reifen Blutzellen zwischen Knochenmark und

Kreislauf reguliert (Abbound, 1995).

1.2 Die Blutgefaf3bildung

Das Kardiovaskulare System ist das erste funktionale Organsystem des Wirbeltier-
Embryos. Seine Entstehung erfolgt iiber zwei unterschiedliche Mechanismen (Risau,
1996). Der erste ist unabhingig von physiologischen Bediirfnissen der Gewebe,
genetisch determiniert und damit in gewisser Weise autonom. So wird noch vor Beginn
der Zirkulation ein Gefdllsystem angelegt, indem sich Blutgefd3e aus Endothelzellen
bilden, die sich von mesodermalen Vorlduferzellen, den Angioblasten ableiten. Dieser
Vorgang wird als Vaskulogenese bezeichnet (zur Ubersicht s. Risau und Flamme,
1995). Beim zweiten Mechanismus, der Angiogenese, entstehen neue Blutgefille durch
Aussprossung aus bereits existierenden GefdBlen. Dabei reagieren die differenzierten
Endothelzellen iiber spezifisch aktivierte Gene und Oberflichenrezeptoren auf
Umwelteinfliisse oder parakrine Stimuli, indem sie proliferieren, migrieren, reifen oder
absterben. Auf diese Weise ist es dem mit Sauerstoff oder Néhrstoffen unterversorgten
oder proliferierenden Gewebe moglich, den Endothelzellen seine Bediirfnisse zu
signalisieren, damit diese neue GefiBe ausbilden konnen (zur Ubersicht s. Folkman und

Shing, 1992).

1.2.1 Vaskulogenese

Der Prozess der Vaskulogenese (Gonzales-Crussi, 1971; Pardanaud et al., 1987; Risau
et al., 1988; Risau, 1991; Poole und Coffin, 1989) beginnt im Dottersack, also
aullerhalb des Embryos. Dort entstehen aus einer gemeinsamen Vorlduferzelle
mesenchymalen Ursprungs, dem Hémangioblasten (His, 1900; Sabin, 1920),
Zellstrukturen, die sog. Blutinseln. Diese setzten sich aus zwei verschiedenen Zellzypen
zusammen: In der Peripherie gelegene, abgeflachte Angioblasten umschlieBen in ithrem
Inneren abgerundete hématopoetische Vorlduferzellen. Mesoderm-induzierende

Faktoren aus der Familie der Fibroblasten-Wachstumstfaktoren (FGF) sind entscheidend
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fiir ihre Entstehung (Risau, 1997). Angioblasten wandern aus den endothelialen Hiillen
benachbarter Blutinseln aus und nehmen Kontakt miteinander auf. So entsteht ein Netz
aus Angioblastenstringen, deren Lumen in die Lichtungen der Blutinseln miinden, und
damit ein primdrer GefaBBplexus. Nur wenig spéter, im 1-Somiten-Stadium, bilden sich
auch intraembryonal die ersten Angioblasten, allerdings ohne die Entstehung
hamatopoetischer Vorlduferzellen in unmittelbarer Nahe. Bereits im 2-Somiten-Stadium
erfolgt der Zusammenschlu von intra- und extraembryonalem Gefda3plexus. Die
dulerst beweglichen intraembryonalen Angioblasten wandern als Einzelzellen oder
Zellverbiande und konnen an anderer Stelle in bereits existierende Gefdlle eingebaut
werden oder dort selber neue GefdBle bilden (Sabin, 1920; Coffin und Poole, 1988;
Poole und Coffin, 1989). Die Tatsache, daB die Kopfregion von diesem
Migrationsprozel3 besonders betroffen ist, legt den Schlufl nahe, daB3 hier Motilitats-
oder chemotaktische Faktoren fiir Angioblasten gebildet werden (Noden, 1989).

1.2.2 Angiogenese

Der primére Gefa3plexus gewinnt rasch an Grofle und dehnt sich auch in urspriinglich
avaskulare Strukturen wie die Anlage des Zentralnervensystems aus (Lierse, 1963;
Nakao et al., 1988). Dieser Vorgang, bei dem sich aus bereits existierenden Geféallen
neue bilden, wird Angiogenese genannt und spielt auch im adulten Organismus bei der
Wundheilung, dem weiblichen Reproduktionszyklus oder bei der Vaskularisierung von
Tumoren eine Rolle. Man unterscheidet zwischen sprieBender und nicht-sprieBender
Angiogenese (Risau, 1997).

Die sprieBende Angiogenese findet intra- und extraembryonal statt. Die proteolytische
Aktivitdt, mit der sprieBende Endothelzellen Komponenten der Extrazellularmatrix
degradieren und sich auf diese Weise den Weg bahnen, steht dabei zumindest teilweise
unter der Kontrolle verschiedener BlutgefaBwachstumsfaktoren (Bacharach et al., 1992;
Pepper et al., 1991). Das AusmalBl des Sprieens wird wahrscheinlich durch das
Gleichgewicht zwischen Aktivatoren proteolytischer Enzyme und deren Inhibitoren
reguliert.

Bei der nicht-spriefenden Angiogenese werden bereits existierende Gefdalle gespalten,
indem sich Einstiilpungen extrazelluldrer Matrix bilden, die das Gefd3lumen unterteilen.
Wihrend die sprieBende Angiogenese vor allem dort stattfindet, wo bei Beginn eines

schnellen Wachstums erst wenige GefdBle existieren, herrscht die nicht-sprieende
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Angiogenese in solchen Organen vor, in denen sich endotheliale Vorlduferzellen
befanden und die so bereits bei der Vaskulogenese bis zu einem gewissen Grad
vaskularisiert wurden. Es ist aber auch eine Abhédngigkeit von der Gewebearchitektur zu
erkennen. So herrscht in Organen wie Lunge und Leber, in denen Blutgefile
die Zwischenrdume vorgegebener Organstrukturn ausfiillen, die nicht-sprieende
Angiogenese vor.

Im adulten Organismus stellt die Angiogenese den Hauptmechanismus der
BlutgefdaBneubildung dar. Es bedarf hierzu allerdings einer Signalgebung von auflen, um
die ruhende Endothelzelle wieder zu aktivieren (Engerman et al., 1967; Risau, 1995).
Als wichtigstes (Re-)Aktivierungssignal ist eine Unterversorgung mit Sauerstoff, die

sog. Hypoxie zu nennen (zur Ubersicht s. Fandrey, 1995).

Der eigentlichen Angiogenese folgt eine gewebespezifische Reifung der Blutgefilie, an
der intra- und extraluminale Faktoren beteiligt sind (Steward und Wiley, 1981), sowie
eine Umbildung des Gefallsystems. Obwohl zundchst unabhingig von der Zirkulation
entstanden, wird das Gefdf3system spéter von Kréften beeinflufit, die durch den Blutfluf3
erzeugt werden. So gibt es zahlreiche Gene, die scherkraftsensible Elemente (shear
stress response elements) enthalten (Resnick et al., 1993; Davies und Tripathi, 1993).
Diese sind an der Anpassung der GefdBwinde an die mechanischen Kréfte, denen sie
ausgesetzt sind, beteiligt. Auerdem scheint ein ausbleibender Blutflul den Abbau von
GefaBen zu begiinstigen (Herre und Thompson, 1985). Auf diese Weise verkiimmert ein
GroBteil der Kapillaren des primitiven Vaskularplexus. Diese Regression ist eng
verbunden mit dem Tod von Endothelzellen und steht unter der Kontrolle der direkten
Umgebung, unabhidngig vom Ursprung der Endothelzellen (Hallmann et al., 1987;
Latker und Kuwabara, 1981).

1.3  Klinische Bedeutung der Blutgefiflentwicklung

Im adulten Organismus findet eine GefdBneubildung unter physiologischen
Bedingungen nur noch wihrend der Wundheilung und dem weiblichem Reproduktions-
zyklus statt. Unter physiologischen Bedingungen ist die Angiogenese zeitlich genau
reguliert. Bei zahlreichen Krankheiten ist diese Regulation nicht mehr gewahrleistet, so
dal es zu einer ungehemmten Gefdneubildung kommen kann. So ist die Neo-

vaskularisierung eine Begleiterscheinung vieler entziindlicher Erkrankungen und
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wichtig flir das Ausmal} ihrer Zerstorung. Bei der Arthritis verursacht beispielsweise
das Einwachsen neuer Kapillaren ins Gelenk eine Zerstérung des Knorpels und beim
Diabetis Mellitus kommt es durch die Einsprossung von Gefaf3en aus der Retina in den
Glaskorper zu Blutungen, die zu Blindheit fithren (Folkman und Shing, 1992; Battegay,
1995).

Aber auch im Zusammenhang mit Krebserkrankungen spielt die Gefdaneubildung eine
zentrale Rolle. So induzieren Tumorzellen iiber die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
eine Migration und Proliferation benachbarter Endothelzellen, was zu deren
Einwanderung ins Zentrum des Tumors, zu Gefédneubildung und letztlich zu einer
ausreichenden Versorgung des Tumors mit Sauerstoff fiihrt (Folkman und Klagsburn,
1987; Pepper, 1997). Aullerdem konnen Tumorzellen durch diese Blutgefile in die
Zirkulation gelangen und an anderer Stelle Metastasen bilden.

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang, ob die unter pathologischen
Bedingungen neu entstandenen Gefdlle sich von den {ibrigen unterscheiden und somit
als Angriffspunkte fiir therapeutische Zwecke dienen kénnen (zur Ubersicht s. Rak et
al., 1995a; Lyden et al., 1999; Balillie et al., 1995). Desweiteren konnte im Hinblick auf
die Behandlung bestimmter Krankheiten auch die Frage wichtig sein, ob zwischen
Blutgefdflen verschiedener Gewebe unterschieden werden kann. Auch eine generelle
Hemmung der Angiogenese ist als Therapiemoglichkeit in der Tumorbehandlung
denkbar. So konnten im Tierversuch mit Hilfe verschiedener Angiogenese-Inhibitoren
erste Erfolge bei der Behandlung metastasierender Krebserkrankungen erzielt werden
(Folkman, 1995; O'Reilly, 1994). Wihrend sich eine solche anti-angiogene Therapie
eher zur Bekdmpfung kleiner Tumoren oder zur Vermeidung der Metastasierung eignet,
bietet sich der Angriff auf bereits existierende Gefdfle zur Behandlung grofler Tumoren
an (Denekamp, 1993).

Aber auch die Induktion einer Neovaskularisierung ischdmischer Gewebe,
beispielsweise in unterversorgten Gliedmalen oder Regionen des Herzmuskels, wird als

moglicher Therapieansatz betrachtet (Baumgartner et al., 1998; Losordo ef al., 1998).
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1.4 Endotheliale Wachstumsfaktoren

1.4.1 VEGF und VEGF-Rezeptoren

Im Gegensatz zu den Mitgliedern der FGF-Familie, die vor allem wihrend der
Initialphase der Vaskulogenese eine wichtige Rolle spielen und ein breites Spektrum
von Zielzellen fiir ihre mitogene Aktivitit besitzen (zur Ubersicht s. Baird und Walicke,
1989), ist die Wirkungsweise des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors VEGF
(Ferrara und Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989) als BlutgefaBwachstumsfaktor
und spezifisches Mitogen fiir Endothelzellen klar umrissen. Neben seiner Funktion als
Endothelzellwachstumsfaktor (Ferrara, 1993; Flamme et al., 1995¢) hat VEGF auch
eine permeabilititssteigernde Wirkung (Connolly et al., 1989; Keck et al., 1989;
Connolly, 1991). AuBlerdem ist es an der Entstehung bzw. am Erhalt der Fenestrierung
von Endothelien beteiligt, wie sie z.B. in den Nierenglomeruli und im Plexus
choroideus anzutreffen sind (Esser et al., 1998). Es existieren verschiedene VEGF-
Isoformen, die durch alternatives Spleilen der mRNA aus einem einzigen Gen
entstehen und durch Cystein-Briicken verbundene Dimere bilden (Breier et al., 1997).
Die besondere Bedeutung von VEGF fiir die BlutgefaBentwicklung spiegelt sich in der
Tatsache wider, daB VEGF das einzige bekannte autosomale Gen ist, dessen
hemizygoter Status letal ist (Ferrara et al., 1996). AuBlerdem erfiillt VEGF alle Kriterien
eines angiogenen Faktors: Es wird durch Hypoxie reguliert, unter angiogenen
Bedingungen hochreguliert, von den produzierenden Zellen schnell sezerniert, bindet an
endothelspezifische Rezeptortyrosinkinasen und aktiviert sie, wihrend eine Hemmung
seiner Aktivitidt oder seiner spezifischen Rezeptoren Angiogenese verhindert (Risau,
1996).

Zwei hochaffine VEGF-Rezeptoren sind bekannt (zur Ubersicht s. Mustonen et al.,
1995): VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (Flk-1 bei der Maus bzw. KDR beim
Menschen), die beide fast ausschlieBlich auf Endothelzellen stark exprimiert werden
(De Vries et al., 1992; Terman et al., 1992; Ferrara, 1999). So wird die endothelzell-
spezifische Wirkung von VEGF gewihrleistet, da VEGF in den verschiedensten
Zelltypen exprimiert wird. Es handelt sich bei beiden Rezeptoren um transmembrane
Rezeptortyrosinkinasen mit sieben extrazelluliren Immunglobulin (Ig)-dhnlichen

Dominen sowie einer geteilten intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne. Obwohl das
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Ausschalten jeweils eines der beiden Rezeptoren bei der Maus letale Folgen hat (Fong
et al., 1995; Shalabi ef al., 1995) scheint Flk-1 fiir die Induktion der VEGF-Effekte von
groflerer Bedeutung zu sein (Waltenberger et al., 1994; Park et al., 1994). So werden
beispielsweise auch Transkription und Proteinexpression von KDR durch die Bindung
von VEGF an KDR hochreguliert (Shen et al., 1998). Wie wichtig Flk-1 gerade fiir die
frilhe Phase der Gefaflentwicklung ist, zeigt die Tatsache, da3 eine Inaktivierung des
flk-1-Gens die endotheliale Zelldifferenzierung verhindert, was zu einem volligen
Ausbleiben der BlutgefaBBbildung fiihrt (Shalabi et al., 1995). Im Gegensatz dazu ist
Flt-1 nicht essentiell fiir die endotheliale Zelldifferenzierung, wohl aber fiir die
Organisation embryonaler GefdBstrukturen (Fong ef al, 1995). Ursache fiir die
schweren Millbildungen in der GefiBentwicklung, die bei der Inaktivierung des
flt-1-Gens beobachtet werden, ist eine starke Erhohung der Zellzahl endothelialer
Vorlduferzellen mesenchymaler Herkunft (Fong et al., 1999). Dabei scheint allerdings
die extrazellulire Doméne, die eine hohere Affinitit zu VEGF aufweist als die von
Flk-1, von entscheidender Bedeutung zu sein. Mause, in denen das fI#-/-Gen durch
homologe Rekombination durch eine flt-/-Mutante ersetzt wurde, die keine
Tyrosinkinasedoméne mehr enthilt (,,knock-in“), weisen selbst im homozygoten
Zustand keine abnorme Gefdlentwicklung auf. Die Aufgabe von Flt-1 scheint also
nicht, wie bei einer klassischen Rezeptortyrosinkinase, eine starke Signaltransduktion
zu sein, sondern die negative Regulation der VEGF-Konzentration in der Umgebung
endothelialer Zellen wihrend der Embryogenese durch die Bindung von VEGF
(Hiratsuka et al., 1998).

Eine ganze Anzahl von Faktoren reguliert die Expression von VEGF sowohl auf
transkriptioneller als auch auf post-transkriptioneller Ebene, darunter Hypoxie,
Hypoglykdmie, Hormone, Zytokine (z.B. TGF-o, PDGF, bFGF) sowie verschiedene
Onkogene (z.B. src, ras) und Tumor-Suppressor-Gene (z.B. p53, VHL) (Rak et al.,
1995b; Mukhopadhyay et al., 1995 und 1997; Gnarra et al., 1996; Dvorak, 2000).

1.4.2 Tiel und Tie2/Tek

Bei Tiel und Tie2 handelt es sich um zwei weitere endothelspezifische
Rezeptortyrosinkinasen (Dumont et al., 1992; Schniirch und Risau, 1993). Wihrend fiir
Tiel noch keine Liganden bekannt sind, kann Tie2 von Angiopoietin-1 aktiviert werden

(Davis et al., 1996). Ein zweiter Ligand, Angiopoietin-2, kann Tie2 zwar nicht
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aktivieren, konkurriert jedoch mit Angiopoietin-1 um die Bindung an den Rezeptor
(Maisonpierre et al., 1997). Tiel-defiziente Embryonen entwickeln fehlerhafte
Endothelzellstrukturen: Die einzelne Endothelzelle wird durchléssig fiir Fliissigkeiten
und sogar fiir ganze Zellen. In der Folge kommt es zu Odembildung und Blutungen, die
den Tod des Fetus herbeifiihren (Sato et al., 1995). Beim Ausschalten des tie2/tek-Gens
kommt es, bedingt durch eine stark verringerte Endothelzellzahl, zu Defekten bei der
embryonalen Blutgefd3bildung, die ebenfalls letal wirken (Dumont et al., 1994). In
beiden Fillen sterben die Embryonen allerdings erst spédter als die, denen VEGF oder
einer der beiden VEGF-Rezeptoren fehlt, was den Schluf3 nahelegt, daB3 Tiel und Tie2
thre Wirkung erst in spidteren Stadien der embryonalen GefdBentwicklung ausiiben.
Beide Signaltransduktionssysteme (VEGF/VEGFR und Ang-1/Tie-2) scheinen

kooperativ an der Angiogenese beteiligt zu sein (Yancopoulos et al., 2000).

1.5 Genexpression und ihre Regulation

Die Expression eines Gens erfordert seine Umschreibung (Transkription) in eine
mRNA, deren Prozessierung und anschlieBende Ubersetzung (Translation) in ein
Protein mit spezifischer Aminosdureabfolge (zur Ubersicht s. Lewin, 1997). Zur
Initiation der Transkription binden die RNA-Polymerase II und eine Vielzahl von
Faktoren an den Transkriptionsstartpunkt des Gens bzw. an verschiedene regulatorische
Regionen wie Promotor-, Verstirker- oder Repressorsequenzen. Spricht man bei der
Beschreibung eines Gens von 5 bzw. 3, so meint man damit in NH,-terminaler bzw.
COOH-terminaler Richtung gelegen. Ein Promotor liegt in Transkriptionsrichtung vor
der fiir ein Protein kodierenden Region eines Gens, im sog. 5'-flankierenden Bereich
(5’-UTR), und steuert dessen Transkription. Zu den typischen Strukturelementen
innerhalb eines Promotors zdhlen TATA-Box, CAAT-Box und GC-Box, die
iiblicherweise 30, 75 bzw. 90 bp oberhalb des Transkriptionsstarts liegen. Sie sind
allerdings nicht bei allen Promotoren zu finden. Bei Verstirker- und
Repressorsequenzen handelt es sich um unterstiitzende bzw. hemmende regulatorische
DNA-Bereiche, die weiter entfernt vom Transkriptionsstart, manchmal sogar in
benachbarten Introns, liegen koénnen. Bei den Bindungsfaktoren unterscheidet man
zwischen basalen, induzierbaren und upstream- sowie Transkriptionsfaktoren. Basale
Faktoren  interagieren mit der RNA-Polymerase, bilden einen den

Transkriptionsstartpunkt umgebenden Komplex (basaler Transkriptionsaparat) und
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legen damit die Initiationsstelle fest. Verschiedene 5° davon gelegene
Konsensussequenzen werden von upstream-Faktoren erkannt, die ubiquitér
vorkommen, die Effizienz der Initiation erhdhen und deren Aktivitdt nicht reguliert
wird. Beide Klassen von Faktoren zusammen regeln die Expression der sog.
Haushaltsgene. Den upstream-Faktoren &hnlich sind die induzierbaren Faktoren, die nur
zu bestimmten Zeiten oder in bestimmten Geweben synthetisiert oder aktiviert werden,
und so eine rdumliche bzw. zeitliche Kontrolle iiber die Transkription ausiiben.
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die fiir die Transkriptionsinitiation bendtigt
werden, aber nicht selbst Teil der RNA-Polymerase sind. Sie erkennen spezifische
Zielsequenzen in Verstdrkerelementen, Promotoren oder anderen regulatorischen DNA-
Regionen und bestehen aus zwei unterschiedliche Domédnen, von denen die eine fiir die
DNA-Bindung verantwortlich ist (DNA-Bindungsdomine) und die andere die
Transkription aktiviert (Transaktivierungsdomédne). Nur mit ihrer Hilfe kann die DNA-
Polymerase eine Promotorregion erkennen und mit der Transkription beginnen.

Eine Regulation kann zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Genexpression stattfinden.
So kann die DNA-Struktur in einen aktivierten Zustand versetzt werden, der bestimmte
Bereiche eines Gens zuginglich und damit transkribierbar macht. Ebenso kann die
Genaktivitit tiber den Grad der Methylierung einzelner DNA-Abschnitte geregelt
werden. Bei der Transkriptionsinitiation kann iiber zahlreiche Faktoren die Interaktion
zwischen RNA-Polymerase und Promotor reguliert werden. Auch eine EinfluBnahme
auf den Transport der mRNA ins Zytoplasma ist moglich. AuBlerdem kann die
Translation durch spezifische Proteinfaktoren blockiert werden.

Angiogeneserelevante Transkriptionsfaktoren sind entweder im Endothel (z.B. Ets-1,
Scl, GATA-2) oder in Angiogenesefaktor-produzierenden Geweben zu erwarten (z.B.

HIF-1 und HIF-2).

1.6  Wichtige Transkriptionsfaktoren der Angiogenese

1.6.1 Ets-1

Die ETS-Doméinen-Familie besteht aus iiber 30 eukaryotischen Transkriptiosfaktoren
(Janknecht und Nordheim 1993; Laudet et al., 1993), die entweder als transkriptioneller
Aktivator oder Repressor wirken (zur Ubersicht s. Sharrocks et al., 1997). Die ETS-
DNA-Bindungsdomine ist charakterisiert durch drei konservierte, durch 17-21 AS
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getrennte Tryptophane (Karim et al., 1990) und besteht aus drei o-Helices und einem
vierstrangigen, antiparallelen B-Faltblatt (Donaldson et al., 1996; Werner et al., 1995).
Die Ets-Proteine gehoren zur Superfamilie der gefliigelten helix-turn-helix (HTH)
DNA-bindenden Proteine und binden an DNA-Sequenzbereiche mit der
Konsensussequenz GGA®/r (Janknecht und Nordheim, 1992; Woods et al., 1992). Die
flankierenden Bereiche auf beiden Seiten dieser Kernsequenz machen die Spezifitét aus,
mit der verschiedene Ets-Proteine an diese Zielsequenz binden, dennoch kénnen in vitro
mehrere Ets-Proteine mit vergleichbaren Affinititen an dieselbe Sequenz binden
(Brown und McKnight, 1992). Die gezielte Bindung einzelner Ets-Proteine an ganz
bestimmte Promotoren wird meist durch eine Kombination aus spezifischer DNA-
Protein- und Protein-Protein-Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren erreicht.
AuBerdem werden viele von ihnen iiber signalabhéngige Phosphorylierung reguliert.
Daran kann z.B. das Proto-Onkogen Ras beteiligt sein, dessen Aktivierung zur MAPK
(Mitogen-aktivierte Protein-Kinase)-vermittelten Phosphorylierung einiger Ets-Proteine
fiihrt, darunter auch Ets-1 (Coffer et al., 1994; Wasylyk et al., 1997), und das an der
Tumor-Angiogenese mitwirkt (Arbiser et al., 1997). Die unter dem EinfluB von Ras
stehenden Ets-Proteine scheinen selbst auch zur Onkogenese beizutragen (Dittmer und
Nordheim, 1997). So werden Deregulation und Mutation von Ets-Proteinen
hauptsédchlich bei humanen Krebserkrankungen beobachtet. Besonders Ets-1 scheint in
Bezug auf Metastasierung eine kritische Rolle zu spielen, da Ets-1 oft mit invasivem
Verhalten von normalen Zellen sowie Krebszellen in Verbindung gebracht wird (zur
Ubersicht s. Dittmer und Nordheim, 1998). VEGF, dessen Rezeptoren Flt-1 und KDR
den Ras-Raf-Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Pfad stimulieren und die Transkription
von Genen aktivieren, die beim Anschalten des Angiogeneseprogramms mitwirken
(Hood und Granger, 1998; Kroll und Waltenberger, 1997), induziert in Endothelzellen
eine Ets-1-Expression (Iwasaka et al., 1996; Chen et al., 1997). Dort wird der
Transkriptionsfaktor Ets-1, der zu den transkriptionellen Aktivatoren z&hlt, wiahrend der
BlutgefaBentwicklung im Embryo sowie wihrend der Angiogenese im adulten
Organismus transient exprimiert (Kola et al., 1993; Pardanaud und Dieterlen-Lievre,
1993; Maroulakou et al., 1994; Wernert et al., 1994). Ein genregulatorisches Element
fiir die spezifische Expression von Ets-1 in Endothelzellen konnte im ersten Intron des
ets-1-Gens nachgewiesen werden (Jorcyk et al., 1997). AuBerdem wurde eine
tiberlappende Expression von VEGFR-2 und Ets-1 wihrend der Vaskulogenese sowie

der Tumorangiogenese nachgewiesen (Wernert et al., 1992). MutmalBliche und
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funktionelle Ets-1-Bindungsstellen wurden gefunden in den regulatorischen Sequenzen
der Gene der VEGF-Rezeptoren (Kappel et al., 1999; Wakiya et al., 1996), im Tiel-
und Tie2-Gen (Schlaeger et al., 1997; Iljin et al., 1999), in den Promotoren von
Metalloproteinasen, die am Abbau der Extrazellularmatrix wéhrend der Neubildung von
GefédBen beteiligt sind (Pepper und Montesano, 1990), im Promotor der ;-Untereinheit
des Integrins o,Ps, das sich als wichtiger Faktor bei der Angiogenese herausgestellt hat
(Cao et al., 1993; Villa-Garcia et al., 1994), sowie in vielen anderen endothelialen
Genen (Iwasaka et al., 1996; Watabe et al., 1998; Schwachtgen et al., 1997). Die DNA-
Bindung von Ets-1, aber auch vieler anderer Ets-Proteine, wird {iber einen
autoregulatorischen Mechanismus inhibiert, bei dem mehrere o-Helices auB3erhalb und
innerhalb der ETS-Doméne kooperativ miteinander in Wechselwirkung treten und dabei
die DNA-Bindedoméne maskieren (Jonsen et al., 1996 ; Sharrocks et al., 1997).
Kalziumabhéngige Phosphorylierung flihrt zu einer Stabilisierung des inhibitorischen
Komplexes und unterdriickt auf diese Weise die Proteinaktivitit, bis ein geeigneter
Bindungspartner der Inhibition entgegenwirkt (Cowley und Graves, 2000). Fiir Ets-1
scheint es sich beispielsweise bei den beiden Transkriptionsfaktoren AP-1 und Spl um
solche Bindungspartner zu handeln. So wurden funktionelle ETS- und AP-1-
Bindungsstellen in vielen Enhancer-Elementen gefunden, so dafl von einer Kooperation

beider Faktoren ausgegangen werden kann (Crepieux ef al., 1994; Wisdom, 1999).

1.6.2 Die hypoxieinduzierbaren Faktoren HIF-1 und HIF-2

Zur oxidativen Phosphorylierung, der Hauptquelle der ATP-Erzeugung, aber auch fiir
viele andere metabolische Prozesse benétigt die menschliche Zelle O,. Hypoxie, der
Mangel an O,, schaltet eine ganze Serie von Genen an und spielt eine grofle
pathophysiologische Rolle bei vielen kardiovaskularen Erkrankungen sowie bei
Krebsleiden (Fandrey, 1995; Semenza, 2000a). Man unterscheidet zwischen
systemischer und lokaler Hypoxie (zur Ubersicht s. Semenza, 1996). Lokale Hypoxie ist
fast ausschlieBlich vaskularen Ursprungs und Folge von GefdBverschliissen, wobei
sowohl die zellulire O,-Versorgung, als auch die Anlieferung energetisch wichtiger
Substrate und die Abfuhr der Metaboliten betroffen ist. Viele zelluldren Antworten auf
eine lokale Hypoxie, die innerhalb von Minuten bis Stunden ablaufen, setzen einen
Wechsel in der Genexpression voraus. Schnellere Anpassungsreaktionen gehen auf eine

Verdnderung (z.B. die Phosphorylierung oder den Redox-Status betreffend) bereits
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existierender Proteine zuriick. Wiahrend bestimmte genetische Antworten
zelltypspezifisch sind, scheint eine Hypoxie von allen Zellen detektiert und beantwortet
werden zu konnen (Wang und Semenza, 1993a). Homoostatische Antworten auf
Hypoxie konnen systemischer (z.B. erhohte Erythropoese und Atmung), lokaler (z.B.
Wechsel des GefdBtonus und Neovaskularisation) oder zelluldrer Natur sein (z.B.
Ubergang von der oxidativen Phosphorylierung zur Glykolyse). Auf zelluldrer Ebene
schaltet eine Hypoxie die Expression eines ganz bestimmten Satzes von Genen an,

wihrend die Aktivitdt der meisten anderen Gene stark vermindert wird (Fandrey, 1995).

Der hypoxieinduzierbare Faktor HIF-1 wurde bei Genexpressionsstudien des
Erythropoietins (EPO) entdeckt, in dessen 3°-UTR er an ein hypoxieinduzierbares
Verstirker-Element (HRE) bindet (Semenza und Wang, 1992; Semenza, 1994). Solche
in Promotor- oder Verstirkerregionen gelegenen HREs wurden noch in zahlreichen
anderen Zielgenen von HIF-1 gefunden, darunter Gene, deren Protein-Produkte an
Angiogenese, Erythropoese, anaerobem  Stoffwechsel, Zellwachstum  und
Uberlebensfihigkeit, vasomotorischen ~Antworten, Atmung und Umbau des
GefiBsystems beteiligt sind (zur Ubersicht s. Semenza, 2000b). Von besonderer
Bedeutung hinsichtlich der Angiogenese ist die Regulation von VEGF durch HIF-1
(Forsythe et al., 1996). Charakterisiert ist ein HRE durch ein oder mehrere HIF-1-
Bindungsstellen (HBS) mit der Konsensussequenz 5'-TACGTG-3" sowie durch eine 3’
davon gelegene zusitzliche Sequenz (HAS), die im Falle des VEGF-Gens die
Konsensussequenz 5-CAGGT-3" besitzt (Kimura et al., 2001). An diese HAS bindet
ein bislang noch nicht identifizierter Faktor HAF. Die Bindung an ein HRE konnte auch
fiir HIF-2 und andere HIF-1-Homologe nachgewiesen werden (Tian et al., 1997;
Wiesener et al., 1998; Takahata et al., 1998).

Bei den Transkriptionsfaktoren HIF-1 und HIF-2 handelt es sich um basic helix-loop-
helix (bHLH)-PAS-Heterodimere, bestehend aus einer HIF-1a- bzw. HIF-20- sowie
einer HIF-1B-Untereinheit (Wang und Semenza, 1995; Wang et al., 1995a). Letztere ist
identisch mit dem aryl hydrocarbon receptor (AHR) nuclear translocator (ARNT), der
als Untereinheit des AHR-Komplexes (AHRC), einem Heterodimer aus AHR und
ARNT, beschrieben wurde (Hoffman et al., 1991; Hankinson, 1995). Inzwischen
wurden noch weitere eng strukturverwandte Proteine gefunden, von denen jeweils eine
Untereinheit der Klasse I (HIF-1co, -2a0 oder -3at) mit einer Klasse II-Untereinheit

(ARNT, ARNT2 oder ARNT3) heterodimerisiert. Wéahrend HIF-lo- und ARNT-
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mRNA ubiquitdr exprimiert wird, zeigen HIF-2a, HIF-30, ARNT2 und ARNT3 ein
wesentlich eingeschrinkteres Expressionsmuster (Wenger et al., 1996; Wiener et al.,
1996; Flamme et al., 1997b; Jain et al., 1998). Da sich sowohl bei HIF-1a als auch bei
HIF-20 unter hypoxischen Bedingungen die Menge an mRNA nicht verdandert, sondern
nur die Proteinmenge ansteigt, scheint eine hypoxieabhingige Regulation auf post-
transkriptioneller Ebenen stattzufinden (Huang et al., 1996; Wiesener et al., 1998; Hara
et al., 1999a). Dabei kommt es im Falle von HIF-1a bereits nach einer weniger als zwei
Minuten andauernden Hypoxie zu einer nachweisbaren Ansammlung von Protein. Der
Proteinabbau, auf den spidter noch genauer eingegangen wird, dauert dagegen
wesentlich langer (Jewell et al., 2001).

Die einzelnen Proteindoménen besitzen jeweils unterschiedliche Funktionalititen.
HLH- und PAS(A)-Doméne sind fiir die Bildung von Heterodimeren verantwortlich,
wiéhrend die DNA-Bindung von der basic-Doméne und einer Region vermittelt wird,
die die PAS(B)-Domine beinhaltet (Wenger und Gassmann, 1997). Die PAS-Doméne
scheint aber auch die Interaktion mit den an einer spezifischen DNA-Bindung
beteiligten cis- und trans-bindenden Faktoren zu vermitteln (Zelzer et al., 1997). Die
beiden Transaktivierungsdomidnen TAD-N (NH,-terminal) und TAD-C (COOH-
terminal) wurden in der COOH-terminalen Hilfte von HIF-1ow und HIF-20 gefunden,
umgeben von Sequenzen mit hemmenden und regulatorischen Eigenschaften (Jiang et
al., 1997a; Ema et al., 1999; O'Rourke et al., 1999; Maemura et al., 1999).

Die molekularen Mechanismen, durch die ein Wechsel der O,-Konzentration die
Aktivitdt von HIF-1 und HIF-2 beeinfluf}t, sind zwar noch nicht abschlieBend geklart,
das O,-Signal scheint jedoch in ein Redox-Signal umgewandelt zu werden (Chandel et
al., 2000), das eine Kinase-Kaskade anschaltet und/oder den Transkriptionsfaktor direkt
reguliert (Chandel und Schumacker, 2000; Lando et al., 2000). An dieser Kinase-
Kaskade sind wahrscheinlich auch die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK)
p42/p44 und die Diazylglyzerolkinase (DGK) beteiligt (Richard ef al., 1999; Conrad et
al., 1999; Aragonés et al., 2001). Auch die Mitwirkung eines Hémoproteins als O,-
Sensor wird diskutiert, obwohl bislang noch kein entsprechendes Protein gefunden
werden konnte (Srinivas et al., 1998; Goldberg et al., 1988; Guillemin und Krasnow,
1997). AuBBerdem wurden in verschiedenen Zellen O,-sensitive lonenkanile beschrieben
(Buckler, 1997; Lopez-Barneo et al., 1997; Peers und Buckler, 1995). Die
Signaltransduktion von HIF-loo und HIF-200 erfolgt in mehreren unterschiedlichen

Schritten, von denen einige aufgekldrt wurden und die alle hypoxieabhidngig sind. Ein
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Schritt ist der Transport des Proteins in den Zellkern mit Hilfe eines COOH-terminal
gelegenen Kernlokalisationssignals (Kallio et al., 1998; Hara et al., 1999b). Erst hier
scheint auch die Heterodimerisierung stattzufinden (Chilov ef al., 1999b). Allerdings
wurde fiir HIF-2a auch eine Translokation in den Kern bereits unter normoxischen
Bedingungen beschrieben (Hara et al., 1999b).
Die Aktivitit von TAD-C wird dort iiber eine Interaktion mit CBP/p300 reguliert
(Kallio et al., 1998; O'Rourke et al., 1999), das bereits als Co-Aktivator verschiedener
Transkriptionsfaktoren beschrieben wurde und mit seiner Histon-Azetyltransferase-
Aktivitdt wahrscheinlich an der Umstrukturierung des Chromatins beteiligt ist (Shikama
et al., 1997; Bannister und Kouzarides, 1996). Auf diese Weise konnte CBP/p300
helfen, die DNA-Zielsequenz zuginglich fiir den Transkriptionsfaktor zu machen.
TAD-N ist an der hypoxieinduzierten Stabilisierung des Proteins beteiligt. Bei
Normoxie ist TAD-N Ziel des Ubiquitin-Proteasom-Komplexes, der fiir den
intrazelluliren Proteinabbau und die daraus resultierende kurze Halbwertzeit des
Proteins bei Normoxie zustindig ist (Pugh et al., 1997; Huang et al., 1996 und 1998;
Ema et al., 1999; Ciechanover, 1998; Wang et al., 1995a). Vermittelt wird dieser
Vorgang vermutlich durch das Tumorsuppressorgen VHL (Tanimoto et al., 2000; Talks
et al., 2000). Eine analoge Rolle wird auch fiir p53 beschrieben (Ravi et al., 2000).
AuBlerdem wurde die Existenz eines HIF-1a proteasome targetting factor (HPTF)
postuliert, dessen Expression unter direkter Kontrolle der HIF-1o-vermittelten
transkriptionellen Aktivitdt steht und der unter normoxischen Bedingungen durch
Bindung an den HIF-1o/VHL-Komplex dessen Interaktion mit dem Proteasom
vermittelt (Berra et al., 2001). Sowohl TAD-N als auch TAD-C zeigen bei HIF-2o eine
niedrigere Induzierbarkeit als bei HIF-1o. AuBerdem konnten
Sequenziibereinstimmungen direkt mit funktionellen Gemeinsamkeiten in Verbindung
gebracht werden, wobei weniger gut konservierte Regionen auch groBere Unterschiede
in der Funktion zeigten (O Rourke ef al., 1999).
Der Dimerisierungspartner ARNT ist dagegen bereits bei Normoxie kernlokalisiert
(Eguchi et al., 1997). Auch seine transkriptionelle Aktivitit und DNA-Bindung sind
nicht hypoxieabhidngig (Antonsson et al., 1995). Die biologische Aktivitidt von HIF-1
und HIF-2 hingt also jeweils von der o-Untereinheit und nicht von ARNT ab. Jedoch
wirkt ein Ausschalten jedes einzelnen der drei Gene (HIF-1o, HIF-2o0 oder HIF-1p)
embryonal letal (Kozak et al., 1997; Ryan et al., 1998; Peng et al., 2000; Maltepe et al.,
1997).
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Obwohl Mechanismen wie positive und negative Regulation der Rekrutierung von
Koaktivatoren, Phosphorylierung, zelluldrer Redox-Zustand und intrazellulédre
Verteilung eine Rolle bei der Regulation der HIF-Aktivitit spielen, wird diese doch
hauptsdchlich von der Stabilisierung ihrer o-Untereinheiten bestimmt (Talks et al.,
2000).

Mehrere unterschiedliche Isoformen des HIF-1o-Proteins wurden bei der Maus, nicht
aber beim Menschen beschrieben (Iyer et al., 1998a). So wurden zwei alternative
Promotoren und daraus resultierend auch zwei unterschiedliche mRNA-Isoformen mit

verschiedenen 5'-UTRs gefunden (Wenger et al., 1997).

1.7  Die Funktionen von HIF-10t und HIF-20 im Vergleich

HIF-2o0 (HRF/EPAS-1/HLF/MOP-2) ist mit einer Homologie von 48% dem
Transkriptionsfaktor HIF-1o. eng verwandt und wurde bereits aus Mensch, Maus,
Wachtel und Ratte kloniert (Flamme et al., 1997; Tian et al., 1997; Ema et al., 1997,
Hogenesch et al., 1997; Elvert et al., 1999; Ladoux und Frelin, 1997). Beide Faktoren
teilen viele Gemeinsamkeiten: Sie heterodimerisieren mit etwa gleicher Affinitit mit
Arnt (Ema et al., 19997), binden an die gleiche DNA-Zielsequenz (HRE), verhalten sich
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen ihre Expression betreffend
(Hemmung bzw. Induktion) in iibereinstimmender Weise, und auch die Mechanismen,
mit denen ihre Expression durch ein O,-Signal beeinfluflit wird, sowie der Ablauf ihrer
Signaltransduktion scheint nach einem dhnlichen Muster abzulaufen (Wiesener et al.,
1998). Eine weitere Gemeinsamkeit beider Faktoren ist ihre Induktion unter Hypoxie,
die jedoch unterschiedlich stark ausfdllt. Demnach scheint HIF-2o unter normoxischen
und weniger schwer hypoxischen Bedingungen eine gréfere Rolle zu spielen als
HIF-1a (Wiesener et al., 1998; O'Rourke et al., 1999).

Eine Abhingigkeit der DNA-Bindung vom Redox-Zustand konnte fiir HIF-2c, nicht
jedoch fiir HIF-1ow nachgewiesen werden (Lando et al., 2000). Dies stellt den ersten
Beweis fiir einen Unterschied in der Kontrolle der Aktivitdt beider Faktoren dar. Thre
NH,-terminal gelegenen, DNA-bindenden basic-Doménen unterscheiden sich in nur
einer Aminosdure. An Stelle eines Serins bei HIF-1a tritt bei HIF-2a ein Cystein, das
durch den Redoxfaktor 1 (Ref-1) im reduzierten Zustand gehalten werden kann. Dieser
wurde fiir viele Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise AP-1, CREB, ATF-1 und

p53 als der zur vollen Aktivitdt notwendige Zustand beschrieben (Lando et al., 2000).
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Trotz nahezu identischer bHLH-Doménen wurden fiir HIF-loo und HIF-2a
unterschiedliche Zielgene beschrieben, viele Gene werden aber von beiden Faktoren
(meist unterschiedlich stark) aktiviert. So wird der VEGF-Promotor beispielsweise
starker von HIF-2o0 aktiviert als von HIF-1ow (Wiesener et al., 1998). Andererseits
aktiviert HIF-20, nicht jedoch HIF-1o, die Transkription des Flk-1- und Tie2-Gens,
wobei Ets-1 an der Aktivierung des Flk-1-Promotors in synergistischer Weise mitwirkt
(Tian et al., 1997; Kappel et al., 1999; Elvert, 2000).

Das Ausschalten der Gene fiir HIF-1loo und HIF-2a0 wirkt zwar in beiden Féllen
embryonal letal, die auftretenden Schiden sind aber unterschiedlicher Natur. Im Falle
von HIF-1oo kommt es neben einer Verminderung der Anzahl an Somiten und einer
fehlerhaften Entwicklung der Neuralfalte zu einem fast vollstindigen Ausbleiben der
Vaskularisation im Kopfbereich, obwohl Herz und dorsale Aorta normal ausgebildet
sind (Ryan et al., 1998; Iyer et al., 1998b). HIF-1a scheint also eher an der Entwicklung
kapillarer Netzwerke als an der Ausbildung groBler Gefdlle beteiligt zu sein, die
wiederum vom Ausschalten des VEGF-Gens stark betroffen sind. HIF-2o-defiziente
Maiuse sterben spéter, wobei hier zwei vollig unterschiedliche Phanotypen beschrieben
wurden. Tian et al. (1998) konnte keine augenfilligen vaskularen Defekte feststellen,
beobachtete aber einen signifikant erniedrigten Katecholamin-Spiegel und eine
ausgesprochene Bradykardie, wihrend Peng ef al. (2000) trotz normal verlaufender
Vaskulogenese fehlerhafte Interaktionen zwischen bereits ausgebildeten BlutgefdB3en
feststellte, so da3 die Embryonen an diesen vaskularen Defekten starben. Dies deutet
auf zwei unterschiedliche Aufgaben von HIF-2a hin, die Regulation der Katecholamin-
Produktion und der GefaBumbildung.

Wiéhrend HIF-low ubiquitir exprimiert wird, wurden fir HIF-2o0 spezifische
Expressionsmuster beschrieben. Eine starke Expression von HIF-2a-mRNA wurde in
Endothelzellen der Hirnkapillaren in Embryo und adultem Organismus, aber auch in
anderen vaskularen Strukturen wie Nierenglomeruli, Plexus Choroideus und in Arterien
der Milz detektiert. Aber auch in Lunge, Herz, Leber und Plazenta konnten groBere
Mengen an HIF-2o-mRNA nachgewiesen werden (Tian ef al., 1997; Ema et al., 1997;
Flamme ef al., 1997). Eine Expression war allerdings nicht auf Endothelien beschrénkt,
sondern wurde auch in glatten Muskelzellen, Epithelien und Neuronen gefunden.
AuBlerdem konnte eine gewisse Korrelation zur Expression von VEGF festgestellt
werden (Flamme et al., 1997, Ema et al., 1997). Die erhohte Expression von HIF-2a in

Lunge und Endothelzellen konnte auf eine Rolle dieses Faktors bei der Ausbildung
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tubulédrer Strukturen durch Endothel- und Epithelzellen hindeuten, die zur Entstehung
von Bronchien und Blutgefiflien fiihren (Flamme et al., 1997; Ema et al., 1997). In
jingerer Zeit wurde allerdings im Gegensatz dazu auf Proteinebene in adulten Geweben
fiir HIF-1o. und HIF-2o0 eine nur geringe, ubiquitdre Expression beschrieben, mit der
Ausnahme des Knochenmarks, wo die Expression von HIF-2a in einer grof3eren Anzahl
von Makrophagen beobachtet wurde (Talks et al., 2000). AuBerdem wurde die
Expression von HIF-2a, aber auch von HIF-1a in den verschiedensten Tumorzellen
beschrieben (Talks et al., 2000).

Dariiberhinaus besteht eine enge Verbindung zwischen beiden Faktoren und der
Entstehung von Tumoren. So reicht die in der Mikroumgebung von Tumoren
herrschende Hypoxie aus, um die HIF-abhidngige Genexpression zu aktivieren (Dachs et
al., 1997). Auch Mutationen, die Onkogene aktivieren (z.B. v-src) oder
Tumorsuppressorgene inaktivieren (z.B. VHL, p53), bewirken eine erhohte HIF-
Aktivitit und die Transkription der Gene fiir VEGF und Enolase 1 (Jiang et al., 1997b;
Tanimoto et al., 2000; Maxwell et al., 1997 und 1999; Ravi et al., 2000). HIF-1o und
HIF-200 werden also in Tumoren konstitutiv stabilisiert, bedingt sowohl durch
physiologische Signale (Hypoxie) als auch durch genetische Verdnderungen. So spielt
HIF-20c moglicherweise eine Rolle im VEGF-abhingigen GefiBwachstum in
Héamangioblastomas (Flamme ef al., 1998). Bei der Untersuchung menschlicher
Brustkrebs-Zelllinien wurde fiir HIF-1o. und HIF-2o neben ihrer Rolle in der fiir das
Tumorwachstum wichtigen Gefdleinsprossung eine weitere, zundchst kontrér
erscheinende Rolle postuliert, die Induktion von Apoptose (Blancher et al., 2000). Fiir
ein aggressives Tumorwachstum miilte demnach einerseits die HIF-vermittelte
Apoptose iliberwunden werden, andererseits wire eine minimale Induktion von HIF-
Protein unabléssig fiir die Tumorangiogenese, so dal der Endeffekt von der Balance
zwischen beiden HIF-Wirkungen abhinge. So konnte also eine Tumortherapie, die auf
einer Hemmung der Tumorangiogenese mit HIF als Angriffspunkt beruht, ungewollt

zum Uberleben der Krebszellen beitragen.

1.8 Endothelspezifische genregulatorische Elemente

VEGF und die VEGF-Rezeptoren repriasentieren den ersten endothelzellspezifischen
Signaliibertragungsweg, der wihrend der Gefallentwicklung aktiviert wird (Fong et al.,
1995). Bei Méusen mit einem homozygoten Defekt des VEGF-Rezeptors-2 (Flk-1)
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fehlen reife Endothelzellen und Blutgetfile vollstdndig (Shalaby et al., 1995 und 1997).
Flk-1 wird in der spiten Embryonalentwicklung stark auf Endothelzellen exprimiert,
wiéhrend in den meisten adulten Blutgefilen keine Flk-1-Expression nachweisbar ist
(Yamaguchi et al., 1993). Lediglich in Tumor-Endothelzellen kann eine starke
Induktion der Flk-I-Expression beobachtet werden (Millauer et al., 1994 und 1996).
Um festzustellen, welche Sequenzbereiche fiir die endothelspezifische Expression von
Flk-1 verantwortlich sind, wurden entsprechende Promotorstudien durchgefiihrt
(Ronicke et al., 1996). Dabei konnte ein 939 bp grofler Bereich im Flk-1-Promotor und
5°-UTR sowie ein 2270 bp groBes Verstirkerelement im ersten Intron von Flk-1
identifiziert werden, welche zusammen eine endothelzellspezifische Expression in
transgenen Mauseembryonen bewirken. Da das Verstirkerelement aus dem ersten
Intron auch in vivo den heterologen #k-Promotor in Endothelzellen aktivieren kann, und
zwar abhdngig von seiner Orientierung, erfiillt es alle Kriterien eines autonomen,
gewebespezifischen Verstiarkerelementes (Kappel ef al., 1999). Genau wie beim
Endothelrezeptor T/E2, enthdlt auch das Verstiarkerelement aus dem ersten Intron von
Flk-1 zahlreiche potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen der Ets- und GATA-
Familie.

Auch fiir den Angiopoietin-Rezeptor T/E2 wurde ein 1,7 kb groBes, autonomes,
endothelspezifisches Verstarkerelement im ersten Intron gefunden, das, kombiniert mit
einem 2,1 kb groBlen T/E2-Promotorfragment, zu einer ganz spezifischen Aktivierung

embryonaler und adulter Endothelzellen fiihrt (Schlaeger et al., 1995 und 1997).

1.9 Eigene Fragestellungen

Nachdem bei Untersuchungen mehrerer Promotoren eine in transgenen Maidusen auf
Endothelien beschriankte Expression gezeigt werden konnte (Schlaeger et al., 1995 und
1997; Kappel et al., 1999), stellt sich die Frage, ob auch im Promotor von HIF-2¢.
Strukturelemente gefunden werden konnen, die Endothelzellspezifitit vermitteln. Zu
diesem Zweck muflte der Promotor kloniert, sein Transkriptionsstartpunkt ermittelt und
der basale Promotor identifiziert werden. Die bei Sequenzanalysen ermittelten
potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen sollten durch Sequenzvergleiche der
Gene von HIF-20-Orthologen anderer Spezies auf ihre Konservierung hin untersucht
und in Reportergenanalysen und Bindungsassays auf ihre Funktionalitidt hin gepriift

werden. Die Aktivitdt wichtiger Promotorelemente sollten abschlieBend in transgenen
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Maiusen untersucht werden. Dabei lag die Einbeziehung unterschiedlicher Bereiche aus
dem ersten Intron nahe, da dort beispielsweise bei Flk-1, Tie2 oder Ets-1

endothelspezifische Verstirkerregionen gefunden werden konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad pro analysi von folgenden
Firmen bezogen: Difco/Augsburg, Gibco BRL/Eggenstein, Merck/Darmstadt, Riedel-
de-Haen/Seelze, Roth/Karlsruhe, Serva/Heidelberg und Sigma/Deisenhofen. Sofern die
Chemikalien von anderen Firmen bezogen wurden, wird im Text darauf hingewiesen.
Radioaktive Chemikalien wie [0->P]-dATP, [0->*P]-dCTP, [0->*P]-dGTP, [0->P]-UTP
(je 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) und [y->*P]-ATP (5000 Ci/mol, 10 mCi/ml) wurden von
Amersham/Braunschweig bezogen.

Das verwendete dNTP-Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) wurde von Pharmacia/Uppsala
(Schweden) bezogen.

2.1.2 Enzyme

Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England
Biolabs/Bad Schwalbach bezogen. Folgende modifizierende Enzyme wurden benutzt:
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase, RNase A, RNase T1, DNase I, T4 Poly-
nukleotid-Kinase, T4 DNA-Ligase und T4 DNA-Polymerase von der Firma
Boehringer/Mannheim, Taq DNA-Polymerase von Promega/Heidelberg, RNAguard
RNase Inhibitor, T7 DNA Polymerase und alkalische Phosphatase (Calf Intestinal
Mucosa) von Pharmacia/Uppsala (Schweden), TaKaRa ExTaq von TAKARA SUZO
Co. Ltd./ Otsu (Japan), Superscript II Reverse Transkriptase, T3 RNA Polymerase und
T7 RNA Polymerase von Gibco BRL/Eggenstein, PfuTurbo DNA Polymerase von
Stratagene/La Jolla (USA).
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2.1.3 Antikorper

Monoklonale Antikérper: o-Flag®M2 (Maus, Eastman Kodak Comp./Rochester, USA)
o-HIF-1o (Maus, Novus Biologicals, Littleton, GB)
Polyklonale Antikorper: o-HIF-2a (Kaninchen; Gerd Elvert, Promotion 2001)

2.1.4 Fertige Reagenzienansitze

Die Bestimmung der Luziferaseaktivitit in Reportergenanalysen wurde mit Hilfe des
"Dual-Luciferase® Reporter Assay" Systems von Promega/Heidelberg vorgenommen.
Die in Reportergenanalysen eingesetzten Mutationsklone wurden mit Hilfe des
,»QuikChange™ XL Site-Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene/La Jolla (USA)
hergestellt.

Die im Rahmen der Primer-Extensionsexperimente vorgenommenen Sequenzierungen
wurden mit dem ,,T7 Sequencing Kit*“ von Amersham/Braunschweig durchgefiihrt.

Zur Durchfithrung der RNase-Protektionsexperimente wurde das ,,RNase Protection

Kit*“ von Boehringer/Mannheim verwendet.

2.1.5 Losungen

2.1.5.1 Pufferlosungen

100 x Denhardt’s Puffer: 2% (w/v) Ficoll (Typ 400, Pharmacia/Uppsala)
2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
2% (w/v) BSA, Fraktion V
in DEPC-H,O
PBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na,PO4
1,4 mM KH,PO4
20 x SSC (NaCl-Natriumzitrat): 3 M Na(Cl
0,3 M Natriumzitrat (pH 7,0)
1 x TBE (Tris-Borat-EDTA): 90 mM Tris-Borat
2,5 mM EDTA (pH 8,3)
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1 x TAE (Tris-Azetat-EDTA): 40 mM Tris-Azetat
1 mM EDTA (pH 8,1)
1 x TE (Tris-EDTA): 10 mM Tris/HCI
0,1 mM EDTA (pH 7,4)
SM-Puffer: 5,8 g NaCl
2 g MgSO4 (x 7 H,0)
5 ml 2% (w/v) Gelatine
ad 1 | H,O
2.1.5.2 Medien
LB-Medium: 2% (w/v) LB-Broth (Gibco BRL/Eggenstein)
in H,O
LB-Agar: 2% (w/v) LB-Broth
1,5% (w/v) Bacto-Agar (Difco/Augsburg)
in H,O
Phagen-LB-Medium: 21 g NZYDT-Broth (Gibco BRL/Eggenstein)
ad 1 l H,O
Phagen-Bottom-Agar: 1 1 Phagen-LB-Medium
15 g Bacto-Agar (Difco/Augsburg)
Phagen-Top-Agar: 1 1 Phagen-LB-Medium
8 g Agarose (Gibco BRL/Eggenstein)
NZY+ Medium: 10 g LB-Broth
ad 500 ml H,O (pH 7,5)

nach dem Autoklavieren 6,25 ml 1 M MgCl,,
6,25 ml 1 M Mg SO4und 5 ml 2 M Glukose

zugeben, sterilfiltrieren

Die Medienlosungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt und autoklaviert. Zur
Selektion plasmidtragender Bakterien nach deren Transformation wurden 50 pg
Ampizillin bzw. 25 pg Kanamyzin (Boehringer/Mannheim) pro ml Medium bzw. die

doppelte Menge Antibiotikum pro ml Agarlésung zugesetzt.
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Filme:

X-OMAT LS und BioMax MR
Eastman Kodak Comp./Rochester, USA

Gewebekulturgefdae:  Greiner/Frickenhausen, Nunc/Wiesbaden

Pipettenspitzen:

Reaktionsgefalle:

Eppendorf/Hamburg, Starlab/Helsinki, Finnland
Eppendorf/Hamburg, Starlab/Helsinki, Finnland
Biozym/Hess. Oldendorf, Becton Dickinson/Heidelberg

Filter und Membranen: Schleicher&Schuell/Dassel

2.1.7 Gerite

Heizblocke:

Inkubatoren:

Mikroskope:

Netzgerite:

PCR-Gerite:

Photometer:

Pipetten:

Schiittler:

Waagen:

Wasserbad:

Dry Block Heater (Starlab/Helsinki, Finnland)

Thermomixer 5436 (Eppendorf/Hamburg)

Brutschrank fiir Bakterienkultur BD53 (Binder/Tuttlingen)
CO;-begasbarer Brutschrank fiir Zellkultur EC-CO2 (Heraeus/Hanau)
CO;-begasbarer Brutschrank fiir Zellkultur NU-4500E
(Nuaire/Plymouth, USA)

Schiittelinkubator Certomat HK + U (Braun/Melsungen)
Axioskop mit Photoanlage MCS80 (Zeiss/Jena)

Axoivert135 (Zeiss/Jena)

Modell E833 (Consort/Turnhout, Belgien)

Modell E865 (Consort/Turnhout, Belgien)

GeneAmpPCR System 9600 (Perkin Elmer/Uberlingen)

PCR Block Primus (MWG/Ebersberg)

Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech/Little Chalfont, GB)
Pipettensatz Eppendorf Research (Eppendorf/Hamburg)
Pipettensatz PIPETMAN P (Gilson/Villiers-Le-Bel, Frankreich)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc/Bohemia, USA)
Feinwaage Analytic AC210S (Sartorius/Gottingen)
Laborwaage EW600-2M (Kern/Albstadt)

Julabo U2 (Julabo Labortechnik GmbH/Seelbach)
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Zentrifugen:

Sonstige:

Kiihlzentrifuge 3K 15 (Sigma/Deisenhofen)

Kiihlzentrifuge Biofuge Fresco (Heraeus/Hanau)

Kiihlzentrifuge Varifuge RF (Heracus/Hanau)

Tischzentrifuge Biofuge Pico (Heraecus/Hanau)

Elektroporator E.coli pulser (BioRad/Hercules, USA)
Elektroporator Gene Pulser (BioRad/Hercules, USA)
Entwicklermaschine fiir Rontgenfilme Modell Curix 60 (Agfa/Kd6ln)
Gel-Dokumentationsanlage GelDoc1000 (BioRad/Hercules, USA)
Heizriithrer VarioMag Electronicrithrer Monotherm

(H+P Labortechnik/Miinchen)

Luminometer MikroLumatPlus LB96V (EG&G Berthold/Wildbad)
Hybridisierungsofen Mini-Hybi (Sauer/Reutlingen)
Szintillationszdhler Tri-Carb1600TR (Packard/Canberra, Australien)
UV-Lichttisch UVT-20LE (Herolab/Wiesloch)

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene/La Jolla, USA)

Vacuum Concentrator UniVapol00H (UniEquip/Martinsried)
Sequenzgelkammer Base Ace Sequencer (Stratagene/La Jolla, USA)
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2.2 Methoden

Die Versuchsvorschriften der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente richteten

sich in erster Linie nach der Methodensammlung von Ausubel et al., 1994.

2.2.1 Bakterien

Durch den Transfer von zirkuldrer DNA in transformationskompetente Bakterien und
anschliefende Kultivierung ist es moglich, Plasmide zu vermehren, die eine
entsprechende Replikationsstartsequenz besitzen. Durch einen Selektionsvorteil
(Antibiotikaresistenz) wird sichergestellt, da} nur die Bakterien vermehrt werden, die
die gewiinschte DNA enthalten.

In dieser Arbeit wurde zur Selektion transformierter Bakterien Ampizillin mit einer

Konzentration von 100 pg/ml im Medium eingesetzt.

2.2.1.1 Verwendete Bakterienstimme

In dieser Arbeit wurden zwei Escherichia Coli-Stimme eingesetzt:

DH5«

Produktinformation Gibco BRL/Eggenstein: Langsam wachsender recA” Stamm, der
sich fiir Transformation und Vermehrung von Plasmiden und Cosmiden -eignet
(Hanahan, 1983)

XL I1-Blue MRA

Produktinformation Stratagene/La Jolla (USA): Bakterienstamm, der sich zur
Vermehrung von Bakteriophagen A-Vektoren eignet

(Borck et al., 1976; Murray et al., 1977)

2.2.1.2 Vermehrung und Lagerung

Die Anzucht von E.coli-Zellen erfolgte durch Animpfen von LB-Medium mit einer
Einzelkolonie und Vermehrung durch Inkubation in einem Schiittler {iber Nacht bei

37°C. Fiir Dauerkulturen zur ldngeren Lagerung wurden 500 pl Bakteriensuspension

mit 215 ul sterilem 50%igem Glyzerin vermischt und bei —20°C gelagert.
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Um die Bakterien erneut in Kultur zu nehmen, wurde mit einer sterilen Impfose ein

Abstrich der tiefgefrorenen Lagerkultur auf einer LB-Agarplatte gemacht.

2.2.1.3 Herstellung und Transformation kompetenter E.coli-Zellen

In einer frithen Wachstumsphase ist es moglich, die Membran von Bakterien fiir Fremd-
DNA durchléssig zu machen. Derart vorbehandelte Bakterienzellen werden kompetente
Zellen genannt.

2.2.1.3.1 Chemischkompetente Bakterien

Durch einen kurzfristigen Hitzeschock wird die Bakterienmembran permeabilisiert, so

daB} beispielsweise DNA-Molekiile in die Zelle gelangen konnen.

Material:

Bakterienstamm: DH5a
LB-Medium

Kalziumchloridldsung: 0,1 M CaCl,
Magnesiumchloridlosung: 0,1 M MgCl,
Glyzerin: 100%
Durchfiihrung:

100 ml steriles LB-Medium wurden aus einer Ubernachtkultur von E. coli-Zellen
(DH5a) angeimpft und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (bei einer Wellenlédnge
von 590 nm) von 0,375 inkubiert. Die Zellen befanden sich nun in einer
Wachstumsphase, in der sie fiir die folgende Behandlung besonders empfindlich waren.
Die Kultur wurde 10 min auf Eis gekiihlt und fiir 15 min im HB-4 Rotor bei 3000 Upm
und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Bakterienniederschlidge vorsichtig in je
100 ml Magnesiumchloridlosung resuspendiert und 5 min bei 2500 Upm und 4°C im
HB-4 Rotor zentrifugiert. Die Bakterienniederschldge wurden in 50 ml eiskalter
Kalziumchloridlosung aufgenommen und erneut zentrifugiert. SchlieBlich wurden die
Bakterien in 5 ml Kalziumchloridldsung resuspendiert, 880 pul Glyzerin zugegeben und

in 100 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die so préiparierten Zellen
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konnten direkt fiir Transformationen verwendet, oder bei -80°C zwei bis drei Monate

gelagert werden. Alle Inkubationsschritte wurden unter Eiskiihlung durchgefiihrt.

Zur Transformation wurden 50 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 10 pl
Plasmidlésung vermischt und 30 min auf Eis, 2 min bei 42°C und erneut 2 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 500 pul LB-Medium wurde der Transformationsansatz 1 h
bei 37°C und 200 Upm geschiittelt und dann auf LB/Amp-Agarplatten ausgestrichen.
Nach kurzem Antrocknen wurden die Platten iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C

inkubiert. Bis zur weiteren Bearbeitung konnten die Platten bei 4°C gelagert werden.

Es wurden mehrere Kontrollen durchgefiihrt:

Negativkontrolle

Als Negativkontrolle wurden anstatt des Vektors 10 ul H,O verwendet. So behandelte
kompetente Zellen sollten auf LB/Amp-Agarplatten nicht wachsen.

Ligationskontrolle

Wurde bei einer Ligation ein neuer Vektor eingesetzt, so mufite dieser bei der
anschlieBenden Transformation getestet werden. Um zu {iberpriifen, ob in der Vektor-
praparation noch ungeschnittene Vektor-DNA vorhanden war, wurden kompetente

Zellen mit dem nichtligierten Vektor transformiert.

2.2.1.3.2 Elektrokompetente Bakterien

Eine andere Methode, um die Zellmembran zu permeabilisieren ist, die Bakterien

kurzzeitig einem starken elektrischen Feld auszusetzen. Dabei ist es wichtig, da3 in der

Losung keine Ionen vorhanden sind, da es sonst zu einem Kurzschlufl kommen wiirde.

Material:

Bakterienstamm: DH5a

LB-Medium

Glyzerinlosung: 10% (v/v) in sterilem H,O
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Durchfiihrung:

Ein Liter einer Bakterienkultur mit der optischen Dichte von 0,56 bei einer Wellenldnge
von 590 nm wurde in Eiswasser abgekiihlt und bei 4000 x g und 4°C fiir 15 min
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Bakterienniederschlag vorsichtig in 1 1
eiskalter Glyzerinlosung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
mit 500 ml, 250 ml und schlieBlich mit 3 ml Glyzerinlosung wiederholt. Die
Bakteriensuspension wurde in 100 ul Aliquots aufgeteilt und nach Schockgefrieren in
fliissigem Stickstoff bei —80°C gelagert.

Fiir die Transformation wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut,
davon 40 pl mit 2 pl DNA-L6sung gemischt und fiir 1 min auf Eis inkubiert. In einer
gekiihlten Kiivette wurden die Bakterien einem Puls von 2,5 kV mit einer Halbwertszeit
von etwa 5 msek (bei 200 Q und 25 pF) ausgesetzt. Es wurde sofort 1 ml LB-Medium
zugegeben, der Ansatz eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieend auf LB/Amp-
Agarplatten ausgestrichen.

2.2.2 Arbeiten mit einer Phagen-cDNA-Bank

In einer cDNA-Bibliothek ist die fragmentierte, in cDNA umgeschriebene mRNA eines
Organismus in einen Vektor kloniert. Es gibt verschiedene Vektoren, die hierfiir
verwendet werden konnen. Je nach GroBe des zu klonierenden Fragments werden
Phagen (Fragmente bis 2 x 10* bp), Cosmide (Fragmente bis 5 x 10* bp) oder YAC-
Vektoren (yeast artificial chromosomes, Fragmente bis 10° bp) verwendet.

Um eine Phagenbank nach einem bestimmten Gen zu durchsuchen, werden E. coli-
Zellen mit den rekombinanten Phagen infiziert, vermehrt, die verschiedenen Klone
vereinzelt und schlieflich durch Hybridisierung mit der entsprechenden DNA-Sonde
identifiziert. Die Kultivierung erfolgt in einem maltose- und magnesiumhaltigen
Medium, durch das der Maltoserezeptor, der die Andockstelle fiir die Phagen darstellt,
von den Bakterien exprimiert und stabilisiert wird.

Die Bakteriophagen werden auf Phagen-Agar ausplattiert, auf Nitrozellulosemembranen
transferiert, lysiert und die denaturierte DNA auf der Membran fixiert. Durch
Hybridisierung der Membran mit einer spezifischen Sonde und anschlieBende
autoradiographische Auswertung werden die gesuchten Phagenklone identifiziert, die

dann isoliert und genauer analysiert werden konnen.
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2.2.2.1 Ausplattieren einer Phagenbank

Material:
Phagen-LB-Medium
Phagen-Bottom-Agar
Phagen-Top-Agar

SM-Puffer

Magnesiumsulfatlosung: 10 mM

Bakterienstamm: XL 1-Blue MRA

Lambda Fix®II-Phagenbank Stratagene/La Jolla (USA)
Durchfiihrung:

10 ml einer Ubernachtkultur von E.coli des Stammes XL 1-Blue MRA in Phagen-LB-
Medium wurden bei 4000 x g fiir 10 min zentrifugiert und der Niederschlag in 15 ml
Magnesiumsulfatlosung aufgenommen. Diese Suspension wurde mit Magnesium-
sulfatlosung auf eine ODgpp von 0,5 eingestellt und bei 4°C gelagert. Die Phagenbank
wurde zur Titerbestimmung 1:1000 in SM-Puffer verdiinnt, 1 ul, 10 ul und 100 pl
Aliquots mit je 600 pl Bakterienlosung vermischt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Bakterien-Phagen-Suspension wurde mit 6 ml Top-Agar, der auf 48°C vorgewédrmt
worden war, gemischt und auf eine angewédrmte Bottom-Agarplatte gegossen. Nach 12
bis 16 Stunden bei 37°C waren bei ausreichender Verdiinnung der Phagen auf dem
Bakterienrasen Lyse-Plaques zu erkennen, die jeweils von einem Phagenklon stammten.

Nach Auszéhlen der Plaques konnte der Titer der Phagenbank berechnet werden.

2.2.2.2 Durchsuchen einer ausplattierten Phagenbank

Material:
Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
Neutralisierungslosung: 0,5 M Tris/HCI (pH 7.,4)
1,5 M NaCl
SM-Puffer
Nitrozellulosefilter: Schleicher&Schuell/Dassel
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Durchfiihrung:

6 ml der wie oben beschrieben kultivierten Bakterien wurden mit 500000 pfu (phage
forming units) gemischt, 15 min bei 37°C inkubiert und jeweils 600 pl auf einer 10 cm-
Schale ausplattiert (s. 2.2.2.1). Nach 12 bis 16 Stunden Inkubation bei 37°C und einer
Stunde bei 4°C wurden von jeder Platte zwei Nitrozellulosefilter abgezogen, indem die
Filter jeweils fiir 60 sek aufgelegt und nach Markierung der Position durch Nadelstiche
vorsichtig wieder entfernt wurden. Anschlieend wurden sie mit der Riickseite erst flir
2 min auf ein mit Denaturierungslosung und dann fiir 5 min auf ein mit
Neutralisierungslosung getrinktes Papiertuch gelegt. Nach dreiminiitiger Inkubation mit
2 x SSC und Lufttrocknung wurde die Phagen-DNA durch zweistiindiges Backen bei
80°C kovalent an die Membran gebunden.

Die Identifizierung der gesuchten Phagenklone erfolgte analog 2.2.4.10. Der zweite
Nitrozellulosefilter diente dabei als Kontrolle, um falsch positive Signale zu erkennen.
Da die Position der Filter beim Abziechen durch Nadelstiche markiert worden war,
konnten die positiven Signale auf den Filmen den entsprechenden Phagenklonen
zugeordnet werden. Die so identifizierten Plaques wurden mit dem stumpfen Ende einer
Pasteurpipette aus der Agarose ausgestochen und in einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 mit
1 ml SM-Puffer und 20 pl Chloroform fiir eine Stunde bei RT (Raumtemperatur)
inkubiert. Die in den Puffer diffundierten Phagen konnten bei 4°C gelagert werden.

Da beim Ausstechen eines Plaques mehrere Phagenklone gepickt worden sein konnten,
wurde die Phagensuspension erneut ausplattiert und hybridisiert, um den positiven Klon
zu vereinzeln. Traten neben positiven Lyse-Plaques auch solche auf, die nicht mit der
Sonde hybridisierten, wurde wieder ein positiver Phagenklon ausgestochen, ausplattiert

und hybridisiert, solange bis alle Lyse-Plaques mit der Sonde hybridisierten.

2.2.2.3 Priparation von Phagen-DNA (""Maxi-Prdip")

Material:
Puffer L1: 20 mg/ml RNase A, 6 mg/ml DNase I, 0,2 mg/ml BSA,

10 mM EDTA, 100 mM Tris/HCI, 300 mM NaCl (pH 7,5)
Puffer L2: 30% (w/v) Polyethylenglycol (PEG 6000), 3 M NaCl
Puffer L3: 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 25 mM EDTA (pH 7,5)
Puffer L4: 4% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
Puffer L5: 2,55 M Kaliumazetat (pH 4,8)

30



Material und Methoden

Durchfiihrung:

2,5 x 107 Phagen (pfu) wurden mit 5 x 10° Bakterienzellen XL 1-Blue MRA gemischt
und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden 250 ml Phagen-LB-Medium
damit angeimpft und iiber Nacht bei 30°C geschwenkt. Mit Hilfe des ,,Lambda DNA

Maxi Preparation Kit“ von Qiagen/Hilden wurde die genomische DNA gewonnen.

Zu der Ubernachtkultur wurden 400 pl Puffer L1 gegeben und das Gemisch 30 min bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 50 ml Puffer L2 und 60miniitiger Inkubation auf Eis
wurde die Suspension 10 min bei 10000 x g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach Resuspendierung in 9 ml Puffer L3 und Zugabe von 9 ml Puffer L4
wurde 20 min bei 70°C inkubiert und dann auf Eis gekiihlt. Es wurden 9 ml Puffer L5
zugegeben, vorsichtig gemischt und 30 min bei 15000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und erneut bei 15000 x g und 4°C fiir 10 min
zentrifugiert.

Analog zu der Préparation von Plasmid-DNA (s. 2.2.4.1.2) erfolgte anschlieBend die
Aufreinigung iiber Qiagen Tip 500 Sdulen, Féallung mit Isopropanol und Waschen mit
70% (v/v) Ethanol. Die kurz getrocknete DNA wurde in 100 pul H>O aufgenommen.

Zur Identifizierung der priaparierten DNA wurden Restriktionsfragmente und/oder durch

PCR-Reaktionen erhaltene Abschnitte der DNA sequenziert.

2.2.3 Arbeiten mit RNA

RNA ist hochempfindlich fiir den Abbau durch RNasen, so dal Kontaminationen
ausgeschlossen werden miissen. Dies erreicht man, indem man alle nicht-

denaturierenden wéBrigen Losungen mit 0,2% Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt,

gut durchmischt und anschlieend autoklaviert.
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2.2.3.1 Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen

Material:

PBS

D-Losung: 4 M Guanidiniumthiocyanat
0,5% Natriumlaurylsarcosin
25 mM Natriumzitrat (pH 7,0)
0,1 M Mercaptoethanol

Natriumazetatlosung: 2 M NaAc (pH 4,0)

Phenol: wassergesdttigtes Phenol (pH 4,3)

Chloroform/Isoamylalkohol: 25:1

DEPC-H,0O

Ethanol: 70% in DEPC-H,O

Durchfiihrung:

Die in einer 10 cm-Schale konfluent gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 10 ml kalter D-Losung wurden die Zellen mit einem Zellschaber
abgelost und in ein 50 ml Rohrchen iiberfithrt. AnschlieBend wurden 1 ml
Natriumazetat und 10 ml Phenol zugegeben und gut gemischt. Nach Zusatz von 2 ml
Chloroform/Isoamylalkohol und erneutem Mischen wurde der Ansatz fiir 15 min auf
Eis inkubiert. Nach 15miniitiger Zentrifugation bei 13000 x g und 4°C wurde die obere,
wélrige Phase abgenommen, mit 10 ml Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, gut
gemischt und die Zentrifugation wiederholt. Die wéBrige Phase wurde abgenommen,
die darin enthaltene RNA mit 0,7 VT Isopropanol iiber Nacht bei —20°C gefillt und wie
oben beschrieben abzentrifugiert. Der RNA-Niederschlag wurde zweimal mit Ethanol
gewaschen und anschlieBend getrocknet. SchlieBlich wurde die RNA in 100 pul DEPC-
H,O gel6st und die Konzentration photometrisch bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei —

80°C.
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2.2.3.2 Northern Blot-Analyse

2.2.3.2.1 Elektrophorese im denaturierenden Formamid-Agarosegel

Analog zur DNA lassen sich RNA-Fragmente verschiedener Liange im elektrischen Feld
aufgrund unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeiten im Gel auftrennen. Als
Marker, vor allem zur Mengenabschidtzung, wird eine Referenz-RNA-Losung mit auf

das Gel aufgetragen.

Material:
RNA-Gellaufpufter: 200 mM MOPS
(10 x) 50 mM NaAc

10 mM EDTA (pH 7,0)
Elektrophoresepufter: einfach konzentrierter Gellaufpuffer
RNA-Ladepuffer: 1 mM EDTA
(5x) 0,1% Bromphenolblau (w/v)

0,1% Xylencyanol (w/v)

80% Formamid (v/v) (pH 8,0)
Agarose

Ethidiumbromid-Firbeldsung: 20 pg Ethidiumbromid in 100 ml DEPC-H,0O
DEPC-H,O
Formaldehyd: 37% (v/v)

Durchfiihrung:
1,2 g Agarose wurden mit 80 ml DEPC- H,O und 10 ml RNA-Gellaufpuffer aufgekocht

bis eine klare Losung entstand. Diese wurde in einen MeBzylinder mit 6 ml
Formaldehyd gegeben und mit DEPC-H,O auf 100 ml aufgefiillt. Die Losung wurde
nach kurzem Abkiihlen in eine mit einem Kamm versehene, horizontale Elektophorese-
kammer gegossen. Nach Erstarren der Agaroselosung wurde der Kamm entfernt und das
Gel mit Elektrophoresepuffer {iberschichtet.

10 pg RNA in einem Volumen von 20 pl wurden mit 5 pl RNA-Ladepuffer versetzt, fiir
1 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und in die im Gel durch den Kamm
entstandenen Taschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V bis die untere der

beiden Farbstoff-Banden den Gelrand erreicht hatte, wobei etwa nach der Hilfte des
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Gellaufes das Gel in der Kammer umgedreht und diese umgepolt wurde, um dem
entstandenen Gradienten der lonenkonzentrationen entgegenzuwirken. Nun wurde das
Gel 10 min in Ethidiumbromid-Farbelosung geschwenkt und anschlieBend weitere 10
min in DEPC-H,O gespiilt. Auf einem Transilluminator konnten die RNA-Banden

betrachtet und zur Dokumentation mit einem Lineal fotografiert werden.

2.2.3.2.2 Transfer von RNA auf Membranen durch Kapillar-Blotting

Die nach GrofBe fraktionierte RNA wurde auf eine Nylonmembran iiberfiihrt, wo durch
Hybridisierung mit spezifischen, markierten Sonden (s. 2.2.4.9.2) genaue Analysen

durchgefiihrt werden konnten.

Material:

SSC-Losung

Methylenblau-Férbeldsung: 0,04% (w/v) in 0,5 M NaAc (pH 5,2)
Hybond N Nylonmembran

Durchfiihrung:

Fiir den Kapillarblot wurden die Gele mit der Oberseite nach unten auf drei Lagen
Whatman-Filterpapier gelegt, die beidseitig in ein Reservoir mit SSC-Losung
eintauchten. Darauf wurden luftblasenfrei eine Hybond N Nylonmembran, drei mit
SSC-Losung angefeuchtete Whatman-Filterpapiere und eine etwa 5 cm dicke Schicht
saugfahiges Papier aufgelegt, die allesamt auf Gelgréf3e zurechtgeschnitten waren.
Beschwert wurde der Aufbau mit ungefédhr 150 g. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei
RT. Nach Beendigung des Transfers wurde der Membranfilter zur Entfernung eventuell
anhaftender Gelreste in zweifach konzentrierter SSC-Losung geschwenkt, luft-
getrocknet, 2 h bei 80°C gebacken und mit dem UV-Stratalinker UV-quervernetzt
(Funktion ,,auto cross link®). Nun wurde eine Methylenblau-Farbung vorgenommen.
Dazu wurde das Gel 10 min in Methylenblau-Féarbelosung und anschlieBend zum
Entfarben mehrere Male in H,O geschwenkt und zur Dokumentation mit einem Lineal

fotografiert. Bis zur weiteren Bearbeitung wurde die Membran in Folie eingeschweil3t.
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22323 Hybridisierung mit radioaktiven DNA-Sonden

Zur Auswertung des RNA-Blot wurde die Membran mit einer radioaktiv markierten
DNA-Sonde hybridisiert und anschlieBend die gebundene Sonde durch Auto-
radiographie detektiert.

Material:
QuikHyb® Hybridisierungsldsung: Stratagene/La Jolla (USA)
Waschpuffer 1: 2 x SSC

0,1% (w/v) SDS
Waschpuffer 2: 0,1 x SSC

0,1% (w/v) SDS
E.coli tRNA: 10 mg/ml

radioaktiv markierte Sonde

Durchfiihrung:

In einer Glasrohre wurde die Membran fiir 20 min bei 68°C in einem
Hybridisierungsofen mit 10 ml Hybridisierungslosung vorinkubiert. Je 50 pl radioaktive
DNA-Sonde (10° Zerfille pro ul bei einer spezifischen Aktivitit von 10° Zerfillen pro
png) und tRNA wurden fiir 2 min auf 95°C erhitzt, mit 1 ml warmer Hybridisierungs-
16sung aus der Vorinkubation gemischt und wieder zuriick auf die Membran gegeben.
Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation des Blot bei 68°C wurde die
Hybridisierungslosung abgegossen, durch den Waschpuffer 1 ersetzt und unter Rotation
zweimal fiir 15 min bei RT gewaschen. Danach folgte ein 30miniitiger Waschschritt mit
Waschpuffer 2. AnschlieBend wurde die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen.

Nach Autoradiographie mit einem Rontgenfilm konnte der Blot ausgewertet werden.

2.2.3.3 RNase-Protektionsexperiment

Das RNase-Protektionsexperiment diente in dieser Arbeit zusammen mit dem Primer-
Extensionsexperiment (s. 2.2.3.5) der Identifikation des Transkriptionsstarts der ~ Hif-
20-mRNA. Bei dieser Methode wurde eine radioaktiv markierte RNA-Sonde
hergestellt, die komplementér zu der zu untersuchenden mRNA-Sequenz war, und mit

zelluldrer RNA inkubiert. Das markierte Transkript bildete mit der spezifischen mRNA
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im Bereich der Homologie einen Doppelstrang, der beim anschlieBenden RNase-Verdau
vor dem Abbau geschiitzt blieb, wihrend einzelstringige RNA degradiert wurde. Die
Lange des geschiitzten Fragments gab somit die Lange des komplementiren Bereichs

an.

2.2.3.3.1 Herstellung markierter RNA-Sonden

Radioaktiv markierte RNA-Sonden wurden durch in vitro-Transkription von DNA-

Sequenzen hergestellt, die in T3/T7-Transkriptionsvektoren kloniert waren.

Material:
T3 bzw. T7 RNA-Polymerase: 50 U/ul, Gibco BRL/Eggenstein
T3/T7-Puffer: 0,2 M Tris/HCI (pH 8,0)
(5 x) 40 mM MgCl,

10 mM Spermidin-(HCI);

125 mM NacCl
o-UTP (**P-markiert): 10 pCi/pl; Amersham/Braunschweig
UTP: 100 uM
(AGCO)TP: 10 mM
DTT: 100 mM
RNAguard RNase Inhibitor: 37 U/ul, Pharmacia/Uppsala (Schweden)
DNase I: 10 U/ul, RNase-frei, Boehringer/Mannheim
Hefe-tRNA (5mg/ml) Bestandteile des ,,RNase Protection Kit”
Kontroll-DNA } von Boehringer/Mannheim

Durchfiihrung:

Als Vorlage fiir die in vitro-Transkription wurden etwa 300 ng linearisierte, in einen
T3/T7-Transkriptionsvektor klonierte DNA eingesetzt. Dabei wurde die Linearisierung
so vorgenommen, dal einmal der T3- und einmal der T7-Promotor von der zu
transkribierenden Sequenz abgetrennt wurde. Diese Vorlage wurde dann mit 0,5 pl T3
bzw. T7 RNA-Polymerase transkribiert, so daBl semse- und antisense-Transkript
entstanden. Im 10,5 pl-Reaktionsansatz enthalten waren auBlerdem 2 ul T3/T7-Puffer,
0,4 ul (AGC)TP, 0,25 pl DTT, 0,6 ul RNAguard, 5 pl o-UTP und 1,25 pul UTP. Nach
Inkubation fiir 1 h bei 37°C wurde 1 ul DNase I zugegeben und fiir weitere 15 min bei
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37°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 4 pl tRNA und eine Aufreinigung durch
Adsorptionschromatograpie (s. 2.2.4.2.4).
Als GroBBenmarker wurden linearisierte Plasmide geeigneter Lange sowie eine Kontroll-

DNA transkribiert.
2.2.3.3.2 RNA-RNA-Hybridisierung und RNase-Verdau

Die radioaktiv markierte RNA-Sonde wurde mit zellulirer RNA hybridisiert und
anschlieBend die einzelstrangige, nichthybridisierte RNA abgebaut.

Material:

Hybridisierungspuffer )
RNase-Verdauungspuffer
Kontroll-RNA

RNase A (3,5 mg/ml) Bestandteile des
RNase T1 (10 U/ul) > ,,RNase Protection Kit”
Proteinase K (20 mg/ml) von Boehringer/Mannheim

20% SDS (v/v)
Hefe-tRNA (5 mg/ml)
Ladepuffer J

Durchfiihrung:
Fir die RNA-RNA-Hybridisierung und den RNase-Verdau wurde das ,,RNase

Protection Kit“ von Boehringer/Mannheim verwendet. Es wurde nach dem
mitgelieferten Protokoll vorgegangen. Dabei wurde auf die im Originalprotokoll
enthaltene Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Fillung verzichtet, um die Verluste
moglichst gering zu halten, und stattdessen direkt '/, des Ansatzes mit Ethanol gefallt.
Als Negativkontrolle wurde sowohl die im Kit enthaltene tRNA als auch RNA aus
Zellen verwendet, von denen bekannt war, dal} sie die zu untersuchende mRNA nicht
enthalten. Als Positivkontrolle diente die durch die Transkription einer Kontroll-DNA
entstandene RNA (s. 2.2.3.3.1).

Die Auswertung erfolgte mittels FElektrophorese im denaturierenden, 4%igen

Polyacrylamidgel (s. 2.2.3.5.4).
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2.2.3.4 Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Bei der reversen Transkription wird eine RNA-Sequenz mit Hilfe einer Reversen
Transkriptase in eine cDNA-Sequenz umgeschrieben, die dann, im Gegensatz zur RNA-

Sequenz, mittels PCR amplifiziert werden kann.

Material:
DNase I: 1 U/ul, Gibco BRL/Eggenstein
DNase I-Puffer: 200 mM Tris/HCI (pH 8,4)
(10 x) 20 mM MgCl,
500 mM KCl
DEPC-H,O
EDTA: 25 mM
Zufallsprimer: 500 ng/ul, Gibco BRL/Eggenstein
dNTP-Mix: 10 mM
DTT: 0,1 M
Primérstrang-Puffer: 250 mM Tris/HCl
(5 x) 375 mM KCl
15 mM MgCl, (pH 8,3)
Reverse Transkriptase Superscript™ II: 200 U/ul, Gibco BRL/Eggenstein
RNAguard RNase Inhibitor: 37 U/ul, Pharmacia/Uppsala (Schweden)
Durchfiihrung:

Um sicherzustellen, dal die neusynthetisierte ¢cDNA nicht durch zellulire DNA
verunreinigt ist, wurde zuerst ein DNase [-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden unter
Verwendung von DEPC-H,0 in einem 10 pl-Ansatz 2-3 pg zellulire RNA mit 1 pl
DNase [ und 1 pul DNase I-Puffer fiir 20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das
Enzym durch Zugabe von 1 ul EDTA und Inkubation fiir 10 min bei 65°C inaktiviert
und der gesamte Ansatz zur reversen Transkription eingesetzt. Nach Zugabe von 0,5 pl
Zufallsprimer (hauptsichlich Hexamere), die durch ihre zufillige Sequenzabfolge
gleichméBig auf der gesamten RNA-Matrize verteilt binden, erfolgte fiir 10 min eine
Denaturierung bei 70°C und eine anschliefende schnelle Abkiihlung auf Eis. Nun
wurde der Ansatz kurz abzentrifugiert, mit 4 pl Primérstrang-Puffer, 2 pl DTT und 1 pl
dNTP-Mix fiir 2 min bei 42°C inkubiert und nach Zugabe von 1 pl Reverse
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Transkriptase sowie 1 ul RNAguard fiir weitere 50 min bei 42°C inkubiert. Nachdem
das Enzym fiir 15 min bei 70°C inaktiviert worden war, konnte die cDNA als Vorlage

fiir eine PCR-Reaktion verwendet werden.
2.2.3.5 Primer-Extensionsexperiment

Das Primer-Extensionsexperiment diente in dieser Arbeit zusammen mit dem RNase-
Protektionsexperiment (s. 2.2.3.3) der Identifikation des Transkriptionsstarts der — Hif-
20-mRNA.

Dazu wurde mit radioaktiv markierten Primern an Gesamt-RNA eine reverse
Transkription durchgefiihrt. Nachdem die RNA anschlieend durch RNase-Inkubation
verdaut worden war, wurde die entstandene c¢cDNA auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetragen. Thre Linge gab die Basenanzahl zwischen Primer und
5’-Ende der RNA wieder. Eine gleichzeitig mit aufgetragene Sequenzierungsreaktion
ermoOglichte die genaue Lokalisation des Transkriptionsstartes innerhalb der

Promotorsequenz.
2.2.3.5.1 Didesoxysequenzierung

Die Didesoxysequenzierung (s. 2.2.4.8) wurde mit Hilfe des ,,T7 Sequencing Kit* von
Pharmacia/Uppsala (Schweden) durchgefiihrt.

Material:

A-, C-, G- und T-Mix-Kurz )
T7 DNA-Polymerase
Enzym-Verdiinnungspuffer > Bestandteile des ,,T7 Sequencing Kit”
annealing-Puffer von Pharmacia/Uppsala (Schweden)

Markierungs-Mix-dCTP

Stop-Losung J

DMSO: 50% (w/v)

NaOH: 2M

NaAc: 3 M (pH 5,0)

Ethanol: absolut

o-dCTP (**P-markiert): 10 pCi/pl, Amersham/Braunschweig
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Durchfiihrung:

2 nug Matrizen-DNA wurden in einem Volumen von 32 pl mit 8 ul NaOH fiir 10 min
bei RT denaturiert. Nach der anschlieBenden Ethanolfillung wurden die Niederschlage
in 7 pl HxO resuspendiert und zusammen mit 3 pl DMSO, 10 pmol
Oligonukleotidprimern und 2 pl annealing-Puffer fiir 20 min bei 37°C sowie fiir weitere
10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 3 pl Markierungs-Mix-dCTP, 0,5 ul o-
dCTP und 2 pl 1:5 verdiinnter T7 DNA-Polymerase erfolgte eine flinfminiitige
Inkubation der Markierungsreaktion bei RT. Wéhrend dieser Zeit wurden je 2,5 ul A-,
C-, G- und T-Mix-Kurz fiir mindestens 2 min bei 37°C vorgewdrmt und dann
jeweils 4,5 ul der Markierungsreaktion zugegeben. Nach weiteren 5 min bei 37°C
wurden 5 pl Stop-Losung zugegeben und die Sequenzierungsreaktionen bis zur

Gelelektrophorese bei —20°C aufbewabhrt.

2.235.2 Endmarkierung der Primer

Die Endmarkierung der Oligonukleotidprimer erfolgte mit Hilfe der T4 Polynukleotid-
Kinase (s. 2.2.4.9.1). Nach der Ethanolfillung mit Ammoniumazetat wurden die
Niederschldage in je 20 pl 0,3 M Ammoniumazetat aufgenommen und fiir die reverse

Transkription eingesetzt.

2.2.3.5.3 Reverse Transkription und RNaseA-Verdau

Material:

Radioaktiv markierte Primer

Hybridisierungspuffer: Bestandteil des ,,RNase Protection Kit”
von Boehringer/Mannheim

RNAguard RNase Inhibitor: 37 U/ul, Pharmacia/Uppsala (Schweden)

DEPC-H,O

dNTP-Mix: 10 mM

DTT: 0,1 M

Primérstrang-Puffer: 250 mM Tris/HCl

(5 x) 375 mM KCl
15 mM MgCl, (pH 8,3)

Reverse Transkriptase Superscript™ II: 200 U/ul, Gibco BRL/Eggenstein
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Actinomycin D: 5 mg/ml
RNaseA: 10 mg/ml
Stop-Losung: Bestandteil des ,,T7 Sequencing Kit”

von Pharmacia/Uppsala (Schweden)

Durchfiihrung:

20 pg Gesamt-RNA wurden zusammen mit radioaktiv markiertem Primer (1 x 10° cpm)
mit Ethanol gefdllt, in 30 pl Hybridisierungspuffer gelost und fiir 10 min bei 95°C
denaturiert. Nach einem einstiindigen annealing bei 55°C folgte eine weitere
Ethanolfallung. 17,5 ul DEPC-H,O und 6 pl Primérstrang-Puffer wurden gemischt und
darin der Niederschlag bei 42°C resuspendiert. Nach Zugabe von 2 pl ANTP-Mix, 3 ul
DTT, 1 pl RNAguard, 0,5 pl Actinomycin D und 1 pl Reverse Transkriptase folgte eine
50miniitige Inkubation bei 42°C sowie die Inaktivierung des Enzyms fiir 15 min bei
70°C. Nun wurde ein RNase-Verdau mit 0,5 pl RNaseA fiir 40 min bei 37°C
durchgefiihrt, eine letzte Ethanolfdllung vorgenommen und der in 5 pl Stop-Losung

resuspendierte Niederschlag bis zum Gelauftrag bei —20°C aufbewahrt.
2.2.3.54 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die bei der reversen Transkription entstandene cDNA und die Sequenzierungsreaktion

wurden auf einem 6%igen Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen (7 M

Harnstoff) aufgetrennt.

Material:
Acrylamid-Mix: 30% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid
Harnstoff
10 x TBE
TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
APS: 100 mg/ml Ammoniumpersulfat
Sigmacote: Sigma/Deisenhofen
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Durchfiihrung:

Fiir einen 75 ml-Ansatz Gellosung wurden 37,5 g Harnstoff in 15 ml Acrylamid-Mix,
7,5 ml 10 x TBE und der entsprechenden Menge H,O gelost und anschlieBend
sterilfiltriert. Eine der zwei Sequenzgelplatten wurde mit Sigmacote behandelt, damit
das Gel nach der Elektrophorese nur an einer Platte haftet, sich von der anderen aber
ablosen laBt. Zur Gellosung wurden 600 pl APS und 23 pl TEMED zugegeben und
damit die Polymerisation in Gang gesetzt. Nun wurde die Losung zwischen die durch 2
mm dicke Abstandhalter getrennten, leicht schriggestellten Platten gegossen, bis sie
durch Kapillarkrdfte am anderen Ende der Platten angekommen war. Nach vollendeter
Polymerisation konnten Platten und Gel in eine vertikale Sequenzgelapparatur
eingebaut werden, die anschlieBend mit 1 x TBE als Laufpuffer aufgefiillt wurde. In die
mit Hilfe eines Haifischzahn-Kammes erzeugten Taschen konnten nun die fiir 5 min bei
95°C denaturierten und auf Eis abgekiihlten Proben eingefiillt werden. Nach der
Elektrophorese fiir 2 h bei 150 V wurde eine der beiden Platten vorsichtig vom Gel
abgehoben, dieses auf ein Whatman-Filterpapier aufgezogen und fiir 2 h bei 80°C auf
dem Geltrockner getrocknet. AnschlieBend erfolgte die Auswertung mittels

Autoradiographie.

2.2.4 Arbeiten mit DNA

2.2.4.1 Plasmid-DNA-Préparationen

Die Plasmid-Priparationen wurden mit Hilfe des ,,Qiagen Plasmid Midi bzw. Maxi Kit*

durchgefiihrt.

2.24.1.1 Plasmidisolierung (analytischer Maf3stab)
(nach Birnboim und Doly, 1979)

Material:
Puffer P1: 50 mM Tris/HCI (pH 8,0)
(Resuspension) 10 mM EDTA

100 ug/ml RNase A
Puffer P2: 200 mM NaOH
(Lyse) 1% (w/v) SDS

42



Material und Methoden

Puffer P3: 3.0 M Kaliumazetat (pH 5,5)
Isopropanol: absolut

Ethanol: 70%

Durchfiihrung:

2 ml einer Ubernachtkultur von plasmidtragenden DH50-Zellen wurden 5 min bei
13000 x g abzentrifugiert. Die Bakterien wurden in 300 ul P1 resuspendiert und nach
Zugabe von 300 pl P2 5 min bei RT lysiert. AnschlieBend wurden 300 pl P3 zugegeben
und 15 min auf Eis inkubiert. Nach 30miniitiger Zentrifugation bei 4°C und 13000 x g
wurde der Uberstand mit 0,7 VT Isopropanol versetzt. Die DNA wurde durch erneute
Zentrifugation sedimentiert und der Niederschlag mit 70% Ethanol gewaschen. Nach

Lufttrocknung wurde die DNA in 50 ul H,O aufgenommen.

2.24.12 Plasmidisolierung (prdparativer Mafsstab)

Material:

Bei der Plasmidisolierung im priparativen Mallstab koénnen, ausgehend von 100 ml
(500 ml) Ubernachtkultur bis zu 100 pg (500 pg) Plasmid-DNA gewonnen werden. Es
werden dieselben Puffer benutzt wie bei der Plasmidisolierung fiir analytische Zwecke

(s. 2.2.4.1.1).

Zusitzlich:

Qiagen Tip 100 Séulen: Anionen-Austauschsdulen

(Qiagen Tip 500 Saulen)

Puffer QBT: 750 mM NacCl

(Aquilibrieren) 50 mM MOPS (pH 7,0)
15% Isopropanol
0,15% Triton X100

Puffer QC: 1 M NaCl

(Waschen) 50 mM MOPS (pH 7,0)
15% Isopropanol

Puffer QF: 1,25 M NacCl

(Eluieren) 50 mM Tris/HCI (pH 8,5)
15% Isopropanol

43



Material und Methoden

Durchfiihrung:

Mit 100 ml einer Ubernachtkultur von plasmidtragenden DH50-Zellen wurde zunéchst
so wie bei der Plasmidisolierung im analytischen Malistab verfahren (s. 2.2.4.1.1). Nach
der Resuspendierung in 4 ml P1, der Lyse mit 4 ml P2 und der Prazipitation mit 4 ml P3
wurde die DNA-Losung auf die mit Puffer QBT &quilibrierten Sdulen aufgetragen.
Nach zweimaligem Waschen mit je 10 ml Puffer QC wurde die DNA mit 5 ml Puffer
QF eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 VT Isopropanol gefillt, 30 min bei 13000 x g
zentrifugiert, mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und schlielich in 100 ul H,O

aufgenommen.

2.2.4.2 Aufreinigung von DNA

2.24.2.1 Prdzipitation von DNA mit Ethanol oder Isopropanol

Mit dieser Methode wird DNA als Natrium- bzw. Ammoniumsalz aus wiBrigen

Losungen gefillt.
Material:
Natriumazetatlosung: 3 M Natriumazetat (pH 5,0)
Ammoniumazetatlésung: 5 M Ammoniumazetat
Isopropanol: absolut
Ethanol: absolut
70% (v/v)
Durchfiihrung:

Die Nukleinsdurelosung wurde entweder nach Zugabe von Natriumazetat oder von
Ammoniumazetat mit einer Endkonzentration von 0,3 M Natriumazetat bzw. 3 M
Ammoniumazetat mit 2,5 VT eiskaltem Ethanol (absolut) fiir mindestens 30 min bei -
80°C gefillt. Bei groleren DNA-Mengen wurden 0,7 VT Isopropanol (RT) zugegeben.
Danach wurde bei 4 °C und 10000 x g fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgeschiittet. Der Niederschlag wurde durch Resuspendieren in 70% Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Abschiitten des Uberstandes 1 min getrocknet.

Anschlieend wurde er in H,O oder einem geeigneten Puffer gelost.
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22422 Gelelektrophoretische Separation von DNA-Fragmenten

Die GroBenfraktionierung von Nukleinsduren erfolgte in einer Gelmatrix aus Agarose.
Aufgrund der negativen Ladungen der Phosphatgruppen im "Riickgrat" der DNA
wandert sie nach Anlegen eines elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode. Da die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente in erster Linie von deren Grofle
abhéngt, konnen unterschiedlich groe DNA-Fragmente auf diese Art aufgetrennt
werden. Ein Marker mit definierten DNA-Fragmentgrolen ermdoglicht eine
GroBenabschitzung. Durch Anfarbung der Nukleinsduren mit der interkalierenden
Substanz Ethidiumbromid koénnen die DNA-Banden auf einem Transilluminator

(Wellenlédnge 312 nm) sichtbar gemacht werden.

Material:
Tris-Azetat-Puffer (TAE): 500 mM Tris/HCI
(10 x) 200 mM NaAc
20 mM EDTA (pH 7,8)
Elektrophoresepuffer: einfach konzentrierter TAE-Puffer
Auftragspuffer: s.2.2.4.7.1
Ethidiumbromidlésung: I mg/ml in H,O
Agaroseldsung: 0,8% bis 1,5% (w/v) in Elektrophoresepuffer
Standardmarker: A-DNA, gespalten mit Hind III; 1 kb DNA-Leiter
(Gibco BRL/Eggenstein)
Durchfiihrung:

Entsprechend der gewiinschten Konzentration wurde Agarose mit Elektrophoresepuffer
aufgekocht, bis eine klare Losung entstand. Nach Zugabe von 0,01% Ethidiumbromid
und Abkiihlung auf etwa 60°C wurde diese Losung in eine mit einem Kamm versehene
horizontale Elektrophoresekammer gegossen. Nach Erstarren der Agaroselosung wurde
der Kamm entfernt und das Gel mit Elektrophoresepuffer iiberschichtet. Proben und
Marker wurden mit jeweils '/s VT Auftragspuffer versetzt und in die im Gel durch den
Kamm entstandenen Taschen pipettiert. Die angelegte Spannung richtete sich nach dem
Abstand der Elektroden und lag im allgemeinen zwischen 30 und 120 V. Die
Elektrophorese wurde beendet, wenn aufgrund der Wegstrecke, die der im Auftrags-

puffer enthaltene Farbstoff zuriickgelegt hatte, mit einer ausreichenden Auftrennung
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gerechnet werden konnte. Anschliefend wurden préparative und analytische Gele zur
Dokumentation unter UV-Licht (280 bis 320 nm) fotografiert und bei prédparativen

Gelen die zu isolierende Bande ausgeschnitten.

22423 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Nach Auftrennung verschiedener DNA-Fragmente auf einem Agarosegel wurde die
Bande der gewiinschten GroBe (Vergleich mit dem aufgetragenen GréBenmarker) auf

einem UV-Schirm ausgeschnitten.

2.24.2.3.1 Prdparation von Fragmenten bis 10 kb

DNA-Fragmente bis zu einer Grofle von 10 kb wurden in einem chaotropen Puffer

gelost und anschlieBend durch Adsorptionschromatographie aufgereinigt (s. 2.2.4.2.4).

2.24.2.32 Prdparation von Fragmenten tiber 10 kb

Sollten aus einem Gel DNA-Fragmente isoliert werden, die eine Gréfe von 10 kb
iiberschritten, wurde eine Aufreinigung mittels Elektroelution vorgenommen. Dazu
wurde aus einem Flachbett-Agarosegel mit einem Skalpell ein etwa 1 x 5 cm grofles
Gelstlick ausgeschnitten, so dal eine groBere Tasche entstand. Das die DNA
enthaltende Agarosegelblockchen wurde zusammen mit einer kleinen Menge
Elektrophoresepuffer in ein Stiick Dialyseschlauch eingebracht, der anschlieBend auf
beiden Seiten mit Bindfaden fest zugebunden wurde. Dieses ,,Sdckchen* wurde nun so
in die Tasche eingelegt, dafl der Gelblock auf der der Anode zugewandten Seite anliegt,
von dieser nur durch die Membran des Dialyseschlauches getrennt. Bei Anlegen einer
Spannung von 100 V {iber einen Zeitraum von etwa 30 min wanderte die DNA aus dem
Gel heraus und lagerte sich von innen an die Membran des Dialyseschlauches an, von
der sie am Ende des Vorganges durch eine Umpolung fiir 2 min abgeldst wurde. Der im
Dialyseschlauch befindliche Elektrophoresepuffer wurde entnommen, die darin

enthaltene DNA gefillt und gewaschen.
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22424 Adsorptionschromatographie

Mit Hilfe des ,,Qiagen PCR Purification Kit*“ und des ,,Qiagen Gel Extraction Kit*
wurde DNA aus Reaktionsansdtzen bzw. Agarosegelen aufgereinigt. Dabei wurden
Sdulen mit einer Silicagelmembran benutzt. Material und Durchfilhrung der

Aufreinigung entsprachen den Vorgaben des Herstellers.

22425 Anionen-Austauschchromatographie

Um hochreine DNA, z.B. fiir Transgen-Experimente, zu erhalten, wurde im Anschluf3

an die Aufreinigung aus einem Agarosegel (s. 2.2.4.2.3) eine Anionen-Austausch-

chromatographie durchgefiihrt.

Material:

AAC-Puffer: 1,5 M NaCl

(2 x) 100 mM MOPS (pH 7,0)

Qiagen Tip 20 Sdulen

Puffer QBT, QC und QF s.2.2.4.1.2

Isopropanol: absolut

Ethanol: 70% (v/v)

T0,1E-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
0,1 mM EDTA

Zellkulturwasser (Gibco BRL/Eggenstein)

Durchfiihrung:
50 ul DNA-L6sung wurden mit DEPC-H,0 und ACC-Puffer auf 1 ml aufgefiillt, so da3

der Puffer einfach konzentriert war. Diese Losung wurde auf die mit 1 ml Puffer QBT
aquilibrierten Qiagen Tip 20 Sdulen aufgetragen, dreimal mit 1 ml Puffer QC
gewaschen und mit 800 pl Puffer QF eluiert. Nach Fillung mit 560 pl Isopropanol,
dreimaligem Waschen mit 70% FEthanol und Lufttrocknung wurde die DNA in
T0,1E-Puffer gelost.
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2.2.4.3 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird die Extinktion der DNA-
Losung bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum von DNA, gegen das Losungsmittel als
Bezugswert gemessen. Dabei entspricht eine Extinktion Es von 1 einer DNA-
Konzentration von 50 ng/ul. Zur Bestimmung der Reinheit der DNA-Losung wird die
Extinktion bei einer Wellenlinge von 280 nm gemessen. Hier ist das

Absorptionsmaximum von Proteinen. Der Quotient E,4/E,g0 sollte bei 2 liegen.

2.2.4.4 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(nach Saiki et al., 1988)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden zwei zu den Randbereichen des zu
amplifizierenden DNA-Bereiches komplementire Oligonukleotide als Primer
verwendet. Diese zum sense- bzw. antisense-Strang komplementidren Primer
hybridisieren mit der Matrizen-DNA und dienen so als Startpunkt der Polymerase, die
dann den jeweiligen Strang synthetisiert. Da die Primer im UberschuB3 vorliegen und die
Polymerase hitzestabil ist, kann die Reaktion nach Denaturierung der entstandenen

Doppelstrange erneut beginnen.

Material:
dNTP-Mix: je 2 mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP
MgCly: 25 mM
Oligonukleotide (Primer): 10 pmol/ul
Tag-Polymerase: 5 U/l
Tag-Reaktionspufter: 750 mM Tris/HCI (pH 9,0)
(10 x) 200 mM (NHy4)2SO4
0,1% (w/v) Tween 20
DMSO: 50% (w/v)
Durchfiihrung:

In einem 200 pl-Reaktionsgefdl wurden etwa 50 ng Matrizen-DNA mit 2,5 ul
Reaktionspuffer, 1 pul dNTP-Mix, je 1 ul semse- und antisense-Primer, 1,25 pl
Magnesiumchloridlésung und 0,5 pl Tag-Polymerase mit H,O auf 25 pl aufgefiillt. In
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einem Thermo-Cycler wurde zunéchst fiir 5 min bei 94°C denaturiert und anschlieend

der folgende Reaktionszyklus 25 mal durchlaufen:

60 sek Denaturierung bei 94°C
60 sek Hybridisierung bei 60°C
60 sek Polymerisation bei 72°C

Danach wurde noch einmal 10 min bei 72°C inkubiert und dann auf 10°C abgekdihlt.
Die Auswertung erfolgte durch DNA-Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.4.2.2). Die
Zyklenzahl und die Zeiten und Temperaturen beim Hybridisierungs- und
Polymerisationsschritt wurden je nach Primerpaar und Fragmentgrole der zu

amplifizierenden DNA optimiert.

Bei priaparativen PCR-Reaktionen, insbesondere bei lingeren DNA-Fragmenten, wurde
eine Tag-Polymerase mit proofreading-Aktivitiat verwendet. Dabei handelte es sich um
das Enzym Ex-Taq der Firma Takara/Otsu (Japan), das zusammen mit passendem
Reaktionspuffer und einem dNTP-Mix geliefert wurde und beziiglich der
Polymerisation ein Temperaturoptimum von 74°C besitzt. Aullerdem wurde
gegebenenfalls '/;y des Reaktionsvolumens an DMSO eingesetzt, um die Bildung von

storenden Sekundéarstrukturen zu verhindern.

2.2.4.5 Deletionsklone

Um sich einen groben Uberblick iiber die Funktion bestimmter Abschnitte eines
Promotors zu verschaffen, wurden aus einem den gesamten zu untersuchenden
Promotorbereich enthaltenden Ausgangsklon entweder mittels sequenzspezifischer
DNA-Spaltung einzelne Teilstiicke ausgeschnitten oder die gewiinschten Abschnitte
durch PCR generiert. Diese wurden anschlieBend in der gleichen Orientierung in
denselben Vektor ligiert, in dem auch der gesamte zu untersuchende Promotorbereich
vorlag. Nach der Transformation kompetenter Zellen mit diesem Konstrukt erhielt man
die gewiinschten Deletionsklone, die jeweils nur einen genau definierten Abschnitt des

Promotors enthielten.
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2.2.4.6 Mutationsklone

Um bestimmte Sequenzmotive, wie etwa Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, zu
inaktivieren, wurden mit Hilfe des ,,QuikChange™ XL Site-Directed Mutagenesis Kit*
von Stratagene/La Jolla (USA) an den entsprechenden Stellen im Promotorbereich
sequenzspezifische Mutationen eingefiihrt. Dazu wurden an einem Plasmid, das den
entsprechenden Promotorbereich enthielt, Mutageneseprimer angelagert und durch
deren Verldngerung der Rest des Plasmids repliziert. Nach enzymatischem Abbau der
Ausgangs-DNA  wurden ultrakompetente Zellen mit dem mutierten Plasmid

transformiert.

Material:

PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
10 x Reaktionspuffer
Restriktionsenzym Dpnl (10 U/ul) Bestandteile des “QuikChange™
dNTP-Mix > XL Site-Directed Mutagenesis Kit”
QuickSolution von Stratagene/La Jolla (USA)

XL 10-Gold ultrakompetente Zellen
XL 10-Gold B-Mercaptoethanol-Mix (8-ME) |

Mutageneseprimer
15 ml Falcon-Polypropylen-Réhrchen 2059 (Becton Dickinson/Heidelberg)
NZY+ Medium

Durchfiihrung:

Zur sequenzspezifischen Mutation wurde ein 50 pl-Ansatz mit 5 pul 10 x Reaktions-
puffer, 10 ng Doppelstrang-DNA (zu mutierendes Plasmid), je 125 ng Mutagenese-
primer (zwei Oligonukleotide, die beide die gewiinschte Mutation enthielten und
komplementir zu derselben Sequenz auf den beiden entgegengesetzten Stringen des
Plasmids waren), 1ul dNTP-Mix, 3 ul QuickSolution und 1 pl PfuTurbo DNA-

Polymerase in einem PCR-Gerit bei folgendem Programm inkubiert:
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Segment Zyklen Temperatur Zeit
1 1 95°C 1 min
2 18 95°C 50 sek
60°C 50 sek
68°C 2 min/kb Plasmidlénge
3 1 68°C 7 min
4 1 10°C 5 min

Anschliefend wurde fiir 1 h bei 37°C mit 1 pl Dpnl-Restriktionsenzym inkubiert. Dpnl
schneidet ausschlieBlich methylierte DNA und baut nichtmutierte Ausgangs-DNA
enzymatisch ab, da es sich bei dieser um methylierte Plasmid-DNA handelt. Fiir die
anschlieende Transformation wurden 45 pl-Aliquots auf FEis aufgetauter ultra-
kompetenter Zellen in vorgekiihlten 15 ml Falcon-Réhrchen zusammen mit 2 pl B-ME
fiir 10 min auf Eis inkubiert und dabei alle 2 min geschiittelt. Nach Zugabe von 2 pl
Dpnl-behandelter DNA und erneutem Schiitteln folgten Inkubationen fiir 30 min auf
Eis, 30 sek bei 42°C und 2 min auf Eis. Nach Zugabe von 500 pl auf 42°C
vorgewdarmtem NZY+ Medium wurden die Zellen 1 h bei 37°C und 200 Upm
geschiittelt und anschlieBend der gesamte Ansatz auf LB/Amp-Agarplatten
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Liicken im anfangs noch nicht
geschlossenen mutierten Plasmidring wurden nach der Transformation von den

ultrakompetenten Zellen geschlossen.

2.2.4.7 Enzymatische Modifikation von DNA

2.24.7.1 Sequenzspezifische DNA-Spaltung

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA in Abhéngigkeit von spezifischen

Erkennungssequenzen hydrolysieren konnen. Je nach Enzym entstehen bei der Spaltung

DNA-Fragmente mit 5’-liberhdngenden, 3 -liberhdngenden oder glatten Enden.
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Material:

Restriktionsendonukleasen:  (s. 2.1.2), mit zugehorigen 10 x Reaktionspuffern

Auftragspuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau \ Farb-Banden
(5 x) 0,25% (w/v) Xylencyanol laufen bei etwa
10 mM EDTA ( 4 kb und 500 bp
40% (w/v) Saccharose )
30% (w/v) Sucrose ) Farb-Bande
0,35% (w/v) Orange G Natriumsalz » lauft bei
5 mM EDTA ) etwa 50 bp
Durchfiihrung:

Mengen bis 3 ng DNA werden fiir gewohnlich in einem Volumen von 50 pl gespalten;
bei groBeren DNA-Mengen kann die Spaltung in einem Volumen von bis zu 100 pl
durchgefiihrt werden.

Zu der DNA-L6sung wurden /1o VT des entsprechenden Reaktionspuffers und pro pg
DNA 1 bis 10 U Enzym hinzugegeben. Bei der Enzymdosierung mufite beachtet
werden, dal} einige Restriktionsendonukleasen bei einer Glyzerinkonzentration von iiber
5% die DNA auch unabhingig von den spezifischen Schnittstellen spalten. Da im
Aufbewahrungspuffer der Enzyme Glyzerin enthalten war, mufite das Endvolumen
entsprechend gewéhlt werden.

Es wurde dann fiir mehrere Stunden oder tliber Nacht bei der fiir das jeweilige Enzym
angegebenen Temperatur, meistens bei 37°C, im Wasserbad inkubiert. Da in der Regel
eine Auftrennung im Agarosegel folgte, wurde die Reaktion durch Zugabe von '/s VT
Auftragspuffer abgestoppt. Sollten hingegen im Anschlul weitere enzymatische
Reaktionen durchgefiihrt werden, wurde die Restriktionsendonuklease entweder
hitzeinaktiviert oder durch Aufreinigung mittels Adsorptionschromatographie

(s. 2.2.4.2.4) von der DNA getrennt.
2.24.7.2 Generierung glatter Enden aus 5'- und 3 "-Uberhdingen

Werden fiir Klonierungen glatte Enden von DNA-Fragmenten bendétigt, miissen
5’-Uberhiinge mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase zum Doppelstrang aufgefiillt werden.
Zum Abbauen von 3’-Uberhiingen wird dagegen die 3'—5 " Exonukleaseaktivitit der

T4 DNA-Polymerase genutzt. Bei hohen Konzentrationen aller vier dNTPs wird der
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Abbau gestoppt, sobald der doppelstringige Bereich der DNA erreicht ist. Bei PCR-

Produkten muf3 dariiberhinaus eine Phosphorylierung erfolgen.

Material:
T4 DNA-Polymerase-Puffer: 250 mM Tris/HCl
(5 x) 75 mM (NH4),SO4
35 mM MgCl,
0,5 mM EDTA
50 mM 2-Mercaptoethanol
0,1 mg/ml BSA (pH 8.,5)
T4 DNA-Polymerase (Boehringer/Mannheim)
dNTP-Mix: 2 mM
T4 PNK (Boehringer/Mannheim)
ATP: I mM
EDTA-L06sung: 0,5M
Durchfiihrung:

Zum Auffiillen der 5'-Uberhiinge bzw. zum Abbauen von 3’-Uberhingen wurde die
DNA in einem Ansatz von 60 pl zusammen mit 6 ul 2 mM dNTPs, 12 ul T4 DNA-
Polymerase-Puffer und 1 U T4 DNA-Polymerase fiir 20 min bei RT inkubiert. Bei
PCR-Produkten enthielt der Reaktionsansatz auflerdem 6 ul ATP sowie 0,5 ul T4 PNK
(5 U) und es wurden nach der Inkubation bei RT 6 ul EDTA zugegeben. Anschlieend
wurden die DNA-Fragmente iiber Adsorptionschromatographie (s. 2.2.4.2.4) auf-

gereinigt.

2.24.7.3 Dephosphorylierung von 5 '-Enden

Um bei Klonierungen von DNA-Fragmenten iiber nur eine Schnittstelle in
Plasmidvektoren eine Religation des leeren Vektors zu verhindern, wurde der Vektor
nach der Restriktionsbehandlung dephosphoryliert.

Dafiir wurde die DNA in einfach konzentriertem Dephosphorylierungspuffer mit 1 U
Phosphatase aus Kélberdarm (CIP) im mitgelieferten Reaktionpuffer fiir 30 min bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA iiber Adsorptionschromatographie
aufgereinigt (s. 2.2.4.2.4).
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2.24.74 Ligation

Nach enzymatischer Spaltung von Insert und Vektor mit entsprechenden Restriktions-
endonukleasen kann durch Ligation der passenden Enden ein geschlossener Plasmidring
hergestellt werden. Durch Transfektion kompetenter Bakterien mit diesem Plasmidring

kann er anschlieflend vermehrt werden.

Material:
Ligasepuffer: 250 mM Tris/HCI (pH 7,6)
(5 x) 5mM DTT

50 mM MgCl,

5 mM ATP

25% (w/v) Polyethylenglykol 8000
T4 DNA-Ligase: 1 U/ml; Gibco BRL/Eggenstein
Durchfiihrung:

Vektor- und Insert-DNA wurden so eingesetzt, dal die zu ligierenden Enden in
dquimolaren Konzentrationen vorlagen. Der Gesamtansatz sollte bei einem Reaktions-
volumen von 10 ul maximal 100 ng DNA enthalten.

Die Ligation wurde in einfach konzentriertem Ligationspuffer und mit 1 U Ligase bei

RT fiir mindestens 3 h, bei 4°C iiber Nacht oder bei 37°C fiir 1 h inkubiert.

2.2.4.8 Didesoxysequenzierung von DNA
(nach Sanger et al., 1987)

Diese Methode beruht auf selektiven Kettenabbriichen bei der DNA-Synthese durch den
statistischen Einbau von Didesoxynukleotiden. Die einzelnen 2'3'-Didesoxy-
nucleotidtriphosphate waren dabei mit vier in unterschiedlichen Farben fluoreszierenden
Chromophoren modifiziert. Zur Sequenzierung wurden 200-1000 ng Plasmid-DNA
eingesetzt.

Sequenzierungen dieser Arbeit wurden zum Teil als Serviceleistung am Max-Planck-
Institut flir physiologische und klinische Forschung in Bad Nauheim an einem ABI
373A DNA-Sequencer von Perkin Elmer/Uberlingen, zum Teil im Servicelabor des

Zentrums fiir Molekulare Medizin K6ln mit Hilfe des ABI Prism® 377 DNA-

54



Material und Methoden

Sequencers von Perkin Elmer/Uberlingen jeweils nach dem Protokoll des Herstellers

durchgefiihrt.

2.2.4.9 Markierung von DNA-Molekiilen

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, DNA-Fragmente radioaktiv zu markieren. Die eine
beruht auf der Phosphorylierung der 5’-Enden mit radioaktivem **P durch eine Kinase.
Bei der anderen wird durch eine DNA-Polymerase ein radioaktives dNTP in die DNA-
Kette eingebaut.

2.24.9.1 Radioaktive Markierung mittels T4 Polynukleotid-Kinase

Bei der Endmarkierung durch Kinasierung werden dephosphorylierte DNA-Molekiile
oder synthetisierte DNA-Oligonukleotide, die keine 5’-Phosphatgruppe besitzen,
radioaktiv markiert. Sollen doppelstrangige Oligonukleotide markiert werden, miissen

vorher einzelstrangige Oligonukleotide (sense und antisense) hybridisiert werden.

Material:
Phosphorylierungspuffer: 500 mM Tris/HC1
(10 x) 100 mM MgCl,

1 mM EDTA

50 mM DTT

1 mM Spermidin (pH 8,2)
V-ATP (**P-markiert): 10 uCi/pl; Amersham/Braunschweig
T4 PNK (Boehringer/Mannheim)
Durchfiihrung:

Fiir die Hybridisierung einzelstringiger Desoxyoligonukleotide wurden je 500 pmol
sense- und antisense-Oligonukleotid in 20 pl 1 x SSC geldst, 5 min auf 95°C erhitzt und
zusammen mit dem Heizblock langsam auf RT abgekiihlt. Es ergab sich eine
Konzentration von 25 pmol Doppelstrang-DNA/ul (= 50 pmol 5’-Enden).

5 pmol der doppelstringigen Desoxyoligonukleotide bzw. 20 pmol einzelstringige

Oligonukleotidprimer wurden mit 2 pl Phosphorylierungspuffer, 6 pul (20 pmol) y-ATP
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(60 pnCi), 1 ul T4 PNK (10 U) versetzt, mit H,O auf 20 pl aufgefiillt und fiir 30 min bei
37°C inkubiert.

Die Aufreinigung wurde entweder mit ,,NucTrap Probe Purification Columns® der
Firma Stratagene/La Jolla (USA) oder durch Ethanolfillung mit Ammoniumazetat
durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitdit der Probe wurde nach Messung im

Szintillationszdhler berechnet.

2.24.9.2 Radioaktive Markierung mittels Klenow-Polymerase

Mit Hilfe des Klenow-Enzyms konnen DNA-Fragmente markiert werden, indem
radioaktive Desoxynukleotide in den DNA-Strang eingebaut werden. Dabei findet eine
Verldngerung von Hexanukleotiden statt, die gleichmdBig auf dem komplementiren

DNA-Strang verteilt sind.

Material:

10 x Hexanukleotid-Mix (Boehringer/Mannheim)

o-dCTP (**P-markiert): 10 pCi/pl, Amersham/Braunschweig
d(AGT)TP: 1 mM

Klenow-Polymerase (Boehringer/Mannheim)
EDTA-L06sung: 0,5M

Durchfiihrung:

Die gleichmédBige Markierung des ganzen DNA-Stranges erfolgte nach der
Hybidisierung der Hexanukleotide mit der Matrizen-DNA. Dazu wurden 50 ng DNA
zunédchst 5 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt, mit 2 pl Hexanukleotid-Mix,
5 pul o-dCTP, 1,5 pl nichtradioaktiven Desoxynukleotiden (d(ATG)TP) und 1 pl
Klenow-Polymerase (2 U) gemischt und mit H,O auf 20 pl aufgefiillt. Nach
30miniitiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 pl 0,5 M
EDTA-L6sung abgestoppt.

Die Aufreinigung wurde mit ,NucTrap Probe Purification Columns®“ der Firma
Stratagene/La Jolla (USA) durchgefiihrt und die spezifische Aktivitdt der Probe nach

Messung im Szintillationszéhler berechnet.
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2.24.10 Southern Blot-Analyse

Wie RNA beim Northern Blot, so kann auch DNA nach der Auftrennung auf einem
Agarosegel durch Kapillar-Blotting auf eine Nylonmembran transferiert und dort nach

Hybridisierung mit einer radioaktiven DNA-Sonde mittels Autoradiographie detektiert

werden.
Material:
Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
Neutralisierungslosung: 0,5 M Tris/HCI (pH 7,0)
1,5 M NaCl
Hybridisierungspuffer: Formamid, 40% (v/v) bei heterologen Sonden
50% (v/v) bei homologen Sonden
5x SSC
5 x Denhardt’s Losung
1% (w/v) SDS
50 pg/ml tRNA aus E. coli
Waschpuffer 1: 2 x SSC
0,1% (w/v) SDS
Waschpuffer 2: 1 x SSC
0,1% (w/v) SDS
Waschpuffer 3: 0,1 x SSC

0,1% (w/v) SDS

radioaktiv markierte Sonde

Durchfiihrung:

Die Auftrennung auf dem Agarosegel erfolgte wie bereits beschrieben (s. 2.2.4.2.2).
Danach wurde das Gel fiir je 30 min in Denaturierungsldosung und anschlieBend in
Neutralisierungslosung geschwenkt. Beim Kapillar-Blotting auf eine Nylonmembran
entfiel die Methylenblau-Féarbung (s. 2.2.3.2.2).

Die Membran mit der quervernetzten DNA wurde in einem Hybridisierungsofen mit
10 ml Hybridisierungspuffer fiir 1 h bei 42°C vorinkubiert. Nachdem die radioaktive
DNA-Sonde fiir 5 min auf 95°C erhitzt und dann auf Eis abgekiihlt worden war, wurde
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so viel Sonde zu der Membran in den Hybridisierungspuffer gegeben, dafl bei einer
spezifischen Aktivitdt von 10° Zerfillen pro pg DNA eine Endkonzentration von
10 ng/ml vorlag. Uber Nacht wurde die Membran unter Rotation bei 42°C inkubiert.
Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungslosung abgegossen, durch den Waschpuffer
1 ersetzt und die Membran zweimal fiir 15 min bei 42°C gewaschen. Danach folgten
jeweils zwei Waschschritte mit Waschpuffer 2 und 3. Die in Frischhaltefolie
eingeschlagene Membran konnte nach Autoradiographie mit einem Ro&ntgenfilm

ausgewertet werden.

2.2.5 Arbeiten mit Proteinen

2.2.5.1 Extraktion von Kernproteinen

Material:
hypotonischer Puffer: 10 mM Hepes (pH 7,9)

1,5 mM MgCl,

10 mM KCI

0,2 mM PMSF

0,5 mM DTT
Hochsalzpuffer: 20 mM Hepes (pH 7,9)

25% Glyzerin

1,5 mM MgCl,

1,2 M KCl

0,2 mM EDTA

0,2 mM PMSF

0,5 mM DTT
Niedrigsalzpufter: 20 mM Hepes (pH 7,9)

25% Glyzerin

1,5 mM MgCl,

0,02 M KCl

0,2 mM EDTA

0,2 mM PMSF

0,5 mM DTT
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Dialysepuffer: 20 mM Hepes (pH 7.,9)
25% Glyzerin
100 mM KCl
0,2 mM EDTA
0,2 mM PMSF (PMSF und DTT wurden erst
0,5mM DTT  direkt vor Gebrauch zugegeben).
Trypanblau

Durchfiihrung:

Um zu verhindern, dal die zu extrahierenden Proteine wiahrend der Préparation
abgebaut werden, wurden alle Schritte bei 4°C durchgefiihrt.

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen und
anschlieBend in frischem PBS mit einem Zellschaber abgelost und in ein 50 ml-
Rohrchen iiberfithrt. Nach flinfminiitiger Zentrifugation bei 300 x g wurde der
Uberstand verworfen und das Volumen des Niederschlages (pcv = packet cell volume)
bestimmt. Die Zellen wurden schnell in 5 pcv hypotonischem Puffer resuspendiert,
5 min bei 4000 x g abzentrifugiert und in 3 pcv hypotonischem Puffer aufgenommen.
Nach einer 10miniitigen Inkubation auf Eis, in der die Zellen anschwollen und zum Teil
aufplatzten, wurde die Suspension im Potter homogenisiert. Die Vollstindigkeit des
Zellaufschlusses wurde unter dem Mikroskop nach Trypanblaufirbung iiberpriift. Die
nun freiliegenden Zellkerne wurden bei 4000 x g fiir 15 min zentrifugiert und erneut das
Niederschlagvolumen (pnv = packet nuclear volume) bestimmt. Der Kernniederschlag
wurde in '/, pnv Niedrigsalzpuffer resuspendiert und unter Riihren langsam mit '/, pnv
Hochsalzpuffer versetzt (Endkonzentration KCl = 300 mM). Die Losung wurde 30 min
gemischt, 30 min bei 10000 x g abzentrifugiert und schlieBlich zweimal 1 h gegen
Dialysepuffer dialysiert. Nach abschlieBender Zentrifugation bei 10000 x g wurde der
Kernextrakt aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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2.2.5.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Material:

Kupfer(Il)sulfat: 4% (w/v) in H,O
Bicinchoninséure: 4,4’-Dicarboxy-2,2 -biquinolin
Durchfiihrung:

Fiir die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde Kupfer(II)sulfatldsung mit
Bicinchoninsdureldsung im Verhéltnis 1:50 gemischt und 2 ml dieses Gemisches mit
100 pl einer 1:100 Verdinnung der Kernproteinlosung versetzt. Nach 30miniitiger
Inkubation bei 37°C wurde die Proteinmenge photometrisch bei einer Wellenldnge von

562 nm mit Hilfe einer Eichgeraden (erstellt mit BSA) bestimmt.

2.2.6 DNA-Protein-Interaktion

2.2.6.1 Gelretardierungsexperimente

(nach Ausubel et al., 1994 und Kvietikowa et al., 1995)

Mit Gelretardierungsexperimenten (Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) oder
Bandshift Assay) kann gezeigt werden, da3 Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-
Sequenzen binden. Radioaktiv markierte Oligonukleotide mit den entsprechenden
Bindesequenzen zeigen nach Inkubation mit den Transkriptionsfaktoren im nativen
Polyacrylamidgel ein anderes Laufverhalten als ohne daran gebundenes Protein. Um die
Spezifitit einer solchen Bandenverschiebung (skiff) nachzuweisen, kann der Komplex
durch Zugabe von Antikorpern vergroBert, oder die detektierbare Bande durch Zugabe

von nichtmarkiertem Oligonukleotid abgeschwicht werden.

Material:
10 x TAE
Acrylamid-Mix: 30% Acrylamid

2% Bisacrylamid
APS: 100 mg/ml Ammoniumpersulfat
TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Carrier-DNA: poly(di-dc)
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EMSA-Puffer: 100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
500 mM KCl
500 mM NacCl
10 mM MgCl,
10 mM EDTA
50% Glyzerin
radioaktiv markiertes Doppelstrang-Desoxyoligonukleotid
Kernproteinextrakt
Durchfiihrung:

Fiir das native Polyacrylamidgel wurden 6 ml 10 x TAE, 11,1 ml Acrylamid-Mix und
42,9 ml H,O zusammengegeben und sterilfiltriert. Nach Zugabe von 150 ul 30% APS
und 70 pl TEMED wurde die Gellosung zwischen mit Abstandhaltern versehene
Glasplatten gegossen und ein Kamm eingesteckt. Die Polymerisation erfolgte in ca.
30 min bei RT. In der Zwischenzeit wurde die Bindungsreaktion durchgefiihrt. In einem
Reaktionsvolumen von 10 pul wurden dazu 0,3 pl Carrier-DNA (poly(di-dc); 0,3 pg),
1 pul 10 x EMSA-Puffer, 0,5 pul 0,1 M DTT, 1 pl radioaktives Oligonukleotid
(10000 cpm) und 15 pg Kernextrakt zusammengegeben. Bei einer Kompetition wurde
noch zusétzlich das nichtradioaktive Oligonukleotid in entsprechender Verdiinnung
(1:1, 1:10, 1:100, 1:500) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 30 min bei 4°C
inkubiert.

Fiir den spezifischen Nachweis des DNA-bindenden Proteins wurden in Supershift-
Analysen anschlieBend an die Bindungsreaktion etwa 25 pg Antikorper/Praserum bzw.
unspezifisches IgG zugegeben und 2 h bei 4°C inkubiert.

Der komplette Ansatz wurde auf das Gel aufgetragen, die Elektrophorese bei 30 mA fiir
etwa eine Stunde durchgefiihrt und das Gel anschlieBend zwei Stunden getrocknet. Die

Autoradiographie erfolgte iber Nacht bei —80°C.
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2.2.6.2 In vitro DNase I footprint
(nach Ausubel et al., 1994; modifiziert nach White RJ, et al., 1989)

Die DNase I footprint-Analyse ermoglicht die Untersuchung eines DNA-Abschnittes, in
dem potentielle Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren liegen. Eine Anlagerung
dieser Proteine an die DNA verhindert die statistische Spaltung durch DNase I, so daf3
bei der Betrachtung der Restriktionsleiter protegierte Bereiche sichtbar werden, die die
funktionellen Bindungsstellen darstellen. Diese werden hdufig von DNase I-hypersensi-
tiven Bereichen flankiert.

Um beurteilen zu kénnen, wo genau die protegierten Bereiche liegen, wird auf dem
Polyacrylamidgel in einer Spur das Produkt einer Sequenzierungsreaktion aufgetragen.
Da diese Sequenzleiter einen genau definierten Startpunkt haben muf}, kommt hier nur

die chemische Sequenzierung nach Maxam und Gilbert in Frage.

Das zu untersuchende Promotorfragment, das laut Sequenzanalyse Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren enthalten konnte, wurde durch eine PCR hergestellt. Der
5’-Primer enthielt eine Not I-Schnittstelle, die mit radioaktivem o-dCTP und o-dGTP
durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (s. 2.2.4.9.2) aufgefiillt werden
sollte, der 3'-Primer einen AT-Uberhang, der eine zufillige Markierung des 3'-Endes
verhindern sollte. Im Anschluf3 an die PCR-Reaktion erfolgte die Aufreinigung iiber ein
Agarosegel und Gelextraktion (s. 2.2.4.2.3).

2.2.6.2.1 Chemische Sequenzierung
(nach Maxam und Gilbert, 1977)

Material:
poly(di-dc): 1 pg/ul
Ameisensdure: 88% (v/v)
Stoplésung: 0,3 M NaAc (pH 5,5)
100 pg/ml tRNA
Ethanol: 100%, 70% (v/v)
NaAc: 0,3 M Natriumazetat
Piperidin: IM (frisch 1:10 in H,O verdiinnt)
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FA-Ladepuffer: I mM EDTA

(5%) 0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1% (w/v) Xylencyanol
80% (v/v) Formamid (pH 8,0)

Durchfiihrung:

Da die Sequenz des zu untersuchenden Bereiches bekannt war, reichte hier die Reaktion
mit Piperidin aus, die zu einer GA-Leiter fithrte. Dafiir wurde die markierte DNA
(100000 cpm) mit 1 pl poly(di-dc) in einem Volumen von 10 pl gemischt, mit 25 pl
Ameisensdure versetzt und 7 min bei 20°C inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl
eiskalter Stopplosung wurde die Reaktion abgebrochen und die DNA nach Mischen mit
500 pl kaltem Ethanol durch 5 min Inkubation in einem Trockeneis/Ethanol-Gemisch
gefillt. Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 13000 x g wurde die DNA in 250 ul 0,3 M
NaAc resuspendiert, mit 3 VT Ethanol gefdllt und mit kaltem 70% Ethanol gewaschen.
Nach Lufttrocknung wurde der DNA-Niederschlag in 100 pl 1 M Piperidin
resuspendiert und der Ansatz bei 90°C fiir 30 min inkubiert. Danach erfolgte ein
Abkiihlen auf Eis und zweistiindiges Trocknen im Vakuum. Um Piperidinreste, die eine
Auftrennung der verschiedenen DNA-Fragmente im Polyacrylamidgel storen wiirden,
vollstdndig zu entfernen, wurde die DNA anschlieBend noch zweimal in 100 pl H,O
resuspendiert und 1 h im Vakuum getrocknet. Schlieflich wurde die Probe in 20 pl
FA-Ladepuffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

Um die richtige DNase [-Konzentration fiir die footprint-Reaktion zu ermitteln, wurde

eine Titration durchgefiihrt.
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2.2.6.2.2 DNase I-Titration

Material:
poly(di-dc): 1 pg/ul
10 x Mg/Ca: 50 mM MgCl,
25 mM CaCl,
HNB-Puffer: 0,5 M Sucrose
(sterilfiltriert, bei —20°C gelagert) 15 mM Tris/HCI (pH 7,5)
60 mM KCI
0,25 mM EDTA (pH 8,0)
0,125 mM EGTA (pH 8,0)
DNase I (Boehringer/Mannheim)
Durchfiihrung:

Die markierte DNA (100000 cpm) wurde in einem Volumen von 50 pl zusammen mit
2,5 ul poly(di-dc), 5 ul 10 x Mg/Ca und HNB-Puffer gemischt. Die Losung wurde mit
1 pul DNase I-Verdiinnung (1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1000, 1:1200, 1:1500 in
HNB) versetzt und 60 sek bei 30°C inkubiert. Die DNA-Spaltung wurde durch Zugabe
von 10 pl FA-Ladepuffer, flinfminiitige Denaturierung bei 95°C und Abkiihlung auf Eis
gestoppt. Fiir die folgenden Analysen wurde die DNase [-Verdiinnung eingesetzt, die

eine statistisch verteilte Spaltung des eingesetzten DNA-Fragmentes ergab.

2.2.6.2.3 Footprint

Material:
PVA: 10% (w/v) Polyvinylalkohol
5 x FPP: 50 mM HEPES

5mM DTT

5mM EDTA

25 ng poly(di-dc)

50% Glyzerin

300 mM KCl
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Durchfiihrung:
Markierte DNA (100000 cpm) wurde mit 10 ul PVA, 2 ul Kernextrakt (1; 2; 5; 10; 15;
20 pg in HNB, bzw. als Kontrolle: BSA oder H,O), 2 ul 5 x FPP und H,O in einem

Volumen von 25 pl gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Dann wurde entsprechend
der Titration DNase I in HNB verdiinnt, davon 1 pl mit 24 pl HNB versetzt und diese
DNase-Losung zu dem Bindungsansatz gegeben. Nach einminiitiger Inkubation bei

30°C wurden 25 pl FA-Ladepuffer zugegeben, 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis

abgekiihlt. Die Elektrophorese wurde fiir 90 min bei 1500 V durchgefiihrt.

2.2.7

2.2.7.1 Verwendete Zellinien

Kultur eukaryotischer Zellen

Zelltyp Referenz Beschreibung

Cos Gluzman, 1981 immortalisierte Nierenzellen der Griinen Meerkatze

3T3 ATCC immortalisierte murine Fibroblastenzellen
(NIH 3T3 CRL-1658)

Q2nB Stocker und Bissel, 1981 Wachtelfibroblasten

L929 ATCC Mausfibroblasten

CEF Labor Dr. Flamme primére Hiithnerfibroblasten

BAE Schwartz 1978 primére Endothelzellen aus der Rinderaorta

HEK/293 | ATCC humane embryonale Nierenzellen, E1A-transformiert
(CTRL1573)

HEP1C4 | Gradin et al., 1996 HIF-1p-defiziente Maus-Hepatomzellen

HUVEC Gimbrone, 1976 primére humane Nabelschnurendothelzellen

HUE ATCC spontan immortalisierte humane Endothelzellen
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2.2.7.2 Isolation von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

(nach Jaffe et al., 1973)

Um Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) zu gewinnen, wurden diese mit

Kollagenase von der Gefdllinnenwand abgelost, ausgeschwemmt und in Kultur

genommen.
Material:
Kollagenaselosung: 0,03% (w/v) Kollagenase in PBS
(CLS3, 180U/mg; PAN Systems/Aidenbach)
Medium: HUVEC-Medium (s. 2.2.7.4)
10 pg/ml Heparin
2 png/ml Amphotericin B (Serva/Heidelberg)
0,3% (v/v) Retina-Faktor (s. 2.2.7.3)
FCS
sterile Knopfkaniile

sterile OP-Klemmen
sterile Kompresse
autoklaviertes PBS

autoklavierte Bindfadenstiicke

Durchfiihrung:

Die Nabelschniire wurden direkt nach der Abnabelung in sterile Becher gegeben, im
Kiihlschrank aufbewahrt und innerhalb von 48 h prépariert. Nach der Durchsicht auf
Verletzungen wurde die Nabelschnur (Mindestlinge 15 cm) mit einer sterilen
Kompresse gesdubert und ungefihr 1 cm an jedem Ende mit einer sterilen Schere
abgeschnitten (eventuell vorhandene Abklemmmale wurden mit abgeschnitten). Nach
kurzem Spiilen in PBS wurde eine sterile Knopfkaniile in die Vene eingefiihrt, mit
Bindfaden befestigt und die Vene kurz mit 4-6 ml Kollagenaselosung ausgespiilt.
Anschlielend wurde die Vene unten mit einer Klemme verschlossen, unter leichtem
Dehnen mit Kollagenaselosung gefiillt und nun auch unterhalb der Kaniile abgeklemmt.
Nach einer Inkubation von 20 min bei 37°C im Brutschrank wurde die Vene leicht
massiert, damit sich die Endothelzellen besser vom Subendothel ablosten. Die

Klemmen wurden entfernt und der GefdBinhalt in ein steriles Falcon-Rohrchen, gefiillt
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mit 2 ml FCS, {berfithrt. Nun wurde die Vene mit dem gleichen Volumen PBS
nachgespiilt, das anschlieBend im selben Falcon-Rohrchen wie die Kollagenaselosung
aufgefangen wurde. Nach dem Auffiillen auf 50 ml mit PBS folgte eine Zentrifugation
fiir 5 min bei 1000 x g. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, der Niederschlag
in etwa 3 ml Medium resuspendiert, auf gelatinisierte 6 cm-Schalen ausgesét und bei
7% CO; und 37°C inkubiert. Nach 2 Tagen konnten Blutzellen und sonstige
Verunreinigungen durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt und das Medium

gewechselt werden.

2.2.7.3 Prdparation von Retinafaktor
(modifiziert nach Mascarelli ef al., 1987)

Retinafaktor ist ein wéilriger Extrakt aus Rinderretinae, der als Endothelzellmitogen im
wesentlichen bFGF enthilt. Aus frisch entnommenen Rinderaugen wurden die Retinae
herausprépariert und mit dem gleichen Volumen an PBS bis zum néchsten Tag bei 4°C
inkubiert. Die Préparation wurde mehrmals vorsichtig gemischt. Die festen Bestandteile
wurden zuerst durch Zentrifugation fiir 10 min bei 1000 Upm und 4°C (Kiihlzentrifuge
Biofuge fresco, Heraeus/Hanau) abgetrennt und der Uberstand anschlieBend nochmals
flir 30 min bei 10000 Upm (Ultrazentrifuge Centrikon T-1180, Rotor A 8.24,
Kontron/Ziirich, CH) zentrifugiert. Der leicht gelbliche Uberstand der zweiten
Zentrifugation wurde nacheinander durch Filter der Porengréfe 0,8 um, 0,45 pm und
0,22 um aufgereinigt und in 2 ml-Aliquots bei —20°C eingefroren.

Die Prédparation von Retinafaktor erfolgte als Serviceleistung im Max-Planck-Institut

fiir physiologische und klinische Forschung in Bad Nauheim.

2.2.7.4 Medien und verwendete Losungen

Folgende Grundmedien und Losungen wurden verwendet:

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (NUT MIX F-12) mit 4500 mg/ml
Glukose; Gibco BRL/Eggenstein), MCDB 131 (Gibco BRL/Eggenstein), Optimem 1
(Gibco BRL/Eggenstein), FCS (fetales Kilberserum; Firma PAA/Marburg und
Boehringer/Mannheim), Chicken Serum (Sigma/Deisenhofen), Pen/Strep. (10000 U
ug/ml Penicillin und 10000 pg/ml Streptomycin; Sigma/Deisenhofen), B-Mercapto-
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ethanol, NEAA-L6sung (Amimed/Allschwill (CH)), Pyruvat (100 mM NaCH3;COCO,,
Amimed/Allschwill (CH)), Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA;
Firma PAA/Marburg), Accutase (Firma PAA/Marburg), Glutamin (Gibco
BRL/Eggenstein), Geneticin G-418 (Gibco BRL/Eggenstein), ECGS/H2 (endothelialer

Zellwachstumszusatz/Heparin; PromoCell/Heidelberg)

Die Kulturmedien setzten sich folgendermaflen zusammen:

Zelltyp Medienzusammensetzung
Cos 10% (v/v) FCS
3T3 1% (w/v) Glutamin (200 mM)
L929 0,5% (v/v) Pen./Strep. (10000 IU/ml; 10000 pg/ml)
DMEM
Q2nB 8% (v/v) FCS
CEF 2% (v/v) Chicken Serum
1% (w/v) Glutamin
0,5% (v/v) Pen./Strep.
DMEM
BAE 10% (v/v) FCS
ACE 1% (w/v) Glutamin
0,5% (v/v) Pen./Strep.
1 ml ECGS (0,4%) / 250 ml
DMEM
HEK 10% (v/v) FCS
HEP1C4 2% (w/v) Glutamin
1% Pen./Strep.
1% (v/v) NaPyruvat (100mM)
1% (v/v) NEAA
1 pl Mercaptoethanol/250ml
DMEM
HUE 8% (v/v) FCS
HUVEC 2% (w/v) Glutamin
1% (v/v) Pen./Strp.
MCDB 131
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2.2.7.5 Vermehrung, Haltung und Lagerung eukaryotischer Zellen

In Gewebekulturschalen oder —flaschen wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von
etwa 90% bei 37°C und Begasung mit 7% CO, in einer wassergesittigten Atmosphére
inkubiert. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Dann wurden die Zellen durch Inkubation entweder mit Trypsin/EDTA-
Losung oder mit Accutase abgelost und bei der Trypsinierung die Reaktion durch
Zugabe von DMEM abgestoppt. HEK-Zellen konnten wegen ihrer lockeren
Bodenhaftung ohne Zugabe von Trypsin/EDTA bzw. Accutase vom Boden des
Kulturgefifles abgespiilt werden. AnschlieBend wurde die Suspension durch
flinfminiitige Zentrifugation bei 1000 x g sedimentiert. Nach Resuspendierung in
frischem Nihrmedium wurden die Zellen in entsprechenden Verdiinnungen (je nach
Wachstumsgeschwindigkeit) in neuen Kulturgefiflen ausgesit.

Zur Lagerung der Zellen wurden sie wie oben beschrieben abgeldst, in Gefriermedium
(DMEM mit 30% (v/v) fotalem Kélberserum und 10% (v/v) DMSO) resuspendiert und
in Kryordhrchen (Greiner/Solingen) bei —80°C gelagert.

Die erneute Kultivierung der Zellen erfolgte, indem der Inhalt eines Kryoréhrchens
schnell aufgetaut und in einer T25-Zellkulturflasche mit 10 ml Nahrmedium verdiinnt

wurde. Am nichsten Tag wurde das Medium erneuert.

2.2.7.6 Transiente Transfektion

Durch das Einbringen fremder DNA in eukaryotische Zellen kénnen gezielt die
Eigenschaften der Zellen manipuliert werden. Meist wird diese Fremd-DNA schnell
wieder eliminiert, so dal man von einer transienten Transfektion spricht.

Transiente Transfektionen wurden entweder mit der Transfektionsreagenz SuperFect
von Qiagen/Hilden oder durch Elektroporation erreicht.

Fiir die transiente Transfektion wurden die Zellen am Vortag so ausgesit, da} sie am
Tag des Versuches zu etwa 70% konfluent gewachsen waren. Fiir die Transfektion in
6-Loch-Platten wurden pro Loch insgesamt 2 pg DNA mit Grundmedium auf 120 ul
aufgefiillt und mit 10 pl SuperFect Reagenz (Qiagen/Hilden) vermischt. Nach
10miniitiger Inkubation bei RT wurde das Gemisch zu den Zellen gegeben, die vorher
mit 5 ml frischem Ndhrmedium iiberschichtet wurden. Am folgenden Tag wurde das

Medium erneuert.
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Bei der Elektroporation wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen, vom
Untergrund abgelost und durch Zentrifugation sedimentiert (s. 2.2.7.5). Der
Zellniederschlag wurde in 3 ml Elektroporationsmedium Optimem 1 resuspendiert und
auf Eis gelagert. Nachdem mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt
worden war, wurde die Konzentration auf 3 x 10° Zellen pro ml eingestellt und fiir die
Transfektion in 6-Loch-Platten pro Ansatz ein 200 pl-Aliquot in einer 4 mm-Kiivette
auf Eis vorbereitet. Nach Zugabe von insgesamt 25 pg DNA in maximal 20 pl wurde
fir 30 min auf Eis sowie fiir 30 sek bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die
anschlieBende Elektroporation erfolgte im Gene Pulser (BioRad/Hercules, USA) bei
290 V und 500 pF tiiber etwa 20 msek. Nachdem 30 min bei RT inkubiert worden war,
wurden die Zellen mit einer sterilen Pasteurpipette und 800 pul Komplettmedium aus der

Kiivette gespiilt und nach Zugabe von 1 ml Komplettmedium ausgesit.

2.2.7.7 Simulierung hypoxischer Bedingungen

Durch Zugabe von zweiwertigen Schwermetallionen wie Ni*" oder Co®" oder von
Metall-Chelatoren wie Desferroxamin (DFO) ist es moglich, in Sdugerzellen eine
dhnliche adaptive Antwort zu induzieren, wie sie auch bei Hypoxie auftritt.

Zu diesem Zweck wurden dem Nihrmedium 100 pmol CoCl, bzw. Natrium-
desferroxamin zugesetzt und die Zellen anschlieBend noch 16 h im Zellkultur-
brutschrank inkubiert. Danach konnte die Genaktivitit z.B. durch Reportergenanalysen

tiberpriift werden.

2.2.8 Reportergenanalysen

Fiir die Untersuchung der Aktivierung von Promotorkonstrukten durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren wurde der zu untersuchende Promotor in einen Reporter-
genvektor kloniert, in dem das Luziferase-Gen aus Photinus pyralis (firefly) als
Reportergen fungierte. Uber die Quantifizierung der Luziferaseaktivitit konnten
Riickschliisse auf die Promotoraktivitit gezogen werden. Um die Reportergenwerte zu
standardisieren und Schwankungen durch ungleiche Zellzahlen oder Transfektions-
effizienzen zu eliminieren, wurde ein zweites Reportergen (aus Renilla reniformis), das

unter der Kontrolle eines TK-Promotors stand, kotransfiziert. Die Reportergenanalysen
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wurden mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay System von

Promega/Heidelberg durchgefiihrt.

Folgende Reaktionen fanden statt:

H COOH Fiefly
w:j/ Luz ferase 5>_<Zj/
N +AT P+O, +AMP +PP: + @,

+Li dt
Luz ferin Ox yuz fern

OH '

; \( :
N Reni ld
Luz ferase
+0, +Li <ht
HO

Um statistische Schwankungen mitteln zu konnen, wurden alle Experimente dreifach

angesetzt.

Material:

Lysispuffer Bestandteile des

LAR II-Puffer Dual-Luciferase® Reporter Assay System
Stop&Glow-Ldsung von Promega/Heidelberg

Superfect (Qiagen/Hilden)

z.B. A293-Zellen human embryonic kidney (HEK)

Néihrmedium

Grundmedium

Reportergenplasmid, Standardisierungsplasmid,

Transkriptionsfaktor (in einen Expressionsvektor kloniert)
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Durchfiihrung:

Zur Vorbereitung der Experimente wurden HEK-Zellen in 24-Loch-Platten derart
verdiinnt, daf} sie nach dem Anwachsen etwa 70% der Flache besetzten (subkonfluent).
Die Transfektion sollte erfolgen, solange sich die Zellen nach dem Passagieren noch
nicht abgesetzt hatten.

Pro Ansatz fir ein Loch einer 24-Loch-Platte (1,77 cm?) wurden 0,2 pug
Reportergenvektor (firefly), 0,01 ug Standardisierungsvektor (renilla) und 0,2 pg
Transkriptionsfaktor-Expressionsplasmid zusammengegeben, mit Grundmedium auf
20 pl aufgefiillt, mit 2 pl Superfect versetzt und gut durchmischt. Nach 10mintitiger
Inkubation bei RT wurde der Ansatz auf die Zellen gegeben und fiir 48 Stunden bei
37°Cund 7% CO; inkubiert.

Die Zellen wurden dann in 100 pl Lysispuffer pro Loch aufgenommen, zur
vollstdndigen Lyse kréftig auf- und abpipettiert und das Lysat bei —80°C gelagert.

Zur Messung wurden 15 pl Lysat pro Loch einer 96-Loch-Platte in einem Luminometer
mit 75 ul LAR II-Puffer (Bestandteil des Promega-Reagenziensatzes) versetzt. Nach
2 sek Verzégerung, die der Durchmischung dienten, wurde die Lichtemission 8 sek lang
gemessen. AnschlieBend wurden 75 pl Stop&Glow-Losung eingespritzt und erneut
gemessen.

Fiir die Auswertung wurde aus den beiden MeBwerten der Quotient gebildet. Die aus
den drei verschiedenen Ansétzen pro Probe erhaltenen Quotienten wurden gemittelt, die

Standardabweichung errechnet und anschlieend graphisch ausgewertet.

2.2.9 Transgene Miuse

(nach Palmiter ef al., 1882 und Hogan et al., 1994)

Zur Charakterisierung eines Promotors gehort die Untersuchung des Expressions-
musters in vivo. Zu diesem Zweck wird ein Reportergenkonstrukt generiert, in dem das
lacZ-Gen unter der Kontrolle des Promotors bzw. seiner Mutanten steht. Bevor ein
Konstrukt im Transgenexperiment eingesetzt wird, testet man es in der Zellkultur. Kann
man hier eine Anfiarbung durch das Konstrukt beobachten, wird die DNA linearisiert
und durch Mikroinjektion in einen der Pronukleoli einer befruchteten Mausoozyte
gebracht, wo sie an zufilligen Stellen in das Genom integriert wird. Nach dem Transfer
in den Eileiter einer pseudotrichtigen Maus kann sich ein transgenes Tier entwickeln,

das zu einem bestimmten Anteil aus Zellen besteht, welche die fremde DNA in ihr
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Genom integriert haben. Die pseudotrichtigen Weibchen wurden aus Verpaarungen mit

vasektomierten NMRI-Albino-Ménnchen gewonnen. Durch Kreuzung kann das

Transgen an Nachkommen weitergegeben werden, welche dann heterozygot fiir das

Transgen sind.

Material:

Pipes-Puffer:

Formaldehydlésung:

Férbelosung I:

Féarbelosung II:

NBT:

X-Phosphat:

Aquilibrierungspuffer:

PBS

Durchfiihrung:

0,1 M Pipes

2 mM MgCl,

2 mM EDTA

2% Paraformaldehyd (pH 6,9)

37%

5 mM KiFe(CN)g

5 mM K4Fe(CN)g

2 mM MgCl,

0,02% NP-40

0,25 mM Desoxycholat

0,1% X-Gal

in PBS

9 uI NBT

7 ul X-Phosphat in 2 ml Aquilibrierungspuffer
100 mg/ml 4-Nitroblue-tetrazolium-HCI
in 70% (v/v) Dimethylformamid

50 mg/ml 5-Bromo-4-chlor-3-indoylphosphat
in Dimethylformamid

100 mM Tris/HCl

100 mM NacCl

50 mM MgCl, (pH 9,5)

Um Transgenkonstrukte auszutesten, wurden sie in HEK-Zellen transfiziert (s. 2.2.7.6)

und diese einen Tag spiter fixiert und angefdrbt. Zur Fixierung wurde nach Absaugen

des Mediums entweder 1 h mit kaltem Pipes-Puffer auf Eis inkubiert, oder fiir 30 min

kopfiiber auf einem in Formaldehydldsung getréinkten Tuch dampffixiert. AnschlieBend
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wurde zweimal mit kaltem PBS nachgewaschen, 600 pl Féarbelosung I pro Loch einer
6-Loch-Platte zugegeben und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am
nichsten Tag erfolgte die Auszédhlung der angeféarbten Zellen.

Die Etablierung der transgenen Tiere und deren genotypische Analyse erfolgte als
Serviceleistung im Max-Planck-Institut fiir physiologische und klinische Forschung in
Bad Nauheim; die phidnotypischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Regina
Heidenreich durchgefiihrt.

Fiir die Genotypisierung wurde die genomische DNA aus Embryonen oder aus den
Schwanzspitzen neugeborener Méuse durch PCR-Reaktionen analysiert.

Die Expression des /acZ-Reportergenkonstruktes wurde durch eine Farbreaktion in situ
nachgewiesen. Dazu wurden die trachtigen Méuse durch zervikale Dislokation getétet,
die Embryonen nach Er6ffnung des Bauchraumes aus dem Uterus entnommen und in
PBS fiiberfiihrt. Nach Fixierung in 2% Paraformaldehyd in PBS und mehrmaligem
Waschen mit PBS wurden sie iiber Nacht bei 30°C in Farbelosung II inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Embryonen in einer aufsteigenden

Glyzerinreihe (30%, 50%, 70%) fiir die Fotografie vorbereitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Hinweise auf eine endothelspezifische Expression von Hif-2o

Fir den Transkriptionsfaktor Hif-2ot konnte bei Mensch, Maus und Huhn eine
endotheliale Expression gezeigt werden (Tian ef al., 1997; Flamme et al., 1997; Favier
et al., 1999). Wir konnten dariiberhinaus auch in der Wachtel eine Expression in
BlutgefdB-Endothelzellen nachweisen (Elvert et al., 1999). Um die Moglichkeit einer
endothelzellspezifischen Expression weiter zu untersuchen, wurde von der Gesamt-
RNA verschiedener Zelllinien ein Nothern-Blot angefertigt. Der Northern-Blot wurde
anschlieBend mit einem 719 bp langen, radioaktiv markierten PCR-Fragment
hybridisiert, das mit sequenzspezifischen Primern aus dem murinen cDNA-Klon
HIF2 FLAG pcDNA3 generiert worden war. Diese Sonde hybridisierte nur mit RNA aus
menschlichen  Nabelschnur-Endothelzellen (HUE), wihrend fiir RNA nicht
endothelialer Zellen keine Hybridisierung zu sehen war (s. Abb. 3.1).

A
Hif-2a | FBHER

B L929 HEP1C4 COS HUE HEK/293 3T3

18S

Abb. 3.1: A Lage der Hybridisierungssonde im Vergleich zur genomischen Struktur von Hif-20. Die
angegebenen Ziffern beziehen sich auf die AS-Numerierung des Hif-20-Proteins. B Northern-Blot-
Analyse. Aufgetragen wurde Gesamt-RNA verschiedener Zelllinien. Hybridisiert wurde mit einer
radioaktiv markierten Hif-20-Sonde (oben). Als Referenz ist die vor der Hybridisierung auf der Membran
angefarbte 18 S-RNA-Bande abgebildet (unten).
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Dieses Ergebnis deutet auf eine endothelspezifische Expression von Hif-2a hin.

Fiir die Steuerung der Expression eines Gens verantwortlich sind bei Eukaryonten der
basale Promotor, weite Bereiche des 5'-UTR mit zahlreichen Transkriptionsfaktor-
bindungsstellen sowie eventuell vorhandene, weiter entfernt liegende Verstarker- oder
Repressor-Elemente. Sie alle sind bei der Analyse eines Promotors zu beriicksichtigen.
Da diese Elemente auBerhalb der Bereiche liegen, die in der mRNA représentiert

werden, muf} ihre Analyse auf genomischer Ebene stattfinden.

3.2 Klonierung des 5'- UTR des murinen Hif-20-Gens

Aus dem Plasmid Am 70415-3 (murine HIF-20-cDNA in pB KSII (+), Dr. 1. Flamme)
wurde mit den Restriktionsendonukleasen Notl und Pvull ein 190 bp langes Fragment
ausgeschnitten, das 183 bp aus dem 5'-UTR sowie die ersten sieben bp des ersten Exons
von Hif-2a enthielt (Pvull-Sonde, s. Abb. 3.4b). Mit diesem Fragment als Sonde wurde
eine genomische Maus-Bibliothek des Mausstammes 129SVJ im Bakteriophagen A
nach Klonen durchsucht, die den 5'-Bereich des murinen Hif-20-Gens enthalten sollten.
Bei der Hybridisierungsanalyse von 300000 Phagen-Klonen konnten die drei positiven
Klone 3.3, 10.1 und 12.2 isoliert werden. Die aufgereinigte Phagen-DNA dieser drei
Klone wurde einer Restriktionsanalyse mit neun verschiedenen Restriktions-
endonukleasen unterzogen, um ein zur Klonierung geeignetes Restriktionsfragment zu
finden. Beim Southern-Blot der Restriktionsverdauungen und anschlieBender
Hybridisierung mit derselben Pvull-Sonde, mit der auch schon die Hybridisierungs-
analyse der Phagen-Klone durchgefiihrt worden war, tauchten bei jeder Restriktions-
verdauung mehr als nur eine hybridisierende Bande auf (s. Abb. 3.2). Dies deutete auf
eine unvollstindige Verdauung hin, wobei jeweils die kleinste Bande das gesuchte

hybridisierende Fragment darstellte.
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12.2

'NPy K EXhPsHXbB = NPvK EXhPs HXbB ' NPvK EXhPs HXbB |

33 10.1
R
23,1kb |- 0-! :
5 J:-
94kb |- «% i
66kb |- . "
44kb [ =
-
-

Abb. 3.2: Southern-Blot-Analyse der Phagenklone 3.3, 10.1 und 12.2. Jeweils 1 pg Phagen-DNA wurde
mit 10-20 U NotI (N), Pvull (Pv), Kpnl (K), EcoRI (E), Xhol (Xh), PstI (Ps), HindIII (H), Xbal (Xb) und

BamHI (B) verdaut und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hybridisiert wurde mit der Pvull-Sonde.

Die bei der Restriktionsverdauung mit Xbal entstandenen Fragmente schienen eine zur

Klonierung geeignete Linge aufzuweisen. IThnen konnte bei Wiederholung der

Restriktionsanalyse eine ungefihre Linge von 4,7 kb, 6,5 kb bzw. 6,7 kb zugeordnet

werden (s. Abb. 3.3).

3.3

10.1

12.2

23,1 kb
9,4 kb
6,6 kb
4,4 kb

2,2 kb
2,0 kb

Abb. 3.3: Southern-Blot-Analyse der Phagenklone 3.3, 10.1 und 12.2. Jeweils 1 pg Phagen-DNA wurde

mit 12 U Xbal verdaut und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hybridisiert wurde mit der Pvull-Sonde.
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Die Xbal-Fragmente wurden in den Plasmid-Vektor pZErO-2 kloniert. Das 4,7 kb grof3e
10.1Xba-Fragment erwies sich nach Sequenzierung als geeignet fiir die durch-
zufilhrende Promotoranalyse, da es 3383 bp 5-UTR enthielt. Durch eine PCR am
Plasmid HIF-2 10.1Xba in pZErO mit den pZErO-Vektorprimern SP6 und T7 sowie
den internen Primern HIF-2 elul und HIF-2 eldl (s. Abb. 3.4b) wurde die
3’—5’-Orientierung des klonierten 10.1Xba-Fragmentes nachgewiesen. AuBerdem
konnte durch diese PCR nachgewiesen werden, da3 das 4,7 kb grof3e 10.1Xba-Fragment
neben dem 27 bp groBen Exon 1 etwa 3,4 kb 5'-UTR und 1,3 kb des ersten Introns von
Hif-2o enthielt. Durch anschlieBende Sequenzierungen wurde die komplette Sequenz
des insgesamt 4662 bp langen 10.1Xba-Fragmentes ermittelt. Aulerdem sequenziert
wurde der komplette Intronbereich des Konstruktes HIF-2 Intronl-Fragment A, das
freundlicherweise von Herrn Dr. Brusselmans vom Center for Transgene Technology
and Gene Therapy in Leuven/Belgien zur Verfligung gestellt worden war. Das durch
Zusammensetzten beider Sequenzen erhaltene 9047 bp lange Hif-2o-Fragment wurde
mit Hilfe des Programmes TRANSFAC der GBF, Braunschweig (Wingender et al.,
2000) auf potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen hin durchsucht (s. Abb. 3.4a).
Dabei wurde neben mehreren potentiellen Hif-2a-, Ets-1-, Spl- und GATA-
Bindungsstellen sowie einer CAAT-Box auch eine potentielle TATA-Box gefunden, die
etwa 610 bp oberhalb des Start-ATG lag. AuBerdem wurden zwei scherstreB3-
induzierbare Elemente (SSRE), eine potentielle Transkriptionshaltestelle im ersten
Intron und weitere potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotor-

strukturelemente identifiziert.

Xbal

-2805 ETAGAGCTCG CGGCCGCGAG CTCTAATACG ACTCACTATA GGGCGTCGAC TCGATCTGCC TGTCTCTGCC TCTCAGGTTC TGGGATTAAA GGTGTGGGCC
-2705 GCAGTGCCT GGCCAGTCTC ATCTCTTAGT AAAATAGCTA GGCAAACATT CCTTTGATGT CACAGTCTTT GCAGTACCTC AGAGGGCTGA GACACGCGGG
-2605 TGAGGAGACT TTCTAGGAGA TGTGTGATCT GTGTACCCCC TTCCCCGCTT TAAGCAGCAT GAGAGTTTGA CTTTAAGATG CCTTCTGCTG CTATGTGAGC
-2505 CTAACACAGA TGCTTCCAGA GACACTCATG TAAAGCTAAG GTCTTAGCCC CTCCCAAACC GTACCATCTT TATTCGGAGC TGCCCCCCTT TAGTTTTCCA
-2405 TGGAGGCCAA GACCTCAAAG AAGTCTATGT CTGGCTTACA TGCTCAGCTC CTTACAAAGA CTGCTGACAC CATGTCTTCT CTGGAAGACA TCTTAAGAGG
-2305 TCTTTAGGCC ACCTGGCTCT GCTCTATGCA AGTCTGTGTC TAGTCCTGGG AATCTTTGAG GCGCACTTAA TTTGTAGGTT AGGAAGAGGG GATGCAACTA
-2205 ACATAGGGAA AGTTGAAGTA GTCTTGAGTG ACCTCTTACA TCTCTCCCCT CCATCTCCCC CAAACTGGGT TTCCCTGTAT AACCCTGGCT GACTAGGAAC

ARNT (-)

-2105 TTTTTTTTTT TTTTGTAACC CAGGCTGGCC CGTGTTGGGG GATGGTCTTG CGCTGTGTAT TCTGATGCTG ATITTCCACGC CAGGACAALCT GGTTGCA

c-Ets-1(+) ARNT(+) c-Ets-1(-) Octl(+)

-2005 ﬂjﬁﬁiﬁﬁﬁFQ—GTGGTCFA ATCTCCGGT] AT GC, TTG TTTTCCCTCA GGACTGGAAC TCTGCGGTCT GCCTGCCTCT GCCTCTTGAA
Apal
-1905  TGCTGGGATT AAGGGTGTGA GCCAGTATGT CCGACCAGAA CCCCTACTTT AGAAGTAACT GTGAATTAGG GATTGAATCC AGGGCCFTTA TCTTTCCTCT
Octl (+) AP-1(-)
-1805  TAAAAATCAA AAACTTCTCA AACGAATTTC ATAACCTCAA GECTATTGAA ATGTTICCTG CGGGTTAAAG GCATC[ZCCCA GTCACHTGTC AAGTACAGCT
NFKB (+)
-1705  CAAATCCAGC AGAAGCTCTG GTG CA ATGTCTGGGG CCTTGAAGCT GTCGAAGTGC TTAAGGTTTT TTATTGTJTG GTCTTICCET CCCTCCCTCC
-1605 CTCCCTCCCT CCATTCCAAT CTCAAGAGAA TATAT. T AAAGCAAAC TATGTTT ATATTTTATT ACTACTGTGT CTACCAATTT GAATTTCTTA
AP-1(-) AP-1

-1505 TTAAGACCCA GGGTGTCTGG ATGTAGAAAT GTCATAGGAA ATCATCCACC AGCCTCCAAG AGTGAAAAGG GTCTGGTCTT TGAAATCACC CTC.
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-1405

-1305

-1205

-1105

-1005

-905

-805

-705

-605

-505

-405

-305

-205

-105

+196

+296

+396

+496

+596

+696

+796

+896

+996

+1096

+1196

+1296

E-Box
I'GATT T T CAAGCACTCA

AP-1(-)

CGCCCCCACC CCAAGQACACA GTCACACACA

CCAGGGCAGC CCAATTTGAG GGACCGTGCT

CTTCCTTCTG GAGATTTTCC TGCAGAAGTA

AP-1(+)

TGACTGCCTR GGGAAGAGGA GACTTCATAA

(-) Octl(-)

ATCAACACPT cc CFXCATCA CACTCAC % SAA

TCCTCTCAGG CATACACTTA AACCTAACAG

TTTGTCCCAG TTTCTCCCAC AACTTTCTGC

GCCGACAGGG TCCTGGGGAT CATTACCGCC
ARNT (-)

GGGCGCTC! TGCACGCCCT AGCTGLGCTC

CGCAAAGGCA TACTCCGAAC TTGGGTAGCA

GATA (+) GATA (-)

TTCTTTCCTCCCCA AGACTTTCAA AAA( A CCTTCTTCAT GCTTAAACAA ACTTAAAAAT

GATA (+)
GGAAGCACRA ACTTT

Ncol
AAAAATCFAT GGCTGCCCTT

CAGTCTCTGG TTATAATTTT ACTAGGAAAC TTGTGTTTAA GAATAGTTCG

AP-2(+)

TTCTCCGCAA TTCACAACTA TGGRG TGGCTCTTCC CCTAGCCTTC
NFKB (-)
AGAGTGGGCA TCTCACAGGT |GGAAAGGCCA AAGAACCC

c-Ets-1(+) ARNT

GAACICCCGGA AGGGCACATC CAGTGATTTG AACACGCT

Sacl
TATTGAGAGC GGGCAGAGGC TCFAAGGCTC

GGAAATGGGA AAGTGTCTAA GATCAAAGCA

CACCACGTCC TGCAGTTGGC TGTATCCTTC

GATA (+)

AGCCCACGGT TGGGG

GCACCTCAAA ACCCATAAAC

CTCTCTGGGG CTGAGGGAGC

TCTACCACGA TGGTTGAGGA AGACAAAGGC AGGAGCAACC CTAGATCATT

AP-1(-)

'AGAAGTCA AGETCAGTTT

AGCCAAGCGG ATGGTTTAGG

CACTCGGGAC GGCCAAAGAG AGCGCACCTC CAAGGCAGAC AAGAACAAGA

c-Ets-1(+)

AGTALCCCGGA AGCHEGGGGG

AGGGGAAAAG TGAGGCTGAA

GGCCGAAGGG GGACTATAGC GGGGTTGGCT

GCGATCTCCG ACCCAGCGCT CCTGCCCTAG CCTAGCTCTT AGGACACTGG

GATCCCCGCC ATTACTCAGT CCTGCGCTAA CTGCGCTTCC ATTTGGAGTC CCATATAGTT ACTCGCCACC

CAGATCTG 8p Palindrom (Cawen et al., 1998)

AGCGACCTCA AAAACAAGTC GCAGTTCTGC

CAAT (-)

CTCCICTATTG GCCGGGRCAC GGTGGGAAGT CGGGGC.

CAGAAGCT GTGGCCGCGC

Spl(-)

(+) +1
GAG AGCGGCCGGT

AP-1(-)

GTCCCACTCC
elu3

AP-1(-)
GCTTCAGAG. GGGGAGGG [RCGGGGTCAG

Spl (+) spl(-)

GCGGGG C! CTCTGqK GCCCCGCCq

TATA-Box(+) AP-1(+) c-Ets-1

CCGARTT TTIALLGTIGG ru¢gFgAGLL GPGGAGEEEE

CGGCAGTGTC CTGAGACTEﬂ

c-Ets-1(+)
GGAAGGARGA GGAAG

AP-2(-)

CC GAAGAGCGCA

ARNT (+)

Sacll gp775)
CGCGCCCCTC GCGCCCTCC|

c-Ets-1(+)
GTFCAGC CC GGAGTCQBCA GCGCTCCGCT CCAGCTCTCC TGAGGCGGCC GTACAATCCT

c-Ets-1(+)

[ATGGTCATCJr CAGCGGCCGC ACTCGCTTGC CICCCGGATTT TTCCAACT TGCTCTCTTC GAGCCATTTT TTTTTCTTTT TTTCTTTTTC TTTTTTTTCT
AP-1(-) AP-1 (+)

TTTTCTTTTT TGGTTGGTTG

TTTTGGCGTC TTACAACCTC CTCCCACTCC

CTAGCCAGCC CTCTGCAAAC TTCCACCTGA

GGGCCACAGC AAAGAGAGCG GCTGCAGCCC

K kK R Intronl

CTCGGAGGCT

GATA (+)

TTGCAAAGCG TTCCG

CCAAGCTTCC CTAGCGAGTG

GGAGGACCGC

AAACCTTGAG

TTTTGARATG

AACCCTCTAG GTTCTTTCCG

c-Ets-1(+) AP-1(-)

T CGGARCALG GGTCC

AAAGCGTTCC

ACCGAG.

AP-1 (+)

GTTTTEATTT GTCAGA['CCC AGAAMAGTGA CTCCTGTCG GGGCTAAACG GAACTCCAGG

AP-2(-)

TCCCTTGTCG CTGCTCTCTC

Spl(-) ATF/AP-1/CREB(-)
TTTCCCEGC CCCGCCTCCT] CCTGCAGGTT EEiEEEEfiE:fEEEFCCch TCCCTCCTCC TCCTCCGCAC
TTGAGCGGGA TCTCGGACCT GCGAGCACTA AAGACCTITC ACACCTGCCC

Bsal
SSRE

AAGGAACCCA GGTGCTCC AGG GCCACGGCGA

GTCCCAGGCA TTGGCGGAAC TGCGCGTGGC GGGCGCGACC

GGGCGACAGA AAGCTGCGGA
Pvull
M T A D K E

CA@MQF_TGLCALGGAG

CGGGGCAGTC GGGAGAGGGG

CTACGGGGTT

GACCGACTTG

TGTTGAGGGG CTTTGAGTAA GCGAGTCGGT GATGCCTTTA GGGACAAGGA GCTGCGGTGT CCCATTAAAG

AP-1(-)

ATGGCCOIGG AGGTCAGGEG TGCTTCCGCG GCGCCTTCCA
ARNT (-)
GATGCCCTCC ACTCTTAGGG TTTCCATGCT GGAGCAGTRA ACACGCCTTT CTTTTCCTAA

Ooctl(-)

TTTTGCGCCC CAAACTRGCA TGGAACAGAG|GGGCAAAGCG CAACTCTGGG GTGCGCCCTG

c-Ets-1(-)

GGCACCCAAG TTTGTTCAAC CCCCTTAACC TTACCCTACA CCTRGACTCC GGCRGAGAGT

AP-1(+)

AAGTCTGTGT CCCTGGAGCA

ACACGGARAAG

TTTCTGGGCT

NTATGCGGGC

TGCTCCAGAC

GGGGAGTGPG TGACCTGGAF TFCCCTGCGG

gGGFAGGTGC

TGTAGTGTGC AGAGAGAGGA CICGTGACACC CGIECGGCTCC GAGTGTCTGA TTCTTAAGAC

GAAGGGCAGC CACGAAGGTT TGCCCTCGCG

AACCTTTCGG

c-Ets-1(-) Spl(-)

CACTGGGTGA GAGGLAACTC CGGGLAACTC GCGCTGCCCT CGAGCCTCCT
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Ergebnisse

+1396

+1496

+1596

+1696

+1796

+1896

+1996

+2096

+2196

+2296

+2396

+2496

+2596

+2696

+2796

+2896

+2996

+3096

+3196

+3296

+3396

+3496

+3596

+3696

+3796

+3896

+3996

+4096

E-Box CREB (+)
i
ATAGCTGGCC GCCTGGCACT

(+)

AP-1(+)

ARNT (+)

TTGCTCCTGT TTCGATCGGT GCGTGCCG[FG

A GAATGGCGCG AGTCTGCTGG AGATCCGTGG

GATA (-)
AGGGACATGA GCCAGGAACT GTGTATCJITT

AP-2 (+)

TCCTEG GCGCCCECGC CCTGCGCTGG

TTCTGTGTAC TTTGAGGGTA GAGAAGGAGA AGCAAGAGAG AGAGAGAGAG AG G

GGTTAGAGCT

ARNT (+)
CCAGACTGGA

TTTTGTTTGG GCTTCCACTT TGGTCGAAAG

Xbal

ACTCCAGCGA ATCGCACCCG CGGATCTFTA

CT

CACAAACCAT CAAAACCGCG AAGTTGGACG GCAGAGTAGC CAGGAGCACT TTTTGAACAC

SSRE _AP-1(+) E-Box GATA (-)

CGAGALE GA [COLGACAGTA EIICAGTGLEA AGTEllCATCT TGCTCTTAGG TCTC

(-) AP-1(-)
TTG CAGAGACTCT TTGCCGAGGG CTGGCAGGG CCTAGAAG

AP-1(+)
CCACTTTAAG AACCAGIFGTG ACACAGATTG TGAACCTCCT AGGAATCTTC GGCCTGTAGT
TGTGTCCAAA AAACAGGGCA AGCAGTGTAG GTTCAGTGTA GGTTCAGACT TCCAAAGCCT

(+) ATF/CREB/AP-1(-) Octl(-)

TC@ GTAGTTGAAA ATTGTGAAGC AJGGCATCAA AAGTTARTGT

c-Ets-1(+) GATA(+)

GGTTICCCGGA TTGG[L CACCCACTAG TGGTTCAAGG

CCAGAGGCCA GAAGGCTTGT TTTAGTCCCA

AAATCAATGT GAGCAGCAAG

TCCTTCTGGA AACAGCCCCT AACATCCTTG

CTTTTATTTG TTGGCTGGTT AGCAGACTGG GGGAGCCACA GCAAGCTCTC

Octl(-)

ACRATTAAGA TAAATGGAAG

GGTATTTGGT GCCAGGGCAA

TTGGAGTTCT

'GGATGCT CTCAAGTGGG GATTTGTAGA TGAGGTCTTT

TGGGTCCAAG TACCTTTCAG GAGTGCTTCT AGATGGGCAA

GCTGGCTTTT GATGGCAGCA GATTTAATTG TTCCTCTGTT AAAATAAACC CAAGGTCCAT

AP-1(+)

CTTCAACAHTT TGACAACA(

TGAGTGAAGC TTATCTCCTA ACTAGTGTTC CTAGCCTGGT

AP-1 (+)

CCCAGCTCTA GGAGCTGAGG TGGGAACACA @AC C

Spl(-)

TGGGTACATT CTCGTCGCCT GCAAAAGTTT

c-Ets-1
GGGGTGEEEE]
CAAACGGGCT
GATA (+)

GAGT

AACTCTGAGG

TCCAGCACTG CGCTCCGTGG CGACTTAGCT

AAAGACTGGC GGTGAGGACC CAGCCCCGAG

GATA (+)

CACCTCAGGG CACCG
GATA (-)

CCCA CCCACCARAC

CTCAARACTGT AAAACCAGCC

AP-1(+)

TTTATTACTG CCTTGTCTAT GITGACTGT CGCATTTGTC

Octl

AP-1(-)
CTTGEGAGAG TCAGGEATCA GTGGGGAAAG CTATTTCCAT

Octl(-) AP-1(+) GATA(-)
AIATGWGEWFK@FCWPAA ACAACAGCGG
GCAGTGCCCC AGTGGTAGCC AGGCCCGCAG GGTGTGTGTG
GATA (+) AP-1
GTTA TGGTTTTGAG ATTCTGGTTA AARTTGACTGA
CCCTTAAATG GCTGCCCAGA GCTTCCCAGA GCGCCTCAGG

GATA (+)
GCCGGTTCTT CTCCAGGCTGAGCA TTTGTATGGT

GATA (+) AP-1(-)

TGTGGGTH I 'ATTCCTT CATGGTAGTC AGGAGCCAGT

E-Box

TGATTCTAGG AAGAGC

CTGCAGCTCC

GACTAGATTC

AAGATTCTAG AGAGGGTAAT

CATCAACCCA GCAGGATTCC

GGGTGGCCAG GAATCCAAGT

GATA (+)

GGAATTGGCTGGAC

CAGTTTTCCC AGCCGAGGAG

CCAGGCACAA AGCTAGACTC

CTTCAAGTTT TCTAACTGTG

ACAATGCTGG CTGGGCTTCT

AGAGAAGTGC TGTACGACAC TATCAGCCTG GCATTTAAAC

GTTTTTTTGT TTTGTTTTGT TTTTTGGGTT

TGTACTAAAG A TTCT| TAGAGTTTTG

TTGTTGTTTT TTTCAGTTTT ATTGTGAGGC TTGAAGATTA TTTTATAAGC AAGTATGAAA

GATA (+)

AATTAGTGCT [GaTahGAATC

Octl (+)

CACCCCCGCC ATGGCATGCC|TCTTGCCACT

AGGTAAAATA ATCCCTCTCG GTACAAGGAA AGAAAGTTGG

AGGCCAGGGC Trenskriptionshaltestelle

[ (Morishita et al., 1995)
ACCCCATCCC CCACCCCCCC ACCCCCCCCC

TTTTTTTTTG TTTTTTTGTT GTTGTTTTGG TTTTTTGTTG

GATA (+)
rrerdeatda cectcaacea

GC AGAGCCTCCG

TGTGAACAGC AGAGCCTCCC

GCCATAAACA TATTTTCTCT

TTCATTACAA TCAGTTAGCA

GAGGATTTCC AAAGGATTAG TGCAGCTCAC CATCACCATA

GATA (+)

CCTCCACCAC CACCACCAGA CCCCTGAACC

AP-1(-)

AACCAGTCAG GCGCTGCT CTTGGTAGTT

C. CCA C. CAAC CAACAAC

TTCAAGACAG AGGTTTACTT TCCT

AAAAACTTTG GGGAATCGGA ATCCATTGGT

GACCCCA AC CCCTA CTACTCGAGG

NFKB (+)

ATGTAGCAAG TTGCTTTGTG AAGTAGAGGA CATTCCACAG CTACTAGATT GTTGCCTGGT

AP-1(-)

AACAGGCTAC TTTGTTTACG TTGTCAACRA AGCCTCTCTG CTGCTGTTTC TCTGCCTCTG

TTGCAAGAGC CTTGTTCTGA GCTGAGGCAG GAGAGATGTC

TGAGTACCTT TCCTTTATTT CAGTTAGGGG AAAACAAAAA

TATAAAATAA AACCAATGCA AGCACCCTCC TGGTTCCTGG

GTGATTAGGC AATTTTGCAG GGATGAAAGC CTGAACTGAA

TGCATGTGTG TGTTTACATG GCCCTGCCCA GGGTTCTAGG
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Ergebnisse

+4196  AATCTATGTT GTTTAGAGAG AGAAGGAACC AAGTAGTTAA
+4296  CTTTTCCATC TTTGAGGAAA TCTTTTCTGT GCAGCGTTTA
+4396  GGTCCTCCTT CGTTTTATCT TGATGAATCT TTCCTTAGTC
+4496  CTGTTTTCTC CCAGGGCCTT ATTATTCAGC TTTGCACACT
E-Box
+4596  TGGAAAAACA GTGCTGAAAA CTAAGAAATG GGGCATCT!
+4696  AAACCGTTGG GGTATCAGCC ACTCATGGGT GTTTTCTTTG
Octl(+) ATF/CREB/AP-1(-)
+4796  CCGTACACUHE TTATTG. GGAAGC
CREB (+)
+4896  CAGAGAGAGT GTGGTGGTRG ACGTTARAAC TTGGAGATGA
AP-1(+)
+4996  ANARATGACTA CCARTTGGTT GGTTTTTTTT TTTTTTTAAA
AP-1(-)
+5096 | CT CATTATGGGT GGTTGTGAGC CACCATGTGG
+5196  CATCTCACCA GCCCGGCTAC CGAGTTTAAC TGCTTGATGT
(+)
+5296 [ACCARAGGTT TCTGTTTCCA CTGAGGACAA CGGTGGCCTT
c-Ets-1(-)
+5396 [GCTICCGGGE TAGTAATAGA TCTCT: T TCTATAGAGT
GATA (+)
+5496  GAGTGAACCC AGAGCTTTGC ACGGGCTGCATTCT
+5596  TGAAGAGAAA ATACCTTCTT CCTGCTTGTC TGTCTAGCAC
+5696  AGCGTCTTGT CTTGTCCTAG GGAGTGTCTA TAAGACATGT
+5796  GGAGAAATGA GCTACATAGG CAGAAGGACA AGATGGAAAG
GATA (+)
+5896  GTTAATCCTT GTAACAACCC TGT GCCCTGTTAT
+5996  AGTATATCTT GGAGCTGAGA CTCTCCAGAG TCCACACTCT
GATA (+)
+6096  TCTGAATGTG GTAAGCACTC TATAAATGAT AACTTCTTTT
+6196  TCACACACAC AGGCAGGAAC TGAAGACCCA AAGGCTATTC
Abb. 3.4a:
dem Exon
potentielle

AP-2 (+)
TTCCTAGTGC TGTAGGGCTT (AGCCCGCTG GGUITGAAAG TGCCTCCTTC AAGGCTGAGC
GATA (-) GATA(+)
CTTGCTTTAA AAACTGCAAC AACAAAGCAA AAACGGTCCT GTCC C TAG
CTAAGGAAAG TTTTGTGGTA CACAAACTAC CGAGCTTTTT ACCAAGTTAC TGAGTAAGTT
AP-1(+) GATA (+)
CCAGARACAT GCTGGTGAGT CTCACEATGE CATCTAIACC TAA CCAGTGGGTC
AP-1(-)
TCATTACTCC CAATTGCTTG GTCTGHTGGG GGICAGGETG GGGGGACAGG ACCACCCAAG
GTAGGGTTCA AATATTTGAA GCTAAAGAAA AGARATTCTG AATGGTATTT CAGTTGGTAA
GATA (+)

TGGCTCTGTG TCCCTGTAAACGGT AGATGCTGGA

Octl(-)

TGRACATAAA AATACGRATG

GATTTATTTA TTATTATACC

TTGCTGGGAT TTGAACTCAG

E-Box

AC. TTTGGGTGGA

AP-1 (+)

GACTGACTCC GTGAAGGCCG

GTATGTTTTG TTCTCTGGGT

CTACCACTGA GCTGGATCGC

CCAAGAGCTC CCCTCCCTGA

TTTCCACTAT CCCCTGCTAT

CTGAGCGGCT CAATCTTCCC

TATCTCCAGT TCACTGATGG

CACCCACCGT TCCTTGCCTC

Octl(-) AP-1(+)

CACCAGCATA AACTGGATCT

AP-1(+)

CTCCACAGGC GTTCTGCACC ATGAA(TTTIG ACACATGGEAC

CREB/AP-1(+)
TAAGTTCACT GT.

) i e

AP-1(-)

GACCTTCGGA AGAGCAGTCA GT[ECCCTTTA

GAATTTGCAG GGAGGACACT TACTGGCCTC

c-Ets-1(-)
AGAAGGGGGG GGAGTHCTTT TCCGGGRGCC

Octl (+)

TTTITTTITT AIGTTAATCTT LAﬂlCTCCCC

AP-1(-)
CACCCTTTGT TCAGCICCTA GTCACCI'TTC AAAGGTGGTG

Octl (+)

GTTCTAGGCT ACAGGCTGCC TGTTCCIACA TTTCAATGCC

CTGGAGATTC TTTTGAACCT TAGAAATGGA TGTGCTCTTG

CCTGCCCAGC
AP-1
TTGTAAATGE]

TCTTCATGAA

c-Ets-1(+)

GTGCCAGCGG CTGTCCTCAG AAACTTTCCG GATTARCTTT

AP-1(-)

GAACTCAGGT GCAGCAAGGT TGCTGCCCGT TGTCACAGGC

CTGCCTTACC T, GGCCT AT. GCATT TAATACCATG

AP-1 (+)

GTTGCTGTGT TTATEATTAT

TET]

[

LF CT lllLFrGTGA QTCATCFCTT GTATCAAACC

CTGAATT

9047 bp genomische Hif-2a-Sequenz der Maus (mHif-2a), die sich aus 3382 bp 5-UTR,
1 (27 bp) und 5638 bp des ersten Introns von Hif-2o. zusammensetzt. Eingezeichnet sind

Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotorstrukturelemente, Transkriptionsstart (+1),

Start-ATG, die neun AS des ersten Exons sowie einige wichtige Restriktionsenzymschnittstellen.
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Ergebnisse

Ncol

-1205 CCAGGGCAGC CCAATTTGAG GGACCGTGCT TTCTCCGCAA TTCACAACTA TGGAGCCCGT TGGCTCTTCC CCTAGCCTTC AAAAATCFAT GGCTGCCCTT

-1105 CTTCCTTCTG GAGATTTTCC TGCAGAAGTA GGAAATGGGA AAGTGTCTAA GATCAAAGCA AGAGTGGGCA TCTCACAGGT GGAAAGGCCA AAGAACCCTC

Bul Del 1 Ets Del 2 BS1 ARNT
-1005 TGACTGFGTA—eeehaGAGGA GACTTCATAA CACCACGTCC TFG%G??GG@“TGTATCCTTE:E??FCCCGGA AGFEEXEEETFFKGTGKTTTG‘GGKKFKEGFT_
BS1 Del 3 Sacl

-905 [:§EE§§E§E§ETCCCKEEATCA CACTCAGGAA CTCTCTGGGG AGCCCACGGT GATACTGGGG TATTGAGAGC GGGCAGAGGC CTGAGGGAGC TCFAAGGCTC

-805 TCCTCTCAGG CATACACTTA AACCTAACAG TCTACCACGA GCACCTCAAA ACCCATAAAC TGGTTGAGGA AGACAAAGGC AGGAGCAACC CTAGATCATT

Bd1
-705  TTTGTCCCAG TTTCcheﬁé—ﬁﬁeTTTFTGc CACTCGGGAC TCAGAAGTCA AGGTCAGTTT GGCCAAAGAG AGCGCACCTC CAAGGCAGAC AAGAACAAGA
Bu2 HRF elu8 Ets HRF elud
-605 GCCGACAGGF—?GGTSS@SAT CATTACCGCC GGCcGAAGGF—ﬁeeeﬁﬁeee§>ATGGTTTAGG GGACTATAGC AGTACCEEEj AGCGGGGE
BS2 ARNT HRF elul0
-505 [CCGCGTTTGT TCPACGECCT ACCTCTECT FCGATCTCCG ACCTAGCGCT CCTGCCCTAG CCTAGCTCTT AGGGGAAAAG TGAGGCTGAA AGGACACTGG
L1
Bu3
-405  CGCAAAGGCA TACTCCGAAC TTGGGTAGCA GATCCCCGCC ATTACTCAGT CCTGCGCTAA CFGCGGTTC%‘ATTTGGAGTC CCATATAGTT ACTCGCCACC
Del 4 Ets Del 5
-305  AGCGACCTCA AAAACAAGTF—GQAG?@QFGC GGAAGGAGGA EfffFGGCAG GCGGGCGCCF ﬁ:CA GCTTCAGAG. GGGGAGGG ACGGGGTCAG
Del 6 BS3 ARNT Spl Spl
-205  GGCAGAAGCT GTGGCCGCGC CTCCCTATTG GCCGGGACAC GG GCEGCAGGC AGCCA CGGPGUGRGG CTICTCTGGA GCCC C
L1 [T

Spl Del 7 Sacllspl TATA HRF elul2 Ets

-105  ceecq T GTCCCACTCC CGCGCCCCTC GCGCCCTCCC GQ A SgacS RS
Ets +1 Ets
-5 [ffrATTCGAG AGCGGCCGET GTACAGCT( TCCGCA GCGCTCCGCT CCAGCTCTCC TGEGGCGGCC GTACAATCCT
HRF eld4 Ets

+96 “‘%chrcnrcq CAGCGGCCGC ACTCGCTTGC CCd TT TTTTCCAACT TGCTCTCTTC GAGCCATTTT TTTTTCTTTT TTTCTTTTTC TTTTTTTTCT

+196 TTTTCTTTTT TGGTTGGTTG GTTTTGATTT GTCAGATCCC AGAAAAGTGA CTCCTGTTCG GGGCTAAACG GAACTCCAGG TCCCTTGTCG CTGCTCTCTC

Spl
+296  TTTTGGCGTC TTACAACCTC CTCCCACTCC TTTCCCCGGC CCEfffFCCT CCTGCAGGTT CCTCCCCGTC ACCCCCCTCC TCCCTCCTCC TCCTCCGCAC

HRF eld2
+396 CTAECCAGCC CTCTEE%%RC‘TTﬁﬁPCCTGA TTGAGCGGGA TCTCGGACCT GCGAGCACTA AAGACCTTTC ACACCTGCCC GGGCGACAGA AAGCTGCGGA

I_ Pvull

Del* Bsal M T A D K E

+496  GGGCCACAGC AAAGAGAGCG GCTGCAGCCC CTACGGGGTT AAGGAACCCA GGTGG?@@GS—S?FTCGFAGG GCCACGGCGA Cdé;a%gégc TGACAAGGAG
PvulI-Sonde

Abb. 3.4b: Ausschnitt aus der in Abb. 3.4a wiedergegebenen Sequenz von mHif-20. Eingezeichnet sind

die wichtigsten im Verlauf dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer sowie die Pvull-Sonde.

Dartiberhinaus wurde bei der Suche nach moglichen Sequenzhomologien mit Hilfe des
Programmes BLAST SEARCH des NCBI (Madden et al., 1996) eine auffillige
Ahnlichkeit des 5-UTR von mHif-20 mit einem Sequenzstiick aus dem humanen
Chromosom 2 gefunden, das am 22.03.2001 von Waterston, R.H. als Arbeitsentwurf
unter der Zugangsnummer AC016696 verdffentlicht worden waren. Dies stimmt mit
dem Befund von Tian et al. von 1997 iiberein, der das humane Hif-20-Gen auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 2 (Banden p16-21) lokalisieren konnte. Es handelt sich
bei Waterstons Arbeitsentwurf also um einen Abschnitt aus dem humanen Hif-20-Gen,
der Promotor, erstes Exon und Teile des ersten Introns enthilt. Beim Sequenzvergleich
konnte die Konservierung promotorspezifischer Strukturelemente gezeigt und auch im

Intron konservierte Bereiche nachgewiesen werden (s. Abb. 3.5).
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Ergebnisse

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

-1541

39808

-1484

39752

-1426

39699

-1367

39644

-1310

39584

-1254

39525

-1196

39469

-1138

39414

-1083

39357

-1036

39298

-993

39238

ttta-ttactactgtgtct-accaatttgaatttcttattaagacccagggtgtcetg-ga

tccagttactcecggaggctgagccacaagaatcgecggg--aag-cggaggttg-cagtga

tgtagaaatgtcataggaaatcatc-caccagcctccaagagtgaaaagggtectg-gtet

-gtcgagatgg- - - -ggcca-cagcactccagectgggegacagagt -gggactecagtet

ttgaaatcaccctcaggtgtgtca-actgatttccaagtgctcaagcactcattctttca

caaaaaaaaaaaaaaagtatttcccaattcttcecgtcagttttt--gcccte--tecc-ca

GATA
gata-cctccccaagactttcaaaaagtatcl-caccttcttcatgct-taaacaaactta

cttegectteteccaggetectgaaaadtatcftcccccaaccctttetgtgtacacgggga

aaaatcgcccccacccc-a--a-gacacagtcacacacacagtctctggttataatttta

aaacacgtgttcatttttattatggcgctgaaacctaccct-tctcttcaaatcecgettet

GATA
ctaggaaacttgt-gtttaagaatagtt-cgggaagcacaaactttagataccagggcag

gtag-atcgttctagtataa-aat-gtggcaagaggctaaagggagagatalt -agaccag

cccaatttgagggaccgtgetttet--cegecaattcacaactatggagecccgttggetet

ttc--tttg---gccctcecgcetttccaacttcaagttacacctgtgaaactcatgggtect

tccectagecttcaaaaatccatggetgeecttettect-tetggagat-t---ttectg

tccac-agccttcaaaaactaagggegtcecectgt-ceteteccecagatgteccttece-

ca--gaag-taggaaatgggaaagtgtctaagatcaaagcaag--ag---tgggc-----
|11

catcgeecggtagegagtgggagacag-ctecagegeggggcaggggageactgggeccgga

-atctca--cag-gtggaaag-gcca----aagaaccct----- ctgac---tgccta

gatggaaggcagcgtcaaaagcgecgctggaaaatcectgagegetaacegttgectgtg

gaagagg--aga-cttcataacaccacgtcctgcag---ttggectgt------ a--tcct

tgagcccttaaatctacaaatttccaacacctgtagecctttgggtttcccaggacttcca

-1485

39753

-1427

39700

-1368

39645

-1311

39585

-1255

39526

-1197

39470

-1139

39415

-1084

39358

-1037

39299

-994

39239

-948

39179
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Ergebnisse

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

-947

39178

-900

39119

-841

39068

-783

39008

-725

38949

-665

38903

-605

38850

-546

38797

-486

38748

-426

38707

-368

38652

-311

38592

-254

38542

-194

38492

-134

38435

=77

38378

-18

38319

tcgaacc---c--c------ ggaagggc--acatccagtgatttgggaacacgctatcaa

tcgaccctggcggcagagagggcaggcctgagatgcagtgacttgagggcac-atggeca

cacatcccaacatcacactcaggaactctetggggageccacggtga-tactggggtatt

-ac-tc---ttgtcactc-caagatcacactgggga-accagactgacttct--ccaatt

gagagcgggcagaggcctgagggagcetccaaggetectectetcaggeat - -acacttaaa

ctgaactcgecceggectegggeggetcaaagggectectetgecgeateceegecaaaa

cctaacagtctaccacgagcacctca-aaacccataaactggttga-ggaagacaaaggc

ccaaaccgcctggeacaagecggtaagcaaccaccectgetgggagagggaag-gaagagt

gagcaaccctagatcatttttgtcccagtttctcccacaactttectgeccactecgggac

ag
||||||||||HHHH 1] N

aggcgcagccctagatcaatt---tce---tt----gcactge-tteteccagacgg---

AP-1(-)
tcagaagtcalaggtcagtttggccaaagagagcgcacctccaaggcagacaagaacaaga

tc--aagtcal-gctgcgtcccaccgaaaagggcgcatcgecccacge--ccga-aac-gca

gccgacagggtectggggatcattaccgec-ggeccgaagggagecaageggatggtttag

gccgctgggggccgagaaattateccccacctggecccgagg--gcc-ag-ggacg---cag

gggactatagcagtacccggaagegggggggggggttggetgggegetegetgeacgece
I e e e 1

gag-c-gcagcag--cgtgga---ggggctccgecgectggecececggecgcect -ge--c-cgcgg

tagctgegetegegatetecgacccagegetectgecctagectagetettaggggaaaa

t-cctgececteg---t-tec-a---agggc-acgge- - --gcec--g---gtacgaggaca

gtgaggctgaaaggacactggcg-caaaggca-tactccgaacttgggtagcagatcccce

ccgacgetgtggegeaactgecgteeccecgeageaatee- - -¢- -ggageceggeteceg

gccattactcagtcctgcgctaactg-cgcttcecc--atttggagtcccatatagttactce

gcegecccteggecctgegecaggetgecteteccegacgeggagteccaceceegetacec

gcc-accag-cgacctcaaaaacaagtcgcagttctgeggaag-gaggaggaagggcagg

gccgcccagacgacctcataaacaagtcec-c---tc----gaagtgcggaggcagg--agg

AP-1(-)
cgggcgceccgaagagcgcagettcagagaaaggggagggacggdgtcagggcagaagetg

€ggg-gcgce----agcgcgggggcag-ga- - - -ggcgggccagdgtcagggcagaggctyg

CAAT (-)
tggccgegecteectattgqecgggacacggtgggaagtcggggcaggcagecagegtge

cggccgcgegteccceattggeccgggacgcagtgageccgeccgg- -agctcgge-gecgggce

Spl(-)
ggggcggggcttetctggagecdegede-cecggeccge-ccccageccgatgtec-cact

ggggcctgecggege- -gtg-cdegedeacacacccgegecggtgecagecceeagecct

TATA-Box (+)
cc-cgcgcccctegegecctcecececgegggegggecgteccgagtttttaaagtgggetgaca

ccgegeccgeccegtgecegece-caageeggecgacggagttttaaagtgggetgeeyg

+1 c-Ets-1(-)
gccgaggaggccggacajtcgagagecgg-ccggtgtacagqtceceggagtccgecagege-t

gcegegggagetttacactegegageggacegecacacggdteeggtgecegetgegett

AP-1

-901

39120

-842

39069

-784

39009

-726

38950

-666

38904

-606

38851

-547

38798

-487

38749

-427

38708

-369

38653

-312

38593

-255

38543

-195

38493

-135

38436

-78

38379

-19

38320

+40

38260
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Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

+41

38259

+101

38199

+161

38152

+221

38143

+281

38083

+340

38026

+400

37970

+457

37911

+516

37861

+575

37803

ccgctccagctctcecctgaggcggecgtacaatcctecggcagtgtectgagactgtatggt +100
LCCE LT DT TP L LT T LTI LIf
ccgccccagcegcectectgaggeggecgtacaatecctecggecagtgtectgagactgtatggt| 38200
(-)
caltctcagcggccgcactcgecttgeccceccggatttttttccaacttgetetettegagece +160
LLTHET T LEEEE T T LTI
cagctcagc--ccg--------- gcctecc-ga-ctectteccgactecccagecattecgagee 38153
atttttttttctttttttctttttettttttttetttttettttttggttggttggtttt +220
| ]
BC - —mm - s S s oo oo oo ooo------ ttttttt 38144
AP-1(-)
gatttgtcagatcccagaaaagtgaqtcctgttcggggctaaacggaactccaggteect +280
HEEAN HHHHHHHH LI T T T |
tttctttgaaaactcagaaaagtgactccttttccagggaaaaaggaacttgggttccct 38084
Spl
tgtcgctgcectectectettttggegtettacaacctecteccactectttececegg-cede +339
IR HH LTI T HHHH |1}l
tctctceg-te-ctettttegggtectgacagectccacccactec-tteccceggacedeg| 38027
(-) Ap-1(-)
cdtcctcctgcaggttectceccedgtcealcceccecctectecctectectectecgecacctag +399
LI \HHHHHH HHH [T T T HHHHH
cgtccgegegcaggttectececagteaectttecteccacce-cegec-c--cecgecacctag 37971
ccagcc-ctctgcaaacttccacctgattgagc-gggatctc-ggacctgecgagcactaa +456
s A A s N e e Ay
ccecgecgcege-gecaccttceccacctgactgegeggggegetecgggacctgegegecaccte 37912
agacctttca-cacctgcccgggcgacagaaagctgcggagggccacagcaaagagagceg +515
AR N e N e \
ggacc-ttcaccacccgecceccgggceccgecggggagcggacgagggeccacage-------- c- 37862
gctgcagcccctacggggttaaggaacccaggtg-cteccgggtctcggagggccacggeg +574
NI LI TTTEET T T
-ccccacccgccagggagcccaggtgetec-ggegtectgaacgtctcaaagggccacageg 37804
M T A D K E K K R Intron 1
acgatgacagctgacaaggagaaaaaaaggtaagcgggagtcaaagctggcgaccgactt +634
SNI8Y sndnndnndnainsinntnntnnl NRURSNNEN AN NN NN NN O
acy acagctgacaaggagaagaaaaggftaagcgggcgtccgggccgatcagggggee 37744
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Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

Hif-2a

AC016696

+635

37743

+695

37683

+753

37625

+801

37565

+851

37506

+906

37446

+963

37388

+1022

37329

+1080

37271

+1130

37213

+1190

37156

+1250

37096

+1296

37036

ggtccecaggeattggeggaactgegegtggegggegegacceggggeagtegggagaggyg
CECEE Ceeetee b teeeeer tee eeeeeeeer 00 e reeerer

ggtccgaggccagggecgggcetgegeggggcaggegegaccgagagtggttgggagaaga

gtgc-gagagttc-tcggaggctggaggaccgctgttgaggggctttgagtaagegagtce

gtgctgagaggtcttegga-gectegaggeteggt - ttggagggectgtgagggggagagea

ggtgatgcctttagggac----a--aggagc--tgcggt-gtcccat-taaag-ttgca-

tgtgceceggtttgggggegeggatcagecagetttgecagtggagacttetgeggeteggag

aag-cggatagttccg-aaaccttgagacacgga----- a---agatggccctggagg

tc
I S R U \ HHHHHHHH

gagtcggggatttgcgcgcacggcgaggccaggaggccgagggagatgg-cctggaggte

aggggtgcttccgeggegecttecaaagtet----gtgtcecctggagea-ccaagettec

ggaggtgcttccgcggtgectttgaaaatctcccagecgeccecgcagcagattacegtgg

ctagcgagtgttttgaaatgtttetgggetg-atgeectecactet-tagggttte-cat

ccaccg-gcgcttggaaatgtttgtggg-tgcatgtcctcgactttectctggtectetceat

ARNT (-)
gctggagcagtaageacdectttettttect-aaaaccctetaggttetttecgaaageg

tttggggcagcatdcacdtctetatttttetectggattege-ggagtecttecaaatgeg

ttcentatgecgggettttgegecccaaactage--atggaacagaggggcaaagcgcaac

ctece-tgtgecege-gecgeggeccaagtgggcaaaggggggcgggaggeggagagegge

tctggggtgcg-ccctgaccgagaageccggaacactgtca-ag-g----g-t-cc-tgcect

tcagggacacgatcct-accgaggagccaggaccect -tcagagegeccegetgecggget

ccagacggcacccaagtttgttcaacccecttaaccttaccctacacctagactccggeca

ccagaccccaccgaaggttggagaacccactt--cctcgtgeccgecaccttgactctgg-g

AP-1(+) AP-2(-)
gagagtggggagtgagtgadctggattgccctdeggoggcaggtgetgtagtgtgecagag

gagagtaggtagtgagtgaqctggattgccctgecgggggcagatggttcggtgtgtagga

agaggaccgtgacac------- cc--ggcggctecgagtgtetgattettaa---gac--

agcggacggcaacactggatgtcecctggcaggtccgggtgtectgtctccgaagaggacag

-gaagggcagccacga--ag- - -gtttgcectegegaaccttteggecactgggtgagagg

agaagggcagccacgatctgeccgectgeectegegagecteteggecactgggtgagagg

+694

37684

+752

37626

+800

37566

+850

37507

+905

37447

+962

37389

+1021

37330

+1079

37272

+1129

37214

+1189

37157

+1249

37097

+1295

37037

+1349

36977
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Hif-2a +1350 caactccgggcaactegegetgecctegagectecttecaatecgeccegecatetggtgae  +1409

AC016696 36976 caactctggccatttecttgetgecctetegeceteteceggecgetec-ca-gtecagee 36919

Hif-2a +1410 ttgacacccagctcta--ggagctga-ggtgggaacacactgtgaccccgeccgcagacct +1466

AC016696 36918 ggg---cccggcgctacccgage-gagggttegageectetgegeggeeg-cgcagaage 36864

Hif-2a +1467 gggtacattctcgtcgcctgcaaaagtttatagctggcecgectg-gcactt--tgectect +1523

AC016696 36863 aggcagggcctcaacttctgcaaatgtgtgeggctegeegectgteceetttetectect 36804

Hif-2a +1524 gtttcgatcggtgcgtgcc--gtgggttagagcttccagcactgeget---ccg----- t +1573
\ [I11] \

AC016696 36803 gtctccacccgtgeggeccccagtggectggagectteccageececegegettggeegeggett 36744

Hif-2a +1574 gcga--cttagetg-gggtgteccggaatggtacgegtgace-gcagaatggegegagte  +1629
|

gcgaggctatgctgecgggaagctggaatccaacgegeggecggectgaaccgectgag-¢ 36685

7
AC016696 36743 g

Hif-2a +1630 tgctggagatccgtgge-cag-actggaaaaga-ctg-gcegg-tgagga +1673

AC016696 36684 cgcgggaaaccagcggcggagcggcggtatagaggtgecgaggatgagga 36636

Abb. 3.5: Sequenzvergleich zwischen der in dieser Arbeit ermittelten genomischen Hif-2a-Sequenz und
einer Sequenz aus dem humanen Chromosom 2 (AC016696), die einen Bereich aus dem humanen
Hif-20-Gen repréasentiert. Nur die zwischen beiden Sequenzen konservierten promotorspezifischen

Strukturelemente sind eingezeichnet.

Ein konservierter Bereich wurde aulerdem bei einem Sequenzvergleich von mHif-2a
mit dem bisher bekannten Bereich des 5'-UTR von gHif-2a gefunden (Elvert et al.,
1999). Dieser beinhaltete eine 35 bp lange Sequenz 100%iger Ubereinstimmung bei
-515 bp vom Start ATG, die auch im humanen Chromosom 2 zu finden war

(s. Abb. 3.6).

AC016696 38301 TCGCGAGCGGACCGCCACACGGGTCCGGTGCCCGCTGCG-CTTCCGCCCCAG-CGCTCCTGAGGC-G 38238

mHif-20 1 TCGAGAGCGG-CCGGTGTACAGCTCCGGAGTCCGCAGCG-C-TCCGCTCCAG-CTCTCCTGAGGC-G 62

gHif-20 1 CCCG-CCGCCGAGCCGCT--GCCGTCTGCCGTGTC-GCCGCCGCTGCCTCCCCCG-GGCGG 56

AC016696 38237 GCCGTACAATCCTCGGCAGTGTCCTGAGACTGTATGGTCAGCTCAGC--CCGGCCTC-C--GACTCC 38176

mHif-20 63 GCCGTACAATCCTCGGCAGTGTCCTGAGACTGTATGGTCATCTCAGCGGCCGCACTCGCTTGCCCCC 120

gHif-200 57 GCCGTACAATCCTCGGCAGTGTCCTGAGACTGTACGCCCGCCTCGGGGGCGACCCGGCACAGCCGGL 123

Abb. 3.6: Sequenzvergleich zwischen einem Fragment aus dem humanen Hif-2a-Gen (AC016696), der in
dieser Arbeit ermittelten genomischen Hif-20-Sequenz der Maus (mHif-201) und eines Hif-2o-Bereichs
aus dem Wachtelgenom (qHif-20).

Als Ausgangsplasmid fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Reportergenassays

(Deletionsklone, Mutationsklone) wurde ein 3366 bp langes Xbal/Bsal-Fragment, das
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ausschlieBlich 5'-UTR und 5’-flankierende Sequenzen von Hif-2o0 enthielt, aus
HIF-2 10.1Xba in pZErO ausgeschnitten, in den Luziferasevektor pGL2-Basic kloniert
und HIF-2 Xbal genannt.

Zuerst mufllite festgestellt werden, ob dieser Sequenzabschnitt iiberhaupt eine

Promotoraktivitat hat.

3.3 Aktivitat des Hif-20o-Promotors in unterschiedlichen Zellinien

Um der Frage nachzugehen, ob die in dieser Arbeit analysierte, 3366 bp lange
5’-flankierende Sequenz von Hif-2a im Klon HIF-2 Xbal Promotoraktivitdt besitzt, und
wenn ja, ob diese Promotoraktivitit eine Endothelspezifitit aufweist, wurde die
Aktivitdit von HIF-2 Xbal im Reportergenassay in unterschiedlichen Zellen ins
Verhiltnis zur Aktivierung durch den leeren Vektor pGL2-Basic gesetzt. Dazu wurde
die in HUVEC-, BAE-, HEK/293-, 3T3-, Cos-, Q2nB-, CEF- und HEP 1 C4-Zellen
gemessene Aktivitit des Leervektors jeweils gleich Eins gesetzt und die Aktivitdt von
HIF-2 Xbal als ein Vielfaches davon angegeben und diese Werte dann vergleichend
aufgetragen (s. Abb. 3.7). Da sich BAE-Zellen nicht mit der Transfektionsreagenz
Superfect transfizieren lieBen, wurde hier die Methode der Elektroporation angewendet.

Alle anderen Zellen wurden mit Superfect transfiziert.

25—
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=
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T 5 T
o
« 1

1
HUVEC BAE HEKA293 3T3 Cos Q2nB CEF HEP1C4

Abb. 3.7: Vergleich der Aktivitit des 3,4 kb langen Hif-2a-Promotorfragmentes in HI/F-2 Xbal in unter-
schiedlichen Zellen, angegeben als Vielfaches der Aktivierung durch den leeren Vektor pGL2-Basic.
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Die mehr als 20fache Aktivititserhohung, die das Konstrukt HIF-2 Xbal in HUVECs
gegenliber dem Leervektor zeigte, belegt eindringlich die von der darin enthaltenen,
3366 bp langen 5’-flankierenden Sequenz von Hif-2a ausgehende Promotoraktivitit.
Die Tatsache, dall mit einem Faktor 21 die relative Aktivitit in endothelialen HUVECs
deutlich hoher war als in nichtendothelialen Zellen wie HEK/293 oder Cos mit einem
Faktor 6, zeigt auBlerdem die Endothelzellspezifitdt dieser Promotoraktivitit. Die
relative Aktivitdit der ebenfalls endothelialen BAE-Zellen mit einem Faktor von
lediglich 8 liegt jedoch kaum {iiber derjenigen der nichtendothelialen Zellen mit der
grofften Aktivitdtserhohung (HEK/293 und Cos). Dies konnte moglicherweise mit einer
schlechteren Vergleichbarkeit der Aktivitdten wegen der unterschiedlichen verwendeten
Transfektionsmethoden zusammenhéngen (s.o.).

Nachdem die endothelspezifische Promotoraktivitit des analysierten Hif-2o-Promotor-
fragmentes nachgewiesen worden war, stellte sich die Frage nach den in seiner Sequenz

gefundenen potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Strukturelementen.

3.4 Funktionalitit der TATA-Box

Um zu tberpriifen, ob die putative TATA-Box bei —610 bp vom Start ATG funktionell
ist, wurden mutierte und nicht mutierte TATA-Box im Reportergenassay miteinander
verglichen. Dazu wurde die Sequenz der TATA-Box in HIF-2 Xbal mit Hilfe des
,»QuikChange™ XL Site-Directed Mutagenesis Kit*“ und des Mutageneseprimers mut/
mutiert. Der Mutageneseprimer mutl unterschied sich im Kernbereich der TATA-Box-

Konsensussequenz um zwei Basen vom Hif-2a-Promotorbereich:

Hif-2o -47 GCCGTCCGAGTTTTTAAAGTGGGCTGACAGCC -16

mutl GCCGTCCGAGTTTTTGCAGTGGGCTGACAGCC

Der auf diese Weise entstandene Mutationsklon HIF-2 mutl wurde nun in HEK/293-
Zellen im Reportergenassay mit dem Ausgangsplasmid HIF-2 Xbal sowie dem
Deletionsklon HIF-2 Sacll verglichen. Bei letzterem handelt es sich um ein 624 bp
langes Sacll/Bsal-Fragment aus dem Hif-2o-Promotor (s. Abb. 3.9 A), welches weniger
als 20 bp oberhalb der TATA-Box endet und in seiner urspriinglichen Orientierung in
den Luziferasevektor pGL2-Basic kloniert wurde. Beim Vergleich der basalen Aktivitit

der drei Promotorkonstrukte zeigte sich, daB die Aktivitdit des Mutationsklons
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HIF-2 mutl im Vergleich zum Ausgangsplasmid HIF-2 Xbal um den Faktor fiinf
erniedrigt war, die Inaktivierung der TATA-Box also zu einem deutlichen Riickgang der
Reportergenaktivitit fithrte (s. Abb. 3.8). Selbst im Vergleich mit dem sehr viel
kiirzeren, gerade noch die TATA-Box enthaltenden Deletionsklon HIF-2 Sacll war bei
HIF-2 mutl eine deutliche Halbierung der Aktivitit zu beobachten. Die Funktionalitét

der TATA-Box konnte somit nachgewiesen werden.

1.2

1.04 :

0.8
0.6

0.4 —T—

0.2-

Relative
Luziferaseaktivitat

0.0

HIF-2 Xbal HIF-2 mut1 HIF-2 Sacll

Abb. 3.8: Vergleich der basalen Aktivitdt des Mutationsklons HIF-2 mut 1 mit inaktivierter TATA-Box
mit der des entsprechenden Klons HIF-2 Xbal sowie des Deletionsklons HIF-2 Sacll, die beide die aktive
TATA-Box enthalten.

3.5 Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Hif-2a

Die RNA-Polymerase II (RNA PII) ist vor allem fiir die Transkription derjenigen
eukaryontischen Gene verantwortlich, die ein Protein kodieren (zur Ubersicht s. Lewin,
1997). Voraussetzung hierfiir ist die Bindung des basalen Transkriptionsaparates am
Transkriptionsstart. Dies geschieht in den meisten Féllen an einem etwa 30 bp oberhalb
des Transkriptionsstarts gelegenen konservierten Strukturelement, der sog. TATA-Box,
kann aber auch durch eine sog. Initiatorsequenz vermittelt werden oder ganz ohne
erkennbare Bindungssequenz ablaufen (zur Ubersicht s. Zawel und Reinberg, 1995).
Desweiteren gibt es Gene, die mehrere Transkriptionsstarts aufweisen. Entscheidend fiir
die Bindung der RNA PII an die DNA ist aulerdem der basale Transkriptionsfaktor
TFIID, der sich aus dem TATA-bindenden Protein (TBP) und verschiedenen TBP-
assoziierten Faktoren (TAFs) zusammensetzt (Pugh und Tjian, 1991; Timmers und

Sharp, 1991). Auch TATA-lose Promotoren werden von spezifischen TBP/TAF-
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Komplexen erkannt (Roy et al, 1991). Um den Promotor von Hif-2c0 ndher zu

charakterisieren, sollte zuerst der Transkriptionsstart dieses Gens ermittelt werden.

3.5.1 Suche nach dem Transkriptionsstart durch RNase-Protektion

Bei der RNase-Protektion kann mit Hilfe einer radioaktiv markierten RNA-Sonde
indirekt die Lange einer Ziel-mRNA ermittelt werden. So kann z.B. durch Verwendung
einer markierten RNA-Sonde, die komplementér zur Promotorregion eines Gens ist, die
Lange des 5'-UTR der mRNA, und damit der Transkriptionsstartpunkt ermittelt werden.
Zu diesem Zweck wurde eine zur Promotorregion von Hif-2a0 komplementére
radioaktive RNA-Sonde mit zelluldrer RNA in vitro hybridisiert und anschlieend alle
nichthomologen, einzelstrangigen Bereiche durch RNase-Verdau abgebaut, wéhrend der
Bereich der Homologie als Doppelstrang vorlag und erhalten blieb. Aus seiner Linge
konnte unter Berilicksichtigung des genau definierten 5°-Endes der RNA-Sonde die
ungefdhre Lage des Transkriptionsstarts errechnet werden.

Zur Herstellung der benoétigten antisense RNA-Sonde wurde das mit HindIII
linearisierte Plasmid Nco 31 mit der T7 RNA-Polymerase transkribiert. Als eine
Negativkontrolle diente die am Xbal-linearisierten Plasmid mit der T3 RNA-
Polymerase generierte sense Sonde. In einer im ,,RNase Protection Kit*“ enthaltenen
Kontrollreaktion wurde auBlerdem ein 255 bp langes RNA-Fragment erzeugt. Die zur
Hybridisierung verwendeten RNA-Proben stammten aus einem Mausembryo des
15. Tages der Tréachtigkeit sowie aus der Niere einer adulten Maus. Als
Negativkontrollen diente RNA aus 3T3-Zellen und tRNA aus der Hefe. Das 255 bp
lange Kontrollfragment wurde mit B-Aktin mRNA hybridisiert, wobei ein 210 bp
groBBes geschiitztes Fragment entstehen sollte. Als GroBenmarker fand ein Mix aus
radioaktiv markierten RNA-Fragmenten unterschiedlicher Linge Verwendung, der
zusammen mit den aus der RNase-Verdauung hervorgegangenen geschiitzten
Fragmenten gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde. So konnte bei dem Ansatz mit
Nieren-RNA eine deutliche, etwa 560 bp grole Bande detektiert werden und auch bei
dem Ansatz mit embryonaler RNA konnte eine allerdings sehr viel schwéchere Bande
gleicher GroBe nachgewiesen werden (s. Abb. 3.9). Daraus lieB sich ein

Transkriptionsstartpunkt ableiten, der ungefahr 580 bp oberhalb vom Start-ATG liegt.
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Abb. 3.9: RNase-Protektionsexperiment. Es wurden je 12 pg Mausembryo- (E) und Mausnieren-RNA
(N), 1 pg 3T3-RNA und 10 pg Hefe-tRNA mit je 5 x 10° cpm radioaktiv markierter antisense-Sonde und
12 pug Mausnieren-RNA mit 6 x 10° cpm radioaktiv markierter sense-Sonde (sN) hybridisiert und
anschlieBend die einzelstrangigen Bereiche enzymatisch abgebaut. In einer im ,,RNase Protection Kit*
enthaltenen Kontrollreaktion (K) wurde ein 210 bp groBes geschiitztes Fragment generiert. Als
GroBenmarker wurden mit der T3 RNA-Polymerase aus verschiedenen geschnittenen Plasmiden

radioaktiv transkribierte RNA-Fragmente unterschiedlicher Lange auf das Gel aufgetragen.

3.5.2 Definition des Transkriptionsstarts durch Primer-Extension

Bei der Primer-Extension kann der Transkriptionsstart durch direkten Vergleich mit
einer Sequenzierungsreaktion bis auf wenige Basenpaare genau lokalisiert werden.
Dazu wurde an Gesamt-RNA mit dem radioaktiv markierten Primer HRF eld4
(s. Abb. 3.4b) eine reverse Transkription durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde aus
HEK/293-Zellen isoliert, die vorher mit dem Plasmid HIF-2 Xbal sowie einem Hif-20-
und einem Ets-1-Expressionsplasmid transient transfiziert worden waren. Nach dem
enzymatischen Abbau der Gesamt-RNA wurde die entstandene cDNA zusammen mit
einer Sequenzierungsreaktion, die mit demselben radioaktiven Primer HRF eld4 am

Plasmid HIF-2 Sacl durchgefiihrt worden war, gelelektrophoretisch aufgetrennt. So
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konnte nach der Autoradiographie des Sequenzgels die Bande der Primer-
Extensionsreaktion einem Thymidin 580 bp oberhalb des Start-ATG zugeordnet
werden, das folglich den Transkriptionsstartpunkt repriasentiert (s. Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Primer-Extensionsexperiment. An 20 pg Gesamt-RNA aus transfizierten HEK/293-Zellen
wurde mit 14 x 10° cpm radioaktiv markiertem Primer HRF e1d4 eine reverse Transkription durchgefiihrt
und anschlieBend die RNA enzymatisch abgebaut. Zusammen mit der bei dieser Primer-
Extensionsreaktion entstandenen cDNA (PE) wurde eine mit dem gleichen Primer durchgefiihrte

Sequenzierungsreaktion in der Reihenfolge G, A, T, C auf das Gel aufgetragen.

3.5.3 Réaumliche Eingrenzung des Transkriptionsstarts durch PCR

Um den mit Hilfe der Primer-Extension ermittelten Transkriptionsstartpunkt zu
bestétigen, wurde an cDNA aus Méusehirn eine 40 Zyklen-PCR mit unterschiedlichen
Primern durchgefiihrt, die teilweise unterhalb, teilweise oberhalb des Trans-
kriptionsstarts binden. Hierfiir wurden die Primer HRF elu5/u3/ull/ul2/ul3 und als
Gegenprimer HRF eld2 verwendet (s. Abb. 3.4b). Als Negativkontrollen wurden PCRs
an cDNA aus HEK/293-Zellen, in denen Hif-2a0 nicht nachgewiesen werden konnte
(s. Abb. 3.1), und ganz ohne DNA-Vorlage durchgefiihrt. 25 ng des Plasmids
HIF-2 10.1Xba in pZErO dienten als DNA-Vorlage bei der Positivkontrolle. Mit den
Primern, die unterhalb bzw. auf Hohe des Transkriptionsstarts lagen (HRF elu5/3/11),

lieBen sich erwartungsgemdf3 Fragmente der entsprechenden GroBe amplifizieren,
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wihrend die weiter 5° gelegenen Primer (HRF elul2/13) kein PCR-Produkt ergaben.
Nach einem Southern-Blot lieBen sich die entstandenen Fragmente bei der
anschlieBenden Hybridisierung mit einer komlementidren Sonde als Hif-2o-spezifische
Amplifikate nachweisen (s. Abb. 3.11). Als Hybridisierungssonde diente ein 360 bp
langes, radioaktiv markiertes PCR-Fragment, das mit den Primern HRF eld2 und
HRF elu5 generiert worden war (s. Abb. 3.4b).

HEK/293 Hirn Negativkontr. Positivkontr.
's 3 111213 '5 3 111213' '5 3 11 1213' '5 3 11 12 13"

FY

‘- 2 iiﬁ‘.

Abb. 3.11: Southern-Blot-Analyse. An cDNA aus 2,5 ng HEK/293- und 2,1 ug Méausehirn-RNA (Hirn)
wurde mit den Primern HRF elu5/3/11/12/13 und HRF eld2 eine PCR durchgefiihrt und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Neben der PCR an cDNA aus Hif-2a-defizienten HEK/293-Zellen
wurde als weitere Negativkontrolle eine PCR ohne DNA-Vorlage durchgefiihrt. Als Positivkontrolle
diente eine PCR an 25 ng des Plasmids HIF-2 10.1Xba in pZErO. Hybridisiert wurde mit einem 360 bp
langen, radioaktiv markierten PCR-Fragment, das mit den Primern HRF e1d2 und elu$ generiert worden

war.

Nachdem nun der Transkriptionsstart von Hif-2or definiert war, zeigte sich, dal3 die
potentielle TATA-Box in einem Abstand vom Transkriptionsstart liegt, in welchem
dieses Strukturelement typischerweise in einem Promotor zu finden ist.

In der Ndhe des Transkriptionsstartpunktes bzw. in einem mehr oder weniger genau
definierten Abstand zu diesem ist aber tiber die TATA-Box hinaus noch mit weiteren,

fiir den Promotorbereich typischen Strukturelementen zu rechnen.

3.6  Suche nach funktionellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen

Als nichstes stellte sich die Frage, an welche der potentiellen Transkriptionsfaktor-
bindungsstellen, die bei der computergestiitzten Suche im Hif-2o-Promotor gefunden
worden waren, auch tatsdchlich Transkriptionsfaktoren binden. Dabei wurden die
Analysen auf die beiden in diesem Zusammenhang am wichtigsten erscheinenden
Transkriptionsfaktoren beschrdnkt: Ets-1, der spezifisch in Endothelzellen exprimiert

wird, sowie Hif-2a selbst, im Hinblick auf eine mogliche Autoregulation. Auflerdem
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sollte die Frage nach einer Interaktion beider Transkriptionsfaktoren bei einer

moglichen Aktivierung des Hif-2o-Promotors geklart werden.

3.6.1 Deletionsklonanalyse

Zuerst wurden unter Verwendung mehrerer im Hif-2o-Promotor gelegener Restriktions-
schnittstellen Deletionsklone von HIF-2 Xbal generiert, um die fiir die Aktivierung
verantwortlichen Bereiche grob einzugrenzen. Dazu wurden mit den Restriktions-
enzymen Apal, Ncol, Sacl bzw. Sacll einerseits, und dem kurz oberhalb des Start-ATG
schneidenden Bsal andererseits Promotorfragmente unterschiedlicher Lénge aus
HIF-2 Xbal ausgeschnitten und in ihrer urspriinglichen Orientierung in den
Luziferasevektor pGL2-Basic kloniert. Es entstanden folgende Deletionsklone, wobei in
Klammern die Lénge des eingefiigten Promotorfragments angegeben ist: HIF-2 Apal
(2380 bp), HIF-2 Ncol (1679 bp), HIF-2 Sacl (1374 bp) und HIF-2 Sacll (614 bp). In
Ermangelung einer geeigneten Schnittstelle wurde dariiberhinaus ein 565 bp langes
PCR-Fragment kloniert, das mit den Primern HRF elu3 und HRF eldl generiert
worden war (s. Abb. 3.4b) und die Bezeichnung HIF-2 elu3 erhielt (s. Abb. 3.12 A).
Zwischen den einzelnen Schnittstellen liegen jeweils ein oder mehrere potentielle Ets-1-
und/oder Hif-20o-Bindungsstellen (s. Abb. 3.13 A). Die basale Promotoraktivitit dieser
fiinf Deletionsklone sowie des Ausgangsklons HIF-2 Xbal wurde nun in HEK/293-
Zellen im Reportergenassay mit der des leeren pGL2-Basic-Vektors verglichen
(s. Abb. 3.12 B). Dabei zeigte sich, dal zwischen HIF-2 Sacl und HIF-2 Sacll ein
grofler und zwischen HIF-2 Sacll und HIF-2 elu3 noch einmal ein kleinerer Riickgang
der basalen Promotoraktivitit zu beobachten ist. Die Aktivitit des Deletionsklons
HIF-2 elu3, der die TATA-Box nicht mehr enthilt, liegt etwa auf dem gleichen Niveau

wie der Vergleichswert von pGL2-Basic, dem leeren Luziferasevektor.
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Abb. 3.12: A Uberblick iber Schnittstellen und Primer innerhalb des Hif-20-Promotorbereichs.

B Vergleich der basalen Aktivitéit verschiedener Deletionsklone des Hif-2o-Promotorbereichs.

Um nun die Aktivierbarkeit des Hif-2o-Promotors durch Ets-1 und Hif-2o sowie eine
mogliche Interaktion dieser beiden Transkriptionsfaktoren bei der Aktivierung des
Promotors zu untersuchen, wurde mit denselben Deletionsklonen noch einmal ein
Reportergenassay durchgefiihrt. Neben der basalen Promotoraktivitit wurde dabei durch
Kotransfektion der/des entsprechenden Expressionsplasmide/s auch die Promotor-
aktivitit bei zusitzlicher Ets-1-, Hif-2a- bzw. Ets-1/Hif-2a-Expression betrachtet
(s. Abb. 3.13 B). Innerhalb dieser einzelnen Ansdtze ist das Verhéltnis der Aktivitdten
der verschiedenen Deletionsklone zueinander &hnlich dem bei der basalen
Promotoraktivitit beobachteten Verhéltnis. Die beiden unterschiedlich hohen
LHAktivititsspriinge zwischen HIF-2 Sacl und HIF-2 Sacll bzw. zwischen HIF-2 Sacll
und HIF-2 elu3 sind hier teilweise noch wesentlich deutlicher zu erkennen. Auerdem

zeichnet sich ein ,,Ausbrechen® der Aktivitit von HIF-2 Ncol aus dem relativ
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einheitlichen Niveau der Aktivititen von HIF-2 Xbal, HIF-2 Apal und HIF-2 Sacl ab.

Die Expression von Ets-1 oder Hif-2a fiihrte jeweils zu einer erhohten Aktivitit aller

Hif-2o-Promotorfragmente auller HIF-2 elu3. Bei HIF-2 Sacll fiel diese allerdings

wesentlich geringer aus als bei den iibrigen vier Konstrukten. Zu einer wirklich

beachtlichen Aktivititssteigerung kam es bei der Ko-Expression von Ets-1 und Hif-2c.

Die Erhohung der Aktivitét aller Konstrukte auler HIF-2 elu3 fiel deutlich tiberadditiv

aus. Aus den so gewonnenen Ergebnissen lieBen sich allerdings keine direkten Riick-

schliisse auf die Funktionalitdt einzelner Transkriptionsfaktorbindungsstellen ziehen, da

jeweils mehrere Bindungsstellen gleichzeitig deletiert wurden (s. Abb. 3.13 A).
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Abb. 3.13: A Uberblick iiber potenticlle ARNT- und Ets-1-Bindungsstellen innerhalb der einzelnen

Deletionsklone des Hif-2a-Promotorbereichs. B Vergleich der Aktivitdt verschiedener Deletionsklone des

Hif-2c-Promotorbereichs mit und ohne Kotransfektion von Hif-20, und/oder Ets-1.
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Um eine Relation zwischen einzelner Bindungsstelle und Promotoraktivitit im
Reportergenassay herzustellen, wurden Deletionsklone konstruiert, die sich jeweils nur
um eine potentielle Hif-2o- bzw. Ets-1-Bindungsstelle unterschieden. Dies wurde durch
PCR mit den Primern Del 1, Del 2, Del 3, elu8, elu9, elul0, Del 4, Del 5, Del 6 und
Del 7 sowie dem Gegenprimer Del* erreicht (s. Abb. 3.4b), die jeweils eine interne
Kpnl- bzw. HindIlI-Schnittstelle enthielten. Die einzelnen PCR-Fragmente wurden
anschliefend in 5'— 3'-Orientierung in den mit den Restriktionsenzymen Kpnl und
HindIII geschnittenen Luziferasevektor pGL2-Basic kloniert. Die dabei entstandenen
Deletionsklone HIF-2 del 1-7, HIF-2 elu8, HIF-2 elu9 und HIF-2 elul( wurden
zusammen mit dem stirksten und schwéchsten Deletionsklon der letzten Versuchsreihe
(HIF-2 Ncol bzw. HIF-2 elu3) im Reportergenassay miteinander verglichen
(s. Abb. 3.14). Beim Vergleich der basalen Aktivititen der einzelnen Promotor-
konstrukte zeigten die Klone bis einschlieBlich HIF-2 Del 5 ein uneinheitliches Bild.
Erst von HIF-2 Del 5 zu HIF-2 Del 6 kam es zu einem deutlichen Riickgang der
Aktivitit, ebenso von HIF-2 Del 6 zu HIF-2 Del 7 und nocheinmal von HIF-2 Del 7 zu
HIF-2 elu3, einhergehend mit dem Verlust der CAAT-Box, dreier Sp1-Bindungsstellen
bzw. der vierten Sp1-Bindungsstelle und der TATA-Box (s. Abb. 3.4).
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Abb. 3.14: A Uberblick iiber die 5’-Enden der einzelnen PCR-generierten Deletionsklone in Relation zu
den potentielle ARNT- und Ets-1-Bindungsstellen des Hif-2o-Promotorbereichs. B Vergleich der basalen

Aktivitat der PCR-generierten Deletionsklone des Hif-2a-Promotorbereichs.

99



Ergebnisse

Beim Vergleich derselben Deletionsklone unter Expression von Hif-2a, Ets-1 bzw.
Hif-2o0 und Ets-1 fanden sich die bereits bei der basalen Aktivitit beobachteten
AktivititseinbuBBen bestitigt (s. Abb. 3.15). AuBBerdem zeigte sich hier zusétzlich eine
deutliche AktivitdtseinbuBle von HIF-2 elu8 zu HIF-2 elu9, die sich um eine potentielle
Ets-1-Bindungsstelle unterscheiden (s. Abb. 3.14 A).
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Abb. 3.15: Vergleich der Aktivitdt der PCR-generierten Deletionsklone des Hif-20-Promotorbereichs mit

und ohne Kotransfektion von Hif-2o und/oder Ets-1.

Da die verminderte Aktivitit von HIF-2 Del 6, HIF-2 Del 7 und HIF-2 elu3 im
Reportergeassay wohl eher auf den Verlust basaler Promotorstrukturelemente
zuriickzufiihren war, lieB sich auch mit dem Einsatz dieser speziell entworfenen
Deletionsklone immer noch keine Aussage zur Funktionalitdt der einzelnen Hif-2at- und
Ets-1-Bindungsstellen machen. Aus diesem Grund wurden nun die einzelnen
Bindungsstellen durch gezielte Mutationen inaktiviert und im Reportergenassay

untersucht.
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3.6.2 Mutationsklonanalyse

Um Konstrukte zu erhalten, die sich wirklich nur beziiglich ihrer Hif-2o- bzw. Ets-1-
Bindungsstellen voneinander unterschieden, wurden mit dem ,,QuikChange™ XL
Site-Directed Mutagenesis Kit“ die Mutationsklone HIF-2 mut 2-9 generiert
(s. Abb. 3.17 A). Dazu wurde das Plasmid HIF-2 Xbal jeweils mit einem upstream-
Primer (mut2-9 u) und einem dazu revers komplementiren downstream-Primer
(mut2-9 d) repliziert, die sich im Kernbereich der Transkriptionsfaktorbindungsstelle

um drei bis fiinf Basenpaare von der Vorlage unterschieden:

Hif-200 -25 GCTGACAGCCGAGGAGGCCGGACATTCGAGAGCGGCCGG  +14
NRRRNRERRENNRRTY NURNENNRERENANES

mut2 GCTGACAGCCGAGGAGGCATTGCATTCGAGAGCGECCGE

Hif-20 +8 CGGCCGGTGTACAGCTCCGGAGTCCGCAGCGCTCCGC — +44
||||||||||||||||| RENNNRERRNNNRNS

mut 3 GGTGTACAGCTCATTGGTCCGCAGCGCTCCGC

Hif-200 -155 CGGGGCAGGCAGCCAGCGTGCGGGGCGGGGCTTCTC -120

mut4 CGGGGCAGGCAGCCAAGAGACGGGGCGGGGCTTCTC

Hif-200 -282 GTTCTGCGGAAGGAGGAGGAAGGGCAGGCGGGCGC -248

muth GTTCTGCGGAAGGAGGATTGAGGGCAGGCGGGCGC

Hif-200 -509 GGCTGGGCGCTCGCTGCACGCCCTAGCTGCGCTCGCG -473

muté GGCTGGGCGCTCGCTGTCTCTCCTAGCTGCGCTCGCG

Hif-200 -545 GGACTATAGCAGTACCCGGAAGCGGGGGGGGGGGTTGG -508

mut?7 GGACTATAGCAGTACCATTGAGCGGGGGGGGGGGTTGG

Hif-200 -934 GGGCACATCCAGTGATTTGGGAACACGCTATCAACACATCCCAACATC -887

mut8 GGGCACATCCAGTGATTTGGGAATCTCCTATCAACACATCCCAACATC

Hif-200 -958 TGTATCCTTCGAACCCCGGAAGGGCACATCCAGTGATTTGGG - 914
||||||||||||||||||| SENNRSRNARNNARNNARNNY

mut 9 TGTATCCTTCGAACCCATTGAGGGCACATCCAGTGATTTGGG
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Beim Vergleich der Mutationsklone miteinander und mit dem Ausgangsplasmid
HIF-2 Xbal zeigte sich im Reportergenassay, dall die basale Promotoraktivitit fast aller
Konstrukte auf ein und demselben Niveau lag. Lediglich bei HIF-2 mut 8 war sie um
mehr als die Hilfte erniedrigt (s. Abb. 3.16). AuBerdem war die Promotoraktivitit aller
acht Mutationsklone niedriger als die des Wildtyp-Konstruktes HIF-2 Xbal.
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Abb. 3.16: Vergleich der basalen Aktivitét der verschiedenen Mutationsklone.

Auch bei zusitzlicher Expression von Hif-2o sowie Hif-2ar und Ets-1 war eine um iiber
die Halfte reduzierte Aktivitat von HIF-2 mut 8 zu erkennen (s. Abb. 3.17 B). Wurde
nur Ets-1 exprimiert, trat dagegen ein ziemlich inhomogenes Aktivititsmuster der
einzelnen Mutationsklone auf. Auflerdem war bei Koexpression von Hif-2o und Ets-1

wieder ein deutlich tiiberadditiver Effekt zu erkennen.
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Abb. 3.17: A Uberblick iiber die mutierten ARNT- und Ets-1-Bindungsstellen der einzelnen
Mutationsklone. B Vergleich der Aktivitdt verschiedener Mutationsklone des Hif-20-Promotorbereichs

mit und ohne Kotransfektion von Hif-2o, und/oder Ets-1.

Bis auf die HIF-2-Bindungsstelle, die in HIF-2 mut 8 mutiert worden war und der
offensichtlich eine besondere Rolle zukommt, schienen die untersuchten Transkriptions-
faktorbindungsstellen alternativ benutzt zu werden, da die einzelne Inaktivierung der
iibrigen Bindungsstellen zu keinerlei AktivitdtseinbuBBen flihrte. Um eine direkte
Interaktion von Transkriptionsfaktor und Bindungsstelle nachzuweisen, bedurfte es

daher weiterer Experimente.
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3.7 Transkriptionsfaktor-Bindungsanalysen

Mit Gelretardierungsexperimenten kann man untersuchen, ob potentielle Bindungs-
stellen durch Transkriptionsfaktoren besetzt werden oder nicht. Durch den Einsatz von
spezifischen Antikdrpern ist es anschlieBend moglich, in einem Bindungskomplex einen
ganz bestimmten Transkriptionsfaktor nachzuweisen.

Durch eine DNasel footprint Analyse konnen fiir einen begrenzten Sequenzabschnitt
evtl. vorhandene Bindungskomplexe sichtbar gemacht werden, ohne allerdings eine

Aussage dariiber treffen zu konnen, welche Faktoren an der Bindung beteiligt sind.

3.7.1 Gelretardierungsexperimente

Inkubiert man radioaktiv markierte Oligonukleotide, die bestimmte Bindungsstellen
enthalten, mit den daran bindenden Transkriptionsfaktoren, so ist bei einer an-
schlieBenden Gelelektrophorese eine Bandenverschiebung gegeniiber dem Oligo-
nukleotid ohne daran gebundenes Protein zu beobachten. Die Intensitit der Banden
kann durch Zugabe von nichtmarkiertem Oligonukleotid (Kompetition) abgeschwicht,
der Komplex selbst durch Bindung eines spezifischen Antikorpers vergréBert und die
Bande dementsprechend noch weiter verschoben werden (supershift).

Als erstes wurde ein annealing der einzelstringigen Oligonukleotide BS1-3 und
BS1-3 ns mit den zu diesen reverskomplementdren Oligonukleotiden BS1-3 rk bzw.
BS1-3 rk ns durchgefiihrt (s. Abb. 3.4b). Die dabei entstandenen doppelstringigen
Oligonukleotide beinhalteten jeweils eine der drei ARNT-Bindungsstellen an Position
-910, -490 bzw. -140 in nichtmutierter (CAGAGA, BSI1-3) bzw. in der zu einer
nonsense Bindungsstelle mutierten Form (GGCGTG, BS1-3 ns). Nach deren Inkubation
mit Kernextrakt normoxischer BAE-Zellen konnte zunéichst eine Bandenverschiebung
(shift) bei BS1 und BS3 im Vergleich zu BS1 ns und BS3 ns beobachtet werden, die
jedoch nicht reproduzierbar war. Auch der Versuch, mit anti HIF-2a. Antiserum einen
supershift zu erreichen, mifllang, da hier ebenfalls der anfanglich beobachtete shift nicht
erfolgte. Eine Aussage iiber eine mogliche HIF-2o-Bindung an eine der drei ARNT-
Bindungsstellen konnte also mit Hilfe der Gelretardierungsexperimente nicht getroffen

werden.
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3.7.2 DNasel footprint-Analyse

Lagern sich in vitro an einen Abschnitt nackter DNA Proteine an, wird an dieser Stelle
eine statistische Spaltung durch DNase I verhindert, so dal3 hier bei der Betrachtung der
Restriktionsleiter protegierte Bereiche sichtbar werden. Diese werden hdufig von
DNase I-hypersensitiven Bereichen flankiert.

Fir die DNasel footprint-Analyse wurden mit den Primern Bd1-4 und Bul-4
(s. Abb. 3.4b) etwa 320 bp grof3e Fragmente generiert (HRF 1-4), die jeweils eine oder
mehrere potentielle ARNT- bzw. Ets-1-Bindungsstellen beinhalteten (s. Abb. 3.18 A),
und zusammen mit BAE-Kernextrakt im Experiment eingesetzt. Dabei wurde zwischen
der in HRF 1 enthaltenen ARNT- und Ets-1-Bindungsstelle (Pos. -910 und -940) ein
deutlich protegierter Bereich gefunden, der von DNase I-hypersensitiven Bereichen
umgeben war (s. Abb. 3.18 B links). Stromaufwirts direkt im Anschluf} lag ein weiterer
protegierter Bereich, dem allerdings keine potentielle Transkriptionsfaktor-
bindungsstelle zugeordnet werden konnten. Bei einer Wiederholung des Experimentes
mit nichtendothelialem HEK/293-Kernextrakt konnte gezeigt werden, daf3 die beiden im
vorangegangenen Experiment protegierten Bereiche nun nicht mehr protegiert wurden,
was auf endothelspezifische Bindungsstellen hindeutet (s. Abb. 3.18 B rechts). Fiir die
anderen untersuchten ARNT- und Ets-1-Bindungsstellen konnte mit der DNasel

footprint-Analyse keine Proteinbindung nachgewiesen werden.
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Abb. 3.18: A Uberblick iiber die zur DNasel footprint-Analyse eingesetzten Fragmente HRF 1-4 in
Relation zu den potentielle ARNT- und Ets-1-Bindungsstellen des Hif-2o-Promotorbereichs. B DNasel
footprint-Analyse des Fragmentes HRF 1 mit BAE- (links) und HEK/293-Kernextrakt (rechts); die
eingesetzte Menge ist in pg angegeben. Links ist jeweils die GA-Leiter einer Maxam-Gilbert-
Sequenzierungsreaktion aufgetragen (S). Als Kontrolle ist ein Ansatz mit 10 pg BSA statt Kernextrakt

aufgetragen (B). DNasel-hypersensitive Bereiche sind mit Pfeilen markiert
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Die ARNT-Bindungsstelle an Pos. -910, deren Mutation im Klon HIF-2 mut 8 bereits
zu einem deutlichen Aktivititsverlust im Reportergenassay gefiihrt hatte
(s. Abb. 3.17 B), scheint also an der Bindung eines groferen Proteinkomplexes beteiligt
zu sein. Darliberhinaus sieht es so aus, als sei diese Bindung endothelspezifisch, da sie
nur mit Kernextrakt endothelialer BAE-Zellen zu beobachten war.

Eine noch offene Frage war, ob die Spezifitit des Promotors in vivo flir endotheliale
Expression stark genug sein wiirde, um diese auch in transgenen Madusen

wiederzufinden.

3.8 Analyse des Hif-20-Promotors in transgenen Miiusen

Um eine mdogliche, durch den Hif-2a-Promotorbereich vermittelte endotheliale
Expression auch in vivo nachzuweisen, wurde zundchst ein entsprechendes
B-Galaktosidase-Reportergenkonstrukt hergestellt. Dazu wurden 2380 bp Hif-20-
Promotor aus HIF-2 Apal ausgeschnitten und in pcDNA3.1/Myc-His/lacZ vor die LacZ-
Kassette kloniert, die das Gen enthilt, welches fiir die Synthese der B-Galaktosidase aus
E.coli kodiert. Das so entstandene Konstrukt erhielt den Namen HIF-2 Apa in pcDNA.
Nachdem bei seiner transienten Transfektion in HEK/293-Zellen eine Expression von
LacZ nachgewiesen werden konnte, wurde es fiir die Oozyteninjektion zur Erzeugung
transgener Maiuseembryonen eingesetzt. Speziell aufgereinigte DNA wurde am
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Zellbiologie in Bad Nauheim in Pronuklei von
Mausoozyten injeziert. Hierbei wird die Fremd-DNA an zufilligen Stellen des Genoms
integriert. AnschlieBend wurden die Oozyten in den Eileiter einer pseudotrichtigen
Maus transferiert. Die Integration des Reportergenkonstruktes im Genom der
Embryonen wurde durch Genotypisierung nachgewiesen. Durch histochemischen
Nachweis des B-Galaktosidase-Reporters konnte keine endothelspezifische Expression
gezeigt werden, sondern lediglich eine Expression im ZNS. Eine deutliche, durch den
histochemischen Nachweis von LacZ erzeugte Blaufirbung ist in Riickenmark und

Kleinhirnanlage zu erkennen (s. Abb. 3.19 sowie Tab. 3.1).
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Abb. 3.19: LacZ-Féarbung zweier transgener Mausembryonen (Tag 10,5 der Embryonalentwicklung,
20fache VergroBerung). Das Reportergen steht unter der Kontrolle eines 2380 bp groBen Hif-2a-

Promotorfragmentes.

Der Promotor alleine ist also offenbar nicht ausreichend fiir eine endothelspezifische
Expression von Reportergenen. Es stellte sich nun die Frage, ob fiir eine endotheliale
Expression von Hif-2aw weitere Elemente benotigt werden, wie dies beispielsweise fiir
Flk-1 und TIE2 beschrieben wurde (Kappel et al., 1999; Schlaeger et al., 1997). An der
endothelialen Expression dieser beiden Rezeptortyrosinkinasen sind Verstarkerelemente
im ersten Intron maBgeblich beteiligt. Also wurde das Reportergenkonstrukt
HIF-2 lacZ prom/int 5 hergestellt, bei dem der 1,27 kb groBe Intron 1-Bereich aus
HIF-2 10.1Xba in pZErO (20 bp Exon 1, 1265 bp Intron 1) in das Konstrukt
HIF-2 Xbal/LacZ in einiger Entfernung (getrennt durch die 3,4 kb grof3e LacZ-Kassette)
hinter den 3,37 kb groBen Hif-20-Promotorbereich kloniert wurde (s. Abb 3.20 A).
Doch auch diesmal wurde das Reportergen nicht endothelspezifisch sondern neuronal
wie im vorangegangenen Transgenexperiment exprimiert (s. Abb. 3.20 B sowie

Tab. 3.1).

108



Ergebnisse

-2805 +561 +584 +1857

Abb. 3.20: A Aufbau des Reportergenkonstruktes HIF-2 lacZ prom/int 5. Das B-Galaktosidase-Gen in der
LacZ-Kassette steht unter der Kontrolle des 3366 bp grofen Hif-20-Promotorfragmentes (-2805 bis
+562) und des 1273 bp groen mutmaBlichen Verstirkerelementes im ersten Intron von Hif-2ot (+584 bis
+1857). B links: LacZ-Féarbung eines transgenen Mausembryonen (Tag 10,5 der Embryonalentwicklung,
18fache VergroBerung). Das Reportergen steht unter der Kontrolle eines 3366 bp groBen Hif-20i-
Promotorfragmentes sowie eines 1273 bp groBen mutmaBlichen Verstirkerelementes aus dem ersten
Intron von Hif-2a. rechts: Einer der transgenen Embryonen aus der gleichen Versuchsreihe, bei dem es

zu keiner LacZ-Fiarbung kam.

Das 1,27 kb lange Fragment aus dem ersten Intron von Hif-2at schien die fiir eine
endotheliale Expression notwendigen Elemente also nicht zu enthalten. Deshalb
wurde ein  Reportergenkonstrukt generiert, welches ein groferes Stiick vom
Intron 1 enthielt (HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ). Dazu wurde aus dem Konstrukt
HIF-2 Intronl-Fragment A (s. Abs. 3.2) ein 5658 bp grofles Fragment ausgeschnitten,
das neben 20 bp aus dem Exon 1 auch 5638 bp des ersten Introns von Hif-2¢a: enthielt.
Dieses wurde nun ebenfalls in HIF-2 Xbal/LacZ hinter die LacZ-Kassette kloniert und
im Transgenexperiment eingesetzt (s. Abb. 3.21 A). Bei den aus diesen Experimenten
hervorgegangenen transgenen Embryonen liel sich in keinem einzigen Fall eine

Expression von LacZ nachweisen (s. Abb. 3.21 B sowie Tab. 3.1).
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-2805 +561 +584 +6242

Abb. 3.21: A Aufbau des Reportergenkonstruktes HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ. Das B-Galaktosidase-Gen
in der LacZ-Kassette steht unter der Kontrolle des 3366 bp grofen Hif-20-Promotorfragmentes (-2805 bis
+562) und des 5658 bp groflen mutmaBlichen Verstarkerelementes im ersten Intron von Hif-2ou (+584 bis
+6242). B Zwei der fiinf transgenen Mausembryonen (Tag 10,5 der Embryonalentwicklung, 18fache
Vergroferung), bei denen keine LacZ-Farbung auftrat. Das Reportergen steht unter der Kontrolle eines
3366 bp groBen Hif-2o-Promotorfragmentes sowie eines 5658 bp grofen mutmallichen Verstirker-

elementes aus dem ersten Intron von Hif-20.

Die folgende Tabelle falit die Ergebnisse der Transgenanalyse zusammen:

Konstrukt transgene neuronale ektopische keine
Embryonen Expression Expression Expression
HIF-2 Apa in pcDNA 7 4 1 2
HIF-2 lacZ prom/int 5 12 5 1 6
HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ 5 0 0 5

Tab. 3.1: Statistische Auswertung der drei verschiedenen Ansétze von Transgenexperimenten.

Die Transgenexperimente zeigten somit zwei Dinge ganz deutlich: Weder der
untersuchte Hif-2o-Promotorbereich noch der untersuchte Intronbereich von Hif-2a
sind in der Lage, eine endotheliale Expression von Reportergenen zu induzieren.
Dariiberhinaus hat der untersuchte Bereich aus dem Intron 1 keinerlei die Expression
verstirkende Wirkung, da er die vom Promotor induzierte neuronale Expression in
keinster Weise verstirkt, sondern im Gegenteil sogar zu hemmen scheint. Somit
konnten in dem Teil des Introns, der nur im gréBeren untersuchten Intronfragment

enthalten war, Sequenzbereiche mit hemmender Wirkung liegen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Promotor des murinen Hif-20-Gens
charakterisiert. Ein Abschnitt von 820 bp Léange stromaufwirts des Start-ATG
repriasentiert den minimalen Promotor. Hierin finden sich mehrere Konsensus-
Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Hif-2a. In zelluldren
Reportergen-Tests konnte eine stark iiberadditive Aktivierung der durch den Hif-20-
Promotor getriebenen Transkription durch Hif-2o0 und Ets-1 nachgewiesen werden.
Dieser Zusammenhang konnte die vorwiegend endotheliale Expression des Hif-20-
Gens begriinden, da auch Ets-1 ein stark endothelial exprimierter Transkriptionsfaktor
ist (Vandenbunder et al., 1989; Wernert et al., 1992), der somit kooperativ die
Autoregulation der Hif-2o-Expression unterstiitzen und als Stellglied fiir die Expression
des Hif-2or wéhrend der Entwicklung fungieren konnte. Sowohl Ets-1 als auch Hif-2a
sind in Endothelzellen wihrend der Angiogenese sowohl im Embryo als auch in
pathologischen Geweben (z.B. Tumoren) hoch exprimiert (Wernert et al., 1994;
Flamme et al., 1997; Favier et al., 1999; Elvert et al., 1999; Jones et al., 2001). Im
Gegensatz hierzu finden sich im Promotor des eng verwandten Hif-1o-Gens keinerlei
Bindungsstellen fiir endothelspezifische Transkriptionsfaktoren. Uberdies zeigt die
Expression der Hif-1o.-mRNA kein gewebespezifisches Muster. Die spezifischen Hif-
20~ und Ets-1-Bindungsstellen im Hif-2o-Promotor dienen jedoch offenbar nur als
Verstirkerelemente der endothelialen Expression, bestimmen aber nicht die
Endothelspezifitit der Expression. Dies konnte durch Transgenexperimente in dieser
Arbeit gezeigt werden. Die endothelialen Restriktionselemente des Hif-2a-Gens liegen

offenbar auBerhalb des hier identifizierten Promotorbereichs.

4.1 Die Promotoraktivitit in unterschiedlichen Zellinien gibt das

Expressionsmuster in vivo wieder

Bei der Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde wurde Hif-2o im Northern-Blot in
der Gesamt-RNA der endothelialen HUE-Zellen nachgewiesen, wéhrend bei allen nicht
endothelialen Zelllinien (L929, HEP 1 C4, COS, HEK/293 und 3T3) keine Hif-20-
mRNA detektiert werden konnte. Ebenso zeigte sich mit einem 3,4 kb langen Hif-20.-

Promotorfragment im Reportergenassay in den endothelialen HUVECs eine mindestens
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dreifach hohere Promotoraktivitit im Vergleich zu den verwendeten nicht endothelialen
Zelllinien (HEK/293, 3T3, COS, Q2nB, CEF und HEP 1 C4). Bei der zweiten
getesteten endothelialen Zelllinie (BAE) war die gemessene Promotoraktivitit
allerdings nur unwesentlich hoher als bei denjenigen nicht endothelialen Zellen mit der
groBten Aktivitdt (HEK/293 und COS). Ein Grund hierfiir konnte die Tatsache sein, daf3
sich BAE-Zellen nicht mit der fiir alle {brigen Zelllinien verwendeten
Transfektionsreagenz transfizieren lieBen und hier deshalb die Methode der
Elektroporation angewendet wurde. Auch damit lieBen sich die BAE-Zellen nur sehr
schlecht transfizieren und die gemessenen Aktivititen lagen um mehrere
Zehnerpotenzen unter denen der iibrigen Zellen. Dadurch konnte u.U. die
Vergleichbarkeit nur noch bedingt gewdhrleistet sein. Eine endothelspezifische
Promotoraktivitdit von Hif-2ot konnte mit den Ergebnissen aus Northern-Blot und
Reportergenassay eindeutig gezeigt werden. Es bestand also die berechtigte Hoffnung,
bei einer Analyse des Hif-2o-Promotors Strukturelemente zu identifizieren, die eine

endothelzellspezifische Expression vermitteln.

4.2  Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotorstrukturelemente

Genexpression wird weniger bestimmt durch einen einfachen, additiven EinfluB3 der
unterschiedlichen an einem Promotor bindenden Transkriptionsfaktoren, als vielmehr
durch eine Interaktion in unmittelbarer Nachbarschaft bindender Transkriptionsfaktoren.
Dabei bilden sich aus Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren und anderen Proteinen
zusammengesetzte Multiproteinkomplexe, die durch unterschiedlich stark ausgeprigte
hemmende und synergistische Effekte eine spezifische Genexpression erst moglich
machen.

Im folgenden werden die im Promotorbereich und im ersten Intron von Hif-2o
identifizierten potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotorstruktur-
elemente im Hinblick auf andere endothelspezifische Promotoren diskutiert.

Spl- und GATA-Bindungsstellen wurden bereits in einer Vielzahl von Promotoren
endothelial exprimierter Gene gefunden. So wurden beispielsweise funktionelle Spl-
Bindungsstellen in vitro fiir eine maximale endotheliale Expression der Promotoren von
KDR/Flk-1, PDGF, eNOS und ICAM-2 benétigt, wihrend GATA-Bindungsstellen als
positive Regulatorelemente in P-Selektin-, von Willebrand Faktor-, Endothelin-1-,

VCAM-1-, PECAM-1-, ICAM-2- und eNOS-Promotoren identifiziert wurden (Cowan
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et al., 1998; Zhang et al., 1995; Pan et al., 1993; Patterson et al., 1997; Jahroudi et al.,
1994; Khachigian et al., 1994 und Lee et al., 1991; Gumina et al., 1997). Aber auch im
KDR/flk-1-Gen wurden GATA-Konsensusmotive und im f/z-/-Gen Sp1-Bindungsstellen
gefunden (Patterson et al., 1995; lkeda et al., 1996). Das GATA-bindende Protein
GATA-2 wird in Endothelzellen exprimiert (Wilson et al., 1990). Fiir das endothelial
exprimierte Prdproendothelin-1-Gen wurde eine synergistische Aktivierung durch
GATA-2 und AP-1 beschrieben, ein Transkriptionsfaktor, der durch zelluldren und
oxidativen Stress sowie durch eine Vielzahl anderer Stimuli aktiviert wird (Kawana
et al., 1995). Da GATA-2, AP-1 und Spl aber in sehr vielen verschiedenen Geweben
auftreten, spielen diese Faktoren wohl eher eine Nebenrolle beziiglich der
endothelspezifischen Expression der aufgezdhlten Gene. Dennoch wurde fiir den
KDR/FIk-1-Promotor gezeigt, dal wichtige Spl-Bindungsstellen in vivo nur in
endothelialen Zellen besetzt sind, in nicht-endothelialen Zellen Spl aber von der
Bindung ausgeschlossen ist, wahrscheinlich bedingt durch einen Wechsel in der
Chromatinstruktur (Patterson et al., 1997).

E-Box-Motive wurden auller im KDR/Flk-1- und im PECAM-I-Promotor
beispielsweise im Promotorbereich von APEG-1 (aortic preferentialy expressed gene-1)
gefunden, wo es als zellspezifisches Verstiarkerelement wirkt (Patterson et al., 1995;
Gumina et al., 1997; Hsieh et al., 1999). Fiir die beiden E-Box-bindenden
Transkriptionsfaktoren USF1 und USF2 wurde im Promotor von TGF-beta2? eine
kritische Rolle in Bezug auf dessen Promotoraktivitit nachgewiesen (Scholtz et al.,
1996).

An Position -286 des Hif-2a-Promotors findet sich eine Sequenz von 8 bp, die bis auf
eine Abweichung in einem Basenpaar einem palindromischen Oktamer (CAGATCTG)
gleicht, das urspriinglich im Promotor von Tiel bei der Maus entdeckt wurde (Korhonen
et al., 1995b). Aber auch im Tie2-Gen der Maus und im menschlichen /CAM-2-Gen
sowie (bei einer Konservierung von sieben der acht Basenpaare) im Tie/-Promotor des
Menschen und im /CAM-2-Promotor der Maus konnte es nachgewiesen werden
(Schlaeger et al., 1997; Cowan et al., 1998; Xu et al., 1992). Diese Sequenz konnte
zwar noch keiner Transkriptionsfaktorbindungsstelle zugeordnet werden, ihre besondere
Rolle in Bezug auf die Genregulation wird aber z.B. daran deutlich, daB3 bei einer
Mutation innerhalb der palindromischen Sequenz die Promotoraktivitit von ICAM-2 in

BAEC-Zellen um 70% zuriickgeht (Cowan et al., 1998).
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In unmittelbarer Ndhe des Transkriptionsstartpunktes an Position -175 des Hif-20-
Promotors (s. 4.5) findet sich auf dem nicht kodierenden Strang eine CAAT-Box, eines
der wenigen typischen RNA Polymerase II-Promotorelemente (Bucher, 1990). CAAT-
Boxen in dieser Orientierung wurden schon in vielen eukaryotischen Genen gefunden
(Graves et al., 1986; Benoist et al., 1980; Kim und Lee, 1991). Noch nédher am
Transkriptionsstartpunkt an Position —37 konnte eine TATA-Box identifiziert werden,
die dem Konsensusmotiv einer Muskel-TATA-Box entsprach (Bucher, 1990). Obwohl
die meisten endothelspezifisch exprimierten Gene TATA-lose Promotoren besitzen
(Ets-1, eNOS, KDR/Flk-1, Tiel, Tie2, VE cadherin, PECAM-1, ICAM-2), weisen auch
einige eine TATA-Box auf, wie z.B. fI¢-1 an Position —31 oder von Willebrand Faktor
an Position —30 (Mavrothalassitis et al., 1990; Patterson et al., 1995; Marsden et al.,
1993; Korhonen et al., 1995a; Dube et al., 1999; Gory et al., 1998; Almendro et al.,
1996, Cowan et al., 1998; Morishita et al., 1995). Die Tatsache, da3 CAAT- und
TATA-Box bei Hif-2a0 in einem fiir diese Elemente iiblichen Abstand vom
Transkriptionsstartpunkt liegen und daf3 sie in der Promotorsequenz zwischen Maus und
Mensch zu 100% konserviert sind sowie der im Reportergenassay bei ihrer Deletion
bzw. Mutation beobachtete signifikante Riickgang der Promotoraktivitit lassen eine
Funktionalitét beider Strukturelemente als gesichert erscheinen.

Die Expression zahlreicher endothelialer Gene kann durch vom Blutflul verursachte
Scherkrifte beeinfluBt werden (zur Ubersicht s. Topper und Gimbrone, 1999).
Vermittelt wird dies durch sog. ScherstreB-induzierbare Elemente (SSREs), deren
konservierte Kern-Bindungssequenz GAGACC in den Promotoren vieler endothelialer
Gene gefunden wurde (Resnick et al., 1993). Zwei mogliche SSREs wurden auch bei
Hif-2o0 an Position +555 im 5°-UTR sowie an Position +2102 im ersten Intron
gefunden, wobei erwidhnt werden muf3, da3 alle anderen bisher identifizierten SSREs
oberhalb des Transkriptionsstartpunktes liegen. Es bliebe also zu untersuchen, ob fiir
Hif-2a eine ScherstreB3-Induzierbarkeit nachgewiesen werden kann, die evtl. auf eines
dieser SSREs zuriickzufiihren ist.

Im Flt-1-Promotor ist im 5'-UTR ein cyclic AMP (cAMP)-responsive element (CRE) zu
finden, das sich als essentiell fiir die basale Transkription herausstellte (Morishita et al.,
1995). AuBlerdem weist vieles darauf hin, dafl eine enge kooperative Verbindung
zwischen dem CRE-bindenden Protein (CREB) und Ets-1 besteht, fiir welches im Flz-1-
Promotor in unmittelbarer Ndhe des CRE eine Bindungsstelle gefunden wurde (Wakiya

et al., 1996). Eine solche CRE findet sich auch im 5°-UTR von Hif-2a.. Das CREB-
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bindende Protein (CBP) vermittelt Interaktionen zwischen verschiedenen DNA-
bindenden Proteinen und gilt u.a. als wichtiger Vermittler der synergistischen und
antagonistischen  Interaktionen = zwischen Ets-1 und seinen  zahlreichen
Transkriptionsfaktor-Partnern (Yang et al,, 1998). Einige dieser mit Ets-1
kooperierenden Faktoren konnen auch eine Bindung mit CBP eingehen; ein Beispiel
hierfiir ist AP-1 (Wasylyk et al., 1990).

Funktionelle Ets-1-Bindungsstellen sind in den Promotoren vieler endothelspezifisch
exprimierter Gene zu finden, darunter Flt-1, eNOS, vWF, Tiel, Tie2, VE-Cadherin und
ICAM-2 (Morishita et al., 1995; Karantzoulis-Fegaras et al., 1999; Schwachtgen et al.,
1997; Iljin et al., 1999; Dube et al., 1999; Gory et al., 1998; Cowan et al., 1998).
Ebenso konnte in einem im ersten Intron von Tie2 gelegenen Verstirkerelement eine
funktionelle Ets-1-Bindungsstelle nachgewiesen werden (Schldger et al., 1997). Aber
auch das Ets-1-Gen selbst, in dessen Promotor Ets-1-Bindungsstellen zu finden sind,
kann durch eine Uberexpression von Ets-1 transkriptionell hochreguliert werden (Seth
und Papas, 1990). Da auch der Hif-2o~Promotor Hif-20- bzw. ARNT-Bindungsstellen
enthélt, konnte hier eine dhnliche Autoregulation stattfinden. Es lag also nahe, die im
Promotor von Hif-2at lokalisierten Hif-20- und Ets-1-Bindungsstellen auf ihre

Funktionalitét hin zu untersuchen.

4.3  Funktionelle Analyse der Hif-20.- und Ets-1-Bindungsstellen

4.3.1 Erste Deletionsklon-Analyse

Um den Hif-20-Promotor in einzelne Bereiche unterteilen zu konnen, die dessen
Aktivitdt erhohen, hemmen oder keinen Einflul auf die Promotoraktivitit nehmen,
wurde der im Klon HIF-2 Xbal enthaltene Promotorbereich (-2805 bis +561) im
Reportergenassay mit verschiedenen Deletionsklonen verglichen, die jeweils vom
5’-Ende her um ein unterschiedlich langes Stiick verkiirzt waren. Dabei unterschied sich
der Deletionsklon HIF-2 Apal (-1819 bis +561) in seiner Promotoraktivitdt praktisch
nicht vom Ausgangskonstrukt HIF-2 Xbal. Die etwa 1000 bp am 5°- Ende des Hif-2o-
Promotorbereichs scheinen demnach nicht an dessen Aktivierung beteiligt und die in
diesem Bereich liegenden Ets-1- und Hif-2o-Bindungsstellen nicht funktionell zu sein.
Im Vergleich dazu konnte beim Deletionsklon HIF-2 Ncol (-1118 bis +561) eine
zunédchst nur schwach, unter gednderten Versuchsbedingungen (Koaktivierung durch

115



Diskussion

Ets-1 und Hif-20., s.u.) jedoch signifikante Erh6hung der Promotoraktivitdt beobachtet
werden, wéhrend die Ativierung durch HIF-2 Sacl (-813 bis +561) wieder auf dem
Ursprungsniveau lag. Ein moglicher Erkldarungsversuch dieser Erhohung wire das
Zusammenspiel zweier unterschiedlicher Faktoren: Ein 5° der Ncol-Schnittstelle
gelegenes hemmendes regulatorisches Element, dessen Wegfall bei HIF-2 Ncol zu einer
Aktivititserhohung  filhren sowie zwei nebeneinanderliegende  funktionelle
Transkriptionsfaktorbindungsstellen fiir Ets-1 (-935) bzw. Hif-2a0 (-910) zwischen
Ncol- und Sacl-Schnittstelle, deren Wegfall bei HIF-2 Sacl trotz des fehlenden
hemmenden Elements eine Erniedrigung der Aktivitdt im Vergleich zu HIF-2 Ncol
bewirken konnte. Bei HIF-2 Sacll (-53 bis +561) kommt es noch einmal zu einer
deutlichen Aktivititseinbulle, die vom Verlust der zwischen Sacl- und Sacll-
Schnittstelle liegenden Ets-1- und Hif-20o-Bindungsstellen herriihren konnte. In diesem
Abschnitt liegen an Position —525 und —490 in unmittelbarer Néhe zueinander zwei
potentielle Bindungsstellen fiir Ets-1 bzw. Hif-2a sowie eine weitere Ets-1- (-265) und
Hif-2o-Bindungsstelle (-135). Auerdem ist in HIF-2 Sacll die CAAT-Box nicht mehr
enthalten, was zwangsldufig zu einer Behinderung der Transkriptionsmaschinerie und
damit ebenfalls zu einem Riickgang der Promotoraktivitdt im Reportergenassay fithren
miifite. Der vollstindige Aktivititsverlust bei HIF-2 elu3 (+18 bis +580) mull mit dem
Verlust der TATA-Box erklért werden.

4.3.2 Uberadditiver Effekt von Ets-1 und Hif-2¢ auf den Hif-20-Promotor

Um die Moglichkeit der Autoregulation von Hif-2a sowie eine mdgliche Regulation des
Hif-2o-Promotors durch Ets-1 zu untersuchen, wurde der Reportergenassay mit den
unterschiedlichen Deletionsklonen wiederholt und Expressionsplasmide von Ets-1 und
Hif-2a einzeln sowie in Kombination kotransfiziert. Wahrend Ets-1 und Hif-2a alleine
jeweils schon zu einer deutlichen Aktivititserhohung fiihrten, bewirkte die
Kotransfektion mit beiden Faktoren eine Erh6hung der Aktivitét, die deutlich {iber dem
aufaddierten Wert aus den jeweiligen Einzelwerten fiir Ets-1 und Hif-2a lag. Dieser
iiberadditive Effekt, der bisher nur von unserer Arbeitsgruppe beschrieben wurde, deutet
auf eine kooperative Interaktion von Ets-1 und Hif-2o0 hin, wie sie bereits im
Zusammenhang mit der Aktivierung des Flk-1-Promotors nachgewiesen werden konnte
(Elvert et al, 2003). Eine positive Autoregulation der Hif-20-Expression wurde

inzwischen auch von Sato et al., 2002 beschrieben.
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Fiir die spezifische DNA-Bindung der einzelnen Proteine der Ets-Familie scheinen
Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren von besonderer
Wichtigkeit zu sein (Janknecht und Nordheim, 1993). So wurde beispielsweise in einer
distalen Verstarkerregion des Promotors von HIV-1 aufeinanderfolgende E-Boxen und
Ets-1-Bindungsstellen gefunden und eine kooperative Interaktion von E-Box-
bindendem Protein USF-1 und Ets-1 nachgewiesen (Sieweke ef al., 1998). Ein weiteres
Beispiel fiir eine Ets-1-Beteiligung an kooperativer Genregulation ist die Interaktion
zwischen AMLI1 (der oBI-Untereinheit von PEBP2/CBF) und Ets-1 in der
Transaktivierung des T-Zell-Rezeptor (TCR) B-Ketten-Verstirkerelementes, bei der es
durch direkte Interaktion beider Faktoren zu einer reziproken Stimulation threr DNA-
Bindungsaktivitidten sowie einer Aktivierung ihrer transaktivierenden Funktion kommt
(Kim et al., 1999).

Bei den erhdhten Aktivititen durch die Kotransfektion von Hif-2o0 und/oder Ets-1 ist im
Vergleich der einzelnen Deletionsklone im groBen und ganzen dasselbe
Aktivitdtsmuster zu erkennen, das bereits fiir die Deletionsklone ohne Kotransfektion
beschrieben wurde. Die Aktivititserhohung von HIF-2 Ncol gegenliber dem
Aktivititsniveau, das von HIF-2 Xbal, HIF-2 Apal und HIF-2 Sacl gebildet wird, fallt
jedoch wesentlich deutlicher aus, ebenso wie der Aktivitdtsabfall von HIF-2 Sacll
gegeniiber demselben Niveau. Dies deutet auf die besondere Bedeutung der Ets-1- und

Hif-2o-Bindungsstellen fiir die beobachteten Aktivitdtsunterschiede hin (vgl. 4.4.1).

4.3.3 Gezielte Deletionen von Ets-1- und Hif-20-Bindungsstellen

Um von den Aktivitdtsunterschieden der Deletionsklone besser auf deren eventuelle
Abhingigkeit von Ets-1- oder Hif-2o-Bindungsstellen riickschlieBen zu konnen, wurden
durch PCR ganz gezielt Deletionsklone generiert, die sich jeweils durch Vorhandensein
bzw. nicht Vorhandensein einer Ets-1- oder Hif-20-Bindungsstelle voneinander
unterschieden. Beriicksichtigt wurden hierbei die Ets-1-Bindungsstellen an den
Positionen —935, -525 und —265 sowie die Hif-2o-Bindungsstellen an den Positionen —
910, -490 und —135. Im Reportergenassay zeigten die meisten dieser Konstrukte
allerdings ein nicht signifikantes auf und ab an Aktivitdten, das keine Riickschliisse auf
die Bedeutung einzelner Bindungsstellen zulieB. Erst bei Deletionen in der Néhe des
Transkriptionsstartes konnten deutliche Aktivitdtsunterschiede gezeigt werden. Die
AktivititseinbuBe von HIF-2 Del 5 (-246 bis +557) zu HIF-2 Del 6 (-163 bis +557)
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erklart sich aus dem Verlust der CAAT-Box, die von HIF-2 Del 6 zu HIF-2 Del 7 (-95
bis +557) wahrscheinlich aus dem Verlust dreier Sp1-Bindungsstellen, obwohl hier im
Unterscheidungsbereich auch eine Hif-2a-Bindungsstelle liegt. Beim Vergleich von
HIF-2 Del 7 mit dem bereits in der ersten Deletionsklonanalyse verwendeten Konstrukt
HIF-2 elu3 (+18 bis +580) konnte nocheinmal beeindruckend der fast vollstindige
Riickgang der Aktivitdt bei Verlust einer Spl-Bindungsstelle, der TATA-Box und des
Transkriptionsstartpunktes belegt werden, wie er schon beim Vergleich von HIF-2 Sacll
(-53 bis +561) mit HIF-2 elu3 gezeigt wurde (s. 4.4.1). Es konnten hier allerdings auch
zweil im Unterscheidungsbereich liegende Ets-1-Bindungsstellen an den Positionen —5
und +26 eine Rolle spielen, obwohl dies eher unwahrscheinlich erscheint. Bei der
Kotransfektion mit Hif-2ot und/oder Ets-1 war wieder eine deutliche Aktivitidtserhohung
(Hif-20, Ets-1) sowie eine iiberadditive Aktivititserhohung (Hif-2a0 und Ets-1) zu
beobachten. Auf3er der bereits beschriebenen Effekte zeigte sich hier noch ein deutlicher
Aktivitatsriickgang bei Deletion der Ets-1-Bindungsstelle an Position —525 (Vergleich
von HIF-2 elu8 und HIF-2 elu9)., der auf eine besondere Bedeutung dieser
Bindungsstelle hinweisen konnte. Dariiberhinaus konnte bei dieser Versuchsreihe aber
immer noch keine klare Aussage iliber mogliche Funktionalititen der verschiedenen

Ets-1- und Hif-2a-Bindungsstellen gemacht werden.

4.3.4 Gezielte Mutationen von Ets-1- und Hif-2o-Bindungsstellen

Da fiir die Funktionalitit von Transkriptionsfaktorbindungsstellen die ndhere und
fernere Umgebung auf der DNA von erheblicher Wichtigkeit sein kann, wurden in
einem neuen Versuchsansatz Mutationsklone hergestellt, die sich jeweils nur durch die
Mutation (Zerstorung) der Kern-Bindungssequenz einer Bindungsstelle voneinander
unterscheiden, ansonsten aber den gleichen Hif-2a-Promotorbereich wie HIF-2 Xbal
repriasentieren (-2805 bis +561). Im Reportergenassay zeigte sich bei Mutation der
Ets-1-Bindungsstellen an den Positionen —-935, -525, -265, -5 und +26 und
gleichermalflen bei Mutation der Hif-2o-Bindungsstellen an den Positionen —490 und —
135 ein Riickgang der Promotoraktivitit gegentiber HIF-2 Xbal um etwa die Hélfte. Nur
der Mutationsklon, bei dem die Hif-20-Bindungsstelle an Pos. —910 zerstort war, wich
von diesem einheitlichen Aktivititsniveau ab; er zeigte nur noch '/s der Aktivitit von
HIF-2 Xbal. Dieses Aktivititsmuster fand sich auch bei durch Kotransfektion mit Hif-

200 und/oder Ets-1 erhohten bzw. tberadditiv erhOhten Aktivititen wieder. Das
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einheitliche Aktivitdtsniveau der meisten Bindungsstellen deutet ganz klar auf ihre
alternative Nutzung hin: FEine Zerstorung einzelner Bindungsstellen hat keinen
Aktivitdtsverlust zur Folge, dennoch lassen sich verschiedene Deletionsklone mit Ets-1
und Hif-2q aktivieren, was auf die Funktionalitidt mehrerer Bindungsstellen hinweist.

Betrachtet man vor dem Hintergrund der offenbar hervorragenden Rolle der Hif-20-
Bindungsstelle an Pos. —910 nocheinmal die Ergebnisse der Deletionsklonanalyse und
vergleicht nur die beiden Konstrukte HIF-2 Del 2 (-933 bis +557) und HIF-2 Del 3
(-898 bis +557), die sich um ganze 35 bp inklusive der besagten Hif-2o-Bindungsstelle
voneinander unterscheiden, so findet man auch hier einen Dbeachtlichen
Aktivitétsriickgang. Dieser Aktivitdtsunterschied palit jedoch nicht so recht in den
Gesamtzusammenhang der Deletionsklon-Analyse, da HIF-2 Del 2 im Reportergen-
assay eine besonders hohe Aktivitit zeigt, und deshalb die Aktivitdt von HIF-2 Del 3
zwar deutlich niedriger als die von HIF-2 Del 2, nicht jedoch als die der meisten

ibrigen Deletionsklone ist.

4.3.5 Transkriptionsfaktor-Bindungsanalysen

Zwar konnte im Gelretardierungsexperiment fiir keine der drei Hif-2o-Bindungsstellen
an den Positionen —910, -490 und —135 die tatsdchliche Bindung von Hif-2q
nachgewiesen werden, doch scheint dies an suboptimalen Versuchsbedingungen
gelegen zu haben und sollte zur weiteren Kldarung der Fragestellung in einem neuen
Versuchsansatz gekldrt werden. In der DNasel footprint-Analyse konnte ndmlich im
Bereich der FEts-1- und Hif-20-Bindungsstelle (Pos. —935 bzw. -910) die
endothelzellspezifische Bindung eines groBeren Proteinkomplexes gezeigt werden, der

vermutlich Ets-1 und Hif-2o beinhaltet.

4.4  Der Transkriptionsstartpunkt von Hif-2¢

Als Base, bei der die RNA-Polymerase II bei Hif-2a mit der Transkription der mRNA
beginnt, konnte im Primer-Extensionsexperiment ein Thymidin 578 bp oberhalb des
Start-ATG identifiziert werden. Von der beim RNase-Protektionsexperiment
detektierten Bande konnte ein Transkriptionsstart etwa 580 bp oberhalb des Start-ATG
abgeleitet und damit das Thymidin aus dem Primer-Extensionsexperiment bestétigt

werden. Als drittes wurde dieser Befund von einer raumlichen Eingrenzung durch PCR
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aus mRNA untermauert. Dabei zeigte sich, dafl bei einem Gegenprimer an Pos. -419 nur
mit solchen Primern ein PCR-Transkript entstehen konnte, die unterhalb bzw. auf Hohe
des Transkriptionsstartes lagen, nicht jedoch bei oberhalb gelegenen Primern.

Betrachtet man im Hif-2o-Promotor die Umgebung des in dieser Arbeit identifizierten
Transkriptionsstartpunktes, findet man CAAT-Box, TATA-Box und mehrere Spl-

Bindungsstellen in einem fiir eukaryontische Promotoren iiblichen Abstand (s. 4.3).

4.5 Neuronale Expression im Transgenexperiment

Es sollte untersucht werden, ob in den isolierten genregulatorischen Sequenzen des
Hif-2a die Elemente vorhanden sind, die fiir eine endothelzellspezifische Expression
in vivo notwendig bzw. hinreichend sind. Ein 2380 bp grof3er Bereich aus dem Promotor
von Hif-2a (-1819 bis + 561) trieb im Transgenexperiment stark die Expression von
E. coli B-Galaktosidase als Reportergen in neuronalen Geweben des Mausembryos an,
wihrend eine endotheliale Expression nicht beobachtet werden konnte. Deshalb wurden
Teile des etwa 25 kb groflen ersten Introns von Hif-2a0 im Transgenexperiment
untersucht, da im ersten Intron mehrerer endothelial exprimierter Gene fiir diese
spezifische Expression verantwortliche Sequenzbereiche nachgewiesen werden
konnten. So vermittelt beispielsweise ein 939 bp grofes Fragment aus der
Promotorregion von Flk-1 nur in Kombination mit einem 510 bp groBen Bereich des
ersten Introns eine endothelspezifische Expression des Reportergens in transgenen
Maiusen (Kappel et al., 1999). Diese unabhingig von der Orientierung aktive
Intronsequenz erfiillt alle Kriterien eines gewebespezifischen Verstirkerelementes. Ein
solches Element konnte bereits in einem 1,7 kb groBen Intronfragment des 77E-2-
Promotors gefunden werden und wurde aullerdem in den ersten 9 kb des Introns 1 von
Ets-1 lokalisiert (Schlaeger et al., 1997; Jorcyk et al., 1997). Mit dem
Transgenkonstrukt HIF-2 lacZ prom/int 5, bei dem in 3,4 kb Abstand zum 3366 bp
groflen Hif-2o-Promotorbereich (-2805 bis +561) ein 1265 bp groBes Intron 1-Fragment
eingefiigt wurde (+584 bis +1857; 20 bp Exon 1, 1265 bp Intron 1), zeigte sich eine
neuronale Expression wie 1im vorangegangenen Versuchsansatz mit dem
Promotorfragment allein. Darauthin wurde das Konstrukt HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ
im Transgenexperiment eingesetzt, das anstatt der 1265 bp nun 5638 bp des ersten
Introns enthielt (+584 bis +6242). Bei den aus diesen Experimenten hervorgegangenen
transgenen Embryonen liel sich in keinem einzigen Fall eine Expression von LacZ
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nachweisen. Die vorher beobachtete neuronale Expression scheint hier durch ein im
Intron gelegenes hemmendes Element unterbunden worden zu sein. Ahnliches wurde
bereits fiir Ets-1 beschrieben. Dort scheint die von einer 2,4 kb groflen 5’-flankierenden
Sequenz vermittelte Expression im ZNS durch ein im ersten Intron gelegenes
hemmendes Element unterdriickt zu werden (Jorcyk et al., 1997).

Im ersten Intron von Hif-2ar findet sich an Position +3584 ein etwa 20 bp langer
Sequenzabschnitt, der eine auffillige Ahnlichkeit mit einer von Morishita et al. 1995 fiir
den flt-1-Promotor beschriebenen Transkriptionshaltestelle besitzt. Morishita et al.
leiten von der Existenz dieser Transkriptionshaltestelle die Hypothese ab, dal3 die bei
flt-1 beobachtete, durch das erste Intron vermittelte negative Regulation der
Genexpression ihre Ursache in einem Anhalten der Transkriptionsmaschinerie bedingt
durch ebenjenen Sequenzabschnitt hat. Bei Hif-2a. liegt die potentielle
Transkriptionshaltestelle in dem Bereich des ersten Introns, durch den sich die beiden
im Transgenexperiment eingesetzten Reportergenkonstrukte HIF-2 lacZ prom/int 5 und
HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ voneinander unterscheiden. Mit ersterem, in dem die
potentielle Transkriptionshaltestelle nicht enthalten ist, wird eine neuronale Expression
des Reportergens erreicht, wiahrend mit dem die potentielle Transkriptionshaltestelle
enthaltenden Konstrukt HIF-2 Intron 5,5/Xbal/LacZ keine Expression des Reportergens
mehr zu beobachten ist. Die Transkriptionshaltestelle konnte also auch bei Hif-2a. aktiv
sein und durch ein Anhalten des Transkriptionsapparates zu einer Hemmung der
Promotoraktivitdit und demnach zu einem Expressionsstop des Reportergens im
Transgenexperiment fiihren.

Abschlieend bleibt zu sagen, da3 die spezifischen Hif-2a- und Ets-1-Bindungsstellen
im Hif-2o-Promotor offenbar nur als Verstiarkerelemente der endothelialen Expression
dienen, fiir die Endothelspezifitit der Expression aber nicht bestimmend sind. Die fiir
eine endotheliale Expression des Transkriptionsfaktors Hif-2au in vivo verantwortlichen
Elemente sind also offensichtlich auBlerhalb des in dieser Arbeit analysierten Bereiches

zu suchen.
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5 Zusammenfassung

Das BlutgefdB3system ist das zentrale Versorgungs- und Kommunikationssystem des
Korpers. Es dient dem Transport von Atemgasen, Nahrstoffen, Abfallprodukten, Zellen
der Immunabwehr und Botenstoffen. Sowohl physiologisches Organwachstum aber
auch das Wachstum von Tumoren und chronisch entziindliche Erkrankungen héngen in
threm Fortschreiten von der Neubildung von Blutgefilen ab (Angiogenese).
Angiogenese beginnt mit der Proliferation von Endothelzellen, die als inneres Epithel
alle BlutgefdBle auskleiden. Sauerstoffmangel (Hypoxie) und metabolische Faktoren
befordern als Schliisselreize in wachsenden und erkrankten Geweben die Angiogenese
und eine Adaptation des Stoffwechsels. Diese Vorgdnge werden {iiber Hypoxie-
induzierbare Transkriptionsfaktoren (HIFs) reguliert. Der Hypoxie-induzierbare
Faktor-2a0  (HIF-2at) ist ein vorwiegend in Endothelzellen exprimierter
Transkriptionsfaktor und wird als wichtiger Regulator der Genexpression des
Vaskuldren Endothelzellwachstumsfaktors (VEGF) und seines Rezeptors KDR/Flk-1
diskutiert, die als Schliisselmolekiile der Angiogenese gelten. Hierin gleicht er dem
ebenfalls endothelial exprimierten Ets-1 Transkriptionsfaktor. Ziel der Arbeit war es,
die regulatorischen Sequenzen des HIF-20-Gens der Maus zu identifizieren und hierin
diejenigen Elemente aufzufinden, die fiir die endotheliale Expression des
Transkriptionsfaktors verantwortlich sind. Mit einer cDNA Sonde, komplementér zur
5’-untranslatierten Region der Maus HIF-2o0 mRNA wurde aus einer genomischen
Phagenbibliothek ein genomischer Klon isoliert, der einen 4,7 kp groBlen Bereich des
HIF-20-Gens enthielt, welcher das erste Exon beinhaltete. Der 3383 bp lange Abschnitt
stromaufwérts des Start-ATGs wirkte als Promotor fiir ein heterologes Reportergen
(Luciferase) nach Transfektion in verschiedenen eucaryoten Zellkulturzellen. Die relativ
starkste Aktivitdt entfaltete der Promotor in humanen Nabelschnurendothelzellen. Der
Transkriptionsstart wurde mittels Primer Extension, RNase-Protektionsexperimenten
und PCR bei Nukleotid -578 bezogen auf das Start-ATG gefunden. Eine TATA-Box
wurde bei Nukleotid -37 (bezogen auf den Transkriptionsstart) gefunden und durch
Mutagenese ihre Funktion nachgewiesen. Durch Deletionsanalyse wurde gezeigt, daf3
ein Abschnitt von 1,1 kb stromaufwirts des Transkriptionsstartes hinreichend positiv
aktive Elemente enthielt, um als Promotor zu fungieren. Von den zahlreichen
potentiellen = Transkriptionsfaktorbindungsstellen im  HIF-2o-Promotor  wurden
diejenigen fir HIFs und Ets-Transkriptionsfaktoren ndher untersucht. Beide

Transkriptionsfaktoren transaktivierten HIF-20-Promotor-Reporterkonstrukte und
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zeigten stark kooperative Wirkung. Durch DNasel footprint-Analyse konnte gezeigt
werden, daB3 die fiir Ets und HIF benachbart liegenden potentiellen Bindungsstellen bei
-935 und -910 im HIF-20-Promotor durch Proteine aus endothelialen Kernextrakten
besetzt werden, nicht jedoch aus nicht endothelialen Kernextrakten. Die Funktionalitét
der HIF-Bindungsstelle konnte ferner durch Mutagenese nachgewiesen werden. In
Transgenexperimenten trieb ein 2380 bp groBes Promotorfragment stark die Expression
von E. coli B-Galaktosidase als Reportergen in neuronalen Geweben des Mausembryos
an. Auch ein Reportergenkonstrukt, das darliberhinaus einen 1,27 kb groBen
Intron 1-Bereich des HIF-20-Gens enthielt, zeigte dieselbe neuronale Expression. Nach
Hinzufiigen weiterer Abschnitte aus dem ersten Intron (5,64 kb) verschwand die
neuronale Expression. Eine endotheliale Expression wurde jedoch nicht gewonnen. Es
kann hieraus gefolgert werden, dal der HIF-2o-Promotor stark positiv wirkende
Elemente enthilt, die durch endotheliale Transkriptionsfaktoren erkannt werden, wobei
HIF-2a seine eigene Transkription aktiviert. Diejenigen Elemente, die letztlich fiir eine
endotheliale Expression des Transkriptionsfaktors in vivo verantwortlich sind, diirften

aber auBerhalb des hier analysierten Bereichs liegen.
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Anhang

7 Anhang

7.1  Oligonukleotide und Plasmide

Oligonukleotid | Basensequenz (5" — 3") Anwendung
HRF eldl CATTGTCGCCGTGGCCCTCCG Klonierung
HRF eld2 GGAAGTTTGCAGAGGGCTGGC Sequenzierung
HRF eld3 GCAAGTTGGAAAAAAATCCGG Sequenzierung
HRF eld4 AGATGACCATACAGTCTCAGG Primer-Extension
HRF eld5 TCACTTTTCTGGGATCTGAC Sequenzierung
HRF eld6 TCCGTTTAGCCCCGAACAGG Sequenzierung
HRF eld7 GCTGCGGACTCCGGAGCTGT Sequenzierung
HRF eld8 GGGAGTGGGACATCGGGCTG Sequenzierung
HRF eld9 ACACTGCCGAGGATTGTACG Sequenzierung
HRF eld10 CGCTGAGATGACCATACAGT Sequenzierung
HRF eldl1 CGGGGGCAAGCGAGTGCGGC Sequenzierung
HRF eld12 TGTTAGGTTTAAGTGTATGC Sequenzierung
HRF eld13 GCAGGAAAATCTCCAGAAGG Sequenzierung
HRF eld14 GCCTTGAGGTTATGAAATTCG Sequenzierung
HRF eldl15 CGATGCCTTTAACCCGCAGG Sequenzierung
HRF eldl6 CGCAGGACTGAGTAATGGCG Sequenzierung
HRF eld17 GATCTGCTACCCAAGTTCGG Sequenzierung
HRF elul GCCAGCCCTCTGCAAACTTCC Sequenzierung
HRF elu2 CCGGATTTTTTTCCAACTTGC Sequenzierung
HRF elu3 ACAGCTCCGGAGTCCGCAGC Klonierung
HRF elu4 CCTGTTCGGGGCTAAACGGA Sequenzierung
HRF elu5 CGCGGTACCAGGCGGCCGTACAATCCTCG Sequenzierung
HRF elu6 CGCGGTACCCAGCGGCCGCACTCGCTTGC Sequenzierung
HRF elu7 GACGGGGTCAGGGCAGAAGC Sequenzierung
HRF elu8 CGCGGTACCGAGCCAAGCGGATGGTTTAG Sequenzierung
HRF elu9 CGCGGTACCGGGGGTTGGCTGGGCGCTCG Sequenzierung
HRF elul0 CGCGGTACCGCGATCTCCGACCCAGCGCT Sequenzierung
HRF elull AGGAGGCCGGACATTCGAGA Sequenzierung
HRF elul2 TTAAAGTGGGCTGACAGCCG Sequenzierung
HRF elul3 CAGCCCGATGTCCCACTCCC Sequenzierung
HRF elul4 ACGGTGATACTGGGGTATTG Sequenzierung
HREF elul5 GGTGTCTGGATGTAGAAATG Sequenzierung
HREF elul6 CCTGGGAATCTTTGAGGCGC Sequenzierung
HRF elul? GGCTCTGCTCTATGCAAGTC Sequenzierung
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HRF elul8 CGCCATTACTCAGTCCTGCG Sequenzierung
HRF elul9 CCGAACTTGGGTAGCAGATC Sequenzierung
HRF elu20 GAAGTCAAGGTCAGTTTGGC Sequenzierung
HRF elu2l AGAGAGCGCACCTCCAAGGC Sequenzierung
HRF ild1 GGACGCGTCCTTCCTCAGCTCTGAGCTGC Sequenzierung
HRF ild2 TTCCATGCTAGTTTGGGGCGC Sequenzierung
HRF i1d3 AGTCGGTCGCCAGCTTTGAC Sequenzierung
HRF ild4 CTATGTAGCTCATTTCTCCC Sequenzierung
HRF ild5 TTTCCATCTTGTCCTTCTGC Sequenzierung
HRF i1d6 ACCTTTGGTTGTCACTGTGG Sequenzierung
HRF i1d7 GTTGTCCTCAGTGGAAACAG Sequenzierung
HRF i1d8 TGGTGAGATGGCTGGGCAGG Sequenzierung
HRF i1d9 ATGAACAGATGCCCCATTTC Sequenzierung
HRF i1d10 CAGACCCACTGGTTAGTATC Sequenzierung
HRF ildl11 CAGAACTTACTCAGTAACTTGG Sequenzierung
HRF ild12 GAGTAGTAGGGTTTGTTGGG Sequenzierung
HRF i1d13 GGTCTTTTGTTGTTGTTGTTG Sequenzierung
HRF ild14 TCTAGTAGCTGTGGAATGTC Sequenzierung
HRF ild15 GAAATCCTCAGTGGCAAGAG Sequenzierung
HRF ild16 GATGGTGAGCTGCACTAATC Sequenzierung
HRF ilul GGGGTACCCGGAGGGCCACGGCGACAATA Sequenzierung
HRF ilu2 AAACTCCAGCGAATCGCACC Sequenzierung
HRF ilu3 CTGCGCTGGCGGATCTCTAG Sequenzierung
HRF ilu4 TCCGAGATGAGACCTGACAG Sequenzierung
HRF ilu5 ATGGGTGACTGTCGCATTTG Sequenzierung
HRF ilu6 CAGTGTAGGTTCAGTGTAGG Sequenzierung
HRF ilu7 TGTCCAAAAAACAGGGCAAG Sequenzierung
HRF ilu8 TGATACCACCCACTAGTGG Sequenzierung
HRF ilu9 AGGAGTGCTTCTGGTATTTG Sequenzierung
HRF ilul0 GTGCCAGGGCAAAGATGGGC Sequenzierung
HRF ilull ATAAACCCAAGGTCCATCAG Sequenzierung
HRF ilul2 GTGCTGATAAGAATCAGAAAG Sequenzierung
HRF ilul3 AGCATGTGAACAGCAGAGCC Sequenzierung
LacZ ul GTCGCTACCATTACCAGTTG Sequenzierung
LacZ u2 CGGAATTCCAGCTGAGCGCC Sequenzierung
LacZ d1 AGGTTACGTTGGTGTAGATG Sequenzierung
LacZ d2 TGGGAACAAACGGCGGATTG Sequenzierung
LacZ/pAu CGCGGATCCGGGAAGTCGCAAAGTTGTGAG Sequenzierung
SV40poly A1 |CATTCTAGTTGTGGTTTGTCC Sequenzierung
SV40 poly A2 | TACAAATAAAGCAATAGCATCAC Sequenzierung
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HRF Mluu GCGACGCGTCTGCCCCCCTTTAGTTTTCCATGG Sequenzierung
HRF Bgld GCGAGATCTCGGAGCACCTGGGTTCCTTAACC Sequenzierung
HRF Mlu rev GGGACGCGTTGTCGCCGTGGCCCTCCGAG Sequenzierung
HRF Kpn for GGGGTACCGGGCTGAGACACGCGGGTGAGG Sequenzierung
Bdl ATATATATATAAAGTTGTGGGAGAAACTGGG Footprint-PCR
Bd2 ATATATATATGAACTGCGACTTGTTTTTGAGG Footprint-PCR
Bd3 ATATATATAT TTAAAAACTC GGACGGCCCG Footprint-PCR
Bd4 ATATATATAT ACACTGCCGA GGATTGTACG Footprint-PCR
Bul ATATATATATGCGGCCGCCCTAGGGAAGAGGAGACTTC Footprint-PCR
Bu2 ATATATATATGCGGCCGCGTCCTGGGGATCATTACCGC Footprint-PCR
Bu3 ATATATATATGCGGCCGCTGCGCTTCCATTTGGAGTCC Footprint-PCR
Bu4 ATATATATATGCGGCCGCCGCAGCTTCAGAGAAAGGGG Footprint-PCR
BS1 CAGTGATTTGGGAACACGCTATCAACACAT EMSA

BS1 ns CAGTGATTTGGGAATCTCTGATCAACACAT EMSA

BS1 rk ATGTGTTGATAGCGTGTTCCCAAATCACTG EMSA

BS1 rk ns ATGTGTTGATCAGAGATTCCCAAATCACTG EMSA

BS2 TGGGCGCTCGCTGCACGCCCTAGCTGCGCT EMSA

BS2 ns TGGGCGCTCGCTGTCTCTGCTAGCTGCGCT EMSA

BS2 rk AGCGCAGCTAGGGCGTGCAGCGAGCGCCCA EMSA

BS2 rk ns AGCGCAGCTAGCAGAGACAGCGAGCGCCCA EMSA

BS3 GGCAGGCAGCCAGCGTGCGGGGCGGGGCTT EMSA

BS3 ns GGCAGGCAGCCCAGAGACGGGGCGGGGCTT EMSA

BS3 1k AAGCCCCGCCCCGCACGCTGGCTGCCTGCC EMSA

BS3 rtk ns AAGCCCCGCCCCGTCTCTGGGCTGCCTGCC EMSA

mutl d GGCTGTCAGCCCACTGCAAAAACTCGGACGGC Mutagenese
mutl u GCCGTCCGAGTTTTTGCAGTGGGCTGACAGCC Mutagenese
mut2 d CCGGCCGCTCTCGAATGCAATGCCTCCTCGGCTGTCAGC Mutagenese
mut2 u GCTGACAGCCGAGGAGGCATTGCATTCGAGAGCGGCCGG | Mutagenese
mut3 d GCGGAGCGCTGCGGACCAATGAGCTGTACACCGGCCG Mutagenese
mut3 u CGGCCGGTGTACAGCTCATTGGTCCGCAGCGCTCCGC Mutagenese
mut4 d GAGAAGCCCCGCCCCGTCTCTTGGCTGCCTGCCCCG Mutagenese
mut4 u CGGGGCAGGCAGCCAAGAGACGGGGCGGGGCTTCTC Mutagenese
mut5 d GCGCCCGCCTGCCCTCAATCCTCCTTCCGCAGAAC Mutagenese
mut5 u GTTCTGCGGAAGGAGGATTGAGGGCAGGCGGGCGC Mutagenese
mut6 d CGCGAGCGCAGCTAGGAGAGACAGCGAGCGCCCAGCC Mutagenese
mut6 u GGCTGGGCGCTCGCTGTCTCTCCTAGCTGCGCTCGCG Mutagenese
mut7 d CCAACCCCCCCCCCCGCTCAATGGTACTGCTATAGTCC Mutagenese
mut7 u GGACTATAGCAGTACCATTGAGCGGGGGGGGGGGTTGG Mutagenese
mut8 d GATGTTGGGATGTGTTGATAGGAGATTCCCAAATCACTGG | Mutagenese

ATGTGCCC
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mut8 u GGGCACATCCAGTGATTTGGGAATCTCCTATCAACACATC | Mutagenese
CCAACATC
mut9 d CCCAAATCACTGGATGTGCCCTCAATGGGTTCGAAGGATA | Mutagenese
CAGCC
mut9 u GGCTGTATCCTTCGAACCCATTGAGGGCACATCCAGTGAT | Mutagenese
TTGGG
HRF d1 ATCGAGGAAGAAGGGGCCGTG PCR (Sonde)
HRF ul GAGATCGAGAAGAACGACGTG PCR (Sonde)
Del* CCCAAGCTTACCCGGAGCACCTGGGTTCC Deletions-PCR
Del 1 CGCGGTACCGCAGTTGGCTGTATCCTTCG Deletions-PCR
Del 2 CGCGGTACCGGCACATCCAGTGATTTGGG Deletions-PCR
Del 3 CGCGGTACCCATCCCAACATCACACTCAG Deletions-PCR
Del 4 CGCGGTACCCGCAGTTCTGCGGAAGGAGG Deletions-PCR
Del 5 CGCGGTACCCGAAGAGCGCAGCTTCAGAG Deletions-PCR
Del 6 CGCGGTACCTGGGAAGTCGGGGCAGGCAG Deletions-PCR
Del 7 CGCGGTACCCCCAGCCCGATGTCCCACTC Deletions-PCR
Plasmid Beschreibung Referenz
pB KSII (+) Klonierungsvektor Stratagene
pB SKII (+) Klonierungsvektor Stratagene
PZErO™ -2 Klonierungsvektor Invitrogen
pcDNA3 eukariotischer Expressionsvektor Invitrogen
pcDNA3.1/Myc-His/lacZ Expressionsvektor mit LacZ-Reportergen Invitrogen
pGL2 Basic Expressionsvektor mit Luziferase-Reportergen Promega
pGL3 Basic Expressionsvektor mit Luziferase-Reportergen Promega
pRL Tk HSV Tk-Promotor in Luziferasevektor Promega
pGL Tie-1 muriner Tie-Promotor in pGL3 basic Dr. K. Iljin
pGL VEGF humaner VEGF-Promotor in pGL2 basic Dr. G Breier
flk 69 flk-Promotor bp —642/4+299 in pGL-2 Dr. V. Roénicke
Am 70415-3 Murine HIF-2o0 cDNA in pB KSII (+) Dr. I. Flamme
HIF2 FLAG pcDNA3 Murine Hif-20. cDNA in pcDNA3, FLAG-Tag Dr. I. Flamme
HIF-2 10.1Xba in pZErO 4,66 kb muriner HIF-2a-Promotor/Exon1/Intronl diese Arbeit
in pZErO-2
HIF-2 10.1Xba in pGL2 4,4 kb HIF-20-Promotor/Exonl/Intronl in pGL2 Basic | diese Arbeit
HIF-2 Nco 31 1,68 kb HIF-20o-Promotor in pB KSII (+) diese Arbeit
HIF-2 Xba I 3,37 kb HIF-20-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 Apal 2,38 kb HIF-20-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 Nco I 1,68 kb HIF-2a-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
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HIF-2 Nco I in pGL3

1,68 kb HIF-20-Promotor in pGL3 Basic

diese Arbeit

HIF-2 Sac 1 1,37 kb HIF-20-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 Sac I 614 bp HIF-2a-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 elu3 560 bp HIF-2a-Promotor in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 Apa in pcDNA 2,38 kb HIF-20-Promotor in pcDNA3.1/Myc-His/lacZ | diese Arbeit

HIF-2 ABS Intron/Xba I

1,27 kb HIF-20-Intron1 in HIF-2ot Xba I (3" — 57)

diese Arbeit

HIF-2 B)5 Intron/Xba I

1,27 kb HIF-20-Intron1 in HIF-2ot Xba I (5" — 37)

diese Arbeit

HIF-2 Intronl-Fragment A

10 kb HIF-20-Promotor/Exonl1/Intronl in pB SKII (+)

K. Brusselmans

HIF-2 Intronl-Fragment B

8 kb HIF-20-Intron1/Exon2/Intron2 in pB SKII (+)

K. Brusselmans

pGLacZ-Flk-1

promoter / enhancer

939 bp Flk-1-Promotor und 2,3 kb Flk-1-Enhancer
in pGL-2 mit LacZ-Reportergen

Dr. V. Ronicke

HIF-2 Xba I/lacZ 3,4 kb LacZ-Kassette aus pGLacZ-Flk-1 diese Arbeit
promoter / enhancer in HIF-2 Xba I
HIF-2 lacZ prom/int 5 1,27 kb HIF-20-Intronl aus HIF-2 10.1Xba in pZErO | diese Arbeit
in HIF-20 Xba I/lacZ
HIF-2 Intron5,5/Xba I/lacZ | 5,5 kb HIF-20-Intronl aus HIF-2 Intronl-Fragment A | diese Arbeit
in HIF-2a Xba I/lacZ
HIF-2 del 1 1530 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 2 1500 bp Hif-20.-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 3 1460 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 elu8 1123 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 elu9 1073 bp Hif-20.-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 elul0 1032 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 4 850 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 5 810 bp Hif-2a-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 6 730 bp Hif-2a-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 del 7 660 bp Hif-20-Promotorfragment in pGL2 Basic diese Arbeit
HIF-2 mut 1 HIF-2 Xba I mit mutierter TATA-Box diese Arbeit
HIF-2 mut 2 HIF-2 Xba I mit mutierter Ets-1-Bindungsstelle 1 diese Arbeit
HIF-2 mut 3 HIF-2 Xba I mit mutierter Ets-1-Bindungsstelle 2 diese Arbeit
HIF-2 mut 4 HIF-2 Xba I mit mutierter HIF-2-Bindungsstellel diese Arbeit
HIF-2 mut 5 HIF-2 Xba I mit mutierter Ets-1-Bindungsstelle 3 diese Arbeit
HIF-2 mut 6 HIF-2 Xba I mit mutierter HIF-2-Bindungsstelle 2 diese Arbeit
HIF-2 mut 7 HIF-2 Xba I mit mutierter Ets-1-Bindungsstelle 4 diese Arbeit
HIF-2 mut 8§ HIF-2 Xba I mit mutierter HIF-2-Bindungsstelle 3 diese Arbeit
HIF-2 mut 9 HIF-2 Xba I mit mutierter Ets-1-Bindungsstelle 5 diese Arbeit
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7.2 Abkiirzungen

Q

A
Abb.
abs.
Abs.
Ac
Amp.
APS
AS
bHLH-Motiv
bp
BSA
C

°C

ca
CBP
cDNA
cfu
CIP
cpm
dATP
dCTP
dGTP
Da
DNA
DNase
dNTP
DTT
dTTP
E

E. coli
EDTA
EtOH
F

FKS
G

g

h
HAF
HAS
HEPES
HIF
HRE
IPTG
kb

LB

min
MOPS
mRNA
NEAA
NMR
OD

PCR
PEG

Pos.

Ohm

Adenosin

Abbildung(en)

absolut

Abschnitt

Acetat

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Aminosdurereste

basic Helix-Loop-Helix-Motiv

Basenpaare

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
Cytidin

Grad Celsius

circa

CREB bindendes Protein

copy-DNA

colony forming units (Kolonienbildende Phagenklone)
calf intestine phosphatase (alkalische Phosphatase)
counts per minute (Impulse pro Minute)
2'-Desoxyadenosin-5'-Triphosphat
2'-Desoxycytidin-5'-Triphosphat
2'-Desoxyguanosin-5'-Triphosphat

Dalton

Desoxyribonukleinsédure

Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat

Dithiothreitol

2'-Desoxythymidin-5'-Triphosphat

Extinktion

Escherichia Coli

Ethylendiamintetraessigséure

Ethanol

Farad

fotales Kélberserum

Guanosin

Erdbeschleunigung

Stunde

HIF-1 ancillary factor

HIF-1 ancillary sequence
2-[4-(2-hydroxyethyl)-Piperazinyl(1)]
hypoxia-inducible factor (Hypoxieinduzierbarer Faktor)
hypoxia response element

Isopropylthiogalaktosid

Kilobasen

Luria-Bertoni

Meter

Minute

M-Morpholinopropansulfonséure

Boten-RNA

nicht-essentielle Aminosauren

nuclear magnetic resonance (Kernmagnetische Resonanz)
optische Dichte

Plasmid

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Polyethylenglykol

plaque forming unit (Plaquebildender Phagenklon)
Position
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RNA
RNase
RT
RT-PCR
SDS

sek

sog.

SSC
SSRE

Tab.
TAE
TBE
TEMED
Tris

u.a.
Upm
UTR
u.U.
uv
v/v

VEGF

VT
w/v
X-Gal
z.B.
ZNS

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR

siche

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

sogenannt

sodium salt citrat (Natriumchlorid-Natriumcitrat)
shear stress responsible element (Scherstrefinduzierbares Element)
Thymidin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA
N,N,N',N'-Tetramethyl-Ethylendiamin
Tris-(Hydroxyl)-Aminomethan

units (Einheit der Enzymaktivitit)

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

untranslatierte Region

unter Umstidnden

ultraviolettes Licht

Volumen/Volumen

Volt

vascular endothelial growth factor
(vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor)
Volumenteile

Gewicht/Volumen
5'-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid
zum Beispiel

Zentralnervensystem
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7.3 Akademische Lehrer

Meine akademischen Lehrer in Marburg waren die Damen und Herren:

Aumiller
Clauss
Dressler
Elsdsser
Elschenbroich
Fischer
Frenking
Fuhs
Ganfauge
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Hartmann
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Kern
Kirchner
Koolman
Lang
Loffler
von Low
Mannherz
Melsheimer
Moroy
Miiller
Niessing
Petzoldt
Risau
R6hm
Schachtschabel
Schafer
Schulz
Seifart
Seitz
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Wiegandt
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Flamme
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Herrn Prof. Werner Risau (1) danke ich fiir die Uberlassung des Promotionsthemas
sowie fiir seine menschliche Ausstrahlung, die fiir die angenehme Atmosphére in seiner
Abteilung maBigeblich mit verantwortlich war.

Herrn Prof. Matthias Clauss sei ganz herzlich gedankt fiir die Ubernahme der offiziellen
Betreuungspflicht fiir meine Arbeit am Max-Planck-Institut in Bad Nauheim.

Allen Mitarbeitern der Abteilung Molekulare Zellbiologie am MPI ein herzliches
Dankeschon fiir einen Einstieg ins Doktorandenleben, wie er angenehmer wohl kaum
hitte sein konnen.

Besonders gedankt sei an dieser Stelle Regina Heidenreich und allen ausfiihrenden
Kriften fiir die gute Transgen-Arbeit.

Herrn Dr. Ingo Flamme mochte ich fiir die vielen praktischen Anleitungen, die
inspirierenden Gesprache und die konstruktive Kritik beim Schreiben meiner
Doktorarbeit ganz herzlich danken.

Meinen Kollegen Stephanie Ernesti, Gerd Elvert und Manuel Rauter danke ich fiir ein
schones, abwechslungsreiches Laborklima sowie fiir all die kleinen und grof8en Hilfen.
Gerd, dessen Weg sich mit dem meinigen wéhrend unseres beruflichen Werdeganges
desofteren kreuzte, mochte ich dariiberhinaus flir viel gemeinsamen Spal} bei Kakao,
Badminton und Gesang danken.

Katrin Wallbrecht, Steffi Goffert und Gerd Elvert sei ihr Engagement als Haupt-
KorrekturleserInnen ganz herzlich gedankt.

Nicht unerwéhnt bleiben sollte auch die gute Zusammenarbeit in Sachen Radioaktivitét
mit der AG Odenthal, die fabelhafte Sequenzierarbeit im Servicelabor der Biochemie
sowie die guten Beziehungen zum Sekretariat des ZMMK an der Universitit Koln.
Meiner Frau Katrin schlieBlich mochte ich in Liebe dafiir danken, daf3 sie mich immer
wieder angetrieben hat weiterzumachen, mich bei der langwierigen Schreiberei von
zahlreichen Haushalts- und Familienpflichten entbunden hat und auch die ein oder
andere direkt aus der Promotion resultierende, gemiitsbedingte Schlechtwetterlage liber

sich ergehen lieB3.

Mein besonderer Dank gilt dariiber hinaus meinen Eltern, ohne die mein Studium und

diese Arbeit so nicht moglich gewesen wire.

149



Anhang

7.5  Teilpublikationen

Elvert, G., Kappel, A., Heidenreich, R., Englmeier, U., Lanz, S., Acker, T., Rauter, M.,
Plate, K., Sieweke, M., Breier, G. und Flamme, 1. (2003): Cooperative interaction of
hypoxia-inducible factor-2alpha (HIF-2alpha ) and Ets-1 in the transcriptional activation
of vascular endothelial growth factor receptor-2 (Flk-1).

J Biol Chem. 2003 Feb 28;278(9):7520-30.

Elvert, G., Lanz, S., Kappel, A. und Flamme, 1. (1999): mRNA cloning and expression
studies of the quail homologue of HIF-2 alpha.
Mech. Dev. 87, 193-197.

Flamme, I., Elvert, G., Kappel, A., Lanz, S., Krieg, M., Plate, K. und Breier, G. (1999):

The role of HIF-2 alpha during vascular development.

Cardiology 94, 5.

150



	Einleitung
	Das Blutgefäßsystem
	Die Blutgefäßbildung
	Vaskulogenese
	Angiogenese

	Klinische Bedeutung der Blutgefäßentwicklung
	Endotheliale Wachstumsfaktoren
	VEGF und VEGF-Rezeptoren
	Tie1 und Tie2/Tek

	Genexpression und ihre Regulation
	Wichtige Transkriptionsfaktoren der Angiogenese
	Ets-1
	Die hypoxieinduzierbaren Faktoren HIF-1 und HIF-2

	Die Funktionen von HIF-1( und HIF-2( im Vergleich
	Endothelspezifische genregulatorische Elemente
	Eigene Fragestellungen

	Material und Methoden
	Material
	Chemikalien
	Enzyme
	Antikörper
	Fertige Reagenzienansätze
	Lösungen
	Pufferlösungen
	Medien

	Verbrauchsmaterialien
	Geräte

	Methoden
	Bakterien
	Verwendete Bakterienstämme
	Vermehrung und Lagerung
	Herstellung und Transformation kompetenter E.coli-Zellen
	Chemischkompetente Bakterien
	Elektrokompetente Bakterien


	Arbeiten mit einer Phagen-cDNA-Bank
	Ausplattieren einer Phagenbank
	Durchsuchen einer ausplattierten Phagenbank
	Präparation von Phagen-DNA ("Maxi-Präp")

	Arbeiten mit RNA
	Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen
	Northern Blot-Analyse
	Elektrophorese im denaturierenden Formamid-Agarosegel
	Transfer von RNA auf Membranen durch Kapillar-Blotting
	Hybridisierung mit radioaktiven DNA-Sonden

	RNase-Protektionsexperiment
	Herstellung markierter RNA-Sonden
	RNA-RNA-Hybridisierung und RNase-Verdau

	Reverse Transkription zur cDNA-Synthese
	Primer-Extensionsexperiment
	Didesoxysequenzierung
	Endmarkierung der Primer
	Reverse Transkription und RNaseA-Verdau
	Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese


	Arbeiten mit DNA
	Plasmid-DNA-Präparationen
	Plasmidisolierung (analytischer Maßstab)
	Plasmidisolierung (präparativer Maßstab)

	Aufreinigung von DNA
	Präzipitation von DNA mit Ethanol oder Isopropanol
	Gelelektrophoretische Separation von DNA-Fragmenten
	DNA-Isolation aus Agarosegelen
	Präparation von Fragmenten bis 10 kb
	Präparation von Fragmenten über 10 kb

	Adsorptionschromatographie
	Anionen-Austauschchromatographie

	Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung
	DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	Deletionsklone
	Mutationsklone
	Enzymatische Modifikation von DNA
	Sequenzspezifische DNA-Spaltung
	Generierung glatter Enden aus 5´- und 3´-Überhängen
	Dephosphorylierung von 5´-Enden
	Ligation

	Didesoxysequenzierung von DNA
	Markierung von DNA-Molekülen
	Radioaktive Markierung mittels T4 Polynukleotid-Kinase
	Radioaktive Markierung mittels Klenow-Polymerase

	Southern Blot-Analyse

	Arbeiten mit Proteinen
	Extraktion von Kernproteinen
	Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

	DNA-Protein-Interaktion
	Gelretardierungsexperimente
	In vitro DNase I footprint
	Chemische Sequenzierung
	DNase I-Titration
	Footprint


	Kultur eukaryotischer Zellen
	Verwendete Zellinien
	Isolation von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen
	Präparation von Retinafaktor
	Medien und verwendete Lösungen
	Vermehrung, Haltung und Lagerung eukaryotischer Zellen
	Transiente Transfektion
	Simulierung hypoxischer Bedingungen

	Reportergenanalysen
	Transgene Mäuse


	Ergebnisse
	Hinweise auf eine endothelspezifische Expression von Hif-2(
	Klonierung des 5´- UTR des murinen Hif-2(-Gens
	Aktivität des Hif-2(-Promotors in unterschiedlichen Zellinien
	Funktionalität der TATA-Box
	Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Hif-2(
	Suche nach dem Transkriptionsstart durch RNase-Protektion
	Definition des Transkriptionsstarts durch Primer-Extension
	Räumliche Eingrenzung des Transkriptionsstarts durch PCR

	Suche nach funktionellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen
	Deletionsklonanalyse
	Mutationsklonanalyse

	Transkriptionsfaktor-Bindungsanalysen
	Gelretardierungsexperimente
	DNaseI footprint-Analyse

	Analyse des Hif-2(-Promotors in transgenen Mäusen

	Diskussion
	Die Promotoraktivität in unterschiedlichen Zellinien gibt das 	Expressionsmuster in vivo wieder
	Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotorstrukturelemente
	Funktionelle Analyse der Hif-2(- und Ets-1-Bindungsstellen
	Erste Deletionsklon-Analyse
	Überadditiver Effekt von Ets-1 und Hif˚2( auf den Hif˚2(-Promotor
	Gezielte Deletionen von Ets-1- und Hif-2(-Bindungsstellen
	Gezielte Mutationen von Ets-1- und Hif-2(-Bindungsstellen
	Transkriptionsfaktor-Bindungsanalysen

	Der Transkriptionsstartpunkt von Hif-2(
	Neuronale Expression im Transgenexperiment

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	Oligonukleotide und Plasmide
	Abkürzungen
	Akademische Lehrer
	Danksagung
	Teilpublikationen


