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Einleitung

1 Einleitung

1.1 ATP binding cassette (ABC) transporter

ABCA1, dessen Gen-Promotor in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ist
ein Mitglied der ATP binding cassette transporter Superfamilie, die eine der
grol3ten bisher beschriebenen Proteinfamilien darstellt. Aufgrund der Verteilung
der Gene Uber das gesamte Genom und wegen der Sequenzhomologien
zwischen einzelnen Spezies scheinen ABC-Transporter, evolutiondr gesehen,

ein frihes Transportsystem darzustellen [1].

Mitglieder der ABC-Transporter-Familie kommen in fast allen Organismen vor.
Ihre Hauptfunktion ist, vereinfacht gesagt, die aktive Beférderung eines breiten
Spektrums unterschiedlicher Substanzen Uber intra- und extrazellulare
biologische Membranen. Dabei sind die verschiedenen ABC-Transporter im
Allgemeinen meist spezifisch fir ein Substrat oder eine Gruppe ahnlicher
Substrate. Die Energiegewinnung erfolgt dabei aus der Hydrolyse von
gebundenem ATP [2],[3].

ABC-Transporter sind essentiell fur viele Vorgadnge in der Zelle, Mutationen in
diesen Genen konnen kausal zu Erbkrankheiten fuhren. So verursacht z. B. ein
Defekt im cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) Protein,
das den Chloridhaushalt z.B. von Lungenepithelzellen aufrecht erhalt,
Mukoviszidose bzw. Zystische Fibrose [4].

Mutationen im ABCA1-Transporter fuhren zur familiaren HDL-Defizienz oder
Tangier Erkrankung [5-8]. Eine Reihe retinaler Erkrankungen werden durch
Defekte von ABCA4 (ABCR) [9], die progressive familidre intrahepatische
Cholestase Typ Il durch ABCB11 (bilt salt export pump) und Typ Il durch
ABCB4 (multidrug resistance 3) verursacht [10;11].

Andere ATP binding cassette transporter scheinen im Darm an der
Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere beteiligt zu sein. Zu diesen zahlt das

ABCB1. Entdeckt wurde ABCB1 aufgrund seiner Fahigkeit, Tumorzellen gegen
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eine Reihe von hydrophoben Chemotherapeutika, wie z.B. Vinblastin, resistent
zu machen. Da MDR1 die Permeabilitat der Zellen fir Chemotherapeutika
verandert [12], wird es auch als multi drug resistance Protein bzw. P-

Glykoprotein bezeichnet.

Eine wichtige Rolle spielen die humanen ABC-Transporter auch in der
Physiologie des Fettstoffwechsels, speziell im Sterol-, Phospholipid- und

Gallenséauretransport [13-15].

Durch die vollstdndige Charakterisierung eukaryotischer Genome konnten alle
ABC-Transporter von Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Mus musculus und Homo sapiens identifiziert und in
Subfamilien eingeteilt werden [16]. Derzeit sind 48 Mitglieder der ABC-
Transporter-Familie bekannt, die aufgrund struktureller Unterschiede bzw.
aufgrund von Sequenzhomologien in sieben Subfamilien eingeteilt werden.
Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die Eigenschaften bisher bekannter
humaner ABC-Transporter. Neben der offiziellen Gennomenklatur, sind
gebrauchliche Synonyme, die Domanenstruktur, die Gewebsexpression und die

Funktion angegeben.
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Tabelle 1: Uberblick Uber die Domanenstruktur, Gewebsexpression und Funktion von humanen
ABC-Transportern.
: " Gewebsexpression; zellulare :
Gen Alias Domaéanenstruktur L Funktion und Substrate
Lokalisation
1 Makrophagen, Cholesterinefflux auf HDL,
ABCAL ABCL (TMD -ABC?)2 Leber, apikale Plasmamembran Cholinphospholipide
ABCA2 ABC2 (TMD-ABC)?2 Gehirn, Lysosom '\S"ti‘::)'?:g‘eme”res'ﬂe”z (Estramustin),
ABCA3 ABC3, ABCC (TMD-ABC)2 Lunge Surfactant Sekretion
ABCA4 ABCR (TMD-ABC)2 Photorezeptoren N-Retinylidene-PE Efflux
ABCAS (TMD-ABC)2 Muskulatur, Herz, Hoden
ABCA6 (TMD-ABC)2 Leber Phospholipide
ABCA7 (TMD-ABC)2 Milz, Thymus, PBMC Spingolipide, Serin-Phospholipide
ABCAS8 (TMD-ABC)2 Ovar
ABCA9 (TMD-ABC)2 Herz
ABCA10 (TMD-ABC)2 Muskulatur, Herz
ABCA12 (TMD-ABC)2 Magen
ABCA13 (TMD-ABC)2 ne.
Medikamentenresistenz, Phospholipide,
ABCB1 MDR, PGY1 (TMD-ABC)2 Exkretorische Organe, apikale PM |PAF, Aldosteron, Cholesterin,
amphiphile Molekiile, B - Amyloid
ABCB2 TAP1 TMD-ABC Ubiquitar, ER Peptidtransport
ABCB3 TAP2 TMD-ABC Ubiquitar, ER Peptidtransport
ABCB4 MDR3, PGY3 (TMD-ABC)2 Leber, apikale PM Phosphatidylcholintransport
ABCB5 (TMD-ABC)2 Ubiquitar
ABCB6 MTABC3 TMD-ABC Mitochondrien Fe/S Cluster Transport
ABCB7 ABC7 TMD-ABC Mitochondrien Fe/S Cluster Transport
ABCB8 MABC1 TMD-ABC Mitochondrien Fe/S Cluster Transport
ABCB9 TMD-ABC Herz, Gehirn, Lysosomen
ABCB10 MTABC2 TMD-ABC Mitochondrien
ABCB11 BSEP, SPGP. (TMD-ABC)2 Leber, apikale PM Gallenséauretransport
Medikamentenresistenz, GSH,
Lunge, Hoden, PBMC, basolaterale |Glucuronat-, Sulfat-Konjugate, GSSG,
ABCC1 MRP1 TMDO-(TMD-ABC)2 PM u. Endosomen Sphingolipide, LTCs, PGA2, 17p-
Glucuronosyl-Estradiol
GSH, Glucuronat-, Sulfat-Konjugate,
ABCC2 MRP2 TMDO-(TMD-ABC)2  |Leber, apikale PM Bilirubin-Glucuronid, LTG,, 17B-
Glucuronosyl-Estradiol, Taurolithocholat
3-sulfat, Anionische Medikamente
Glucuronat-, Sulfat-Konjugate, 173
Lunge, Darm, Leber, basolaterale . .
ABCC3 MRP3 TMDO-(TMD-ABC)2 PM g Glucuronosyl-Estradiol, Taurolithocholat
3-sulfat
ABCC4 MRP4 (TMD-ABC)2 Prostata, PM Xenobiotika, Nukleoside
ABCC5 MRP5 (TMD-ABC)2 Ubiguitér, basolaterale PM Xenobiotika, Nukleoside
ABCC6 MRP6 TMDO-(TMD-ABC)2  |Niere, Leber, basolaterale PM gg‘l’g';;he Cyclopentapeptide (z.B.
ABCC7 CFTR (TMD-ABC)2 Exokrine Gewebe Chloridionen, ATP
ABCC8 SUR1 TMDO-(TMD-ABC)2 Pankreas Sulfonylharnstoff Rezeptor
ABCC9 SUR2 TMDO-(TMD-ABC)2 Herz, Muskulatur Sulfonylharnstoff (K+ Regulation)
ABCC10 MRP7 TMDO-(TMD-ABC)2 n.e.
ABCC11 MRP8 (TMD-ABC)2 n.e.
ABCC12 MRP9 (TMD-ABC)2 n.e.
ABCD1 ALD TMD-ABC Peroxisomen VLCFA Transportregulation
ABCD2 ALDL1, ALDR TMD-ABC Peroxisomen VLCFA
ABCD3 PMP70, PXMP1 |TMD-ABC Peroxisomen VLCFA
ABCD4 PMP69, P70R___|TMD-ABC Peroxisomen VLCFA
ABCE1 OABP, RNS41 (ABC)2 Ovar, Hoden, Milz Oligoadenylat
ABCF1 ABC50 (ABC)2 Ubiquit&r translation elongation initiation factor 2
ABCF2 (ABC)2 Ubiquitar
ABCF3 (ABC)2 Ubiquitar
ABCG1 White, ABC8 ABC-TMD Ubiquitar Phospholipide, Cholesterin
ABCG2 :\aﬂéRRl’DABCP’ ABC-TMD Plazenta, Darm, apikale PM Medikamentenresistenz, Toxin-Efflux
ABCG4 White2 ABC-TMD Leber
ABCG5 White3 ABC-TMD Leber, Darm, apikal Steroltransport
ABCGS8 White4 ABC-TMD Leber, Darm, apikal Steroltransport
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1.1.1 Strukturelle Eigenschaften von ABC-Transportern

Ein funktioneller ABC-Transporter besteht normalerweise aus zwei
Transmembrandoméanen (TMD), die Ublicherweise aus sechs
membrandurchspannenden a-Helices und zwei Nukleotid-Bindungsdomanen
(NBD) bestehen. Letztere werden auch als ATP-Bindungsdoménen (ABC)
bezeichnet [17] (Abbildung 1).

— ] ¥
N A B Al [B
S S .
ABC ABC

Abbildung 1: Dreidimensionaler schematischer Aufbau eines funktionstiichtigen fullsize ABC-
Transporters mit seinen Transmembrandoméanen und den ATP binding casettes (=ABC).

Die Nukleotidbindungsdoméanen enthalten drei kurze, hochkonservierte
Peptidabschnitte, das Walker A und Walker B Motiv und zusatzlich das Signatur
(C) Motiv, das die consensus Sequenz "Leu-Ser-Gly-Gly-GIn“ enthalt [18;19].
Das C-Motiv ist wahrscheinlich an der funktionellen Kopplung der ATP-Bindung
bzw. Hydrolyse und der Konformationsanderung der Transmembranabschnitte
beteiligt [20].

Eukaryotische ABC-Gene konnen entweder als fullsize oder als halfsize
Transporter vorliegen. Dabei liegen fullsize Transporter als Polypeptidkette vor
und besitzen zwei TM-Domanen und zwei NBF und sind somit funktional.
Halfsize Transporter, die nur eine TM-Domane und NBF besitzen, mussen
deshalb fur ihre Funktionsfahigkeit Homo- oder Heterodimere bilden [20], wobei
bei humanen ABC-Transportern verschiedene Anordungsmadglichkeiten

verwirklicht sind.
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1.1.2 ABCA-Subfamilie

Die ABCA-Subfamilie besteht ausschlief3lich aus fullsize Transportern. ABCA1,
ABCA4 (ABCR) und ABCA2 gehtren mit 2261, 2273 und 2436 Aminosauren zu
den grél3ten Proteinen dieser Gruppe. Aufgrund phylogenetischer Analysen und
Intron-Strukturen wird die ABCA-Familie in zwei Subgruppen unterteilt [2]. Die
erste Gruppe enthalt sieben Gene, die auf sechs Chromosomen im Genom
verteilt vorliegen, ABCAl (9922-g31), ABCA2 (9934), ABCA3 (16pl3,3),
ABCA4 (1p22), ABCA7 (19p13,3), ABCA11l (4pl6), ABCA12 (2g35). Die andere
Gruppe mit funf Genen (ABCA5, ABCA6, ABCA8, ABCA9 und ABCAL0)
dagegen befindet sich als Cluster auf Chromosom 17q24 [2].

Sieben dieser ABCA-Mitglieder werden interessanterweise durch Lipide
kontrolliert oder beeinflusst [21;22] Dies verdeutlicht die besondere Rolle dieser

Subfamilie im gesamten Lipidstoffwechsel [13].

1.1.3 ABCA1l

Der humane ATP binding cassette transporter 1 (ABCAl) ist ein aus 2261
Aminosauren bestehendes Protein [23], das ubiquitdr in menschlichen
Geweben exprimiert wird, vor allem in Leber, Lunge, Plazenta und in fetalen
Zelltypen. ABCA1 spielt eine Schllsselrolle bei der Regulation des
Phospholipid- und Cholesterinstoffwechsels [8].

Die ABCA1-Expression wird in Abhangigkeit von Import und Export der Lipide
reguliert. AuRerdem erfolgt eine differenzierungsabhéngige Hochregulation von
ABCAl1l wahrend der Monozyten-Makrophagen-Differenzierung, die auf eine
besondere Rolle des Proteins in Makrophagen hinweist [23]. Wegen der
Homologie zu anderen, bereits charakterisierten ABC-Transportern, wird
angenommen, dass ABCAL1 den Co-Transport von Phospholipiden und freiem
Cholesterin von der Zellinnenseite zur AulR3enseite ermoglicht [24]. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass ABCA1 keinen aktiven Transporter, sondern ein ATP

getriebenes Regulatorprotein darstellt [25].
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1.1.3.1 Bedeutung von ABCAL fur den Lipidstoffwechsel

Beim physiologischen Lipidstoffwechsel werden Nahrungslipide, unter anderem
Cholersterin, vom Dinndarm absorbiert und in Chylomikronen zur Leber
transportiert. Diese gibt das Cholesterin als very low density lipoprotein (VLDL)
an das Blut ab. Anschlie@Rend wandeln sie sich nach Abgabe ihres
Triglyzeridanteils zu LDL um und werden von den peripheren Zellen tber LDL-
Rezeptoren aufgenommen. Ein Grofteil des LDL wird nicht metabolisiert,
gelangt Uber das Blut zurtick zur Leber und wird dort in Gallensauren
umgewandelt. Zusatzlich sind auch high density lipoproteins (HDL) am
Lipidstoffwechsel beteiligt. Sie werden als Vorstufen sowohl von der Leber als
auch von peripheren Korperzellen, Enterozyten und Makrophagen sezerniert.
Diese nehmen Cholesterin von VLDL, LDL und den peripheren Geweben auf
und verestern es mit Hilfe des LCAT-Enzyms. Das entstandene HDL kann von
der Leber aufgenommen werden und bewerkstelligt damit einen reversen

Cholesterintransport von der Peripherie zur Leber [26] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Der ABCA1-Transporter vermittelt den Cholesterinausstrom aus peripheren Zellen
auf HDL-Vorstufen. Dieses Lipid wird von HDL und seinen Vorlauferpartikeln tibernommen. Das
Enzym Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) verestert HDL assoziiertes Cholesterin im
Plasma. Schliel3lich entstehen spharische HDL-Partikel (HDL3 und die gréReren HDL2).
Phospholipid-Transfer-Protein (PLTP), Cholesterin-Transfer-Protein (CETP), hepatische Lipase
(HL) und endotheliale Lipase (EL) modifizieren HDL-Partikel im Plasma. HDL assoziierte
Cholesterinester werden von der Leber aufgenommen oder in andere Lipoproteine
umgewandelt [5].

Bisher sind, neben passiver Diffusion tber Membranen, drei Stoffwechselwege
bekannt, Uber die Cholesterin aus Makrophagen transportiert und auf HDL, als

Akzeptor von Lipiden, transferiert wird (Abbildung 3).
Einer dieser Stoffwechselwege wird durch den Golgi-Apparat tber ABCA1 und

apoA-l vermittelt. Lipidfreies apoA-I ist ein physiologischer Akzeptor, der am
Cholesterin und Phospholipidefflux von Zellen beteiligt ist. Dieser Vorgang ist
abhangig von der Funktionsfahigkeit von ABCAL. Es wird angenommen, dass
ABCAL als Rezeptor flr apoA-I fungiert [27]. Helicale lipidfreie Apolipoproteine

von HDL, wie apoA-l, A-ll und E, induzieren den Cholesterin- und

10
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Phospholipidefflux der Zellen und generieren frihe HDL-Partikel, die

physiologische und biochemische Charakteristika von pre-B-HDL aufweisen.

Zusatzlich zu diesem Stoffwechselweg existiert in Cholesterin beladenen
Makrophagen, unter Abwesenheit von Lipoproteinakzeptormolekilen, ein
basaler Lipidefflux. Dieser Mechanismus funktioniert unabhangig von ABCA1
und damit auch bei Patienten mit familiarer HDL-Defizienz. Eventuell wird dies
Uber andere ABC-Transporter-Proteine, wie ABCG1, MDR1 und ABCG4,
reguliert [28].

In einem dritten Stoffwechselweg wird die mitochondriale Herstellung von 27-
Hydroxycholesterin und 24(S), 25-Epoxycholesterin aus Cholesterin tiber CYP-
27 beeinflusst. Diese Oxysterole kdnnen Uber einen direkten Sekretionsweg
unabhéangig von anderen Lipidakzeptormolekilen aus der Zelle sezerniert
werden [29;30].

11
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Abbildung 3: Model

fur Lipideinstrom,-Synthese, -Speicherung und -Ausstrom [31].

1.1.3.2 Familidre HDL-Defizienz (Tangier Erkrankung) und ABCA1l

Die Bedeutung dieses aktiven reversen Cholesterintransports wurde durch die

Aufklarung des

Tangier Erkrankung erkannt.

genetischen Defekts bei der autosomal rezessiv vererbten

Diese Krankheit ist sehr selten und wurde

erstmals 1961 von Fredrickson beschrieben [32]. Durch DNA-Sequenzanalysen

betroffener
entdeckt, die fur
(Abbildung 4).

Patienten wurden verschiedene Mutationen

im ABCA1l-Gen

die Symptome der Tangier Erkrankung verantwortlich sind [6-8]

12
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Abbildung 4: Mutationen von ABCAL1 die zu der Tangier Erkrankung fuhren [33].

Charakteristisch fur diese Krankheit sind eine fast vollstdndige HDL-Defizienz,
ein stark verminderter zellularer Cholesterin- und Phospholipidefflux und
dadurch eine Akkumulation von Cholesterinestern in diesen Zellen. Zusatzlich
wird auch die Konzentration und die Zusammensetzung des Plasma-HDL-Pools
durch den Verlust der Funktionsfahigkeit von ABCA1 beeinflusst. Es finden sich
hauptsachlich kleine pra-p1-HDL Partikel, die lediglich apoA-l und
Phospholipide, aber kein freies Cholesterin und apoA-ll enthalten [34]. Die
niedrigen Plasma-HDL-Spiegel bei der Tangier Erkrankung sind vor allem auf
die fehlende Umwandlung von pra-g1-HDL Partikel zu reifem a-HDL und einem

damit verbundenen verstérkten Abbau von apoA-I zuriickzufihren [35].

Durch Studien mit ABCAl knockout Mausen konnten diese Ergebnisse
bestétigt werden. Bei diesen Mausen sind, analog zum Phanotyp der Tangier
Erkrankung, der Verlust von HDL-Cholesterin und apoA-I, stark verminderte
Serum Cholesterin Konzentrationen und Fettablagerungen in verschiedenen
Geweben mit hohem Zellumsatz charakteristisch. Ahnlich wie bei Tangier
Patienten, zeigen Fibroblasten der ABCAl -/- Mausen eine starke
Verminderung von apoA-I abhangigem Phospholipid- und Cholesterinefflux.
Dies lasst darauf schlieRen, dass ABCA1l fir den Co-Transport beider

13
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Substanzklassen ndétig ist. Durch die Versuche mit knockout Mausen wurde
auch gezeigt, dass sowohl Erythrozyten als auch Thrombozyten ABCAL1 fiir ihre
Membranhomdostase benétigen, da sie insbesondere flr ihre Membranstabilitat
auf HDL angewiesen sind [5;36].

Im Gegensatz zu der starken Verminderung des apoA-I abhangigen
Phospholipid- und Cholesterinefflux, sowohl in Fibroblasten von Tangier
Patienten als auch von knockout Mausen, wird der Phospholipid- und
Cholesterinefflux durch Uberexpression von ABCA1 gesteigert [5]. Daher nimmt
man an, dass funktionelle Wechselwirkungen zwischen apoA-l1 und ABCA1 fir
die initiale Lipidierung von apoA-l notwendig sind. Uber eine Reihe von
Zwischenschritten entsteht aus dem lipidierten apoA-I discoidales HDL, das
durch die LCAT zu spharischem HDL umgewandelt werden kann.

Im Moment existieren drei verschiedene Erklarungsmodelle, mit dem der
Wirkungsmechanismus zwischen ABCAL und apoA-I, der zu einem Lipidefflux
fuhrt, erklart werden kann. Im ersten Modell wird davon ausgegangen, dass es
zu keiner direkten Interaktion zwischen ABCA1l und apoA-I kommt. ABCAl
abhangig sollen Phospholipide zur aufReren Membranschicht gelangen und dort
anschlie3end zur Lipidierung von apoA-I fihren. Beim zweiten Modell kommt es
zu einer initialen Bindung von apoA-lI an die Membran mittels des Carboxy-
Terminals. Das gebundene apoA-lI assoziiert in einem zweiten Schritt mit
ABCA1, welches anschlieRend direkt Lipide auf das Apolipoprotein Ubertragt.
Im dritten Modell wird von einer direkten Interaktion von ABCAl und apoA-I
ausgegangen, die dann zu einer ABCAL1 vermittelten Ubertragung von Lipiden

auf apoA-I fuhrt.

Am wahrscheinlichsten ist zurzeit ein Zwei-Phasen-Modell, das auf
Experimenten von Zannis et al. mit Wildtyp apoA-I und verschiedenen Mutanten
von apoA-1, mit Punktmutationen und Deletionen, basiert. Im ersten Schritt des
Modells bildet sich dabei ein Komplex zwischen ABCA1 und seinen Liganden.
Eine Bindung zwischen apoA-lI und ABCAL scheint zwar notwendig, aber nicht
ausreichend fur den Lipidefflux zu sein. Der zweite Schritt beinhaltet den

ABCALl vermittelten Transfer von Lipiden der Zelle auf apoA-l, wobei die

14
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Bildung eines produktiven Komplexes zwischen apoA-lI und ABCA1l wohl
Voraussetzung ist. Dies wurde mit der mutanten Form von ABCA1 Trp590Ser,
die mit der Tangier Erkrankung assoziiert ist, bewiesen. Bei dieser Form wird
zwar ein Komplex zwischen apoA-lI und ABCA1 gebildet; es kommt aber nicht

zur Lipidierung [37].

1.1.3.3 Transkriptionelle ABCA1-Regulation
Die sterolabhangige ABCAZ1-Induktion wird primar tber das LXR/RXR System

vermittelt (Abbildung 5). Dieses besteht aus den Kernrezeptoren liver X
receptor (LXR) a und (3, die obligat mit dem retinoid X receptor (RXR) ein
Heterodimer bilden und direkt an den Promotor von Zielgenen, wie ABCA1
binden. Die physiologischen Liganden von LXR und RXR sind Oxysterole bzw.
9-cis Retinsaure. Dabei ist es von physiologischer Relevanz, dass Oxysterole
proportional zur Konzentration von Cholesterin ansteigen [38]. Weder freies
Cholesterin noch Cholesterinester konnen jedoch direkt an LXR binden. Diese
mussen zuerst in Oxysterole umgewandelt werden, um als Liganden zu
fungieren. Hierbei ist 27-Hydroxycholesterin, das in den Mitochondrien mittels
CYP27 aus Cholesterin synthetisiert wird, der wichtigste endogene Ligand in
Makrophagen. Aufgrund der starken Hochregulation von ABCALl durch
Oxysterole werden synthetische LXR-Agonisten als vielversprechende
Kandidaten fur eine therapeutische Modulation des durch ABCA1 regulierten
reversen Cholesterintransports angesehen [39]. Problematisch bei der
Anwendung von LXR-Agonisten sind allerdings unerwiinschte Nebenwirkungen.
So entwickelten Mause, die mit synthetischen LXR-Agonisten behandelt
wurden, aufgrund einer extrem gesteigerten Fettsdure-Produktion eine
Fettleber. Bei der Behandlung mit dem LXR-Agonisten T0901317 kam es bei
M&ausen zu einer massiven Hypertriglyzeridamie. Einmal direkt durch die
gesteigerte Induktion des Fettsauresynthase Promotors Uber LXRa und zum
anderen indirekt Uber die LXRa vermittelte Aktivierung von SREBP1c, das ein
Haupttranskriptionsfaktor fir die Fettsdurebiosynthese ist [40;41]. Pontentielle
Strategien um die positiven Effekte von LXR-Agonisten auf den reversen

Cholesterintransport zu nutzen, aber gleichzeitig nicht die Gene des
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Fettsduremetabolismus zu induzieren, wurden von Lund et al
zusammengefasst. Dabei sollen LXRh selektive Agonisten identifiziert und neue
LXR-Agonisten mit schwéacherer transkriptioneller Wirkung auf SREBPlc
synthetisiert werden [42;43].

Neben Sterolen und anderen Fettsauren, die als physiologische Stimulatoren
von LXR/RXR und SREBP gelten, beeinflussen auch eine Reihe anderer
naturlicher und synthetischer Substanzen die ABCALl-Genexpression. Zu
diesen zahlen unter anderem Retinoide, synthetische PPAR-Liganden
(Glitazone), Hormone, Zytokine und Medikamente. Die meisten dieser Stoffe
wirken Uber eine direkte Stimulation des ABCAl-Promotors und nicht tber die
Proteinstabilitat [44].

PPAR/RXR | ps, NFkB, STATs

PPARyRXR A
= LPS acetyl-CoA
; PRARMAUR J_ LXR/FAR carboxylase
Fibrates :
Thiazolidinediones, PGJ2 — %f e % _b% fatt)t;hamd
PPARG&-agonists (GW501516) | | synthase
LXRa SREBP1c stearoyl-CoA
\ desaturase
Retinoids (-carotene, RAR/RXR RAR/RXR LXR/RXR
9-cis-RA,
ATRA) — % % ‘{\Dﬁ}
Rexinoids | I

A2A-Receptor
agonists

CYP27
e
Coactivator| P300 ® +—| Statins
cAt"lF’ wmplex U HAC 27-0H-chol -
LPST N-coat (sRet)
/ N-CoA2 (SRC2, TIF)\/ GGPP
HIF 1o/

macrophages Sp1 ARNT Sp1 o~

high cholesterol N
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or | RNA .\."l
RAR (SRalI
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Abbildung 5: Aktivierende Mechansimen des ABCA1-Promotors [45].

1.2 Hypoxia inducible factor 1 (HIF1)

Der hypoxia inducible factor 1 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine
Schlusselrolle in der Sauerstoff Homoostase spielt. Bisher sind Gber 60 Gene

identifiziert worden, die fur Proteine kodieren, die an physiologischen
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Prozessen wie der Angiogenese, der Erythropoese, dem Glukosetransport, der
Glykolyse, dem Eisentransport und der Zellproliferation beteiligt sind. In der

folgenden Tabelle ist diese Regulation zusammengefasst [46].

Tabelle 2: HIF1 regulierte Gene [47]

Funktion Gen
Glycolyse Aldolase A
Aldolase C

Glukosetransporter 1
Glukosetransporter 3
Glycerinaldehyd-3P-Dehydrogenase
Hexokinase 1
Hexokinase 2
Lactatdehydrogenase A
Phosphofruktokinase L
Phosphofruktokinase, Thrombozyt
Phosphoglyceratkinase |
Pyrovatkinase M
Triosephosphatisomerase

Angiogenese Plasminogenaktivator Inhibitor |
TGFR3
VEGF
VEGF-Rezeptor FLT1
Nukleotidmetabolismus Adenylatkinase 3
Gefalitonus adrenerger Rezeptor
Endothelin 1
Adrenomedullin
Nitric oxid synthase 2
Eisenmetabolismus Ceruloplasmin
Transferrin

Transferrinrezeptor

Zellproliferation Insulin-like growth factor 2
IGF binding protein 1
IGF binding protein 2
IGF binding protein 3

TGFR3
p21
Erythropoese Erythropoietin
Apoptose NIP3
Kollagenmetabolismus Prolyl-4-Hydroxylase
pH-Regulation Carboanhydrase 9

1.2.1 HIFla- und B-Untereinheit

Hypoxia inducible factor 1 ist ein Heterodimer und besteht aus einer a- und 3-
Untereinheit. Die Expression von HIF1a ist unter Hypoxie sehr hoch und in den

meisten Zellen wéahrend normoxischen Bedingungen nicht nachweisbar. Das
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liegt an der geringen Halbwertszeit von weniger als funf Minuten [48]. Im
Gegensatz dazu unterliegt die B-Untereinheit einer konstitutiven Expression, die
Uber einen Sauerstoff unabhéngigen Weg reguliert wird. Diese ist auch unter
dem Namen aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) bekannt
[49]. Wahrend das menschliche HIF1a-Gen auf dem Chromosom 14 (14q21-
g24) lokalisiert ist, befindet sich das ARNT-Gen auf Chromosom 1 (1g21) [50].

Beide Untereinheiten enthalten am Aminoséure-Ende ein basic helix loop helix
(bHLH) und eine per ARNT sim (PAS) Domane, die die Heterodimerisierung
und das Binden an DNA ermdglichen. Zusatzlich enthalt HIF1a die oxygen
dependent degradation domain (ODD), die eine Rolle bei der Degradierung
unter normalen Sauerstoffkonzentrationen spielt. Fur die transkriptionelle
Regulation der HIF1-Zielgene, enthalt das HIFla-Gen zwei transactivation
domains (TAD). An diese kdnnen Koaktivatoren wie p300/CBP binden. HIF1
bindet an die DNA-Sequenz 5"-RCGTG-3" [51] (Abbildung 6), die auch in der E-
box Sequenz 5" -CACGTG-3" enthalten ist.
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Abbildung 6: Struktur und Funktion von HIF1 [50]. Funktions- und Bindedoméanen mit deren Co-
Faktoren von HIF1a und B. bHLH: basic helix loop helix, ODD: oxygen dependent degradation
domain, TAD-N und TAD-C: N und C terminale Aktivierungsdoméne, NLS: nuclear localisation
signal, PAS: per ARNT sim

1.2.2 Signaltransduktion der Hypoxie

Unter Normoxie wird HIF1a rasch durch Ubiquinierung und durch Proteasomen
abgebaut. Dieser Abbau wird Uber die Bindung an das von Hippel-Lindau-
Tumor-Supressor-Protein (VHL) vermittelt. VHL ist ein Erkennungsbestandteil
einer Ubiquitin-Protein-Ligase, die den proteasomalen Abbau von HIFla
vermittelt. Die Bindung zwischen der a-Untereinheit und VHL wird durch die
Hydroxylierung von Prolin und die Acetylierung von Lysin mit einem
Polypeptidsegment, der oxygen dependent degration (ODD) domain getriggert.
Factor inhibiting HIF1 (FIH) ist ein zusatzlicher Repressor von HIF1la. Dieser
hydroxiliert N803 und verhindert so die Anlagerung von p300/CBP an HIF1la,
was zu einer Herunterregulation der Transkriptions-Aktivitat fuahrt [49]
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Signaltransduktion von HIF1

Dieser Prozess wird unter Hypoxie unterdriickt. Die a-Untereinheit wird
stabilisiert, interagiert mit Co-Aktivatoren wie p300/CBP, und dimerisiert mit
ARNT zum aktiven HIF1-Komplex. Dieser kann an hypoxic response elements
(HRE) enthaltende Promotorregionen binden und dadurch die Expression
dieser Gene steigern [50].

1.2.3 Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren

Ebenso wie durch Hypoxie kann auch durch verschiedene Wachstumsfaktoren
und Zytokine die Expression von HIF1a-Protein, die DNA-Bindungsaktivitat und
die Expression von HIFla regulierten Genen induziert werden. Zu diesen
gehoren epidermal growth factor, fibroblast growth factor 2, Insulin, insulin like
growth factor 1 and 2 und Interleukin 1[3 [46]. Diese wirken, anders als bei der
Signaltransduktion unter Hypoxie nicht Uber die Stabilisierung von HIFla,
sondern Uber eine Steigerung der HIFla-Protein-Translation [50]. Durch die
Bindung dieser Faktoren an den rezeptor tyrosinkinase (RTK), werden eine

Reihe von Transduktionswegen angeregt. Als Beispiele sind in der unteren
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Halfte des folgenden Diagramms der Transduktionsweg Uber die
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) und Uber die mitogen aktivated protein
kinase (MAPK) dargestellt [46].

Hypoxia
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Prolyl Hydroxylase
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VHL <4—» FIH-1
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mRNA Protein Transcriptional Target Gene
' _,. e ]
HIF-1 o Expression Expression Activity Expression
FRAP MATPK
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f

RTK

f
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Abbildung 8: Hypoxie und Wachstumsfaktor abhéngige Signaltransduktion von HIF1a. [46]

1.2.4 Biologische Funktion von HIFla

Durch Experimente von Ryan et al. mit einem HIF1a knockout Maus Embryo
konnte gezeigt werden, dass HIF1 fir eine normale Entwicklung notwendig ist.
Die knockout Embryonen zeigten schwere kardiovaskulare Veranderungen und
Defizite in der neuronalen Entwicklung und waren nicht Uberlebensfahig. Eine
Anpassung an Hypoxie ist notwendig fir das Uberleben und resultiert aus der

Stabilisierung und Aktivierung von HIF1 und der Expression von zelltyp-
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spezifischen Genen. Im Folgenden soll vor allem auf die Regulation der
Angiogenese, durch den vascular endothelial growth factor (VEGF),

eingegangen werden. [50]

1.2.4.1 Regulation der Angiogenese und VEGF durch HIF1

VEGF ist einer der wichtigsten Stimulatoren fir die Angiogenese. Es wird zu
Beginn der Kaskade gebildet und ist verantwortlich fur die initiale Aktivierung
der Endothelzellen. Schon bei Verlust eines VEGF-Alleles kommt es zum
Absterben eines Embryos; dies zeigt die unersetzbare Rolle des VEGF bei der
Entwicklung und Differenzierung des vaskularen Systems. Neben VEGF gibt es
allerdings noch weitere Faktoren, die auf die Angiogenese wirken. Zu diesen
gehoren z. B. Angiopoietin 1 und 2, fibroblast growth factor 2, placental growth
factor und platelet derived growth factor. Durch transgene Expression von
VEGF in verschiedenen Geweben und in Kombination mit anderen Faktoren
der Angiogenese konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der Expression eines
einzelnen Faktors nicht fur eine funktionelle und physiologische Vaskularisation
genugt. Aulerdem zeigte sich, dass die Effekte durch Faktoren der

Angiogenese gewebespezifisch sind [52].

Die VEGF-Promotorregion beginnt ca. 1038 bp aufwérts vom
Transkriptionsstartpunkt. Bei —-930 bp, ausgehend vom Transkriptions-
startpunkt, befindet sich eine Region, die durch HIF1, Oncoproteine und

Wachstumsfaktoren stimuliert werden kann.

HIF1 bindet an den VEGF-Promotor und stimuliert und aktiviert dadurch direkt
die Transkription des Gens [53]. Durch die transgene Expression von HIF1a in
Hautzellen von Mausen zeigt sich eine verstarkte Vaskularisation, die der
physiologischen Vaskularisation sehr nahe kommt. Durch Expression des
VEGF alleine konnte dieser Zustand nicht erreicht werden, was den Schluss
zulasst, dass HIF1a auch andere Faktoren der Angiogenese reguliert [52]. In
einem Experiment von Kelly et al. wurde eine konstitutiv aktive Form von HIF1a
hergestellt. Dazu ist ein Adenovirus mit einer mutanten Form der Sequenz von
HIF1a konstruiert worden, die resistent gegen die Sauerstoff abhéngige

Degradierung ist. Durch die Mutation von Pro567Thr und Pro658GIn kommt es
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an diesen Stellen nicht zu der noétigen Hydroxylierung von Prolin und das VHL
kann nicht an HIF1a binden. Der Abbau durch Proteasomen entfallt und HIF1a
bleibt auch wahrend normoxischer Bedingungen stabil. Mit diesem Konstrukt
konnte die Angiogenese auch in nicht ischdmischem Gewebe stimuliert werden
[52].

1.2.4.2 Regulation anderer Gene

In einem Experiment von Manolo et al. wurde die Expression verschiedener
Gene nach Induktion durch Hypoxie und durch den oben erwahnten
konstitutiven HIF1a Adenovirus analysiert. Dabei wurde herausgefunden, dass
die  Expression verschiedener Gene, die am Cholesterin- und
Phospholipidmetabolismus beteiligt sind, in menschlichen Endothelzellen nach
HIF1la-Transduktion hochreguliert wird. Zu diesen Genen gehoéren, neben
anderen, auch ABCA1, apo-D, ADP ribosylation factor like 7 (ARL7),
thioredoxin interacting protein (TXNIP), der VLDL-Rezeptor und PPARYy, die
eine wichtige Rolle im Lipidstoffwechsel spielen [54]. Da die Endothelzellen im
Experiment von Manolo et al. nur relativ kurze Zeit unter Sauerstoffentzug
gehalten wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Gene durch direkte

HIF1a-Aktivierung hochreguliert werden.

Wie oben erwahnt, bindet das Heterodimer aus HIFla und ARNT an eine
spezifische Sequenz, die einer E-box entspricht. Da der ABCA1-Promotor auch
ein klassisches E-box Element enthélt, ist es wahrscheinlich, dass HIF1 direkt
an diese Region bindet. Interessanterweise sind die direkten Co-Aktivatoren
von HIFla wie CPB, p300, SRC1 und TIF2 auch an der Aktivierung des
ABCAL1-Promotors beteiligt, so dass es uber diese, ahnlich der LXR-Induktion,
zu einer Hochregulation kommen konnte. Auch Uber die verstarkte Expression
von PPARy in Endothelzellen durch HIFla und unter Hypoxie ist eine
Aktivierung der ABCA1-Transkription denkbar [55].
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die ABCA1l-Expression ist hoch gewebespezifisch und kann durch
verschiedene  Faktoren, wie z. B. Anderungen der zellularen
Lipidzusammensetzung, beeinflusst werden. Die Makrophagen an arteriellen
GefalRwéanden spielen im reversen Cholesterintransport bei der Entwicklung von
Artheriosklerose eine bedeutende Rolle. Ablagerungen von cholesterinreichem
enzymatisch und oxidativ modifitertem LDL werden von den dortigen
Makrophagen aufgenommen und fiihren zu einem Anstieg der Cholesterinester
und des freien Cholesterins innerhalb dieser Zellen und zu einer Hochregulation
der Cholesterinefflux-Stoffwechselwege tber ABCA1 und ABCG1 [56]. Kommt
es zu Stérungen des Cholesterinefflux, wie es beim metabolischen Syndrom
beobachtet wird, fihrt dies zu einer pathologischen Cholesterin-Akkumulation,
zu einer verstarkten Schaumzellbildung und schlielich zur Kalzifizierung der
Lasion [57].

Hypoxie wurde als ein weiterer Faktor, der den Lipidstoffwechsel beeinflusst,
identifiziert. Es wurde gezeigt, dass der VLDL-Rezeptor durch Hypoxie
herrunterreguliert wird und HIF1 responsive Gene in den oxLDL induzierten
Zelltod involviert sind [58;59]. Andererseits wird bei dem obstruktiven Schlaf
Apnoe Syndrom (OSA), das durch repetitive Episoden von Hypoxie
gekennzeichnet ist und mit einem erhoéhten Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen assoziiert ist, eine vermehrte Cholesterin-Aufnahme in
Makrophagen induziert [60]. Zusatzlich wurde ABCAL in einer Publikation von
Manolo et al. 2004 als Hypoxie induziertes bzw. HIF1 reguliertes Gen in
Endothelzellen identifiziert. Es zeigte sich eine mRNA Erhdhung von ABCAl
nach Induktion durch den konstitutiven HIF1la Adenovirus in Endothelzellen
[54].

HIF1 induziert neben Genen, die die Angiogenese regulieren, wie z.B. der
vascular endothelial growth factor (VEGF), auch eine Reihe von anderen
metabolisch wichtigen Genen [51]. Diese Gene gehoren z. B. zum Glukose-
Stoffwechsel, sind an der Zellproliferation beteiligt, oder sind fur den Eisen
Metabolismus wichtig [46]. Aufgrund dessen erscheint es maoglich, dass HIF1
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auch eine wichtige Rolle im Lipidstoffwechsel spielt, wenn eine direkte ABCAL1-

Aktivierung durch HIF1 vorliegt.

Ziel dieser Arbeit war es, festzustellen, ob es auch in Zellen des
Lipidstoffwechsels zu einer Aktivierung des ABCA1-Promotors kommt. Hierfur
wurden als lipidstoffwechselrelevante Zellen, die Zellinien HepG2 und
RAW?264.7 verwendet. Aul3erdem galt es zu testen, ob die Aktivierung von
ABCA1 durch HIF1 Uber direkte oder indirekte transkriptionelle Mechanismen
erfolgt. Als Positivkontrolle sollte die Uberexpression von HIF1a und ARNT und
deren Wirkung auf den VEGF-Promotor dienen. Da durch einige Publikationen
bereits gezeigt wurde, dass die VEGF-Expression durch Hypoxie bzw. durch
HIF1 induziert wird, konnte die Transfektionsmethode mit
Expressionskonstrukten fir HIF1La und ARNT ebenfalls fur die beiden Zelltypen
HepG2 und RAW 264.7 optimiert werden [52].
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Material

2.1.1 Geréate

In Tabelle 3 wird ein Uberblick tiber alle verwendeten Gerate gegeben.

Tabelle 3: verwendete Gerate

Gerat Verwendung Hersteller
3100xI Genetic Analyzer ABI Prism Sequenzierung ABI
Analysewaage LC620P verschieden Sartorius
Autoklav FNR 9325E Autoklavieren Fedegari
Autoklav FNR 9325E Verschieden Fedegari
Brutschrank B 6120 Zellkultur Heraeus
Kuvette: Ultra Microvolume Cell Konzentrationsbestimmung Amersham
Kuvette: Ultra Microvolume Cell Konzentrationsbestimmung Amersham

Lumat LB 9507

Luciferase-Assay

EG&G Berthold

Lumilmager Chemilumineszenzdetektor Boehringer
Micro Cell Counter F-300 Zellkultur Sysmex
Netzgerat Blue Power Plus Gelelektrophorese Blue Power
PCR-Thermocycler:

Master Cycler Gradient PCR Eppendorf
Primus PCR MWG
Pipetman P (2, 10, 20, 200, 1000 pl) verschieden Gilson
Spektrophotometer: GeneQuant Pro Konzentrationsbestimmung Biochrom
Sterilbank: Lamin Air HA 2472 Zellkultur Heraeus
Thermomixer 5436 verschieden Eppendorf

Vortex Genie Il

verschieden

Bender und Hohbein

Zentrifugen: J2-21 M/E
Biofuge 15R

Microzentrifuge Force 7

verschieden
verschieden

verschieden

Beckmann
Heraeus

Denver Instruments

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

In Tabelle 4 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.
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Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien, ihre Verwendung und Hersteller.

Material

Verwendung

Hersteller

1,5 mL Cups

verschieden

Sarstedt, No./REF 72.690.200

15 mL Falcon Tube

verschieden

Sarstedt; No./REF 62.554.502

2 mL/5 mL/10 mL/25 mL/50 mL Pipetten

verschieden

Sarstedt

2,5pL, 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL, 1000
UL Filterspitzen

verschieden

Eppendorf

50 mL Falcon Tube

verschieden

Sarstedt; No./REF 62.547.254

Einmalhandschuhe

verschieden

Hartmann

Multiwell 6-well Plate

Zellkultur

Nunc™

Nitrilhandschuhe

verschieden

VWR International; Art-Nr. 112-2372

Nunc™ Flasks 75 cm? nunclon A-surface

Zellkultur

Nunc™; 178891

Optical 96 well Reaction Plate

Reportergen-Assay

Applied Biosystems

PCR Softstrips 0,2 ml

PCR

Biozym, Kat.Nr. 710988

Zellschaber 25 cm

Zellkultur

Sarstedt; No./REF 83.1830

2.1.3 Chemikalien

Die wichtigsten Chemikalien sowie ihre Bezugsquellen sind in Tabelle 5

zusammengefasst.

Tabelle 5: Chemikalien, Verwendung und ihre Hersteller

Chemikalien

Verwendung

Hersteller

1 kb-Leiter

Standard fur Agarosegele

Invitrogen; Cat. No.: 15615-016

2-Propanol

verschieden

Merck; 100995

30% Acrylamid/Bis Solution 29:1

Gelshift

BIORad; 161-0156

5x Sequenzing buffer 6000 Reaction

Sequenzierung

Applied Biosystems, Kat.Nr.:

4303152
Ammoniumpersulfat (APS) Gelshift SIGMA, A3678-25G
Ampicillin verschieden Roth
Bromphenolblau verschieden Merck
Ethanol verschieden Merck
Ethidiumbromid Agarosegele Roth

FCS Zellkultur Biochrom; Charge 1046FF
Gelshift Binding 5x Buffer Gelshift Promega; E3581
Glycerin Zellkultur Merck

Hi Di Formamide

Sequenzierung

Applied Biosystems, Kat.Nr.
4311320

LE Agarose SeaKem

Agarosegele

BMA;Kat-Nr.: 50004
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Chemikalien Verwendung Hersteller

L-Glutamin Zellkultur PAN; Kat.-Nr.: P04-80100
MEM Zellkultur Gibco; Kat.-Nr.: 11140-035
Methanol verschieden Merck (Darmstadt)

nukleasefreies Wasser

verschieden

Promega; Cat. P1193

Reporter Lysis 5x Buffer

Luciferase-Assay

Promega; E3971

SDS verschieden Roth; Art.: 2326.2

TEMED Gelshift Pharmacia; Kat. Nr.: 17-1312-
01

Trypsin/EDTA in PBS(0,05/0,02%) Zellkultur PAN; Kat.-Nr.: P10-023100

B-Mercaptoethanol

verschieden

Sigma; M-7154

2.1.3 Medien, Puffer und Lésungen

Die Tabellen 6 und 7 geben einen Uberblick iiber alle
Puffer und Losungen.

Tabelle 6: verwendete Medien und Zusatze

verwendeten Medien,

Medium Zusatze Anwendung Hersteller
DMEM High Glucose (4,5g/L) 10%FCS, 1%Penicillin/ Medium fur PAA; E15-810
Streptamycin RAW?264.7
RPMI with L-Glutamine 5%FCS, 1%L-Glutamin, Medium fir HepG2 |PAA; E15-039
1%Penicillin/ Streptamycin,
1,95uL R-Mercaptoethanol
fetales Kélber Serum (FCS) [Medium fir PAA; A15-151
MEM RAW264. und PAA; P11-010
HepG2
L-Glutamin (200mM) Medium fir PAA; M11-004
RAW264

LB Platten und Fliissigmedium

w/o Ampicillin

Selektion von DH5a

SOC Flissigmedium

w/o Ampicillin

Selektion von DH5a

Invitrogen, Kat. Nr. 46-0821

Tabelle 7: verwendete Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung Verwendung Zusammensetzung/ Hersteller
10x PBS verschieden 1,5 M NaCl, 83 mM NaHPO,, 17 mM H,PO4*H,0 (pH 7.4)
10x TBE Gelelektrophorese | 1M Tris; 1M Bors&ure; 20mM EDTA (pH 7.5)

Agarosegel (1%)

Gelelektrophorese

1%,(w / v) Agarose in 1x TBE-Puffer

BCAssay Reagent A

Proteinbestimmung

Uptima, Kat.Nr.: UP95424A
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Puffer/Lésung

Verwendung Zusammensetzung/ Hersteller

BCAssay Reagent B

Proteinbestimmung [Uptima, Kat.Nr.: UP95425A

BSA Standard 2mg/ml

Proteinbestimmung [Perbio, Kat.Nr.: UP36859A

10x DNA-Auftragspuffer

Agarosegele Tris/HCI (pH7,5; 10mM); Sodium Acetat (5 mM); EDTA (2

mM); Glycerol (10%) Bromphenolblau; 0,001% (w/v)

Xylencanol
Ligasepuffer Ligation Invitrogen, Kat.Nr.: 15224-025
One for all buffer plus Gelshift Pharmacia, Kat.Nr.: 27-0901
Gelshift Binding 5x Buffer Gelshift Promega, E358A

2.1.4 DNA

2.1.4.1 Plasmidvektoren

In Tabelle 8 sind alle benétigten Plasmide zusammengefasst.

Tabelle 8: verwendete Plasmide

Plasmid

Grole Verwendung Hersteller

pGL3 basic

4818 bp Luciferase-Assay Promega

pGL3 control

Luciferase-Assay Promega

pCMV6-XL5 mit HIF1 o

Luciferase-Assay  |OriGene, Kat.Nr. TC 119189

pCMV6-XL5 mit HIF1

Luciferase-Assay  |OriGene, Kat.Nr. TC 119100

2.1.4.2 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma Metabion
synthetisiert und sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9 verwendete Oligonukleotide

Oligo Verwendung [Sequenz

VEGF-Luc-1032 PCR 5’-ccc ctc gag caa ggg cct ctg tct gece cag ctg ¢-3°

VEGF-Luc-990 PCR 5°-ccc ctc gag gcc aga ctc cac agt gca tac gtg g-3°

VEGF-Luc+398 PCR 5’-ccc aag ctt ctc gca cgc ccg cgc get cte tct g-3°

VEGF-Luc+432 PCR 5’-ccc aag ctt cag gtc act cac ttt gcc cct gtc g-3”

A1P(-174-125)F Gelshift 5’-agg aac gtc gcc cgt tta agg ggc ggg ccc cgg cte cac gig ctt tet get-3°
A1P(-125-174)R Gelshift 5’-agc agc aga aag cac gtg gag ccg ggg ccc gec cct taa acg ggc gac gtt-3°
Ebox(-174-125)F Gelshift 5’-agg aac gtc gcc ggt tta agg ggc ggg ccc cgg ctc caa atg ctt tct gct-3°
Ebox(-125-174)R Gelshift 5’-agc agc aga aag cat ttg gag ccg ggg ccc gcc cct taa acg ggc gac git-3°
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RV primer 3 FW Luc PCR

5’-cta gca aaa tag gct gct cc-3°

GL primer PCR

5°-gga aga cgc caa aaa cat aaa g-3

2.1.4.3 Nukleotide

In Tabelle 10 sind alle verwendeten Nukleotide zusammengefasst.

Tabelle 10: verwendete Nukleotide

Nukleotide Hersteller

a®PdCT Amersham, A0O005

dTTP Roche, Kat. Nr.: 03732711001
Poly [d(I-C)] Roche, Kat. Nr.: 108812

2.1.5 Molekularbiologische Kits und Enzyme

2.1.5.1 Kits

Kit-System

Verwendung

Hersteller

BC Assay protein Quantitation Kit

Proteinbestimmung

Uptima, Kat.-Nr. UP40840A

BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Sequenzierung

Applied Biosystems, Kat. Nr.: 4337455

DyeEx™ 2.0 spin Kit

Sequenzierung

Qiagen, Hilden, Kat.-Nr. 63206

EndoFree Plasmid Maxi Kit

Plasmidisolierung

Qiagen, Hilden, Kat.-Nr. 12362

Fugene 6 Transfektion Kit

Transfektion

Roche; Lot. No.: 93289221

QlAshredder

Homogenisation

Qiagen, Hilden, Kat.-Nr. 79656

Luciferase Assay Reagent

Luciferase-Assay

Promega; E1483

Luciferase Assay System

Luciferase-Assay

Promega; E1501

Lysis Buffer

Luciferase-Assay

Promega; E3971

NE-PER, Nuclear & Cytoplasmatic

Extraction Reagents

Gelshift

Pierce; 78833

QIA quick Gel Extraction Kit

Gelaufreining

Qiagen; Cat. No.: 28704

QIA quick PCR Purification Kit

DNA-Aufreinigung

Qiagen; Cat. No.: 28104

QIlAprep Spin Miniprep Kit

Plasmidisolierung

Qiagen, Hilden, Kat.-Nr. 27104

Sephadex G25 Quick Spin Columns

Gelshift

Roche, Mannheim, Kat.Nr.: 1273949

TaqPCR Core Kit

PCR

Qiagen; 201225
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2.1.5.2 Enzyme
Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber die einzelnen Enzyme. Alle Enzyme, die
Komponenten eines verwendeten Kit-Systems sind, werden hier nicht

aufgefuhrt.

Tabelle 11: Enzyme, Verwendung und Hersteller

Enzym Verwendung Hersteller

Klenow Enzym Gelshift Roche, Kat. Nr.: 11008404001
T4 Polynukleotid-Kinase Gelshift Invitrogen; Cat. No.: 18004-010
T4 DNA Ligase Ligation Gibco, Kat.Nr.: 15224-025
Hindlll Restriktionsverdau Sigma; H3506-1G

Xhol Restriktionsverdau Roche; 899194

2.1.6 Organismen und Zellen
In Tabelle 12 sind die hier verwendeten Organismen und Zellen angegeben.

Tabelle 12: verwendete Organismen und Zellen, ihre Eigenschaften und Herkunft

Stamm / Zelltyp Eigenschaften Herkunft / Referenz
E. coli DH5«a Invitrogen; Kat. Nr.: 18258-012
RAW 264.7 Zelllinie makrophagenahnlicher Tumor-Mauszellen, [LGC Promochem / Raschke WC

induziert mit Abelson murine leukemia virus

HepG2 hepatozellulares Karzinom, human ATCC-Nr.: HB-8065

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) unter
Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (bei 56° C fur 30 Minuten inaktiviert),
2mM L-Glutamin und MEM bei 37° C, 5% CO,; und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator fur 3-5 Tage kultiviert, bis sie eine konfluente
Schicht (Monolayer) bildeten. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen
mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen und fur 10 Minuten bei 37° C
mit Trypsin-EDTA-L6sung (0,25% Trypsin, 0,02% EDTA) inkubiert. Dadurch
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wurden die Zellen vom Boden geldst. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet
in Medium resuspendiert, nach Bestimmung der Zellzahl 1:4 gesplittet und in

neue Zellkulturflaschen ausgesaht.

Die Zellen wurden fur die Transfektion in 6-well Platten ausgesaht. Pro well
wurden 1 Million Zellen verwendet. Wachstum und Zustand der Zellen wurden
mit Hilfe eines inversen Mikroskops kontrolliert.

2.2.1.2 RAW 264.7 Zellen

RAW 264.7 Zellen wurden in RPMI Medium unter Zusatz von 10% fetalem
Kalberserum (bei 56° C fur 30 Minuten inaktiviert) und MEM bei 37° C, 5% CO,
und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator kultiviert. Die weitere
Vorgehensweise entsprach dem Protokoll fur HepG2-Zellen. Die Zellen wurden
jedoch 1:5 gesplittet.

2.2.1.3 Mycoplasmentest

Die Kontamination von Zelllinien durch Mycoplasmen verandert deren
Wachstum und Verhalten generell. Um dies zu verhindern, wurden in
regelméaligen Abstanden alle Zelllinien auf Mykoplasmen untersucht und nur
Zellen fur Experimente verwendet, die eindeutig negativ getestet wurden. Dies
erfolgte mit Hilfe eines enzyme linked immuno sorbent assays (ELISA) laut

Anleitung des Herstellers (Mycoplasma Detection Kit, Roche).

2.2.2 DNA/Plasmide

2.2.2.1 HIFla- und ARNT-Plasmide

Die Konstrukte von HIF1a und ARNT wurden von der Firma OriGene als 1 ug
Plasmid-DNA bezogen. Die jeweilige Sequenz wurde von OriGene in den
pCMV6-XL5 Vektor kloniert.

Die hier dargestelle HIFla-Sequenz entspricht der NCBI-Accession-Number
NM_001530.

1 gtgctgcctc gtctgagggg acaggaggat caccctcttc gtcgettcgg ccagtgtgtce
61 gggctgggcc ctgacaagcc acctgaggag aggctcggag ccgggecccgg accccggega
121 ttgccgeeeg cttetctcta gtctcacgag gggtttccecg cctcgecacce ccacctctgg
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181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901

acttgccttt
ct gggggceeg
gcgcgaacga
ccagat ct cg
ttccacat aa
atttgcgt gt
cacagat gaa
at ggt gacat
aact aact gg
aaatgcttac
gettttttct
ctgcaacatg
accaacct ca
ccattcctca
acagcct gga
agccagaaga
at ct gaccaa
ggat gcttgc
acaccaagaa
ttcagcacga
cttcagat at
tctttgacaa
acacaat cat
aggaagt acc
taaatttggc
ct gaccctgc
aactttcttt
ct agacaaag
at at ggt caa
caaagaaccc
t cccaat gga
gttccgcaag
aaat acaaga
cagt gacaaa
acat acat aa
cagcct cacc
gaagccct aa
t aaat ccaaa
gttcactttt
ctactacatc
t ggagcaaaa
caat ggat ga
t acaaggcag
actgagcttt
agtctattta
ggttagttca
gttctttaat
gcat t gcagt
agtttatccc
agtaaccttt
ttacat aaat
tcttaaaaaa
aagaagaaat
tat aat aat g
t aat at agaa
caat t cagag
accctatgta
tctgcctacc
catgcattct
tatgcacttt
tt agaagcat
acattgtaca
tgttttgtta

ccttctcttc
cccgecgt ga
caagaaaaag
gcgaagt aaa
tgtgagttcg
gaggaaact t
ttgcttttat
gatttacatt
acacagtgtg
acacagaaat
cagaat gaag
gaaggtattg
gt gt gggt at
cccat caaat
tatgaaattt
acttttaggc
aact cat cat
caaaagaggt
ttctcaacca
cttgattttc
gaaaat gact
actt aagaag
at ctttagat
attat at aat
aatgtctcca
act caat caa
taccat gccc
ttcacctgag
t gaatt caag
attttctact
tgatgacttc
ccct gaaagc
acct act gct
agaccgtatg
agaaact act
aaacagagca
cgtgttatct
gat act agct
t caagcagt a
actttcttgg
gacaattatt
aagtggatta
cagaaacct a
ttcttaattt
tattttctac
atttttgatc
gct ggat cac
agcatcattt
tttttcgaat
catcatgatc
aat aatgctt
t accagcagt
tttttttggce
attcttaaat
agat at gcat
aaatcatctg
gt t gt ggaag
ctgttggtat
t agcaaaat t
gtcgctatta
tattttagga
aatttttcat
cat caaat aa

tccgegtgtg
agacat cgcg
ataagttctg
gaat ct gaag
catcttgata
ctggatgctg
tt gaaagcct
tctgataatg
tttgatttta
ggccttgtga
tgtaccct aa
cact gcacag
aagaaaccac
attgaaattc
tcttattgtg
cgctcaattt
gatatgttta
ggat at gt ct
cagtgcattg
tcccttcaac
cagctattca
gaacctgatg
tttggcagca
gat gt aat gc
ttacccaccg
gaagt t gcat
cagat t cagg
cctaatagtc
ttggaattgg
caggacacag
cagttacgtt
gcaagtcctc
aat gccacca
gaagacatta
agt gccacat
ggaaaaggag
gtcgctttga
ttgcagaat g
ggaat t ggaa
aaacgt gt aa
ttaataccct
ccacagct ga
ctgcagggtg
cattcctttt
atctaatttt
ccctttctac
agacagct ca
t aaaaaat gc
tatttttaag
at aggcagt t
t gccagcagt
tactcat gga
ct at gaaat t
gct gt at ggt
at at ct agaa
atgtttctat
tttatgctaa
aaagatattt
gcctagtatg
acatcctttt
at at at agt t
tccttttget
acatcttctg
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gagggagcca
gggaccgat t
aacgt cgaaa
ttttttatga
aggcctct gt
gtgatttgga
tggat ggt t t
t gaacaaat a
ctcatccatg
aaaagggt aa
ct agccgagg
gccacattca
ctatgacctg
ctttagatag
at gaaagaat
atgaatatta
ct aaaggaca
gggt t gaaac
t at gt gt gaa
aaacagaat g
ccaaagttga
ctttaacttt
acgacacaga
tcccct cacc
ct gaaacgcc
t aaaat t aga
at cagacacc
ccagt gaat a
t agaaaaact
atttagactt
ccttcgatca
aaagcacagt
ctaccactgc
aaat att gat
cat caccat a
t cat agaaca
gt caaagaac
ct cagagaaa
cattattaca
aaggat gcaa
ctgatttagc
ccagttatga
aagaatt act
tttggacact
agaagcct gg
ttaatttaca
ttttctcagt
acctttttat
aagat gccaa
gaaaaatttt
acgt ggt agc
atatattctg
gttaaacctg
ttattattta
ggt at gt ggc
agtcactttg
tattgtgtaa
t gagcagact
ttaatttgct
tttcatgtag
gt cacagt aa
ctttgtggtt
t ggaccagga

gcgctt agge
caccat ggag
agaaaagt ct
gcttgct cat
gat gaggctt
t at t gaagat
tgttatggtt
catgggatta
t gaccat gag
agaacaaaac
aagaact at g
cgt at at gat
cttggtgctg
caagactttc
taccgaattg
tcatgctttg
agt caccaca
t caagcaact
ttacgttgtg
tgtccttaaa
at cagaagat
gct ggcccca
aact gat gac
caacgaaaaa
aaagccactt
accaaat cca
tagtccttcc
ttgtttttat
ttttgctgaa
ggagatgtta
gttgtcacca
tacagtattc
caccact gat
tgcatctcca
t agagat act
gacagaaaaa
tacagttcct
gcgaaaaat g
gcagccagac
at ct agt gaa
at gt agact g
ttgtgaagtt
cagagctttg
ggt ggct cac
ct acaat act
ttaat gct ct
tttttggtat
ttatttattt
tataattttt
tacacctttt
cacaat tgca
cgtttataaa
gaacat gaca
aat gggt aaa
atttatttgg
ccagct caaa
ctgatattaa
gt aaacaaga
caaaat acaa
atttcaataa
atatcttgtt
ggat ct aaca
aaaaaaaaaa

cggagcgagc
ggcgccggcy
cgagat gcag
cagtt gccac
accat cagct
gacat gaaag
ct cacagat g
actcagtttg
gaaat gagag
acacagcgaa
aacat aaagt
accaacagt a
atttgtgaac
ct cagt cgac
at gggat at g
gactctgatc
ggacagt aca
gtcatatata
agtggtatta
ccggt t gaat
acaagt agcc
gceget ggag
cagcaacttg
ttacagaat a
cgaagt agt g
gagt cact gg
gat ggaagca
gtggat agt g
gacacagaag
gctccctata
tt agaaagca
cagcagact ¢
gaat t aaaaa
tctcctacce
caaagt cgga
tctcatccaa
gaggaagaac
gaacat gat g
gat cat gcag
cagaat ggaa
ct ggggcaat
aat gct cct a
gat caagtta
tacct aaagc
gcacaaact t
tttttagtat
ttaaaccatt
ttggct aggg
gt aagaaggc
ttttcacatt
caatatattt
actagttttt
ttgttaatca
gccatttaca
at aaaat t ct
agaaaacaat
acct aaat gt
aaaaaaaaat
tgtttgattt
ttgagt aatt
ttttctatgt
ct aact gt at
aaaaaaaa
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Die verwendete ARNT-Sequenz entspricht NM_001668:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

atcttggatt
cttttcccct
cggcggeggt
at gt accatc
gaggagccat
gagaagggaa
ggtttgccag
at cacagt ga
cagat at ggt
gcat ggcagt
cct at aagcc
atggctttct
t gact cct gt
t gcacccaga
cagggcgt at
tgagaat gt g
ct gt ggaccc
ttggct ct gt
aggcct ggece
gcaagttttg
acat gagt aa
tcacttttgt
gaaagaat at
aacaggt agt
accaagaat g
aaat t gagt a
ctacactctc
agat gggct ¢
t accaggaag
ccacaggacc
gagat ccaag
cct ccagcac
ccceccggec
agccat cagce
aaggagcaac
ctacccaggc
catcctcctt
cctaccct ag
gacaattcca
agcctcat ca
ct ggccagcec
acaacaat ga
ggggt gagga
tct gt aaaca
tttcccecttcet
t ggaat gaat
acacctttcc
gaggcaggt t
gaaagaaat t
aacattgtag
t gagcagt cc
gt gt gt gt gt
t at gcaaaat
aggagt t aaa
acgtctttge
aagt cggct g
tgctgctttt
gcaagat aaa
gt cagaat ca
ttggattagc
tctt gcaaag

ccgcggt age
ccct cceggt
ggcat ct gcg
act gggt cca
t gt ccagagg
cagt aaattt
gt cggat gat
aatt gaacgg
acccacct gt
ttctcacatg
gtctttcctc
gtttattgtc
tttgaaccag
t gat gt ggat
cctggatcta
t at gggct ca
agtttctgtg
aaaggat ggg
cccagcaggt
cctagt ggcc
tgtttgtcaa
ggat caccgc
tgtagaattc
gaaat t aaaa
gctctggatg
catcatctgt
caacacaatc
aggacagct g
agat ggactg
agaacacagc
attttcagaa
tgtccctgece
ggcagagaat
ttctgcagga
cccaacttgg
tactgct aag
cagctccatg
t ct caccaat
gacacggaca
tcgttcaagt
tgaggtcttc
agaattccct
taaggggt gg
gaat aaaagt
ggctgttccc
ct ccaaggct
ttatgtctcc
agaagaacct
ct gaagagag
gt at at at gg
ct ct ggaaag
gt gt gcgcac
ttgtccccga
tcttccaggt
tgcgcttgea
ttgat acgat
ggtgctctca
cactttctgg
cat at gat gt
cgtcccagtg
tagcctcttt

ggaggcggcg
t cggt ggcgg
gccat ggcgg
gccattgecct
gct att aagc
ttgaggtgtg
gagcagagct
cggcgacgga
agt gccct gg
aagtccttgce
act gat cagg
t cat gt gaga
ccacagtctg
aaacttcgtg
aagact ggaa
aggagat cgt
aat aggct ga
gaacct cact
gtttccctce
at t ggcagat
ccaacagagt
tgtgtggcta
tgtcatcctg
ggccaagt gc
agaaccagct
accaacacca
cagaggccac
gcacccaggc
gccagct aca
aagccccttg
at ct at caca
acccaacagc
ttcaggaat a
cagat gt t gg
acccctacta
actcgtactt
tccctcectg
cgtggatcta
gcagagggt g
t ct agt gagc
caggagat gc
gat ct aact a
gggagaaaaa
tcctctcccet
ctgctctgtt
tttaggactg
t gacct gaaa
gacat ccact
t ggaggagag
ggctttagca
aaacat gt ga
acatgcttct
ttttaccttt
attttccact
tccatgccca
tgtctgttat
ccttatctgg
aacccgagac
gtgttctgta
aaaat cctca
cat cccat ac

gt caggcgcc
cggct cctcc
cgact act gc
ct ggaaactc
ggcgaccagg
at gat gat ca
ct gcggat aa
acaagat gac
ct cgaaaacc
ggggaact gg
aact gaaaca
caggcagggt

aatggtttgg
agcagctttc

cagt gaaaaa
ttatttgccg
gctttgtgag
t cgt ggt ggt
cagat gat ga
t gcaggt aac
tcatctcccg
ctgttggcta
aagaccagca
t gt ct gt cat
cctttacttt
at gt gaagaa
aact aggt cc
agcagcaaca
atcattccca
agaagt caga
acat caat gc
tattctccca
gt ggcct age
cccagatttc
cccgcet cagg
cccagtttgg
gt gccccaac
actttgctcc
tgggtgtctg
aacatgttca
t gt ccat gct
tgtttccccce
atcactgttt
tcccttcccet
gcctctct aa
t ct gaaaatt
ttgtatagtg
gtttgccttg
gagaaat gt c
agtttgagca
gt aagt gaga
gtatttcact
gtctttctgt
tagtattgca
gccaat at ac
cgaacacat t
aagat ct gca
ttggccat aa
gaggttattt
ttgttggagt
t caaaat acc

gettct gggg

cact gggggg
caaccccgaa

t ggacct gga
gctggatttt
gat gt ct aac
agagagact t
agcctacat ¢
agacaagct a
caacacat cc
tttgatcttg
ggtgtatgtg
cagcacactc
cacttcagaa
ggaaggt cag
aat gaggt gt
gaacagat gc
ccact gcaca
cccagaggct
tagttctcce
acacaacat t
ccagccacag
gcttct aaga
gttcecggttc
ccagaaccct
ct ct agccaa
cacagct aat
gcaaacagaa
ggt ggt t cag
tggtttattt
ggat cagagt
gggcaacaca
ccctectgta
ccgecact cc
cttttctgee
t gt gggcage
t gcat cgcct
t gagact gga
gccacagt gg
acaaccgcca
gggagat cag
cttttcagaa
gtttttaaaa
cacccct gac
ggt aacattt
t gaggct ggg
ttgatttgtg
gat agt at gg
ctcatatttg
taggctcttt
gagagt gt gt
ctttctccct
gtacttttca
gccaaagaat
aact gt aaag
cagt gat aaa
aacatt acct
agat aat gct
ct gcat ggaa
gt aaaccaaa
cagtttagca

agtggecttt
99999t ggcg
at gacat cag
attcaaggtg
gatgatgatg
gat aaggagc
gccagggaaa
acagaact gt
accatcttac
act gat ggct
gaggcagcag
tctgactccg
t at gat cagg
aatgccct ga
cagtcttcca
ggcagt agct
aggaat ggac
ggct acat ca

ggccagggaa
aact gt acag

gagggt at ct
gaact cttag
gacagcttcc
cggt ct aaga
tactcagatg
gaaccacggc
ttacccctgg
ttggacat gg
cctgtgacaa
gcccaggat a
aaaggcat ct
ttccctecta
accattgtcc
aaccccaccc
cagcaggt gg
tttcagactc
ggtgetgetg
cagact gcag
cagggccagce
gcacagcaac
agcaacagct
tagaactatt
agcaaatctt
at gt accccc
at agaagaaa
t gaagt t aaa
ct gagat caa
cttgtttttg
aggaccat ga
ttgctgectg
gt gt at gt gt
at t agggagt
aagagt cct a
atttaaat aa
caaat at aga
gctgggttac
aaat aggct g
gcatttttct
actcaacttc
t acgaagccc
agcaact gag
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3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801

atttaagt ct

ct ctggccect

aagaggtttt

ggttttgctt tagagtgcaa gtatcat aat

t ct caacagg
cctcaccctt
t aaat t ggct
tgtagtcata
tgctgagttt
acagtttatt
tttacgaaac
t aaat gt gat
at agcgagaa
ctgttttgtt
ggcaaaaat a
tttcttgtgt
aggcacccac
ttgtgtcttt
ccctcacttg
cat gaggt gg
gggact t gaa

gt cactt ggt
taccttcctc
ttggccagta
ggggact gag
cccttectta
tttttattct
caaaaagttg
caggact ata
gatgctctgg
ttcttgttgg
atgacatgta
t gt gt gat ct
aaccagagga
aatttcagga
tcctcct gat

gggttttggg
aaccact agg

aat t aacaat
aggt aacagt
gct aaagt gc
gagcaagggt
t gt ct ccagt
at gt gcacac
agtttccaat
atattgtaca
gggttttgtt
ccatttctgt
gcaaagat t t
t gatt gcgge
atctatagtt
at cagaaat ¢
cct gacacat
gtgggegt tg
gcacat ct gg

tcctetttge
t ccgt at gat
agccat at aa
cgt agat acc
aagact gaat
ggcct t gaag
ct ggt gccag
ttacagtata
ggaacccttg
gttattatag
tttgcttttc
attgctggca
t caaacaaaa
tttatcattc
taagct ccag
at agggt t ct
t ct gagt aac
cctgggttct
atgccttccc
aaaaaaaaaa

t ccct ccaat
agat ggggcece
at gcggat ac
agettttttt
t aat gagaag
aggccaaagg
gt agt ggagt
catatatatt
ttttttaata
ggct tttggg
cttcagggtt
tctgtgctaa
tattttttcc
ctttccagtt
acat acaaac
gat cacattg
at cagcagga
t gggagagag
ccagtatgtc
aaaaaa

cttgagattg
t ggacaccca
aggt t act ac
tttttttttt
at at at t aaa
aat gt ccat t
aaaaaaggag
t at at cacaa
atcgactttt
gaaggggagg
ttatttttga
gctttacagt
ttttgtaaaa
cat aaacaac
at aaggcaca
cacgcct ccc
at gct ct gac
gggaagagt c
cttttctgga

ttaaaat gag tgaaatttaa actgaaaaaa

Nach Transformation der Plasmide in DH5a max efficiency wurden
Einzelkolonien dber Nacht in 2 ml LB amp Medium Kkultiviert und durch
Minipraparation mit QIAprep spin Miniprep Kit isoliert. Zur Kontrolle wurde eine
Sequenzierung durchgefuhrt. Um fur die Transfektion ausreichend Plasmid-
DNA zu erhalten, wurde eine Maxipraparation durchgeftihrt und zur Lagerung

ein Glycerolstock angelegt.

2.2.2.2 Isolierung der Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurden Kits der Firma
Qiagen verwendet. Diese basieren auf einem modifizierten Prinzip der
alkalischen Lyse, kombiniert mit Anionenaustausch, um die Plasmid-DNA zu

binden.

Eine Mini-Praparation aus 1-3 ml Bakterienkultur ermoéglicht die Aufreinigung
von bis zu 20 ug DNA. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte laut Protokoll
des Herstellers und wurde mit 50 pl nukleasefreiem Wasser eluiert.

Mit der Maxipraparation erhalt man bis zu 500 pg Plasmid-DNA. Zur
Praparation von Plasmid-DNA, die zur Transfektion eukaryotischer Zellen
bestimmt ist, wird das EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet.
Zu beachten ist, dass die verwendeten L6sungen und GefalRe frei von
Endotoxinen sind. Die DNA wurde in 200 ul nukleasefreiem Wasser eluiert und
bei —20° C gelagert.
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2.2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.2.3.1 Die Polymerase chain reaction (PCR)

Die PCR wird eingesetzt um Nukleotidsequenzen in vitro enzymatisch
exponentiell zu amplifizieren. Es wird eine lineare oder zirkulare Matritze mit
bekannter Sequenz am 5°- und 3"- Ende bendtigt, um passende Oligonukleotid-
Primer synthetisieren zu kdonnen. Die PCR-Reaktion setzt sich aus folgenden
Schritten zusammen: Zuné&chst wird die doppelstrangige Template-DNA auf 94°
C erhitzt, um die Strange zu trennen. Im zweiten Schritt kommt es bei der
berechneten Annealingtemperatur zur Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer
an die DNA-Matritze. Die Annealingtemperatur h&ngt vom Schmelzpunkt der
verwendeten Primer ab und kann mit folgender Formel abgeschétzt werden:

T [C°] = (Anzahl der Basen G und C) x 4° C + (Anzahl der Basen Aund T) x 2° C - 4°C.
Zuletzt erfolgt die Kettenpolymerisation zu Doppelstrangen bei 72° C durch die
thermisch stabile Tag-DNA-Polymerase. Diese Schritte werden in zahlreichen
aufeinander folgenden Zyklen alternierend durchlaufen. Der DNA-Abschnitt
zwischen den Primern wird dabei 2" —fach (n=Zyklenzahl) amplifiziert. Allerdings
sollte  die  Zyklenzahl 35 nicht Uberschreiten, da nach 35
Denaturierungsschritten bei 94° C die Enzymaktivitat weitestgehend verloren ist

und neben den gewtinschten Produkten vermehrt falsche Produkte entstehen.

Fir die Standardreaktion, mit einem 50 pl Ansatz, wurden folgende
Komponenten in ein dinnwandiges PCR-Reaktionsgefald pipettiert:

10x PCR-Puffer 5,0 ul
Losung Q 10,0 i
dNTP 1,0 ul
Tag-DNA-Polymerase 0,5 pl
Template-DNA 1,0 ul
Oligonukleotid-Primer 1 (25 uM) 1,0 pl
Oligonukleotid-Primer 2 (25 pM) 1,0 ul
H2O 30,5 ul

Die eigentliche PCR-Reaktion erfolgte im Gene Amp 9600 der Firma Perkin

Elmer mit folgendem Programm:
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95°C, 5 min

95°C, 40 s; —
55°C, 44 s; x 35
72°C, 1 min;, _|
72°C, 10 min

4°C, hold

Die PCR-Produkte wurden anschlielend mittels Agarosegelelektrophorese

2 T o

analysiert.

2.2.3.2 Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese von DNA-Molekilen in Agarosegelen dient der Auftrennung
nach ihrer Molekulgréf3e. Dabei macht man sich die negative Gesamtladung der
DNA-Doppelhelix zunutze, die durch die deprotonierten Phosphatgruppen des
Ruckgrads entstehen. Dadurch wandern die DNA-Fragmente im elektrischen
Feld. Die Konzentration des Agarosegels wird der Grof3e der zu trennenden
DNA-Molekile angepasst und liegt zwischen 0,5-3%. Die angelegte Spannung

kann zwischen 80-120 Volt variieren.

Das Gel wird durch das fluoreszierende Ethidiumbromid, das zwischen die
Basen der DNA-Molekile interkaliert, angefarbt. Durch Anregung mit
langwelligem UV-Licht werden die DNA-Banden sichtbar gemacht, die aufgrund
ihrer Wanderungsstrecke, durch Vergleich mit LAngenstandards, identifiziert

werden konnen.

1 g Agarose wurde in 100 ml TBE-Puffer durch Erhitzen in einem
Mikrowellengeréat vollstandig gelost, mit 100 ng/ml Ethidiumbromid versetzt und
nach Abkulhlen auf ca. 60° C auf einen horizontalen Geltrager gegossen. Am
oberen Ende des Gels entstanden durch einen eingesteckten Kamm Taschen
fur das Auftragen der Proben. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm
entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer mit dem TBE-Laufpuffer (20
gl EtBr/L) Uberschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10
Volumen 10 x Loding Dye gemischt. Der Ladepuffer enthielt die Farbstoffe
Xylencyanol und Bromphenolblau, die wahrend des Gellaufs eine farbige Bande

bildeten und einen Ruckschluss auf die Wanderungsstrecke der DNA-
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Fragmente erlaubten. Nach der Elektrophorese wurde das DNA-Bandenmuster
mit dem Chemilumineszenzdetektor sichtbar gemacht. Bei praparativen
Ansétzen werden Banden mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten.
Um die DNA nicht zu schadigen, sollte dabei die UV-Exposition mdglichst kurz

gehalten werden.

2.2.3.3 UV-Spektrophotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Spektrophotometrie ist eine zuverldssige und genaue Methode um die
DNA-Konzentration zu bestimmen. Sie beruht auf dem Prinzip, dass Licht einer
bestimmten Wellenldnge, die moglichst beim Absorptionsmaximum der zu
untersuchenden Substanz liegen sollte, beim Durchtritt durch wassrige
Losungen abgeschwéacht wird. Die Extinktion ist abhéngig von der
Konzentration der untersuchten Substanz, ihrem spezifischen
Extinktionskoeffizienten und der durchstrahlten Flissigkeitsschichtdicke. Dieser

Zusammenhang wird durch das Lambert-Beersche-Gesetz beschrieben:
E=egxcxD

E: Extinktion, € molarer Extinktionskoeffizient (L xmol*xcm™), ¢
Konzentration der absorbierenden Molekile (mol/L), D: durchstrahlte
Flussigkeitsschichtdicke (cm).

Aus dieser Beziehung kann man bei konstanter Schichtdicke (festgelegt durch
die verwendete Kivette) und bekanntem Extinktionskoeffizienten (abhangig von
der verwendeten Wellenlange und den Eigenschaften der absorbierenden
Teilchen) durch Bestimmung der Extinktion die Konzentration berechnen. Flr
die Messungen wurde die DNA mit RNAse freiem Wasser verdunnt. Der
Leerwert wurde ebenfalls mit RNAse freiem Wasser bestimmt. Die
Konzentrationen wurden auf dem GenQuant Pro Photometer bei einer
Wellenlange von 260 nm gemessen. Um Protein-Verunreinigungen
auszuschlieRen, wurde der Quotient E260/E280 bestimmt. Dieser sollte

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.2.3.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die ausgeschnittene DNA-Bande wurde mit QIAquick Gel Extraktion Kit
aufgereinigt. Die Durchfuhrung erfolgte laut den Angaben und Empfehlungen
des Herstellers. Fir die Eluierung wurden 50 pl nukleasefreies Wasser

eingesetzt.

2.2.3.5 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Werner Arber, Daniel Nathans und Hamilton Othanel Smith erhielten 1978 den
Nobelpreis fur ihre grundlegenden Arbeiten zur Entdeckung der
Restriktionsenzyme und deren Anwendung in der Molekulargenetik. Die
Funktion der Restriktionsenzyme in Prokaryonten ist die Abwehr fremder DNA-
Moleklle und deren Spaltung. In der eigenen DNA sind die entsprechenden

Erkennungssequenzen methyliert und werden daher nicht geschnitten.

Man unterscheidet, ihren Eigenschaften entsprechend, drei Typen von
Restriktionsendonukleasen. In der Molekularbiologie finden hauptséchlich TyplI-
Enzyme Verwendung. Diese schneiden die DNA innerhalb der
Erkennungssequenz, die meist aus pallindromischen Sequenzen von vier,
sechs oder acht Basenpaaren bestehen. Durch die Spaltung kdnnen je nach
Enzym sticky ends mit 5- oder 3’-Uberhangen oder blunt ends ohne

Uberhange entstehen.

Die Inkubation erfolgte mit den entsprechenden Reaktionspuffern der Firma
Roche (10x Puffer: A, B, L, M, H ) fur zwei bis drei Stunden bei 37° C im
Heizblock. Fur grol3e DNA-Mengen musste das Reaktionsvolumen erhoht und
die Inkubationszeit verlangert werden. Die benotigte Enzymmenge ist abhangig
von der DNA-Menge und der Anzahl der Schnittstellen. Sie laR3t sich Uber die
Definition der Enzymaktivitat abschatzen: Unter optimalen Bedingungen
schneidet ein Unit 1 pg A-Phagen-DNA in einer Stunde bei 37° C. Die Analyse
der Restriktionsfragmente  erfolgt  anschlieRend durch  Agarose-

gelelektrophorese.
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2.2.3.6 Ligation

Die T4-DNA-Ligase kann in Gegenwart von ATP und Mg**-lonen mit glatten
oder komplementaren, kohasiven Enden verbinden. Dabei wird eine kovalente
Phosphodiesterbindung zwischen der 5" -Phosphatgruppe des einen Stranges
und der 3-OH-Gruppe des anderen Stranges geknipft. Ein molares
Mengenverhaltnis von 1:3 zwischen Vektor- und Insert-DNA ist fur die Reaktion

optimal. Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Vektor-DNA (200ng/pl) 2 ul
Insert-DNA (200ng/ul) 6 ul
5x Ligasepuffer 4 ul
T4-DNA-Ligase (5U/ul) 1l
H,O 7 ul

Die Ligation wurde Uber Nacht bei 14° C (Heizblock im Kuhlraum) durchgefuhrt.

2.2.3.7 Hitzeschocktransformation

Bei dieser Transformation kann mit hoher Effizienz DNA durch
hitzeschockkompetente Bakterien aufgenommen werden. Es werden die
chemisch kompetenten Zell DH5a max efficiency der Firma Invitrogen

verwendet.

Die bei —80° C gelagerten kompetenten Bakterienzellen (DH5a) wurden auf Eis
aufgetaut und 100 pl der Bakteriensuspension zu dem 20 pl Ligationsansatz
pipettiert. Das Gemisch wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. Durch den
nachfolgenden Hitzeschock von 90 Sekunden bei 42° C wurde die Plasmid-
DNA aufgenommen. Die Zellen wurden nach einer weiteren Inkubation auf Eis
von fanf Minuten mit 1 ml SOC Medium gemischt und 1 Stunde bei 37° C im
Heizblock geschiuttelt. In dieser Zeit konnten die Bakterienzellen, die durch die
Transformation erhaltene Antibiotikaresistenz ausbilden, bevor sie auf die
Selektionsplatten aufgebracht wurden. 100 ul des Ansatzes wurden ausplattiert,
die restlichen Zellen durch Zentrifugation pelletiert und nach Resuspension
ebenfalls ausplattiert. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 37° C im
Brutschrank.
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Zur ldentifizierung positiver Transformanden mit rekombinantem Plasmid wurde
eine  Plasmid-Minipraparation und anschlieBend ein  Kontrollverdau
durchgefiihrt. Zusatzlich wurde eine Replikaplatte fiir weitere Versuche
angelegt.

2.2.4 Fluoreszenzsequenzierung

Zur Sequenzierung der zuvor in Bakterien amplifizierten und durch eine
Plasmidpraparation gewonnenen DNA der rekombinierten Plasmide wurde das
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.
Dieser als taq cycle sequenzierung bezeichneten Methode liegt eine
Modifikation der Methode nach Sanger zugrunde.

Mithilfe einer DNA-Polymerase und eines Oligonukleotid-Primers werden unter
Zugabe von dNTP und Didesoxynukleotiden, die mit vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen (dye terminatoren) markiert sind, Kopien des zu
sequenzierenden Stranges synthetisiert. Der Einbau eines ddNTP fihrt zum
Kettenabbruch, weil die, fir die Phosphordiesterbindung bendétigte 3'-OH-
Gruppe fehlt. So entstehen in der Grol3e abgestufte Fragmente, mit einem
durch den Primer festgelegten 5-Ende und einem variablem 3’-Ende, das ein
spezifisches fluoreszenzmarkiertes ddNMP tréagt. Die entstehenden Fragmente
werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers
zur Fluoreszenz angeregt. Diese wird von einem Detektor erkannt und als
Abfolge von Farbsignalen, entsprechend der Sequenz des DNA-Stranges,
wiedergegeben. Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:

Matritzen-DNA 1,0 pl

terminator ready reaction mix 4,0 pl

2,5x Sequenzing Puffer 4,0 ul
Primer (1pmol/pl) 3,2 pl
H-0 7,2 ul

Die Sequenzierreaktion fand als modifizierte PCR in einem Thermocycler mit
folgendem Temperaturprofil statt: 25 Zyklen mit je 1 Minute 96° C, 10 Sekunden
96° C, 5 Sekunden 50° C, 4 Minuten 60° C.
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2.2.5 Transfektion
Zur Transfektion der Zellinien HepG2 und RAW264.7 mit Plasmid-DNA wurde

FuGene 6 Transfection Reagent (Roche Molecular Biochemicals) verwendet.
Das Reagenz besteht aus mehreren Lipid-Komponenten, die mit den DNA-
Molekilen einen Komplex bilden. Dieser Komplex wird durch Endozytose in die
Zelle aufgenommen. Die Transfektionsart von FuGene6 wird durch Roche nicht
genauer beschrieben. Der Vorteil der nicht liposomalen Transfektion liegt in der
geringeren Toxizitat gegenuber den Zellen.

Es wurde folgendes Protokoll fur die Transfektion angewendet:

« pro well einer 6-well Platte wurden 24 Stunden vor Transfektion 1x10° Zellen
ausgesat

« die ausgeséaten Zellen wurden in DMEM bei 37° C und 5% CO, in gesattigter
Wasserdampfatmosphére inkubiert

* insgesamt 3 pg DNA wurden mit nucleasefreiem Wasser auf 5 pl Volumen
aufgefullt und 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert

* 9 yl FuGene6 Reagenz wurden vorsichtig in 91 ul des entsprechenden
Mediums pipettiert, ohne den Rand des verwendeten Gefal3es zu beriihren

» die verdinnte DNA wurde in den FuGene6 Medium-Mix pipettiert und 15
Minuten bei RT inkubiert

» der Transfektions-Mix wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben, wahrend
die Zellen geschwenkt wurden, um zu hohe lokale Konzentrationen zu
vermeiden

* nach 48 Stunden Inkubation bei 37° C und 5% CO, in gesattigter

Wasserdampfatmosphare wurden die Zellen geerntet

2.2.6 Luciferase-Reportergen-Assay

Mit Hilfe von Reportergen-Assays ist es mdglich, den Einfluss potentieller
Promotoren und Enhancer auf die Transkription eines Reportergens in
geeigneten Zellen zu testen. Reportergene kodieren fir Proteine, die durch
enzymatische Aktivitat oder eine andere Eigenschaft leicht nachweisbar sind.
Idealerweise werden sie nicht oder nur in geringem Umfang in eukaryotischen

Zellen endogen exprimiert. Das potentielle Promotorfragment wird in richtiger
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Orientierung vor das Reportergen kloniert und der Vektor in geeignete Zellen
transfiziert. Das Chloramphenicol-Acetyltransferase-(CAT)-Gen aus E. coli, das
B-Galactosidase-Gen (lacZ) aus E. coli, das Gen fur menschliches
Wachstumshormon (hGH) und das Luciferase-Gen (luc) aus dem Leuchtkafer
Photinus pyralis werden haufig als Reporter verwendet. Aufgrund besserer
Reproduzierbarkeit und hoherer Sensitivitat wird der Luciferase-Assay

vorgezogen.

Das Enzym Luciferase katalysiert die ATP abhangige oxidative
Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin. Dabei entsteht Licht, das mit

einem Luminometer bei 562 nm gemessen werden kann.

Nachteil des konventionellen Protokolls ist die kurze Dauer des Lichtblitzes
(<1s) und die Hemmung des Enzyms durch das entstehende Reaktionsprodukt
Oxyluciferin. In einem von Promega entwickelten Luciferase-Assay-System wird
durch die Gegenwart von Coenzym A eine gunstigere Reaktionskinetik erzielt,
so dass eine uber etwa 20 Sekunden konstante Lichtproduktion entsteht, die

langsam abnimmt und eine Halbwertszeit von ca. funf Minuten hat.

2.2.6.1 Klonierung der Luciferase-Konstrukte
Es existiert eine Vielzahl kommerziell erhaltlicher Vektoren, die meist folgende
Grundelemente gemeinsam haben:
* ein Reportergen mit Polyadenylierungssignal
» eine multiple cloning site stromaufwarts des Reportergens
» ein Polyadenylierungssignal stromaufwérts der multiple cloning site, um
kryptische Promotor-Aktivitdt innerhalo der Plasmidsequenz zu
unterdriicken
* ein Intron, das fur die effiziente Produktion reifer cytoplasmatischer RNA
in einigen Vektoren erforderlich ist
* ein bakterieller Replikationsursprung (ori) und ein
Antibiotikaresistenzgen, um den Vektor in Bakterien amplifizieren zu
konnen
Die Promotorsequenz wurde vor das Luciferase-Gen der Reporter Vektoren
pGL3 basic und pGL3 control der Firma Promega kloniert.
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Der pGL3 basic Vektor besitzt keine Promotor und Enhancersequenzen. Die
Expression der Luciferase hangt damit nur vom Vorhandensein funktionaler
Promotorsequenzen oberhalb des Luciferase-Gens ab.

Der pGL3 control Kotrollvektor enthélt SV40-Promotor- und Enhancerelemente,
was zu maximaler Expression in transfizierten Zellen fuhrt. Kontrollvektoren
dienen als Mal3stab der Transkriptionseffizienz, bieten einen Vergleich der
Starke der Testsequenz in Relation zu einem bekannten Promotor und
ermdglichen die Bestimmung der Hintergrundaktivitdt des Reportervektors. Die
Promotorsequenz wurde tber Xhol und Hindlll Schnittstellen in die Vektoren
kloniert. Zur Kontrolle wurde mit Oligonukleotidprimern des Vektors und des

Inserts sequenziert.

pGL3-Basic . :
Vector =3 i

Abbildung 9: Schematische Darstellung des pGL3 basic Vektors.

2.2.6.2 Luciferase-Assay

Es wurde der Luciferase-Assay der Firma Promega verwendet. Die
transfizierten Zellen wurden nach 24 Stunden Inkubation mit PBS gewaschen
und mit 500 pl 1x Lysis Puffer lysiert. Die Zellen wurden abgeschabt und kurz
abzentrifugiert. Mit dem Uberstand wurde sowohl der Luciferase-Assay als auch

die Proteinbestimmung durchgefihrt.
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Zur Messung der Luciferase-Aktivitat wurden 100 pl Zell-Lysat und 300 pl
Assay-Reagent in einem Polysterolréhrchen gemischt und sofort im
Luminometer gemessen. Die relative Promotor-Aktivitdt wurde durch Vergleich
der relative light units (RLU) ermittelt.

2.2.7 Proteinbestimmung

Zur Normierung von Ergebnissen enzymatischer Tests kann die Bestimmung
des Proteingehaltes in einem Zelllysat herangezogen werden. Das verwendete
BC-Assay der Firma Uptima beruht auf einer modifizierten Form der Methode
nach Smith. Es wird ein Biuret-Reagens durch Mischung von Bicinchoninséure
(BCA) und Cu-lI-Sulfat-Lésung hergestellt. Cu®* wird nach Proteinzugabe durch
Bildung eines Komplexes mit der NH-Gruppe der Peptidbindungen zu Cu®
reduziert. Die Cu® lonen bilden mit dem BC-Assay violette Komplexe, deren
Absorption bei einer Extinktion von 562 nm proportional zur eingesetzten

Proteinmenge ist.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zunachst eine Standardkurve
mit bovinem Serum Albumin (BSA) hergestellt. Dazu wurden folgenden BSA-
Konzentrationen (ug/ml) gemessen: 20, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000.
Anschlie3end wurden in eine 96-well Platte die BSA-Standardkonzentrationen,
in aufsteigender Konzentration, und die zu berechnenden Lysatproben, in
Doppelwerten, pippetiert. Pro well wurden 200 pl Cocktail aus BC-Assay
Reagenz A und BC-Assay Reagenz B im Verhéltnis 50:1 zugegeben und die
96-well Platte 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Danach konnte mithilfe des
Magellan Detektors der Firma Tecan mit entsprechender Software eine
Standardkurve ermittelt und die Konzentrationen der einzelen Proben bestimmt

werden.

2.2.8 EMSA-Assay

Der electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ist auch als bandshift, gelshift
oder gel retardation assay bekannt und dient der Untersuchung von
Wechselwirkungen der Proteine mit DNA. Die Methode beruht darauf, dass

ungebundene DNA in einem nicht denaturierenden Gel eine ho6here
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elektrophoretische Mobilitat besitzt als proteingebundene DNA. Man bezeichnet

die proteingebundene DNA als shifted gegeniiber ungebundener DNA.

Die verringerte elektrophoretische Mobilitdt wird durch verschiedene Faktoren

verursacht:

1. Die Gelmatrix besitzt einen Siebeffekt, der die Wanderung der DNA bzw.
der DNA-Protein-Komplexe beeinflusst. Generell ist die Mobilitdt eines
DNA-Fragments umgekehrt proportional zu seinem Molekulargewicht.
Bindet ein Protein an das DNA-Fragment, so wird das Protein aufgrund der
negativ geladenen DNA durch das Gel gezogen, der Siebeffekt der
Gelmatrix erhoht sich und der Komplex wird starker zurtickgehalten.

2. Weiterhin beeinflusst die Konformation des DNA-Fragments die Mobilitat.
Normalerweise liegt die DNA wahrend der Elektrophorese als lineares
Molekul oder in gekn&duelter Form vor und schlangelt sich durch die
Gelporen. Bindet ein Protein an das DNA-Fragment, kann dies zu
Konformationsanderungen fuhren, die die Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA im Gel vermindern.

3. Die Ladung des Proteins im Verhaltnis zur negativ geladenen DNA kann die
Gesamtmobilitat wesentlich beeinflussen. Durch die Bindung eines positiv
geladenen Proteins an die negativ geladene DNA, kommt es zu einer
deutlichen Verringerung der Mobilitdt, wahrend die Bindung eines negativ
geladenen Proteins nur zu einem geringen shift fihrt. Eine Veranderung der
Pufferbedingungen kann hier zu deutlichen Veranderungen in der Mobilitat
der Komplexe fiuhren, je nachdem in welchem Bereich der isoelektrische
Punkt des Proteins liegt [61].

Zur Ausfihrung der Methode werden Kernextrakte mit einem radioaktiv
markierten Doppelstrang-Oligonukleotid inkubiert, das die spezifische
Bindungsstelle fir das zu untersuchende Protein enthalt. Zusétzlich wird
dasselbe Doppelstrang-Oligonukleotid ohne radioaktive Markierung und ein
Oligonukleotid mit Mutation in der spezifischen Bindungsstelle zur Kompetition

eingesetzt. Um unspezifische Bindungen mit Proteinen zu vermeiden und um
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den background zu verringern, wird Poly-didC zugefugt. Nach der
Bindungsreaktion werden die Proben mit einem nicht denaturierenden
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Banden durch Autoradiographie
detektiert.

2.2.8.1 Kern- und Zytoplasmaextraktion

Zur Isolierung der Kernextrakte die fur den gelshift bendtigt werden, werden die
entsprechend transfizierten Zellen nach 48 Stunden Inkubation folgendermalf3en
behandelt:

2.2.8.2 Annealing von Doppelstrang-Oligonukleotiden

Es wurden jeweils 10 pl der zusammengehdrigen Einzelstrang-Oligonukleotide
(100pM) fir zehn Minuten bei 95° C erhitzt und dann durch langsames
Abkihlen auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieBend wurden 3 pl des

entstandenen Doppelstrang-Oligonukleotids in 17 pl Wasser gelost.

2.2.8.3 Radioaktives Labeling

Fur das Labeling des Doppelstrang-Oligonukleotids, mit AG-Uberhang, wurde

a*?P dCTP verwendet. Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

diluted Doppelstrang-Oligonukleotids 5,0 pl

one for all buffer 2,5 ul
dTTP 1,0
Klenow Enzym 1,0 ul
a*?P dCTP 2,5 ul
H.O 13 pl

Es folgte eine Inkubation fir zwei Stunden bei 37° C.

2.2.8.4 Separation nicht gebundener Radioaktivitat und Klenow DNA-
Polymerase

Die Aufreinigung des gelabelten Doppelstrang-Oligonukleotids erfolgte mit
Quick Spin Colums Sephadex G25. Dabei wurden die Anweisungen des
Herstellers beachtet.
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2.2.8.5 Szintillationszahlung

Um die Starke der Radioaktivitit des aufgereinigten Doppelstrang-
Oligonukleotids bestimmen zu kodnnen, wurde eine Szintillationsz&hlung
durgefiihrt und in counts per minute (CPM) angegeben. Die Probe wurde auf
30000 CPM/ul verdinnt.

2.2.8.6 Herstellung eines nicht denaturierenden Polyacrylamid (PAA) Gels

Fur den Gelshift-Assay wurde ein nicht denaturierendes PAA-Gel verwendet.
Es besteht aus:

PAA 7,50 mi
10x TBE 1,25 mi
H-O 41,25 ml
Ammoniumpersulfat 250,00 ul
TEMED 50,00 pl

Dieses lief ca. 30 Minuten bei 80-120 V und 135 mA vor, bevor die Proben

aufgetragen wurden.

2.2.8.7 Pipettiersschema fur den Gelshift-Assay

In Tabelle 13 ist das Pipettierschema fiir den Gelshift-Assay zusammengefasst.

Tabelle 13: Pipettierschema fur den Gelshift-Assay

Bezeichnung Poly dIdC 5x GSA Probe hot | Kompetitor cold | Kernextrakt AK Wasser
free probe 1 4 1 14
Untransfiziert 1 4 1 5 9
HIF1la 1 4 1 5 9
HIF13 1 4 1 5 9
HIF1la+3 1 4 1 5 9
HIFlo+B+wt
comp 1 4 1 1wt 5 8
HIF1o+B+mut
comp 1 4 1 1 mut 5 8
HIF1lo+B+ AK 1 4 1 5 2 7
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Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 20 Minuten, um die
Komplexbildung zwischen HIF1 und dem ABCAl-Promotorfragment zu

ermoglichen.

Die Proben wurden anschlieBend mit 2 pl loading dye gemischt und auf das

PAA-Gel aufgetragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung eines responsiven VEGF-Promotorkonstrukts
und des ABCA1-Promotors in den pGL3 basic Luciferase-
Vektor

Um den Einfluss von HIF1a- und ARNT-Uberexpression auf die Promotor-
Aktivitat von ABCA1 zu testen, wurde ein Luciferase-Assay durchgefiihrt. Dazu
wurde als Positivkontrolle ein HIF1 responsives VEGF-Promotorkonstrukt in

den pGL3 basic Luciferase-Vektor kloniert.

Der ABCALl-Promoter, im Bereich von —175 bp bis 300 bp, lag bereits in pGL3
basic Luciferase-Vektor kloniert vor. Dieser wurde in vorangegangen
Experimenten der Arbeitsgruppe hergestellt.

Die Herstellung des VEGF-Promotors erfolgte mittels der
Polymerasekettenreaktion (PCR). Um die Oligonukleotid-Primer zu designen,
wurde die Sequenz der Promotorregion des VEGF-Gens mit der database of

transcription start site (dbtss) [62] bestimmt:

Die HIF1la-Binderegion befindet sich im Bereich von -950 bp bis -1000 bp (E-
box). Nach Forsythe et al., Molecular and Cellular Biology 1996, 4604-4616
sollte der VEGF-Promotor downstream bis +400 bp gehen.

aget - UTR aget - ORF A : Selected TSS

>upstream: 1200, downstream:500,

-1200 agccttggcccct ggect ggt gggagcet ct gggcagcet ggect acagacg

-1150 ttccttagtgctggecgggt aggtttgaat cat cacgcaggccct ggecctc

-1100 cacccgcccccaccagccccct ggect cagttccct ggcaacat ct gggg

-1050 ttgggggggcagcaggaacaagggcct ct gt ct gcccagcet gectccecc VEGF- Luc -1032
-1000 tttgggttttgccagact ccacagt gcat acgt gggct ccaacaggt cct VEGF- Luc -990
-950 cttccctcccagtcact gact aaccccggaaccacacagcttcccgttct

-900 cagctccacaaacttggtgccaaattcttctcccct gggaagcatccctg

-850 gacacttcccaaaggaccccagt cact ccagcct gttggctgeccgcet cac

-800 tttgatgtctgcaggccagat gagggct ccagat ggcacat t gt cagagg

- 750 gacacact gt ggcccct gt gcccagcecct gggcet ct ct gt acat gaagca

-700 actccagt cccaaat at gt agct gttt gggaggt cagaaat agggggt cc

- 650 aggagcaaactccccccaccccctttccaaagceccattccctctttagec

- 600 agagccggggt gt gcagacggcagt cact agggggcgct cggccaccaca
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-550
-500
- 450
-400
-350
-300
- 250
-200
- 150
-100
-50
+1

5
+101
+151
+201
+251
+301
+351
+401
+451

gggaagct gggt gaat ggagcgagcagcgt ct t cgagagt gaggacgt gt
gt gt ct gt gt gggt gagt gagt gt gt gcgt gt ggggt t gagggegt t gga
gcggggagaaggccaggggt cact ccaggat t ccaat agatctgtgtgtc
cctctcceccaccegt ccet gt ccgget ct ccgecttccecct gecceccttce
aat at t cct agcaaagagggaacggct ct caggccct gt ccgcacgt aac
ctcactttcctgctccct cct cgeccaat gccccgegggegegtgtctcetg
gacagagttt ccgggggcggat gggt aat t t t caggct gt gaacct t ggt
gggggt cgagcttccecttcatt gcggecggget gcgggecaggct t cact
gagcgt ccgcagagcccgggcccgagecgegt gt ggaagggct gaggcet c
gcct gt cccegecceecggggegggecygggggcggggt cccggcggggey
gagccat gcgeccceccecttttttttttaaaagt cgget ggt agcgggga
Cgat cgcggaggcet t ggggcagecgggt aget cggaggt cgt ggeget gg
gggct agcaccagcgct ct gt cgggaggcgcageggt t aggt ggaccgat
cagcggact caccggccagggcgct cggt gct ggaatttgatattcattg
atccgggttttatccctcttcttttttcttaaacattttttttt aaaact
gtattgtttctcgttttaatttatttttgcettgecattccccactt gaat
cgggccgacggct t ggggagat t gct ct act t ccccaaat cact gt ggat
ttt ggaaaccagcagaaagaggaaagaggt agcaagagct ccagagagaa
gt cgaggaagagagagacggggt cagagagagcgcgcegggegt gcgagea
gcgaaagcgacaggggcaaagt gagt gacct gct t t t gggggt gaccgcece
ggagcgcggegt gagecct cccect t gggat cccgecaget gaccagt cge
g

VEGF- Luc +398
VEGF- Luc +432

Die Primer wurden mithilfe des Programms Primer 3 [63] erstellt. Zuséatzlich

wurden mit dem Programm webcutter [64] Restriktiosenzyme ermittelt, die die

gewiinschte Promotorsequenz von VEGF nicht schneiden, aber in der multiple

cloning site von pGL3 basic Luciferase-Vektor liegen. Die Analyse ergab die

Restriktiosenzyme Xhol und Hindlll. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme

wurden in richtiger Orientierung an die Primer angefligt und diese bei der Firma

Metabion bestellt.

Die PCR wurde mit verschiedenen Primer-Kombinationen durchgefiihrt. Es

wurde jeweils ein forward mit einem reverse Primer kombiniert. Die PCR-

Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, wobei sich
folgendes Bild ergab (Abbildung 10):

51



Ergebnisse

&
o
6108 bp —
L}
1636 bp — |
1018bp — |=°*
500 bp — |[===

Abbildung 10: Agarosegel der PCR-Produkte. 1: Primer VEGF-Luc-1032, VEGF-Luc+432. 2:
VEGF-Luc-1032, VEGF-Luc+398. 3: VEGF-Luc-990, VEGF-Luc+398. 4. VEGF-
Luc-990, VEGF-Luc+432. 5: Nr2 + 2 pl Mg?* . 6: Nr 3 + 2 pl Mg®*. 7: Nr 4 + 2 pl

M92+

Fur die Bande mit der richtigen Grof3e (Pfeil), wurde ein eigenes Agarosegel

angefertigt (Abbildung 11), die Bande ausgeschnitten und mit QIAquick Gel

Extraktion Kit aufgereinigt.

6108 bp

3054 bp

1636 bp
1018 bp

500 bp

Abbildung 11 : Auf der linken Seite sieht man das PCR-Produkt mit den Primern VEGF-Luc-
1032 und VEGF-Luc+432. Auf der rechten Seite das Agarosegel nach

Ausschneiden der Bande.
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Der Vektor pGL3 basic wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll,
die innerhalb der multiple cloning site liegen, geschnitten. Auch das
aufgereinigte PCR-Produkt des Inserts, die Promotorregion des VEGF-Gens,
wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll verdaut und anschliel3end
durch Ligation in den Vektor kloniert. Das Konstrukt wurde durch
Hitzeschocktransformation in kompetene E. coli DH5a eingebracht und auf
selektiven Agarplatten tber Nacht vermehrt. Am né&chsten Tag wurden 16
einzelne Bakterienklone in LB amp Flissigmedium kultiviert. Nach 24 Stunden
Inkubation bei 37° C wurde unter Zuhilfenahme einer Plasmidminipraparation
mit QIA prep spin Miniprepkit durchgefuhrt. Um tberprifen zu kénnen, ob die
Klone das Plasmid enthalten, wurde ein Kontrollverdau mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll durchgefiihrt. Die Auftrennung in einem
Agarosegel ergab bei den Klonen 1, 8, 12, 13 und 15 jeweils zwei Banden, die
den, aufgrund bekannter Schnittstellen, berechneten Fragmentlangen von 1464
bp fur das Insert und 4,8 kbp fur den Vektor entsprachen (Abbildung 12).

b P b (PO (D2 0\60\\«\@0\%0\&0\60\%
OO NO' N0 O nNO' NO N0 NO' nNOT O N0 N0 NO' N0 NO
S S N e e e e e S S e S S S Sl S

6108 bp — |pum ‘
3054bp — |

1636 bp — | ae e PR e
1018 bp — |we

500 bp — Ed

Abbildung 12: Kontrollverdau der isolierten Plasmide

Zum Nachweis der korrekten Insertsequenz wurde eine Sequenzierung der
Klone mit positivem Kontrollverdau durchgefuhrt. Dazu wurden die Primer
VEGF-Luc-1032 und VEGF-Luc+432 fir das Insert und die Primer RV primer 3

FW Luc und GL Primer fir den Vektor verwendet.
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) VEGF13401701_001 ab) CCCCTTTGL
) VEGF mit primem_mod GGTACCGAGCTCTTACGEGTGETAGCCCBEGCTCEAGCAARGGCCTCTGTCYECCCAGCTGCCTCCCCCTTTGE
) VEGF 1240771 005301 (CATTTCTCTATCGATAGGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGECCGEGCTC|GAGCAAGGGLCTCTGTCWGCCCAGCTGECTCECECTTTRL

48 VEGF 13401704 _003.3b1

WEGF 1340772 007 ab1
2 frag bases selected =t

T1o Tzo | T4n Tso Teo 70 Tao Tac
consensus posiien 70 |CATTTCTCTATCOATAGE AL GABCTCTTACGLGTOETAGCCLGEaCTCGAGCARRGECCTCTGTENOCCCAGCTECLTECECCTTTG!

A

| B Chromatograms from Contigl0001]

S e e S
VEGF 134077 1_005.3b1 Fragment baze 870, Base 70 of 267

A A

Abbildung 13: Ausschnitt aus der Sequenz des VEGF-Promotors von Klon 13. Die Xhol
Schittstelle ist durch den Rahmen hervorgehoben. An dieser Stelle liegt der
Ubergang von Vektor zu Insert.

Abbildung 13 zeigt den Ubergang der Sequenz von Vektor zu Insert. Dieser
wird durch die Xhol Schnittstelle, die durch einen Rahmen hervorgehoben ist,
dargestellt. Auch die restliche Sequenz des Inserts stimmt mit der
Vergleichssequenz des VEGF-Promotors tberein (Abbildung 13).

Von dem Konstrukt mit richtiger Sequenz, Klon Nr. 13, wurde durch Kultivierung

in LB amp Flissigmedium Plasmid-DNA durch Maxipraparation gewonnen.

3.2 Transfektion

Die Transfektion wurde mit HepG2 und RAW 264.7 Zellen durchgefihrt. Die
Zellen wurden kultiviert und nach Aussahen in 6 well Platten fur 24 Stunden im

Brutschrank inkubiert. Es wurden 1x10° Zellen pro well ausgesaht.

Die Transfektion erfolgte mit FuGene6 Transfection Reagent. Die Zellen wurden
jeweils in zehn verschiedenen Ansatzen transfiziert. Zur Co-Transfektion
wurden das VEGF-Promotorkonstrukt, der ABCA1-Promotor, das HIF1la- und
das ARNT-Plasmid eingesetzt und zusatzlich ein Leervektor verwendet, um die
DNA-Mengen bei den unterschiedlichen Transfektionen ausgleichen zu kénnen.
Jeweils drei wells wurden mit den gleichen Plasmiden transfiziert, um beim
Luciferase-Assay eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhalten.

AulRerdem wurden drei unabhangige Versuchsreihen durchgefihrt.
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Der erste Ansatz wurde mit pGL3 basic Vektor transfiziert, der zweite mit pGL3
control. Diese beiden Transfektionen dienten zum Vergleich und zur Kontrolle
der Luciferase-Aktivitat. Im dritten bis sechsten Ansatz wurde das VEGF-
Promotorkonstrukt einmal mit dem Leervektor, dann entweder mit dem HIFla-
oder dem ARNT-Plasmid und schlie3lich sowohl mit dem HIF1a- als auch mit
dem ARNT-Plasmid co-transfiziert. Diese Kombinationen erfolgten auch
zusammen mit dem ABCAL1-Promotorkonstrukt in den Ansatzen sieben bis

zehn.

3.3 Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay wurde durchgefihrt, um den Einfluss einer
Uberexpression von HIF1a und ARNT auf die Promotor-Aktivitat von ABCA1 zu
analysieren. Dazu wurde die Luciferase-Aktivitat nach 48 Stunden Inkubation
nach Transfektion mit dem Luminometer gemessen. Zur Normierung der
Luciferase-Aktivitaten wurde der Quotient aus der gemessenen Luciferase-
Aktivitat und dem entsprechenden Wert der Gesamtproteinmenge der Zell-
Lysate gebildet. Diese Werte wurden ins Verhéltnis zum pGL3 basic Vektor
gesetzt. Als Positivkontrolle dienten die Werte des pGL3 control Vektors.
AulRRerdem wurden Mittelwerte aus den drei Einzelmessungen zur Auswertung

der Lichtintensitaten gebildet und die Standardabweichung berechnet.

Als weitere Positivkontrolle dienten die Werte der Luciferase-Aktivitat des

VEGF-Promotors nach Uberexpression von HIF1a und ARNT.

3.3.1 Promotor-Aktivitat in HepG2-Zellen

Die Uberexpression von HIFla- oder ARNT-Plasmid alleine hatte nur einen
geringen Effekt auf die Aktivitat des ABCAL1-Promotors. Die Promotor-Aktivitat
von ABCAL1 blieb weitestgehend gleich durch separate Transfektion mit HIF1a-
und ARNT-Plasmid, verglichen mit der Aktivitait des ABCA1-Promotor-
Luciferasekonstrukts. Einzige Ausnahme war die Co-Transfektion des ABCA1-
Promotors mit dem ARNT-Plasmid im zweiten Versuch. Hier ergab sich ein
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Verhdltnis von 13,8. Dieser Wert war allerdings auf einen Fehler bei der

Transfektion zurtiickzufiihren, es ist zu viel Plasmid-DNA eingesetzt worden.

Auffallend ist, dass es durch die Co-Transfektion der beiden Untereinheiten des
HIF1-Komplexes zu einer deutlichen Steigerung der ABCA1-Promotor-Aktivitat
kam. Die Luciferase-Aktivitat variierte in den drei Versuchen zwischen dem 61-
fachen Wert und dem 1166-fachen Wert des pGL3 basic Vektors. Fiur das
Verhéltnis zwischen dem ABCALl-Promotor nach Co-Transfektion mit den
Expressionskonstrukten fur HIF1la und ARNT und dem ABCAL-Promotor, der
nur mit dem Leervektor co-transfiziert wurde, ergaben sich Werte zwischen 2,25
und 88 (Abbildung 14).

Da es zu deutlichen Schwankungen zwischen der Hohe der Messwerte in den
einzelnen Versuchen gekommen ist, erschien eine Mittelwertberechnung der
RLU-Werte nicht sinnvoll. Die Unterschiede zwischen den drei unabhéngigen
Versuchen waren auf die unterschiedliche  Transfektionseffizienz

zurtckzufuhren. Dennoch zeigten alle Versuche die gleiche Tendenz.

Als Positivkontrolle fur die Transfektion und effiziente HIF1-Aktivitat diente die
Luciferase-Aktivitat des VEGF-Promotors nach Uberexpression mit HIF1a und
ARNT. Die Promotor-Aktivitdt von VEGF nach Co-Transfektion mit dem HIF1a-
Konstrukt war im Durschnitt um das 5-fache hoher, verglichen mit den
entsprechenden Werten fur den ABCA1-Promotor. Durch ARNT hingegen
wurde die Promotor-Aktivitdt des VEGF-Promotors, im Vergleich zur Kontrolle,
kaum induziert. Die Co-Transfektion der HepG2-Zellen mit beiden
Untereinheiten von HIF1 fuhrte zu einer starken Erhdéhung der Promotor-
Aktivitat von VEGF. Die RLU-Werte lagen dabei zwischen dem 12,5-fachen und
dem 21,9-fachen im Vergleich zu den RLU-Werten des VEGF-Promotors ohne
Uberexpression von HIF1 (Abbildung 14).

Zusammenfassend war festzustellen, dass sowohl die Promotor-Aktivitat von
VEGF, als auch von ABCA1 durch Co-Transfektion mit HIF1la und ARNT stark
erhoht wurde. Durch die Uberexpression der HIF1la-Untereinheit allein konnte

allerdings nur die Promotor-Aktivitat von VEGF signifikant gesteigert werden.
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Die Promotor-Aktivitdt von ABCA1 blieb bei Co-Transfektion von HIF1la allein

nahezu konstant.

Luciferaseaktivitat in HepG2

4500 4 N ersuch
3000 4 I Versuch 2
; N ‘ersuch 4

RLU

Abbildung 14: Luciferaseaktivititen der verschiedenen Transfektionen in HepG2-Zellen. Die
gemittelten Aktivitaéten (RLU = relative light units) des pGL3 basic Vektors wurden
als 1 gesetzt.

3.3.2 Promotor-Aktivitat in RAW 264.7 Zellen

In Abbildung 15 wurden die drei unabhangigen Transfektionen und Luciferase-
Messungen in einem Diagramm zusammengefasst. Es féllt auf, dass insgesamt
wesentlich geringere Messwerte erreicht wurden als bei den Transfektionen in
HepG2-Zellen.

Die Uberexpression von HIF1a oder ARNT alleine hatte, ebenso wie in den
Versuchen mit HepG2-Zellen, einen geringen Effekt auf die Aktivitdt des
ABCALl-Promotors, verglichen mit der Aktivitat des ABCALl-Promotors ohne
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Uberexpression der HIF1-Untereinheiten. Die Co-Transfektion von RAW 264.7
Zellen mit beiden Untereinheiten des HIF1-Komplexes ergab wieder eine
deutliche Steigerung der Promotor-Aktivitat von ABCAL verglichen mit der des
ABCA1-Promotors ohne Uberexpression der HIF1-Untereinheiten. Es wurden
RLU-Werte zwischen 1,2 und 25 erreicht. Allerdings war zu bemerken, dass die
Promotor-Aktivitdit des ABCA1 Gens bei den Transfektionen in RAW 264.7
Zellen wesentlich geringer angestiegen ist, als bei denen in HepG2-Zellen.

Auch fur die Transfektionen in RAW 264.7 Zellen diente die Luciferase-Aktivitat
des VEGF-Promotors nach Uberexpression mit HIFla und ARNT als

Positivkontrolle fir eine effiziente Transfektion und HIF1-Aktivitat.

Durch Uberexpression der HIF1a-Untereinheit kam es zu einer Erhéhung der
Luciferase-Aktivitat des VEGF-Promotors um im Durchschnitt das 5-fache im
Vergleich zum VEGF-Promotor ohne Uberexpression von HIFla. Durch
alleinige Uberexpression von ARNT konnte wiederum nur eine geringe
Steigerung erreicht werden. Fur die Co-Transfektion mit beiden Untereinheiten
wurde die starkste Erh6hung der Luciferase-Aktivitat des VEGF-Promotors im
Verhéltnis zum VEGF-Promotor ohne Uberexpression von HIF1 erreicht. Die

RLU-Werte lagen zwischen dem 4- und 11-fachen.
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Luciferaseaktivitit in RAW

400 1 I Gersuch

300 4 B ersuch 2
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Abbildung 15: Luciferaseaktivitaten der verschiedenen Transfektionen in RAW 264.7 Zellen. Die
gemittelten Aktivitaten (RLU = relative light units) des pGL3 basic Vektors wurden
als 1 gesetzt.

3.4 Gelshift-Assay: HIF1 bindet an den ABCAl1-Promotor in

Vitro

Die bisherigen Daten zeigen, dass sowohl der ABCAl1-Promotor als auch der
VEGF-Promotor durch HIF1 hochreguliert werden. Um die Ergebnisse aus dem
Luciferase-Assay zu bestatigen, wurde im Gelshift-Assay eine madgliche
Bindung von HIF1a und ARNT an den ABCA1-Promotor untersucht (Abbildung
16).

Dazu wurden Kernextrakte aus HepG2 und RAW 264.7 Zelllinien 48 Stunden

nach Transfektion, die wie oben beschrieben durchgefiuhrt wurde, isoliert. So
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sollte in einer Gelshiftreaktion mit dem radioaktivmarkierten doppelstrangigen
Oligonukleotid A1P(-175-125), welches den Sequenzabschnitt des ABCAL-
Promotors zwischen —175 bp und —125 bp enthalt, eine Protein-DNA Interaktion
nachgewiesen werden. Um die spezifische Bindung an die E-Box Region des
ABCAL1-Promotors in beiden Zellinien zu Uberprufen, wurde ein monoklonaler

Antikorper gegen den HIF1-Komplex eigesetzt.

Sowohl bei der untransfizierten Probe (Spur 2) als auch bei den Proben mit
Uberexpression von HIFla und ARNT (Spur 3-5), wurde bei der
Gelshiftreaktion ein Protein-DNA-Komplex sichtbar. Die Banden in Spur 3-5
waren dabei etwas starker als die Bande in Spur 2, was auf die Transfektion mit

den Expressionskonstrukten von HIF1a und ARNT zurtckzufihren war.

Die Spezifitat der Bindung konnte durch Kompetition mit dem ungelabelten
Oligonukleotid A1P(-174-125) (Spur 6) gezeigt werden. Der Komplex
verschwand in diesem Fall vollstéandig, nicht aber durch Kompetition mit dem
Oligonukleotid Ebox(-174-125), das fur eine mutante Form der E-box des
ABCALl-Promotors kodiert (Spur 7). Durch Inkubation mit einem Antikérper
gegen HIF1la (Spur 8) konnte kein Supershift gezeigt werden und der Protein-

DNA-Komplex wurde auch nicht abgeschwacht.
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Abbildung 16: Gelshift-Assay mit Kernextrakten von HepG2-Zellen. Als DNA-Sonde wurde ein
doppelstrangiges Oligonukleotid verwendet, welches die Sequenz des humanen
ABCAL1-Promotors enthielt. Spur 1: Free Probe, Spur 2: Zellkernextrakt von
untransfizierten HepG2-Zellen, Spur 3: Zellkernextrakt von HepG2-Zellen nach
Transfektion mit HIFla, Spur 4: Zellkernextrakt von HepG2-Zellen nach
Transfektion mit ARNT, Spur 5: Zellkernextrakt von HepG2-Zellen nach
Transfektion mit HIF1la und ARNT, Spur 6: Kompetition mit unmarkiertem
Oligonukleotid des Zellkernextrakts aus Spur 5, Spur 7: Kompetition mit mutanter
Form des Oligonukleotids des Zellkernextrakts aus Spur 5, Spur 8:
Zellkernextrakt aus Spur 5 mit zuséatzlichem Antikdrper gegen HIF1a.

Aus diesen Daten kann auf eine direkte Bindung von HIF1 an den ABCA1-
Promotor im Bereich von -174 bp bis -125 bp geschlossen werden, der die E-

box enthalt.
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4 Diskussion

4.1 Induktion des ABCA1 Gens durch Uberexpression von
HIF1la und B

Mittels DNA-Microarrays wurden 2004 von Manolo et al. [54] in menschlichen
Endothelzellen einige Gene des Cholesterol- und Lipidstoffwechsels
identifiziert, die durch die Uberexpression einer konstitutiv aktiven Form des
Transkriptionsfaktors HIF1a oder durch die Inkubation von Endothelzellen unter
hypoxischen Bedingungen induziert wurden. Dazu gehorten ABCAL, apo-D,
ADP-ribosylation factor-like 7 (ARL7), thioredoxin-interacting protein (TXNIP),
der VLDL-Rezeptor und PPARYy, die jeweils unter beiden Bedingungen stark
hochreguliert wurden [54]. Die erhdhte Expression von ABCAL in proximalen
Tubulusepithelzellen der Niere (RPTEC-Zellen) unter hypoxischen
Bedingungen konnte von Chi et al. [65], ebenfalls mithilfe von DNA-Microarray-
Analysen, bestéatigt werden. Innerhalb dieser Studie wurden insgesamt vier
verschiedene Zelltypen untersucht, humane Endothelzellen einer Koronararterie
(EC), glatte Muskelzellen (SMC), Brustepithelzellen (HMEC) und proximale
Nierentubulusepithelzellen (RPTEC). Dabei zeigte der Zelltyp RPTEC eine 3-
bis 5-fach erhdhte Expression von HIFla. Dies lasst einen Zusammenhang

zwischen der Expression dieser beiden Gene vermuten [65].

Ziel dieser Untersuchung war es daher, festzustellen, ob der
Transkriptionsfaktor HIF1 die Expression von ABCAL reguliert. Da im Falle von
Leberzellen und Makrophagen bekannt ist, dass diese ABCA1l exprimieren,
wurden fur alle Versuche die Zelllinien HepG2 (Leberzelllinie) und RAW264.7
(Makrophagenzelllinie) verwendet [66-68]. Durch Reportergen-Assays konnte
der Bindung des ABCA1-Promotors durch HIF1 eindeutig eine Rolle in der
Regulation dieses Genes in vitro zugeordnet werden. Dazu wurde im
Luciferase-Assay die Promotor-Aktivitdt von ABCAL1 nach Co-Transfektion mit

den Expressionskonstrukten fur HIF1la und ARNT mit der Promotor-Aktivitat
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von VEGF verglichen. Dabei zeigte sich eine hohe basale Luciferase-Aktivitat
nach Transfektion mit dem ABCAL1-Promotor in HepG2-Zellen, die durch die
Co-Transfektion dieser Zellen mit den Expressionskonstrukten fur HIF1 extrem
gesteigert werden konnte (siehe 3.3.1). Insgesamt zeigte sich eine
vergleichbare Tendenz der Promotor-Aktivitaten des ABCALl- und VEGF-
Promotors, dessen Bindung durch HIF1 bereits bekannt ist [54] (siehe 3.3.1).
Die basale Luciferase-Aktivitat nach Transfektion des ABCA1-Promotors in
RAW 264.7 Zellen war dagegen eher gering (siehe 3.3.2), konnte aber auch -
wie bei den HepG2-Zellen - durch die Co-Transfektion mit den
Expressionskonstrukten fir HIF1 gesteigert werden. Allerdings war die
Luciferase-Aktivitdt des VEGF-Promotors um rund das 10-fache hoher als die
des ABCA1-Promotors (siehe 3.3.2).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der ABCA1-Promotor ebenso wie der
VEGF-Promoter durch den Faktor HIF1 reguliert wird. Der VEGF-Promotor
kann durch alleinige Uberexpression der HIF1a-Untereinheit eine hohe Aktivitat
erreichen, die durch Co-Transfektion beider Untereinheiten zuséatzlich gesteigert
werden kann (siehe 3.3.1 und 3.3.2). Im Gegensatz dazu konnte eine
signifikante Steigerung der Promotor-Aktivitat von ABCAL1l nur durch das
Zusammenspiel beider HIF1-Untereinheiten erreicht werden (siehe 3.3.1 und
3.3.2).

Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass auch nur eine funktionelle
Einheit bestehend aus HIF1a und ARNT zur Aktivierung des ABCG2-Promotors
fuhrt. HIF1 bindet dort an das hypoxia response element (R-CGTG) [51] auf
dem Exon 1 des Promotors [69;70]. ABCG2 gehdrt wie ABCAL zur Familie der
ABC-Transporter.

Der néchste logische Schritt war der Nachweis der Bindung des ABCALl-
Promoters durch HIF1 in vitro. Dazu wurde ein Gelshift mit Kernextrakten aus
HepG2-Zellen durchgefuhrt (siehe 3.4). Die Ergebnisse des Gelshifts zeigten
eine  spezifische Bindung des ABCAl-Promotors durch diesen
Transkriptionsfaktor. Anhand dieser Ergebnisse kann darauf geschlossen
werden, dass HIF1, ebenso wie beim Promotor von VEGF [71], an die E-box

des ABCA1-Promotors bindet und dadurch zu einer direkten Induktion der
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Expression dieses Gens flhrt (siehe 3.4). Auch im Fall von ABCG2 konnte eine
direkte Bindung des Transkriptionsfaktors HIF1 an das proximale HRE-Element
(-116bp), das dem E-Box Motiv entspricht, mittels EMSA nachgewiesen werden
[69].

4.2 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte die transkriptionelle Regulation des
ABCA1-Promotors durch den Transkriptionsfaktor HIF1 in den fir den
Lipidstoffwechsel relevanten Zellen HepG2 und RAW 264.7 nachgewiesen
werden. Mittels DNA-Mikroarrays konnte bereits eine ABCA1-Regulation unter
hypoxischen Bedingungen und durch Uberexpression einer konstitutiv aktiven
Form von HIF1la in menschlichen Endothelzellen [54] und unter hypoxischen

Bedingungen in RPTEC-Zellen [69] gezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen insgesamt darauf schliel3en, dass HIF1
eine Rolle bei der Regulation des ABCA1-Promotors spielt. Durch Luciferase-
Promotor-Assyas konnte eine vermehrte ABCALl-Expression in HepG2- und
RAW264.7-Zellen durch den Transkriptionsfaktor HIF1 bestatigt werden (siehe
3.3.1 und 3.3.2). AulRerdem zeigte sich eine direkte Bindung des Promotors
durch die funktionelle Einheit, bestehend aus HIF1a und ARNT, im Gelshift-
Assay an die E-Box (siehe 3.4). Auch Krishnamurthy et al. konnten eine direkte
Regulation des ABCG2-Promotors durch HIF1 mittels EMSA an das proximale
HRE-Element (-116bp) des Promotors nachweisen [69]. Da beide Promotoren
ein E-Box Element besitzen, kdonnten auch andere Promotoren, die diese
Sequenz enthalten, durch HIF1 reguliert werden.

Zusatzlich zu der direkten Regulation des ABCAl-Promotors durch HIF1
konnten auch indirekte Faktoren im HIF1-Stoffwechselweg zu einer verstarkten
ABCA1-Expression fuhren. Die Stimulation des ABCAl1-Promotors durch direkte
Coaktivatoren von HIFla, wie CPB, p300, SRC1 und TIF2 [72-74], konnte
bereits nachgewiesen werden, so dass eine indirekte Aktivierung von ABCA1
ebenfalls denkbar ist. SRC1, SRC2, CBP und p300 binden Uber das LXR/RXR
Heterodimer an das DR-4 Element des ABCA1-Promotors (siehe Abbildung 5)
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und fahren so zu einer maximalen Aktivierung des ABCAl1-Promotors [75].
Weiterhin konnte eine Hochregulation des Promotors mit einer Mutation im DR-
4 Element durch p300 gezeigt werden, was auf eine LXR/RXR unabhé&ngige
Co-Aktivierung des ABCA1-Promotors durch p300 hindeutet [75].

Zur weiteren Charakterisierung der ABCA1-Regulation durch HIF1 kdnnen
folgende Experimente hilfreich sein:

Eine andere Strategie zum Nachweis der Regulation der ABCA1-Expression
durch HIF1 in vitro ist die Modulation dieses Transkriptionsfaktors. Dazu kann
mittels sSiRNA ein knockdown der HIF1a- und B-Untereinheiten erreicht werden,
der zu einer verminderten ABCA1-Expression fihren sollte.

AuRerdem kann eine Uberprufung der Resultate auf Protein-Ebene mittels Co-
Immunprazipitation erfolgen. Diese dient dem Nachweis von Protein-Protein-
Wechselwirkungen. ABCAl1 und seine Interaktionspartner konnen im
Anschluss, mithilfe eines Western Blots, detektiert werden.

Der néachste logische Schritt ware der Nachweis der Bindung des ABCAL-
Promotors durch HIF1 in vivo, da elementare Parameter, die die Regulation der
Gene innerhalb lebender Zellen bestimmen, im Rahmen der in vitro
Experimente nicht oder nur teilweise bertcksichtigt werden. Dazu gehdren
unter anderem der Chromatinstatus, spezifische endogene Interaktionspartner
und die physiologische Konzentration des Faktors. Die Chromatin-
Immunprazipitation (ChIP) bietet die Moglichkeit einer in vivo Bindung von HIF1
an den ABCAL1-Promotor in Makrophagen und HepG2—-Zellen zu untersuchen.
Diese Bindung kann dann mit spezifischen Primern fir die E-Box im ABCA1-
Promoter via PCR nachgewiesen werden.

Die vorgestellten Experimente konnten zu einer weiteren Aufklarung der Rolle
von HIF1 und ABCAL im Lipidstoffwechsel beitragen.
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