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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Hypoxie in der Tumorangiogenese

1.1.1 Hypoxie

In tierischen Zellen dient Sauerstoff als terminaler Elektronen-Akzeptor der
mitochondrialen Elektronentransportkette. Damit ist Sauerstoff fiir die zelluldre Energie-
Konservierung von entscheidender Bedeutung. Als Hypoxie wird die unzureichende
Sauerstoffversorgung von Zellen und Geweben bezeichnet (Wheaton und Chandel 2010).
Bei isolierten Zellen findet eine Hypoxie-Antwort bei einer Umgebungs-
Sauerstoffkonzentration von <1 bis 3% statt (Schumacker et al. 1993, Budinger et al.
1996). Stark ATP-verbrauchende Prozesse, wie die mRNA-Translation oder die Aktivitét
ATP-abhdngiger lonen-Kanéle, werden hierbei herabgesetzt (Pettersen et al. 1986).

In vivo weisen Tumorgewebe hdufig geringere Sauerstoff-Konzentrationen auf als die
entsprechenden nicht-entarteten Gewebe. Die Ursache hierfir wird in der meist
unzureichenden Vaskularisierung der Tumore gesehen (Vaupel et al. 1989, Knowles und
Harris 2001, van den Beucken et al. 2006, Gardner und Corn 2008, Bennewith und Dedhar
2011). Nicht vollstindig ausgereifte Blutgefille, eine zu groe Entfernung zum Blutgefals,
aber auch Anderungen im Tumorstoffwechsel konnen zu temporiren oder anhaltenden
hypoxischen Arealen im Tumor fithren (Furuya et al. 2009). Bereits bei einer Entfernung
von >180um zwischen Blutgefdl und Tumorzelle kommt es zu einer akuten Hypoxie-
Antwort (Abbildung 1.1). Im Rahmen einer Anpassung erfolgen die Umstellung des
Energie-Stoffwechsels auf eine sauerstoffunabhingige Umsetzung von Nahrstoffen und die
Wiederherstellung einer ausreichenden Sauerstoffversorgung durch Angiogenese parallel

(Chen et al. 2009).
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Sauerstoff-Diffusion [Akkute Hypoxie im soliden Tumor]

- im soliden Tumor ._
\ 2

Induktion angiogener
Faktoren

Tumorzellen Uberleben
radioaktive Bestrahlung
und teilen sich

Sekretion
angiogener
Faktoren:
VEGF etc.

und Proliferation von

Erhohte Metastasierung
Tumorzellen

Abbildung 1.1: Unzureichende Tumor-Vaskularisierung fithrt zu Hypoxie im
Tumorgewebe

Hypoxische Tumorzellen zeigen eine Induktion angiogener Faktoren. Die verbesserte
Vaskularisierung erhoht die Proliferation der Tumorzellen sowie die Moglichkeit des Tumors
zur Metastasierung. Abbildung modifiziert nach Chen et al. 2009.

1.1.2 MCF-7-Zellen als Brustkrebs-Modellsystem

Brustkrebs (Mamakarzinom) ist in Deutschland die hdufigste Krebserkrankung bei Frauen.
Hierbei handelt es sich um einen bosartigen Tumor der Brustdriise. Die Zahl der
Neuerkrankungen betrug im Jahr 2008 mehr als 70.000 (Robert Koch-Institut 2012).
Aufgrund der groBen Heterogenitit der Tumore gibt es keine einheitlich wirksame
Therapieform. Es gibt unterschiedliche Ansitze, die Brustkrebsarten zu klassifizieren und
somit eine bestmdgliche Therapie zu ermdglichen. Hierzu zdhlen die Eigenschaft zur
Bildung von Lymphknotenmetastasen, die Histologie des Tumorgewebes, Mutationen in
bestimmten Genen, sowie die Expression von Protoonkogenen, dstrogen-induzierbaren
Genen und Steroid- und Wachstumshormon-Rezeptoren (Serlie et al. 2001). Die
bedeutendsten molekularen Marker sind der Ostrogen-Rezeptor (ER), der Progesteron-
Rezeptor (PgR) und der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) (Geyer
etal. 2012).

Neben HER2 wird der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) als Ziel einer
gerichteten Anti-Tumor-Therapie in vielen Studien untersucht (Wicki und Rochlitz 2012).
VEGEF ist in verschiedenen Brustkrebsarten hoher exprimiert als in entsprechenden nicht
entarteten Geweben (Brown et al. 1995). Die produzierte VEGF-Menge wurde in
mehreren Studien als prognostischer Marker fiir die Schwere einer Brustkrebserkrankung

herangezogen (Price et al. 2001). Das Voranschreiten der Erkrankung konnte in diesen
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Studien zum Teil durch die Verabreichung eines monoklonalen VEGF-Antikorpers
(Bevazizumab) gehemmt werden (Wicki und Rochlitz 2012). Vergleichende
Untersuchungen zwischen Brustkrebsbiopsien und benachbartem nicht-entarteten Gewebe
ergab eine ca. 7-fach hohere VEGF-mRNA-Menge und eine stirker ausgeprigte
immunhistologische VEGF-Féarbung des Tumorgewebes (Yoshiji et al. 1996).

Aufgrund der grofBen Heterogenitéit von Brustkrebserkrankungen gibt es auch eine Vielzahl
an Zellsystemen, um diese Erkrankungen molekularbiologisch zu untersuchen. Zu den am
hiufigsten verwendeten Zelllinien gehoren die MCF-7-Zellen (Neve et al. 2006). MCF-7-
Zellen entstammen der pleuralen Effusion einer 69-jdhrigen Patientin  mit
metastasierendem Adenokarzinom (Soule er al. 1973). Sie zeigen ein epithelartiges,
einschichtiges Wachstum mit einer Verdopplungszeit von circa 50 Stunden (DSMZ).
MCF-7-Tumorzellen sind nach heutiger Nomenklatur klassifiziert als invasive Ductus-
Karzinom (IDC)-Zellen (Lacroix und Leclercq 2004). Sie exprimieren den
Ostrogenrezeptor (Brooks et al. 1973) und ihr Wachstum wird durch Tamoxifen, einem
Antidstrogen inhibiert (Lippmann et al. 1975). Aullerdem werden die Progesteron- und
Androgen-Rezeptoren sowie die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 von MCF-7-Zellen exprimiert
(Horwitz et al. 1975, Lee et al. 2007). HER2 ist in Wildtyp-MCF-7-Zellen nicht
iiberexprimiert (Benz et al. 1992).

Eine konstitutive Uberexpression von VEGF in der Brustkrebszelllinie MCF-7 korrelierte
mit einer verstirkten Vaskularisierung des Tumors im Nacktmausmodell verglichen mit
Wildtyp- Zellen (Zhang et al. 1995). Zudem reagieren MCF-7-Zellen auf Hypoxie mit
erhohter VEGF-Produktion (Maity et al. 2001).

1.1.3 Modulatoren der Angiogenese

Bei der Bildung neuer BlutgefiBle unterscheidet man die Vaskulogenese, die
Differenzierung und Proliferation von (Vorldufer-) Endothelzellen zu einem tubuldren
Netzwerk, von der Angiogenese, bei der durch Verzweigung bestehender Blutgefdf3e neue
GefaBe gebildet werden (Yancopoulos et al. 2000). Die Angiogenese ist insbesondere in
der Embryogenese von Bedeutung. Im adulten Organismus spielt sie unter anderem in der
Wundheilung eine Rolle.

Die Angiogenese ist ein diffizil regulierter Prozess, in dem eine Vielzahl von angiogenen

Signalen koordiniert werden. Zunédchst werden bestehende Blutgefile durch die Tie2-
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vermittelte Wirkung von Angiotensin 2 (Ang2) destabilisiert. Wéahrend TGF-3 an der
Umstrukturierung der extrazelluliren Matrix beteiligt ist, trdgt VEGF zur
Permeabilisierung der Blutgefdlle bei. Des Weiteren stimuliert VEGF die Proliferation und
Migration der freigesetzten Endothel-Zellen. Weiterhin wird die Proliferation der
Endothel-Zellen durch FGFs (fibroblastic growth factor) und EGF (epidermal growth
factor) gefordert. Die verstirkte Expression von Cadherinen und den Ephrinen B2 und B4
fihrt zu verstirkten Zell-Zell-Kontakten. Die konzertierte Aktion von FGF, PDGFs
(platelet-derived growth factor), TNF-o und Ephrin 2A fordert dann die Ausbildung von
tubuldren Strukturen, die in der Folge reifen und stabilisiert werden (Papetti und Herman
2002).

Die Tumor-Vaskulatur zeichnet sich gegeniiber einer physiologischen Vaskulatur durch
stetige Umstrukturierungen und unreife Blutgefdlle aus. Es erfolgt keine Differenzierung
zu Venen, Arterien oder Kapillaren. Die Gefille weisen héufig keine intakte
Basalmembran sowie interzelluldre Liicken auf, die den Austritt von Fliissigkeit erlauben,
oder sind verengt (Papetti und Herman 2002). Die daraus resultierende (temporére)
Hypoxie des Tumors fiihrt zu einer erhohten Produktion von VEGF (Carmeliet 2005).
Vermutlich geht die hohe Dynamik der Tumorvaskulatur auch auf die Uberproduktion von
VEGF und die Dysregulation weiterer pro- und anti-angiogener Faktoren zuriick (Bergers

und Benjamin 2003).

1.2 Die Biologie des vaskuliren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF)

VEGF gehort zu einer Familie von Wachstumsfaktoren, die Funktionen in der Bildung und
Aufrechterhaltung von Blut- und LymphgefdBlen besitzen. VEGF wurde urspriinglich als
von Tumorzellen sezernierter ,,vaskuldrer Permeabilitits-Faktor* (VPF) beschrieben
(Senger et al. 1983). Neben VEGF-A (im Folgenden als VEGF bezeichnet), sind die
weiteren Mitglieder dieser Genfamilie VEGF-B bis —F sowie PIGF (plazentaler
Wachstumsfaktor).

1.2.1 Funktionen von VEGF im Organismus
VEGF wird als homodimeres Glykoprotein von einer Vielzahl von Zelltypen sezerniert.
Der homozygote knock out von VEGF fiihrt bei Méusen zu einem Absterben der

Embryonen an Tag E8-E9 aufgrund schwerer Defekte in der Bildung von Blutgefd3en und
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der Entwicklung von Endothelzellen (ECs) (Ferrara 2003). Die Deletion eines VEGF-
Allels fiihrt in der Maus zwischen den Tagen 11 und 12 der embryonalen Entwicklung zum
Tod. Man findet Defekte in der Organ-Vaskularisierung und eine reduzierte Zahl
kernhaltiger roter Blutzellen in den Blutinseln (Carmeliet ef al. 1996, Ferrara et al. 1996).
Eine Neutralisierung von VEGF in den ersten Tagen (Tag 1-8) nach der Geburt fiihrt zu
einem Wachstumsstillstand, zu Nierenversagen und letztlich zum Tod (Gerber et al.
1999a). Funktionen in der Regulation des Knochenwachstums wurde bei 24 Tage alten
Maiusen gezeigt. Die Neutralisierung von VEGF fiihrte hier zu einer fast vollstindig
unterdriickten Vaskularisierung der Epiphysenfuge (Gerber et al. 1999b). Des Weiteren
gibt es Hinweise auf Funktionen von VEGF beim Follikel-Wachstum und der Entwicklung
des Gelbkodrpers, bei der Regeneration von Geweben, als Uberlebenssignal fiir
hidmatopoetische Stammzellen und bei der Regulation der Erythropoetin-Produktion
(Yamamoto et al. 1997, Brown et al. 1992, Katoh et al. 1995, Tam et al. 2006). Aber auch
bei einer Vielzahl pathologischer Prozesse wurde eine Beteiligung von VEGF festgestellt.
So zeigen beispielsweise einige Tumore eine erhdhte VEGF-Expression und Sensitivitat
gegeniiber einer Anti-VEGF-Therapie. Entziindungsprozesse und unterschiedliche
Erkrankungen werden ebenfalls mit erhohter VEGF-Produktion in Verbindung gebracht
(Ho und Kuo 2007). Des Weiteren spielt VEGF aber auch eine Rolle im Wachstum von
Brustkrebszellen (Yoshiji et al. 1997, Liang et al. 2006) und in der Unterdriickung der
Apoptose (Pidgeon et al. 2001, Barr et al. 2008).

Wihrend VEGF seine Hauptfunktionen in der Bildung und Aufrechterhaltung des
Blutgefaf3systems besitzt, ist die Funktion von VEGF-B nicht geklart (Li ef al. 2012). Die
rekombinante Expression von VEGF-B im Ratten-Herzen fiihrte jedoch unter anderem zu
einer verstirkten Ausbildung der Koronar-Arterie und zu einer Anderung des myocardialen
Stoffwechsels von Fettsdure- hin zur Glucose-Verwertung (Kiveld er al. 2014, Bry et al.
2010). VEGF-C und -D spielen vor allem in der Lymphangiogenese eine Rolle (Karatzanis
et al. 2012). PIGF wurde zunichst in der Plazenta, spiter jedoch auch im Herzen und der
Lunge, nachgewiesen. Bisherige Erkenntnisse deuten darauf hin, dass PIGF vor allem unter
pathologischen Bedingungen einen Effekt auf Endothelzellen besitzt (Otrock et al. 2007).
Bei VEGF-E und VEGF-F handelt es sich um Vertreter der VEGF-Familie, die im Genom
des Parapoxvirus ORF-Virus (Lyttle et al. 1994) beziehungsweise in Schlangengift
(Yamazaki et al. 2005) entdeckt wurden.
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1.2.2 Struktur des VEGF-Gens und Eigenschaften der VEGF-Isoformen

Das VEGF-Gen ist beim Menschen auf dem chromosomalen Locus 6p21.3 lokalisiert
(Vincenti et al. 1996). Die VEGF-pra-mRNA ist ca. 14kb lang und setzt sich aus 8 Exons
und 7 Introns zusammen. Durch alternatives Splicing entstehen verschiedene mRNA-
Varianten (Tischer et al. 1991). Abbildung 1.2 zeigt die Intron-Exon-Struktur des humanen
VEGF-Gens und die drei in MCF-7-Zellen quantitativ bedeutsamsten mRNA-Splice-
Varianten VEGF,;, VEGF¢s und VEGF;g9. Weitere nachweisbare VEGF-mRNA-
Isoformen sind VEGF 45 und VEGFg33. VEGF,o6 ist in MCF-7-Zellen nicht nachweisbar
(Stimpfl ez al. 2002).

1 2 3 45 6 T 8 Exons
o [ THIIE N
1 ] miv v Vi 'l Introns
VEGF,,, I - - - - - - - - - - - - - - - m o ]
VEGF,q; - - - - - - - - - - - .- - - 7 ----- I
b
VEGF g I - - - - - - - - - .- - - .- ——
6, 7

Abbildung 1.2: Struktur des humanen VEGF-Gens und der drei hiufigsten
Transkripte in MCF-7-Zellen.

Oben: das VEGF-Gen; 6p21.3 bezeichnet den chromosomalen Locus; dunkelgrau:
Exons (1-8); hellgrau: Introns (I-VII). Unten: die hdufigsten mRNA-Splice-Varianten in
MCF-7-Zellen sind VEGFi,;,, VEGF;c;s und VEGFg; die tiefgestellten Zahlen
bezeichnen die Anzahl der durch die mRNA kodierten Aminosduren (nach der Spaltung
des Signalpeptids).

Die Exons 1 bis 5 und das Exon 8 kommen in allen VEGF-mRNA-Isoformen vor. Das
Exon 1 kodiert hauptsdchlich fiir die 5’untranslatierte Region (5’UTR) der reifen VEGF-
mRNA und das Signal-Peptid. In den Exons 2 bis 5 sind die Regionen des VEGF-Proteins
kodiert, die mit den VEGF-Rezeptoren interagieren. Die Exons 6 und 7 kodieren fiir 2
separate Heparin-bindende Doménen, wobei beide Exons in selteneren Isoformen auch
verkiirzt vorkommen kdnnen. Der 3’untranslatierte Bereich (3’UTR) der VEGF-mRNA ist
ausschlieflich im Exon 8 lokalisiert (Tischer et al. 1991). Neuere Untersuchungen deuten
auf eine noch komplexere Intron-Exon-Struktur hin. Hiernach sind in den Exons 6, 7 und 8
zusitzliche alternative Stellen fiir Splicing enthalten (Woolard et al. 2009).

Die aus der Translation der VEGF-mRNA-Varianten resultierenden Proteine unterscheiden
sich sowohl in ihrem angiogenen Potential, das sie bei der Bindung an die VEGF-
Rezeptoren entfalten, als auch in ihrer Affinitit zu Heparin und Heparan-Sulfat der

extrazelluliren Matrix (EZM). VEGF,;, dem die Exons 6 und 7 fehlen, bindet nicht an die
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EZM (Houck et al. 1992). VEGF ¢ enthdlt die Exons 6b und 7b. Die hierin kodierte
Heparin-bindende Doméne bewirkt eine 50-70%-ige Lokalisierung an Zelloberflichen und
der EZM (Houck et al. 1992, Park et al. 1993). VEGF g9 zeigt, durch die wiederum
zusétzliche in Exon 7a kodierte Heparin-Bindestelle, eine sehr hohe Affinitit zu Heparin
und Heparan-Sulfat und ist daher fast ausschlieBlich an der EZM zu finden (Houck et al.
1992).

Neben diesen VEGF-Isoformen, die bei der Bindung an die entsprechenden VEGF-
Rezeptoren einen pro-angiogenen Effekt besitzen, sind auBlerdem auch b-Isoformen
bekannt (z.B. VEGF4sb). Diese resultieren aus der Verwendung einer weiteren Splice-
Stelle (distal splice site, DSS) im Exon 8 und zeichnen sich durch eine anti-angiogene
Wirkung aus, die auf 6 alternative Aminosduren am C-Terminus des Proteins zuriickgeht.

(Harper und Bates 2008).

Die unterschiedlichen Heparin-Affinititen legen eine mogliche physiologische Bedeutung
fiir die gerichtete Ausbildung von Blutgefd3en nahe. Neben Unterschieden in der Affinitét
zur EZM besitzen die VEGF-Isoformen aber auch unterschiedlich starkes mitogenes
Potential, welches vom C-Terminus des VEGF-Proteins maf3geblich beeinflusst wird (Keyt
et al. 1996). Der Grund hierfiir liegt in den Affinitditen der VEGF-Isoformen zu den
VEGF-Rezeptoren. Die mitogene Wirkung von VEGF ist spezifisch fiir Endothelzellen
(Leung et al. 1989). VEGF stimuliert hierbei die Migration von ECs (Koch et al. 1994),
stellt ein Uberlebenssignal fiir ECs unreifer Blutgefie dar (Alon et al. 1995), stimuliert
ECs zur Sekretion und Aktivierung extrazelluldrer Proteasen (Mandriota et al. 1995;

Unemori et al. 1992) und erhoht die vaskuldre Permeabilitit (Senger ef al. 1983).

1.2.3 VEGF-Rezeptoren

Die Expression der VEGF-Rezeptoren ist auf wenige Zelltypen beschrankt. Hierzu zéhlen
vor allem ECs aber auch Monocyten und Makrophagen (Ferrara und Davis-Smith 1997).
Ihre biologische Wirkung erzielen die Vertreter der VEGF-Familie liber die Bindung der
VEGF-Rezeptoren (VEGFR) VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 und die Neurophiline 1 und
2 (NRP-1 und NRP-2), die bisher auf ECs und Neuronen nachgewiesen wurden (Otrock et
al. 2007). Abbildung 1.3 fasst die Spezifititen dieser Rezeptoren fiir die Vertreter der

VEGF-Familie und die vermittelten biologischen Effekte zusammen.
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Abbildung 1.3: Mitglieder der VEGF-Familie und ihre Rezeptoren.

Abkiirzungen: PLCy (Phospholipase C y), PKC (Protein-Kinase C), FAK (focal adhesion kinase),
Ras-Raf-MeK (Ras-Raf-(Mitogen-aktiviertes Protein)-Kinase-Kinase), MAPK (Mitogen-aktivierte
Protein-Kinase), Akt/PKB (Protein-Kinase B), ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase).
Modifiziert nach Ho und Kuo 2007.

Wihrend die Bindung von VEGF an VEGFR-1 lediglich in einer schwachen Aktivierung
der nachgeschalteten Signalkaskade resultiert, zeigt die Heterodimerisierung von VEGFR-
1 und -2 in Folge der Interaktion mit VEGF, starke mitogene Effekte (Huang et al. 2001).
Die Effekte von VEGF auf die Proliferation, die Migration und das Uberleben von ECs
sowie auf die Permeabilitit des Endothels werden durch VEGFR-2 vermittelt (Ferrara et
al. 2003). Die Bindung von VEGF an VEGFR-2 fiihrt zu dessen Homodimerisierung und
Phosphorylierung. In der Folge werden einige Signalproteine, darunter Phospholipase C v,
PI-3-Kinase, das Ras-GTPase-aktivierende Protein und Proteine der Src-Familie aktiviert.
Zudem aktiviert VEGF den Ras-Raf-Erk-Weg, der das Wachstum von ECs induziert
(Takahashi et al. 1999). VEGFR-3 wird nicht durch VEGF gebunden. Die Neurophilin-
Rezeptoren werden durch VEGF¢s nicht aber durch VEGF;,; gebunden (Neufeld et al.
2002). NRP-1 scheint vor allem die VEGF-VEGFR-2-Interaktion zu verstarken, indem
NRP-1 zunidchst VEGF¢s bindet und anschlieBend dem VEGFR-2 présentiert (Soker et al.
1998). Hinweise, dass NRP-1 und -2 nach VEGF-Bindung selbst eine Signalkaskade
auslosen, gibt es nicht (Neufeld et al. 2002 und Ferrara et al. 2003).
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1.3 Mechanismen der Translationsregulation unter Hypoxie

Die Regulation der mRNA-Translation spielt eine wichtige Rolle in unterschiedlichen
physiologischen und pathologischen Prozessen. Andauernde hypoxische Bedingungen
fiihren zu einer generellen Verringerung der Translation in der Zelle (Pettersen er al.
1986). Die selektive Translation spezifischer mRNAs trigt zur Anpassung des
hypoxischen Proteoms, und somit einer Hypoxie-Antwort, bei (Blais et al. 2004,
Koritzinsky et al. 2005, Thomas und Johannes 2007). Die Rolle der Hypoxie in der
Translations-Initiation war und ist Gegenstand einer Vielzahl von Untersuchungen (van

den Beucken et al. 2006).

1.3.1 Die 5’-Cap-abhiingige Initiation der Translation

In eukaryotischen Zellen wird die Initiation der mRNA-Translation durch die Erkennung
einer m’GpppN-Struktur am 5‘-Ende der mRNA, das sogenannte 5’Cap, durch den 5’Cap-
bindenden Komplex elF4F eingeleitet (Gebauer und Hentze 2004, Pestova et al. 2001,
Muthukrishnan et al. 1979). EIF4F setzt sich aus der 5’Cap-bindenden Untereinheit eIF4E
(Sonenberg et al. 1979, Tahara et al. 1981), der RNA-Helikase eIF4A (Lawson et al. 1989,
Rozen et al. 1990) und dem Geriistprotein elF4G zusammen (Grifo et al. 1983, Lamphear
et al. 1995). Dieser 5’Cap-bindende Komplex rekrutiert die kleine ribosomale Untereinheit
im Komplex mit weiteren elFs als 43S-Pré-Initiations-Komplex an die mRNA. Der 43S-
Pra-Initiations-Komplex setzt sich aus der 40S Untereinheit des Ribosoms, elF3, elF1,
elF1A, elF5 und dem terndren Komplex, bestehend aus Initiator-"*'tRNA und elF2:GTP,
zusammen (Jackson et al. 2010). Es wird angenommen, dass sich der 43S-Pré-Initiations-
Komplex in einem als scanning bezeichneten Prozess entlang der 5’UTR bewegt,
bezichungsweise die mRNA durch den Komplex hindurchfiihrt (Kozak 1978, Hinnebusch
2011). EIF4B und eIF4G besitzen einen kooperativ stimulierenden Einfluss auf die
Helikase-Aktivitit von eIF4A (Rogers et al. 1999, Ozes et al. 2011), welche fiir die
Translation von mRNAs mit strukturierten 5’-UTRs von Bedeutung ist (Pestova und
Kolupaeva 2002). Es gibt Hinweise, dass der Kontakt zwischen 43S-Komplex und elF4F
wéhrend des scannings erhalten bleibt und dieses dadurch stimuliert wird (Pestova und
Kolupaeva 2002). Die Erkennung des Start-Codons durch den 43S-Komplex geht mit
Konformationsédnderungen im 43S-Komplex und der Verdrangung von elF1 einher (Maag

et al. 2005). Man spricht nun von einem 48S-Initiations-Komplex (Jackson et al. 2010).
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EIFT1A und elF5 sind fiir die Auswahl des korrekten Initiations-Codons von Bedeutung
(Maag et al. 2006).

Die a-Untereinheit des heterotrimeren elF2 stabilisiert die Codon-Anti-Codon-
Wechselwirkung zwischen dem AUG-Start-Codon und der Initiator-tRNA durch
Interaktion mit den Nukleotiden -3 und +4 (Pisarev et al. 2006, Nanda et al. 2013). Die [3-
Untereinheit interagiert mit elF5, welches die durch die y-Unterheit-katalysierte GTP-
Hydrolyse erst bei Erreichen des AUG-Codons ausreichend stimuliert (Majumdar und
Maitra 2005). Ein GroBteil des elF2:GDP-Komplexes wird daraufhin freigesetzt und das
GDP unter Stimulation von elF2B durch GTP ersetzt (Unbehaun er al. 2004, Panniers und
Henshaw 1983). EIF2:GTP ist nach Bindung einer beladenen Initiator-tRNA dann erneut
in der Lage in einen Translationszyklus einzutreten (Gross et al. 1991). Die Bindung der
grof3en ribosomalen Untereinheit geht mit der Dissoziation von elF1, elF1A, elF3, elF4F
und verbliebenem elF2:GDP einher (Chakrabarti und Maitra 1992, Unbehaun ez al. 2004).
Dieser Prozess wird von elF5B stimuliert. Der resultierende Initiationskomplex (80S-
Komplex) stimuliert die GTPase-Aktivitit von elF5B und damit die Hydrolyse des elF5B-
gebundenen GTP, was die Freisetzung von eIF5B aus dem 80S-Komplex katalysiert und
den Ubergang der Translation von der Initiations- in die Elongationsphase einleitet

(Pestova et al. 2000, Jackson et al. 2010, Gebauer und Hentze 2004).

1.3.2 Die 5‘Cap-unabhiingige Initiation der Translation

Neben der 5°Cap-abhidngigen Translation sind auch Mechanismen der 5°‘Cap-
unabhéngigen Translation bekannt. Die Translationsinitiation einiger zellulirer mRNAs
und viraler RNAs findet hierbei nicht an der 5’Cap-Struktur, sondern innerhalb der
5’UTR-Sequenz statt. 5’UTR-Elemente, die eine 5°Cap-unabhingige Translationsinitiation
vermitteln, werden als interne Ribosomen-Eintrittstellen (internal ribosome entry site,
IRES) bezeichnet (Stoneley und Willis 2004). Die ausgebildeten Sekundérstrukturen in
viralen 5°-UTRs sind fiir die Translation von grof8er Bedeutung. Hierdurch konnen, je nach
Virus, sowohl Translations-Initiationsfaktoren als auch direkt ribosomale Untereinheiten
rekrutiert werden.

Bei der 5’Cap-unabhingigen Translationsinitiation sind einzelne oder mehrere
Translationsinitiationsfaktoren nicht beteiligt. Der eindeutige Nachweis, dass die 5’Cap-

Struktur fiir die Translationsinitiation in einzelnen Féllen verzichtbar ist, konnte am

-10 -



1. Einleitung

Beispiel des Encephalomyocarditis-Virus (EMCV)-IRES mit Hilfe von zirkuldren RNAs
gezeigt werden (Chen und Sarnow 1995). Neben elF4E, dem Cap-bindenden Protein, sind
weder elF1 noch elF1A fiir die EMCV-IRES-vermittelte mRNA-Translation erforderlich
(Pestova et al. 1998). Der 43S-Komplex wird direkt durch Interaktion der EMCV-5"UTR
mit e[F4G rekrutiert (Pestova et al. 1996). Mit Hilfe von TOE-Print-Experimenten konnte
gezeigt werden, dass das HCV-IRES direkt mit der ribosomalen 40S-Untereinheit und eIF3
interagiert (Sizova et al. 1998). Im Fall der CrPV- (Cricket paralysis virus) IRG-
(intergenic region) IRES-vermittelten Translation ist kein Initiationsfaktor erforderlich,
wie mit Hilfe von gereinigten 40S-Untereinheiten aus HeLa-Zellen nachgewiesen wurde
(Jan und Sarnow 2002).

Die 5‘Cap-unabhéngige Translation einer zelluliren mRNA wurde erstmals am Beispiel
der BiP-mRNA (Immunglobulin heavy chain binding protein) gezeigt (Sarnow 1989).
Weitere Beispiele fiir die IRES-vermittelte Translation zellulirer mRNAs sind unter
anderem die c-Myc- und elF4G- (Johannes und Sarnow 1998), ATF4- (Chan et al. 2013),
XIAP- (Holcik und Korneluk 2000) sowie die HIF-1a- und die VEGF-mRNA (Lang et al.
2002; Stein et al. 1998). Die Mechanismen der Translations-Initiation an zelluldren IRESs
sind nicht vollstindig aufgekldrt. Sowohl Sekundérstrukturen als auch Sequenz-Elemente
sind hieran beteiligt. Bei der in silico-Struktur-Kalkulation von mehreren zelluldren IRES-
Elementen, darunter auch die des BiP-mRNA-IRES, wurde eine gemeinsame Y-formige
Struktur, gefolgt von einer weiteren Haarnadelstruktur, ermittelt (Le und Maizel 1997).
Faltungsdaten zur VEGF-5"UTR zeigen, wenn auch nicht identisch zur BiP-IRES-Struktur,
ausgepragte Sekundarstrukturen (Huez et al. 1998).

Auch Sequenzelemente, wie zum Beispiel die neun Nukleotide lange Sequenz in der
5’UTR der Gtx-mRNA, konnen die Initiation der Translation ermdglichen. Das Motiv in
der humanen Gtx-mRNA ist zu einem Abschnitt der 18S-rRNA komplementér, was so zur
Rekrutierung der 40S-Untereinheit des Ribosoms beitragen konnte (Chappel et al. 1999).
In der VEGF-5’UTR von Rattus norvegicus und Mus musculus findet man ein acht
Nukleotide langes Element, welches zur 18S-rRNA-komplementér ist. In der humanen
VEGF-5’UTR ist dieser Bereich sieben Nukleotide lang (NCBI-Datenbankeintrige zu
VEGF-mRNAs: R. norvegicus: NM_001287107.1, M. musculus: NM_001287056.1, H.
sapiens: NM_001171623.1).

Neben den cis-Elementen in 5’UTRs spielen auch IRES-trans-agierende Faktoren (ITAFs)

ein Rolle bei der 5‘Cap-unabhingigen Translation unterschiedlicher zellulirer mRNAs.
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Beispiele hierfiir sind die Aktivierung der alternativen FGF-2-mRNA-Translation durch
hnRNP Al (Bonnal et al. 2005) oder auch die CoCl,-induzierte Bindung der HIF-1a-
5’UTR durch HuR (Galbén et al. 2007). Die Zahl der charakterisierten ITAFs fiir zellulére
IRES:s ist bisher jedoch gering.

1.3.3 Mechanismen der Translations-Regulation unter Hypoxie

Es sind zwei generelle Mechanismen der hypoxischen Translations-Repression
beschrieben (Koritzinsky et al. 2005, Liu et al. 2006).

Im Rahmen einer schnellen Hypoxie-Antwort wird die Translations-Initiation durch
Phosphorylierung von elF2-o gechemmt (Koumenis et al. 2002). Die Affinitit von elF2 fiir
GDP ist ca. 400-fach hoher als fiir GTP (Panniers et al. 1988). Die Phosphorylierung von
elF2-a (elF2a-P) am Ser51 inhibiert die elF2B-katalysierte Austausch-Reaktion von
elF2:GDP zu elF2:GTP. Dies ist die Folge einer Herabsetzung der effektiven elF2B-
Mengen, die auf eine hohere Affinitit von elF2B fiir el[F2a-P:GDP gegeniiber nicht-
phosphoryliertem elF20.:GDP zuriickgehen (Rowlands ef al. 1988, Sudakhar ez al. 2000).
In Saugerzellen sind 4 Kinasen bekannt, die elF2-a. am Ser51 phosphorylieren. Hierzu
zahlen die Retikulozyten-spezifische Kinase HRI (Hdm-regulierter Inhibitor, Levin et al.
1975, Kramer et al. 1976), die dsSRNA-aktivierte Protein-Kinase PKR (Roberts et al. 1976,
Garcia et al. 2006), GCN2 (general control non-derepressible 2; Sood et al. 2000a, Dever
et al. 1992) und PERK (pancreatic ER elF2a kinase; Sood et al. 2000b, Harding et al.
2000). Die elF2-oa-vermittelte Reduzierung der mRNA-Translation unter Hypoxie geht
vermutlich weitestgehend auf die Aktivitdt von PERK und GCN2 zuriick (Koumenis et al.
2002, Liu et al. 2010).

Wahrend bei akuter Hypoxie die Regulation der Translation iiber die elF2-a-
Phosphorylierung erfolgt, findet bei langer andauernder Hypoxie eine Regulation iiber die
Verfiigbarkeit an aktivem 5°‘Cap-bindenden Protein elF4E statt (Koritzinsky et al. 2005,
Liu et al. 2006, Arsham et al. 2003). Sogenannte elF4E-bindende Proteine (4E-BP)
interagieren mit e[F4E und beeinflussen die mRNA-Translation. Bisher sind 3 4E-BP in
Sdugerzellen bekannt: 4E-BP1, 4E-BP2 und 4E-BP3 (Pause et al. 1994, Lin et al. 1994,
Poulin et al. 1998). Maflgeblich fiir die Stirke der elF4E- 4E-BP-Interaktion ist der
Phosphorylierungsgrad der 4E-BPs. Unter Hypoxie oder durch Einfluss von Hormonen
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oder Wachstumsfaktoren, kann die Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin)
inhibiert werden (Arsham et al. 2003, Hay und Sonenberg 2004). Dies fiihrt zu einer
Anreicherung von hypophosphoryliertem gegeniiber hyperphosphoryliertem 4E-BP1.
Hypophosphoryliertes ~ 4E-BP1  interagiert stirker mit eIF4E als dessen
hyperphosphorylierte Form. Die Interaktion von 4E-BP1 mit elF4E stort dessen Bindung
an elF4G und setzt so die Affinitdt von elF4E fiir die 5’Cap-Struktur herab. Die Folge ist
eine Verringerung der 5°Cap-vermittelten Translations-Initiation (Haghighat et al. 1995,
Haghighat und Sonenberg 1997).

Das Modell der IRES-vermittelten Translation stellt eine Moglichkeit der Zelle dar,
ausgewdhlte mRNAs auch unter translations-reprimierenden Bedingungen weiterhin zu

translatieren.

1.4 VEGF-Expression unter Hypoxie

Die VEGF-Expression wird von verschiedenen Stimuli beeinflusst. Hierzu gehdren
Hypoxie, onkogene Transformationen (zum Beispiel Mutationen oder Amplifikationen der
Kinase Ras) sowie Wachstumsfaktoren (unter anderem EGF, TGF-a, TGF-B, FGF und
PDGF) und Cytokine (IL-1aw und IL-6) (Shweiki et al. 1992, Rak et al. 1995, Ferrara
2004). Eine Steigerung der zelluliren VEGF-Expression erfolgt unter hypoxischen
Bedingungen durch verstirkte Transkription des VEGF-Gens, die Stabilisierung der
VEGF-mRNA und Anderungen im Mechanismus der mRNA-Translation.

1.4.1 Die HIF-1-abhingige Transkription von VEGF

Im Rahmen der Anpassung an hypoxische Bedingungen spielt der Transkriptionsfaktor
HIF-1 (Hypoxie-induzierbarer Faktor 1) eine entscheidende Rolle. HIF-1 ist in
Séugerzellen an der Transkriptions-Regulation zahlreicher Gene beteiligt (Semenza 2007,
Manalo et al. 2005, Maxwell et al. 1993). Hierzu =zihlen unter anderem
Transkriptionsfaktoren, Enzyme des Glukose-Stoffwechsels und Wachstumsfaktoren wie
VEGF (Ratcliff 2006, Forsythe et al. 1996).

Unter normoxischen Bedingungen wird die a-Untereinheit (HIF-1a) des Heterodimers
HIF-1 zwar gebildet, aber sehr schnell wieder {liber das 26S-Proteasom abgebaut (Salceda
und Caro 1997, Huang 1998). Die B-Untereinheit (HIF-13, ARNT) wird konstitutiv
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exprimiert (Wang et al. 1995). Die Initiation des Sauerstoff-abhéngigen Abbaus von HIF-
la erfolgt durch dessen Hydroxylierung an 2 Prolin-Resten (Prosp, und Prosgs) durch
Prolyl-Hydroxylase-Doménen-enthaltende Proteine (PHD) (Ivan et al. 2001, Jaakkola et
al. 2001). PHDs nutzen, neben 2-Ketoglutarat, molekularen Sauerstoff als Substrat und
fungieren somit als ,,Sauerstoff-Sensoren” (Semenza 2003, Epstein er al. 2001).
Hydroxyliertes HIF-1a interagiert mit dem von Hippel-Lindau-Protein (VHL), welches als
Untereinheit eines E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes die Ubiquitinylierung vermittelt. Unter
Hypoxie wird dieser Abbau verlangsamt. Nach der Dimerisierung von HIF-1a und HIF-1(
kommt es zur Translokation des Heterodimers in den Nukleus, wo es an das hypoxia
responsive element (HRE) des Zielgens bindet und dessen Transkription verstérkt.

Die alleinige Bindung von HIF-1 an das HRE des Zielgens ist in vielen Féllen fiir eine
effiziente Aktivierung der Transkription nicht ausreichend. So ist unter anderem p300/CBP
als Transkriptions-Koaktivator beteiligt (Ruas er al. 2002, Arany et al. 1996). Fiir die
optimale HIF-1-abhéngige Induktion der VEGF-Transkription ist zusitzlich das Protein
Smad3 erforderlich (Liu und Simon 2004).

1.4.2 Die Stabilisierung der VEGF-mRNA unter Hypoxie

Die Zunahme der VEGF-mRNA-Menge unter Hypoxie geht maf3geblich auf deren mRNA-
Stabilisierung zuriick (Ikeda et al. 1995, Levy et al. 1996a). Levy et al. konnten 1995 in
Ratten-PC12-Zellen mittels run off-transcription-assays zeigen, dass die Transkription des
VEGF-Gens unter Hypoxie (1% O;) um den Faktor 3,1 + 0,6 zunimmt. Die Zunahme der
steady state-mRNA-Menge um den Faktor 12 + 0,6 konnte damit allerdings nicht erklért
werden, sondern legt nahe, dass auch die mRNA stabilisiert wird.

Mehrere Beispiele fiir die Interaktion von mRNAs mit RNA-bindenden Proteinen (RBPs)
im Rahmen einer Hypoxie-Antwort sind bereits beschrieben. Diese mRNA-RBP-
Interaktionen werden als bedeutsam fiir die Translation, die sub-zelluldre Lokalisierung
und den Abbau von mRNAs betrachtet (Mignone et al. 2002, Masuda et al. 2009).
Hinweise auf RBPs, die die Stabilitit der VEGF-mRNA unter Hypoxie beeinflussen
konnten, wurden, gemeinsam mit der Identifizierung von cis-Elementen in der VEGF-
3’UTR, insbesondere von AREs (AU-reichen Elementen), mittels electro-mobility-shift
assays (EMSA) geliefert (Levy et al. 1996a, Levy et al. 1996b, Claffey et al. 1998). AREs

koénnen sowohl stabilisierenden, als auch destabilisierenden Einfluss auf eine mRNA haben
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(Myer et al. 1997, Fan und Steitz 1998). In murinen BALB/c3T3-Friboblasten konnten
RNAs mit lediglich der VEGF-3"UTR, aber auch der VEGF-Protein-kodierenden Region
oder der -5’UTR, unter Hypoxie allerdings keine Stabilisierung der individuellen
Transkripte vermitteln (Dibbens et al. 1999). Abbildung 1.4 fasst beschriebene Sequenz-

Elemente und Protein-Interaktionsstellen der VEGF-3’UTR zusammen.

IRES B IRES A

cuG % AUG o
5' m'GpppG /1 — p(A}-3'OH
L-VEGF VEGE-ORF HSR PBD VRS

N-terminus

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der VEGF-mRNA sowie bekannter cis- und
transregulatorischer Elemente der VEGF-mRNA-Translation und —Stabilitét.

Die humane VEGF-5’UTR umfasst 1038 Nukleotide, die VEGF-3"UTR 1923 Nukleotide. Die Lokalisierung
der Bindung von PAIP2 und Tisl1b basiert auf Homologie-Abgleich der publizierten Bindungsbereiche in
der VEGF-3"UTR von R. norvegicus und der humanen VEGF-3’UTR (vorliegende Arbeit). Abkiirzungen:
IRES (Interne Ribosomen-Eintrittstelle), uwORF (upstream ORF), ORF (offener Leserahmen), Q
(Quadruplex-Struktur), CUG (alternatives Translations-Initiationscodon), AUG (Startcodon der Translation),
miR  (Micro-RNA), hnRNP L (heterogenes, nukledres Ribonukleo-Protein), Tisllb (Protein der
Tristetraprolin-Protein-Familie 11b), NF-90 (Nukledrer Faktor 90), PAIP2 (Poly(A) Binding Protein
Interacting Protein 2), HuR (humanes Antigen R), HDM2/MDM2 (human/murine double minute 2), L-VEGF
(N-termale Verldngerung des VEGF-Proteins), HSR (Hypoxie-stabilisierende Region), PBD (PAIP2-
bindende Domine), VRS (VEGF-regulatorische Sequenz), p(A) (poly(A)-Schwanz). Lokalisierung der cis-
und trans-Elemente (Nukleotide): IRES B (5’UTR 379-483), CUG (5’UTR 499), IRES A (5’UTR 739-
1038), Q (5’UTR 774-790), uORF (5°UTR 852-863), miR20b (3’UTR ~180), miR16 (3’'UTR ~260), HSR
(3°’UTR 332-457), hnRNP L (3°UTR 337-357), miR297/299 (3’UTR 337-357), PDB (3°’UTR ~713-1105),
VRS (3’UTR 1251-1877), Tisl1b-Bindestelle (grau, 3’UTR ~1264-1337), HuR-Bindestelle (grau, 3’'UTR
1682-1726).

Die Interaktion von HuR mit einem ca. 40 Nukleotide (nt) langen Abschnitt des VRS
(VEGF regulatory segment), welches am 3’-Ende der VEGF-3’UTR lokalisiert ist
(Nukleotide 1682-1726), stabilisiert die VEGF-mRNA unter Hypoxie (Levy et al. 1998,
Goldberg-Cohen et al. 2002).

Auch die Bindung von hnRNP L an eine 21 nt lange Sequenz innerhalb der 126 nt langen
HSR (hypoxia stability region) tragt zur Stabilisierung der VEGF-mRNA unter Hypoxie
(Shih und Claffey 1999) bei. Weitere potentielle VEGF-mRNA-stabilisierende Proteine
sind PAIP2 (Onesto et al. 2004), NF-90 (Vumbaca et al. 2008) und MDM2 (Zhou et al.
2011). AUF-1 interagiert direkt mit der VEGF-RNA in Nierenkarzinom-Zellen (RCC-
Zellen). Die Co-Immuprizipitation der E3 Ubiquitin-Ligase pVHL (von Hippel-Lindau-
Protein) mit AUF-1 und HuR unter Normoxie deutet auf eine Beteiligung von pVHL bei
der Regulation der VEGF-mRNA -Stabilitdt hin (Xin ef al. 2012).
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Die Menge vieler Proteine, die an der Regulation der VEGF-Expression beteiligt sind,
andert sich unter Hypoxie nicht oder lediglich geringfiigig. Dies legt nahe, dass ihre
Funktion durch post-translationale Modifikationen moduliert wird oder, dass weitere
Faktoren beteiligt sind (Xin er al. 2012). Als VEGF-mRNA-destabilisierendes Protein
wurde bisher lediglich das Zink-Finger-Protein Tis11b beschrieben, welches an die VEGF-
3’UTR aus R. norvegicus bindet (Ciais et al. 2004). Die 75 Nukleotide umfassende
Bindungssequenz ist zu einem Abschnitt der VRS in der humanen VEGF-3’UTR homolog

(siche unten).

1.4.3 Die Translation der VEGF-mRNA

Die humane VEGF-mRNA besitzt an ihrem 5’Ende eine 1038-Nukleotide lange, hoch-
strukturierte 5S’UTR. Mit Hilfe von in vitro-Translation-Experimenten unter Verwendung
monocistronischer und bicistronischer Reporter-RNAs wurde gezeigt, dass die VEGF-
5’UTR eine 5°Cap-unabhingige Translation vermitteln kann (Stein et al. 1998, Akiri et al.
1998, Miller et al. 1998).

Néhere Untersuchungen zeigten, dass die VEGF-5’UTR zwei separate IRES-Elemente,
IRES A und IRES B, besitzt (Huez et al. 1998). Das zunichst identifizierte IRES A konnte
auf die Nukleotide 745-1038 eingegrenzt werden. Das 5‘-Ende der VEGF-5’UTR zeigt
ebenfalls IRES-Aktivitiat (IRES B). Die Nukleotide 91-475 sind hierfiir essentiell (Huez et
al. 2001). Im Sequenzbereich zwischen den IRES-Elementen befinden sich drei CUG-
Codons, die im Leserahmen mit dem Protein-kodierenden Bereich sind. Sie stellen
alternative Translations-Initiations-Codons dar. Das erste dieser CUG-Codons (Nukleotide
499-501 der VEGF-5’UTR, CUGygg9) scheint fiir die nicht-AUG-vermittelte Translations-
Initiation die groBte Bedeutung zu besitzen. Die Initiation am CUGyye fiihrt zu einer N-
terminal verldngerten VEGF-Variante (L-VEGF). Diese um 206 Aminoséduren verldngerte
VEGF-Isoform wird proteolytisch gespalten. Das N-terminale Fragment ist intrazellulér
nachweisbar, wihrend das C-terminale Fragment sezerniert wird (Huez et al. 2001).
Untersuchungen von Bornes er al. (2004) konnten zeigen, dass die Splice-Varianten,
Einfluss auf die Auswahl des Start-Codons besitzen. Hiernach wird fir VEGF;,; stets das
CUG-Codon (Nukleotid 499) genutzt, was in der Bildung von L-VEGF resultiert. Das
AUG-Codon wird hingegen nur in den mRNA-Isoformen VEGF¢s und VEGF g9 als
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Translations-Initiations-Codon verwendet. Weder hypoxische Bedingungen, noch die
Anwesenheit der VEGF-3’UTR hatten Einfluss auf das beobachtete Initiationsmuster.

Eine von Morris et al. (2010) beschriebene ,,flexible RNA-Quadruplex-Struktur in der
humanen VEGF-5’UTR soll Einfluss auf deren IRES-Aktivitit besitzen. Bei der
Quadruplex-Struktur handelt es sich um eine planare Ausrichtung von Guanin-Basen (G-
Quadruplex) um ein monovalentes Kation wie Na" oder K. Obwohl eine einzelne G-
Quadruplex einen translations-inihibierenden Effekt haben soll, zeigen Morris et al. hier,
dass diese Struktur in einem ldngeren G-reichen Bereich des IRES A (Nukleotide 774-790)
einen stimulierenden Einfluss auf die 5‘Cap-unabhéngige Translations-Initiation hat.
Innerhalb von IRES A ist ein hoch konservierter uORF lokalisiert, der fiir ein Tripeptid
kodiert. Im Fall der VEGF-mRNA hat dieser uORF einen reprimierenden Einfluss auf die
Translation der VEGFi,; splice-Variante, nicht aber auf die Varianten VEGF¢s und
VEGF 39 (Bastide et al. 2008).

Karaa et al. (2009) konnten in HeLa-Zellen zeigen, wie trans-regulatorische Faktoren die
Auswahl der IRES-Elemente fiir die Translationsinitiation beeinflussen konnen. Die micro-
RNA 16 (miR16) interagiert mit dem microRNA responsive element (MRE) der VEGF-
3’UTR, einem 24 Nukleotide langen RNA-Motiv ca. 260 Nukleotide strangabwirts der
Protein-kodierenden Sequenz. Sie inhibiert die IRES B-vermittelte Translationsinitiation
wihrend die IRES A-vermittelte Initiation nicht beeinflusst ist. Dies legt eine Funktion in
der Generierung der L-VEGF-Variante, ausgehend vom CUGag9 der VEGF-5"UTR, nahe.
Eine weitere VEGF-3’UTR-bindende miRNA ist miR20b. Thre Konzentration nimmt in
mehreren Tumorzelllinien unter Hypoxie stark ab. Die Inhibierung der miR20b in H22-
Zellen unter Normoxie flihrt zu einer Erhohung von VEGF und von HIF-1a ohne
Veridnderung der mRNA-Mengen, wéhrend die Zugabe von miR20b unter Hypoxie das
VEGF-Signal reduziert (Lei et al. 2009). Cascio et al. (2010) konnten diesen Effekt der
miR20b in MCF-7-Zellen bestdtigen. Weitere miRNAs, die einen Einfluss auf die VEGF-
Expression unter Hypoxie haben konnten, sind miR15b sowie miR20a (Hua et al. 2006). In
Monozyten wurde ein Mechanismus der miRNA-vermittelten Translationsregulation
aufgeklirt, bei der miR297 und miR299 mit hnRNP L um die Bindung an die VEGF-
3’UTR konkurrieren. Die Bindungsregionen der miRNAs und von hnRNP L {iberlappen.
Unter Hypoxie verhindert die Bindung von hnRNPL die miRNA-vermittelte
Translationsrepression (Jafarifar et al. 2011). Abbildung 1.4 fasst bekannte cis-Elemente

der VEGF-mRNA und trans-interagierende Faktoren schematisch zusammen.
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Der Einfluss von in trans-regulierenden Proteinen auf die Translation der VEGF-mRNA
ist nur in wenigen Féllen beschrieben. Die meisten VEGF-mRNA-bindenden Proteine
haben vor allem einen Einfluss auf die VEGF-mRNA-Stabilitét (siche Abschnitt 1.4.2). Zu
den Proteinen, die die Translation der VEGF-mRNA modulieren, zihlt insbesondere
hnRNP L, das mit den miRNAs 297 und 299 um ein 21 Nukleotide langes CA-reiches
Element (CARE) in der HSR der VEGF-3’UTR konkurriert (Jafarifar ef al. 2011). Diese
Interaktion ldsst jedoch die Frage nach der funktionellen Verkniipfung zum
Translationsapparat offen. NF-90 bindet, ebenso wie HuR und hnRNP L, unter Hypoxie an
das HSR. Die shRNA-vermittelte Reduzierung der NF-90-Menge fiihrt unter Hypoxie zu
einem deutlichen Riickgang der VEGF-mRNA in den polysomalen Fraktionen eines
Saccharose-Dichtegradienten. Neben der Stabilisierung der VEGF-mRNA hat NF-90 somit

auch einen Einfluss auf deren Translation (Vumbaca et al. 2008).
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1.5 Zielstellung

Die Verteilung von Sauerstoff und Metaboliten im tierischen Organismus erfolgt iiber das
BlutgefdBsystem (Vaskulatur). Sind Organe oder Gewebe nicht ausreichend vaskularisiert,
kann die Unterversorgung mit Sauerstoff (Hypoxie) und Néhrstoffen in den betroffenen
Geweben die Folge sein. Die Bildung neuer Blutgefdfle aus bereits bestehenden bezeichnet
man als Angiogenese. Unter Hypoxie findet eine erhohte Produktion angiogener Faktoren
statt, welche die Bildung neuer Blutgefile fordern. Der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor A (VEGF) ist ein bedeutender Faktor bei der Ausbildung und
Aufrechterhaltung der Vaskulatur im tierischen Organismus. Das Wachstum solider
Tumore, zum Beispiel bei Brustkrebs, kann durch die schnelle Proliferation der Zellen und
aufgrund von Besonderheiten der Tumorvaskulatur zu Hypoxie im Tumorgewebe fiihren,
die in einer erhdhten Bildung von VEGF resultiert.

Unter hypoxischen Bedingungen werden stark Energie-verbrauchende Prozesse wie die
Translation von mRNAs reduziert. Die Aufrechterhaltung und Steigerung der Produktion
angiogener Faktoren, um diese Bedingungen aufzulGsen, erfordert die selektive Expression
von Genen. Diese wird vor allem auf Ebene der Transkription, der mRNA-Stabilitdt und
der mRNA-Translation reguliert.

Unter Hypoxie findet eine verstdrkte Transkription sowie eine Stabilisierung der VEGF-
mRNA statt. Trotz der generellen Verringerung der Translation in der Zelle wird die
VEGF-mRNA dennoch weiterhin translatiert. Die zugrundeliegenden Mechanismen und
beteiligten trans-stimulierenden Faktoren sind bislang nicht vollstdndig aufgeklért.

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von zelluldren Regulatoren der VEGEF-
mRNA-Translation. Hierzu sollte ein in vitro-Translationssystem aus MCF-7-Zellen
etabliert werden, die zuvor unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen kultiviert
wurden. Mittels Tobramycin-RNA-Affinitits-Reinigung und Massenspektrometrie sollten
hieraus VEGF-mRNA-bindende Proteine identifiziert und in Folgeexperimenten als
potentielle Modulatoren der VEGF-mRNA-Translation verifiziert werden. Das Verstandnis
der molekularen Mechanismen der VEGF-Expression kann zukiinftig zur Entwicklung

gerichteter Tumor-Therapien beitragen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Klonierung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurden nach molekularbiologischen
Standardmethoden (Sambrook und Russel, 2001) generiert. DNA-Fragmente zur
Klonierung wurden mittels Pfu-DNA-Polymerase (Fermentas) generiert. Die Verwendung
der eingesetzten Enzyme erfolgte nach Angaben der jeweiligen Hersteller.
Restriktionsenzyme, Klenow-Fragment (exo-), T4 DNA-Polymerase und T4
Polynukleotid-Kinase wurden von New England Biolabs (NEB), die alkalische
Phosphatase (calf intestine) von Roche bezogen. Zur Aufreinigung von PCR-Produkten,
linearisierten Vektoren und Restriktionsfragmenten wurde das High Pure PCR purification
Kit (Roche) verwendet. Die Tabelle A.2 (siche Anhang) fasst die in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide sowie Informationen zu deren Klonierung zusammen.

Fiir Klonierungen und zur Vervielfiltigung von Plasmid-DNA wurden die Escherichia
coli- Stimme XL-1blue und XL-10gold (Agilent Technologies) verwendet. Plasmid-DNA
wurde im kleinen (ng/ul) und mittleren (ug/ul) Malistab mit dem peqGold Plasmid
Miniprep Kit (Peqlab) beziehungsweise mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen) pripariert.

Fiir die Klonierung und Sequenzierung verwendete Oligonukleotide sind in den Tabellen
A.3 und A.4 (sieche Anhang) aufgelistet. Sequenzierungen wurden durch die Dienstleister

Eurofins-MWG Operon (Ebersberg) und GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung und Kryokonservierung von MCF-7-Zellen

Bei der verwendeten humanen Zelllinie MCF-7 handelt es sich um Zellen aus der pleuralen
Effusion einer 69-jdhrigen Patientin mit metastasierendem Brustkrebs (Soule et al. 1973)
(DSMZ-Nummer ACC-115). Die Kultivierung erfolgte in MCF-7-Medium bei 37°C, 5%
CO,. MCF-7-Medium basiert auf Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM high
Glucose) (Life Technologies) versetzt mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem (20 min, 56°C)
fotalem Rinderserum (Biochrom AG), 1x Penicillin/Streptomycin (Life Technologies) und
1x MEM nicht-essentielle Aminosduren (Life Technologies). Bei einer Zelldichte von 80-
90% (0,75-0,85 x 10° Zellen/cmz) wurden die adhidrenten MCF-7-Zellen zunichst mit
I1x PBS pH 7,4 gewaschen und anschlieBend 3 min bei Raumtemperatur mit 0,05%
Trypsin-EDTA (Life Technologies) (37°C) inkubiert. Nach Zugabe von 7 ml MCF-7-
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Medium wurden die Zellen in ein steriles Reaktionsgefal} iiberfiihrt und 2 min mit 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in MCF-7-Medium resuspendiert
und mit einer Zelldichte von 0,2 x 10°/cm” ausgesit. Die Kryokonservierung der MCF-7-
Zellen erfolgte mit MCF-7-Kryo-Medium (5% DMSO, 95% MCEF-7-Medium) in einer
Stickstoffatmosphire.

2.2.2 Hypoxie-Behandlung von MCF-7-Zellen
Die Hypoxie-Behandlung der 70-80% konfluenten MCF-7-Zellen (0,5-0,6 x 10
Zellen/cm?) erfolgte, nach vorherigem Mediumwechsel, in einem M5 Multigas-Inkubator

(Sanyo) fiir 24 h bei 37°C und 1% O,, 5% CO,, 94% N,.

2.2.3 siRNA-Transfektion von MCF-7-Zellen

Zur Transfektion von MCF-7-Zellen wurden diese zunichst wie unter 2.2.1 beschrieben
trypsiniert und nach Zentrifugation (2 min, 300 x g) ad 1 x 10° Zellen/ml in DMEM (ohne
Zusitze) resuspendiert. Die Transfektion der siRNAs (500 pmol pro 1 x 10° Zellen)
erfolgte mittels Elektroporation im GenePulser II (Biorad, exponentieller Puls, 360 V,
500 puF). Transfizierte Zellen wurden mit einer Zelldichte von 0,8 x 10° Zellen/cm®
(beziiglich der fiir die Elektroporation eingesetzten MCF-7-Zellen) in MCF-7-Medium
ausgesdt und wie oben beschrieben kultiviert. Nicht-transfizierte Zellen als Kontrolle
wurden ad 0,2 x 10°Zellen/cm> ausgesidt. 48 h nach der Transfektion wurde ein
Mediumwechsel durchgefithrt und die Zellen in hypoxische Bedingungen iiberfiihrt
beziehungsweise als Kontrollansatz bei Normoxie weiterkultiviert. Tabelle 2.1 fasst die in

dieser Arbeit eingesetzten siRNAs zusammen.

Name Sequenz Referenz

si-AUF-1 #1 5’-GAUUGACGCCAGUAAGAAC(dTAT)-3’ diese Arbeit
si-AUF-1 #2 5’-GAUCCUAUCACAGGGCGAU(TIT)-3’ diese Arbeit
si-DDX6 #1 5’-CUGUGAAUGUGGUAAUAAA(ATAT)-3’ Naarmann et al. 2008
si-DDX6 #2 5’-GCAGAAACCCUAUGAGAUU(TAT)-3’ Naarmann et al. 2008

si-hnRNP K #1 5’-AGACUACAAUGCCAGUGUU(TT)-3’ Naarmann et al. 2010
si-hnRNP K #2 5’-CUGUGGAAUGCUUAAAUUA(TAT)-3’ Naarmann et al. 2010
si-hnRNP K #3 5’-GGAACAAGCAUUUAAAAG(TAT)-3’ Naarmann et al. 2010

Kontrolle (ctrl.) 5’-AGGUAGUGUAAUCGCCUUG(dTdT)-3’ Naarmann et al. 2010

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten siRNAs.
Sequenzen fiir die gegen DDX6 und hnRNP K gerichteten siRNAs entstammen den genannten
Publikationen.
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2.2.4 Tube formation assay

Bei einem Tube formation assay kann das angiogene Potential von zelluldren Faktoren
untersucht werden (Saito er al. 2003). Hierbei werden humane Endothelzellen der
Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) auf einer Matrix
(Matrigel, BD Bioscience) ausgesit und gereinigten zelluldaren Faktoren oder
Kulturiiberstanden ausgesetzt. Die in der Folge gegebenenfalls stattfindende Zu- oder
Abnahme der Anordnung von HUVEC zu 2-dimensionalen zirkuldren Strukturen,
sogenannten Tubes, wird lichtmikroskopisch erfasst und quantifiziert.

Die gezeigten Tube formation assays wurden von Dr. med. Hongqi Lue (Institut und
Lehrstuhl fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie, Uniklinik RWTH Aachen) nach
Coleman et al. 2008 durchgefiihrt. 96-well-Platten wurden mit 40 pul Matrigel pro well fiir
30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden HUVEC mit 3 x 10° Zellen pro well in
100 pl Medium ausgesit und fiir 16 h bei 37°C inkubiert. Das Medium setzte sich aus 25%
HUVEC-Medium (Promocell) und 75% konditioniertem MCF-7-Zellmedium zusammen.
Die Neutralisierung von VEGF im MCF-7Medium erfolgte durch Zugabe von 500 ng/ml
VEGF-Antikorper (R&D Systems, 20 min, Raumtemperatur) nach Saito et al. 2003.

2.3 Herstellung von Lysaten und cytoplasmatischen Extrakten

2.3.1 Praparation von Gesamtzell-Lysaten (Triton-Lysat)

Zur Generierung von Triton-Lysaten wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit
eiskaltem PBS direkt auf der Platte lysiert (60 ul Triton-Lysepuffer pro well einer 6-well-
Platte). Die anschlieBende 30-miniitige Inkubation erfolgte in 1,5 ml-Reagiergefialen auf
Eis. Nach Zentrifugation (10 min, 4°C, 20.000 x g) wurden die Uberstinde in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Triton-Lysepuffer PBS pH 7,4

20 mM Tris-HCI pH 7,4 137 mM NacCl
300 mM NaCl 2,7 mM KCI

1% Triton-X-100 10 mM Na,HPO,
2 pg/ml Pepstatin A 2 mM KH,POq4

1 ug/ml Leupeptin

1 mM PMSF

1 mM DTT
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2.3.2 Nukleus-Cytoplasma-Fraktionierung

Das Protokoll ist eine Abwandlung der Methode von in Pei et al. 2008. Normoxische und
hypoxische MCF-7-Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschlieend in PBS abgekratzt. Die Zellsuspension wurde 2 min bei 4°C mit 250 x g
zentrifugiert und in Puffer A resuspendiert. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis
wurde das Lysat zentrifugiert (10 min, 4°C, 6500x g). Der Uberstand (die
cytoplasmatische Fraktion) wurde abgenommen und durch Zentrifugation (10 min, 4°C,
20.000 x g) geklart. Das Pellet, vor allem bestehend aus Zellkernen und -triimmern, wurde
nach zweimaligem Waschen mit Puffer A (Zentrifugation: 2 min, 4°C, 12.000 x g) in
Puffer B aufgenommen. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat
zentrifugiert (10 min, 4°C, 20.000 x g) und der Uberstand (die nukledre Fraktion) fiir

weitere Analysen eingesetzt.

Puffer A Puffer B

0,2% NP-40 20 mM Hepes pH 7,6

50 mM Kaliumchlorid 400 mM Natriumchlorid
20 mM Hepes pH 7,6 25% (v/v) Glycerin

1,5 mM Magnesiumchlorid 1,5 mM Magnesiumchlorid
I mM DTT I mM DTT

1x Proteaseinhibitor-Mix (Roche)  1x Proteaseinhibitor-Mix

(Mini; ohne EDTA)

2.3.3 Herstellung translations-kompetenter, cytoplasmatischer Extrakte

Die Priparation von normoxischen translationskompetenten Extrakten aus MCF-7-Zellen
erfolgte bei einer Zelldichte von 70-80% (0,5-0,6 x 10° Zellen/cmz, 24 15 cm-Platten). 24 h
vor der Extraktpriparation wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Fiir die Gewinnung
hypoxischer translationskompetenter Extrakte wurden die MCF-7-Zellen (6 Platten a
150 cm?) nach dem Mediumwechsel fir 24 h in hypoxische Wachstumsbedingungen
tiberfithrt. Zum Abldsen der normoxischen bzw. hypoxischen Zellen von der Kulturschale
wurde zundchst mit raumtemperiertem PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin-EDTA fiir
3 min bei Raumtempratur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit kaltem Medium
auf Eis durch Auf- und Abpipettieren von der Platte abgelost und in sterile Reaktions-

rOhrchen uberfithrt. Die Zellen wurden dreimal mit 45 ml eiskaltem isotonischem Puffer
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gewaschen. Die Zentrifugationen erfolgten fiir 2 min (4°C, 300 x g). Das Zellpellet wurde
1:1 (w/v) in hypotonischem Puffer resuspendiert und zum Quellen der Zellen 10 min auf
Eis inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch 10-maliges Aufziehen und wieder Aus-
stoBen mit einer 2 ml-Spritze durch eine 26G-Kaniile (Braun). Zelltrimmer und Nuklei
wurden durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 20.000 x g) entfernt. Die Uberstinde wurden
bei -80°C gelagert.

Isotonischer Puffer Hypotonischer Puffer

35 mM Hepes pH 7,6 10 mM Hepes pH 7,6

146 mM NaCl 10 mM Kaliumacetat

11 mM Glucose 0,5 mM Magnesiumacetat
5SmM DTT

1x Protease-Inhibitor-Mix (Roche)
(ohne EDTA)

2.3.4 Herstellung von Lysaten fiir die Polysomen-Fraktionierung

Fiir die Analyse der Ribosomen-Beladung endogener mRNAs wurden die MCF-7-Zellen
(eine 15 cm-Platte pro Bedingung, 70-80% konfluent) vor der Ernte fiir 10 min mit
Cycloheximid-haltigem (100 pug/ml) MCF-7-Medium bei 37°C inkubiert. Nach zwei-
maligem Waschen mit eiskaltem PBS (inkl. 100 pg/ml Cycloheximid) wurden die Zellen
in PBS (inkl. 100 ug/ml Cycloheximid) mittels Zellschaber von der Platte gelost. Die
Zellen wurden abzentrifugiert (2 min, 4°C, 300 x g) und der Uberstand entfernt. Das
Zellpellet wurde in eiskaltem CHX-Lysepuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Die Lyse erfolgte durch 10 St68e mit dem Dounce-Homogenisator. Das Lysat wurde
zentrifugiert (10 min, 4°C, 20.000 x g) und der Uberstand nach Einfrieren in fliissigem
Stickstoff bei -80°C gelagert.
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CHX-Lysepuffer

150 mM KClI

20 mM Hepes pH 7,6
6,5 mM MgCL,

1 mM DTT

100 pg/ml Cycloheximid
0,5% NP-40
1x Protease-Inhibitor-Mix

200 U/ml Ribolock (Fermentas)

2.4 Bestimmung von Protein- und Nukleinsiurekonzentrationen

2.4.1 Quantifizierung von Gesamtprotein

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in unterschiedlichen Lysaten wurde der
kolorimetrische Nachweis nach Bradford (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Abhingig von
der Proteinkonzentration wurden die Proben unverdiinnt oder in entsprechendem
Lysepuffer bis zu 10-fach verdiinnt. Fiir die Messung wurden 1-2 ul Probe mit 1 ml
Bradford-Verdiinnung (Bradford Rotiquant, Carl Roth) gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 595 nm im Wertebereich

0,1-0,3 AU. Die Umrechnung der Absorptionswerte erfolgte anhand einer BSA-Eichreihe.

2.4.2 Quantifizierung von Nukleinsiuren
Die Quantifizierung von Nukleinsduren erfolgte unverdiinnt mit einem NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). Hierbei erfolgt die Umrechnung der RNA- oder DNA-

Konzentration in ng/ul aus der Absorption bei 260 nm.
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2.5 Gelelektrophorese von Proteinen und Nukleinsiduren

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine in Lysaten und Extrakten wurden nach ihrer GroBe mittels diskontinuierlicher
SDS-PAGE (Laemmli 1970) unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen
getrennt. Hierzu wurden die Proben zunichst in 2x Probenpuffer aufgenommen und
anschlieBend 5-10 min bei 95°C inkubiert. Als GroBenstandard wurde PageRuler

(prestained protein ladder, Thermo-Fisher) verwendet.

Sammelgel Trenngel

5% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 10-12% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
125 mM Tris-HCI pH 6,8 375 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1% APS 0,1% APS

0,04% TEMED 0,04% TEMED

Laufpuffer 2x Probenpuffer

250 mM Glycin 250 mM Tris-HCI pH 6,8

25 mM Tris (Base) 4% SDS

3,5 mM SDS 20% Glycerin

10% B-Mercaptoethanol
0,02% Bromphenolblau

2.5.2 Silberfirbung von SDS-Gelen
Die Visualisierung von Proteinen im SDS-Gel erfolgte mittels Silberfarbung nach
Nesterenko et al. 1994:

1. 5 min in Lésung A fixieren
Waschen mit ddH,O (3x55s,1x5min, 3X55s)
5 min vorbehandeln mit 50% Aceton ddH,O
Sensibilisierung fiir I min in 60 ml Losung B
Waschen mit ddH,O (3 x 5 s)
8 min impragnieren in Losung C
Waschen mit ddH,O (2 x5 s)
10-60 s entwickeln in Losung D

A

Stoppen in 1% Essigsdure, anschlieend mit ddH,O waschen
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Losung A
60 ml Aceton (50%)

1,5 ml TCA (50% w/v)
25 pl Formaldehyd (37%)

Losung C
60 ml ddH,O

0,8 ml AgNO; (14% w/v)
25 pl Formaldehyd (37%)

2.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

2. Materialien und Methoden

Lésung B
60 ml ddH,O

100 ul NaySO4 (20% w/v)

Lésung D
60 ml ddH,O

1,2 g N32CO3
25 ul Formaldehyd (37%)
25 ul NaySO4 (20% wiv)

Nukleinsdauren wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Grofle auftrennt und

durch GelRed (Biotium) unter UV-Licht im LAS-4000 Imaging System (Fuji) visualisiert.

GelRed ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der, wie Ethidiumbromid, mit Nukleinsiuren

interagiert und durch UV-Licht anregbar ist.

In vitro-Transkripte und Gesamt-RNA wurden in einem 1%-igem Agarosegel in TAE-

Puffer (mit 1 ul GelRed pro 10 ml Gellosung) aufgetrennt (1 h, 48 V). Die Denaturierung

der RNA erfolgte nach Zugabe von 6 ul RNA-Ladepuffer pro 2 ul Probe fiir 5 min bei

95°C. AnschlieBend wurden die Proben 5 min auf Eis inkubiert, um die erneute

Ausbildung von Sekundérstrukturen zu verhindern. Als GroBenstandard diente Riboruler

HR (Fermentas) in RNA-Ladepuffer.

TAE-Puffer
40 mM Tris (Base)

20 mM Essigsiure
1 mM EDTA

RNA-Lade-Puffer

48% Formamid

6,4% Formaldehyd

40 mM MOPS-NaOH pH 7,0

10 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

5,4% Glycerin

0,2% Bromphenolblau
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Fiir die Auftrennung von DNA wurden 0,8-1,8%-ige Agarose-Gele in TBE-Puffer
verwendet (mit 1 pul GelRed pro 20 ml Gellosung). Restriktionsansitze und unbehandelte
Plasmide wurden mit 4x DNA-Ladepuffer gemischt und anschlieend elektrophoretisch
getrennt (1 h, 100 V). RT-PCR-Ansitze konnten aufgrund des integrierten Ladepuffers
(siehe Abschnitt 2.7.3) direkt auf das Gel aufgetragen werden.

Abhingig von den erwarteten ProduktgroBen wurde als GroBenstandard eine 1 kb-

(Invitrogen) oder eine 50 bp-DNA-Leiter (NEB) verwendet.

TBE-Puffer 4x DNA-Ladepuffer

90 mM Tris (Base) 20% Glycerin

90 mM Borséure 0,2% Bromphenolblau
2 mM EDTA 0,2% Xylen-Cyanol FF

2.6 Immunologische Methoden

2.6.1 Western blot

Der Western blot diente dem spezifischen Nachweis von Proteinen, die zuvor mittels SDS-
PAGE entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt wurden (siehe Abschnitt 2.5.1). Der
Elektrotransfer der Proteine auf PVDF-Membran (Merck, Millipore) wurde in einer Nass-
Blot-Apparatur (BioRad Laboratories) iiber Nacht bei 25 V in Transfer-Puffer im Eisbad
durchgefiihrt.

Anschliefend wurde die Membran mit 5% Milchpulver (Sucofin) in TBST-Puffer geblockt
(1 h, Raumtemperatur). Nach Inkubation mit primirem Antikorper (1 h, Raumtemperatur)
wurde mit TBST-Puffer gewaschen (5 x 5 min, Raumtemperatur). Nach der Inkubation mit
HRP (Meerrettich-Peroxidase, horse raddish peroxidase)-gekoppeltem, sekunddrem Anti-
korper wurde erneut gewaschen. Das Lumineszenz-Signal der HRP wurde mit Substrat-
Losung (Supersignal WestPicoPlus, Thermo Fisher) im LAS-4000 detektiert. Die

Verdiinnungen der priméren und sekundédren Antikorper sind in Tabelle A.5 angegeben.

TBST-Puffer Transfer-Puffer
50 mM Tris-HCI1 pH 7,4 25 mM Tris
150 mM NaCl 200 mM Glycin

0,05% Tween-20

-28 -



2. Materialien und Methoden

Inkubations- und Waschschritte fiir einzelne Antikorper, die von der oben genannten

Prozedur abweichen, sind ebenfalls in Tabelle A.5 zusammengefasst.

2.6.2 Immunfluoreszenz und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Immunfluoreszenzen und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen wurden von Dr. rer. nat.
Isabel S. Naarmann-de Vries (Experimentelle Arbeitsgruppe Intensivmedizin, Uniklinik
RWTH Aachen) durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Methoden sind in Naarmann et al.
2008 und Naarmann et al. 2010 beschrieben. Abweichend von der Prozedur in Naarmann
et al. 2010 wurde die Hybridisierung der FISH-Sonden (Tabelle A.6) vor den
Immunfluoreszenz-Firbungen durchgefiihrt. Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder
erfolgte an einem Axio Observer-Mikroskop mit ApoTome.2. Sie wurden mit Axio-
Vision-Software verarbeitet und Intensitdtsprofile mittels Image]J berechnet. Die

verwendeten Antikorper sind in den Tabellen A.7 und A.8 zusammengefasst.

2.6.3 ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay)

Der Nachweis von loslichem VEGF-Protein in Zellkulturiiberstinden und Gesamt-
Zelllysaten von MCF-7-Zellen erfolgte als Triplikat mittels anti-hVEGF DuoSet (R&D-
Systems). Nach Zugabe eines Substrates wurde der durch die Streptavidin-gekoppelte HRP
bewirkte Farbumschlag in einem Tecan Inifinite 200 PRO NanoQuant bei 450 nm
quantifiziert (Referenz-Wellenldnge 570 nm).

Der Capture-Antikorper (1:500-Verdiinnung in PBS) wurde iiber Nacht unter Schiitteln bei
Raumtemperatur mit 100 ul pro well in 96-well-Platten (Corning, High binding)
immobilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer (300 ul pro well)
wurde fiir mindestens 1 h bei Raumtemperatur geblockt (1% BSA und 5% Saccharose in
PBS). AnschlieBend wurden Uberstinde (100 pl/well) appliziert und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Zur spiteren Quantifizierung wurde eine Verdiinnungsreihe mit rekombinantem
VEGF;¢5 (R&D Systems) in MCF-7-Medium (siehe Abschnitt 2.2.1) auf jeder Platte
mitgefiihrt (in 1:1-Verdiinnungs-schritten von 2 ng/ml bis 31,25 pg/ml).

AnschlieBend wurde gewaschen (sieche oben). Nach Zugabe eines biotinylierten
Detektions-Antikorpers (1:500 in Diluent, 100 ul pro well) wurde 2h inkubiert

(Raumtemperatur). Nach erneutem Waschen wurde 30 min mit Streptavidin-HRP (1:200 in
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Diluent) inkubiert (Raumtemperatur). Nach einem weiteren Waschschritt wurde
100 pl/well Substrat (2,2°-Azino-Bis/3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonsédure) zugegeben. Die
einsetzende Blaufirbung wurde verfolgt bis eine leichte Firbung der mittleren
Verdiinnungsstufen sichtbar war. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul H,SO4

(1 M) gestoppt (die Farbe wechselt dabei von blau nach gelb).

Diluent Waschpuffer
1% BSA in PBS pH 7.4 PBS pH 7,4
0,05% Tween 20

2.6.4 Immunoprizipitation

Die Immunoprizipitation von hnRNP K basiert auf der Methode von Naarmann et al.
(2008).

Fir die spezifische Prézipitation von hnRNP K wurde der hnRNP K-Antikorper
(0,05 ul/ug cytoplasmatischer Extrakt) mit 40 ul einer Protein-A-Sepharose-Suspension
(1:1 v/v in PBS) in 500 ul PBS fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit je 1 ml Natrium-Borat-HCI (0,2 M, pH 9,0) wurden Antikérper und Protein-
A-Sepharose in Anwesenheit von 20 mM Dimethylpimelimidat (Sigma-Aldrich) in 0,1 M
Natrium-Borat-HC1 fiir 30 min bei Raumtemperatur kovalent gekoppelt. Anschlieend
wurde mit 1 ml Ethanolamin (0,2 M, pH 8) gewaschen und 2 h in 0,2 M Ethanolamin bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen in PBS wurde die mit hnRNP K-Antikérper
gekoppelte Protein-A-Sepharose in PBS resuspendiert. Ein Kontroll-Antikorper (Anti-
Luciferase) wurde identisch behandelt.

Zum Nachweis co-immunoprizipitierender Proteine wurden 100 ug (Gesamt-Protein)
cytoplasmatischer Extrakt pro Ansatz verwendet; die Analyse co-immunoprézipitierender
RNAs erfolgte aus 300 ug Extrakt pro Ansatz.

Fiir die Immunoprizipitation wurde der cytoplasmatische Extrakt mit 40 ul Antikorper-
gekoppelter Protein-A-Sepharose-Suspension und 500 pul IPP-Bindepuffer versetzt und
1,5 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit IPP-Waschpuffer gewaschen
(Zentrifugationsschritte: 2 min, 5000 x g, 4°C). Die Immunoprizipitationsansidtze wurden
fiir die Western blot-Analytik in SDS-Probenpuffer beziehungsweise fiir den Nachweis co-

immunopréazipitierter RNAs in Trizol aufgenommen.
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Die RNA-Abhingigkeit der Co-Immunoprizipitation von Proteinen mit hnRNP K wurde
mit Hilfe einer Micrococcus-Nuklease-Behandlung gepriift. Hierzu wurde der
cytoplasmatische Extrakt vor der Immunoprézipitation mit 2x IPP-Puffer (f.c. 1x IPP-
Puffer), CaCl, (f.c. 1,2mM) und Micrococcus-Nuklease (Roche) (15U /200 pug
cytoplasmatischer Extrakt) fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Verdau wurde

durch Zugabe von EGTA (fc. 2,5 mM) gestoppt und fiir die Immunoprizipitation

eingesetzt.
IPP-Bindepuffer IPP-Waschpuffer 2x IPP-Puffer
20 mM Hepes pH 7,4 20 mM Hepes pH 7,4 40 mM Hepes pH 7,4
100 mM KCl 100 mM KClI 200 mM KCl
5 mM Mg(Ac), 5 mM Mg(Ac), 10 mM Mg(Ac),
0,025% Triton X-100 1 mM DTT 0,05% Triton X-100
I mM DTT 5 mM PMSF 2mM DTT
5 mM PMSF 20 pg/ml Leupeptin 10 mM PMSF
20 pg/ml Leupeptin 40 pg/ml Leupeptin

2.7 RNA-basierte Methoden

2.7.1 RNA-Priparation und DNase-Behandlung

Fir die Bestimmung von RNA-Stabilititen aus in vitro-Translations-Reaktionen, der
Verteilung von mRNAs in Polysomen-Gradienten und die Bestimmung von mRNA-
Mengen in cytoplasmatischem Extrakt nach Micrococcus-Nuklease-Behandlung (Roche)
erfolgte die Priparation der RNA mittels Trizol nach Herstellerangaben in Gegenwart von
20 pug Glycogen pro Ansatz.

Als Extraktionskontrolle wurden, wo fiir die Verwendung als Referenz-RNA erforderlich,
0,5-5ng in vitro-transkribierte Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT)-mRNA
zugegeben.

Die DNase-Behandlung von Gesamt-RNA erfolgte mittels RQI1-DNase (RNase-frei,
Promega). Der RQ1-DNase-Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und anschlie3end mit
50 ul DEPC-H;O auf 100 pul Gesamt-Volumen aufgefiillt. Nach Extraktion mit gleichen
Volumen Phenol(H,O)/Chloroform (1:1) und Chloroform erfolgte die Féllung mit 25 ul
Ammonium-Acetat (4 M), 1 pl Glycogen (20 mg/ml) und 320 pl Ethanol. Die RNA wurde
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in 10 ul DEPC-H,0O gelost (10 min, 55°C, 1400 rpm) und die Konzentration bestimmt.
RNA-Priéparationen von in vitro-Translations-Reaktionen und aus Polysomen-Gradienten

wurden nicht RQ1-DNase-behandelt.

RQI1-DNase-Reaktion

2-10 pg Gesamt-RNA

0,3 U RQI1.DNase pro 1 pg RNA
1x RQ1-Puffer

DEPC-H;0 ad 50 ul

2.7.2 Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription (RT) von Gesamt-RNA nach RQI1-DNase-Behandlung und
RNA aus in vitro-Translationsreaktionen wurden gleiche Mengen Gesamt-RNA (1-2 ug)
eingesetzt. Die aus Polysomen-Gradienten-Fraktionen prédparierte RNA wurde nach dem
Losen in 8 ul DEPC-H,0 vollstindig fiir die RT eingesetzt (siehe Abschnitt 2.11.1).

Die RNA wurde zunichst mit 20 pmol random-Re-Primer versetzt und in einem Volumen
von 10 pl inkubiert (5 min, 70°C). Nach Zugabe von 15 ul RT-Mix erfolgte die reverse
Transkription der RNA fiir 1 h bei 42°C. Hiernach wurde die Reverse Transkriptase
inaktiviert (70°C, 20 min).

RT-Mix (1x)

1x RT-Puffer

0,5 mM dNTPs

150U M-MLV-RT (RNase H)
(Promega)

DEPC-H,0 ad 15 pl
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2.7.3 RT-PCR

Der Nachweis von mRNAs in Micrococcus-Nuklease-behandelten cytoplasmatischen
Extrakten und in Polysomen-Fraktionen erfolgte mittels RT-PCR. Hierzu wurden die
RNAs zunichst, wie unter 2.7.2 beschrieben, in einer reversen Transkription in cDNA
umgeschrieben. Nach Ablauf des PCR-Programms wurden 5 ul des RT-PCR-Ansatzes
mittels Agarosegel-Elektrophorese analysiert (siehe Abschnitt 2.5.3). Die verwendeten

Primer sowie die Grofen der PCR-Produkte sind in Tabelle 2.5 zusammengefasst.

RT-PCR-Ansatz PCR-Programm

1x Tag-Puffer, griin 3 min 95°C

1,5 mM Magnesiumchlorid 30s95°C

0,2 mM dNTP-Mix 30 s 55°C X Zyklen
0,4 uM hin-Primer 30s72°C

0,4 uM riick-Primer 2 min 72°C

1 U GoTaqg-DNA-Polymerase (Promega)
2 ul RT-Reaktion
DEPC-H,0 ad 25 ul

2.7.4 qRT-PCR

Die Analyse von RNA-Mengen zur Bestimmung der Stabilititen endogener mRNA in
Actinomycin D-Zeitreihen (siehe Abschnitt 2.7.5) und von Reporter-mRNAs aus in vitro-
Translations-Reaktionen (siehe Abschnitt 2.9.2) sowie in Polysomengradienten (siche
Abschnitt 2.12.1) erfolgte mittels qRT-PCR in einem 7300 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA).

Reporter-mRNAs aus in vitro-Translations-Reaktionen wurden nach der reversen
Transkription fiir die qRT-PCR 1:20 in DEPC-H,O verdiinnt. Die Amplifikation erfolgte in
96-well-Platten mit einem Reaktionsvolumen von 15 pl pro well in Dreifachbestimmung.
Als Polymerase-Mix wurde der 2x PCR-Master-Mix (Promega) verwendet. Fiir die
Quantifizierung endogener mRNAs aus Polysomengradienten-Fraktionen und

Actinomycin D-Zeitreihen wurde die RNA 1:5 oder 1:10 verdiinnt.
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Die Auswertung erfolgte nach der 274V - Methode (Livak und Schmittgen 2001). Die
Kalkulation der Amplifikations- Schwellenzyklen (Ct-Werte) erfolgte mit Hilfe der

Gerite-Software.

Reaktionsansatz gRT-PCR-Programm

1x PCR-Mix 3 min 95°C

3x SYBR-Greenl 30s95°C

15x ROX 30's 55°C 4045 ZyKlen
0,2 uM hin-Primer 30s72°C .-

0,2 uM riick-Primer 30s95°C

5 ul cDNA-Verdiinnung Schmelzkurve: 55°C—> 95°C

DEPC-H,0 ad 15 pl

Die Normalisierung der Ct-Werte erfolgte fiir die RNAs aus Gradienten-Fraktionen und
aus in vitro-Translations-Reaktionen auf die, als Extraktionskontrolle zugegebene, CAT-
RNA. Bei der Quantifizierung der RNA-Stabilitit endogener VEGF-mRNA erfolgte die
Normalisierung auf RPLPO. Hier gezeigt am Beispiel der VEGF-mRNA nach siRNA-
vermittelter Reduzierung der DDX6-Menge (DDX6-knock down) unter Normoxie, 60 min

nach Actinomycin D-Zugabe:

ACtomin,vEGF = Ctomin,vEGF — CtominrpLpo = 23,316 — 15,992 = 7,324
ACteomin,vEGF = Cteomin,vEGF — CleominrpPLPo = 23,194 — 15,376 = 7,818

AACteomin,vEGF= ACtsomin,vEGFE - ACtomin,vecr = 0,494

2CAA CominviGr = 0,70981 = 71%
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Name Orientierung Sequenz Produkt (bp)
Firefly- hin 5'-CCTTCCGCATAGAACTGCCT-3’
y
: ) 244
Luciferase ORF  riick 5"-GGTTGGTACTAGCAACGCAC-3’
CAT hin 5" -GGAATTCCGTATGGCAATGA-3’ 233
riick 5" - GATTGGCTGAGACGAAAAAC-3’
VEGFu (1) hin 5'-CGAGGGCCTGGAGTGTGT-3’ .
ol riick 5'-GGCCTTGGTGAGGTTTGATC-3’
VEGFw, (2 hin 5'-CCCTGATGAGATCGAGTACATCTT-3’ s
2 riick 5'-GCCTCGGCTTGTCACATTTT-3’
VEGFe (2 hin 5. CCCTGATGAGATCGAGTACATCTT-3’ 245
109 riick 5" AGCAAGGCCCACAGGGATTT-3’
, hin 5" TCCCTGGAGAAGAGCTACG-3’ .
B-Aktin (3) riick 5" -GTAGTTTCGTGGATGCCACA-3’
RPLPO 3) Hin 5'-GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3’ 14
riick 5"-CCATCAGCACCACAGCCTTC-3’
Mvosi Hin 5. CGACAACCAGTGCATCCTCAT-3’
yosin 10 ) 08
riick 5" ACTGTTGACTGATGACTGACAG-3’
GAPDH (4) Ir.I.in 5"-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3’ 250
riick 5. CTGGAAGATGGTGATGGGAT-3’

Tabelle 2.5: Oligodesoxyribonukleotide (Primer) fiir die RT-PCR und qRT-PCR.
Wo angegeben wurde auf zuvor verdffentlichte Sequenzen zuriickgegriffen: (1) Gutschner (2008), (2)
Wellmann et al. (2001), (3) Stohr et al. 2006, (4) Naarmann et al. (2008).
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2.7.5 Bestimmung von Stabilitiiten endogener mRNAs

Fiir die Bestimmung von RNA-Stabilititen nach siRNA-vermittelter Reduzierung der
DDX6-Menge wurde der Transkriptionsinhibitor Actinomycin D (Sigma-Aldrich)
verwendet.

MCEF-7-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit Kontroll-siRNAs oder mit siRNAs
gegen DDX6 (siehe Abschnitt 2.2.3) fiir weitere 24 h in einer sterilen, hypoxischen
Arbeitsbank bei 37°C mit 1% O,, 5% CO, und 94% N, kultiviert.

Actinomycin D (5§ mg/ml in DMSO) wurde frisch vor Zugabe zu den Zellen in
komplettiertem Kultivierungs-Medium ad 55 pg/ml verdiinnt. Pro 6-well wurden 200 ul
dieser Verdiinnung zu den mit 2 ml MCF-7-Medium kultivierten Zellen hinzugegeben (f.c.
5 pg/ml). Die RNA-Priparation wurde direkt nach der Zugabe von Actinomycin D
(entspricht dem Zeitpunkt O h) beziehungsweise nach 1 h und 2 h durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Zellen in den 6-well-Platten auf Eis iiberfiihrt, zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS
gewaschen, mit 750 ul Trizol versetzt und nach Herstellerangaben aufgearbeitet. Nach der
Behandlung mit RQ1-DNase erfolgte die reverse Transkription. Die Stabilitdt der VEGF-
mRNA wurde mittels qRT-PCR analysiert. Die Auswertung erfolgte nach der PR
Methode (Livak und Schmittgen 2001). Hierzu wurde zunichst auf RPLPO (ACt) und

anschlieend auf die jeweiligen Oh-Zeitpunkte (AACt) normalisiert.

2.8 in vitro-Transkription

Informationen zu Plasmiden fiir die run off in vitro-Transkription, zu Restriktionsenzymen,
die zu deren Linearisierung verwendet wurden und Transkriptlingen sind in Tabelle 2.6
zusammengefasst. Die in vitro-Transkription von pFF sowie pRen-VEGF-FF-p(A), pSL-
Ren-VEGF-FF-p(A), pRen -FF-p(A) und pSL-Ren-FF-p(A) erfolgte in Anwesenheit von
6 mM m7GpppG (KEDAR). Alle weiteren in vitro-Transkripte wurden co-transkriptional
am 5’-Ende mit dem nicht-funktionalen Cap-Analogon ApppG (KEDAR) versehen. Als
RNA-Polymerase wurde das T3-RNA-Polymerase Megascript Kit (Ambion) verwendet.
Die Linearisierung wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift. Die vollstindig
linearisierte DNA wurde mit Phenol-Chloroform extrahiert, anschlieBend prazipitiert, in
DEPC-H;0O aufgenommen und ad 0,5—1 ug/ul verdiinnt. Die in vitro-Transkription
erfolgte nach Angaben des Herstellers in einer 20 ul Reaktion fiir 2 h bei 37°C.
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Bezeichnung Enzym zur Plasmid- RNA-

Linearisierung Léinge(kb)

pVEGF-FF Notl 2,9
pVEGF,,-FF Notl 2,9
pFF BamH]I 1,9
pVEGF-FF-p(A) Notl 3

pVEGF-FF-Kontrolle Notl 3,5
pVEGF-FF-3"UTR(fl) Notl 4.9
pVEGF-FF-3’1 Notl 3,6
pVEGF-FF-3’2 Notl 3,6
pVEGF-FF-3’3 Notl 3.8
pVEGF-FF-Kontrolle-p(A) Hindlll 3,6
pVEGF-FF-3’UTR(fl)-p(A) Hindlll 5,0
pVEGF-FF-3’1-p(A) Hindlll 3,7
pVEGF-FF-32-p(A) Hindlll 3,7
pVEGF-FF-3’3-p(A) HindlIll 3,9
pRen-VEGF-FF-p(A) Notl 4,0
PSL-Ren-VEGF-FF-p(A) Notl 4,0
pRen-FF-p(A) Notl 2,9
PSL-Ren -FF-p(A) Notl 2,9
pTob-VEGF-5'UTR Notl 1,2
pTob-VEGF-3'UTR Notl 2,1
pTob-Kontrolle (ctrl.) Notl 04
pTob-VEGF-sORF-3’UTR(fl)  Notl 3,2

Tabelle 2.6 Plasmide fiir die in vitro-Transkriptio und die zu ihrer Linearisierung
eingesetzten Restriktionsenzyme.

Die angegebenen RNA-Lingen beziehen sich auf die Transkripte, wie sie aus einer run
off-in vitro-Transkription mittels T3-RNA-Poymerase vom linearisierten Plasmid
erhalten wurden.

Zur Aufreinigung der in vitro-Transkripte wurde zunéchst mit Phenol(H,O)/Chloroform
(1:1) und anschlieBend mit Chloroform extrahiert. Die wéissrige Phase wurde iiber 2
Chromaspin-Gelfiltrationssdulen nach Angaben des Hersteller gereinigt und nach Zugabe
von 5 pl 3 M Natriumacetat und 250 pul 100% Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Die
Ausbeute wurde absorptionsspektroskopisch ermittelt und die Integritit der RNA mittels

Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift.
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Transkriptions-Reaktion

7,5 mM ATP

7,5 mM CTP

7,5 mM UTP

1,5 mM GTP

6 mM ApppG oder m’GpppG (KEDAR)

je 1x Enzym- und Puffer-Mix
1 pg linearisierte DNA
H,0 ad 20 pl

2.9 in vitro-Translation

Die Zusammensetzung der in vitro-Translations-Reaktionen basiert auf der Publikation
von Bergamini er al. 2000. Fiir in vitro-Translationsreaktionen wurden die eingesetzten
cytoplasmatischen Extrakte zuvor mit Micrococcus-Nuklease (Roche) behandelt (siehe
Abschnitt 2.9.1). Die fiir die in vitro-Translation eingesetzten monocistronischen Reporter-
RNAs kodieren fiir die Gliihwiirmchen-Luciferase (Firefly, FF) und, im Fall der
bicistronischen Transkripte, zuétzlich der Renilla reniformis-Luciferase (Renilla, Ren). Die
Quantifizierung der Translation fiir die jeweiligen RNAs wurde luminometrisch mit
Substraten fiir Firefly-Luciferase (LAR I bzw. LAR II) und Renilla-Luciferase (StopGlo)
(Promega) ermittelt (Messzeit 10s). Fiir die 5‘m7GpppG-Cap-abhédngige Translation
monocistronischer Firefly-Reporter-RNAs wurden 50 fmol RNA pro Reaktion eingesetzt.
Die Translation bicistronischer Reporter-Transkripte wurde mit 100 fmol pro Reaktion
durchgefiihrt. Fiir 5°‘Cap-unabhéngige in vitro-Translationsreaktion monocistronischer
RNAs wurden 200 fmol pro Reaktion verwendet. Die Inkubation der Reaktionsansitze

erfolgte 30 min bei 37°C.

-38 -



2. Materialien und Methoden

in vitro-Translations-Reaktionen

60 ug Micrococcus-Nuklease-behandelter cytoplasmatischer MCF-7-Extrakt
16 mM Hepes pH 7,6

100 uM Aminosédure-Mix

2,5 mM Magnesiumacetat

60 mM Kaliumacetat

80 pg/ml bovine tRNA

0,8 mM ATP

0,1 mM GTP

40 pg/ml Kreatin-Kinase (Roche)
20 mM Kreatin-Phosphat

50 — 200 fmol Reporter-RNA
DEPC-H;0 ad 10 ul

2.9.1 Micrococcus-Nuklease-Behandlung von cytoplasmatischen Extrakten

Um den Anteil endogener mRNAs in den cytoplasmatischen Extrakten zu verringern und
so die Translation exogener Reporter-RNAs zu begiinstigen, wurde ein limitierter Verdau
mit Micrococcus-Nuklease (Roche) durchgefiihrt.

60 ug cytoplasmatischer Extrakt wurde in Gegenwart von 0,2 mM Calciumacetat mit 0,4 U
Micrococcus-Nuklease fiir 8 min bei Raumtemperatur verdaut. Das Abstoppen erfolgte
durch Zugabe von EGTA (f.c. 0,4 mM) und Inkubation auf Eis. Der Micrococcus-

Nuklease-behandelte Extrakt wurde unmittelbar fiir die in vitro-Translation eingesetzt.

2.9.2 Bestimmung der Reporter-RNA-Stabilitéit

Fiir die Stabilitits-Bestimmung der Reporter-RNAs aus in vitro-Translations-Reaktionen
wurde die RNA aus Ansitzen pripariert, die entweder 30 min bei 37°C (30’), oder auf Eis
(0’) inkubiert waren. Fiir die jeweiligen Werte-Paare wurden die Hilfte der
Translationsreaktionen jeweils bei 37°C inkubiert oder auf Eis gehalten. Die RNA-
Préparation (siehe Abschnitt 2.7.1) und die reverse Transkription (siehe Abschnitt 2.7.2)
erfolgten wie oben beschrieben. Fiir die Auswertung der qRT-PCR (siehe Abschnitt 2.7.4)
wurde zunéchst auf die CAT-RNA normalisiert (ACt) und anschlieBend der 30°- mit dem
0’-Wert verrechnet (AACt), ausgedriickt als relative RNA-Stabilitit (%).
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2.10 RNA-Affinitits-Reinigung (Tobramycin-Reinigung)

Viele Aminoglycosid-Antibiotika interagieren mit der bakteriellen 16S-rRNA und fiihren
so zu Fehlern bei der mRNA-Translation und letztlich zum Absterben der Bakterien
(Noller, 1991). Im Rahmen der niheren Charakterisierung dieser RNA-Aminoglycosid-
Interaktion wurden kurze RNA-Molekiile (Aptamere), die spezifisch mit Tobramycin,
einem Aminoglycosid-Antibiotikum, interagieren, untersucht (Wang und Rando 1995).
Das 40 Nukleotide lange Aptamer J6f1 besitzt eine hohe Bindungsaffinitit zu Tobramycin
(Kp ca. 5 nM) (Hamasaki et al. 1998).

Bei der Analyse von pre-Splicosom-Komplexen (Harthmuth ef al. 2002) wurde das J6f1-
Aptamer eingesetzt, um in vitro-transkribierte RNAs zu immobilisieren und bindende
Proteine zu identifizieren.

Nach Inkubation der Tobramycin-RNA mit MCF-7-Extrakten unter Translations-
Initiations-Bedingungen wurden die RNA-Protein-Komplexe mit Hilfe einer Tobramycin-

Matrix angereichert und die Eluate mittels Massenspektrometrie analysiert.

2.10.1 Herstellung der Tobramycin-Matrix

2 ml einer NHS-aktivierten Sepharose (Matrix) wurden zunéchst viermal mit 9 ml 1 mM
HCI gewaschen (Zentrifugation: 1000 x g, 1 min, 4°C). Die Kopplung der Matrix erfolgte
tiber Nacht auf einem rotierenden Rad bei 4°C in 1 ml Kopplungspuffer. Nach 5-miniitiger
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und die Matrix in 8 ml Sittigungspuffer
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 2 h bei 4°C unter Rotation wurde erneut 5 min
zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen mit 9 ml PBS pH 8,0 wurde 2 weitere Male mit
PBS pH 8,0 (0,05% Natriumazid) gewaschen (Zentrifugation: 1000 x g, 2 min, 4°C).
Abschlieend wurde die Matrix in 2 ml PBS pH 8,0 (0,05% Natriumazid) resuspendiert

und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Kopplungspuffer Sdittigungspuffer

50 mM Hepes/NaOH pH 7,9 (22°C) 100 mM Hepes/NaOH pH 7,9 (22°C)
100 mM NacCl 100 mM NacCl

5 mM Tobramycin 62,5 mM Ethanolamin

pH 8,3 (NaOH) pH 8,0 (HCI)
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2.10.2 Durchfiihrung der RNA-Affinitéits-Reinigung

Die Tobramycin-Matrix wurde iiber Nacht unter Rotation in 500 ul Block-Puffer bei 4°C
inkubiert. Die Inkubation von 4 pmol Tob-VEGF-RNA mit 600 ug cytoplasmatischem
Extrakt erfolgte unter Translationsinitiations-Bedingungen (Translations-Bedingungen in
Gegenwart von 1,5 mM Cycloheximid, 5 min, 37°C). AnschlieBend wurden die Ansitze
mit 200 pl Bindepuffer versetzt. Die Tobramycin-Matrix wurde 1 min mit 250 x g bei 4°C
zentrifugiert und nach Versetzen mit den Translationsinitiations-Reaktionen fiir eine
weitere Stunde unter Rotation bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit

Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte in 2x SDS-Probenpuffer.

Block-Puffer Binde-Puffer Wasch-Puffer

20 mM Tris-HCI pH 8 20 mM Tris-HCl pH8 20 mM Tris-HCI pH 8
300 mM KCl 60 mM KCI 60 mM KCI

1 mM CaCl, 1 mM CaCl, 1 mM CaCl,

1 mM MgCl, 3,5 mM MgCl, 6 mM MgCl,

0,2 mM DTT 0,2 mM DTT 0,2 mM DTT

0,1 mg/ml E.coli tRNA 0,05% NP-40 0,05% NP-40

0,5 mg/ml BSA

0,01% NP-40

2.10.3 Massenspektrometrische Analyse

Fiir die massenspektrometrische Analyse wurden die Proteine von der Tobramycin-Matrix
mit NuPAGE-Probenpuffer (Invitrogen) eluiert. Die Auftrennung der Eluate erfolgte auf
NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gelen (Invitrogen). Die gesamte Spur wurde in 23 gleichgrof3e
Stiicke zerteilt. Die Proteine wurden im Gel mit Trypsin verdaut und anschlieBend
extrahiert (Shevchenko et al. 1996). Die Peptide wurden mit einem Kapillar-HPLC-
gekoppelten Elektronenspray- Ionisations- Quadrupol- time- of- flight-Massenspektro-
meter (ESI-Q-TOF, Ultima, Waters) analysiert. Die Identifizierung der Proteine erfolgte
durch Datenbankabgleich mit der humanen NCBI-Datenbank iiber den Mascot-Server.
Alle genannten Schritte zur massenspektrometrischen Analyse wurden von der
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Henning Urlaub (Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische

Chemie, Abteilung Bioanalytische Massenspektrometrie, Gottingen) durchgefiihrt.
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Die Auswertung fiir die weitere Analyse erfolgte mittels Scaffold-Software. Verglichen
wurde die Anzahl spezifischer Peptide von Kontroll-Experimenten (ohne Tobramycin-

RNA) mit Ansétzen mit Tobramycin-VEGF-RNA.

2.11 Tobramycin-basierter Protein-RNA-Interaktions-Assay

Die Analyse der in vitro-Bindung von rekombinanten, affinitits-gereinigten Proteinen
erfolgte mit Hilfe eines modifizierten Tobramycin-basierten Protein-RNA-Interaktions-
Assays.

His-DDX6 und His-hnRNP K wurden heterolog in E.coli BL21(DE3) exprimiert und mit
von Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt (Harnisch 2010). Pro Ansatz wurden
20 pmol der rekombinanten Proteine mit 2 pmol in vitro-transkribierten Tobramycin-RNAs
in Bindepuffer fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert (Gesamtvolumen 100 pl). Nach
Zugabe von 400 ul Bindepuffer und 40 ul Tobramycin-Matrix (iiber Nacht mit
Blockpuffer vorbehandelt) erfolgte die Inkubation fiir 1,5 h bei 4°C. AbschlieBend wurde
dreimal 2 min mit 500 ul Waschpuffer gewaschen und mit 25 ul SDS-Probenpuffer eluiert.

Blockpuffer Bindepuffer Waschpuffer

20 mM Tris-HCI pH 8 20 mM Tris-HCI pH 8 20 mM Tris-HCI pH 8
1 mM CaCl, 1 mM CaCl, 1 mM CaCl,

300 mM KCl 60 mM KC1 60 mM KC1

3,5 mM MgCl, 3,5 mM MgCl, 3,5 mM MgCl,

0,5 mg/ml BSA 0,5 mg/ml BSA 0,025% NP-40

0,1 mg/ml tRNA 0,05% NP-40 0,2 mM DTT

0,01% NP-40 0,2 mM DTT

0,2 mM DTT
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2.12 Polysomen-Analyse

Zur Separierung translations-aktiver und -inaktiver Komplexe und anschlieBender Analyse
der Verteilung spezifischer endogener mRNAs wurde eine Polysomen-Analyse
durchgefiihrt. Ein kontinuierlicher Saccharose-Gradient (Gesamt-Volumen 12 ml, 15-45%
w/v Saccharose in UZ-Puffer, 100 ug/ml Cycloheximid, 1 mM DTT) wurde mit 600 ug
(Gesamtproteinmenge) Lysat (sieche Abschnitt 2.3.4) iiberschichtet und anschlieBend
zentrifugiert (2 h, 35.000 rpm ohne Bremse, 4°C, SW-41Ti-Rotor) (Beckmann). Die
Fraktionierung erfolgte mittels peristaltischer Pumpe und Fraktionssammler beginnend am
Boden des Ultrazentrifugationsrohrchens in 20 Fraktionen 4 600 pl. Die Aufzeichnung der
Absorptionsprofile bei 254 nm erfolgte mittels Detektor (Empfindlichkeit 0,5 AU) und
Schreiber (Papiergeschwindigkeit 5 mm/min, Empfindlichkeit 0,5 V/mV).

UZ-Puffer
150 mM KCl1

20 mM Hepes pH 7,6
6,5 mM MgCl,

2.12.1 RNA-Priaparation aus Fraktionen der Polysomen-Analyse

Zum Nachweis der rRNA- und mRNA-Verteilung im Saccharose-Gradienten wurde die
Gesamt-RNA aus den Fraktionen der Polysomen-Analyse isoliert. Es wurden 300 ul pro
Gradienten-Fraktion mit 750 pl Trizol-Reagenz versetzt und nach Herstellerangaben
aufgearbeitet.

Fiir den Nachweis der ribosomalen RNA im Agarosegel wurde das RNA-Pellet 10 min bei
55°C unter Schiitteln in 10 ul RNA-Lade-Puffer (siehe Abschnitt 2.5.3) gelost. Fiir die
Analyse der mRNA-Verteilung wurde die RNA in 8 ul DEPC-H,0 bei 55°C fiir 10 min
gelost.

Exogene CAT-RNA (5 ng), die den Fraktionen vor der Extraktion zugegeben wurde,
diente beim Nachweis endogener mRNAs mittels RT-PCR und qRT-PCR als Lade- und

Extraktionskontrolle.
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2.12.2 Reverse Transkription, RT-PCR und qRT-PCR fiir die mRNA-
Verteilungsanalyse im Polysomengradienten
Die reverse Transkription fiir die Gesamt-RNA aus den Gradienten-Fraktionen wurde wie
oben beschrieben durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.7.2). Abweichend wurde jedoch,
unabhingig von der RNA-Konzentration, die in 8 ul geloste RNA vollstindig eingesetzt.
Fiir die RT-PCR wurden 2 ul cDNA pro Fraktion eingesetzt. Die verwendeten Primer zum
Nachweis von VEGF- und [B-Aktin-mRNA sowie der CAT-RNA sind in Tabelle 2.5
aufgefiihrt.
Die quantitative Bestimmung der mRNA-Verteilung erfolgte mittels qRT-PCR (siehe
Abschnitt 2.7.4). Die cDNA wurde 1:5-verdiinnt. Die Bestimmung erfolgte pro
nachgewiesener RNA und Messpunkt in Duplikaten.
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3. Ergebnisse

Die Mechanismen der VEGF-5’UTR-vermittelten Translationsregulation unter Hypoxie
sind noch nicht vollstindig erforscht. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Identifizierung von VEGF-mRNA-interagierenden Proteinen in der Brustkrebszelllinie
MCEF-7. Hierzu wurde eine Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie = mit
cytoplasmatischen Extrakten von MCF-7-Zellen, die unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen MCF-7-Zellextrakten kultiviert wurden, durchgefiihrt. Die neu identifizierten
Proteine wurden hinsichtlich ihrer Funktion fiir die VEGF-mRNA-Translation unter

Hypoxie charakterisiert.

3.1 Die zelluléire Antwort von MCF-7-Zellen auf hypoxische Bedingungen

Eukaryotische Zellen reagieren auf Sauerstoffmangel (Hypoxie) auf transkriptionaler und
post-transkriptionaler Ebene (Masuda et al. 2009). Unter Hypoxie wird die a-Untereinheit
des heterodimeren Transkriptionsfaktors HIF-1 stabilisiert, wodurch nach Translokation
des af-Heterodimers vom Cytoplasma in den Nukleus die Transkription einer Vielzahl
von Genen erhoht wird (siehe Abschnitt 1.3.1; Manalo et al. 2005). Unter normoxischen
Bedingungen ist HIF-1a in der Immunfluoreszenzfiarbung weder im Cytoplasma noch im
Nukleus der MCF-7-Zellen detektierbar. Nach Hypoxiebehandlung co-lokalisiert das HIF-
la-Signal mit der DAPI-Firbung des Nukleus (Abbildung 3.1A). Die Western blot-
Analyse nukledrer und cytosolischer Lysate zeigt ein HIF-1a-Signal ausschlieBlich in der
hypoxischen Kernfraktion (Abbildung 3.1B). Unter Hypoxie kann des Weiteren die
bekannte Zunahme des glykolytischen Enzyms Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH; Graven et al. 1994) detektiert werden (Abbildung 3.1B).
Sowohl das nukledre Protein Histon H3 (Abbildung 3.1B, Spuren 1 und 2) als auch das
Cytoskelettprotein Vinculin (Abbildung 3.1B, Spuren 3 und 4) sind unter Normoxie und
Hypoxie vergleichbar detektierbar.
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Abbildung 3.1: Charakterisierung der Hypoxie-Antwort von MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden fiir die Hypoxiebehandlung 24h bei 1% Sauerstoff inkubiert. A) Immunfluoreszenz-
Farbung von HIF-1a in MCF-7-Zellen; Kernfirbung mittels DAPI; Aktin-Cytoskelettfarbung mit Phalloidin-
TRITC; merge: Uberlagerung der drei verwendeten Kanile. B) Western blot von MCF-7-Zellen aus
Normoxie (N) oder Hypoxie (H). Nukledre (Nukl.) und cytoplasmatische (Cytopl.) Fraktionen wurden
mittels 12% SDS-PAGE aufgetrennt. Fiir den proteinspezifischen Nachweis mittels Western blot wurden
10pug Gesamtprotein pro Probe eingesetzt. C) ELISA von MCF-7-Zellkulturiiberstinden nach Inkubation
unter Normoxie und Hypoxie (de Vries et al. 2013).

Der Wachstumsfaktor VEGF wird unter Hypoxie verstirkt sezerniert (lizuka et al. 1994).
Auch MCF-7-Zellen geben VEGF unter Hypoxie verstirkt in das Kulturmedium ab. Die
Quantifizierung des sezernierten VEGF erfolgte mit Hilfe eines Antikodrper-basierten
enzyme linked immunosorbent assays (ELISA) aus Kulturiiberstinden von MCF-7-Zellen,
die unter normoxischen beziehungsweise hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden. Der
VEGF-ELISA zeigt einen Anstieg von circa 120 pg/ml auf circa 300 pg/ml (Abbildung
3.10).

Die Generierung von ATP iiber die Atmungskette mit O, als terminalem Elektronen-
Akzeptor ist unter Hypoxie herabgesetzt (Alberti, 1977). Zelluldre Reaktionen auf Hypoxie
sind unter anderem die Verminderung der Translation (Wouters et al. 2005; Liu et al.
2006) sowie ein Wechsel von der 5°Cap-abhidngigen hin zur 5’Cap-unabhingigen
Translation (Braunstein et al. 2007). Um den Effekt der Hypoxiebehandlung von MCF-7-
Zellen auf die Translation zu analysieren, wurden die polysomalen von sub-polysomalen
Fraktionen mittels Saccharose-Gradienten-Ultrazentrifugation getrennt und die Verteilung
der 5’Cap-abhingig translatierten [-Aktin-mRNA sowie der unter Hypoxie 5’Cap-
unabhiéngig translatierten VEGF-mRNA mittels RT-PCR untersucht (Abbildung 3.2).
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Unter Hypoxie nimmt die Auspriagung der Polysomen-Fraktion ab, wihrend das
Absorptionssignal der 80S-Fraktion deutlich zunimmt. Die B-Aktin-mRNA ist in der RT-
PCR-Analyse unter Normoxie bis Fraktion 3 der Polysomenfraktionen hoherer Dichte
nachzuweisen, unter Hypoxie jedoch lediglich bis Fraktion 6. Die Verteilung der VEGF-
mRNA zeigt hingegen einen gegenldufigen Effekt. Unter Hypoxie kann die VEGF-mRNA
gegeniiber der Normoxie, in Fraktionen hoherer Dichte detektiert werden, obwohl die
Gesamtmenge schwerer Polysomen abnimmt. Die 5°‘Cap-abhingige Translation der B-
Aktin-mRNA ist somit in MCF-7-Zellen unter Hypoxie herabgesetzt wihrend die
Translation der 5’Cap-unabhingig translatierten VEGF-mRNA erhalten bleibt oder sogar
zunimmt. Die gesteigerte VEGF-Sekretion von MCF-7-Zellen unter hypoxischen
Bedingungen (Abbildung 3.1C) geht unter anderem auf die Aufrechterhaltung der VEGF-
mRNA-Translation unter Hypoxie zuriick (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Analyse der Translation endogener mRNAs mittels Polysomen-Analyse.
Cytoplasmatische Extrakte von cycloheximid-behandelten MCF-7-Zellen wurden mittels Ultrazentrifugation
durch einen Saccharose-Gradienten (15 - 45%) separiert. Die Gradienten wurden anschlieend, beginnend
am Boden des Zentrifugations-Rohrchens (Fraktion 1 mit 45 % Saccharose), abgepumpt. Das
Absorptionsprofil bei 260nm wurde kontinuierlich aufgezeichnet. Die Verteilung der rRNA wurde durch
GelRed-Fiarbung im 1% Agarosegel analysiert. Die Verteilung der VEGF- und der B-Aktin-mRNA im
Gradienten wurde mittels RT-PCR erfasst. Als Extraktions- und Ladekontrolle wurde vor der RNA-
Isolierung die exogene, in vitro-transkribierte CAT-RNA zugegeben; Polysomen-, 80S- (Monosomen), 60S-
und 40S-enthaltende Fraktionen (grole und kleine ribosomale Untereinheiten) sowie mRNA-Protein-
Komplexe (mRNPs) geringerer Dichte sind markiert (de Vries et al. 2013).
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3.2 Etablierung eines MCF-7-Zell-basierten in vitro-Translationssystems

Das MCF-7-Zellsystem sollte zur affinititschromatographischen Reinigung von Faktoren
genutzt werden, welche die VEGF-mRNA-Translation modulieren. Da die
Affinitédtsreinigung aus cytoplasmatischen Extrakten erfolgen sollte, wurde zunichst
untersucht, ob diese den Einfluss der Hypoxie auf die VEGF-mRNA-Translation
rekapitulieren. Hierzu wurde ein MCF-7-basiertes in vitro-Translationssystem etabliert.

In vitro-Translationsexperimente erlauben, durch die Moglichkeit der Zugabe exogener
Reporter-RNAs und rekombinant hergestellter Proteine, Aussagen iiber den Einfluss von
cis-Elementen oder trans-interagierenden Faktoren auf die Translation. Um die Translation
exogener mRNAs zu begiinstigen und die Verfiigbarkeit endogener, in trans-wirkender
Faktoren, zu erhohen, wurde der Anteil endogener mRNAs im cytoplasmatischen Extrakt
mittels Micrococcus-Nuklease-Verdau verringert. Die 28S-rRNA wird durch die
Micrococcus-Nuklease (MN) partiell degradiert (Abbildung 3.3A). Der liberwiegende Teil
der rRNA bleibt jedoch intakt. Die Menge endogener mRNAs, hier gezeigt am Beispiel der
GAPDH- und PPIA-mRNA, ist durch die MN-Behandlung deutlich herabgesetzt
(Abbildung 3.3A). Die Translationskompetenz des MN-behandelten Extraktes wurde durch
Translation einer m’GpppG-gecappten Reporter-RNA iiberpriift. Die Translation exogener
Reporter-RNAs nimmt in diesen Extrakten durch die definierte Behandlung mit

Micrococcus-Nuklease zu (Abbildung 3.3B).

B
) N H ) N H
- + - + NN - 4+ - + MN
2007 - e
285 - S— g — T
185 - bt bt b | | S R
o 9=
= G2 100
gp— S5
=2
< 50
= 0
l_
n:

1 2 3 4

Abbildung 3.3: Micrococcus-Nuklease-Behandlung von cytoplasmatischem
Extrakt.

A) Fiir die Analyse der rRNA wurde nach Abstoppen der Micrococcus-Nuklease-
Behandlung exogene CAT-RNA als Extraktionskontrolle zugegeben, die Gesamt-
RNA pripariert und 1ug Gesamt-RNA pro Spur mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Der Nachweis der exogenen CAT-RNA sowie der endogenen mRNAs
GAPDH und PPIA erfolgte mittels RT-PCR. B) Die Bestimmung der
Translationsaktivitit erfolgte mit m’GpppG-Luc-pA-RNA in Doppelbestimmung. Die
Luciferase-Aktivitidt wurde auf die jeweils unbehandelten cytoplasmatischen Extrakte
normalisiert.
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3.2.1 VEGF-5’UTR-vermittelte Translation in cytoplasmatischem MCF-7-Zell-Extrakt
Um den Einfluss der VEGF-5’UTR auf die 5’Cap-unabhingige Translation zu
untersuchen, wurden bicistronische Reporter-RNAs generiert (Abbildung 3.4A). Alle vier
mRNAs tragen eine m’GpppG-Cap-Struktur am 5°- und eine poly(A)-Sequenz am 3‘-Ende
sowie offene Leserahmen (ORFs), welche fiir die Renilla reniformis- (R) und die Firefly-
(F) Luciferase kodieren. Im Gegensatz zur Kontroll-mRNA (RF) ist in der RVF-mRNA
die VEGF-5’UTR im intercistronischen Bereich inseriert.

Um den Einfluss der 5’m’GpppG-vermittelten Translation zu analysieren, wurde sowohl
fiir RF als auch RVF je eine Variante mit und ohne Haarnadelstruktur (SL) erzeugt. Diese
Haarnadelstruktur soll die Translokation des Translations-Initiationskomplexes storen und
so die Translation des Renilla-ORFs herabsetzen. Die Translation des 3’-terminalen
Luciferase-ORFs hédngt unter diesen Voraussetzungen primédr von der intercistronischen
Sequenz ab.

Abbildung 3.4B zeigt die Integritdt der eingesetzten in vitro-Transkripte. Die Translation
der mRNA ohne Haarnadelstruktur wurde jeweils fiir die normoxischen und hypoxischen
Extrakte auf 100% festgelegt. In Anwesenheit der Haarnadelstruktur betrdgt die
Translation des Renilla-ORF, sowohl fiir die RF- als auch die RVF-Reporter-RNA weniger
als 10% der Translation ohne Haarnadelstruktur. Die RVF-mRNA zeigt eine gegeniiber der
RF-mRNA zweifach bessere Translation des Firefly-ORF unter Normoxie. Unter Hypoxie
ist eine anndhernd vierfach bessere Translation von RVF gegeniiber der Kontrolle (RF)
messbar (Abbildung 3.4C). Diese Translationsergebnisse gehen nicht auf unterschiedliche
Stabilitdten der untersuchten Reporter-RNAs zuriick (Abbildung 3.4D).

In dem MCEF-7-Zell-basierten in vitro-Translationssystem konnte somit sowohl der
translations-vermittelnde Einfluss der VEGF-5’UTR als auch die Steigerung dieses

Effektes unter Hypoxie gezeigt werden.
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Abbildung 3.4: Hypoxie verstirkt die VEGF-5’UTR-vermittelte Translations-
initiation in vitro.

Translationskompetente cytoplasmatische Extrakte von MCF-7-Zellen, die unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, wurden mit
bicistronischen Reporter-RNAs inkubiert. A) Schematische Darstellung der eingesetzten
Reporter-RNAs; 5’Cap-Struktur (m’GpppG), Haarnadelstruktur (SL), RF (Renilla-ORF
und Firefly-ORF), RVF (Renilla-ORF, VEGF-5’UTR und Firefly-ORF). B) Agarose-
Gelelektrophorese der verwendeten Reporter-RNAs; pro Transkript wurde 1ug mRNA
analysiert. C) In vitro-Translation; zunichst wurde in einem luminometrischen Test die
relative Translation des Firefly-ORF, anschlieBend die des Renilla-ORF bestimmt. Die
Werte fiir die Reporter-RNAs ohne Haarnadelstruktur wurden als 100% definiert. D)
Mittels qRT-PCR ermittelte RNA-Stabilitdten der Reporter-RNAs in normoxischen und
hypoxischen cytoplasmatischen Extrakten unter Translationsbedingungen. Die
Signifikanz-Berechnung erfolgte mittels zweiseitigem Student’s t-Test; ***: p < 0,005 (de
Vries et al. 2013).
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3.2.2 Der VEGF-3’UTR-Einfluss auf die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation in vitro
Fir die Untersuchung eines FEinflusses der VEGF-3’UTR auf die VEGF-5’UTR-
vermittelte Translation einer Reporter-RNA wurden fiinf Konstrukte generiert, die sich
lediglich in der 3’UTR-Region unterscheiden (Abb. 3.5A). Als Referenz wurde eine RNA
ohne 3’UTR (-) verwendet. Die VEGF-3’UTR wurde sowohl in gesamter Linge (3’fl) als
auch unterteilt in die drei Fragmente 3’1, 3’2 und 3’3 eingesetzt. Das Fragment 3’1 der
VEGF-3"UTR beinhaltet die VEGF-mRNA-stabilisierende hypoxia stability region (HSR)
(Shih und Claffey 1999), das Fragment 3’3 die, ebenfalls mRNA-Stabilitdt-vermittelnde,
VEGF regulatory sequence (VRS) (Levy et al. 1998). Als Kontroll-3’UTR (ctrl.) diente
ein Fragment der c-Src-mRNA-3’UTR (Nukleotide 1-600). Die Integritidt der in vitro-
Transkripte wurde durch Analyse im Agarosegel nachgewiesen (Abbildung 3.5B).

Die in vitro-Translations-Reaktionen wurden in cytoplasmatischen Extrakten von MCF-7-
Zellen, die zuvor unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden,
durchgefiihrt. Die Translations-Ergebnisse wurden auf die Reporter-RNA ohne 3’UTR (-)
normalisiert (Abbildung 3.5C).

Die normalisierten in vitro-Translations-Werte fiir alle gezeigten Reporter-RNAs waren in
Extrakten aus normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zellen vergleichbar (Abbildung
3.5C). Die RNA-Stabilititen sind jedoch fiir alle in vitro-Transkripte im hypoxischen
Extrakt um circa 15-30% erhoht (Abbildung 3.5D). Die in vitro-Translations-Werte der
Reporter-RNA mit VEGF-3’UTR (3’fl) waren gegeniiber der Kontrolle ohne 3’UTR (-)
und der Kontroll-3’UTR (ctrl.) 30-40% geringer. Dies korreliert mit der ebenfalls
herabgesetzten RNA-Stabilitit fiir die 3’fI-RNA. Die 3’ 1-RNA wird vergleichbar mit der
ctrl.-RNA translatiert und zeigt einen ebenfalls vergleichbaren RNA-stabilisierenden
Effekt im hypoxischen Extrakt. Die Stabilitit der 3’2-RNA ist mit der 3’fl-RNA
vergleichbar. Die Translation dieser RNA ist jedoch gegeniiber der 3’ fl-RNA circa 10%
(Normoxie) bis circa 20% (Hypoxie) erhoht. Die 3’3-RNA ist in den in vitro-
Translationsreaktionen #dhnlich stabil wie die 3’1-RNA. Die Translation-Werte der 3’3-

RNA sind jedoch mit circa 60-70% der Kontrolle lediglich im Bereich der 3’ fl-RNA.
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Abbildung 3.5: Der Einfluss der VEGF-3’UTR auf die VEGF-IRES-vermittelte Translation.
A) Schematische Darstellung der Reporter RNAs. Elemente der eingesetzten RNAs (von 5° nach
3’):  ApppG-Cap-VEGF-5’UTR-Firefly-ORF. Fragmente der VEGF3’UTR (3’fl) wurden
subkloniert. Die Zahlen an den Fragmenten 3’1, 3’2 und 3’3 geben die Nukleotide der VEGF-
3’UTR an; (3’fl) enthilt die vollstindige VEGF-3’UTR, (3’1) beinhaltet die Nukleotide 1-582,
(3’2) die Nukleotide 586-1178 und (3°3) die Nukleotide 1179-1923 der VEGF-3’UTR; (-)
bezeichnet eine VEGF-5’UTR-Firefly-RNA ohne zusitzliche 3’UTR; als Kontroll-3’UTR (ctrl.)
wurden die Nukleotide 1-600 der c-Src-mRNA-3’UTR verwendet. B) Bestimmung der RNA-
Integritédt nach in vitro-Transkription mittels Agarose-Gelelektrophorese; pro Spur wurde 1 pug der
jeweiligen RNA geladen. C) Relative Luciferase-Aktivititen nach 30-miniitiger Inkubation der in
vitro-Translations-Reaktionen in normoxischem oder hypoxischem Extrakt bei 37°C, normalisiert
auf die Translation der VEGF-5’UTR-Firefly-RNA ohne 3’UTR (-). D) Bestimmung relativer
mRNA-Stabilitdten der eingesetzten Reporter-RNAs mittels qRT-PCR-Analyse.
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3.3 Einsatz der Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie zur Identifizierung
VEGF-mRNA-interagierender Proteine
Neben anderen wurden hnRNP K (Sataranatarajan et al. 2008), AUF-1 (Fellows et al.
2012), HuR (Lewy et al. 1998) und hnRNP L (Shih und Claffey 1999) als VEGF-mRNA-
interagierende Proteine beschrieben. Die Mechanismen, die zur Regulation der VEGF-
Expression unter Hypoxie beitragen, sind jedoch weiterhin nicht vollstindig aufgeklirt.
Die Tobramycin-RNA-Affinitdts-Chromatographie bietet, in Kombination mit modernen
massenspektrometrischen Methoden, die Moglichkeit zur Identifizierung bisher nicht
beschriebener VEGF-mRNA-bindender Proteine. Dieser methodische Ansatz wurde unter
anderem erfolgreich bei der Aufklarung von spliceosomalen Prozessen (Harthmuth et al.
2002) und der Identifizierung von IGF2BP1 als bedeutenden Faktor der Hepatitis-C-Virus-
mRNA-Translation (Weinlich et al. 2009) eingesetzt.
Die fiir die RNA-Affinitits-Reinigung eingesetzte VEGF-sORF-RNA beinhaltet sowohl
die vollstindige 5’- als auch 3’-UTR der humanen VEGF-mRNA (Abbildung 3.6A).

A) Tob B)

Ay Gg
PPPE""VEGF 5'UTR VEGF 3'UTR on

VEGF-sORF-RNA

Marker
(Nukleotide)

4000
3000
2000

GelRed
¥

€) sk

VEGF-sORF-RNA

Abbildung 3.6: Ablauf der Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie.

A) Die VEGF-sORF-RNA besteht aus folgenden Elementen: Cap-Analogon ApppG, Tobramycin-Aptamer
J6f1(Tob), VEGF-5"UTR, kurzer offener Leserahmen (sORF), VEGF-3’UTR. B) Agarose-Gel von 1ug der
VEGF-sORF-RNA zum Nachweis der RNA-Integritit. C) Ablauf der Tobramycin-Reinigung: nach
Inkubation der MCF-7-Zellen unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen erfolgte die Préiparation
der translationskompetenten  cytoplasmatischen  Extrakte (. Die Extrakte wurden unter
Translationsinitiationsbedingungen mit der VEGF-sORF-RNA inkubiert @. Nach der Immobilisierung der
VEGF-sORF-RNA-Proteinkomplexe an der Tobramycin-Matrix (Sepharose) ® wurde gewaschen @ und die
Eluate mittels SDS-PAGE, Western blot und Massen-Spektrometrie analysiert.
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Diese UTRs flankieren einen kurzen offenen Leserahmen (sORF), der die Ausbildung von
Translationsinitiationskomplexen ermoglicht. Am 5’Ende der RNA befindet sich das Cap-
Analogon ApppG, welches die RNA stabilisieren und zusitzlich (verglichen mit der
physiologischen Cap-Struktur m’GpppG) den Anteil der 5’Cap-vermittelten Translations-
Initiation reduzieren soll. Die Immobilisierung der VEGF-sORF-RNA wird durch das
Tobramycin-interagierende RNA-Aptamer J6f1 (Tob), lokalisiert zwischen ApppG-Cap
und VEGF-5’UTR, vermittelt. Ein exemplarisches Agarosegel einer VEGF-sORF-RNA-
Préparation ist in Abbildung 3.6B gezeigt. Die Abbildung 3.6C fasst den Ablauf der

Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie schematisch zusammen.

Die Tobramycin-Reinigung zur Identifizierung von Proteinen, welche die Translation der
VEGF-mRNA beeinflussen, basiert auf dem in dieser Arbeit etablierten MCF-7-in vitro-
Translationssystem. Das Resultat einer Tobramycin-Reinigung mit normoxischen und
hypoxischen MCF-7-Extrakten ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Die cytoplasmatischen
Extrakte wurden mit VEGF-sORF-RNA (VEGF) oder ohne RNA (-) unter
Translationsinitiationsbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde die Tobramycin-Matrix
zugegeben und nach Immobilisierung der RNA-Proteinkomplexe, fiir die Auswertung
mittels SDS-PAGE und Western blot, in SDS-Probenpuffer eluiert. Die Silberfarbung des
SDS-Polyacrylamid-Gels zeigt eine hohe Ubereinstimmung des Bandenmusters fiir die
Elutionsfraktionen (Spuren 5 bis 8). Dennoch sind sowohl im Vergleich der Kontroll-
Reaktion mit der VEGF-sORF-RNA (Spuren 5 und 7), als auch im Vergleich Normoxie
mit Hypoxie (Spuren 7 und 8) weitere Banden detektierbar. Die bekannten VEGF-mRNA-
interagierenden Proteine hnRNP L und HuR werden spezifisch durch die VEGF-sORF-
RNA angereichert. Die Negativ-Kontrollen GAPDH und Vinculin sind zwar in den Inputs
nachweisbar, nicht jedoch in den Elutionsfraktionen nach Tobramycin-Reinigung

(Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie.
Normoxische (N) und hypoxische (H) cytoplasmatische Extrakte wurden
als Kontrolle geladen (Input, Spuren 1-4); nach Tobramycin-RNA-
Affinititschromatographie wurden die gebundenen Proteine der
Kontroll-Reaktionen ohne Tobramycin-RNA (Spuren 5 und 6) und der
VEGF-sORF-RNA (Spuren 7 und 8) in SDS-Probenpuffer eluiert. 50 %
der Eluate wurden jeweils fiir SDS-PAGE beziehungsweise Western blot
eingesetzt. Oben: Silberfarbung einer 12%-igen SDS-PAGE; < (VEGF-
sORF-spezifische Signale), * (Unterschiede zwischen Normoxie und
Hypoxie); unten: Western blot zum spezifischen Nachweis der Proteine
hnRNP L, HuR, GAPDH und Vinculin.
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Zur Identifizierung bisher nicht beschriebener VEGF-mRNA-bindender Proteine kann die
Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie mit der massenspektrometrischen Analyse
der angereicherten Peptide kombiniert werden (Weinlich et al. 2009). Fir die
massenspektrometrische Analyse erfolgte die Elution der RNA-Protein-Komplexe in
NuPAGE-Probenpuffer. Nach anschlieBender Auftrennung der Proteine mittels
NuPAGE®—Bis/Tris—Gelelektrophorese wurden Gel-Bereiche separat tryptisch verdaut,
aufgearbeitet und via Elektronenspray-Ionisierungs-Quadrupol-time of flight- Massen-
spektrometrie (ESI-Q-TOF-MS) analysiert. Die erhaltenen Peptide wurden mittels
MASCOT-Datenbanksuche gegen die humane NCBI-Datenbank abgeglichen. Die
NuPAGE-Protein-Auftrennung, die Probenaufbereitung sowie die massenspektrometrische
Analytik und der Datenbankabgleich wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Henning
Urlaub am Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in Gottingen durchgefiihrt.
Tabelle 3.1 fasst einige der identifizierten, spezifisch mit der VEGF-sORF-RNA

angereicherten Proteine zusammen.

. Sequenz-
Gen- Referenz- Synonym MW D;iekttil;:te Abdeckung
Protein Bezeichnung Nummer (kDa) P (%)
N H

N H
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box Helikase 6 DDX6 NP_001244120.1 RCK 54,4 21 18 52 41
Heteronukledres Ribonukleoprotein A3 HNRNPA3 NP_919223.1 39,6 10 11 27 32
Heteronukledres Ribonukleoprotein K HNRNPK NP_002131.2 TUNP 51 16 11 41 30
Autoantigen La LA NP_003133.1 46,8 7 11 19 35
Eukmyotlc translation elongation factor 1 EEFIEI NP_004271.1 AIMP3 19.8 4 5 24 38
epsilon-1
Heteronukleires Ribonukleoprotein D HNRNPD NP_112738.1 AUF-1 38,4 6 3 23 14
Heteronukleéres Ribonukleoprotein L HNRNPL NP_001524.2 61,9 4 4 10 11
Heteronukleires Ribonukleoprotein AQ HNRNPAO NP_006796.1 30,8 4 4 17 21
Zellu!éres Nukleinsédure-bindendes CNBP NP_003409.1 ZNF9 18.4 2 4 15 32
Protein, Isoform 3
Embryo-lethal, abnormal vision-like 1 ELAVLI NP_001410.2 HUR 36,1 5 4 20 14
Eukaryotischer fl“ran_slatlons—Imtlatlons— EIF2S2 NP_003899.2 EIF2B 384 3 3 13 13
Factor 2 Untereinheit 2
Humanes Pumilio-Homolog 2 PUMH2 NP_056132.1 PUML2 1142 3 3 43 37

Tabelle 3.1: Mittels Tobramycin-RNA-Affinitdtschromatographie aus cytoplasmtischen Exktrakten
von normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zellen angereicherte Proteine.

Die Tabelle fasst die Bezeichnungen der mit Hilfe von LC-MS/MS identifizierten Proteine sowie deren Gen-
Bezeichnung, Referenznummer (NCBI-Datenbank) und gidngiges Synonym zusammen. Fiir die unter
Normoxie (N) oder Hypoxie (H) identifizierten Proteine sind die Zahlen der jeweils detektierten Peptide und
die damit erzielte Sequenz-Abdeckung angegeben (de Vries et al. 2013).
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Neben den bekannten VEGF-mRNA-bindenden Proteinen HuR (ELAV1) und hnRNP L,
welche in den folgenden Experimenten als Positiv-Kontrollen dienten, wurden die Proteine
AUF-1 (HNRNPD), DDX6 und hnRNP K weitergehend analysiert.

Eine erste Verifizierung der massenspektrometrischen Ergebnisse erfolgte mittels Western
blot-Analyse einer Tobramycin-RNA-Affinitdtschromatographie (Abbildung 3.8). Sowohl
die Positiv-Kontrollen als auch die neu identifizierten Proteine AUF-1, DDX6 und
hnRNP K konnten in den Elutionsfraktionen der VEGF-sORF-RNA-Ansitze (Spuren 5
und 6), nicht jedoch in den Kontroll-Reaktionen (Spuren 3 und 4), nachgewiesen werden.
Das RNA-bindende Protein G3BP1, welches nicht in der Liste der VEGF-sORF-RNA-
angereicherten Proteine enthalten ist, wurde, ebenso wie GAPDH und Vinculin, weder

durch die Tobramycin-Matrix, noch durch die VEGF-sORF-RNA angereichert.

RNA
Input - VEGF
cytopl. Extrakt N H N H N H
hnRNPL| == —
HuR ]
- | G3BP1[=™—
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L
c GAPDH i
[+F]
‘2{’: Vinculin [=——
= - ==Ip43
AUF-1 | 548
— —— 037
hnRNP K|[*==={|- e
DDX6 [— — ——

1 2 3 4 5 6

Abbildung 3.8: AUF-1, DDX6 und hnRNP K werden mittels
Tobramycin-RNA-Affinitdts-Chromatographie angereichert.
Western blot zum Nachweis VEGF-sORF-RNA angereicherter
Proteine. Als Input wurden, abhéngig von den jeweiligen Proteinen,
5 bis 10pg Gesamtprotein geladen. Die Isoformen von AUF-1 sind
entsprechend ihres apparenten Molekulargewichtes benannt (p37,
p40, p42 und p45) (de Vries et al. 2013).

Um die Bindungsregion der VEGF-sORF-RNA bindenden Proteine AUF-1, DDX®6,
hnRNP K, hnRNP L wund HuR einzugrenzen, wurde die Tobramycin-RNA-
Affinitédtsreinigung mit separater VEGF-5" und -3’UTR und einer Kontroll-RNA (ctrl.)
durchgefiihrt. Abbildung 3.9A zeigt die Integritit der verwendeten Tobramycin-RNAs.
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Diese wurden mit cytoplasmatischen Extrakten von normoxischen und hypoxischen MCF-
7-Zellen inkubiert (Abbildung 3.9B). HnRNPL ist unter Hypoxie an der Stabilisierung der
VEGF-mRNA beteiligt (Shih und Claffey 1999) und wird vor allem durch die VEGF-
3’UTR angereichert (Spuren 3 und 7). Sowohl die VEGF-5"UTR (Spuren 2 und 6) als auch
die Kontrollen (Spuren 1, 4, 5 und 8) zeigen lediglich Hintergrundintensitit. HuR wurde
ebenfalls als VEGF-3’UTR-interagierendes Protein beschrieben (Levy et al. 1998). Die
Tobramycin-RNA-Affinititsreinigung zeigt, neben der Anreicherung durch die VEGF-
3’UTR auch ein deutliches Signal mit der VEGF-5’UTR. Eine vergleichbare Spezifitit ist
auch fiir AUF-1 zu beobachten. Unter Hypoxie nimmt die Bindung von AUF-1 an die
VEGF-5’UTR gegeniiber Normoxie deutlich zu. HnRNP K wird, wie hnRNP L, vor allem
durch die VEGF-3’UTR angereichert. DDX6 ist in normoxischem Extrakt vor allem in der
VEGF-5"UTR-Fraktion zu finden. Unter Hypoxie bindet DDX6 neben der VEGF-5"UTR,
auch die VEGF-3’UTR und die Kontroll-RNA. G3BP1 wurde als nicht-VEGF-sORF-

RNA-bindendes Protein ausschlieBlich in den Inputs (nicht gezeigt) nachgewiesen.
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Al §£5 ) EE  @F
& & 58 A 55 58
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Abbildung 3.9: Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie aus cytoplasma-
tischen MCF-7-Zell-Extrakten mit separater VEGF-5’- und 3’'UTR.

A) Agarose-Gelelektrophorese der eingesetzten Tobramycin-RNAs; es wurde lug
RNA pro Spur geladen. B) Western blot der Tobramycin-RNA-
Affinititschromatographie; Ansidtze ohne RNA (-) mit Tob-VEGF-5’UTR (VEGF-
5’UTR), Tob-VEGF-3’UTR (VEGF-3’UTR) und einer Kontroll-Tob-RNA (ctrl.)
wurden sowohl mit normoxischem als auch hypoxischem Extrakt inkubiert; die
Elution der Tob-RNA-Protein-Komplexe erfolgte in SDS-Probenpuffer.
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3.4 Die Rolle von DDXG6 in der VEGF-Expression

AUF-1, DDX6 und hnRNPK wurden mittels Tobramycin-RNA-Affinitits-
chromatographie als Faktoren identifiziert, die entweder direkt oder indirekt mit der
VEGF-mRNA interagieren. Es besteht die Moglichkeit, dass es sich um eine indirekte
Interaktion handelt, die durch weitere RNAs und/oder Proteine vermittelt wird.

HnRNP K hat eine bedeutende Funktion in der 3’UTR-vermittelten Translationsregulation
der r15-LOX-mRNA (Ostareck et al. 1997) und wurde daher zunédchst weiter untersucht.
Die spezifische, direkte Interaktion von hnRNP K mit der VEGF-3’UTR konnte mit Hilfe
von rekombinantem, gereinigtem His-hnRNP K und in vitro-transkribierter VEGF-3’UTR
in UV-crosslink-Experimenten nachgewiesen werden (sieche Anhang Abbildung A.1).

Um diese Interaktion mit endogenen Komponenten zu bestitigen, wurde hnRNP K aus
cytoplasmatischen MCF-7-Zell-Extrakten immunoprézipitiert (Abbildung 3.10A). Die
Kontroll-Immunoprizipitation mit Antikorper gegen die Firefly-Luciferase zeigt kein
Signal fiir hnRNP K oder die Spezifititskontrolle GAPDH.

Die Co-Immunoprézipitation endogener mRNAs wurde mittels RT-PCR analysiert
(Abbildung 3.10B). Wihrend die VEGF-mRNA mit hnRNP K co-immunoprizipitiert, ist
die Myosin 10-mRNA kaum detektierbar (Abbildung 3.10B, Spur 2 und 6). Die Co-
Immunoprizipitation kann sowohl mit VEGF-Primern, die alle Isoformen erkennen
(VEGF 1) detektiert werden, als auch mit isoform-spezifischen Primern fiir die VEGF-
Isoformen VEGFi>; und VEGFg. Unterschiede im AusmalBl der VEGF-mRNA-Co-

Immunoprizipitation sind zwischen Normoxie und Hypoxie nicht detektierbar.
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Abbildung 3.10: Die VEGF-mRNA co-immunoprézipitiert mit hnRNP K.

A) Western blot einer hnRNP K-Immunoprizipitation aus normoxischen und hypoxischen,
cytoplasmatischen MCF-7-Zell-Extrakten. B) RT-PCR-Produkte von co-immunoprizipitierten mRNAs im
Agarose-Gel.
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Um zu iiberpriifen, ob auch AUF-1 und DDX6 mit hnRNP K co-immunoprizipitieren,

wurde eine Immunoprizipitation von hnRNP K mittels Western blot (Abbildung 3.11A)

analysiert.
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Abbildung 3.11: Die Co-Immunoprizipitation bekannter und neu
identifizierter VEGF-mRNA-bindender Proteine mit hnRNP K ist
RNase-sensitiv.

A) Western blot der hnRNP K-Immunoprézipitation; als Input wurden
unterschiedliche Verdiinnungen des normoxischen (Spuren 1-3) und
hypoxischen (Spuren 8-10) Extraktes geladen; die
Immunoprizipitationsreaktionen (IP) mit hnRNP K- bzw. Kontroll-
Antikorper (ctrl.) wurden unbehandelt (Spuren 4, 5, 11 und 12) und nach
Micrococcus-Nuklease-Behandlung (MN) (Spuren 6, 7, 13 und 14)
geladen. B) Nachweis des Micrococcus-Nuklease-Verdaus; die
Auftrennung der ribosomalen RNA erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese; geladen wurde 1 ug Gesamt-RNA pro Spur.
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Die VEGF-mRNA-bindenden Proteine HuR und hnRNP L co-immunoprizipitieren,
ebenso wie DDX6, mit hnRNP K (Spur 4 und 11). GAPDH und das RNA-bindende
Protein G3BP1 sind ausschlieflich in den Ladekontrollen (Input) nachweisbar. Von den
vier AUF-1-Isoformen ist lediglich im hypoxischen Extrakt fiir die p45-Isoform eine
Interaktion mit hnRNP K detektierbar.

Die Co-Immunoprizipitation von Proteinen kann durch Protein-Protein-Interaktion (direkt)
oder RNA-vermittelt (indirekt) erfolgen. Um RNA-vermittelte Interaktionen
auszuschlieBen, wurden die cytoplasmatischen =~ MCF-7-Zellextrakte vor der
Immunoprézipitation mit Micrococcus-Nuklease (MN) behandelt. Um eine moglichst
vollstandige Degradation samtlicher RNA-Spezies in der Zelle zu erzielen, darunter
rRNAs, tRNAs und mRNAs, wurde die MN im Uberschuss eingesetzt (Abbildung 3.11B).
Nach der MN-Behandlung ist weder 28S- noch 18S-rRNA in der urspriinglichen Lénge
detektierbar (Abbildung 3.11B, Spuren 2 und 4). Aufgrund der verglichen mit mRNA
hoheren Stabilitdit von rRNA gegeniiber MN ist auch ein hinreichender Abbau der
endogenen mRNA zu erwarten. RNA-vermittelte Protein-Co-Immunoprizipitationen
sollten in den so behandelten Extrakten demnach verloren gehen. Die Spuren 6 und 15 in
Abbildung 3.11A deuten darauf hin, dass die Interaktionen zwischen hnRNP K und HuR,
hnRNP L, DDX6 sowie der AUF-1-p45-Isoform RNA-vermittelt sind.

Der Einfluss von hnRNP K und AUF-1 auf die VEGF-Expression wurde mit Hilfe von
siRNA-vermittelten knock downs dieser Proteine untersucht (siehe Anhang, Abbildung
A.2). Die Inkubation der unbehandelten MCF-7-Zellen (-) unter Hypoxie fiihrt zu einer
Steigerung der VEGF-Mengen im Kulturiiberstand um circa 100% (Abbildung 3.12). Die
Transfektion mit Kontroll-siRNAs (ctrl.) hat keinen Einfluss auf die VEGF-Mengen.
Zudem wurden weder fiir hnRNP K- noch fiir AUF-1-siRNA-transfizierte Zellen eine
signifikante Anderung der VEGF-Mengen im Kulturiiberstand unter Normoxie oder

Hypoxie detektiert.
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Abbildung 3.12: Die siRNA-vermittelte Reduktion der
hnRNP K- oder AUF-1-Menge hat keinen Einfluss auf die
VEGF-Mengen im MCF-7-Zell-Kulturiiberstand.
MCEF-7-Zellen wurden 48 Stunden vor der Hypoxie-Behandlung
mit zwei verschiedenen siRNAs gegen AUF-1 (AUF-1 #1 oder
#2), einem hnRNP K-siRNA-Mix oder einer Kontroll-siRNA
(ctrl.) transfiziert. Die VEGF-Mengen in den unverdiinnten
Kulturiiberstinden wurden mittels ELISA quantifiziert und auf
die nicht-transfizierte, normoxische Kontrolle (-) normalisiert.

Die in der Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie angereicherte RNA-Helikase
DDX6 wird mit unterschiedlichen Prozessen der post-transkriptionellen Genregulation in
Verbindung gebracht. Hierzu zihlen die Speicherung von mRNAs in cytoplasmatischen,
granuldren Strukturen, der mRNA-Abbau und die Translationskontrolle (Ostareck et al.
2014). Die DDX6-Menge ist in hypoxischen Extrakten geringer als in normoxischen
(Abbildung 3.8). Zudem scheint unter Hypoxie die Bindungsspezifitit von DDX6 fiir die
VEGF-5’UTR abzunehmen, was zu einer Verringerung der effektiven, VEGF-5’UTR-
bindenden DDX6-Menge fiihrt (Abbildung 3.9).

DDXG6 ist in unterschiedlichen Zelltypen an der Ausbildung granulirer Strukturen beteiligt
(Weston und Sommerville 2006). Diese sind mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie
auch in MCF-7-Zellen visualisierbar (Abbildung 3.13). Wihrend unter Normoxie eher
grofere, distinkte Strukturen auffillig sind, ist DDX6 unter Hypoxie in kleineren und
diffuseren, granulidren Strukturen lokalisiert. In Ubereinstimmung mit den Western blot-
Analysen  (Abbildung 3.9) scheint die  Gesamtsignal-Intensitit fiir  die

Immunfluoreszenzfirbung von DDX6 unter Hypoxie abzunehmen (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: DDXG6 co-lokalisiert mit der VEGF-mRNA unter Normoxie.

Kombination von Immunfluoreszenz und IF-FISH-Firbung normoxischer und hypoxischer MCF-7-Zellen;
Detektion von DDX6 (A) beziehungsweise G3BP1 (B) tiber den Cy3-Kanal (rot); Detektion der VEGF- und
B-Aktin-mRNA iiber FITC-markierte DNA-Sonden (griin); die Vergroerung zeigt die iiberlagerten Cy3-
und FITC-Signale. Entlang der gestrichelten Linie wurden Intensitéitssignale berechnet und als
Intensitétsprofil dargestellt (unten) (de Vries et al. 2013).
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Abbildung 3.13 (Fortsetzung):

C) Immunfluoreszenz-Farbung von MCF-7-Zellen nach Normoxie und Hypoxie; Detektion von DDX6 iiber
den Cy3-Kanal (rot); Detektion von DcplA beziehungsweise G3BP1 iiber den FITC-Kanal (griin); die
Vergroferung zeigt die iiberlagerten Cy3- und FITC-Signale. Entlang der gestrichelten Linie wurden
Intensitétssignale berechnet und als Intensititsprofil dargestellt (unten) (de Vries et al. 2013).

Eine Co-Firbung von DDX6 mit der VEGF-mRNA in kombinierter Immunfluoreszenz-
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (IF-FISH)-Fiarbung zeigt die Co-Lokalisierung der
VEGF-mRNA mit DDX6 unter Normoxie (Abbildung 3.13A). Unter Hypoxie nimmt diese
Co-Lokalisierung deutlich ab. Die IF-FISH-Farbung von DDX6 und der -Aktin-mRNA
zeigt hingegen keine Co-Lokalisierung, weder unter Normoxie noch unter Hypoxie. Das
als Kontrolle eingesetzte, RNA-bindende Protein G3BP1 co-lokalisiert weder mit der
VEGF- noch mit der B-Aktin-mRNA (Abbildung 3.13B).

Zu den hdufig beschriebenen cytoplasmatischen, granulidren Strukturen gehoren Stress
granules und p-Bodies (Anderson und Kedersha 2006, Balagopal und Parker 2009). Stress
granules werden beispielsweise unter oxidativem Stress gebildet. Auch Hypoxie stellt eine
Stresssituation dar. Da eine Rolle fiir DDX6 in der post-transkriptionellen Regulation der
Genexpression unter unterschiedlichen Stressbedingungen gezeigt wurde (Buchan und
Parker 2009), wurde eine Co-Féarbung von DDX6 mit dem Stress granule marker G3BP1
(Tourriere et al. 2003) durchgefiihrt.
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Eine Co-Lokalisierung von DDX6 und G3BP1 ist weder unter Normoxie noch unter
Hypoxie detektierbar. Die Co-Firbung von DDX6 mit dem p-Body marker DcplA
(Ingelfinger et al. 2002, Lall et al. 2005) zeigt hingegen sowohl Strukturen, die beide
Proteine enthielten, als auch welche, die nur das eine oder das andere Protein enthielten
(Abbildung 3.13C). Dies deutet darauf hin, dass DDX6 in MCF-7-Zellen sowohl in p-

Bodies, als auch in weiteren cytoplasmatischen, granuldren Strukturen lokalisiert ist.

3.4.1 DDXG6 interagiert direkt mit der VEGF-5’UTR

In der Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie mit cytoplasmatischen Extrakten
konnte eine Interaktion von DDX6 mit der VEGF-sORF-RNA gezeigt werden (Abbildung
3.8). Um zu analysieren, ob es sich um hierbei um eine direkte oder indirekte Interaktion
handelt, wurde eine Tobramycin-RNA-Affinitdtschromatographie mit rekombinantem,

gereinigtem His-DDX6 durchgefiihrt (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Rekombinantes His-DDX6
interagiert direkt mit der VEGF-mRNA.

Western blot  einer ~ Tobramycin-RNA-Affinitts-
chromatographie mit rekombinanten Proteinen. Die
gereinigten Proteine His-DDX6,,, (Wildtyp-DDXG6),
His-DDX6g4269 und His-hnRNP K wurden ohne Tob-
RNA (-) beziehungsweise mit Tob-VEGF-5'UTR,
Tob-VEGF-3’UTR oder einer Tob-Kontroll-RNA
(Ctrl., Nukleotide 129-405 der HIF-1a-5’UTR)
inkubiert; die Elution der Tob-RNA-Protein-
Komplexe erfolgte in SDS-Probenpuffer (de Vries et
al. 2013, modifiziert).
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Die Tobramycin-RNAs wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur mit dem Wildtyp-Protein
(His-DDX6), einer DDX6-Variante mit verringerter RNA-Bindungsfdahigkeit (His-
DDX6r426q) oder mit His-hnRNP K als Kontrolle inkubiert. Anschlieend erfolgte die
RNP-Immobilisierung an der Tobramycin-Matrix. Die Bindung des angereicherten,
rekombinanten DDX6 an die VEGF-5’UTR spiegelt das Bindungsverhalten von
endogenem DDX6 in normoxischen MCF-7-Zell-Extrakten wider (Abbildung 3.9B). Die
RNA-bindungsdefiziente Variante DDX6ra426q zeigt keine spezifische Interaktion mit den
eingesetzten Tobramycin-RNAs. In einer Kontroll-Reaktion wurde die, bereits mit Hilfe
von UV-crosslink-Experimenten gezeigte, ausgeprigte Bindungspriferenz von hnRNP K

fiir die VEGF-3’UTR, mit rekombinantem His-hnRNP K bestétigt.

3.4.2 DDXG6 reprimiert spezifisch die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation der VEGF -
mRNA
Aufgrund ihrer Funktion in der post-transkriptionalen Regulation unterschiedlicher
mRNAs legt die direkte Interaktion der RNA-Helikase DDX6 mit der VEGF-5’UTR auch
einen Einfluss auf die VEGF-Expression nahe.
Die Durchfiihrung von in vitro-Translationsreaktionen bietet die Moglichkeit zur Zugabe
von sowohl exogenen mRNAs als auch Proteinen. So konnen unter definierten
Bedingungen Einfliisse von mRNA-Elementen oder Proteinen untersucht werden. In
cytoplasmatischen, Micrococcus-Nuklease-behandelten Extrakten von MCF-7-Zellen
wurde die Translation von Reporter-mRNAs in Anwesenheit von rekombinantem,
gereinigtem DDX6 untersucht (Abbildung 3.15).
Verglichen wurde die Translation einer m’GpppG-Cap-Reporter-mRNA (F), mit der
Translation einer mRNA mit ApppG-Cap und VEGF-5’UTR in physiologischer (VF) oder
invertierter Orientierung (ViF). Alle Reporter-RNAs kodieren fiir die Firefly-Luciferase
(Abbildung 3.15A). Die Integritit der eingesetzten in vitro-Transkripte wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift (Abbildung 3.15B). Den Translations-Reaktionen
wurde rekombinantes His-DDX6, His-hnRNP K oder BSA als Kontrolle zugegeben. Die
Zugabe von hnRNP K hat, verglichen mit der BSA-Kontrolle, auf die Translation der drei
Reporter-mRNAs keinen Einfluss. Die Zugabe von His-DDX6 fiihrt hingegen zu einer
circa 1,5-fachen Repression der F- und ViF-mRNA-Translation. Die Translation der VF-
mRNA wird spezifisch durch die Zugabe von His-DDX6 annihernd vierfach gegeniiber
zugegebenem BSA reprimiert (Abbildung 3.15C).
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Abbildung 3.15: DDX6 reprimiert die spezifisch VEGF-5’UTR-vermittelte
Translation in vitro.

A) Schematische Darstellung der eingesetzten Reporter-mRNAs: m’GpppG-Firefly (F),
ApppG-VEGF-5’UTR-Firefly (VF), ApppG-VEGF-5"UTRemier-Firefly (ViF). B)
Agarose-Gelelektrophorese der in vitro-transkribierten Reporter-mRNAs; es wurde 1ug
pro RNA geladen und mit Hilfe von GelRed im UV-Licht visualisiert. C) Ergebnisse der
in vitro-Translation von F, VF und ViF in normoxischem, cytoplasmatischen MCF-7-
Extrakt; die relative Repression wurde aus den ermittelten Luciferase-Aktivititen einer
Reaktion mit und ohne exogenem DDX6 beziehungsweise hnRNP K berechnet. Die
Signifikanz-Berechnung erfolgte mittels zweiseitigem Student’s t-Test; ***: p < 0,005 (de
Vries et al. 2013).

3.4.3 Die Stabilitit der VEGF-mRNA bleibt unter Hypoxie von der Reduktion der
DDX6-Menge unbeeinflusst
DDXG6 ist ein Bestandteil von processing bodies (p-Bodies), cytoplasmatischen, granuldren
Strukturen, in denen translational reprimierte mRNAs sowohl degradiert, als auch
gespeichert werden konnen (Ostareck et al. 2014). Um einen moglichen Einfluss von
DDX6 auf die Stabilitit der VEGF-mRNA auszuschlieBen, wurde nach siRNA-
vermitteltem knock down von DDX6 eine Hypoxie-Behandlung der transfizierten MCF-7-
Zellen durchgefiihrt (Abbildung 3.16A) und anschlielend die Stabilitit der VEGF-mRNA
ermittelt. 48 h nach Transfektion der MCF-7-Zellen mit siRNAs erfolgte die 24-stiindige
Inkubation unter Hypoxie beziehungsweise unter Normoxie. Im Anschluss hieran wurden
die Zellen mit Actinomycin D versetzt und weiter unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen kultiviert. Die relativen mRNA-Mengen wurden zu den Zeitpunkten 0, 1 und

2 h mittels quantitativer RT-PCR bestimmt (Abbildung 3.16B).
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Nach zweistiindiger Actinomycin D-Behandlung sind zwischen den Kontroll-Zellen und
den MCEF-7-Zellen mit verringerter DDX6-Konzentration keine Unterschiede in den
mRNA-Verhiltnissen detektierbar. Die Inkubation unter Hypoxie stabilisiert, wie bereits

beschrieben, die VEGF-mRNA (Shima et al. 1995).
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Abbildung 3.16: Verringerung der DDX6-Mengen haben keinen Einfluss auf die
Stabilitit der VEGF-mRNA unter Normoxie oder Hypoxie.

A) Nachweis von DDX6 mittels Western blot nach siRNA-vermitteltem DDX6-knock down in
normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zellen. B) Relative VEGF-mRNA-Stabilitiaten nach
DDX6-knock down unter Normoxie und Hypoxie; die Bestimmung erfolgte mittels
quantitativer RT-PCR; die Normalisierung der Ct-Werte fiir die VEGF-mRNA erfolgte auf die
RPLPO-mRNA; als Referenz dienten die mRNA-Mengen zum Zeitpunkt Oh (de Vries et al.
2013).

3.4.4 DDXG6 beeinflusst die VEGF-mRNA-Translation in vivo

Der reprimierende Einfluss von DDX6 auf die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation
konnte bereits in vitro gezeigt werden (Abbildung 3.15C). Die Zugabe von exogenem,
rekombinantem His-DDX6 fiihrte zu einer spezifischen Repression der VEGF-5’UTR-
vermittelten Translation in vitro. Eine Verringerung der DDX6-Menge in MCF-7-Zellen
sollte demnach zu einer verstéirkten Translation der VEGF-mRNA in vivo fiithren.

Nach siRNA-vermittelter Verringerung der DDX6-Menge in MCF-7-Zellen wurde die Co-
Lokalisierung des ribosomalen Proteins rpL.19 mit der VEGF-mRNA unter Normoxie und
Hypoxie untersucht. RpL19 ist ein Protein der groen ribosomalen Untereinheit. Eine Co-
Lokalisierung von rpL.19 mit einer mRNA gibt einen Hinweis auf die aktive Translation
der betreffenden mRNA. Unterstiitzend zu den Vergroferungen, sind in der unteren Zeile
der Abbildung 3.17 Intensititsprofile fiir die Fluoreszenz-Signale des Cy3- und des FITC-
Signals dargestellt. Die VEGF-mRNA zeigt in Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen unter

normoxischen Bedingungen nur eine geringe Co-Lokalisierung mit rpL.19. Die siRNA-
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vermittelte Verringerung der DDX6-Menge fiihrt bereits unter Normoxie zu einer deutlich
verstiarkten Co-Lokalisierung. Dies deutet auf eine bessere Translation der VEGF-mRNA
unter diesen Bedingungen hin. Unter Hypoxie ist die Co-Lokalisierung der VEGF-mRNA
mit rpL19 in den Kontrollzellen vergleichbar mit den DDX6-knock down-Zellen unter
Normoxie. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Hypoxie-Behandlung zu einer Aktivierung
der VEGF-mRNA-Translation fiihrt, die durch den DDX6-knock down noch verstiarkt

wird.
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Abbildung 3.17: Der siRNA-vermittelte knock down von DDX6 hat einen hypoxie-ihnlichen Effekt
auf die Co-Lokalisierung von VEGF-mRNA und rpL19.

Kombination von Immunfluoreszenz-Farbung und Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (IF-FISH-Farbung)
normoxischer und hypoxischer MCF-7-Zellen nach knock down von DDX6; die Detektion von DDX6
erfolgte tiber den Cy5-Kanal (cyan), die von rpL.19 iiber den Cy3-Kanal (rot); VEGF- und 3-Aktin-mRNA
wurden liber FITC-markierte DNA-Sonden nachgewiesen (griin); die Vergroferung zeigt den in der
Uberlagerung markierten Ausschnitt der kombinierten Cy3- und FITC-Signale. Entlang der gestrichelten
Linie wurden Intensitétssignale berechnet und als Profil der relativen Signal-Intensitit dargestellt (unten)
(de Vries et al. 2013).
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Die B-Aktin-mRNA zeigt in den Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen unter Normoxie
eine deutliche Co-Lokalisierung mit rpL.19. Die siRNA-vermittelte Reduzierung der
DDX6-Menge hat keinen Einfluss auf diese Co-Lokalisierung. Wie bereits in der
Polysomengradienten-Analyse gezeigt (Abbildung 3.2), ist die Translation der B-Aktin-
mRNA unter Hypoxie herabgesetzt. Dies spiegelt sich auch in der verringerten Co-
Lokalisierung von rpL.19 und der B-Aktin-mRNA, sowohl nach Kontroll- als auch nach
DDX6-siRNA-Transfektion, wider. Diese Ergebnisse zeigen einen spezifischen Einfluss
von DDX6 auf die Co-Lokalisierung der VEGF-mRNA mit der 60S-Untereinheit des
Ribosoms.

Fiir den Nachweis, dass die siRNA-vermittelte Verringerung der DDX6-Menge unter
Hypoxie zu einer entsprechenden, weiteren Verstirkung der VEGF-mRNA-Translation
fiihrt, wurde eine Polysomen-Analyse mittels  Saccharose-Dichtegradienten-

Ultrazentrifugation durchgefiihrt (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: DDX6-knock down verstirkt die VEGF-mRNA-Translation in vivo.
MCF-7-Zellen wurden mit siRNAs gegen DDX6 (si-DDX6 #2) oder mit ungerichteten siRNAs (si-
ctrl.) transfiziert. Nach 48 h erfolgte die 24-stiindige Hypoxie-Behandlung. Vor der Priparation der
Lysate wurden die MCF-7-Zellen mit Cycloheximid behandelt, um eine Translokation der Ribosomen
zu inhibieren. A) Western blot von siRNA-transfizierten MCF-7-Zell-Lysaten nach Normoxie oder
Hypoxie; geladen wurden 10 ug Gesamtprotein pro Spur. B) Verteilung der VEGF-mRNA im
Polysomengradienten; die Auftrennung der Lysate erfolgte durch Ultrazentrifugation in einem 15-
45% Saccharose-Gradienten. Fiir die Berechnung der VEGF-mRNA-Verteilung wurde die RNA aus
den einzelnen Fraktionen isoliert die mittels quantitativer RT-PCR bestimmten Ct-Werte zunichst auf
die exogene CAT-RNA und anschlieend auf die p-Aktin-mRNA-Ct-Werte normalisiert. Die VEGF-
mRNA-Verteilung (%) stellt die Anderung der mRNA-Verteilung nach DDX6- (gestrichelte Linie)
beziehungsweise Kontroll- knock down (durchgehende Linie) dar (de Vries et al. 2013).

48 h nach siRNA-Transfektion wurden die MCF-7-Zellen in hypoxische Bedingungen
tiberfithrt. Die Verringerung der DDX6-Protein-Menge wurde mittels Western blot
nachgewiesen (Abbildung 3.18A). Die Verteilung der VEGF-mRNA im Polysomen-
Gradienten wurde mit Hilfe von quantitativer RT-PCR bestimmt. Abbildung 3.18B zeigt
die Anderung der VEGF-mRNA-Verteilung unter Hypoxie, normalisiert auf die B-Aktin-
mRNA. In den Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen (si-ctrl.) ist die VEGF-mRNA neben
den polysomalen Fraktionen (Fraktionen 5-12) zu einem bedeutenden Teil auch in den
Fraktionen geringerer Dichte (Fraktionen 13-20) lokalisiert. Die Transfektion der MCF-7-
Zellen mit gegen DDX6 gerichteten siRNAs resultiert, verglichen mit den Kontroll-
siRNA-transfizierten Zellen (si-ctrl.), in einer deutlichen Zunahme der VEGF-mRNA-
Menge in den Fraktionen hoherer Dichte des Gradienten, bei einer gleichzeitigen Abnahme
in den Fraktionen geringerer Dichte. Dies deutet auf einen reprimierenden Einfluss von

DDX6 auf die VEGF-mRNA-Translation in vivo hin.
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3.4.5 Der siRNA-vermittelte DDX6-knock down erhoht die VEGF-Produktion in vivo
Unter Hypoxie findet eine verstidrkte Produktion von VEGF statt. VEGF wird von MCF-7-
Zellen in den Kulturiiberstand sezerniert (Abbildung 3.1C). Mittels enzyme linked immuno
sorbent assay (ELISA) sollte iiberpriift werden, ob auch der DDX6-knock down zu einer
verstiarkten VEGF-Sekretion fiihrt. Der siRNA-vermittelte DDX6-knock down mit zwei
verschiedenen siRNAs (sieche Anhang, Abbildung A.3) fiihrt unter Normoxie zu einer
Steigerung der VEGF-Konzentration im Uberstand um circa 50% verglichen mit der
Kontrolle (Abbildung 3.19). Unter Hypoxie zeigen nicht-transfizierte (-) und mit Kontroll-
siRNA-transfizierte MCF-7-Zellen (ctrl.) gegeniiber Normoxie circa 2,5-fach gesteigerte
VEGF-Mengen im Kulturiiberstand. Der siRNA-vermittelte knock down von DDX6
(DDX6 #1 und #2) bewirkt unter Hypoxie hingegen eine Steigerung um das circa 4,5-
Fache.

6 D Normoxie
. Hypoxie

relative Anderung der VEGF-Mengen
in Kulturiiberstanden von MCF-7-Zellen

Abbildung 3.19: VEGF-Sekretion von MCF-7 Zellen nach DDX6-knock down unter
Normoxie und Hypoxie.

MCEF-7-Zellen wurden 48 h vor der Hypoxie-Behandlung mit zwei verschiedenen siRNAs gegen
DDX6 (DDX6 #1 und #2) und einer Kontroll-siRNA (ctrl.) transfiziert. Die VEGF-Mengen in den
unverdiinnten Kulturiiberstinden wurden mittels ELISA quantifiziert und auf die nicht-
transfizierte, normoxische Kontrolle normalisiert. Die Signifikanz-Berechnung erfolgte mittels
zweiseitigem Student’s t-Test; *: p < 0,05 (de Vries et al. 2013).
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3.4.6 Die durch DDX6-knock down vermittelte Steigerung der VEGF-Mengen hat einen
physiologischen Effekt im Tube formation assay

VEGF ist in Geweben mafBgeblich an deren Vaskularisierung beteiligt indem es unter
anderem die Migration von Endothelzellen stimuliert (Koch et al. 1994). Ein Modelsystem
zur Untersuchung des angiogenen Potentials unterschiedlicher Wachstumsfaktoren stellen
humane Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) dar. Abhingig von der
Konzentration angiogener Faktoren wie VEGF bilden die HUVEC geschlossene, zirkulére
Strukturen, sogenannte Tubes, aus. Fiir diesen Tube formation assay wurden HUVEC mit
Uberstinden von normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zellen nach DDX6-knock down
inkubiert (Abbildung 3.20). Lediglich die hypoxischen Uberstinde von DDX6-
knock down- Zellen fithren zu einer signifikanten Steigerung der Tube-Ausbildung um
circa 40% verglichen mit Uberstinden hypoxischer Kontroll-Zellen. Die Zugabe von anti-

VEGF-Antikorper neutralisiert diesen Effekt vollstindig.
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Abbildung 3.20: Kulturiiberstinde von hypoxischen DDX6-knock down-
Zellen stimulieren HUVECs zur Ausbildung tubulérer Strukturen (Tubes).
Kulturiiberstinde normoxischer und hypoxischer MCF-7-Zellen nach
Transfektion mit siRNAs gegen DDX6 oder mit Kontroll-siRNAs wurden im
Tube formation assay auf ihr angiogenes Potential untersucht. Humane
Endothelzellen der Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC) wurden 16h bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte
lichtmikroskopisch durch Auszdhlen der tubuldren Strukturen (Tubes). Die
Anzahl der Tubes ist als prozentualer Anteil der Kontrolle (ohne VEGF-
Antikorper) angegeben. Die Signifikanz-Berechnung erfolgte mittels
zweiseitigem Student’s t-Test; **: p < 0,01 (de Vries et al. 2013).

-73 -



4. Zusammenfassung und Diskussion

4. Zusammenfassung und Diskussion

Unter Hypoxie findet eine Herabsetzung der Translations-Initiation statt. Bestimmte
mRNAs konnen aufgrund von Sequenz- und/oder Sekundirstrukturelementen dennoch
translatiert werden. Zu den auch unter Hypoxie effektiv translatierten mRNAs gehort die
VEGF-mRNA. VEGF ist, neben seinen Funktionen im gesunden Organismus, auch in der
Tumor-Angiogenese bedeutsam. In der Brustkrebs-Therapie ist VEGF daher als Ziel einer
gerichteten Therapie von grolem Interesse.

Die VEGF-mRNA besitzt eine iiberdurchschnittlich lange 5’UTR, die 2 unabhingige
IRES-Elemente birgt. Diese konnen eine 5’Cap-unabhingige Translations-Initiation
vermitteln. Uber die Faktoren, die an der selektiven mRNA-Translation unter Hypoxie
beteiligt sind, ist bisher nur wenig bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein MCF-7-Brustkrebs-Zell-basiertes in vitro—
Translationssystem entwickelt, welches die VEGF-IRES-vermittelte Translations-Initiation
unter Hypoxie rekapituliert. Mit Hilfe des zellfreien MCF-7-Translationssystems konnte
via  Tobramycin-RNA-Affinitiats-Chromatographie =~ DDX6 als  VEGF-mRNA-
interagierendes Protein identifiziert werden, welches einen Einfluss auf die VEGF-mRNA-

Translation unter Hypoxie besitzt.

4.1 Zur zelluliren Antwort von MCF-7-Zellen auf hypoxische Bedingungen

Sdugerzellen reagieren auf Sauerstoffmangel (Hypoxie) mit einer Umstellung ihres
Genexpressionsprofils und ihres Energie-Stoffwechsels (Liu und Simon 2004). Die
Transkriptionsregulation Hypoxie-induzierbarer Gene erfolgt iiber HIF-, NF-xB- und AP-1
(Ubersichtsartikel Shih und Claffey 1998). Diese umfassen unter anderem Gene der
Glykolyse (Semenza et al. 1994), aber auch Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin
(Blanchard et al. 1992) sowie VEGF (lizuka et al. 1994). Auch MCF-7-Zellen reagieren
auf Hypoxie mit einer erhohten VEGF-Produktion (Larsen et al. 2008). Die Regulation der
VEGF-Produktion unter Hypoxie basiert auf der gesteigerten Transkription des VEGF-
Gens, der VEGF-mRNA-Stabilisierung und der Steigerung beziehungsweise
Aufrechterhaltung der Translation (siehe Abschnitt 1.4). Die Aktivierung der Transkription
des VEGF-Gens erfolgt iiber den Transkriptionsfaktor HIF-1 (Forsythe ef al. 1996). Nach

24-stiindiger Kultivierung von MCF-7-Zellen unter hypoxischen Bedingungen konnte die
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sauerstofflabile Untereinheit HIF-1o. des HIF-Heterodimers mittels Immunfluoreszenz-
Féarbung im Nukleus nachgewiesen werden (Abbildung 3.1A). Die Lokalisierung von HIF-
la im Nukleus ermoglicht die Dimerisierung mit HIF-1p, welche fiir die Aktivierung von
HIF-1 als Transkriptionsfaktor erforderlich ist (Chilov et al. 1999). Im Cytoplasma, wo der
Prolin-Hydroxylase-vermittelte Abbau von HIF-1a stattfindet (Kallio et al. 1999), ist HIF-
la weder unter Normoxie noch unter Hypoxie detektierbar (Abbildung 3.1A und B).

Die Menge an VEGF-Protein im Kulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt
(Abbildung 3.1C). Die Hypoxie-Behandlung der MCF-7-Zellen fiihrt zu einem Anstieg
von VEGF von. 120 pg/ml auf. 300 pg/ml. Der relative Anstieg der VEGF-Konzentration
im MCF-7-Kulturiiberstand (Faktor 2,5) wurde dhnlich auch von Larsen et al. 2008 gezeigt
(zwei- bis vierfacher Anstieg).

Neben der Aktivierung der Transkription und der mRNA-Stabilisierung findet eine
Regulation der VEGF-Expression unter Hypoxie insbesondere auch auf Ebene der
Translation statt (siehe Abschnitt 1.4.3). Die Effizienz der Translation einer endogenen
mRNA zu einem gegebenen Zeitpunkt kann mittels Polysomen-Analyse ermittelt werden.
Hierbei dient die Assoziation von endogenen mRNAs mit Ribosomen als Indikator fiir eine
effizientere oder weniger effiziente Translation (Masek et al. 2011). Wéhrend die HIF-1a -
mRNA-Menge in polysomalen Fraktionen unter Hypoxie leicht ansteigt, nimmt der Anteil
der aktiv translatierten B-Aktin-mRNA in PC-3-Zellen unter Hypoxie um circa 50% ab
(Thomas und Johannes 2007). Das Absorptionsprofil der Polysomen-Gradienten von
MCE-7-Zellen, die unter Normoxie bzw. Hypoxie inkubiert wurden, zeigt Polysomen-
Fraktionen, die 80S-Fraktion, 60S- und 40S-Untereinheit sowie die mRNP-Fraktion
(Abbildung 3.2). Die Polysomen-Fraktion ist hierbei, verglichen mit Ergebnissen zum
Beispiel aus HeLa-Zellen, nur schwach ausgeprigt (Koritzinsky et al. 2005). Dies kann
sowohl auf eine geringe Translationsaktivitéit der sich nur circa alle 24 Stunden teilenden
Zellen zuriickzufiihren sein als auch auf eine Dissoziation von Polysomen wihrend der
Durchfiihrung des Experimentes. Auffillig ist insbesondere das Signal fiir die 80S-
Fraktion, welches unter Hypoxie stark zunimmt. Die gelelektrophoretische Analyse der aus
den Fraktionen préparierten Gesamt-RNA spiegelt dies wider. Die Zunahme der 80S-
Fraktion unter Hypoxie wurde unter anderem bereits in hypoxischen HeLa-Zellen
beobachtet und deutet auf eine erhohte Anzahl freier Ribosomen aufgrund einer

reduzierten Bildung des 5°‘Cap-bindenden Komplexes hin (Koritzinsky et al. 2005). Dies
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stimmt mit Beobachtungen zur allgemeinen Translationsrepression unter Hypoxie iiberein
(Koritzinsky et al. 2005). Die VEGF-mRNA ist insbesondere unter Hypoxie auch in den
Polysomen-Fraktionen hoherer Dichte zu finden. Die Assoziation der VEGF-mRNA mit
Polysomen unter Hypoxie wurde auch in primiren Astrozyten gezeigt (Stein et al. 1998).
Die B-Aktin-mRNA findet man vor allem unter normoxischen Bedingungen in den
schweren Fraktionen, wihrend sie unter Hypoxie vor allem in den mRNP- und
Monosomen-Fraktionen detektierbar ist. Dies bestitigt die in PC-3-Zellen gezeigte
Herabsetzung der p-Aktin-mRNA-Translation unter Hypoxie auch in MCF-7-Zellen
(Thomas und Johannes 2007).

Diese Ergebnisse belegen, dass MCF-7-Zellen die fir die VEGF-mRNA beschriebene
Translationsregulation unter Hypoxie zeigen. Somit konnte dieses Zellsystem fiir die

weitere Aufkldarung der zugrunde liegenden Regulationsmechanismen verwendet werden.

4.2 Zur Etablierung eines MCF-7-basierten in vitro-Translationssystems

Es existieren kommerzielle Systeme fiir die zell-freie Translation. Hierzu gehodren unter
anderem Kaninchen-Retikulocyten-Lysat, Weizenkeimextrakt und E. coli-Lysat. Diese
Systeme eignen sich nicht fiir die Identifizierung VEGF-mRNA-translations-regulierender
Proteine, da hier keine Hypoxie-Antwort untersucht werden kann. Fiir die Identifizierung
von VEGF-mRNA-interagierenden Proteinen sollte daher zunichst ein zellfreies-
Translationssystem etabliert werden. Die Hauptanforderung an dieses war die
Rekapitulation der VEGF-IRES-vermittelten Translation unter Hypoxie in vitro.
Translationskompetente, cytoplasmatische Extrakte wurden aus normoxischen und
hypoxischen MCF-7-Zellen pripariert (Abschnitt 2.3.3). Die Behandlung derartiger
Extrakte mit Micrococcus-Nuklease (MN) erlaubt die effizientere Translation exogener
Reporter-RNAs  (Rakotondrafara und Hentze 2011). Hierbei miissen die
Inkubationsbedingungen exakt austitriert werden, um einen bestmoglichen Abbau
endogener RNAs bei gleichzeitiger Erhaltung der Translationsaktivitidt zu gewdihrleisten
(sieche Anhang, Abbildung A.4). Abbildung 3.3 zeigt die Auswertung einer MN-
Behandlung cytoplasmatischer Extrakte von MCF-7-Zellen, die unter Normoxie
beziehungsweise Hypoxie kultiviert wurden. Die Integritit der 18S- und 28S-rRNA
(Abbildung 3.3A) ist Voraussetzung fiir einen translations-aktiven Extrakt. In Anwesenheit

von MN konnten die Mengen endogener GAPDH- und PPIA-mRNA reduziert werden. Die
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MN-Behandlung zeigt Unterschiede beziiglich der GAPDH-mRNA-Mengen unter
Normoxie und Hypoxie (Abbildung 3.3A). Der Grund hierfiir ist die Zunahme der
GAPDH-mRNA-Menge unter Hypoxie. Diese Zunahme fiihrt dazu, dass die MN-
Behandlung fiir die GAPDH-mRNA unter Normoxie effizienter erscheint als unter
Hypoxie. Die exogene CAT-RNA wurde nach Abstoppen der Nuklease-Behandlung als
Extraktionskontrolle zugegeben. Die in vitro-Translations-Daten mit einer Reporter-
mRNA zeigen, dass die Translationsaktivitit des Extraktes fiir die Reporter-RNA durch die
MN-Behandlung zugenommen hat.

Die in vitro-Translation bietet die Moglichkeit zur Analyse von Reporter-RNAs sowie die
Untersuchung von direkten Einfliissen zugegebener rekombinanter, gereinigter Proteine
(Abbildung 3.16). Die MN-Behandlung bietet zusitzlich die Vorteile, dass exogene
Reporter-Transkripte effizienter translatiert werden konnen sowie andernfalls potentiell

RNA-gebundene regulatorische Proteine fiir die exogene RNA zugiinglich werden.

4.2.1 Zum Nachweis der VEGF-5’UTR-vermittelten Translation in vitro

Zum Nachweis einer IRES-vermittelten Translations-Initiation ist die Verwendung
zirkuldrer (Chen und Sarnow 1995), bicistronischer (Stoneley er al. 1998) oder
monocistronischer Reporter-RNAs (Thoma er al. 2004) in Kombination mit dem direkten
Proteinnachweis oder dessen Aktivitit (z.B. Luciferase-Aktivitit) gebrdauchlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein bereits fiir die VEGF-5"UTR erfolgreich eingesetztes
bicistronisches System verwendet (Huez er al. 1998). In Abbildung 3.4C ist der
translations-vermittelnde Einfluss der VEGF-5’UTR gegeniiber einer Reporter-mRNA
ohne 5’UTR gezeigt. Die 5’Cap-vermittelte Translation des Renilla-Luciferase-ORF wird
durch das Einbringen einer Haarnadelstruktur (SL) am 5’Ende der Reporter-RNA effizient
reprimiert. Das VEGF-5’UTR enthaltende Konstrukt zeigt gegeniiber der Kontrolle in
normoxischen Extrakten eine. 2-fach hohere, und in hypoxischen Extrakten sogar eine bis
zu 4-fach bessere Translation beziiglich der Firefly-Luciferase-Aktivitit. Diese Effekte
gehen nicht auf Unterschiede in der RNA-Stabilitét zuriick (Abbildung 3.4D).

Ein hiufiger Kritikpunkt bei der Verwendung bicistronischer Reporter-Systeme ist die
Moglichkeit einer kryptischen Promoter-Aktivitit (Kozak 2005). Insbesondere fiir die
VEGEF-5"UTR ist dieser Punkt von Interesse, da fiir diese, neben der IRES-Aktivitit, auch

-77 -



4. Zusammenfassung und Diskussion

eine alternative Initiation der Transkription gezeigt wurde (Akiri et al. 1998). Durch den
Einsatz von Reporter-RNAs kann diese Moglichkeit jedoch ausgeschlossen werden Der
hypoxische MCF-7-Zellextrakt besitzt somit nicht nur in vitro-Translations-Aktivitit,

sondern rekapituliert auch die Hypoxie-induzierte VEGF-IRES-vermittelte Translation.

4.2.2 Zum Einfluss der VEGF-3’UTR auf die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation
Fiir die Untersuchung des Effektes der VEGF-3’UTR auf die VEGF-5’UTR-vermittelte
Translation in cytoplasmatischen MCF-7-Zellextrakten wurden monocistronische
Reporter-RNAs verwendet (Abbildung 3.5).

Zur Stabilisierung der Reporter-RNAs erfolgte die run off-in vitro-Transkription in
Anwesenheit des Cap-Analogs ApppG. In HeLa-Zellextrakten konnte gezeigt werden, dass
dieses einen mit dem m’GpppG-Cap vergleichbaren RNA-stabilisierenden Einfluss hat,
jedoch deutlich geringer die Translationsinitiation vermittelt (Bergamini et al. 2000).
Eigene Experimente konnten den Einfluss des ApppG auf die Translationsinitiation in
MCE-7-Zellextrakten bestitigen (siche Anhang, Abbildung A.5).

Eine Unterscheidung zwischen dem Einfluss der VEGF-3’UTR auf die Translation sowie
die Stabilisierung der Reporter-RNAs in normoxischen und hypoxischen Extrakten ist mit
den vorliegenden Daten nur bedingt moglich (Abbildung 3.5C und 3.5D). Die
Stabilisierung der Reporter-RNAs 3’1 und 3’3 unter Hypoxie korreliert jedoch mit der
Bindung der VEGF-mRNA-stabilisierenden Proteine hnRNP L an die HSR-Sequenz (3°1)
beziehungsweise HuR an das VRS im Fragment 3’3 (Shih und Claffey 1999, Levy et al.
1998). Die geringere Stabilitidt der Reporter-RNA mit der VEGF-3’UTR (3’fl) wird nahezu
identisch auch mit dem Fragment 3’2 der VEGF-3’UTR beobachtet (Abbildung 3.5D).
Neben den stabilisierenden Elementen in den Fragmenten 3’1 und 3’3 sind somit auch
nicht-stabilisierende beziehungsweise destabilisierende Elemente enthalten, deren Einfluss
unter diesen Bedingungen zu dominieren scheint. Die Bindung des doppelstringige RNA-
bindenden Proteins NFO0 an das HSR-Element im Fragment 3’1 fiihrte in MDA-MB-
435S-Zellen zu einer Stabilisierung der VEGF-mRNA und einer verstdrkten Assoziierung
mit Polysomen (Vumbaca et al. 2008). Eine gesteigerte Translation fiir die 3’ 1-RNA ist
aus den in dieser Arbeit gezeigten Daten (Abbildung 3.5.C) nicht ersichtlich.

Ein Einfluss der VEGF-3’UTR auf die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation ist nicht
eindeutig nachweisbar. Dies ist, zumindest partiell, in Ubereinstimmung mit Ergebnissen

von Bornes et al. (2004) in COS-7-Zellen. Hier wurde kein Einfluss der 3°’UTR auf die
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Auswahl des Initiationscodons gezeigt. Sowohl in Makrophagen (Jafarifar et al. 2011) als
auch in HeLa-Zellen (Karaa et al. 2009) war die VEGF-3’UTR in Verbindung mit
miRNAs hingegen fiir die VEGF-5’UTR-vermittelte Translation von Bedeutung. Durch
die MN-Behandlung des cytoplasmatischen Extraktes konnte dieser Regulations-
Mechanismus jedoch eliminiert worden sein. Alle untersuchten Reporter-RNAs besal3en in
hypoxischen Extrakten eine hohere Stabilitit als in Extrakten von normoxischen Zellen
(Abbildung 3.5D). Informationen zur Stabilitdit von mRNAs unter Hypoxie in Eukaryoten
im Allgemeinen sind derzeit kaum verfiigbar. Der Focus von Untersuchungen hierzu liegt
meist auf der Stabilisierung oder Destabilisierung einzelner mRNAs durch (spezifische)
trans-bindende Faktoren. Eine mogliche Erklarung fiir die erhohte Stabilitdat der
Transkripte im hypoxischen Extrakt ist die Herabsetzung des nonsense-mediated decay
(NMD) (Gardner und Corn 2008). Bei NMD handelt es sich um einen Mechanismus, der
mRNAs mit vorzeitigem Stop-Codon degradieren soll. Unter Hypoxie ist elF2a
phosphoryliert, was den NMD verringert (Gardner und Corn 2008). Im Fall der Reporter-
RNAs konnte die VEGF-5‘UTR durch den enthaltenen uORF dem NMD verstirkt
ausgesetzt sein, was unter hypoxischen Bedingungen weniger ausgepridgt wire. Die
ausbleibende Stabilisierung der Reporter-RNA mit der vollstindigen VEGF-3’UTR erklart
dies jedoch nicht. Eine weitere mogliche Erkldrung ist der Abbau von regulatorischen
RNAs durch die Micrococcus-Nuklease-(MN) Behandlung der cytoplasmatischen
Extrakte, wodurch eine Stabilisierung der Reporter-RNAs unter Hypoxie ausbleiben
konnte. Translationsexperimente von nicht-MN-behandelten Extrakten ergaben
abweichende Ergebnisse fiir den Einfluss der VEGF-3’UTR auf die VEGF-IRES-
vermittelte Translation in vitro (Daten nicht gezeigt). Um einen moglichen Einfluss der
3’UTR auf die VEGF-mRNA-Translation zu analysieren, sind weitere Experimente
notwendig. Diese konnten unter anderem kleinere Fragmente der VEGF-3’UTR umfassen

sowie den Vergleich zwischen MN-behandeltem und unbehandeltem Extrakt.

4.3 Zur Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie

Fiir die Identifizierung von RNA-bindenden Proteinen gibt es unterschiedliche Ansitze.
Hierzu zéhlen unter anderem die GRNA-Chromatographie (Czaplinski et al. 2005, Duncan
et al. 2006) die Streptavidin-Interaktion biotinylierter RNAs (Jeske ef al. 2011) und die
hier verwendete Tobramycin-Aptamer-Technik (Weinlich er al. 2009). Allen Methoden ist
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die Immobilisierung der Ziel-RNA gemein. RNA-bindende Proteine werden mit Hilfe
massenspektrometrischer Analyse identifiziert.

Abbildung 3.7 zeigt das Ergebnis der Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie mit
einer immobilisierten VEGF-sORF-RNA, die neben dem Tobramycin-Aptamer die VEGF-
5’UTR, einen kurzen artifiziellen Leserahmen und die VEGF-3’UTR umfasst. Die RNA
wurde mit normoxischen und hypoxischen translationskompetenten MCF-7-Zellextrakten
inkubiert. Obwohl Unterschiede zwischen Ansitzen mit und ohne VEGF-sORF-RNA im
silbergefiarbten SDS-Gel vorhanden sind, erscheinen die meisten Banden identisch. Mittels
Western blot konnte die Spezifitit der Reinigung bestétigt werden. Zwei bekannte VEGF-
3’UTR bindende Proteine, HuR und hnRNP L dienten als Positiv-Kontrollen (Levy et al.
1998, Shih und Claffey 1999). Die Interaktion beider Proteine mit der VEGF-sORF-RNA
war sowohl in normoxischem als auch in hypoxischem Extrakt mittels Western blot
detektierbar. Das glykolytische Protein GAPDH und das Strukturprotein Vinculin waren
hingegen nur in den cytoplasmatischen Extrakten (/nput) nachweisbar.

Die Eluate wurden mittels Massenspektrometrie analysiert (Prof. Dr. Henning Urlaub,
Max-Planck-Institut ~ fiir ~ Biophysikalische = Chemie,  Abteilung Bioanalytische
Massenspektrometrie, Gottingen). Tabelle 3.1 fasst die Zahlen, der detektierten Peptide
von 12 identifizierten Proteinen zusammen. Die Auswahl wurde anhand der verfiigbaren
Literatur eingegrenzt.

DDXG6 (rck/p54) ist ein Protein der DEAD-Box-Helikase-Familie mit Funktionen in der
Speicherung, dem Abbau und der Translationsmodulation von mRNAs (Ostareck et al.
2014, siehe unten).

Mitglieder der heteronukledren Ribonukleoproteinfamilie (hnRNP) wurden in einer
Vielzahl mRNA-assoziierter Prozesse beschrieben. Hierzu zédhlen pri-mRNA-Splicing,
mRNA-Export, -Stabilitit und -Translation (Han er al. 2010). Es wurden 5 hnRNP-
Proteine identifiziert, die spezifisch an der VEGF-sORF-RNA angereichert werden
konnten. HnRNP A3 ist ein mRNA-bindendes Protein, das in mehreren Isoformen
vorkommt. Es interagiert mit dem hnRNP A3-responsive element und besitzt
moglicherweise eine Funktion im mRNA-Export (Ma et al. 2002). In Lipopolysaccharid-
induzierten murinen RAW 264.7-Zellen interagiert hnRNP A3 mit der COX2-mRNA (Cok
et al. 2004). Unter den in diesem Komplex gefundenen Proteinen war auch HuR. In
humanen Lungen-Karzinomzellen war die Co-Immunoprizipitation von HuR, hnRNP L

und hnRNP A3 mit hnRNP A1 RNAse-sensitiv (Papadopoulou et al. 2010). Aufgrund der
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Bedeutung von HuR und hnRNP L fiir die Stabilisierung der VEGF-mRNA unter Hypoxie
ist somit auch hnRNP A3 als mogliche Komponente eines VEGF-mRNA-bindenden
Komplexes von Interesse.

Das heteronukledre Ribonukleoprotein K (hnRNP K) wurde bereits als Repressor der r15-
LOX-mRNA-Translation in der Erythropoese beschrieben. Die Interaktion mit dem
differentiation control element (DICE) in der r15-LOX-3’UTR inhibiert die Bindung der
60S-Untereinheit an die am Translationsinitiations-Codon lokalisierte 40S-Untereinheit
(Ostareck et al. 1997, Ostareck et al. 2001). Die Bindung von hnRNP K an das DICE wird
durch die Phosphorylierung am Tyrosin 458 in der DICE-bindenden KH-Domine 3
reguliert (Ostareck-Lederer et al. 2002, Messias et al. 2002, Naarmann et al. 2008). Ein
Einfluss von hnRNP K auf die Angiotensin II-induzierte Stimulation der VEGF-mRNA-
Translation wurde zwar gezeigt, eine direkte Interaktion zwischen hnRNP K und VEGF-
mRNA wurde jedoch nicht nachgewiesen (Feliers et al. 2007).

HnRNP D (AUF-1) ist ein mRNA-interagierendes Protein, welches mit AU-reichen
Elementen (ARE) interagiert (Kajita et al. 1995). AUF-1 kann sowohl die Stabilitét
spezifischer mRNAs als auch deren Translation beeinflussen. Es interagiert mit einem
ARE in der 3’UTR der c-Myc-mRNA. Der siRNA-vermittelte knock down von AUF-1
resultiert, eventuell auf der Grundlage einer Kompetition von AUF-1 und TIAR um die c-
Myc-mRNA-Bindung, in einer Umverteilung der c-Myc-mRNA in die besser translatierten
Fraktionen eines Polysomen-Gradienten (Liao et al. 2007). Andererseits fiihrte der knock
down von AUF-1 zu einem Riickgang der HCV-IRES-vermittelte Translation (Paek et al.
2008). Des Weiteren wurde auch ein Zusammenhang zwischen HuR und AUF-1 in der
Stabilitdtskontrolle von mRNAs gezeigt. Lediglich bei einem spezifischem knock down der
AUF-1-Isoformen p40 und p45 konnte die Stabilisierung einer ARE-Reporter-RNA
beobachtet werden. Die Verringerung der Menge aller vier Isoformen hatte hingegen
keinen Einfluss auf die Reporter-RNA-Stabilitédt (Raineri et al. 2004).

Das Protein La (Sjoergren syndrome type B antigen, SSB) ist vor allem in die Reifung von
tRNAs und die Stabilisierung kurzer RNAs involviert. Es gibt aber auch Beispiele fiir eine
Funktion in der IRES-vermittelten Translation zellulirer mRNAs (Wolin und Cedervall
2002). Die Translation der XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-mRNA kann 5°‘Cap-
unabhiingig erfolgen. Eine 162 Nukleotide lange IRES-Sequenz in der XIAP-5’UTR
erlaubt die Translationsinitiation auch unter Bedingungen, in denen die generelle

Translation reduziert ist. Das La-Protein bindet an die XIAP-5’UTR. Steigende Mengen
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La-Protein fiihrten zu einer Repression der XIAP-IRES-vermittelten Translation (Holcik
und Korneluk 2000).

HnRNP L und HuR sind die ersten beschriecben VEGF-mRNA-bindenden Proteine. Thre
Interaktion mit Elementen der VEGF-3’UTR wird durch hypoxische Bedingungen
induziert beziehungsweise verstirkt. Die Bindungsregion von hnRNP L wurde auf 21
Nukleotide innerhalb der hypoxia stabilizing region (HSR) eingegrenzt. HuR interagiert
vor allem mit einem 40 Nukleotide langen Abschnitt innerhalb des VEGF-regulatorischen
Sequenz (VRS) (Abbildung 1.4). Hypoxische Bedingungen fithren zu einer verstirkten
Interaktion zwischen HuR beziehungsweise hnRNPL und der VEGF-3’UTR. Diese
resultiert in einer Erhohung der Halbwertszeit der VEGF-mRNA unter Hypoxie (Shih und
Claffey 1999; Levy et al. 1998).

HnRNP AO ist ein bisher kaum beschriebenes Protein. Es wurde erstmals 1995 von Myer
und Steitz beschrieben. Spiter wurde fiir hnRNP AO eine Rolle in der LPS-induzierten
Bindung von AREs in der TNF-a-, der COX-2- und der macrophage inflammatory
protein-2 (MIP-2)-mRNA gezeigt. Die Autoren schlugen die Bindung von hnRNP A0 an
AU-reiche Elemente (ARE) als mogliche Erkldrung fiir die Stabilisierung der MIP-2-
mRNA in LPS-induzierten Macrophagen vor (Rousseau et al. 2002).

ZNF9 (CNBP) ist bislang nicht sehr gut charakterisiert, wurde jedoch als IRES trans-
agierender Faktor (ITAF) an der 5’Cap-unabhidngigen Translation der Ornithin-
Decarboxylase-mRNA (ODC-mRNA) in 293T-Zellen beschrieben. Die Bindung von
ZNF9 an das IRES der ODC-mRNA verstirkt deren IRES-abhiingige Translation (Gerbasi
und Link 2007).

EIF2S2 (elF2B) ist eine Komponente des Translationsinitiationsfaktors elF2. EIF2B
interagiert mit der Met-tRNA und stimuliert die Ausbildung des terniren Komplexes
elF2:Met-tRNA:GTP (Nygard et al 1980; Siekierka et al. 1981). Aufgrund des
translations-reprimierenden Effektes der elF2o-Phosphorylierung unter Hypoxie und der
anhaltenden Translation der VEGF-mRNA unter diesen Bedingungen ist eIF2B in diesem
Zusammenhang von Interesse. Zudem interagiert e[F2B mit der Mengovirus-RNA, die
unabhingig von einer elF2o-Phosphorylierung ist (Rosen et al. 1982).

PUMH2 (PUML2) gehort zur Familie der Pumilio/FBF (Puf)-Proteine. Diese Proteine
haben Einfluss auf das mRNA-Splicing, die Lokalisierung, die Translation und den Abbau
von mRNAs (Lu und Hall 2011). Die P2P-R-mRNA co-immunoprizipitiert mit PUM?2,
vermutlich aufgrund der Interaktion mit PUM2-Bindungsmotiven in der 3°’UTR der P2P-
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R-mRNA. Es wird vermutet, dass PUM2 so die Translation der P2P-R-mRNA reprimiert
(Scott et al. 2005).

Die Identifizierung der Proteine hnRNP K, AUF-1 und DDX6 sowie HuR und hnRNP L
mittels Massenspektrometrie wurde im Western blot bestétigt (Abbildung 3.8). Das RNA-
bindende Protein G3BP1 wurde nicht in der massenspektrometrischen Analyse
identifiziert. Daher wurde es, zusitzlich zu Vinculin und GAPDH, als Negativkontrolle im
Western blot mitgefiihrt. G3BP1 konnte im Western blot lediglich in den Extrakten
(Inputs) nachgewiesen werden.

Die VEGF-mRNA-bindenden Proteine HuR und hnRNP L dienten als Positiv-Kontrollen.
Die hnRNP L-Menge scheint unter Hypoxie zuzunehmen (Spuren 1 und 2). Diese
Zunahme spiegelt sich auch in einem stirkeren Signal fiir hnRNP L in der VEGF-sORF-
Affinitdts-Chromatographie wider (Spuren 5 und 6). Diese Beobachtungen entsprechen
dem Modell einer Hypoxie-induzierten Bindung von hnRNP L an die VEGF-3’UTR (Shih
und Claffey 1999). HuR ist nicht in cytoplasmatischen Extrakten normoxischer und
hypoxischer MCF-7-Zellen, jedoch in der VEGF- Tobramycin-RNA-Affinitéts-
Chromatographie detektierbar. Es findet somit eine Anreicherung des Proteins durch die
Affinititsreinigung statt. Die Mengen an gebundenem Protein sind unter Normoxie und
Hypoxie vergleichbar.

Der Western blot zum Nachweis von AUF-1 zeigt 4 Signale, die mit den
Molekulargewichten der bekannten Isoformen iibereinstimmen (Wagner et al. 1998). Die
beobachtete Zunahme der Signalintensitidt unter Hypoxie wurde auch in 293T-Zellen nach
Hypoxie-Behandlung beobachtet. Allerdings unterscheidet sich die relative Zunahme der
verschiedenen Isoformen (Xin et al. 2012). In den Elutionsfraktionen der Tobramycin-
Reinigung mit der VEGF-sORF-RNA fillt insbesondere die Anreicherung der p37-Isoform
auf. Diese scheint bei normoxischen Extrakten stirker ausgepridgt als bei hypoxischen,
obwohl die Signalintensitit in hypoxischen Extrakten grofer ist. Die p37-Isoform ist als
die AUF-1-Isoform mit der hchsten RNA-Affinitdt beschrieben (Wagner et al. 1998). Das
starkere Signal fiir p45-Isoform aus der Affinitdts-Reinigung mit hypoxischen Extrakten
geht womoglich auf den Anstieg an p45 unter Hypoxie zuriick (Spuren 1 und 2). Die
prominenteste Isoform p42 ist, dhnlich wie die p40-Isoform, in den Elutionsfraktionen nur
schwach detektierbar. Trotz des stdrksten Signals fiir diese Isoform in den Extrakten

scheint die Interaktion mit der VEGF-mRNA geringer zu sein. Dies kann auf die
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Kompetition der p42-Isoform mit HuR um AU-reiche Elemente im VRS der VEGF-
3’UTR zuriickzufiihren sein, wie sie fiir die eIF4E-mRNA beschrieben wurde (Topisirovic
et al. 2009). Das DDX6-Signal nimmt in den cytoplasmatischen Extrakten von MCF-7-
Zellen unter Hypoxie leicht ab. Die Signal-Intensititen in den Elutionsfraktionen sind fiir

Normoxie und Hypoxie vergleichbar.

Die mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine konnten im Western blot einer
Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie bestitigt werden. Um zu ermitteln, welche
UTR der VEGF-mRNA fiir die Anreicherung der jeweiligen Proteine von groflerer
Bedeutung ist, wurde eine weitere Affinitdts-Reinigung mit getrennter VEGF-5°- und
3’UTR in cytoplasmatischen Extrakten von MCF-7-Zellen, die unter Normoxie bzw.
Hypoxie kultiviert wurden, durchgefiihrt (Abbildung 3.9). Das Western blot-Signal von
hnRNP L ist, wie in der Literatur beschrieben, bei Verwendung der VEGF-3’UTR am
starksten (Shih und Claffey 1999). Die Zunahme der Signal-Intensititen in hypoxischen
Extrakten fiir alle eingesetzten RNAs kann auf eine generell erhohte RNA-Affinitdt oder
die Zunahme der Proteinmenge unter Hypoxie (Abbildung 3.8) zuriickzufiihren sein.

Die Spezifitit der HuR-Anreicherung beziiglich der Kontroll-Ansétze erscheint, verglichen
mit hnRNP L, hoher, da fiir HuR in den Ansdtzen ohne exogene RNA bzw. mit Kontroll-
RNA nahezu keine Signale erkennbar sind. Neben der erwarteten Anreicherung durch die
VEGF-3’UTR (Levy et al. 1998) wird HuR auch in den VEGF-5'UTR-Ansitzen
detektiert. Unter anderem am Beispiel des insulin-like growth factor receptor (1GF-IR)
wurde bereits gezeigt, dass HuR auch als ITAF mit 5’UTRs interagieren kann (Meng et al.
2008).

Das Bindungsmuster von AUF-1 an die VEGF-5’UTR und -3’UTR ist unter Normoxie
dhnlich. Unter Hypoxie scheint die VEGF-5’UTR priferiert gebunden zu werden. Das
Bindungsverhalten der AUF-1-Isoformen weicht fiir die getrennten VEGF-5°- und 3’ UTRs
jedoch von dem Muster der VEGF-sORF-RNA ab (Abbildung 3.8). Lediglich die p37-
Isoform scheint auch hier die stirkste Anreicherung zu zeigen. Die Interaktion von AUF-1-
p40 und -p45 aus hypoxischen Extrakten mit der VEGF-3’UTR ist herabgesetzt. Ein
Grund fiir die abweichenden Muster der Isoform-RNA-Interaktion zwischen Abbildung 3.8
und 3.9 kann das fehlende Zusammenspiel von VEGF-5"UTR und -3’UTR sein.

HnRNP K interagiert vor allem mit der VEGF-3’UTR. Die Interaktion mit der VEGF-
5’UTR ist vergleichbar mit der Hintergrundbindung von hnRNP K an die Tobramycin-
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Matrix (Spuren 2 und 7). Sataranatarajan und Kollegen (2008) identifizierten hnRNP K
aufgrund seiner poly(C)-Bindung als VEGF-mRNA-bindendes Protein. Die direkte
Interaktion wurde jedoch nicht gezeigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
rekombinantes, gereinigtes His-hnRNP K mit 3?P_markierten VEGF-5"UTR- und -3’ UTR-
Fragmenten in UV-Crosslink-Experimenten eingesetzt (sieche Anhang, Abbildung A.1).
His-hnRNP K interagiert direkt mit der VEGF-3’UTR, nicht jedoch mit der VEGF-5"UTR.
Die Kompetition 2p-markierter VEGF-3'UTR mit nicht-markierten RNAs zeigt die
effiziente Kompetition der hnRNP K-VEGF-3’UTR-Interaktion nur mit DICE- und
VEGF-3’UTR-RNA. Die Bindungsstellen von hnRNP K an die VEGF-3’UTR konnten auf
die Nukleotide 1-582 und 1179-1923 eingegrenzt werden. Im Fall von hnRNP K
korrelieren die mittels Tobramycin-RNA-Affinitits-Chromatographie gewonnenen Daten
mit den UV-Crosslink-Ergebnissen.

Die DEAD-Box-RNA-Helikase DDX6 interagiert unter Normoxie bevorzugt mit der
VEGF-5"UTR. Eine schwache Interaktion ist auch mit der VEGF-3’UTR detektierbar.
Unter Hypoxie wird DDX6 weiter durch die VEGF-5"UTR angereichert. Das Signal in den
Ansidtzen mit VEGF-3’UTR und Kontroll-RNA (ctrl.) nimmt allerdings auch zu. Dies
spiegelt die vergleichsweise unspezifische RNA-Bindung von DDX6 wider (Ernoult-
Lange et al. 2012).

4.4. Zur Rolle von DDX6 in der VEGF-Expression

Die Immunoprizipitation von hnRNP K aus normoxischen und hypoxischen
cytoplasmatischen MCF-7-Zell-Extrakten zeigte neben der Co-Immunoprizipitation der
VEGF-mRNA (Abbildung 3.10) auch die RNA-abhingige Co-Immunoprizipitation von
DDX6 sowie der VEGF-mRNA-bindenden Proteine HuR und hnRNP L (Abbildung 3.11).
Die Co-Immunoprizipitation von AUF-1 war unter Hypoxie nur sehr schwach, unter
Normoxie nicht detektierbar.

Der siRNA-vermittelte knock down von hnRNP K und AUF-1 in MCF-7-Zellen fiihrte zu
keiner signifikanten Anderung der VEGF-Mengen im Kulturiiberstand (Abbildung 3.12
und A.2), wihrend der DDX6-knock down einen deutlichen Einfluss auf die VEGF-
Mengen hatte (siehe unten und Abbildung 3.19). Aus diesem Grund wurde im Weiteren
die Funktion von DDXG6 fiir die VEGF-Expression analysiert.
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Bei der RNA-Helikase DDX6 handelt es sich um eine in Eukaryoten weit verbreitete
DEAD-Box-Helikase. Zu den am besten charakterisierten Orthologen zidhlen Xp54
(Xenopus laevis), Me31B (Drosophila melanogaster), CGH-1 (Caenorhabditis elegans),
Dhhlp (Saccharomyces cerevisiae) und Rck/p54 (Homo sapiens). DDX6 besitzt
Funktionen in der Lagerung, dem Transport, dem Abbau und der Translation von mRNAs
(Weston und Sommerville 2006, Ostareck et al. 2014). Das Hefe-Ortholog Dhhlp wurde
zudem als genereller Repressor der Translation beschrieben (Coller und Parker 2005, siehe
unten).

DDX6 lokalisiert intrazelluldr in cytoplasmatischen, granuldren Strukturen, die Einfluss
auf die Stabilitit von mRNAs und deren Translation besitzen (P-bodies). P-bodies
enthalten mRNAs, mRNA-degradierende Enzyme sowie weitere RNA-bindende Proteine
(Fenger-Grgn et al. 2005). Das DDX6-Hefe-Ortholog Dhhlp interagiert direkt mit dem
decapping enzyme Dcplp sowie Pop2, einer Komponente des Deadenylase-Komplexes
(Weston und Sommerville 2006, Coller et al. 2001, Ostareck et al. 2014). MRNASs konnen
in P-bodies jedoch auch gespeichert und zu einem spiteren Zeitpunkt wieder aktiv
translatiert werden (Brengues et al. 2005, Arribere et al. 2011). DDX6 ist von zentraler
Bedeutung fiir die P-body-Formierung (Serman et al. 2007, Minshall et al. 2009). Nach
Ernoult-Lange et al. (2012) konnten mRNAs vor ihrer Rekrutierung in P-bodies zunéachst
von spezifischen Faktoren erkannt und anschlieBend durch die Bindung von DDXG6 fiir die

Lokalisierung der mRNAs in P-bodies gekennzeichnet werden.

DDX6 ist in normoxischen MCF-7-Zellen in auffilligen cytoplasmatischen Strukturen
lokalisiert (DDX6-Foci). Unter Hypoxie ist DDX6 deutlich stirker im Cytoplasma verteilt
(Abbildung 3.13). Die VEGF-mRNA zeigt unter Normoxie eine deutlich stirkere Co-
Lokalisierung mit DDX6 als unter Hypoxie. Nicht alle DDX6-Foci co-lokalisieren auch
mit VEGF-mRNA. Um die Natur der granuldren Strukturen niher zu charakterisieren,
wurden Co-Immunfluoreszenz-Fiarbungen von DDX6 und Dcpl durchgefiihrt (Abbildung
3.13C). Es wurden hierbei sowohl Dcpl-positive als auch Dcpl-freie DDX6-Foci
detektiert. Die Zusammensetzung der VEGF-mRNA-positiven DDX6-Foci beziiglich der
Anwesenheit von Dcpl konnte aus technischen Griinden nicht untersucht werden. Bei der
Annahme von VEGF-mRNA-speichernden DDX6-Foci wire ein Ausschluss von Dcpl aus
diesen Strukturen vorstellbar. Die B-Aktin-mRNA zeigt weder unter Normoxie noch unter

Hypoxie eine Co-Lokalisierung mit DDX6 (Abbildung 3.13A).
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Unter Stress-Bedingungen wie oxidativem Stress oder Translations-inhibierenden
Bedingungen werden von unterschiedlichen Zelltypen Stress granules (SG) gebildet, die
Lagerorte fiir translational reprimierte mRNAs darstellen. Auch aus SG konnen
gespeicherte mRNAs sowohl dem mRNA-Abbau als auch dem Translations-Apparat
zugefiihrt werden (Stoecklin und Kedersha 2013, Buchan und Parker 2009). Ein
entscheidender Faktor bei der Bildung von SG ist G3BP1 (Tourriere et al. 2003). Eine Co-
Lokalisierung von DDX6 und G3BP1 ist in MCF-7-Zellen unter den verwendeten
hypoxischen Bedingungen nicht zu beobachten. Somit kann hier die Bildung von Stress
granules ausgeschlossen werden (Abbildung 3.13C). Zudem zeigt G3BP1 weder unter
Normoxie noch unter Hypoxie Co-Lokalisierung mit der VEGF- oder B-Aktin-mRNA
(Abbildung 3.13B).

4.4.1 Zur Interaktion von DDX6 mit der VEGF-5‘UTR

Die Tobramycin-RNA-Affinitdts-Chromatographie mit separater VEGF-5’UTR und -
3’UTR mit normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zell-Extrakten zeigte eine verstirkte
Interaktion von DDX6 mit der VEGF-5"UTR unter Normoxie (Abbildung 3.9). Bei diesem
Nachweis kann zwischen einer direkten Protein-RNA-Bindung und einer indirekten, zum
Beispiel RNA-vermittelten Bindung, nicht unterschieden werden. Um diese Limitation zu
umgehen, wurde die Tobramycin-RNA-Affinitdtschromatographie mit rekombinanten,
gereinigten Proteinen anstelle von Zell-Extrakten durchgefiihrt. Aufgrund der Abwesenheit
weiterer Faktoren kann eine indirekte Interaktion ausgeschlossen werden. Auch mit
gereinigtem His-DDX6 wurde eine bevorzugte Bindung der VEGF-5’UTR festgestellt
(Abbildung 3.14).

Ein Beispiel fiir die Interaktion von DDX6 mit einer 5’UTR ist das IRES der c-Myc-
mRNA. Hier deuten elektronenmikroskopische Aufnahmen darauf hin, dass DDX6 eine
entwindende Aktivitit fiir das c-Myc-IRES-Element besitzt. Die ATPase-Aktivitdt von
DDX6 war in Anwesenheit des c-Myc-IRES grofer als fiir die gesamte c-Myc-5"UTR
(Matsui et al. 2006). Diese Daten deuten darauf hin, dass DDX6 die strukturierte 5’UTR
der c-Myc-mRNA ATP-abhiingig entwindet. Dies setzt moglicherweise die c-Myc-IRES-
Aktivitdat herab. Im Fall der VEGF-mRNA ist eine dhnliche Funktion vorstellbar (siehe
4.4.2).
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Die Bindung von DDX6 an die VEGF-5’UTR ist nicht exklusiv. Es ist auBlerdem eine
Interaktion mit der VEGF-3’UTR sowie mit den Ansidtzen ohne RNA (-) und Kontroll-
RNA (ctrl.) detektierbar (Abbildung 3.14). Diese kann auf eine geringe Bindungsspezifitét
von gereinigtem DDX6 in vitro zuriickzufiihren sein, welche bereits postuliert wurde
(Ernoult-Lange et al. 2012). Es gibt jedoch auch Hinweise, dass DDX6 in der
Tristetraprolin  (TTP)-vermittelten Translationsrepression ARE-haltiger 3’UTRs von
Bedeutung ist. TTP ist in der ARE-vermittelten Regulation der mRNA-Translation und
Stabilitdt involviert und ist zudem, wie DDX6, in P-bodies zu finden (Chang und Tarn
2009). In 293T-Zellen wurde nach DDX6-knock down eine Aufhebung der TTP-
vermittelten Translations-Repression eines Reporter-Konstruktes beobachtet. Durch die
Uberexpression von DDX6 konnte die Repression wieder hergestellt werden (Qi et al.
2012). Effekte von TTP sowie Tisl1b, einem Mitglied der TTP-Familie, auf die VEGF-
Expression wurden bereits gezeigt (Lee et al. 2010; Ciais et al. 2004).

Ebenso wie die elF4A-Variante R362Q, ist auch fiir die dquivalente DDX6-Variante
R426Q (DDX6r426q) eine verringerte RNA-Bindungsaktivitit zu erwarten (Pause und
Sonenberg 1992, Pause et al. 1993, Harnisch 2010). Der Einsatz von His-DDX6gra426q im
Tobramycin-Interaktions-Experiment zeigte wie erwartet keine Bindung an die getesteten
RNAs. Hierbei kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Sekundérstruktur von
DDX6r426q von der nativen Faltung des Wildtyp-DDX6 (DDX6,,) abweicht. Mdgliche
Anderungen in der Sekundirstruktur der Proteinvarianten konnten durch die Aufnahme
von Entfaltungskinetiken in Anwesenheit steigender Denaturantskonzentrationen (z.B.
mittels Circulardichroismus), Oligomerisierungsstudien mittels nativer Gelelektrophorese
oder analytischer Ultrazentrifugation aber auch die Aufklidrung der Protein-Struktur mittels
biophysikalischer Methoden wie Rontgenkristallographie detektiert werden. Des Weiteren
konnten auch die Inkubations-Bedingungen Einfluss auf die Bindung von DDX6,; und
DDX6r426q haben.

HnRNP K bindet in diesem Tobramycin-RNA-Interaktions-Assay ausschlieflich an die
VEGEF-3’UTR. Die Bindung von hnRNP K an die VEGF-3’UTR wurde in UV-Crosslink-

Experimenten mit *P-markierten Transkripten bestitigt (siche Anhang, Abbildung 3.1).
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4.4.2 Zum Einfluss von DDX6 auf die VEGF-IRES-vermittelte Translation in vitro
Rekombinantes, gereinigtes His-DDX6 reprimiert spezifisch die VEGF-IRES-vermittelte
Translation einer Firefly-Luciferase-Reporter-RNA in normoxischen MCF-7-Zell-
Extrakten (Abbildung 3.15). Im hier gezeigten Experiment hat DDX6 einen stark
reprimierenden Einfluss auf die Reporter-RNA mit korrekt orientierter VEGF-IRES.
Weder die 5’Cap-RNA noch die Reporter-RNA mit invertierter VEGF-IRES, welches
keine effiziente Translationsinitiation vermitteln sollte, werden von DDX6 &dhnlich
reprimiert. In in vitro-Translations-Reaktionen mit rekombinantem DDX6 wurde auch die
Translation einer c-Myc-IRES-enthaltenden mRNA gegeniiber einer Kontroll-mRNA
DDX6-Konzentrations-abhédngig inhibiert (Matsui et al. 2006). Eine mogliche Erkldrung
ist die Auflosung der IRES-Sekundirstrukturen durch die Helikase-Aktivitdt von DDX6.
Die Bedeutung der DDX6-Helikase-Aktivitit fiir die 5’Cap-unabhéingige VEGF-mRNA-
Translation konnte zum Beispiel mit der Zugabe einer DDX6-Variante mit verringerter
Helikase-Aktivitidt und/oder ATP-Bindungs-Aktivitit untersucht werden (Minshall et al.
2009).

Die von hnRNP K gebundene VEGF-3’UTR (siehe Anhang, Abbildung A.1) fehlt in den
verwendeten Reporter-RNAs. Die Zugabe von His-hnRNP K zeigt erwartungsgemif3
keinen reprimierenden Effekt auf die Translation dieser Transkripte. Allerdings fiihrt die

His-hnRNP K-Zugabe auch nicht zu unspezifischen Effekten.

4.4.3 Zur VEGF-mRNA -Stabilitiit unter Hypoxie

Unter Hypoxie wird die VEGF-mRNA stabilisiert (Ikeda er al. 1995, Levy et al. 1996a).
Dies geht unter anderem auf die Bindung von HuR und hnRNP L an die VEGF-3’UTR
zuriick (Levy et al. 1998; Shih und Claffey 1999). Die RNA-Stabilitit der VEGF-mRNA
nach DDX6-knock down wurde mittels gqRT-PCR in Actinomycin D-behandelten
normoxischen und hypoxischen MCF-7-Zellen ermittelt (Abbildung 3.16). Die Stabilitit
der VEGF-mRNA in Zellen mit siRNA-vermittelt verringerter DDX6-Menge ist hierbei
mit der Stabilitidt in den Kontroll-transfizierten Zellen vergleichbar. Unter Hypoxie erfolgt
eine Stabilisierung der VEGF-mRNA. Die Stabilitit der VEGF-mRNA unter Normoxie
erscheint jedoch hoher als in anderen Zelltypen beschrieben (Vumbaca et al. 2008; Xin et
al. 2012). Eine mogliche Erkldrung ist die Interaktion des VEGF-mRNA-stabilisierenden

Proteins HuR mit der VEGF-mRNA unter sowohl hypoxischen als auch normoxischen
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Bedingungen (Abbildung 3.8). Aber auch weitere Proteine oder miRNAs, die die mRNA-
Stabilitit beeinflussen, konnen hierbei eine Rolle spielen. Der siRNA-vermittelte knock
down von DDX6 hat bei den genannten Bedingungen weder unter Normoxie noch unter
Hypoxie einen Einfluss auf die VEGF-mRNA-Stabilitdt in MCF-7-Zellen.

Bei Naarmann et al. 2010 wurden die hr15-LOX-mRNA-Mengen nach DDX6-knock down
in Natrium-Butyrat-induzierten K562-Zellen mittels RT-PCR erfasst. Eine Anderung der

Transkriptmenge war hier nicht erkennbar.

4.4.4 Zur VEGF-mRNA-Translation in vivo

Zur Beurteilung des Einflusses von DDX6 auf die VEGF-mRNA-Translation in MCF-7-
Zellen unter Hypoxie in vivo, wurde die Co-Lokalisierung der VEGF-mRNA mit einem
Protein der 60S-Untereinheit des Ribosoms, rpL19, in DDX6-knock down-Zellen
untersucht (Abbildung 3.17). Die siRNA-vermittelte Verringerung der DDX6-Menge fiihrt
unter Normoxie zu einer deutlich verstirkten Co-Lokalisierung der VEGF-mRNA mit
rpL19. Dies deutet auf eine bessere Translation der VEGF-mRNA auch unter Normoxie
hin, wenn die Menge an zu Verfiigung stehendem, reprimierendem DDX6 herabgesetzt
wird. Unter Hypoxie ist die Co-Lokalisierung der VEGF-mRNA mit rpL19 in den
Kontroll-Zellen mit der Situation in DDX6-knock down-Zellen unter Normoxie
vergleichbar. Die Hypoxie-Behandlung konnte somit zu einer Aktivierung der VEGF-
mRNA-Translation fiihren, die durch den DDX6-knock down noch verstiarkt wird.

Die B-Aktin-mRNA zeigt ein DDX6-unabhingiges Co-Lokalisierungs-Verhalten mit
rpL19 unter Normoxie. Unter Hypoxie ist die Co-Lokalisierung mit rpL19, DDX6-
unabhiingig, verringert.

Um den Einfluss von DDX6 auf die Translation der VEGF-mRNA zu bestitigen, wurde
von hypoxischen MCF-7-Zellen nach DDX6-knock down eine Polysomen-Gradienten-
Analyse durchgefiihrt (Abbildung 3.18). Die qRT-PCR-Quantifizierung der VEGF-
mRNA-Verteilung in den Fraktionen des Polysomen-Gradienten der MCF-7-Zellen, die
nach siRNA-vermittelter Verringerung der DDX6-Menge unter Hypoxie inkubiert wurden,
bestitigt die Ergebnisse aus den Co-Lokalisierungs-Studien (Abbildung 3.17). Bereits in
Kontroll-Zellen ist die VEGF-mRNA gegeniiber der -Aktin-mRNA in Fraktionen hoherer

Dichte verschoben. Die verringerte DDX6-Menge fiihrt zu einer weiteren Steigerung der
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VEGF-mRNA-Menge in diesen Fraktionen, was auf eine bevorzugte Translation der
VEGF-mRNA unter diesen Bedingungen hindeutet.

Glucose-Depletion in S. cerevisiae resultierte, dhnlich den hypoxischen Bedingungen in
MCEF-7-Zellen, in einer Inhibition der Translation sowie in einer Akkumulation freier 80S-
Ribosomen in Polysomen-Gradienten. In einem Hefestamm mit Dhhlp-knock out, dem
DDX6-Ortholog in der Bickerhefe, war diese 80S-Akkumulation weniger stark ausgeprigt
(Abbildung 3.2; Coller und Parker 2005). Die Galaktose-induzierte Uberexpression von
Dhhlp fiihrte umgekehrt zu mehr freien 80S-Ribosomen, was in vermindertem Wachstum
der verwendeten Hefe-Zellen resultierte. Am Beispiel der PGK1- und RPL41a-mRNA
wurde gezeigt, dass diese mMRNAs bei Dhh1p-Uberexpression in die untranslatierten RNP-
Fraktionen bzw. in die Polysomen-Fraktionen geringerer Dichte verschoben wurden. Die
Zugabe von rekombinantem GST-Dhhlp zu translationskompetenten Extrakten fiihrt zur
Inhibition der Translation einer Luciferase-Reporter-RNA (Coller und Parker 2005).

In murinen Hippocampus-Zellen co-immunoprizipitiert die HIF-1la-mRNA unter
Normoxie deutlich stiarker mit DDX6 als unter Hypoxie. Diese Co-Immunoprizipitation
wird vermutlich mafBgeblich durch die direkte Interaktion von DDX6 mit der HIF-1a-
5’UTR vermittelt. Die HIF-1a-IRES vermittelte Translation einer bicistronischen
Reporter-RNA nimmt nach siRNA-vermittelter Verringerung der DDX6-Menge um das
circa 2,5-fache zu (Saito et al. 2011, siehe unten). Dies deutet darauf hin, dass DDX6 auch

an der Translation weiterer mRNAs unter hypoxischen Bedingungen beteiligt ist.

4.4.5 Zum Einfluss von DDX6 auf die VEGF-Produktion in vivo

Die Abnahme der DDX6-Menge nach siRNA-Transfektion fithrt sowohl unter Normoxie
als auch unter Hypoxie zu einer erhohten VEGF-Konzentration in MCF-7-Zelliiberstéinden.
Die Zunahme entspricht circa 100% gegeniiber den Kontrollen (Abbildung 3.19). In der
Brustkrebszelllinie MDA-MB-435S konnte fiir den siRNA-vermittelten knock down des
VEGF-3’UTR-bindenden Faktors NF-90 ein @hnlicher Anstieg ermittelt werden (Vumbaca
et al. 2008). Die Tetrazyklin-induzierte Uberexpression von PAIP2 fiihrte zu einem
VEGF-Anstieg von circa 50% (Onesto et al. 2004).

Um zu priifen, ob die Verdnderungen in den VEGF-Konzentrationen einen Einfluss auf
den Vaskularisierungsprozess haben, wurden humane Endothelzellen aus der

Nabelschnurvene (HUVEC) in einem Tube formation assay eingesetzt. Es wurde bereits
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zuvor gezeigt, dass VEGF HUVEC zur Ausbildung zirkuldrer Strukturen (Tubes)
stimulieren kann. Diese Ausbildung der Tubes wird vor allem durch den VEGF-Rezeptor 2
vermittelt (Saito et al. 2003; Yang et al. 2001). Die Inkubation von MCF-7-Zellen unter
Hypoxie fiihrt ausschlieflich in Kulturiiberstanden von DDX6-knock down-Zellen zu einer
Zunahme an VEGF, die ausreichend ist, um die Anzahl von Tubes zu erhohen. Die Tubes-
Zunahme betrigt circa 40%. Die Neutralisierung durch VEGF-spezifische Antikorper
zeigt, dass dieser Effekt auf die Wirkung von VEGF und nicht auf weitere Faktoren
zuriickzufiihren ist (Abbildung 3.20). Diese Experimente geben einen ersten Hinweis
darauf, dass die Reduktion der DDX6-Menge unter ldnger anhaltender Hypoxie zu einer
Aktivierung der VEGF-Expression fithren konnte. Die VEGF-Mengen in Geweben sind
sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen von groBer Bedeutung

fiir eine koordinierte Ausbildung der Vaskulatur.
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

VEGF wird unter Normoxie nur gering exprimiert. Hypoxie induziert die VEGF-
Transkription, erhoht die mRNA-Stabilitdt und verbessert die Translation. Die hierzu
fiihrenden regulatorischen Mechanismen sind noch nicht vollstindig aufgeklirt.

Nach Etablierung eines in vitro-Translationssystems aus MCF-7-Zellen, die unter
normoxischen oder hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, konnte mit Hilfe eines
Tobramycin-RNA-Affinititschromatographie-Ansatzes die RNA-Helikase DDX6 als
VEGF-mRNA-bindendes Protein identifiziert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um eine direkte Interaktion von DDX6 mit
insbesondere der VEGF-5’UTR handelt. Wihrend die VEGF-mRNA-Menge unter
Hypoxie zunimmt, nimmt die Menge an DDX6 ab. Die unter Normoxie beobachtete Co-
Lokalisierung von DDX6 mit der VEGF-mRNA ist unter Hypoxie deutlich herabgesetzt.
Rekombinantes, gereinigtes His-DDX6 reprimiert in vitro spezifisch die VEGF-mRNA-
Translation. Die siRNA-vermittelte Verringerung der DDX6-Menge in MCF-7-Zellen
erhoht hingegen die Translation der VEGF-mRNA unter Hypoxie, was in einem Anstieg
der VEGF-Menge im Kulturiiberstand resultiert. Die Stabilitit der VEGF-mRNA wird
hierbei durch den DDX6-knock down nicht beeinflusst.

Neben DDX6 wurden in der vorliegenden Arbeit noch weitere VEGF-mRNA bindende
Proteine mittels Tobramycin-RNA-Affinitdtschromatographie identifiziert. Diese konnen
in spdteren Studien analog zu den gezeigten Experimenten verifiziert werden.

Dariiber hinaus ist der Mechanismus der DDX6-vermittelten Repression der Translation
fir die VEGF-mRNA nicht aufgeklidrt. Daten zu weiteren beteiligten Proteinen konnten
dazu beitragen, das Verstdndnis der Translations-Regulation unter Hypoxie zu verbessern.
Zur lIdentifizierung von DDX6-interagierenden Proteinen konnte beispielsweise eine
Immunoprizipitation von DDX6 aus RNase-behandelten Zellextrakten erfolgen. Alternativ
ist auch eine Immobilisierung von rekombinantem DDX6 mit diesen Zellextrakten
vorstellbar.  Interagierende Proteine konnen anschlieBend massenspektrometrisch
identifiziert werden.

DDXG6 interagiert direkt mit der VEGF-mRNA. Die Immunoprizipitation von DDX6 aus
z.B. MCF-7-Zellen, die unter Normoxie und Hypoxie kultiviert wurden, konnte iiber
weitere, von DDX6 gebundene mRNAs Aufschluss geben. Hierzu liefen sich die co-

immunoprazipitierten mRNAs zundchst isolieren und anschlieBend mittels Deep
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Sequencing (RNA-Seq) identifizieren (Sephton et al. 2011). Wie fiir das VEGF-3’UTR-
bindende Protein hnRNP L kiirzlich angewendet, kann auch eine kovalente Verkniipfung
(crosslinking) von Protein und mRNA mit Immunoprizipitation und Deep Sequencing
kombiniert werden (Rossbach et al. 2014). Mit Hilfe dieser Ansitze konnen Informationen
zu eventuell umfangreicheren, regulatorischen Funktionen von DDX6 in der
Translationsregulation unter Hypoxie gewonnen werden.

Unabhingig von DDXG6 ist auch die Identifizierung komplexer regulatorischer mRNA-
Motive durch sogenanntes Occupancy profiling moglich. Hierbei kann das Protein-mRNA-
Interaktom ebenso aufgeklirt werden, wie transkriptom-weite cis-regulatorische Elemente
(Baltz et al. 2012). Die Anwendbarkeit fir MCF-7-Zellen wurde bereits in einer
vergleichenden Studie mit HEK293-Zellen gezeigt (Schueler et al. 2014). So liee sich
mittels differentiellem occupancy profiling beispielsweise der Unterschied im Protein-
mRNA-Interaktom und zugrunde liegende cis-regulatorische FElemente zwischen
Normoxie und Hypoxie in MCF-7-Zellen identifizieren.

Neben DDX6-interagierenden Proteinen oder mRNAs ist die Regulation der DDX6-Menge
unter Hypoxie in MCF-7-Zellen selbst noch nicht aufgeklirt. In HEK293-Zellen, die unter
hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, steigt die miRNA130a/b-Menge um etwa das
zweifache an (Saito et al. 2011). Nach pre-miRNA130a/b-Transfektion nimmt die DDX6-
Menge hingegen deutlich ab. Mit Hilfe von in vitro-Translationsexperimenten wurde
gezeigt, dass die Translation einer DDX6-3’UTR-enthaltenden Reporter-RNA in
miRNA130a/b-transfizierten HEK293-Zellen herabgesetzt ist (Saito et al. 2011). In MCF-
7-Zellen ist die miRNA130b allerdings nicht Hypoxie-sensitiv, was abweichende
Regulationsmechanismen in MCF-7-Zellen erwarten lidsst (Kulshreshtha et al. 2007). Bei
einer post-transkriptionellen Regulation der DDX6-Expression lieen sich Studien, analog

zu den in dieser Arbeit fiir die VEGF-mRNA gezeigten, durchfiihren.
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4E-BP
Ang
APS
ARE
ATP
AU
AUF1

bp

CAT
cDNA
ctrl.

DAPI
dd
DEPC
DICE
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DSMZ
DTT

E.coli
EC
EDTA
EGF
EGTA
elF
ELISA
ER
etal.
EZM

FBS
FGF
FITC

G3BP1
GAP
GAPDH
GEF

elFAE-bindendes Protein

Angiotensin

Ammoniumpersulfat

AU-reiches Element (AU-rich element)
Adenosintriphosphat
Absorptions-Einheiten (absorbance units)
AU-rich element RNA binding protein 1

Basenpaar

Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
komplementire DNA
Kontrolle (control)

4,6-Diamino-2-phenylindol

doppelt destilliert

Diethylpyrocarbonat

Differentiation control element

Dulbecco’s modified eagle medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonukleosid-Triphosphat

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol

Escherichia coli

Endothelzellen
Ethylendiamintetraessigsidure

epidermal growth factor
Ethylenglycoltetraessigsidure
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor
enzym-linked immuno-sorbent assay
Ostrogen-Rezeptor

et alii

extrazelluldre Matrix

Fotales bovines Serum
final concentration
fibroblastic growth factor
Fluorescein-Isothiocyanat
Volllange (full length)

Ras-GAP-SH3-Doméinen-bindendes Protein 1
GTPase-aktivierendes Protein
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
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HEPES
HER
HIF
hnRNP
HRE
HRP
HSR
HUVEC

IDC
IL
IRES
ITAF

kb

KH

Luc

MCF
MDM
Met
min
miR
MN
MOPS
MRE
mRNA

NCBI
NF
NRP
nt

ORF

PAGE
PAIP2
PBS
PCR
PDGF
PERK
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Guanosin-Triphosphat

Stunde(n)

Hypoxie
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
Hypoxie-induzierbarer Faktor

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein

hypoxia responsive element

Meerrettich-Peroxidase (horse raddish peroxidase)
Hypoxie-stabilisierende Region (hypoxia stabilizing region)
human umbilical vein endothelial cell

invasives Ductus-Karzinom

Interleukin

internal ribosome entry site

IRES-trans-agierender Faktor (IRES trans acting factor)

Kilobasenpaar
Kilo-Dalton
hnRNP K-Homologie

Luciferase

Michigan cancer foundation

mouse double minute

Methionin

Minute(n)

micro-RNA

Micrococcus Nuklease
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
microRNA responsive element
messenger RNA

Normoxie

National Center for Biotechnology Information
nuclear factcor

Neurophilin

Nukleotid

offener Leserahmen (open reading frame)

poly-Adeninsequenz

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly(A)-bindendendes Protein-interagierendes Protein 2
Phosphat-gepufferte Saline

Poymerase-Kettenreaktion

platelet-derived growth factor

pancreatic ER elF2 o kinase
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PHD
PMSF
PKR
PIGF
PPIA
PVDF

qRT-PCR

r15-LOX
RBP
RNA
RNAi
rRNA
RT-PCR

SDS
siRNA
SL
sORF

TEMED
TBE
TBST
TGF
TNF
Tob
Tris
tRNA

uORF
UTR
uv

VEGF
VEGFR

VHL
VRS

Prolyl-Hydroxylase-Doménen-enthaltendes Protein
Phenyl-methyl-sulfonylfluorid

dsRNA-aktivierte Protein-Kinase

plazentaler Wachstumsfaktor
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase A
Polyvinylidendifluorid

quantitative RT-PCR

Retikulocyten-15-Lipoxygenase

RNA-bindendes Protein

Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

ribosomale RNA

Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

Natrium-Dodecyl-Sulfat

small interfering RNA
Haarnadel-Struktur (stem loop)
short ORF

Tetramethylethylendiamin
Tris-Borat-EDTA

Tris-buffered saline with Tween-20
Transforming growth factor
Tumornekrosefaktor

Tobramycin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
transfer RNA

upstream ORF
untranslatierter Bereich (untranslated region)
Ultraviolett

6. Abkiirzungsverzeichnis

Vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth

factor)
VEGEF-Rezeptor
von Hippel-Lindau-Protein

VEGF-regulatorisches Segment (VEGF regulatory segment)
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Anhang

Anhang

Tabelle A.1: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide und deren Klonierung

Nr.

Bezeichnung

Klonierungsstrategie

1

6)

10

pVEGF-5"UTR

pVEGF-3'UTR

pVEGF-FF

pVEGF,,,-FF

pVEGF-FF-p(A)

pVEGF-3’1

pVEGF-3"2

pVEGF-3’3

pVEGF-FF-
Kontrolle

pVEGF-FF-
3 UTR(fl)

Die VEGF-5’UTR wurde mit den Oligonukleotiden VEGF-5’UTR
vor und VEGF-5"UTR riick mittels PCR aus humaner, genomischer
HEK 293 DNA amplifiziert. An den durch die verwendeten
Oligonukleotide angefiigten Restriktionsstellen wurden mit Hilfe der
Restriktions-Enzyme Kpnl und Xhol Uberhinge generiert, iiber die
das Amplifikat mit einem ebenfalls Kpnl-Xhol-behandeltem
pBluescript KS II (+) ligiert wurde.

Die VEGF-3’UTR wurde mit den Oligonukleotiden VEGF-3’UTR
vor und VEGF-3’UTR riick mittels PCR aus humaner image-Klon-
DNA BC065522 amplifiziert. Uber die mit Hilfe der Oligonukleotide
angefiigten Pstl-Schnittstellen wurde die humane VEGF-3’UTR in
den pBluescript KS II (+) eingebracht.

Der Luciferase-ORF aus pT3-Luc (lizuka et al. 1994) mittels
Xhol/BamHI prapariert. pVEGF-5’UTR wurde mit Xhol/Pstl verdaut.
Vektor und Luciferase-ORF wurden nach Entfernung der Uberhiinge
mittels Klenow-Fragment ligiert. Xhol- und PsfI-Schnittstelle blieben
erhalten.

Die VEGF-5’UTR wurde via Kpnl und Xhol aus pVEGF-5’UTR
pripariert und, nach der Entfernung der Uberhinge mittels T4-DNA-
Polymerase, mit dem identisch behandelten Vektor pT3-Luc (lizuka
et al. 1994) ligiert.

Der Vektor pVEGF-5’UTR und der Luciferase-ORF inklusive einer
A98-Sequenz aus pT3-Luc-p(A) (lizuka et al. 1994) wurden, wie
unter pVEGF-FF beschrieben, pripariert und ligiert. Die Psrl-
Schnittstelle wurde hierbei zerstort.

pVEGF-3’UTR wurde mit den Restriktionsenzymen PsfI und Dralll
sequentiell verdaut. Die Nukleotide 1-582 der VEGF-3’UTR wurden
mittels Gelextraktion aufgereinigt. Die entstandenen Uberhinge
wurde enzymatisch mittels T4-DNA-Polymerase entfernt und mit
dem Smal-geschnittenen Vektor pBluescript KS II (+) ligiert.

pVEGF-3’UTR wurde mit den Restriktionsenzymen Dralll und
BamHI sequentiell verdaut. Die Nukleotide 586-1178 der VEGF-
3’UTR wurden mittels Gelextraktion aufgereinigt. Die enstandenen
Uberhinge wurde enzymatisch mittels T4-DNA-Polymerase entfernt
und mit dem Smal-geschnittenen Vektor pBluescript KS II (+) ligiert.

pVEGF-3’UTR wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Pstl
sequentiell verdaut. Die Nukleotide 1179-1923 der VEGF-3’UTR
wurden mittels Gelextraktion aufgereinigt. Das Fragment wurde mit
dem BamHI/Pstl-geschnittenen Vektor pBluescript KS II (+) ligiert.

Als Kontrolle wurden die Nukleotide 1-600 der humanen c-Src
mRNA-3’UTR eingesetzt (Naarmann et al. 2008). Das Fragment
wurde nach dem enzymatischen Entfernen der Uberhiinge mittels T4-
DNA-Polymerase in die PstI-Schnittstelle von pVEGF-FF kloniert.

Die VEGF-3’UTR wurde mittels PsfI und Gelextraktion aus pVEGF-
3’UTR generiert und in die PstI-Schnittstelle von pVEGF-FF ligiert.




Fortsetzung Tabelle A.1

Anhang

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

pVEGF-FF-3’1

pVEGF-FF-3"2

pVEGF-FF-3°3

pVEGF-FF-
3 UTR({)-p(A)

pVEGEF-FF-
Kontrolle-p(A)

pVEGF-FF-3’1-p(A)

pVEGF-FF-3"2-p(A)

pVEGF-FF-3’3-p(A)

pRen-VEGF-FF-

p(A)

pSL-Ren-VEGF-FF-
p(A)
pRen-FF-p(A)

pSL-Ren -FF-p(A)

pTob-VEGF-5"UTR

Das Fragment 3’1 wurde mittels BamHI/PstI-Behandlung aus
pVEGF-3’1 pripariert und nach Beseitigung der Uberhiinge in die
T4-DNA-Polymerase-behandelte PstI-Schnittstelle von pVEGF-FF
ligiert.

Das Fragment 3’2 wurde mittels BamHI/Pstl-Behandlung aus
pVEGF-3’2 pripariert und, nach Beseitigung der Uberhiinge mit
Hilfe der T4-DNA-Polymerase, mit dem Vektor pVEGF-FF,
behandelt wie bei pVEGF-FF-3’1 beschrieben, ligiert.

Das Fragment 3’3 wurde mittels BamHI/Pstl-Behandlung aus
pVEGF-3’3 pripariert und, nach Beseitigung der Uberhiinge mit
Hilfe der T4-DNA-Polymerase, mit dem Vektor pVEGF-FF,
behandelt wie bei pVEGF-FF-3’1 beschrieben, ligiert.

In die Norl-Schnittstelle von pVEGF-FF-3’UTR(fl) wurden die
Schnittstellen Ncol und Hindlll mit Hilfe von DNA-
Oligonukleotiden inseriert. Der so generierte Vektor wurde mit Ncol
geschnitten und die Uberhinge mit Klenow-Fragment entfernt. Ein
A98-haltiges DNA-Fragment wurde via EcoRl/BamHI prépariert, die
Uberhiinge entfernt und mit dem Vektor ligiert.

Die VEGF-3’UTR wurde aus pVEGF-FF-3’UTR via Pstl entfernt.
Die Uberhiinge am Vektor wurden mittels Klenow-Fragment entfernt
und der Vektor mit den Nukleotiden 1-600 der humanen c-Src-
mRNA-3"UTR ligiert.

Der Vektor wurde, wie in pVEGF-FF-Kontrolle-p(A) beschieben,
prapariert. Das VEGF-3’UTR-Fragment 3’1 wurde, wie fiir pVEGF-
FF-3’1 beschrieben, behandelt und mit dem Vektor ligiert.

Der Vektor wurde, wie in pVEGF-FF-Kontrolle-p(A) beschieben,
prapariert. Das VEGF-3’UTR-Fragment 3’2 wurde, wie fiir pVEGF-
FF-3°2 beschrieben, behandelt und mit dem Vektor ligiert.

Der Vektor wurde, wie in pVEGF-FF-Kontrolle-p(A) beschieben,
prapariert. Das VEGF-3’UTR-Fragment 3’3 wurde, wie fiir pVEGF-
FF-3’3 beschrieben, behandelt und mit dem Vektor ligiert.

In die Kpnl-Schnittstelle von pVEGF-FF-p(A) wurden je eine Pstl-
und HindllI- Restriktionsschnittstellen eingefiihrt. In diese wurde der
PCR-amplifizierte Renilla reniformis-Luciferase-ORF integriert.

Basierend auf pRen-VEGF-FF-p(A) wurde in die PstI-Schnittstelle
mittels DNA-Oligonukleotiden eine Haarnadelstruktursequenz
(Thoma et al. 2004) eingebracht.

Der Renilla reniformis-Luciferase-ORF wurde via Kpnl-Verdau aus
pRen-VEGF-FF-p(A) prépariert und mit dem Kpnl-geschnitten pT3-
Luc-p(A)-Vektor ligiert.

Die Haarnadelstruktursequenz und der Renilla reniformis-Luciferase-
ORF wurden via Kpnl-Verdau aus pSL-Ren-VEGF-FF-p(A)
prapariert und mit dem Kpnl-geschnitten pT3-Luc-p(A)-Vektor
ligiert.

Das Tobramycin-Aptamer (J6f1, Hartmuth ef al. 2002, Jiang et al.
1998) wurde mittels DNA-Oligonukleotiden in den Kpnl-
geschnittenen Vektor pVEGEF ligiert.
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Fortsetzung Tabelle A.1

24 pTob-VEGF-3’UTR Die VEGF-5UTR wurde mittels Xhol/Spel-Verdau und
Gelextraktion aus pTob-VEGF-5’UTR entfernt. Die VEGF-3’UTR
wurde via Psfl-Verdau aus pVEGF-3’UTR prépariert. Nach
Beseitigung der Uberhinge mittels T4-DNA-Polymerase wurde die
VEGF-3’UTR mit dem Vektor ligiert.

25 pTob-Kontrolle Der Vektor wurde wie fiir pTob-VEGF-3’UTR beschrieben
vorbereitet. Das Xhol-Fragment aus pKS-Glob (Naarmann et al.
2013) wurde, nach Beseitigung der Uberhiinge mittels T4-DNA-
Polymerase, mit dem Vektor ligiert.

26  pTob-Kontrolle 2 Die Nukleotide 129 bis 405 der HIF-1a-5’UTR-Fragment wurden
mit den Primern HIFla-5’UTR-Fragment hin/riick von MCEF-7-
cDNA amplifiziert und wie fiir pTob-VEGF-3’UTR mit dem Vektor
ligiert.

27  pTob-VEGF-sORF In den Vektor pVEGF-5’UTR wurde sukzessive mit Hilfe von
synthetisierten DNA-Oligonukleotiden zunidchst der kurze ORF
(sORF) in Xhol/HindIIl und anschlieBend das Tobramycin-Aptamer
(J6f1) in die Kpnl-Schnittstelle eingebracht. Die via Pstl aus pVEGF-
3’UTR priparierte VEGF-3’UTR wurde abschlieBend in die Pstl-
Schnittstelle des Vektors integriert.

Zusammengefasst sind die Bezeichnung der Plasmide und die angewandte Klonierungsstrategie.
Verwendete Abkiirzungen: p (Plasmid), KS (pBluescript KS II +), FF (Glithwiirmchen/Firefly-
Luciferase), p(A) ((A)os-Sequenz), CAT (Chloramphenicol-Acetyltransferase), Ren (Renilla
reniformis-Luciferase), SL (Haarnadelstruktur), SORF (kurzer, artifizieller offener Leserahmen),
Tob (Tobramycin-Aptamer, J6f1)
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Tabelle A.2: DNA-Oligonukleotide zur Klonierung

Name Orientierung  Sequenz

VEGE.S'UTR hin 5’-CGGGGTACCAGCGCAGAGGCTTGGGGC-3’
riick 5’-CGGCTCGAGGGTTTCGGAGGCCCGACCGGG-3’

VEGE3"UTR hin 5’-AAAACTGCAGCAGATGTGACAAGCCGAG-3’

- riick 5’-TTTTCTGCAGAACCAAGAGGAGCTTTGAGAT-3’
Renilla reniformis  hin 5’-CGGCTGCAGATGGCTTCGAAAGTTTATGA-3’
Luciferase ORF  riick 5’-CGGAAGCTTCTAGATAGATCTTTGTTCATTTT-3'T

hin 5’-GGTACCGGCTTAGTATAGCGAGGTTTAGCTACACT
Tobramycin- CGTGCTGAGCCACTGGGCCAGTCTCGAGGGTACC-3’
Aptamer riick 5’-CCTCGAGACTGGCCCAGTGGCTCAGCACGAGTG
TAGCTAAACCTCGCTATACTAAGCCGGTAC-3’
?SaLa)maFlelljthukmf hin 5’-GGGAGCGCCCAGATCTGGGCGCTCCGGCTGCA-3’
mit Pstl-
Uberhéingen riick 5’-GCCGGAGCGCCCAGATCTGGGCGCTCCCTGCA-3’
hin 5’-GCTTATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATG
ORF ATGATGATGATGTGAA-3’
riick 5’-GCTTTCACATCATCATCATCATCATCTTATCGTCG
TCATCCTTGTAATCCATA-3’
HIF10-5UTR-

Fragment (Galban
et al. 2008)

hin

riick

5’-TCGTCTGAGGGGACAGGA-3’
5’GGTGAATCGGTCCCCGCTATGT-3’




Tabelle A.3: DNA-Oligonukleotide zur DNA-Sequenzierung

Name

Sequenz

T3 -Promoter
T7-Promoter

Firefly read out seq

Firefly go up seq
VEGF-3’UTR seq 1
VEGF-3’UTR seq 2
VEGF-3"UTR seq 3
VEGF-3’UTR seq 4
VEGF-3"UTR seq 5
VEGF-3"UTR read out seq
Ren read out seq
VEGF-5"UTR read out seq
IRES B read out seq

5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCG-3’
5’-GAGGACCTATGATTATGTCCG-3’
5’-CCATCCTCTAGAGGATAGAATGG-3’
5’-ACTCTGGCATGATCTTTT-3’
5’-ACTGCCTGGAAGATTCAG-3’
5’-ATTGTGGAGGCAGCGAAA-3’
5’-CATTCCTTTGAAATAAGG-3’

5 -ATTGGTGCTACTGTTTAT-3’
5’-CACGTCTTTGTCTCTAGTGCAG-3’
5’-GCTCGAACTTTACTCTGTC-3
5’-GCGAGAAGTGCTAGCTCGG-3’

5’-GGCAAAGTGAGTGACCTGCTTTTGGG-3’

Anhang
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Tabelle A.4: Antikorper fiir Western blot-Analysen und ELISA

Antikorper Spezies Verdiinnung (Diluent) Hersteller (Ort)
Produktnummer
GAPDH Maus 1/5000 (TBST, 5% Milch) Abcam (Cambridge UK)
6C5/8245-100
hnRNP K Maus 1/5000 (TBST, 5% Milch) Santa Cruz (Heidelberg)
Klon D6 — sc28380
hnRNP L Maus 1/200 (TBST, 5% Milch) Santa Cruz (Heidelberg)
Klon 4D11 —sc32317
HuR Maus 1/200 (TBST, 5% Milch) Santa Cruz (Heidelberg)
Klon 3A2 — sc5261
AUF-1 Kaninchen 1/1000 (PBST, 5% BSA) Merck Millipore (USA) 07-260
Vinculin Maus 1/3000 (TBST, 5% Milch) Sigma-Aldrich (USA)
V9131
HIF-1a Maus 1/1000 (TBS 0,1% Tween, BD bioscience (Heidelberg)
5 % BSA) 54/HIF-10/610958
Histon H3 Kaninchen  1/2000 (TBST, 5% Milch) Abcam (Cambridge UK) ab1791
DDX6 Kaninchen  1/5000 (TBST, 5% Milch) Novus biologicals NB200-191
G3BP1 Maus 1/5000 (TBST, 5% Milch) Santa Cruz
sc-81940
DuoSet-Humanes siche Material und Methoden R&D Systems (USA)
VEGF DY293B
Anti-Maus, Schaf 1/5000 (TBST, 5% Milch) GE Healthcare (USA)
Sekundér-Antikorper NXA931
Anti-Kaninchen, Esel 1/2000 (TBST, 5% Milch) GE Healthcare (USA)
Sekundir-Antikorper NA934
GAPDH (Glycerin-Aldehyd-3-Phosphatdehydrogenase), hnRNP (heterogenes, nukleéres

Ribonukleoprotein), HuR (ELAVL1), AUF-1 (hnRNP D), HIF-1a (Hypoxie-inudzierbarer Faktor 1 a),
DDX6 (DEAD-Box-Helikase 6), G3BP1 (Ras-GTPase-aktivierendes Protein SH3 Doméinen-bindendes
Protein (G3BP), TBST (Tris-gepufferte Saline mit 0,05% Tween-20), PBST (Phosphat-gepufferte Saline
mit 0,05% Tween-20), BSA (Bovines Serumalbumin)
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Tabelle A.5: DNA-Sonden fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Name Sequenz
VEGF-mRNA 5/*-TGTAGGAAGCTCATCTCTCCTATGTGCTGG-*3 "
B-Aktin-mRNA 5/*-TTTCTCCATGTCGTCCCAGTTGGTGACGAT-*3"’

Die am 5’- und 3’-Ende biotinylierten (*) Desoxyribonukleotide sind komplementéir zu

Bereichen der VEGF-mRNA (Nukleotide 1380 - 1409) beziehungsweise [-Aktin-mRNA
(Nukleotide 307 - 336)

Tabelle A.6: Antikorper fiir Imnmunfluoreszenz-Fiarbungen in MCF-7-Zellen.

Verdiinnung Hersteller (Ort)
Antikorper Spezies
(0,2% BSA in PBS)  Produktnummer
rpL19 Ziege 1/400 Santa Cruz (Heidelberg)
sc-131342
HIF-10 Maus 1/50 BD bioscience (Heidelberg)
54/HIF-10/610958
DcplA Maus 1/400 Abnova (Taiwan)
MO06, Klon 3G4
DDX6 Kaninchen 1/400 Novus biologicals (USA)
NB200-191
G3BP1 Maus 1/400 Santa Cruz (Heidelberg)
sc-81940

Tabelle A.7: Sekundirantikorper fiir Inmunfluoreszenz-Fiarbungen

: . Verdiinnung Hersteller (Ort)
Antikorper Spezies Fluoreszenz-

Markierung (0,2% BSA in PBS)

Anti-Maus Ziege FITC 1/200 Dianova (Hamburg)
Anti-Maus Esel Cy3 1/800 Dianova (Hamburg)
Anti-Kaninchen =~ Maus Cy3 1/400 Dianova (Hamburg)

Anti-Ziege Esel Cy5 1/400 Dianova (Hamburg)
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Abbildung A.1: His-hnRNP K interagiert direkt mit der VEGF-
mRNA-3’UTR.

UV-crosslink-Experimente mit rekombinantem, gereinigtem His-
hnRNP K an **P-markierten, in vitro-transkribierten RNAs. Die Ansitze
wurden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach UV-induzierter
Verkniipfung der RNA-Protein-Komplexe wurden die RNAs mit Hilfe
von RNasen degradiert. AnschlieBend wurden die Ansitze mittels SDS-
PAGE getrennt und autoradiographisch ausgewertet. A) UV-crosslink-
Experimente mit rekombinantem, gereinigtem His-hnRNP K an 32P-
markierten, in vitro-transkribierten RNAs. B) 32p_markierte VEGF-
3’UTR wurde mit His-hnRNP K in Anwesenheit von unmarkierten
RNAs inkubiert. C) *P-markierte Fragmente der VEGF-3'UTR wurden
mit His-hnRNP K inkubiert. DICE (differentiation control element der
r15-Lox-mRNA-3’UTR), 5’UTR (VEGF-5’UTR), 3°(fl) (VEGF-
3’UTR), ctrl.1 (c-Src-3’UTR, Nukleotide 1-600), ctrl.2 (Globin 5’UTR-
Fragment), 3’1 (Nukleotide 1-582), 32 (Nukleotide 586-1178), 33
(Nukleotide 1179-1923)
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Abbildung A.2: Nachweis von hnRNP K- und AUF-1 knock down mittels
Western blot.

Der siRNA-vermittelte knock down von hnRNP K und AUF-1 wurde mittels
Western blot aus normoxischen und hypoxischen Tritonlysaten 72h nach
Transfektion erfasst (10ug/Spur). — (nicht-transfiziert), Mock (Transfektion ohne
siRNA), ctrl. (Transfektion mit einer Kontroll-siRNA), hnRNP K (Transfektion
mit einem siRNA-Mix bestehend aus 3 siRNAs gegen hnRNP K), AUF-1 #1/4#2
(Transfektion mit siRNAs 1 und 2 gegen AUF-1). Nachweis von Vinculin als
Ladekontrolle.
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Abbildung A.3: Nachweis des DDX6-knock downs mittels Western blot.

Der siRNA-vermittelte knock down von DDX6 wurde mittels Western blot aus
normoxischen und hypoxischen Tritonlysaten 72h nach Transfektion erfasst
(10pg/Spur). — (nicht-transfiziert), Mock (Transfektion ohne siRNA), ctrl.
(Transfektion mit einer Kontroll-siRNA), DDX6 #1/#2 (Transfektion mit siRNAs
1 und 2 gegen DDX6). Nachweis von Vinculin als Ladekontrolle.
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Abbildung A.4: Etablierung der Micrococcus-Nuklease-Behandlung von
translationskompetenten, cytoplasmatischen MCF-7-Zell-Extrakten.
Cytoplasmatische MCF-7-Zell-Extrakte wurden fiir 6 beziehungsweise 10 Minuten
mit 0,4U Micrococcus-Nuklease (MN) pro 60ug (beziiglich Gesamtprotein)
Zellextrakt mit ansteigenden Calcium-Acetat-Konzentrationen bei 25°C inkubiert.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von EGTA (Endkonzentration war die
jeweilige zweifache Calcium-Acetat-Konzentration) und Uberfithren auf Eis
gestoppt. Die MN-behandelten Extrakte wurden anschlieBend fiir die in vitro-
Translation einer 5’Cap-FF-Luciferase-p(A)-Reporter-RNA verwendet (siehe
Material und  Methoden, Abschnitt 2.9) beziehungsweise  mittels
Agarosegelektrophorese die zuvor préparierte Gesamt-RNA (28S und 18S-rRNA)
analysiert. Die Darstellung der Translationsaktivitit erfolgte relativ zum
unbehandelten Extrakt (Eis). Die Stabilitdt der GAPDH-mRNA wurde mittels RT-
PCR erfasst. Vor der RNA-Extraktion wurde in vitro-transkribierte CAT-RNA als
exogene Kontrolle zugegeben.

RT-PCR
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Abbildung A.5: Einfluss der 5’Cap-Struktur auf die in vitro-Translation von
Reporter-RNAs in Micrococcus-Nuklease-behandeltem, cytoplasmatischen MCF-7-
Zellextrakt

Micrococcus-Nuklease (MN)-Behandlung, in vitro-Translation und qRT-PCR erfolgten
wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. A) Die in vitro-Translation von
5‘m’GpppG- beziehungsweise ApppG-gecappten Reporter-RNAs mit und ohne poly(A)-
Schwanz in MN-behandelten MCF-7-Zellextrakten wurde verglichen. Die Darstellung
der Translations-Daten erfolgte relativ zu m7GpppG-gecappten Reporter-RNA ohne
p(A)-Schwanz. B) Bestimmung der relativen RNA-Stabilititen (%) aus den in A)
gezeigten in vitro-Translationsreaktionen. Die Normalisierung erfolgte auf die exogene
Kontroll-RNA CAT, welche unmittelbar vor der RNA-Extraktion zugegeben wurde. Die
in vitro-Transkription erfolgte von den Plasmiden pT3-Luc und pT3-Luc-pA (lizuka et
al. 1994) nach Linearisierung mit BamHI wie im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben.
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Identification of DEAD-box RNA Helicase 6 (DDX6) as a Cellular Modulator
of Vascular Endothelial Growth Factor Expression under Hypoxia

Sebastian de Vries, Isabel S. Naarmann-de Vries, Henning Urlaub, Hongqi Lue, Jiirgen Bernhagen,
Dirk H. Ostareck, and Antje Ostareck-Lederer

Vascular endothelial growth factor A (VEGF) is a crucial proangiogenic factor, which
regulates blood vessel supply under physiologic and pathologic conditions. The VEGF
mRNA 5'-untranslated region (5-UTR) bears internal ribosome entry sites (IRES), which
confer sustained VEGF mRNA translation under hypoxia when 5'-cap-dependent mRNA
translation is inhibited. VEGF IRES-mediated initiation of translation requires the modulated
interaction of frans-acting factors. To identify trans-acting factors that control VEGF mRNA
translation under hypoxic conditions we established an in vitro translation system based on
human adenocarcinoma cells (MCF-7). Cytoplasmic extracts of MCF-7 cells grown under
hypoxia (1% oxygen) recapitulate VEGF IRES-mediated reporter mRNA translation.
Employing the VEGF mRNA 5-UTR and 3'-UTR in an RNA affinity approach we isolated
interacting proteins from translational active MCF-7 extract prepared from cells grown under
normoxia or hypoxia. Interestingly, mass spectrometry analysis identified the DEAD-box
RNA helicase 6 (DDX6) that interacts with the VEGF mRNA 5’-UTR. Recombinant DDX6
inhibits VEGF IRES-mediated translation in normoxic MCF-7 extract. Under hypoxia the
level of DDX6 declines, and its interaction with VEGF mRNA is diminished in vivo.
Depletion of DDX6 by RNAI further promotes VEGF expression in MCF-7 cells. Increased
secretion of VEGF from DDX6 knockdown cells positively affects vascular tube formation of
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) in vitro. Our results indicate that the
decrease of DDX6 under hypoxia contributes to the activation of VEGF expression and
promotes its proangiogenic function.
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