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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskuladre Alterung

Deutschland, aber auch andere westliche Nationen sind stark vom demografischen Wandel
betroffen. Neben dem anteilsmaRigen Zuwachs alterer Menschen, spielt die Art wie wir
Menschen altern eine grof3e Rolle. Neben dem ,normalen® Altern kann der Alterungsprozess
durch eine Reihe von Umwelteinflissen wie z.B. Erndhrung und physische Aktivitat
beeinflusst werden. Der Gerontologe Leonard Hayflick definierte den Prozess des Alterns als
.,die Summe aller Verdnderungen, die in einem Organismus wéhrend seines Lebens
auftreten und zu einem Funktionsverlust von Zellen, Geweben, Organen und schliel3lich zum
Tod ftihren® (Hayflick, 2007). Diese ,Veranderungen“ kdnnen in unterschiedlichen Organen
und Geweben verschiedene Effekte in Form von z.B. Funktionsverlusten hervorrufen.

Stark vom Alterungsprozess betroffen ist das kardiovaskulare System, mit zunehmendem
Alter verliert es an Leistungsfahigkeit. Zusatzlich schwindet die Fahigkeit sich auflieren
Einflissen anzupassen und auf diese adaquat zu reagieren. Zu diesen Einflissen zahlen
Risikofaktoren wie physische Inaktivitat, Rauchen, ibermaRiger Alkoholkonsum, ungesunde
Ernahrung und oftmals damit einhergehendes Ubergewicht. Haufig sind kardiovaskulare
Erkrankungen das Resultat dieser sinkenden Leistungsfahigkeit und verringerter
Kompensation von Risikofaktoren. Statistische Untersuchungen zeigten, dass
kardiovaskulare Erkrankungen die haufigste Todesursache in den USA, Europa und Japan
sind (Ross, 1993). Diese Erkrankungen haben oftmals ihren Ursprung in endothelialer
Dysfunktion, welche ebenfalls in Relation zum Alter zunimmt (El Assar, et al., 2012). Daher
ist es sowohl fur die Aufklarung kardiovaskularen Alterns, als auch fir damit einhergehende
kardiovaskulare Erkrankungen notwendig die der endothelialen Dysfunktion zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen zu untersuchen.

Zu den dabei auftretenden Fehlfunktionen des Endothels zahlen hauptsachlich die
verringerte Migrationsfahigkeit von Endothelzellen, als auch die erhdhte Sensitivitat
gegenuber apoptotischen Stimuli. Beide Funktionen werden durch das Molekil

Stickstoffmonoxid (NO) stark beeinflusst, dessen Verfligbarkeit mit dem Alter abnimmt.
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1.2 Das Endothel

Das Endothel ist ein Plattenepithel, welches die innerste Auskleidung aller Blutgefale bildet.
Es besteht aus einer einlagigen Schicht von Endothelzellen, die auf der einen Seite im
Kontakt zum zirkulierenden Blut stehen und auf der anderen im Kontakt mit
subendothelialem Bindegewebe und einer Schicht glatter Muskelzellen. Zu den Aufgaben
des Endothels zahlt die Versorgung der umliegenden Gewebe mit Nahrstoffen und
Sauerstoff. Zudem kontrolliert das Endothel den Blutfluss, zum einen Uber die Regulation
des Gefaltonus und zum anderen Uber die Sekretion von Gerinnungsfaktoren, welche die
Fluiditat des Blutes verandern (Michiels, 2003). Des Weiteren fungiert das Endothel als
Vermittler von inflammatorischen Prozessen. So wird bei Entzindungsreaktionen das
Endothel aktiviert, was zu einer verstarkten Expression von Adhasionsmolekiilen fiihrt
(Collins, et al.,, 1995). Dadurch kommt es zu einer Anlagerung von Leukozyten, welche
ihrerseits, nach Aktivierung, durch das Endothel wandern (endotheliale Transmigration) und
im darunterliegenden Gewebe eine Immunantwort hervorrufen. Weitere Funktionen erfiillt
das Endothel bei der Angiogenese sowohl unter physiologischen, als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen.

Ein Grolteil der aufgeflihrten Funktionen des Endothels wird durch das Signalmolekil NO

beeinflusst, auf welches ich im nachsten Abschnitt genauer eingehen méchte.

1.3 NO - Endotheliale Funktion/Dysfunktion

Die molekularen Mechanismen altersbedingter endothelialer Dysfunktion sind vielfaltig und
komplex, doch eine verringerte NO-Bioverfliigbarkeit und eine gestorte NO-Synthese
gehdren zu den Hauptgrinden. Stickstoffmonoxid ist ein hochreaktives Signalmolekdil im
kardiovaskularen System, welches durch NO-Synthasen synthetisiert wird. Indirekt wurde
NO und seine Synthese durch das Endothel im Jahr 1980 durch Furchgott & Zawadzki
entdeckt. Sie beschrieben, dass die Behandlung von praparierten Blutgefalen mit
Acetylcholin zur Gefalerweiterung fihrte, wohingegen BlutgefalRe ohne Endothel oder mit
beschadigtem Endothel keine GefalRerweiterung zeigten (Furchgott und Zawadzki, 1980).
Nachfolgende Versuche zeigten, dass es zur Freisetzung eines kurzlebigen Faktors durch
das Endothel kam, welcher vorerst als endothelium-derived relaxing factor (EDRF)
beschrieben wurde. Einige Jahre spater wurden parallel zueinander Vermutungen geauflert,
dass es sich bei EDRF um NO handelt (Furchgott, 1987, Ignarro, et al., 1988). Kurze Zeit
spater konnten Moncada et al. zeigen, dass NO, unter Freisetzung von L-Citrullin, durch NO-

Synthasen aus L-Arginin synthetisiert wird (Moncada, et al., 1989). Fir ihre Untersuchungen
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an NO und die damit einhergehenden Aufklarungen der Funktion dieses Gases als
Signalmolekul im kardiovaskuldren System erhielten die Forscher Robert Furchgott, Ferid
Murad und Louis J. Ignarro 1998 den Nobelpreis fir Physiologie und Medizin.

NO entfaltet seine gefadllerweiternde Wirkung unter anderem Uber die Aktivierung der
I8slichen Guanylatzyklase (sGC, soluble Guanylate Cyclase) in den glatten Muskelzellen.
Die sGC, ein oa/f Heterodimer, Kkatalysiert die Umwandlung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Das freigesetzte cGMP

fuhrt zur Aktivierung zellularer Signalwege, welche eine Relaxation der glatten Muskelzellen

und eine damit einhergehende Gefalierweiterung hervorrufen (Arnold, et al., 1977, Zhao, et
al., 1999).

Angicgenese/

Migration
S-Nitrosierung von
Caspasen und Bcl-2

\ / Endothel
— PR

Apoptoseinhibition

Glatte
Muskelzellen

Inhibiert die Aggregation Vasodilatation
von Plidttchen und
Leukocyten

Abbildung 1.1: Funktionen von NO im GefdB. Das von der eNOS in den Endothelzellen
synthetisierte NO erfullt eine Reihe von Funktionen im GefaR. So fihrt NO in glatten Muskelzellen
Uber den cGMP-Signalweg zur Vasodilatation des GefaRes. Zudem verhindert NO die Aggregation
von Blutzellen an die GefalRwand. AuRerdem wirkt NO Uber die S-Nitrosierung von Caspasen und Bcl-
2 antiapoptotisch und hat darliber hinaus eine promigratorische Wirkung auf Endothelzellen.

Die Synthese von NO erfolgt im Menschen durch drei verschiedene NO-Synthasen (NOS),
welche jeweils durch ein eigenes Gen kodiert sind. Die endotheliale NOS (eNOS oder
NOS3) und die neuronale NOS (nNOS oder NOST) sind beide konstitutiv aktiv und
produzieren moderate Mengen NO (im picomolaren Bereich). Die dritte Isoform ist die
induzierbare NOS (iINOS oder NOS2), welche z.B. durch mikrobielle Endotoxine oder
proinflammatorische Zytokine aktiviert wird und NO-Mengen im nanomolaren Bereich
produziert (Tsutsui, et al., 2009). Eine Gemeinsamkeit aller Isoformen ist, dass sie im aktiven
Zustand Homodimere bilden, welche mit Hilfe von Kofaktoren (FMN, FAD, Ca*/Calmodulin
(Cam), Eisen und Tetrahydrobiopterin) und Kosubstraten (NADPH, O,) aus L-Arginin, Gber
das Zwischenprodukt N®-Hydroxy-L-Arginin, L-Citrullin und NO synthetisieren (Stuehr, et al.,
1991). Die meisten durch NO vermittelten Funktionen im kardiovaskularen System, wie z.B.

die GefalRtonusmodulation, haben ihren Ursprung in der Synthese von NO durch die
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endotheliale NOS (eNOS). Daher méchte ich im folgenden Abschnitt auf die Regulation der
eNOS detaillierter eingehen.

1.4 Regulation der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Die Endothelzelle verfigt Uber zahlreiche Mechanismen zur direkten oder indirekten
Regulation der eNOS. Eine Mdglichkeit der eNOS-Regulation besteht in der intrazellularen
Lokalisation des Proteins. Schon wahrend der Translation des eNOS-Proteins kommt es zur
irreversiblen Myristoylierung an einem N-terminalen Glycin (Shaul, et al., 1996) und zu einer
reversiblen Palmitoylierung an den Cysteinen 15 und 26 (Shaul, 2002). Das fuhrt zur
Translokation zu den Caveolae, kleinen sackférmigen Einbuchtungen der Plasmamembran,
wo eNOS uber die Acylierungen in der Membran verankert wird. Die Caveolae sind mit dem
gleichnamigen membranstandigen Protein Caveolin-1 besetzt, welches dort an eNOS bindet
und sich inhibitorisch auswirkt (Michel, et al., 1997). Trotz der Caveolin-1 (Cav-1) bedingten
Hemmung der eNOS, ist die Lokalisation an den Caveolae essentiell, da hier eine Reihe von
eNOS-Agonisten aufeinandertreffen, die fir die NO-Synthese der eNOS gebraucht werden.
So wirken sich Verinderungen des Ca®*-Spiegels positiv auf die NO-Synthese aus. Ein
Anstieg des intrazellulédren Ca?*-Spiegels fiihrt zur Bindung von Calmodulin (CaM) an eNOS,
bei gleichzeitiger Verdrangung von Cav-1 (Michel, et al., 1997). Des Weiteren erfolgt eine
Regulation der eNOS (ber Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen. So konnte
gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung an Serin-1177 (Aminosaure Nummern
korrespondierend zum humanen eNOS) die Dissoziation von CaM verhindert, den
Elektronentransfer innerhalb des Protein-Dimers verbessert und sich dadurch aktivierend auf
die eNOS auswirkt (Dimmeler, et al., 1999, Fulton, et al., 1999). Die Phosphorylierung der
Serine-617 und -635 wirkt sich stimulierend auf die eNOS-Aktivitat aus, indem die Bindung
von CaM verbessert wird bzw. Schubspannung (,shear stress”) einen starker aktivierenden
Effekt hervorruft (Michell, et al., 2002). Negativ wirken sich hingegen die Phosphorylierungen
an Threonin-495 und Serin-116 aus. Diese fihren zu einer verminderten CaM-Bindung bzw.
einer verringerten eNOS-Aktivitat (Fulton, et al., 2001, Kou, et al., 2002).

Mechanische Krafte innerhalb des Gefalles haben ebenfalls eine regulatorische Funktion bei
der NO-Synthese. Die sogenannte Schubspannung (,Shear stress) fuhrt zu einer
Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt Signalweges und
aktiviert/phosphoryliert auf diesem Wege die eNOS (Fisslthaler, et al., 2000).

Neben den bisher genannten Steuerungsmechanismen bietet die Interaktion mit anderen
Proteinen, wie schon fiir CaM und Cav-1 beschrieben, eine Moglichkeit der Regulation. Eine
grof3e Rolle in diesem Zusammenhang spielt das Hitzeschock Protein 90 (HSP90), von dem
bekannt ist, dass es die Affinitdt von eNOS zu CaM (Pritchard, et al.,, 2001) erh6éht und

4
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gleichzeitig fur eine Rekrutierung der Proteinkinase B/Akt sorgt (Takahashi und Mendelsohn,
2003). Einhergehend damit kommt es zu einer Akt vermittelten Erhéhung der eNOS-
Phosphorylierung an Serin 1177 und somit zu einer verstarkten Aktivierung (Dimmeler, et al.,
1999, Fulton, et al., 1999). HSP9O0 ist essentiell fur die Bindung von Akt an eNOS. Zu diesem
Zweck besitzt HSP90 Bindesequenzen fir beide Proteine (Fontana, et al., 2002). Das
Hitzeschock Protein fungiert in diesem Zusammenhang als Bindungsplattform far den
ternaren Komplex aus HSP90, Akt und an CaM gebundener eNOS (Takahashi und
Mendelsohn, 2003).

Ein weiterer Regulationsmechanismus, in Form einer posttranslationellen Modifikation,
besteht in der Nitrosierung von Thiol-Gruppen. Es konnte gezeigt werden, dass eine
S-Nitrosierung an den Cysteinen 94 und 99 sich inhibierend auf die eNOS auswirkt,
wohingegen eine De-Nitrosierung, z.B. ausgeldst durch den eNOS Agonisten Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), die Aktivitat steigert (Erwin, et al., 2005, Ravi, et al.,
2004). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine S-Nitrosierung von HSP90 die eNOS-
Aktivitat ebenfalls vermindert (Martinez-Ruiz, et al., 2005). Zusammen mit der Beobachtung,
dass die S-Nitrosierung von eNOS und die Aktivitat stark miteinander verknupft sind, wurde
die Hypothese aufgestell, dass es sich hierbei um einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus handelt (Martinez-Ruiz, et al., 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es diverse Regulationsmechanismen
unterschiedlichster Art fiir die eNOS gibt, die die NO-Synthese beeinflussen. Im nachsten
Abschnitt dieser Arbeit mochte ich darstellen, welche Effekte NO in der Endothelzelle

hervorrufen kann und welche Mechanismen dem zugrunde liegen.

1.5 Apoptose und Migration — NO bedingte Effekte und Mechanismen

In einer Reihe von Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass sowohl exogenes NO,
in Form von NO-Donoren, als auch endogen synthetisiertes NO, Endothelzellen vor
Apoptose schitzen kann. NO-Donoren, in physiologischer Konzentration, sind im Stande,
Endothelzellen vor dem Zelltod, induziert durch proinflammatorische Stimuli wie TNFa oder
ROS, zu schutzen (Dimmeler, et al., 1999). Zudem kénnen NO-Donoren Endothelzellen vor
Apoptose, induziert durch proatherosklerotische Faktoren, wie Angiotensin Il und oxidiertem
LDL, schutzen (Dimmeler, et al.,, 1997). Eine Induktion der endogenen NO-Synthese,
vermittelt durch Schubspannung, ist im Stande durch TNFa oder ROS induzierte Apoptose
zu inhibieren (Dimmeler, et al., 1996).

Zahlreiche Mechanismen werden von NO ausgeldést und resultieren in einer
antiapoptotischen Wirkung. So konnte gezeigt werden, dass NO direkt mit den Caspasen,

den Schlisselenzymen der Apoptose, interagiert. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die

5
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Caspase-3, eine sogenannte Effektor-Caspase, welche durch NO an Cystein-163 im aktiven
Zentrum der p17 Untereinheit des Enzyms S-nitrosiert und dadurch inhibiert wird (Dimmeler,
et al., 1997, Haendeler, et al., 1997). Ein weiteres Protein, welches in apoptotische Prozesse
involviert ist und durch NO reguliert werden kann, ist B-cell lymphoma-2 (Bcl-2). Es konnte
durch Azad et al. gezeigt werden, dass eine S-Nitrosierung des antiapoptisch wirkenden
Proteins Bcl-2 an den Cysteinen-158 und -229 eine proteasomale Degradation des Proteins
verhindern kann (Azad, et al., 2006). Andere Studien zeigten, dass NO einen
destabilisierenden Effekt auf die mRNA der MAP kinase phosphatase-3 (MKP-3) hat
(Rossig, et al., 2000). Die MKP-3 dephosphoryliert und inaktiviert die MAP Kinase ERK1/2,
welche wiederum im aktiven Zustand Bcl-2 durch Phosphorylierung vor proteasomaler

Degradation schiatzt (Dimmeler, et al., 1999).

Neben dem Schutz vor Apoptose ist die Angiogenese von Endothelzellen ein wichtiger
Faktor fur die Integritat des GefalRes. Die beiden Funktionen sind miteinander verknupft: so
fuhrt Apoptose von Endothelzellen zu endothelialer Dysfunktion und einer Schadigung der
Blutgefalle, welche im Prozess der Angiogenese durch neue Blutgefalle kompensiert wird.
Zudem fuhrt der proangiogene Faktor VEGF, neben einer Stimulation der Angiogenese,
auch zu einem Schutz vor Apoptose (Gerber, et al., 1998). VEGF ist der wohl wichtigste
proangiogene Faktor in Endothelzellen. Er fihrt Gber den VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) zur
Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges, welcher unter anderem die eNOS uber die
Phosphorylierung an Serin-1177 aktiviert (Gelinas, et al., 2002). Es konnte gezeigt werden,
dass eNOS defiziente Knockout Mause nicht mehr im Stande sind eine VEGF-induzierte
Angiogenese hervorzurufen (Murohara, et al., 1998). Neben der Aktivierung der NO-
Synthese Uber VEGF, konnte in Experimenten ebenfalls gezeigt werden, dass NO im Stande
ist die VEGF-Expression zu beeinflussen.

Der Transkriptionsfaktor HIF (Hypoxia inducible factor) vermittelt unter hypoxischen
Bedingungen die Expression von VEGF und induziert damit die GefalRneubildung, um der
Hypoxie entgegenzuwirken. Es wurde sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt, dass eine
S-Nitrosierung von HIF den Transkriptionsfaktor stabilisiert und eine Aktivierung der VEGF-
Expression auch unter normoxischen Bedingungen ermdéglicht (Li, et al., 2007, Lima, et al.,
2009).

Jedoch gibt es neben der VEGF-induzierten Angiogenese, auch eine VEGF unabhangige
Angiogenese/Migration in Endothelzellen, welche durch NO ausgelést werden kann. So
fuhrte eine Behandlung mit Endostatin, welches Uber die Phosphatase PP2A eNOS mittels
Dephosphorylierung inaktiviert, zu einer Inhibition der VEGF-induzierten Migration von
Endothelzellen. Eine exogene NO-Zugabe, dber den NO-Donor S-nitroso-N-

acetylpenicillamine (SNAP), konnte diesen Effekt hingegen umkehren (Urbich, et al., 2002).
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1.6 Die Familie der Grainyhead Transkriptionsfaktoren

Das namensgebende Gen Grainyhead (grh), welches ebenfalls unter den Synonymen EIf-1
(E74-like factor 1) und NTF-1 (neuronal transcription factor 1) bekannt ist, bildet den
Ursprung der Transkriptionsfaktor-familie Grainyhead. Entdeckt und erstmalig beschrieben
wurde es in der Taufliege Drosophila (Bray, et al., 1989). Es konnte gezeigt werden, dass
grh defiziente Drosophila Embryonen in einer spaten Phase der Embryogenese sterben.
Charakteristisch fir die mutanten Embryonen ist eine verénderte Cuticula- und Kopfstruktur.
Der Kopf weist ,granuléare” Strukturen auf, welche zu dem Namen Grainyhead (Grainy (engl.)
= Kornig (dt.)) fihrten. In Drosophila Embryonen wird der Transkriptionsfaktor Grainyhead
hauptsachlich in der Epidermis und dem Nervensystem exprimiert. Es konnte gezeigt
werden, dass Grainyhead die Expression der Dopadecarboxylase (Ddc) in der Epidermis
steigert. Ddc wird in der spaten Phase der Embryogenese exprimiert, wenn auch die Cuticula
sezerniert/sekretiert wird und ist fur die Hartung (Wright, et al., 1976) und Farbgebung
cuticularer Strukturen verantwortlich (Bray und Kafatos, 1991).

Die Familie der Grainyhead Transkriptionsfaktoren Iasst sich phylogenetisch in zwei Unter-
gruppen aufspalten, die Grainyhead-Gruppe und die CP2-Gruppe, welche beide von der
Fliege bis zum Menschen hoch konserviert sind. Zu der Grainyhead-Gruppe gehéren neben
dem Drosophila-Gen grainyhead noch die Homologen Gene, Mammalian-Grainyhead (MGR,
GRHL1, grainyhead-like 1), Brother-of-Mammalian Grainyhead (BOM, GRHL2, grainyhead-
like 2) und Sister-of-Mammalian Grainyhead (SOM, GRHLS3, grainyhead-like 3). Die CP2-
Gruppe besteht aus den Genen CP2, dCP2 (CP2 aus Drosophila), LBP-1a und LBP-9.

MGR
BOM
Grainyhead-
. . Gruppe SOM
Abbildung 1.2: Phylogenetischer
Stammbaum der Familie der
Grainyhead-like Transkriptions- GRH
faktoren. Der Stammbaum stellt die
Verwandtschaftsverhaltnisse der
. . — — LBPAa
einzelnen Transkriptionsfaktoren
untereinander dar und ordnet sie der LBP.S
Grainyhead- oder CP2-Gruppe zu CP2-
(modifiziert nach Ting et al., 2003). Gruppe cp2
dCP2

Charakteristisch fur alle Transkriptionsfaktoren der Grainyhead-Familie ist eine ca. 110
Aminosduren lange DNA-Binde-Doméne (DBD) und eine C-terminale Dimerisierungs-

Domane (DD). Die DD erméglicht es den Transkriptionsfaktoren Homo- oder Heterodimere



Einleitung

zu bilden. Es konnte gezeigt werden, dass die Mitglieder der Grainyhead-Gruppe im Stande
sind sowohl Homodimere, als auch Heterodimere untereinander auszubilden (Ting, et al.,
2003, Wilanowski, et al., 2002), jedoch nicht mit Transkriptionsfaktoren der CP2-Gruppe (Uv,
et al., 1994). Die Ausbildung von Dimeren ermdglicht eine verbesserte Bindung an die DNA,

ist jedoch nicht notwendig fur die Bindung an diese (Uv, et al., 1994).

1.7 Der Transkriptionsfaktor grainyhead-like 3 (GRHL3)

Der Transkriptionsfaktor GRHL3 (Sister-of-Mammalian Grainyhead, SOM) wurde durch Ting
et al. in einer Datenbanksuche mit der hochkonservierten Dimerisierungs-Domane von MGR
und BOM gefunden (Ting, et al., 2003). Untersuchungen an GRHL3 defizienten Mausen
zeigten, dass diese kurz nach der Geburt an einer spina bifida sterben. Hierbei handelt es
sich um eine Neuralrohrfehlbildung, die in einem ,offenen Ricken® resultiert. Zudem konnte
eine gestorte Barierre der Epidermis und ein Defekt in der Wundheilung festgestellt werden.
Ein phanotypischer Vergleich der GRHL3 defizienten Maus mit anderen fir die Wundheilung
defizienten Mausen, zeigte Parallelen zum Phanotyp einer TGase1 defizienten Maus (Ting,
et al., 2005). Nachfolgende Northern-Blot-Analysen zeigten, dass die TGase1 Expression in
GRHL3 defizienten Mausen auf weniger als ein Funftel reduziert ist. Analog zueinander
fuhren die fur Grainyhead (grh) aus Drosophila und GRHL3 aus Saugern identifizierten
Zielgene Dopadecarboxylase (Ddc) und Transglutaminase 1 (TGase1) ahnliche Funktionen
aus. So katalysiert die Ddc eine Hartung der Cuticula Uber die Bildung von Chinonen, welche
fur die Vernetzung von Proteinen verantwortlich sind (Scholnick, et al., 1986). Die TGase1
katalysiert ebenfalls die Verknipfung von Proteinen Uber eine Isopeptidbindung zwischen
den Aminosauren Glutamin und Lysin (Bakker, et al., 2008). Ein weiteres Indiz fir die starke
Konservierung der Grainyhead Transkriptionsfaktoren, nicht nur auf genetischer Ebene,
sondern auch auf funktioneller Ebene, zeigt sich in der Identifikation identischer Konsensus-
Sequenzen fir grh und GRHL3.

Neben allen Gemeinsamkeiten zwischen den Transkriptionsfaktoren, wurden fir GRHL3
auch zahlreiche neue Funktionen entdeckt. So konnte eine Beteiligung von GRHL3 an
migratorischen Prozessen nachgewiesen werden. Es wurde in der humanen Keratinozyten-
Zelllinie HaCAT in einem Wundheilungsexperiment nachgewiesen, dass GRHL3 die
Wundheilung Uber eine verstarkte Migration, jedoch nicht Gber die Proliferation, beeinflusst
(Caddy, et al., 2010, Ting, et al., 2005). Zudem konnte dabei RhoGEF19 als Zielgen von
GRHL3 identifiziert werden. Das zugehorige Protein ist in die RhoA-Aktivierung involviert
und reguliert dartiber die Aktin-Polymerisation, welche einen entscheidenden Einfluss auf die
Motilitat einer Zelle hat (Caddy, et al., 2010).
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Unabhangig davon konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von GRHL3 einen
promigratorischen Effekt auf HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) hat,
vergleichbar zu dem des promigratorischen Faktors VEGF. Zudem konnte die starke
proangiogene Funktion von GRHL3 in einem 3D-Spharoid Versuch (Sprouting-Assay)
nachgewiesen werden (Guardiola-Serrano, et al.,, 2008). In Experimenten unserer
Arbeitsgruppe zeigte sich, dass der promigratorische Effekt von GRHL3 in HUVEC nicht tber
eine Stimulation von VEGF vermittelt wird (Lukosz, Mlynek et al., 2011).

Neben der promigratorischen Wirkung von GRHL3 konnte auch eine antiapoptotische
Wirkung festgestellt werden. Die Identifikation von GRHL3 in einer Suche nach TNFo-
regulierten Genen in der Brustkrebszelllinie MCF-7 lieferte erste Hinweise darauf (Guardiola-
Serrano, et al., 2008), da das Zytokin TNFa in eine Reihe von apoptotischen Prozessen
involviert ist (Aggarwal, 2000). In HUVEC durchgefihrte Apoptose-Messungen, nach
GRHL3-Uberexpression, bestatigten die Annahme des antiapoptotischen Effektes von
GRHL3 (Lukosz, Mlynek et al., 2011). Wie schon in vorherigen Teilen dieser Arbeit
beschrieben, spielt NO eine entscheidende Rolle in den fir Endothelzellen wichtigen
Funktionen Migration und Apoptose. Es konnte in Experimenten zur Apoptose von
Endothelzellen nachgewiesen werden, dass der durch GRHL3 hervorgerufene
antiapoptotische Effekt, durch Behandlung der GRHL3 (berexprimierenden Zellen mit dem
eNOS Inhibitor L-N®-monomethyl Arginin (L-NMMA), komplett aufgehoben wird (Lukosz,
Miynek et al., 2011). Weitere Untersuchungen zeigten, dass eine Uberexpression von
GRHL3 eine Phosphorylierung der Kinase Akt und der nachgeschalteten endothelialen NOS,
an den Serinen 473 (Akt) und 1177 (eNOS), zur Folge hat. Die Aktivierung dieser beiden
Proteine nach Phosphorylierung fuhrt zu einer erhdhten NO-Synthese, welche indirekt Uber
eine verstarkte S-Nitrosierung von Proteinen nach GRHL3 Uberexpression nachgewiesen
werden konnte (Lukosz, Mlynek et al., 2011). Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht nur
GRHL3 im Stande ist die NO-Synthese zu stimulieren, sondern auch umgekehrt eine Zugabe
von NO in physiologischen Konzentrationen die GRHL3-mRNA-Menge erhdht (Lukosz,
Milynek et al., 2011). Alle in diesem Kapitel aufgefiihrten Experimente und Erkenntnisse
beziehen sich auf die Isoform 2 des Transkriptionsfaktors GRHL3 (GRHL3-2, SOM2), welche
sowohl in der Maus als auch im Menschen vorkommt. Es gibt im Menschen jedoch noch
zwei weitere GRHL3 Isoformen, die in der Maus nicht exprimiert werden und die ich im

nachsten Abschnitt vorstellen mochte.
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1.8 GRHL3 Isoformen im Menschen

Im Menschen konnten drei verschiedene lIsoformen des Transkriptionsfaktors GRHL3
identifiziert werden. Sie unterscheiden sich in der Anzahl ihrer Aminosauren aufgrund von
der Benutzung unterschiedlicher erster Exons oder sind Spleivarianten. Die erste Isoform
(GRHL3-1, SOM1) unterscheidet sich von der zweiten Isoform (GRHL3-2, SOM2), welche
als einzige auch in der Maus vorkommt, nur in der Benutzung eines anderen ersten Exons.
GRHL3-1 benutzt das in der Maus nicht existierende Exon 1B, wohingegen GRHL3-2 Exon
1A nutzt. So unterscheiden sich die aus den RNAs resultierenden Proteine in ihrer Lange nur
marginal und sind fast identisch. GRHL3-1 besteht aus 607 Aminosduren, GRHL3-2
dagegen nur aus 602 Aminosduren. Die GRHL3-Isoform GRHL3-3 entsteht durch
alternatives Spleil’en des Primartranskripts, das auch fir GRHL3-1 kodiert. Der fir GRHL3-3
kodierenden RNA fehlt das zweite Exon, wodurch ein Stopcodon im Leseraster des GRHL3-
1 Initiationscodons entsteht, welches einen Abbruch der Translation bewirkt. Ein alternativer
Translationsstart der Isoform GRHL3-3 im vierten Exon fuhrt zu einem verkirzten Protein mit

einer Lange von 509 Aminoséauren.

1A 1B 2 3 4

GRHL3-1 N O W
oRHL2 0 T W
GRHL3.3 T -

hGRHL3-1: MWMNSILPIFLFRSVRLLENDPVNLOEKFSYTSEDEAWKTYLENPLTAATHKAMMRVNGDDDSVAALSFLYD
hGRHL3-2: ----- FRSVRLLKNDPVNLQKFSYTSEDEAWKTYLENPLTAATKAMMRVNGDDDSVAALSFLYD

hORHL3=8: ===m=mmm - e e e e e mm i m e M e m e mmm e m e ————————————

hGRHL3-1: YYMGPKEKRILSSSTGGRNDQGKRYYHGMEYETDLTPLES PTHLMKFLTENVSGTPEY PDLLEKKNNLMSL
hGRHL3-2: YYMGPKEKRILSSSTGGRNDQGKRYYHGMEYETDLTPLESPTHLMKFLTENVSGTPEY PDLLEKKNNLMSL

hGRHL3-3: --------------mmmmmm s mmm e MEYETDLTPLES PTHLMKFLTENVSGT PEY PDLLEKNNLMSL

Abbildung 1.3: Humane GRHL3 Isoformen. (A) Schematische Darstellung des 5'-Endes der Isoform
spezifischen Transkripte von GRHL3-1, GRHL3-2 und GRHL3-3. Die ersten vier Exons (Kasten) sind
malistabsgetreu als Rechtecke dargestellt. Translatierte Bereiche sind rot gekennzeichnet. Die
dazwischen liegenden Introns (nicht malstabsgetreu) sind mit Strichen gekennzeichnet. (B)
Aminosdure-Sequenzvergleich des N-terminalen Bereiches der einzelnen GRHL3-Isoformen;
Unterschiede zwischen GRHL3-1 und GRHL3-2 sind farblich markiert (modifiziert nach Ting et al.,
2003).
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Kurz nach der Entdeckung von GRHL3 und seinen Isoformen im Jahre 2003 wurden erste
Untersuchungen zur transkriptionellen Aktivitat dieser Isoformen von Ting et al. durchgefuhrt.
Dabei wurde ein kommerzielles ,two-hybrid“ System benutzt. Hierfir wurden N-terminale
Fragmente  der einzelnen Isoformen mit einer GAL4-DNA-Bindedomane in einem
Expressionsvektor fusioniert. Zusammen mit einem Reportergenkonstrukt, welches flunf
aufeinander folgende GAL4 DNA Bindestellen enthielt, wurden beide Vektoren in HEK293T-
Zellen kotransfiziert. Aufgrund der fehlenden Aktivitat in mit dem N-Terminus von GRHL3-3
transfizierten Proben schlussfolgerten Ting et al., dass GRHL3-3 uber keine Domane zur
Aktivierung der Transkription verfigt (Ting, et al., 2003). Uberlegungen zur Folge kénnte
nach Ting et al. GRHL3-3 als Repressor wirken, welcher mit GRHL3-1 um DNA-Bindestellen
konkurriert oder gar Uber eine Heterodimerisierung mit anderen Isoformen als dominant-

negative Isoform fungiert (Ting, et al., 2003).
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1.9 Fragestellungen

Im Vergleich zur Maus existieren im Menschen drei verschiedene Isoformen des
Transkriptionsfaktors GRHL3 (GRHL3-1, GRHL3-2 und GRHL3-3). Bisher wurde nur die
Isoform GRHL3-2, welche das Homolog zur einzigen in der Maus vorkommenden GRHL3-
Isoform darstellt, in Endothelzellen analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass GRHL3-2
einen promigratorischen und antiapoptotischen Einfluss auf Endothelzellen hat. Dieser wurde
Uber die aktivierend wirkende Phosphorylierung der fir die NO Synthese essentiellen
Proteine Akt und eNOS vermittelt und fuhrte dartber hinaus zu einer gesteigerten Menge an

S-nitrosierten Proteinen.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte untersucht werden,

(1.) welchen Einfluss die Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-3 auf die Apoptose und

Migration von Endothelzellen haben.

(2.) ob die beiden Isoformen im Stande sind aktivierend auf die Transkription von
Zielgenen zu wirken, und, falls dies der Fall ist, welche spezifischen Zielgene die
beiden Transkriptionsfaktoren aktivieren.

(3.) welchen Einfluss die beiden Isoformen in vivo in einem Ganztier-Modell haben.

(4.) wortber der Transport des Proteins vom Zytoplasma in den Nukleus gesteuert wird,

indem ein nukledres Lokalisationssignal in der Sequenz von GRHL3 identifiziert

werden soll.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Materialen und Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von

Sigma-Aldrich (Munchen), Merck (Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. Puffer

und Loésungen wurden mit Reinstwasser aus einer MilliQ-Anlage (Millipore, Eschborn)

hergestellt und gegebenenfalls autoklaviert oder mit einem Membranfilter (0,22 pm)

sterilfiltriert (Millipore, Eschborn). Die Verbrauchsmaterialien der Zellkultur waren Produkte

der Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) oder der Fa. TPP (Trasadingen, Schweiz).

2.1.2 spezielle Reagenzien und Enzyme

Name

5x RLB-Puffer

Bio-Rad Protein Assay

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
Desoxyoligonukleotid (ANTP) Mix (10mM)
Chemilumineszenzreagenz ECL
Chemilumineszenzreagenz ECL Plus™
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder
T4-DNA-Ligase (6 U/ul)

T4-DNA-Ligase Puffer (10x)
Mito-Tracker

MyTaq™ HS DNA Polymerase

Pfx50™ DNA Polymerase

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Standard

Prolong® Gold Antifade Reagent
Phalloidin Alexa Fluor® 568

Restore PLUS Westernblot Stripping-
Buffer

Hersteller

Promega (Mannheim)

BioRad (Miinchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

GE Healthcare (Freiburg)

GE Healthcare (Freiburg)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

New England Biolabs (Frankfurt)
New England Biolabs (Frankfurt)

Bioline GmbH (Luckenwalde)
Invitrogen (Karlsruhe)
BioRad (Minchen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Pierce (Rockford, USA)
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Restriktionsenzyme & Puffer New England Biolabs (Frankfurt)
RNAse OUT (40U/ul) Invitrogen (Karlsruhe)
Roti®-Quant Roth (Karlsruhe)

RQ1 RNase freie DNase Promega (Mannheim)

TRIzol® Invitrogen (Karlsruhe)
UltrapureTM DNase/RNase freies Invitrogen (Karlsruhe)

destilliertes \Wasser

2.1.3 Kommerzielle Kits und Assays

Name Hersteller

Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit | BD Pharmingen™ (San Diego, USA)
Hispeed® Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)

RNeasy® Mini Kit Qiagen (Hilden)

SuperScript® lll First-Strand Synthesis- Invitrogen (Karlsruhe)

System

2.1.4 Gerate

Gerat Hersteller

Absaugapparatur ,Vacusafe® IBS INTEGRA Bioscience (Fernwald)
Autoklav “Varioklav” Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Automatische Pipette “Cell Mate II” Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Bakterienschuttler “Ecotron” Infors HT (Basel, Schweiz)

Brutschrank “Heraeus Function Line” Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Durchflusszytometer “FACSCalibur™” BD (Franklin Lakes, USA)

Feinwaage ,CP124S" Sartorius Research (Géttingen)
Fluoreszenzmikroskop “Axio Observer D1” Carl Zeiss Inc. (Jena)

“HERAcell® 240” CO,-Inkubator Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Klhlzentrifuge “Heraeus Fresco 17” Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Klhlzentrifuge “Rotina 420R” Hettich (Tuttlingen)

Kahlzentrifuge “5810” Eppendorf (Hamburg)

Luminometer LB 96 V-Injektor* EG&G Berthold (Bad Wildbad)
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Magnetrihrer “RH basic 2”
Mikrowelle “MS2987U”
Mikroskop “Axio Observer A1”
Mini-Protean Tetra System
(SDS-Page & Westernblot)
Orbitalschittler “HS 260 basic”
PerfectBlue™ Mini Gel-System
Photometer ,SmartSpec™ Plus®
pH-Meter SevenGo™
Spannungsquellen ,EV202*
Sicherheitswerkbank ,HERAsafe®™
Thermomixer comfort
Thermocycler “GS482”
Geldokumentationssystem
“Fluorchem IS-8900”

Vortexer “Vortex Genie 2”
Waage “440-43N*

2.1.5 Antikorper

Tabelle 2.1: Erstantikorper

IKA (Staufen)

LG (Willich)

Carl Zeiss Inc. (Jena)
BioRad (Minchen)

IKA (Staufen)

Peqlab (Erlangen)

BioRad (Minchen)

Mettler Toledo (Schwerzenbach, Schweiz)
Peglab (Erlangen)

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Eppendorf (Hamburg)

G-Storm (Somerton, United Kingdom)
ProteinSimple (Santa Clara, USA)

Scientific Industries Inc. (Bohemia, USA)

Kern & Sohn GmbH (Baldingen-Frommern)

Eingesetzte
Antigen Hersteller Spezies Verdiinnung
WB IF
y-Aktin Santa Cruz Biotechnology Maus (monoklonal) 1:20000 -
AKT Becton & Dickinson Kaninchen (monoklonal) 1:500 -
AKT2 Cell Signaling Technologies Kaninchen (monoklonal) 1:1000 -
c-myc Biomol Maus (monoklonal) - 1:50
eNOS Becton & Dickinson Kaninchen (polyklonal) 1:1000 -
GAPDH abcam Maus (monoklonal) 1:10000 -
Mxi1 Santa Cruz Biotechnology Kaninchen (monoklonal) 1:100 -
p-AKT (S473) Becton & Dickinson Kaninchen (polyklonal) 1:500 -
p-eNOS (S1179) Becton & Dickinson Kaninchen (polyklonal) 1:500 -
a-Tubulin Dianova Maus (monoklonal) 1:10000 -
V5 Invitrogen Maus (monoklonal) 1:1000 -

Die in Tab.2.1 aufgefiihrten Abkiirzungen: WB =

Westernblot und IF = Immunfluoreszenz.
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Tabelle 2.2: Zweitantikorper

Eingesetzte
Antigen Hersteller Verdiinnung
WB IF
Anti-Maus (Alexa Fluor ® ; .
488 gekoppelt) Santa Cruz Biotechnology - 1:500
Anti-Maus (HRP GE Healthcare 1:5000 -
gekoppelt)
Anti-Kaninchen (HRP .
gekoppelt) GE Healthcare 1:5000 -

Die in Tab.2.2 aufgefiihrten Abklrzungen: WB = Westernblot und IF = Immunfluoreszenz.

2.1.6 Basisplasmide

Vektor

AmpR CMV-P

pCMV-V5-neo
| 5368 bp

Beschreibung

pCMV-V5-neo

Eukaryotischer Expressionsvektor zur Expression
der GRHL3 Isoformen 1 und 3, zusatzlich als
Leervektor ohne eukaryontische cDNA vor-
handen. Der Vektor wurde urspringlich aus dem
Vektor pcDNA6/V5-His durch Austausch des
Blasticidin Resistenzgens gegen das Neomycin
Resistenzgen generiert. Der Vektor besitzt einen
CMV Promotor (CMV-P) gefolgt von der cDNA fiir
die jeweilige GRHL3 Isoform (in diesem Beispiel
nicht zu sehen) und als Selektionsmarker ein
Amicillin- und ein Neomycin-Resistenzgen (AmpR
und NeoR). Der Vektor besitzt ein V5-Epitop (V5)
und ein Hexa-Histidin-Tag (in der Karte nicht
verzeichnet). Die kodierenden Sequenzen der
GRHL3-Isoformen wurden mit einer Kozak-
Sequenz hinter dem CMV-Promotor insertiert. Auf
das Strukturgen fir die jeweilige GRHL3-Isoform
und die Neomycin-Phosphotransferase folgen
jeweils RNA-Prozessierungssignale (bGH pA und
SV40 pA) zur Polyadenylierung. Zur Replikation
der Plasmid-DNA in E.coli besitzt der Vektor einen
Replikationsursprung (ori).
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PTATA-luc+ (Altschmied und Duschl, 1997)

Zamil 31 Der Vektor enthalt eine Transkriptionseinheit
‘ ‘ bestehend aus dem Promotor des
- Thymidinkinasegens in einer verklrzten Version
(TK-P)(McKnight und Kingsbury, 1982). Dabei
handelt es sich um den Bereich von 32 bp
oberhalb des Transkriptionsstarts bis 105 bp
dahinter, wodurch als Promotorelement nur noch
die TATA-Box verbleibt (Smale und Kadonaga,
2003). Dem Promotor folgt die kodierende Region
des Luziferase Gens in modifizierter Form (luc
plus) konstruiert von der Fa. Promega (Madison,
USA) und einem Gen fiir die Polyadenylierung der
mRNA (SV40 pA). Zusatzlich enthéalt der Vektor
zur Vermehrung des Plasmids in E.coli eine
Replikationsursprung (ori) und als
Selektionsmarker ein Ampicillin Resistenzgen
(AmpR).

TK-P

AmpR
lue plus
pTATA-luc-plus
4643 bp

ori
SV40 pA
\\‘1\

pCS2+ (Rupp, et al., 1994)

/ Der Vektor pCS2+ ist urspriinglich zur Expression
— }\ von Proteinen in Embryos des Krallenfrosches
SV40 pA (Xenopus leavis) konstruiert worden. Er wird aber

N auch haufig zur in vitro Transkription von mRNA

sl AN benutzt. Der Vektor enthalt den sCMV Promotor
\ (sCMV-P), welcher im Gegensatz zum humanen

CMV Promotor eine grolRere Speziesvariabilitat
\ und eine starkere Promotoraktivitdt aufweist
I (Jeang, et al., 1987). Zusatzlich enthalt er einen
[ SP6 Promotor (SP6-P) gefolgt von einem
o [ Polylinker (durch Restriktionsschnittstellen BamHI
/ / und SnaBl gekennzeichnet) und einer SV40 Poly-
"'\ / adenlyierungsstelle (Sv40 pA). Diese
{/ Transkriptionseinheit kann fir die in vitro
\\ / Transkription  von  Uber den  Polylinker

eingebrachten Sequenzen genutzt werden.
ki Zuséatzlich enthalt der Vektor zur Vermehrung des
Plasmid einen Replikationsursprung (ori) und als

Selektionsmarker ein Ampicillin Resistenzgen
(AmpR).

pCS2plus
| 4095 bp

2.1.7 Desoxyoligonukleotide

Die Synthese von Desoxyoligonukleotiden als Primer fur die PCR und Sequenzierungen
wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Hamburg) durchgefiihrt. Die Desoxyoligonukleotide
wurden lyophilisiert geliefert, mit Ultrapure™ DNase/RNase freiem Wasser wurden
Stammlésungen mit einer Konzentration von 100 pM hergestellt. Von diesen
Stammldésungen wurden Verdinnungen mit einer Konzentration von 10 yM in PCR-
Reaktionen verwendet.

Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang (A3).
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2.1.8 Bakterienstamme

Zur Propagation von Plasmiden wurde der Escherichia coli Stamm TG1 verwendet.
Er hat den Genotyp: K-12 supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5, (r«mk’) und enthalt
zuséatzlich das F-Episom: [traD36 proAB” lacl® lacZAM15].
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Samtliche Arbeiten, die direkt oder indirekt mit der Zellkultur zu tun hatten, wurden unter
sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank durchgefihrt.
Samtliche Chemikalien und Zuséatze der Zellkultur wurden unter der Sicherheitswerkbank

geodffnet und verwendet, sowie gegebenenfalls zusatzlich sterilfiltriert.

2.2.1.1 Medien und Puffer

Dulbecco’s modified Eagle’s-Glutamax-Medium (DMEM-Glutamax, Gibco, Karlsruhe):

Komplettmedium: DMEM-Glutamax (4,5 g/l Glukose)
+ 1% (v/v) Pen/Strep
+ 10% (v/v) FCS hitzeinaktiviert

Serumfreies Medium: DMEM-Glutamax (4,5 g/l Glukose)

Endothelial Basal Medium (EBM, Lonza, KdIn):

Komplettmedium: EBM
+ 10% (v/v) FCS nicht hitzeinaktiviert
+ EGM™ SingleQuots®:
- 0,5ml Gentamicin-Amphotericin B (GA-1000)
- 0,5ml Hydrocortison

- 0,5ml rekombinanter humaner epidermaler Wachstumsfaktor
- 0,5ml Ascorbinsaure
- 2ml Rinderhirn-Extrakt (BBE).

Serumfreies Medium: EBM

FCS (fotales Kalberserum) (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe):
- nicht inaktiviert (HUVEC) oder 1 h bei 56°C inaktiviert (HEK293-Zellen)
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Pen/Strep (PAA, Pasching, Osterreich):
10000 U/ml Penicillin
10000 pg/ml Streptomycin

PBS (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)
2,6 mM KCI
1,4 mM KH2PO4
137 mM NaCl
6,4 mM Na2HPO4
pH 7,4

Trypsin-EDTA (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)
0,5 g/l Trypsin in PBS (1x Trypsin)

2.2.1.2 Kultivierung von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293, Human
Embryonic Kidney cells)

Bei der Zelllinie HEK293 handelt es sich um eine Ende der 70er Jahre etablierte Zelllinie,
welche aus der Transformation von menschlichen embryonalen Nierenzellen mit Teilen der
DNA des humanen Adenovirus 5 entstand (Graham, et al., 1977). Diese hypotriploiden
Epithelzellen wachsen adharent und bilden einen einschichtigen Zellrasen aus. Die HEK293-
Zellen wurden in DMEM-Glutamax Komplettmedium kultiviert. Zur Passage und zum
Ausbringen in Zellkulturschalen wurden die Zellen bei einer 70-90%igen Konfluenz nach
Entfernung des Mediums mit PBS gewaschen und in Trypsin-EDTA-L6sung vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst. Durch leichtes Klopfen gegen die Zellkulturflasche wurde das
Ablésen der Zellen beschleunigt. Nach etwa 2 min wurde die Trypsinaktivitdt durch die
Zugabe von DMEM Komplettmedium abgestoppt, um eine Schadigung der Zellen zu
verhindern. Die Zellen wurden resuspendiert und zur weiteren Passagierung mit
Komplettmedium verdiinnt. Die Aussaat in neue 75cm’ Zellkulturflaschen erfolgte in
Verdinnung zu einem bestimmten Verhaltnis, oder aber in definierter Zellzahl. Die Zellen
wurden bei einer wasserdampfgesattigten, 37°C warmen Atmosphare mit 5% (v/v)
Kohlendioxid in einem “HERAcell® 240” CO,-Inkubator (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA) kultiviert.

2.2.1.3 Kultivierung von primaren humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC,
Human Umbilical Vein Endothelial cells)

HUVEC sind primare humane Endothelzellen aus den Nabelschnurvenen von
Neugeborenen (Jaffe, et al., 1973). Bei den in dieser Arbeit verwendeten HUVEC handelt es
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sich um gepoolte Zellen, sie wurden demnach aus den Nabelschnurvenen verschiedener
Neugeborener gewonnen, diese wurden von der Firma Lonza (Kdln) bezogen. Die Zellen
wurden in EBM Komplettmedium gehalten und wurden bei einer wasserdampfgesattigten,
37°C warmen Atmosphare mit 5% (v/v) Kohlendioxid in einem “HERAcell® 240" CO,-
Inkubator (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) kultiviert. Nach jeweils zwei Tagen
wurde unabhangig von der Konfluenz der Zellen ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei 70-
90%iger Konfluenz der Zellen wurden diese entweder passagiert oder auf Zellkulturschalen
ausgebracht. Hierzu wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA
Lésung fur wenige Minuten inkubiert. Das Ablésen der Zellen wurde mikroskopisch
kontrolliert. Nachdem sich die Zellen abzurunden begannen, wurde das Trypsin durch die
Zugabe von EBM Komplettmedium inaktiviert. Zum vollstdndigen Ablésen der Zellen von der
Zellkulturflasche wurden diese mithilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden geschabt. Die
erhaltene Zellsuspension wurde resuspendiert und mit Komplettmedium verdiannt und in
einem bestimmten Verhaltnis oder aber in definierter Zellzahl in Zellkulturflaschen oder auf

Zellkulturschalen ausgebracht.

2.2.1.4 Ernte und Lyse von eukaryotischen Zellen

RIPA-Puffer
- 50mM Tris-HCI pH 8,0
- 1% (v/v) NONIDET P-40
- 150mM NacCl
- 0,1% (w/v) SDS
- 0,5% (w/v) Desoxycholat
- es wurde auf 10ml Puffer noch je eine Complete Mini Protease Inhibitor Tablette (Roche,

Mannheim) zugegeben.
5x RLB-Puffer (Reporter-Lysis-Buffer, Promega, Mannheim)

Um sowohl die HEK293-Zellen als auch die HUVEC zu lysieren, mussten diese aus den
Zellkulturschalen abgeerntet werden. Hierzu wurde in einem ersten Schritt das Kulturmedium
abgesaugt. Im Anschluss daran wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Dadurch
sollten vor allem tote Zellen und im Komplettmedium enthaltene Proteine, welche spatere
Experimente beeinflussen kénnten, entfernt werden. In einer geringen Menge PBS wurden
die adharenten Zellen mithilfe eines Zellschabers (Sarstedt, Nimbrecht) von der
Zellkulturflasche gelést und mittels Pipette in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Diese
Zellsuspension wurde bei 800xg und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das verbliebene Zellpellet wurde in 1ml PBS resuspendiert und in ein 1,5ml
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Reaktionsgefal Gberfuhrt. Dieses wurde erneut bei 800xg und 4°C fir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und verbliebene Reste sehr sorgfaltig mit der Pipette
abgenommen. Das trockene Zellpellet wurde in Abhangigkeit des nachfolgenden Versuches
in dem jeweiligen Lysepuffer lysiert. Fir die Immundetektion von Proteinen mittels
Westernblot wurden die Zellpellets in RIPA-Puffer, fur die Verwendung in Luziferase-
Reportergen-Assays in RLB-Puffer, lysiert. Bei mit RIPA-Puffer zu lysierenden Zellen wurde
das Zellpellet in einer der PelletgroRe entsprechenden Menge Lysepuffer resuspendiert und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Bei mit RLB-Puffer zu lysierenden Zellen wurden diese ebenfalls
in Lysepuffer resuspendiert und stattdessen direkt bei -80°C eingefroren, aufgetaut und fur
10 min bei RT inkubiert. Das Zellhomogenat wurde jeweils fir 10 min bei 16.000xg und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand, das Zelllysat, in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt. Die
Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (vgl. Kap. 2.2.4.1). Das Zelllysat

wurde bis zur weiteren Nutzung bei -20°C gelagert.

2.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Die Zelldichte (Zellen/ml) wurde durch Auszahlen in einem definierten Volumen bestimmt.
Hierzu wurden eine Neubauer-Zahlkammer und ein Lichtmikroskop benutzt. Es wurde ein
Deckglas leicht befeuchtet und auf die Neubauer-Zahlkammer aufgesetzt. Zeigten sich nun
die sogenannten Newton-Ringe, hatte das Deckglas die richtige Lage. Nun wurden 10ul der
Zellsuspension an ein Ende des Deckglases der Neubauer-Zahlkammer pipettiert und durch
dort herrschende Kapillarkrafte in die Zahlkammer gesogen. Die Auswertung erfolgte durch
Auszahlen der vier gro3en Eckquadrate. Nach Einsetzen des Ergebnisses n in die folgende

Formel konnte die totale Zellzahl bestimmt werden.

Z (Zellzahl) = n/4 - 10* - x ml (x = Volumen der Zellsuspension in ml)

2.2.1.6 Auftauen von Zellen

Eine 75cm? Zellkulturflasche wurde mit 25ml Komplettmedium, in Abhangigkeit vom
jeweiligen Zelltyp, geftllt. Die in einem Kryoréhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
eingefrorenen Zellen wurden aus dem flussigen Stickstofftank entnommen und in der Hand
schnell aufgetaut. Sobald die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in die mit Medium gefillte
Kulturflasche Uberfuhrt, resuspendiert und im CO,-Inkubator inkubiert. Nach ca. 5 Stunden
hatten sich die Zellen an den Boden der Kulturflasche geheftet und es konnte ein
Mediumwechsel durchgefiihrt werden, um das im Einfriermedium befindliche DMSO zu

entfernen und eine mdgliche Zellschadigung zu verhindern.
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2.2.1.7 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese kultiviert bis eine 70-90%ige Konfluenz erreicht war.
Bevor die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche durch Zugabe von Trypsin abgeldst
wurden, erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe des
jeweiligen Komplettmediums gestoppt und die Zellen durch Klopfen (HEK293) oder Schaben
(HUVEC) komplett vom Flaschenboden geldst. Nach Bestimmung der Zellzahl (vgl. Kap.
2.2.1.5) wurde die Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Es folgte eine
Zentrifugation fir 10 min bei 800xg und 4°C. Der Uberstand wurde komplett abgenommen
und das Zellpellet in Einfriermedium (10% (v/v) DMSO, 90% (v/v) FCS) zu einer Dichte von
1-2 x 10° Zellen/ml resuspendiert und in 1 ml-Aliquots in Kryordhrchen eingefroren. Die
Kryoréhrchen wurden in einen auf 4°C vorgekihlten Einfrierbehalter gestellt und in diesem
uber Nacht auf -80°C abgekuhlt. Die kurzfristige Lagerung der gefrorenen Zellen erfolgte bei
-80°C. Zur langerfristigen Lagerung wurden die Kryoréhrchen in einen mit flissigem
Stickstoff befullten Tank Uberfuhrt.

2.2.1.8 Liposomale Transiente Transfektion von HEK293-Zellen mittels Lipofectamine®
Transfektionsreagenz

Lipofectamine® Transfection Reagent (Invitrogen, Karlsruhe), bestehend aus Plus™

Reagenz und Lipofectamine® Reagenz

Die HEK293-Zellen wurden in einer Anzahl von 500.000 Zellen pro Zellkulturschale mit
einem Durchmesser von 60mm ausgebracht und Uber Nacht in DMEM-Glutamax
Komplettmedium inkubiert. Am nachsten Tag fand die Transfektion der HEK293-Zellen mit
1,3ug Plasmid DNA pro Zellkulturschale statt. Dazu wurden 1,3ug DNA der zu
transfizierenden Plasmide, 250ul serumfreies DMEM-Glutamax-Medium und 8ul Plus
Reagenz zu einem Transfektionsansatz zusammen pipettiert, kurz gemischt und fir 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Zusatzlich wurden 11ul Lipofectamine und 250ul serumfreies
DMEM-Glutamax-Medium in einem zweiten Transfektionsansatz zusammen pipettiert und
ebenfalls gemischt. Wahrend der 15 mindtigen Inkubationszeit wurde bei den zu
transfizierenden Zellkulturschalen das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit
serumfreiem DMEM-Glutamax-Medium gewaschen und im Anschluss daran 2ml serumfreies
DMEM-Glutamax-Medium pro Zellkulturschale zugegeben. Nach Ablauf der 15 minltigen
Inkubation wurden beide Transfektionsansatze vereint und fir weitere 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation wurden 500ul des Lipofectamine-
DNA Gemisches auf die Zellen gegeben und fir 3 h im Brutschrank inkubiert. Hiernach

wurden 3ml DMEM-Glutamax Komplettmedium pro Zellkulturschale hinzugegeben und die
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Zellen Uber Nacht im CO,-Inkubator inkubiert. Nach 24 h Inkubation wurde das Medium
abgesaugt und es wurden zu jeder Zellkulturschale 3ml frisches Komplettmedium
hinzugefligt. Die Zellen wurden flur weitere 24 h im Inkubator gehalten, um im Anschluss
geerntet zu werden (vgl. Kapitel 2.2.1.4) und Protein- oder RNA-Lysate aus ihnen

anzufertigen.

2.2.1.9 Transiente Transfektion von HUVEC mittels Superfect® Transfektionsreagenz

Superfect® Transfection Reagent (Qiagen, Hilden)

Es wurden 300.000 Zellen pro 60mm Zellkulturschale ausgebracht und dber Nacht in EBM
Komplettmedium inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde jede Zellkulturschale mit jeweils
3ug des entsprechenden Plasmids transfiziert. Hierzu wurden 3ug DNA, 150ul serumfreies
EBM-Medium und 25pl Superfect Transfektionsreagenz zu einem Ansatz zusammen
pipettiert, gemischt und fir 10min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden
die zu transfizierenden Zellen zweimal mit serumfreien EBM-Medium gewaschen. Nach
Ablauf der 10 minutigen Inkubation wurde 1mlI EBM Komplettmedium zum
Transfektionsansatz gegeben und 1,1ml dieses Ansatzes auf die Medium freie
Zellkulturschale gegeben. Die so transfizierten Zellkulturschalen wurden fur 3 h im CO,-
Inkubator inkubiert, danach wurde der Transfektionsansatz komplett abgesaugt und es
wurden 3ml EBM Komplettmedium zu den Zellen gegeben. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 24 h im CO,-Inkubator wurden die Zellen geerntet (vgl. Kapitel 2.2.1.4)

und fur weitere Versuche eingesetzt.

2.2.2 Bakterienkultur

2.2.2.1 Anzucht der Bakterien

Das LB-Flissigmedium wurde bei einer Temperatur von 121°C und einem Druck von 200
kPa autoklaviert. Das hitzelabile Antibiotikum Ampicillin wurde vor Verwendung mit einem
Membranfilter (Millipore, Eschborn) sterilfiltriert und dem autoklavierten Medium bei einer

Temperatur unterhalb von 60 °C nachtraglich zugesetzt.

LB-Medium
- 10 g/l Trypton
- 5 g/l Hefeextrakt
- 5g/INaCl
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LB-Agar
- 10g/l Trypton
- 5 g/l Hefeextrakt
- 5g/INaCl
- 1549/l Agar

Ampicillin-Stammldsung

- 50 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz
- in H,O geldst, sterilfiltriert und bei -20°C gelagert

Die Anzucht der E. coli vom Typ TG1 (vgl. Kap. 2.1.7) erfolgte, in Abhangigkeit von der
Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz, unter Selektionsdruck bei 37°C. Die Anzucht
erfolgte Uber Nacht im Brutschrank (LB-Agar Platten) oder im Schittler bei 200 UpM

(Flassigkulturen).

2.2.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter E.coli

TEB1-Puffer
- 100mM RbCI
- 10mM CaCl,
- 50mM MnCl,
- 15% (v/v) Glyzerin

TFB2-Puffer
- 10mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS); pH 6,5
- 75mM CaCl,
- 10mM RbCI
- 15% (v/v) Glyzerin

- beide Lésungen wurden sterilfiltriert und bei 4°C gelagert

Die naturliche Kompetenz, d.h. die Aufnahmebereitschaft fir Fremd-DNA, ist fir gewdhnlich
bei Bakterien nur gering, jedoch kann diese z.B. durch die Behandlung mit Rubidiumchlorid
erhoht werden.

Bei der hier durchgefihrten Rubidiumchlorid-Methode (Hanahan, 1983) zur Erstellung
transformationskompetenter E.coli Bakterien wurden 5ml LB-Medium in einem 12ml
Kulturréhrchen mit einer Kolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 200 UpM
geschittelt. Am nachsten Tag wurden 100ml LB-Flissigmedium in einem 250ml

Schikanenkolben mit 1ml der Uber-Nacht-Kultur angeimpft und bei 37°C geschiittelt bis eine
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optische Dichte bei 600nm Wellenlange von 0,4-0,6 erreicht war. Daraufhin wurden die
Zellen in ein Zentrifugenrdhrchen Gberfuhrt und fir 5 min bei 4.000xg und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde in 30ml Puffer TFB1 resuspendiert und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien erneut bei 4.000xg, 4°C fur 5
min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 4ml eiskaltem TFB2-
Puffer resuspendiert und die Zellsuspension zu je 100ul in Reaktionsgefalen aliquotiert. Die

aliquotierten Zellen wurden in flissigem N, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Bei der Transformation wird freie, l6sliche DNA in kompetente Bakterien eingebracht
(Hanahan, 1983). Hierzu wurden die zu transformierenden Bakterien auf Eis aufgetaut und
70ul kompetente Bakterien mit 1ul Plasmid bzw. 10yl Ligationsreaktion (vgl. Kap. 2.2.3.5) in
einem 1,5ml Reaktionsgefal vermischt. Nach einer 30 minltigen Inkubation auf Eis wurde
der gesamte Ansatz in einem auf 42°C temperierten Heizblock fir 90 Sekunden einem
Hitzeschock ausgesetzt. Darauf folgte eine Inkubation auf Eis fir 2 min und eine
anschliefende Zugabe von 500ul LB-Medium. Dieser Ansatz wurde fir 30 min bei 37°C
schittelnd 200 UpM inkubiert und danach bei 1.500xg fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Bakterienpellet in einem kleinen Volumen LB-Medium resuspendiert.
Es wurden jeweils zwei verschiedene Verdinnungen der transformierten und
resuspendierten Bakterien ausgestrichen. In 50ul LB-Medium wurden jeweils 1ul oder 10ul
der Bakteriensuspension verdinnt, auf LB-Agarplatten (vgl. Kap. 2.2.2.1) mit Ampicillin

(Endkonzentration: 50ug/ml) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert

2.2.3 Nukleinsaure-Techniken

2.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE-Puffer

2M Tris-Base

50 mM EDTA

Mit Eisessig auf pH 8,3 einstellen

6x Probenpuffer

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA

30% (v/v) Glyzerin

0,25% (w/v) Bromphenolblau
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Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Nukleinsauren nach
ihrer Grofe und Konformation. Durch ihr negativ geladenes Phosphat-Rickgrat wandern die
Nukleinsauren bei angelegter Spannung zur Anode. Das Agarose-Gel wirkt dabei wie ein
Sieb aus Agarose-Polymeren, wobei die Agarose-Konzentration die PorengroRe dieses
Siebes bestimmt, je hoher die Agarose konzentriert ist je kleiner sind die Poren. Durch diese
Agarose-Gel-Matrix bewegen sich kleine Nukleinsduremolekule schneller als Grofde. In
dieser Arbeit fand die Agarose-Gelelektrophorese Anwendung bei der Qualitatsbestimmung
nach RNA-Isolierung (vgl. Kap. 2.2.3.9), der Analyse oder praparativen Isolierung von DNA-
Fragmenten  nach Restriktionsverdauungen  (vgl. Kap. 2.2.3.6) und der
Konzentrationsbestimmung von gering konzentrierten DNA-Fragmenten vor einer Ligation
(vgl. Kap. 2.2.3.5).

Zur Herstellung der Gele wurde Agarose (UltraPure™ Agarose, Invitrogen, Karlsruhe) geméaR
der gewunschten Prozentigkeit (0,8% (w/v) - 2,0% (w/v)) abgewogen, zusammen mit 1x
TAE-Puffer in einen Erlenmeyerkolben gegeben und im Mikrowellenherd aufgekocht bis die
Agarose komplett gelést war. Im Anschluss wurde die Agarose auf ca. 60°C abgekuhlt,
Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von 0,2 — 0,4 ug/ul hinzugegeben, in eine
horizontale Gel-Apparatur ,PerfectBlue™ Mini Gel-System“ (Peqlab, Erlangen) gegossen
und ein Gel-Kamm mit der bendtigten Taschenzahl eingesetzt.

Die zu analysierenden Nukleinsauren wurden zu 1/5 Volumen mit 6x Probenpuffer versetzt
und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese fand in 1x TAE-Puffer statt bei
einer Feldstarke von 4 — 7 V/cm. Zur Abschatzung der Grolke der aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden jedem Gel 5ul GroRenstandard (0,1ug/pl) zugefugt. Die Detektion der
DNA-Banden nach Abschluss des Gellaufs erfolgte an einem Fluorchem 8900 Gel-
Dokumentationssystem (Cell Biosciences, Santa Clara, USA), bei durchscheinendem UV-
Licht.

2.2.3.2 Fallung von DNA mit Ethanol

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA

Die Prazipitation von DNA mittels Ethanolfallung ist eine Methode zur Reinigung von DNA
und bietet zudem eine Moglichkeit Losungen mit geringer DNA Konzentration hoher zu
konzentrieren.

Die Fallung der Nukleinsaduren erfolgte durch die Zugabe von 1/9 des Ausgangsvolumens

einer 3 M Natrium-Acetat-L6sung (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol. Im Anschluss wurde fir
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1 h bei -80°C die DNA gefallt und danach fir 30 min bei 17.000xg, 4°C pelletiert. Die
prazipitierte DNA wurde je einmal mit 70% p.a. und 96% p.a. EtOH gewaschen, getrocknet

bis keine Ethanol Reste mehr vorhanden waren und in TE-Puffer resuspendiert.

2.2.3.3 Plasmid-Mini- und Plasmid-Maxi-praparation

Fur die Praparation von Plasmiden wurde mit einer Pipettenspitze eine Einzelkolonie, von
vorher mit dem bendtigten Plasmid transformierten (vgl. Kap. Trafo) Bakterien, gepickt und in
LB-Medium mit Ampicillin (Endkonzentration: 50ug/ml) Uberfihrt. Fir die Plasmid-Mini-
Praparation wurden jeweils 2ml LB-Medium in einem sterilen 12ml Kulturréhrchen mit einer
Einzelkolonie angeimpft und bei 37°C und 200 UpM inkubiert. Fur die Plasmid-Maxi-
Praparation wurde eine Bakterienkultur mit 2ml LB-Medium als Vorkultur verwendet, mit
dieser wurden 150-250ml LB-Medium in einem 500ml Schikanenkolben angeimpft und bei
37°C und 200 UpM inkubiert.

Die Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Mafistab (2ml Bakterienkultur) als auch im
Grolken (150-250ml Bakterienkultur) fand nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Hilfe
von Plasmidextraktionskits der Fa. Qiagen (Hilden) statt. Fir die 2ml Kulturen wurde das
Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) verwendet, fiir groRe Kulturen von 150-250ml
wurde das Hispeed® Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde nach den
Vorschriften des Herstellers vorgegangen. Die praparierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C

gelagert.

2.2.3.4 Assoziation einzelstrangiger Oligonukleotide

Fir die Assoziation einzelstrangiger komplementarer Oligonukleotide wurden die in TE-
Puffer gelésten Einzelstrange in gleichen molaren Mengen und einer Konzentration von
1pmol/ul in einem Reaktionsgefa® gemischt. Dieses wurde mit einem Schaumstoff-
Schwimmer in ein Gefall mit 95°C heillen Wasser gegeben, welches langsam auf
Raumtemperatur abkihlte. So war eine optimale Hybridisierung der beiden Einzelstrange
gewahrleistet. Die so generierten Oligonukleotid Doppelstrdnge wurden dann bei -20°C

gelagert.

2.2.3.5 Ligation von DNA

T4-DNA-Ligase (6 U/pl) (New England Biolabs, Frankfurt)
T4-DNA-Ligase Reaktionspuffer (10x) (New England Biolabs, Frankfurt)
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Vor der Verknupfung von DNA-Fragmenten mit kompatiblen Enden wurden Teile davon auf
einem Agarose-Gel aufgetragen, um die ungefahren Konzentrationen anhand der bekannten
Mengen der einzelnen DNA-Fragmente des GrofRenstandards zu bestimmen. Daraufhin
wurden Vektor-DNA und Insert-DNA in einem molaren Verhaltnis von ca. 1:3, in 1x
Reaktionspuffer und 3 Einheiten T4-DNA-Ligase zusammen pipettiert. Das
Reaktionsvolumen betrug jeweils 20pyl und der Ligationsansatz wurde fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden 10ul direkt in einer Transformation

eingesetzt.

2.2.3.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen diente zur
Gewinnung von Vektor- und Insert-DNA fiir Ligationen oder zur Uberpriifung von DNA-
Molekulen. In den Reaktionen wurden je nach Restriktionsenzym Mengen zwischen 2 und 10
Units pro uyg DNA eingesetzt. Es wurden je nach Experiment unterschiedliche Mengen DNA
verdaut, zur Praparation von DNA-Fragmenten fur Ligationen wurden 5ug DNA verdaut, bei
der Uberpriifung von DNA-Molekiilen hingegen nur 1ug DNA. Die Inkubationstemperaturen
und Pufferbedingungen richteten sich nach den Herstellerangaben. Die Inkubationsdauer

war abhangig von DNA- und Enzymmengen.

2.2.3.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur lIsolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten nach elektrophoretischer Trennung im
Agarose-Gel wurde der QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach

Herstellerangaben benutzt.

2.2.3.8 Reinigung von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente aus Polymerase-Kettenreaktionen oder Restriktions-Verdauungen von
Verunreinigungen (z.B. Salze oder Enzyme) zu befreien wurde das QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Bei der Reinigung wurde nach den

Herstellerangaben verfahren.

2.2.3.9 Isolierung von RNA

TRIzol® (Invitrogen, Karlsruhe)
Ultrapure™ DNase/RNase freies destilliertes Wasser (Invitrogen, Karlsruhe)
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden)
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Bei der Isolierung von RNA wurden alle Schritte unter einem Abzug durchgefihrt und es
wurden ausschlielBlich gestopfte Spitzen und Reaktionsgefalle verwendet, die zuvor noch
verpackt und damit RNase frei waren.

Die Isolierung der RNA aus Zellpellets (vgl. Kap. 2.2.1.4) wurde mit dem Reagenz TRIzol®
der Fa. Invitrogen (Karlsruhe) nach einem modifizierten Protokoll von Chromczynski und
Sacchi durchgefihrt (Chomczynski und Sacchi, 1987). Hierbei wurden die Zellpellets in 1ml
TRIzol resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 200yl
mit H,O Uberschichtetes Chloroform zugegeben und fir 15 Sekunden auf einem Vortex-
Mixer gemischt. Es folgte eine 3 minutige Inkubation bei Raumtemperatur, gefolgt von einer
Zentrifugation bei 12.000xg, 4°C fir 15 min. Die dabei entstandene obere Phase wurde
sorgfaltig mit einer Pipette in ein neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. Es wurden 500pl
Isopropanol (99% p.a.) zugefigt, weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und ermeut
bei 12.000xg, 4°C fir 10 min zentrifugiert. Das dabei entstandene RNA-Pellet wurde einmal
mit 1ml 75% p.a. EtOH gewaschen, auf dem Vortexer gemischt und fir 5 min bei 7.500xg
4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet im Reaktionsgefal
mit gedffnetem Deckel in einem Heizblock bei 37°C getrocknet und daraufhin in 30l
DNase/RNase freiem Wasser inkubiert. Die RNA wurde anschlieRend fir 10 min in einem
Heizblock bei 55°C inkubiert, um sie vollstdndig zu I6sen. Darauffolgend wurde
photometrisch die Konzentration bestimmt (vgl. Kap. 2.2.3.10) und die Integritat der RNA auf
einem Agarose-Gel Uberprift. Dafir wird ein Agarose-Gel, mit nur fir diesen Zweck
verwendeter Agarose, in eine komplett mit EtOH gereinigte Elektrophorese-Kammer
gegossen und 1ug RNA aufgetrennt (vgl. Kap. 2.2.3.1). Die isolierte RNA wird bei -80°C
gelagert.

Wurde die RNA nachfolgend zur Durchfiihrung einer Microarray-Analyse benutzt, wurde
diese vorher mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit der Fa. Qiagen (Hilden) nach Angaben des

Herstellers gereinigt.

2.2.3.10 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren

UltraPure™ DNase/RNase-freies destilliertes Wasser (Invitrogen, Karlsruhe)

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von A = 260 nm (ODys) in UV-Einmal-Kivetten (Brand GmbH, Wertheim) in
einem SmartSpec™ Plus Spectrophotometer (BioRad, Miinchen). Es wurde die zu
bestimmende Nukleinsdure in DNase/RNase freiem Wasser verdiinnt, als Referenz diente
DNase/RNase freies Wasser. Beruhend auf dem Lambert-Beerschen-Gesetz entsprach
eine ODyg von 1 einer DNA Konzentration von 50ug/ml bzw. einer RNA Konzentration von

40ug/ml. Die Beurteilung der Reinheit der Nukleinsauren erfolgte durch eine zweite
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Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von A = 280 nm (ODyg). Das Verhaltnis
OD260/ODyg liegt fur reine DNA bei 1,8 fur RNA bei 2,0. Kleinere Werte weisen auf
Kontamination mit Proteinen (aromatische Gruppen) und/oder im TRIzol® vorkommendes
Phenol hin.

2.2.3.11 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Um die isolierte RNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) analysieren zu koénnen,
musste die einzelstrdngige RNA in doppelstrangige DNA umgeschrieben werden. Dies
erfolgte mit Hilfe der Reversen Transkription (RT, cDNA Synthese), bei der die
einzelstrangige RNA als Matrize dient und eine Reverse Transkriptase, eine RNA abhangige
DNA-Polymerase, anhand dieser die komplementare DNA (cDNA) synthetisiert.

Um auch letzte Spuren genomischer DNA zu entfernen, wurde mit der RNA ein DNase-
Verdau durchgefuhrt. Hierzu wurden 5ug RNA pro Probe mit einer RQ1 RNase freien DNase

(Promega, Mannheim) verdaut. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.3 dargestellit.

Tabelle 2.3: DNase-Reaktionsansatz

Ansatz pro Probe

5ug RNA x
RQ1 DNase 10x Puffer 2 ul
RQ1 DNase 1U/pl 5ul
RNase freies Wasser ad 20 pl

Die Proben wurden zunachst 30 min bei 37°C im Heizblock inkubiert, anschlieRend wurden
zur Inaktivierung der DNase jeweils 5ul RQ1 DNase Stop Solution zupipettiert und fir 10 min
bei 65°C inkubiert. Von der so mit DNase verdauten RNA wurden direkt 2ug (10pl) in eine
cDNA Synthese mit einer modifizierten Reversen Transkriptase eingesetzt. Die cDNA
Synthese wurde in 200pl Reaktionsgefallen in einem zyklisch programmierbaren
Thermoblock (GS482, G-Storm, Somerton, United Kingdom) durchgefihrt. Der

Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.4 dargestellt.

Tabelle 2.4: RT-Reaktionsansatz |

Ansatz pro Probe

2ug RNA 10ul
Hexamere (50uM) 1l
dNTP-Mix (10mM) 1ul
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Der Reaktionsansatz | (siehe Tabelle 2.4) wurde fir 5 min auf 65°C erhitzt und anschlief3end
auf Eis gestellt. Es wurde der Reaktionsansatz Il (siehe Tabelle 2.5) hinzupipettiert und fur 2
min bei 37°C im Heizblock inkubiert.

Tabelle 2.5: RT-Reaktionsansatz Il

Ansatz pro Probe

Erststrang 5x Puffer 4ul
DTT (0.1M) 2yl
RNaseOUT (40 u/pl) 1ul

Im Anschluss wurde zu jeder Probe 1ul der modifizieten Reversen Transkriptase
(SuperScript 1ll, Invitrogen, Ort, 200U/ul) zugegeben, 10 min bei 25°C, 50 min bei 37°C und
abschlief3end 15 min bei 70°C inkubiert. Danach wurde der Thermoblock auf 4°C gekuhlt, die

Proben entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.2.3.12 Amplifikation von DNA-Sequenzen mit Hilfe der der PCR (Polymerase-Ketten-
Reaktion)

Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen wurde die Standard-Polymerase-Ketten-Reaktion
verwendet (Mullis, et al., 1986).

Die Reaktionsansatze mit einem Volumen von 30ul wurden wie folgt zusammen pipettiert:

Tabelle 2.6: PCR Reaktionsansatz

Komponenten eingesetzte Volumina in pl Endkonzentration
Forward Primer (10uM) 1 5nM
Reverse Primer (10uM) 1 5nM
dNTP-Mix (10mM) 1 0,2mM
PCR-Puffer 10x konzentriert 5 1x
Template X 1-2ng/ul
Thermostabile-DNA- 05 0,05 U/l

Polymerase (5U/ul)
DNA freies ddH,O ad 50ul

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler (GS482, G-Storm, Somerton, United Kingdom), die

DNA-Sequenzen wurden nach folgendem PCR-Profil amplifiziert:
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Tabelle 2.7: PCR-Profil fir eine Standard-Reaktion

Schritt Zeit (sec) Temperatur (°C) Zyklen
Initiale Denaturierung 300 94°C
Denaturierung 30 94°C 25-45
Oligonukleotid-Annealing 30 56-65°C 25-45
Elongation 60sec /kb 72°C 25-45
Finale Elongation 300 72°C
Kihlung o0 4°C

Die Temperatur wahrend des Annealing Schrittes richtete sich nach den benutzten Primern
und die Dauer des Elongation Schrittes nach der Lange der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz, wobei ca. 1000 bp pro Minute amplifiziert wurden. Nach Abschluss der PCR-
Reaktion wurden die Proben bei -20°C gelagert.

2.2.3.13 Overlap-extension PCR

Die Overlap-extension PCR (OEP) (Ho, et al., 1989) wurde zur spezifischen Mutagenese von
GRHL3-Plasmiden (vgl. Kap. 3.8.2) oder zur Fusion von Tags (vgl. Kap. 3.8.1) verwendet.
Bei dieser Methode wurden zwei DNA-Sequenzen ohne die Verwendung von
Restriktionsschnittstellen miteinander fusioniert. Hierflir wurden zwei separate, sich um 8-10
bp Uberlappende, DNA-Fragmente amplifiziert. Diese wurden gelelektrophoretisch getrennt
(vgl. Kap. 2.2.3.1), aus dem Gel isoliert (vgl. Kap 2.2.3.7) und in aquimolaren Verhaltnissen
als Templates in einer dritten PCR, der eigentlichen OEP, eingesetzt. In dieser OEP wurden
Vektor-spezifische Oligonukleotide als Primer benutzt um ein Volllangen-Fragment zu
amplifizieren, welches den zu deletierenden Bereich nicht mehr enthalt (Abb. 2.2), bzw. das
zu insertierende Fragment enthalt (Abb. 2.1). Dieses Fragment musste nur noch
gelelektrophoretisch getrennt, aus dem Gel isoliert und mit passenden Restriktionsenzymen
geschnitten werden (vgl. Kap. 2.2.3.6), um anschlieBend in den Zielvektor ligiert zu werden
(vgl. Kap. 2.2.3.5).
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Abb. 2.1: Insertion von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Overlap-extension PCR (OEP). Die
Oligonukleotide B und C wurden benutzt um ein DNA-Fragment in eine DNA-Sequenz einzufiigen.

Die Oligonukleotide binden 5°- und 3'- des zu insertierenden Bereichs und besitzen Gberhangende
und Uberlappende Bereiche (gestrichelter Teil des Pfeils), welche fiir die zu insertierende Sequenz
kodieren. Im ersten Schritt wurden in zwei einzelnen PCRs (1 und 2), die Oligonukleotide B und C
zusammen mit Vektor-spezifischen Oligonukleotiden (A und D) benutzt. In einer dritten Reaktion (PCR
3) dienten die Produkte aus den vorherigen PCRs als templates, diese Uberlappen in einem kurzen
Bereich wodurch eine Anlagerung beider templates moglich wurde. Mit den Vektor-spezifischen
Oligonukleotiden (A und D) wurde daraufhin ein Volllangen-Fragment amplifiziert welches den zu
insertierenden Bereich (gestrichelter Bereich) enthielt.

A c
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Abb. 2.2: Deletion von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Overlap-extension PCR (OEP). Die
Oligonukleotide B und C wurden benutzt um DNA-Fragmente 5- und 3'- des zu deletierenden
Bereichs (schwarzer Bereich) zu amplifizieren. Dazu wurden sie in zwei einzelnen PCRs (1 und 2)
zusammen mit Vektor-spezifischen Oligonukleotiden (A und D) benutzt. In einer dritten Reaktion (PCR
3) dienten die Produkte aus den vorherigen PCRs als templates, diese Uberlappen in einem kurzen
Bereich wodurch eine Anlagerung beider templates moglich wurde. Mit den Vektor-spezifischen
Oligonukleotiden (A und D) wurde daraufhin ein Volllangen-Fragment amplifiziert welches den zu
deletierenden Bereich nicht mehr enthielt.
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2.2.3.14 Herstellung rekombinanter Plasmide

Zur Erzeugung neuer rekombinanter Plasmide wurden die Ziel-Vektoren als auch die zu
insertierenden DNA-Fragmente mit Restriktionsendonukleasen geschnitten (vgl. Kap.
2.2.3.6). Die zu insertierenden DNA Abschnitte wurden entweder direkt aus Vektoren
herausgeschnitten oder zuerst mittels Overlap-extension PCR (vgl. Kap. 2.2.3.13) amplifiziert
und anschlieend geschnitten. Die Vektor- und Insert-DNA-Fragmente wurden danach
elektrophoretisch getrennt (vgl. Kap. 2.2.3.1), aus dem Gel isoliert (vgl. Kap. 2.2.3.7) und in
einer Ligation eingesetzt (vgl. Kap. 2.2.3.5). Es wurden 50% des Ligationsansatzes zur
Transformation in TG1 Bakterien (vgl. Kap. 2.2.2.2) benutzt. Die auf LB-Agar Platten mit
Antibiotika Resistenz gewachsenen Bakterien wurden in LB-Flissigmedium kultiviert und die
Plasmide wurden anschlief3end in einer Plasmid-Mini-Praparation (vgl. Kap. 2.2.3.3) isoliert.
Diese wurden mittels Restriktionsanalyse Uberpruft und gegebenenfalls von der Fa. Starseq

(Mainz) sequenziert.

2.2.3.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte bei der Fa. Starseq (Mainz). Hierfir wurden, geman
dem U-Mix Protokoll, 400-700 ng DNA und 10pmol des jeweiligen Primers mit
DNAse/RNAse freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 7ul verdinnt und zur
Sequenzierung versendet. Nach Abschluss der Sequenzierung wurden die erhaltenen .txt
Dateien mit der Sequenz und das in einer .ab1 Datei enthaltene Chromatogramm

ausgewertet.

2.2.4 Proteinanalytik

2.2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976) unter
Verwendung des ,Bio-Rad Protein Assays® (BioRad, Miinchen) oder von ,Roti®-Quant"
(Roth, Karlsruhe). Hierzu wurden 1ul Proteinlésung und 799ul dH,O in einer Einmal-
Halbmikrokivette (Sarstedt, Niumbrecht) zusammen pipettiert und 200ul des Coomassie-
Farbstoffes hinzugegeben. AnschlieRend wurde das Ganze gut gemischt und fur 5 min bei
RT inkubiert. Daraufhin wurde die Absorption bei 595nm in einem SmartSpec™ Plus
Spectrophotometer (BioRad, Minchen) gemessen und die Proteinkonzentration anhand

einer BSA-Eichgerade bestimmt.
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2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

6x SDS-Ladepuffer
- 350mM Tris-HCI, pH 6,8
- 10% (w/v) SDS
- 30% (v/v) Glyzerin
- 5% (v/v) B-Mercaptoethanol
- 0,05% (w/v) Bromphenolblau

Acrylamid-Mix
- 30% (w/v) Acrylamid
- 0,8% (w/v) N,N -Methylenbisacrylamid

Elektrophorese-Laufpuffer
- 25mM Tris
- 192mM Glycin
- 1% (w/v) SDS

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine diskontinuierliche gelelektrophoretische
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli, 1970). Aufgetrennt
werden die Proteine Uber ein engporiges Trenngel, welches je nach Vernetzungsgrad als ein
Molekularsieb fungiert. Dieses ist Uberschichtet von einem weitporigen Sammelgel, das der
Konzentration der Proteinproben dient.

Die in RIPA-Puffer lysierten Proteinproben (vgl. Kap. 2.2.1.4) wurden mit RIPA-Puffer auf
ein einheitliches Endvolumen aufgefillt und 6x SDS-Ladepuffer zugegeben. Anschliel3end
wurden die Proben fir 5 min bei 95°C in einem Heizblock (Eppendorf, Hamburg) denaturiert.
Das im Ladepuffer befindliche SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz und
bildet einen Komplex mit den hydrophoben Bereichen von Proteinen und maskiert diese
dadurch mit einer negativen Ladung. Zusatzlich enthalt der Puffer B-Mercaptoethanol zur
Reduktion der Disulfidbricken in Proteinen. Die negativ geladenen und denaturierten
Proteine wandern in einem elektrischen Feld nun entsprechend ihrem Molekulargewicht
durch die Polyacrylamid-Matrix.

Fir das SDS-Polyacrylamidgel wurde zwischen zwei mit EtOH gereinigte und mit Spacern
getrennte Glasplatten zuerst das Trenngel mit einer Konzentration zwischen 10% (w/v) und
12% (w/v), in Abhangigkeit von der Grolke der zu detektierenden Proteine, gegossen.
Nachdem dieses polymerisiert war, wurde dariber das Sammelgel mit einer
Acrylamidkonzentration von 5% (w/v) gegossen und zur Erstellung von Taschen im Gel ein

Kamm eingesetzt.
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Der Proteinstandard Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standard (BioRad, Miinchen)
und die vorbereiteten Proben wurden in die Taschen pipettiert. Im Sammelgel erfolgte die
Konzentrierung der Proben bei 80V fir ca. 15 min, im Trenngel wurden die Proben bei 100-
120V fir ca. 60 min aufgetrennt. Dazu wurde eine vertikale Elektrophoresekammer (Mini-
PROTEAN® Tetra Cell, BioRad, Miinchen) mit Elektrophorese-Laufpuffer verwendet.

Tabelle 2.8: Pipettierschema fur 10 ml Trenngel und 3 ml Sammelgel

Komponente Sammelgel (4%) Trenngel (10%) Trenngel (12%)
30 % (w/v) Acrylamid-Mix 500 pl 3,3 ml 4 mi

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) - 2,5ml 2,5ml

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) 380 ul - -

10 % (w/v) SDS 30 pl 100 pl 100 pl

10 % (w/v) APS 30 ul 100 pl 100 pl
TEMED 3 ul 4 ul 4 ul

H.O 2,1 ml 4 mi 3,3 ml

2.2.4.3 Proteintransfer auf eine PVDF Membran (Westernblot)

Transferpuffer fiir kleine Proteine
- 24mM Tris-Base
- 193mM Glycin
- 200ml Methanol

Transferpuffer fiir grolRe Proteine
- 48mM Tris-Base
- 386mM Glyzin
- 0,05% (w/v) SDS
- 200ml Methanol

Nach Abschluss der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine in einem elektrischen
Feld vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine ,Hybond-P“ PVDF (GE Healthcare, Freiburg)
Membran transferiert und darauf immobilisiert. Der Transfer fand in einer Mini-PROTEAN®
Tetra Cell Apparatur der Fa. BioRad statt. Abhangig von der GréRRe der zu transferierenden
Proteine wurden zwei verschiedene Transferpuffer benutzt: 1. fir Proteine gréRer als 75 kDa
wurde der ,Transferpuffer flr groRe Proteine® benutzt und 2. fir Proteine mit einer Grofle
kleiner als 75 kDa der , Transferpuffer flir kleine Proteine“. Vor dem Transfer wurde die PVDF

Membran fir 15 Sekunden in Methanol aktiviert und anschlieRend zusammen mit den
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Whatman-Filterpapieren, Schwammen und dem SDS-Polyacrylamidgel in Transferpuffer
aquilibriert. Im Anschluss wurde der Blot nach dem in Abbildung 2.3 gezeigten Schema in
Transferpuffer aufgebaut. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen im ,Blot-
Sandwich“ befanden. Der Transfer fand bei 80V fur 1h (Transferpuffer fur kleine Proteine)
bzw. 2h (Transferpuffer flr grofle Proteine) statt. Die Apparaturen enthielten dabei einen
Kihlakku. Aufgrund der groBReren Warmeentwicklung bei dem Transfer der ,grof3en Proteine”

wurde dieser zusatzlich mit Eiswasser von auf3en gekuhit.
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Abb. 2.3: Schematischer Aufbau eines Westernblot: (a) Schwamme, (b) Whatman-
Filterpapier, (c) SDS-Polyacrylamidgel, (d) PVDF Membran

2.2.4.4 Immundetektion immobilisierter Proteine

T1BS-T
- 50mM Tris-Base
- 150mM NaCl
- 0,1 % (v/v) Tween 20

Nach Abschluss des Proteintransfers (vgl. Kap. 2.2.4.3) wurde die Membran fur 1h in TBS-T
mit 5% (w/v) Magermilchpulver (Carl Roth, Karlsruhe) auf einem Orbitalschittler ,HS 260
basic* (IKA, Staufen) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Die
nachfolgende Inkubation mit dem Primarantikdrper fand Uber Nacht bei 4°C statt. Hierzu
wurde der Boden einer quadratischen Petrischale mit Parafilm® M (Brand GmbH, Wertheim)
bedeckt, auf den Parafilm wurden fir eine 8,5 x 7,5 cm grolte PVDF Membran ca. 3ml des
entsprechend verdinnten Primarantikdrpers gegeben und darauf die PVDF Membran mit der
Proteinseite (die im ,Blot-Sandwich“ dem SDS-Gel zugewandte Seite) nach unten gelegt.
Nach Abschluss der Inkubation mit dem Primarantikorper wurde die Membran dreimal fir
jeweils 10 min in TBS-T gewaschen und anschlieRBend in einer Schale mit dem jeweiligen

Sekundarantikdrper inkubiert. Die Inkubation mit dem Zweitantikdrper erfolgte fur 1-1,5 h bei
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RT auf einem Orbitalschittler. Abschliefend wurde die Membran viermal fur jeweils 10 min
in TBS-T gewaschen.

Die Detektion der auf der Membran gebundenen Proteine erfolgte Gber den gebundenen
Zweitantikorper, in diesem Fall ein Antikorper-Enzym-Konjugat. Die an den Zweitantikorper
gekoppelte Meerretichperoxidase lie3 sich mit Hilfe eines Chemilumineszenzreagenz
nachweisen. Dem Antikérper und der Konzentration des zu detektierenden Proteins
entsprechend wurde entweder das weniger sensitive ECL oder das sensitivere ECL Plus™,
jeweils von der Fa. GE Healthcare (Freiburg) nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Im Anschluss an die Inkubation mit dem Chemilumineszenzreagenz wurde die Membran
zwischen Filterpapieren getrocknet, in Klarsichtfolie eingeschlagen und in eine lichtdichte
Filmkassette geklebt. In einer Dunkelkammer wurde anschlieBend die Chemilumineszenz
durch Exposition der Membran auf sensitiven Réntgenfilmen (HyperFim™ ECL, GE

Healthcare, Freiburg) detektiert.

2.2.4.5 Entfernung eines Antikorpers von einer PVDF Membran

Die Verwendung von PVDF-Membran und der Antigen-Nachweis mittels des ECL-Systems
ermoglichten durch sogenanntes ,Stripping“ die Primarantikbrper zu entfernen und die
Membran mit einem anderen primaren Antikdrper erneut zu inkubieren. Dazu wurde die
Membran fir 20 min in TBS-T gewaschen und anschlieRend fur 10 min in ,Restore PLUS
Westernblot Stripping Buffer” (Pierce, Rockford, USA) inkubiert. Im Anschluss wurde der
Puffer entfernt und die Membran dreimal fur jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen. Daraufhin

konnte die Membran erneut blockiert und mit Primarantikdrpern inkubiert werden.

2.2.4.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS

Permeabilisierungs-Losung

- 3% (w/v) BSA

- 0,3% (v/v) Triton X-100
- gel6st in PBS

Phalloidin-L6sung
- 2,5% (v/v) Alexa Fluor® 568 Phalloidin (Invitrogen, Karlsruhe)
- 1% (w/v) BSA

- gel6st in PBS
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Mounting-Reagenz

- Prolong® Gold Antifade Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)

DAPI-L6sung
- 0,01% (w/v) 4',6-Diamidin-2-phenylindol in PBS

Vor dem Versuch wurden Deckglaschen angeatzt, um eine verbesserte Oberflache zur
Adhasion von Zellen zu schaffen. Hierfur wurden die Deckglaschen fir 2 h in 7%iger
Essigsaure inkubiert und anschliefend finfmal fur 10 min mit dH,O gewaschen. Danach
wurden sie Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet, in Alufolie-Packchen zu je 12
Deckglaschen aliquotiert und autoklaviert.

HEK293-Zellen als auch HUVEC wurden in 6-well Platten auf Deckglaschen, zu je 100.000
Zellen pro well ausgebracht (vgl. Kap. 2.2.1.2 und 2.2.1.3) und am darauffolgenden Tag
transfiziert (vgl. Kap. 2.2.1.8 und 2.2.1.9). HUVEC wurden einen Tag nach der Transfektion,
HEK293-Zellen zwei Tage danach fixiert. Dafiur wurden die Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen und zur Fixierung fur 15 min bei Raumtemperatur in 4% (w/v) Paraformaldehyd
in PBS inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen erneut vorsichtig mit PBS gewaschen und
zur Permeabilisierung der Zellen fir 15 min in Permeabilisierungs-Lésung inkubiert. Es folgte
ein zweimaliges Waschen mit PBS gefolgt von der Inkubation mit dem Primarantikorper. Als
Erstantikdrper wurde ein gegen das myc-Epitop-Tag gerichteter Antikérper (Anti-c-myc, Klon
9E10, Maus, Biomol, Hamburg) 1:50 in PBS verdinnt verwendet. Zur Inkubation mit dem
Primarantikorper wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf 100ul
Antikorperlésung gelegt und (iber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Uberpriifung der Spezifitat des
Zweitantikorpers wurde ein Deckglas mit transfizierten Zellen mit PBS anstelle des
Primarantikdrpers inkubiert. Am Folgetag wurden die Deckglaschen wieder umgedreht und
dreimal mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikorper (Alexa
Fluor® 488 Anti-Maus-Antikérper (Invitrogen, Karlsruhe); 1:500 in PBS verdiinnt) fiir 1 h bei
RT unter Ausschluss von Licht, gefolgt von dreimaligem Waschen mit PBS. Zur Anfarbung
des Zytoskeletts wurden die Zellen mit dem spezifisch an Aktin bindenden,
fluoreszenzmarkierten Cyclopeptid Phalloidin inkubiert. Nach 20 mindtiger Inkubation mit
Phalloidin-Lésung bei RT wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend
zur Markierung des Zellkerns mit DAPI-Lésung (2mg/ml 4',6-Diamidin-2-phenylindol in
Dimethylformamid), 1:1000 in PBS verdlnnt, fir 2 min inkubiert. AbschlieRend wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit je einem Tropfen Mounting-Reagenz auf
Objekttragern fixiert. Die Praparate wurden 2-3 Tage bei Dunkelheit getrocknet und

anschliefend mit Nagellack versiegelt. Die Analyse und Dokumentation der subzellularen
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Lokalisation der unterschiedlichen GRHL3 Deletionsmutanten erfolgte an einem

Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer D1, Zeiss, Jena).

2.2.5 Funktionelle Analysen

2.2.5.1 Luziferase-Reportergen-Assay

Luziferase-Reagenz

- 20mM Tricine

-0,imM EDTA

- 8mM MgCl,

-33,3mM DTT

- 270mM Coenzyme A (CoA)
- 530mM ATP

- 470mM D-Luziferin

5x RLB-Puffer (Reporter-Lysis-Buffer, Promega Mannheim)

Es wurden Luziferase-Reportgen-Assays durchgefihrt, um die Fahigkeit zur
transkriptionellen Aktivierung der einzelnen GRHL3-Isoformen zu analysieren. Dazu wurden
HEK293-Zellen mit einem Reportergen-Plasmid und einem fir eine GRHL3-Isoform
kodierenden  Expressionsvektor transient kotransfiziert.  Hierbei ~wurden pro
Transfektionsansatz fiir eine 60mm Kulturschale 1,0 ug Reporterplasmid und 0,3 uyg GRHL3-
Expressionsvektor zur Transfektion benutzt. Alle weiteren Schritte hinsichtlich Zellkultur,
transienter Transfektion und Zellernte erfolgten wie in den Kapiteln 2.2.1.2, 2.2.1.8 und
2.2.1.4 beschrieben.

Die daraus resultierenden Zellpellets wurden zur Lyse, ihrer GréRe entsprechend, in 50-
100ul 1x RLB-Puffer resuspendiert und direkt bei -80°C eingefroren. Nachdem die Proben
komplett durchgefroren waren, wurden sie bei Raumtemperatur aufgetaut und weitere 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde fir 10 Minuten bei 17.000xg
zentrifugiert und die Uberstande in ein neues 1,5ml ReaktionsgefaRR Uberfiihrt. Nach der
Bestimmung der Proteinkonzentration (vgl. Kap. 2.2.4.1), wurden jeweils 6ug Protein mit 1x
RLB-Puffer auf 20ul aufgefillt und in eine lichtdichte 96well Mikrotiterplatte pipettiert. Zur
Bestimmung der Hintergrund-Lumineszenz wurde eine Kontrollprobe, nur aus RLB-Puffer
bestehend, gemessen. Die indirekte Messung der Luziferase Expression (ber die
entstehende Lumineszenz erfolgte in einem Luminometer mit Injektionsapparatur (Microplate
Luminometer LB 96 V-Injektor; EG&G Berthold, Bad Wildbad). Die Zugabe von 100ul
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Luziferase-Reagenz Uber den Injektor des Gerates, startete die Reaktion, in der die
Luziferase des Leuchtkafers Photinus pyralis das im Reagenz befindliche D-Luziferin zu
Oxyluziferin umsetzte. Das dabei entstandene Licht wurde 5 sec nach Zugabe des Reagenz

fur 20 sec in ,relative light units“ (RLU) gemessen und notiert.

2.2.5.2 Apoptosemessung mittels Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated
cell sorting)

Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen™, San Diego, USA)

Zur Messung der Apoptoserate untersucht man die Bindung von Annexin V an
Phosphatidylserin, das durch Veranderungen der Zellmembran zu einem frihen Zeitpunkt
des programmierten Zelltods an die Oberflache gelangt (Koopman, et al., 1994). Hierfir kann
ein fluoreszenzmarkierter Antikérper genutzt werden, der gegen Annexin V gerichtet ist. Im
Durchflusszytometer kann die Intensitat dieses Fluoreszenzfarbstoffes gemessen werden
und gilt als MaR fur die Apoptoserate innerhalb einer Zellpopulation. Um zwischen
apoptotischen und nekrotischen Zellen unterscheiden zu koénnen, werden die Zellen
zusatzlich mit dem Farbstoff 7-Aminoactinomycin (7-AAD) angefarbt. Dabei interkaliert
7-AAD ausschlieRlich in die DNA von nekrotischen Zellen, die keine intakte Zellmembran
mehr aufweisen (Schmid, et al., 1994).

Zur Bestimmung der Apoptoserate in HUVEC wurden diese einer Doppelfarbung mit Annexin
V und 7-AAD unterzogen (BD Pharmingen™, San Diego, USA) und die
Fluoreszenzintensitaten durchflusszytometrisch ermittelt. Hierfiir wurden 3 x 10° Zellen auf
60mm Zellkulturschalen ausgebracht. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit
Expressionsvektoren fur die zu untersuchenden GRHL3-Isoformen transient transfiziert (vgl.
Kap 2.2.1.9). Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
mit je 300ul Trypsin-EDTA (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) abgel6st. Die Trypsinreaktion wurde
mit 900l 10% (v/v) FCS (Gibco Invitrogen, Karlsruhe) in PBS gestoppt. Mit einer
Pasteurpipette (LLG-Einweg-Pasteurpipetten, Peter Oehmen GmbH, Essen) wurden die
Zellen in ein FACS-Rohrchen (BD, Franklin Lakes, USA) Uberfiihrt. Die Zellen wurden fir 6
min bei 300xg und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 1x Annexin-V-Binding-
Puffer (BD Pharmingen™, San Diego, USA) gewaschen, dabei wurde darauf geachtet, dass
die Zellen dauerhaft auf Eis geklhlt wurden. Nach Absaugen des Puffers, wurden die Zellen
in 50l Annexin-V-Binding-Puffer, 2,5ul Annexin-V-FITC und 2,5ul 7-AAD (0,05ug/pl)
resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Im
Anschluss wurden weitere 200pl Annexin-V-Binding-Puffer zugegeben und die Zellen in
einem FACSCalibur™ Durchflusszytometer (BD, Franklin Lakes, USA) analysiert. Die

Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo (Treestar inc., Ashland, USA).
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2.2.5.3 Migrationsstudien (Scratch wound assay)

Der Scratch wound assay wurde zur Untersuchung der Migrationskapazitat von HUVEC ex
vivo durchgefuhrt. Die Methode basiert auf der Beobachtung, dass Endothelzellen in der
Lage sind eine Wunde in ihrer Einzelschicht durch Migration zu schlieRen (Malinda, et al.,
1998).

Zur Untersuchung der Migrationskapazitat von HUVEC wurden diese in einer definierten
Zellzahl (3 x 10° Zellen) auf 60mm Zellkulturschalen ausgebracht und am darauf folgenden
Tag mit Expressionsvektoren fir die GRHL3-Isoformen 1 und 3 transient transfiziert (vgl.
Kap. 2.2.1.9). Am nachsten Tag wurde im konfluenten Monolayer mit einem Zellschaber eine
artifizielle Wunde gesetzt, der sog. ,Scratch®. Die Rander dieser Wunde wurden auf der
Unterseite der Zellkulturschale markiert und dienten als Migrationsstartpunkt. Ausgehend
von dieser Markierung wurden die Zellen gezahlt, die nach 18 h in die Wunde einmigriert
waren. Hierfir wurden die Zellen mit dem Lebendfarbstoff Mito-Tracker (Invitrogen,
Karlsruhe) angefarbt. Die Farbstoff-Stammlésung (1mmol) wurde 1:2500 verdinnt dem
Medium der Zellen hinzugegeben. Nach einer 30 minltigen Inkubation bei 37°C wurde das
Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, bevor diese durch
Zugabe von 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fiur 15 min bei RT fixiert wurden. Nach
Absaugen der Fixierldosung wurden die Zellen mit PBS Uberschichtet. Die Ermittlung der

migrierten HUVEC erfolgte mikroskopisch durch Auszahlung (drei Personen, verblindet).

2.2.5.4 Microarray-Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Kooperation mit dem Biomedizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf eine DNA-Microarray-
Analyse zur differentiellen Genexpressionsanalyse von HUVEC, welche mit
Eypressionsvektoren fir die GRHL3-Isoformen 1 und 3 transient transfiziert wurden,
durchgefiihrt. Dafir wurde ein SurePrint G3 Human GE 8x60k Chip der Fa. Agilent (Santa
Clara, USA) verwendet. Zur Generierung der Proben fir den Microarray wurden wie in
Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben HUVEC in einer definierten Zellzahl von 3 x 10 ° auf 60 mm
Zellkulturschalen ausgebracht und am Folgetag mit Expressionsvektoren fiir die GRHL3-
Isoformen 1 und 3 transient transfiziert (vgl. Kap. 2.2.1.9). Als Kontrolle dazu wurden parallel
Zellen mit einem Leervektor (pCMV-V5-neo) transient transfiziert. Zwei Tage nach dem
Ausbringen der Zellen wurden diese wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben geerntet. Aus den
Zellpellets wurde die Gesamt RNA mit TRIzol isoliert und mithilfe des RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden) weiter gereinigt (vgl. Kap. 2.2.3.9). Die isolierte und gereinigte RNA aus den

transfizierten HUVEC wurde in je 3 biologischen Replikaten an das Labor fir ,Genomics and
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Transcriptomics® des BMFZ Ubergeben. Alle im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte
wurden von Mitarbeitern des BMFZ durchgefihrt.

Zuerst wurde die RNA-Integritat mithilfe des ,2100 Bioanalyzer* der Fa. Agilent gemessen.
Es wurden nur RNA-Proben mit einer RIN (RNA integrity Number) gréRer als 9 verwendet.
Im Anschluss daran wurde die RNA-Konzentration photometrisch Uber eine Nanodrop
Messung ermittelt. Die anschlieBende cDNA Synthese und die nachfolgende in vitro
Transkription mit gleichzeitiger Einlagerung der mit Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3) gelabelten
Nukleotide erfolgte mit jeweils 100ng RNA, unter Anwendung des ,One-Color Microarray-
Based Gene Expression Analysis / Low Input Quick Amp Labeling“ Kits (Agilent) nach
Herstellerangaben. Die Fluoreszenz markierte cRNA wurde fur 17 h bei 65°C mit dem
SurePrint G3 Human GE 8x60k Microarray hybridisiert. Im Anschluss daran wurden die
Chips nach Herstellerangaben gewaschen und mit dem ,Array Scanner G250B“ (Agilent)
gescannt.

Die Auswertung der Signalintensitaten erfolgte mit der ,Feature Extraction Software®

(Agilent) und die Datenanalyse mithilfe der ,GeneSpring GX Software 10.5“ (Agilent).

2.2.5.5In vitro Transkription und RNA Injektion in Zebrafisch (Danio rerio) Embryonen

Die hier geschilderten Experimente wurden, abgesehen von der Klonierung der fir die
GRHL3-Isoformen 1 und 3 kodierenden Regionen in den pCS2+ Vektor, in der AG Winkler
am ,Department of Biological Sciences® an der National University of

Singapore durchgefihrt.

Fir die in vitro Transkription und spatere Injektion von mRNA's, welche fir die GRHL3-
Isoformen 1 und 3 kodieren, wurden die kodierenden Abschnitte in den Expressionsvektor
pCS2+ (vgl. Kap. 2.17) kloniert (vgl. Kap. 2.2.3.14).

Zur Synthese von, mit einer Cap-Struktur versehenen, mRNA wurden 1ug linearisierter
pCS2+-GRHL3-X (X = Isoform 1 oder 3) Vektor transkribiert. Die in vitro Transkription
erfolgte mithilfe des ,mMMESSAGE mMACHINE® SP6* Kit's der Fa. Invitrogen (Karlsruhe).
Die transkribierte RNA wurde mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol prazipitiert und tber
RNeasy Saulen (Qiagen, Hilden) gereinigt. Die Qualitdt der RNA wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. Es wurden entsprechend der Lange der mRNA
unterschiedliche Konzentrationen (GRHL3-1: 80ng/pl; GRHL3-3: 68ng/ul) injiziert. Die
Injektion erfolgte in den Dottersack von Zebrafisch Embryonen wahrend ihres Einzell-
Stadiums. Die Zebrafisch Embryonen wurden nach der Injektion Uber Nacht bei 28°C in
Zebrafisch-Medium inkubiert. Unbefruchtete Embryonen wurden 2 h und 8 h nach Injektion
der mRNA entfernt. 24 h nach der Befruchtung der Zebrafisch Eier wurden die

Uberlebensraten bestimmt und die Embryos nach inrem Phanotyp klassifiziert. Als Kontrolle
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dienten in diesem Versuch nicht injizierte Wildtyp Embryonen. Der Phanotyp der Embryonen
wurde 34 h nach der Befruchtung der Eier mit einem Stereomikroskop und einer daran

angeschlossenen Kamera dokumentiert.

45



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Eine der Hauptursachen fir mit dem Alterungsprozess korrelierende Erkrankungen der
Vaskulatur ist die endotheliale Dysfunktion. Zu den dabei auftretenden Fehlfunktionen des
Endothels zahlen hauptsachlich die verringerte Migrationsfahigkeit von Endothelzellen sowie
die erhdhte Sensitivitdt gegenuber apoptotischen Stimuli. Beide Funktionen werden durch
das Molekil Stickstoffmonoxid (NO) stark beeinflusst. Es wurde bereits gezeigt, dass der
Transkriptionsfaktor Grainyhead-like-3 (GRHL3) Einfluss auf den Schutz von Endothelzellen
vor Apoptose und die Migrationsfahigkeit hat. Zudem wurde gezeigt, dass GRHL3 einen
Einfluss auf die Phosphorylierung der eNOS und den Gehalt an S-nitrosylierten Proteinen
hat. Die aufgefihrten Ergebnisse wurden mit der Isoform 2 des Transkriptionsfaktors GRHL3
(GRHL3-2) erzielt (Lukosz, Mlynek et al., 2011). Neben dieser werden im Menschen noch
die Isoformen 1 und 3 (GRHL3-1 und GRHL3-3) exprimiert, deren Einfluss auf die

beschriebenen Funktionen in Endothelzellen bis dato ganzlich unbekannt war.

In dem hier vorliegenden ersten Teil der Arbeit wurde die Expression von GRHL3-1 und
GRHL3-3 in Endothelzellen analysiert und der Einfluss beider Isoformen auf die Funktionen
Apoptose und Migration untersucht. Zudem wurde die Auswirkung einer Uberexpression
beider Isoformen auf Phosphorylierung der Proteine Akt und eNOS in Endothelzellen

untersucht.

3.1 Analyse der Expression von GRHL3-1 und GRHL3-3 in Endothelzellen

In einem ersten Experiment sollte geklart werden ob die Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-3
in Endothelzellen exprimiert werden. Da zu diesem Zeitpunkt auf keinen funktionierenden
Antikérper gegen GRHL3 zuriickgegriffen werden konnte, wurde die Expression der beiden
Isoformen auf Transkript-Ebene nachgewiesen. Dazu wurde RNA aus primaren humanen
Endothelzellen isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Uber eine
PCR mit Isoform spezifischen Primern wurde die Expression der beiden Isoformen 1 und 3
analysiert. Die Primersequenzen flr die zu untersuchenden GRHL3 Isoformen wurden zur
eindeutigen Unterscheidung so gewahlt, dass nur ein spezifisches PCR-Produkt entsteht,
welches aufgrund der Lage der Primer jeweils einer spezifischen Isoform zuzuordnen ist. Der
Forward-Primer fur die Isoform 3 wurde daher so konstruiert, dass er Ubergreifend an Exon
1b und 3 bindet (siehe Abbildung 3.1 A).
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Exo 1B 2 3 4 5 6
> « <«
GRHL3 Ex 1 fort GRHL3 Ex 2 rev1 GRHL3 E4 rev1
GRHL3 Ex 1B for2 GRHL3 Ex 2 rev2
GRHL3-3 /A
\/ GRHLIEx4 212 GRHL3 Ex6 revl
GRHL3 Ex 183 for i

Abbildung 3.1 (A) Schematische Darstellung der Isoform spezifischen Transkripte von
GRHL3-1 und GRHL3-3. Die ersten 6 Exons (Kasten) sind malstabsgetreu als Rechtecke
dargestellt. Translatierte Bereiche sind schwarz gekennzeichnet. Die dazwischen liegenden Introns
(nicht mafstabsgetreu) sind mit Strichen gekennzeichnet. Die Lage der verwendeten Primer ist
schematisch abgebildet. Der Primer Ex1B3 for1 hybridisiert Exon tbergreifend mit Exon 1B und 3.

In Abbildung 3.1C sind die Produkte der Isoform spezifischen Amplifikationen nach
gelelektrophoretischer Auftrennung dargestellt. Die Groflen der PCR-Produkte entsprechen
den zu erwartenden Fragmenten (Abb. 3.1 B), womit eindeutig gezeigt ist, dass beide

Isoformen, GRHL3-1 und GRHL3-3, in Endothelzellen exprimiert werden.

B C GRHL3-1 GRHL3-3

GRHL3-1 spezifische Primer Kombinationen:
(1) GRHL3 Ex1B for1 + GRHL3 Ex2 rev1 = 187bp

bp M1 2 3 M456 M

(2) GRHL3 Ex1B for2 + GRHL3 Ex2 rev2 = 203bp 200
(3) GRHL3 Ex1B for1 + GRHL3 E4 rev1 = 444bp 500 — -
GRHL3-3 spezifische Primer Kombinationen: 400 — = ; ——
300 —] s - —
(4) GRHL3 Ex1B3 for 1 + GRHL3 Ex4 rev2 = 144bp 200
(5) GRHL3 Ex1B3 for 1 + Q8TES85 rev = 185bp 150 — .
100 — - -

(6) GRHL3 Ex1B3 for 1 + GRHL3 Ex6 rev1 = 517bp

Abbildung 3.1 (B und C): Expressionsanalyse der GRHL3 Isoformen, GRHL3-1 und GRHL3-3,
mittels RT-PCR. (B) Auflistung der Primer Kombinationen der Isoform spezifischen PCRs und die
daraus resultierenden Produktgrof3en. (C) Analyse der Isoform spezifischen PCR-Produkte nach 45
Zyklen und gelelektrophoretischer Auftrennung auf einem 2%igen Agarose-Gel. Die Spuren 1-3
zeigen PCR-Produkte von PCRs mit GRHL3-1 spezifischen Primern, die Spuren 4-6 von PCRs mit
fur GRHL3-3 spezifischen Primern. In den mit M gekennzeichneten Spuren ist ein DNA-
GroRenstandard aufgetragen.

3.2 Einfluss von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf die Migration von Endothelzellen

In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob und wenn ja, wie eine Uberexpression
von GRHL3-1 und GRHL3-3 die Migrationsfahigkeit von primaren humanen Endothelzellen
beeinflusst. Hierfir wurden diese in Zellkulturschalen ausgebracht und transient mit dem fur
die jeweilige Isoform kodierenden Plasmid transfiziert. Als Kontrolle wurde zusétzlich der

entsprechende Leervektor pCMV-V5-neo transfiziert. Fur die Migrationsstudien wurde ein
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Scratch-Wound-Assay durchgefuhrt. Die in Abbildung 3.2 dargestellten Ergebnisse zeigen
dass nach Uberexpression von GRHL3-1, im Vergleich zu den Leervektor (EV) transfizierten
Zellen, wesentlich mehr Endothelzellen in die artifiziell gesetzte ,Wunde® einmigriert sind. Im
Gegensatz dazu konnte ich beobachten, dass eine geringere Anzahl an GRHL3-3
transfizierten Endothelzellen in diesen Bereich migriert (Abb. 3.2A) ist. Dieser Effekt konnte
in vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten dieser Art bestatigt werden.
Die Quantifizierung dieser Versuche ist in Abb. 3.2B dargestellt. Nach Uberexpression von
GRHL3-1 migrierten durchschnittlich 129,4 + 49,0 Zellen pro Bildausschnitt (high power field,
hpf) in den vorher von Zellen befreiten Bereich, bei GRHL3-3 uberexprimierenden
Endothelzellen hingegen nur 1,0 £+ 1,9 Zellen pro hpf. Mit einem Leervektor transfizierte

Endothelzellen migrierten durchschnittlich 6,8 + 2,9 pro hpf in die artifiziell gesetzte ,Wunde*.
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Abbildung 3.2 Analyse der Migrationsfahigkeit von primdaren humanen Endothelzellen nach
Uberexpression von GRHL3-1 oder GRHL3-3. (A) Représentative Darstellung eines Scratch-
Wound-Assays nach Transfektion mit einem Leervektor (EV) oder Expressionsvektoren fir die
GRHL3 Isoformen 1 (GRHL3-1) bzw. 3 (GRHL3-3). Die Zellen wurden fixiert und zur Visualisierung
mit dem Farbstoff Mito-Tracker rot angeférbt. Die weille Linie stellt den mit dem Zellschaber
entfernten Bereich (Scratch) da, der Pfeil zeigt die Migrationsrichtung der Zellen an. (B) Quantitative
Auswertung der Scratch-Wound-Assays (n = 4, Mittelwert + Standardfehler). Darstellung der
migrierten Zellen pro Bildausschnitt (hpf) jeweils im Vergleich zu EV transfizierten Zellen. (* = p<0,05).

3.3 Einfluss von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf die Apoptose von Endothelzellen

In diesem Experiment sollte ermittelt werden, ob sich eine Uberexpression der beiden
Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-3, auf die basale Apoptoserate von primaren humanen
Endothelzellen auswirkt. Hierfir wurden GRHL3-1 und GRHL3-3 Uiberexprimierende HUVEC
durchflusszytometrisch mittels Annexin-V-FITC/7-AAD-Farbung auf Apoptose untersucht. In
Abbildung 3.3A ist ein reprasentativer Immunoblot mit Zelllysaten von Leervektor (pCMV-V5-
neo), GRHL3-1 (pCMV-GRHL3-1-V5-neo) und GRHL3-3 (pCMV-GRHL3-3-V5-neo)
Expressionsvektor transfizierten Zellen zur Expressionskontrolle dargestellt. Die hierfur

verwendeten Zelllysate entstammen den in der Apoptosemessung verwendeten Zellen,
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diese wurden daflr bei 800xg pelletiert, in 20ul RIPA-Puffer resuspendiert, fir 30 min auf Eis
lysiert und anschlieRend bei 16.000xg und 4°C pelletiert. Die abgenommenen Ubersténde
wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt und in Immunoblot-Analysen zur Kontrolle der
Expression eingesetzt. Hierbei wurde ein gegen das V5-Tag der GRHL3-V5/His
Fusionsproteine gerichteter Antikbrper verwendet. Als Ladungskontrolle diente ein gegen
GAPDH gerichteter Antikoérper. Die fur die einzelnen Isoformen spezifischen Banden sind mit
einem Stern gekennzeichnet.

Die Auswertung der Apoptosemessungen von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 3.3B dargestellt. Das Balkendiagramm zeigt die relative
Anzahl Annexin-V positiver/7-AAD negativer Zellen normiert auf die Anzahl apoptotischer
Zellen die mit dem Leervektor pCMV-V5-neo (EV) transfiziert wurden. Es ist zu sehen, dass
eine Uberexpression von GRHL3-1 zu einer deutlichen und signifikanten Reduktion der
Annexin-V positiven/7-AAD negativen Zellen auf 53,43 % * 7,05 % fuhrt, wohingegen eine
Uberexpression von GRHL3-3 zu einer Erhéhung Annexin-V positiver/7-AAD negativer
Zellen auf 128,41 % * 65,22 % fihrt, welche nicht signifikant ist. Abschlielend lasst sich
daher festhalten, dass eine GRHL3-1 Uberexpression zu einer Reduktion der Apoptoserate
in primaren humanen Endothelzellen fihrt, hingegen GRHL3-3 Expression zu einer

tendenziellen Erhdhung fuhrt, letzterer Effekt jedoch nicht signifikant ist.
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Abbildung 3.3 Analyse Annexin-V positiver Zellen nach Transfektion mit EV, GRHL3-1 oder
GRHL3-3. (A) Reprasentative Expressionskontrolle mittels Immunoblot-Analyse. Detektion der
GRHL3-Isoformen Uber einen Anti-V5 Antikdrper (V5 (GRHL3)), Ladungskontrolle durch GAPDH
Antikérper. Die mit einem * gekennzeichneten Banden entsprechen dem theoretischen
Molekulargewicht der einzelnen GRHL3-Isoformen (B) Quantitative  Auswertung von
Durchflusszytometrischen Messungen Annexin-V positiver Zellen (n = 3, Mittelwert + Standardfehler),
jeweils normiert auf Anzahl Annexin-V positiver Zellen nach Transfektion mit pCMV-V5-neo (EV). (* =
p<0,05 vs EV).

49



Ergebnisse

3.4 Analyse der Aktivierung von eNOS und Akt durch GRHL3-1 und GRHL3-3

Es konnte von mir gezeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren GRHL3-1 und GRHL3-3
einen Einfluss auf die Migration (Kap. 3.2) von Endothelzellen haben. Zudem konnte ich
zeigen, dass eine GRHL3-1 Uberexpression antiapoptotisch in diesen Zellen wirkt (Kap. 3.3).
Es ist bekannt, dass Stickstoffmonoxid einen promigratorischen (Urbich, et al., 2002) und
antiapoptotischen (Dimmeler und Zeiher, 1997, Haendeler, et al., 1999) Effekt auf
Endothelzellen hat. Die wohl wichtigste Quelle fur Stickstoffmonoxid in Endothelzellen ist die
endotheliale NO-Synthase (eNOS), welche konstitutiv durch die Protein Kinase B/Akt
aktiviert wird (Urbich, et al., 2002). Daher wurde in den im Folgenden beschriebenen
Experimenten die Aktivitdt dieser beiden Proteine anhand ihrer Phosphorylierung an Serin
473 (Akt) und Serin 1179 (eNOS) untersucht. Hierfur wurden Zelllysate aus GRHL3-1 oder
GRHL3-3 Uberexprimierenden primaren humanen Endothelzellen benutzt, um in Westernblot
Analysen und anschlieBender Immundetektion den Phosphorylierungsgrad an den oben
genannten Serinen zu bestimmen. Als Kontrolle wurden mit dem Leervektor pCMV-V5-neo
transfizierte HUVEC verwendet. Als Maf fur die Aktivitat der Proteine Akt und eNOS, wurden
die Signalintensitaten fiir das jeweilige phosphorylierte Protein in Verhaltnis zum jeweiligen
Gesamt-Protein gesetzt und anschlieRend auf die Signalintensitdten von Leervektor
transfizierten Zellen normiert. In Abbildung 3.4A sieht man reprasentative Immunoblots. Es
wurden fir jedes Lysat jeweils Immunoblot Analysen mit Antikérpern gegen an Serin 473
phosphoryliertes Akt (P-Akt (S473), aktives Akt), Gesamt Akt, an Serin 1179 phosphorylierte
eNOS (P-eNOS (S1179), aktives eNOS) und Gesamt eNOS durchgefiihrt. Es ist zu sehen,
dass bei nahezu gleicher Intensitat in den Gesamt-Akt Banden die Bande fir P-Akt (S473) in
den Lysaten GRHL3-1 tiberexprimierender Zellen intensiver ist als nach Uberexpression von
GRHL3-3 oder in den Lysaten von Leervektor-transfizierten Zellen. Ahnliches ist bei den P-
eNOS (S1179) Banden zu sehen. Auch hier ist bei der GRHL3-1 Probe eine intensivere
Bande, im Vergleich zu den Proben GRHL3-3 und EV, zu erkennen. Die Gesamt-eNOS
Banden zeigen hier unterschiedliche Intensitdten, am schwachsten ist die Bande der
GRHL3-1 transfizierten Lysate, gefolgt von der Bande der Leervektor transfizierten Zelllysate
und am starksten ist die Bande der mit GRHL3-3 transfizierten Zelllysate. Da die Banden
aber densitometrisch analysiert in Verhaltnis gesetzt und anschlieRend auf EV Banden
normiert werden ist das nicht relevant. Es wurden drei Experimente dieser Art unabhangig
voneinander durchgefiihrt und die Banden der einzelnen Immunoblots densitometrisch
ausgewertet. Die Resultate der semiquantitativen Analysen sind in den Abbildungen 3.4B
und 3.4C zu sehen. Es sind jeweils die Verhaltnisse von phosphoryliertem Protein zum
Gesamtprotein dargestellt, welche anschlielRend auf die Ergebnisse der mit dem Leervektor

transfizierten Zellen normiert sind. Die Balkendiagramme zeigen, &hnlich wie der
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reprasentative Immunoblot, eine verstarkte Phosphorylierung der Proteine eNOS (3,43-fache
+ 0,62 Erhéhung) und Akt (3,09-fache + 0,36 Erhéhung) an den fur ihre Aktivitat spezifischen
Serinen nach Uberexpression von GRHL3-1 im Vergleich zur Kontrolle. Nach
Uberexpression von GRHL3-3 ist hingegen eine signifikante Reduktion in der
Phosphorylierung von eNOS auf 67% + 5% zu sehen und nur eine schwache und nicht

signifikante Verinngerung der Phosphorylierung von Akt auf 91% + 7% zu beobachten.
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Abbildung 3.4 Analyse des Phosphorylierungsgrad von Akt und eNOS an den Serinen (473)
und (1179) nach Uberexpression von GRHL3-1 oder GRHL3-3 mittels Immunoblot-Analyse.

(A) Reprasentative Darstellung von Immunoblots mit Zelllysaten von mit dem Leervektor pCMV-V5-
neo (EV) bzw. Expressionsvektoren flir GRHL3-1 oder GRHL3-3 transfizierten HUVEC unter
Verwendung von Antikdrpern gegen Akt, an Serin 473 phosphoryliertes Akt, eNOS und an Serin 1179
phosphorylierte eNOS. (B und C) Semi-quantitative Auswertung des Phosphorylierungsgrades von
Akt und eNOS anhand des Verhdltnis von phosphoryliertem Protein zu Gesamtprotein, mit
anschlieRender Normierung auf Leervektor (EV) transfizierte Zellen. (B) Mit Zelllysaten aus GRHL3-1
Uberexprimierenden priméaren humanen Endothelzellen, bzw. (C) mit Zelllysaten aus GRHL3-3
Uberexprimierenden HUVEC. (n = 3, Mittelwert + Standardfehler). (* = p<0,05 vs EV)
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3.5 Transkriptions-regulatorische Aktivitat von GRHL3-1 und GRHL3-3

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren GRHL3-1
und GRHL3-3 teilweise gegensatzlich Endothelzellfunktionen wie Apoptose und Migration,
als auch den Phosphorylierungsgrad von eNOS und Akt beeinflussen. Da es sich bei
GRHL3-1 um einen Transkriptionsfaktor handelt, ist es hdchst unwahrscheinlich, dass die
beobachteten Effekte wie die vermehrte Phosphorylierung von eNOS und Akt, auf eine
direkte Interaktion von GRHL3-1 mit den phosphorylierten Proteinen zurtickzuflhren sind. Es
ist daher anzunehmen, dass GRHL3-1 eine transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen
hervorruft, welche in der Signalkaskade oberhalb von eNOS und Akt liegen und zu der
vermehrten Phosphorylierung fliihren. Einhergehend mit diesen Ergebnissen wurde 2003 von
Ting et al. beschrieben, dass GRHL3-3 aufgrund des fehlenden Exons 2 kein aktiver
Transkriptionsfaktor ist (Ting, et al., 2003). Dazu stellten Ting et al. die These auf, dass
GRHL3-3 eine dominant negative Form des Transkriptionsfaktors sein kénnte. Dies wurde
damit begrindet, dass GRHL3-3 zwar keine Aktivierungs-Domane mehr enthalt, aber die
DNA-Binde-Doméane und die Dimerisierungs-Domane noch vorhanden sind. Somit konnte
GRHL3-3 einen Heterodimer mit anderen GRHL3 Isoformen bilden und diese damit an der
Aktivierung von Zielgenen hindern.

Da es fiur weitere Experimente von essentieller Bedeutung war zu wissen, ob die
hervorgerufenen Effekte von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf der Aktivierung von Zielgenen
beruhen oder nicht, wurde von mir ebenfalls ein Versuch durchgefihrt, um die beiden
Transkriptionsfaktoren auf ihre Fahigkeit zur transkriptionellen Aktivierung zu Uberprifen.
Ting et al. nutzten fir ihre Analysen Fusionsproteine, die nur aus dem N-Terminus der
Transkriptionsfaktoren fusioniert mit einer GAL4-DNA-Binde-Domane bestanden. Diese
wurden zusammen mit einem Reportergenkonstrukt bestehend aus flinf aneinandergereihten
GAL4 DNA-Bindestellen, gefolgt von einem Gen fiir Chloramphenicol Acetyltransferase
(CAT), in HEK293T-Zellen kotransfiziert. Anhand der CAT Aktivitdt wurden Riickschliisse auf
die Fahigkeit zur transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen durch die einzelnen Isoformen
getroffen.

Das von Ting et al. durchgeflihrte Experiment weist einige Schwachen auf, so werden nicht
die kompletten Transkriptionsfaktoren analysiert, sondern nur kurze N-terminale Fragmente.
Zudem wird keine natlrliche GRHL3 Bindedomane verwendet, sondern eine heterologe,
hefespezifische, DNA-Bindedomane. Daher wollte ich in einem Transaktivierungs-Assay mit
Volllangenproteinen von GRHL3-1 und GRHL3-3 und einem GRHL3 responsiven Element
die zellularen Gegebenheiten besser widerspiegeln und somit naher an einer in vivo

Situation sein.

52



Ergebnisse

3.5.1 Klonierung eines Luziferase Reportergen Konstrukts mit GRHL3
responsiven Elementen

Vor der Durchfihrung des Experimentes zur Analyse der transkriptionellen Aktivierung
mussten zwei Reportergenkonstrukte erstellt werden. Es wurde sowohl ein
Reportergenkonstrukt mit einem funktionsfahigen GRHL3 responsiven Element (wt GRHL3-
RE) erstellt, als auch ein Vektor mit einem mutieten GRHL3 responsiven Element (mut
GRHL3-RE), welches einen Austausch von zwei zentralen Basenpaaren aufweist, erstellt. Es
wurde gezeigt, dass ein Austausch dieser beiden Basenpaare, die Bindung von GRHL3 an
die GRHL3 DNA-Bindesequenz komplett aufhebt (Ting, et al., 2005), daher sollte das mut
GRHL3-RE als Negativ-Kontrolle in den Analysen zur Transkriptionsfaktoraktivitat eingesetzt
werden. Die jeweiligen responsiven Elemente bestehen aus zwei in Tandemwiederholungen
angeordneten GRHL3 DNA-Bindesequenzen (mutiert oder wildtypisch), welche in einem
Abstand von 32 bp hintereinander folgen. Diese Anordnung und die Benutzung von zwei
Bindesequenzen wurden gewahlt, da gezeigt werden konnte, dass dies bei richtigem
Abstand synergistische Effekte hervorrufen kann, die auf der Kooperativitat von

Transkriptionsfaktoren beruhen (Schule, et al., 1988).

Auf diese responsiven Elemente folgte eine verkirzte Variante des Thymidinkinase
Promotors aus dem Herpes Simplex Virus, der nur noch eine TATA-Box enthalt (McKnight
und Kingsbury, 1982). Es wurde dieser verwendet, da in Voruntersuchungen zur Aktivitat der
Promotoren sich zeigte, dass dieser eine ausreichend hohe Aktivitat aufwies (Daten nicht
gezeigt). Auf den Promotor folgte das Reportergen, eine modifizierte Variante des
Luziferasegens (luc+) aus dem Leuchtkafer Photinus phyralis. In dieser wurde die Sequenz
so verandert, dass verborgene regulatorische Elemente entfernt wurden und unspezifische
Luziferase Expression damit minimiert wurde.

Die fir das GRHL3-responsive Element bendtigten komplementaren Oligonukleotide
enthielten jeweils zwei GRHL3-responsive Elemente und Uberhdngende Enden, welche
komplementar zu BamHI und Hindlll Restriktionsschnittstellen sind (siehe Abbildung 3.5).
Zudem wurde der in Kapitel 2.1.7 beschriebene Vektor pTATA luc plus mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll enzymatisch verdaut. Es wurden die
doppelstrangigen Oligonukleotide mit dem wt GRHL3-RE bzw. dem mut GRHL3-RE in den
BamHI und Hindlll geschnittenen Vektor pTATA luc plus ligiert, um im Anschluss die
Vektoren pGRHL3REwt TATA luc_plus bzw. pGRHL3REmut_TATA luc_plus zu erhalten.

Diese wurden nach Abschluss der Klonierung durch eine Sequenzierung verifiziert.
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wt GRHL3-RE

AGCTTGATACGEATCCAACTAGATAAACCGGTTTTACTAGTTAGATCCAACTAGATAAACCGETTTTACTAGTTA
ACTATGCCTAGGTTGATCTATTTGLCCAAAATGATCAATCTAGGTTGATCTATT TGCCCARMATGATCAATCTAG

mut GRHL3-RE

AGCTTEATACGGATCCAACTAGATAAAACCGTTTTTACTAGTTAGATCCAACTAGATAMAACCGTTTTTACTAGTTA
ACTATGCCTAGGTTGATCTATTTTGCARAAATGATCAATCTAGGTTGATCTATTTTCCAALAAATGATCAAT CTAG

.. .GGATCC...-3"
.. .CCTAGG...-5"

-« JARGCTT.. .37

. 5 - 5 -
Hindlll . """ e BamHI .

Abbildung 3.5 Schematische Darstellung der doppelstrangigen Oligonukleotide, die fiir die
Klonierung der Reportergenkonstrukte, PGRHL3REwt_TATA luc_plus und
PGRHL3REmut_TATA_luc_plus, genutzt wurden. Darstellung der fir die Restriktionsenzyme
Hindlll und BamHI spezifischen Restriktionsschnittstellen und die daraus resultierenden
Uberhangenden Enden (Schnittstellen mit Pfeilen markiert).

3.5.2 Einfluss von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf ein GRHL3-responsives
Reporterkonstrukt

Zur Analyse der Aktivitdt der beiden Transkriptionsfaktoren GRHL3-1 und GRHL3-3 wurde
jeweils ein GRHL3 Expressionsvektor (z.B. pCMV-GRHL3-1-V5-neo, vgl. Kap. 2.1.7) bzw.
der Leervektor pCMV-V5-neo und ein Reportergenkonstrukt (z.B.
pGRHL3REwt _TATA luc_plus) in  HEK293-Zellen transient kotransfiziert.  Als
Spezifitatskontrolle wurde statt dem Reportergenkonstrukt pGRHL3REwt_TATA luc_plus,
das Reportergenkonstrukt pGRHL3REmut_TATA luc_plus verwendet, welches nicht
aktiviert werden sollte. Es wurde die Luziferase-Aktivtdt in den daraus resultierenden
Zelllysaten bestimmt. Uber die gemessene Luziferaseaktivitét in den jeweiligen Proben kann
man Ruckschlisse auf die Fahigkeit der einzelnen Isoformen zur transkriptionellen
Aktivierung von Genen mit GRHL3 Bindestellen ziehen. Diese Fahigkeit zur
transkriptionellen Aktivierung wiederum erlaubt es den Transkriptionsfaktoren vermutlich
auch in vivo zellulare Zielgene zu aktivieren.

In Abbildung 3.6A ist noch einmal schematisch der Aufbau der Reportergenkonstrukte
dargestellt, bestehend aus den zwei GRHL3 responsiven Elementen (wt GRHL3-RE oder
mut GRHI3-RE), dem Minimalpromotor der Thymidin Kinase der nur noch aus einer
TATA-Box besteht (TATA) und dem optimierten Luziferasegen (luc+). In Abbildung 3.6B sind
die quantitativen Auswertungen der Luziferaseaktivititen der GRHL3-Isoformen, GRHL3-1
und GRHL3-3, nach Kotransfektion mit den Vektoren pGRHL3REwt_TATA luc_plus oder
pGRHL3REmut_TATA luc_plus dargestellt. In dem Balkendiagramm ist die Auswertung von
sechs unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten dargestellt, welche jeweils auf
Expressionsvektor ohne GRHL3 cDNA mit Reportergenkonstrukt kotransfizierte Zellen

normiert wurden. Es ist sowohl bei GRHL3-1 (Verringerung auf 94% + 7%) als auch bei
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GRHL3-3 (1,48-fache + 0,35 Erhdhung) zu sehen dass es keine signifikante Steigerung der
Luziferaseaktivitat in den mit dem mutierten GRHL3-responsiven Reporterkonstrukt
kotransfizierten Proben gibt. Dagegen sieht man eine Steigerung der Luziferaseaktivitat bei
GRHL3-1 mit wt Reportergenkonstrukt transfizierten Proben um das 2,41-fache + 1,27 und
bei GRHL3-3 mit wt Reportergenkonstrukt transfizierten Proben um das 83,6-fache + 39,2.
Die nicht vorhandene Aktivitdt nach Kotransfektion mit dem mutierten Reportergenkonstrukt
stellt ein klares Indiz fiir die Spezifitdt des GRHL3-responsiven Elements dar. Ich konnte
damit eindeutig zeigen, dass beide GRHL3-Isoformen Transkriptionsaktivatoren sind und

somit in der Lage sein sollten die Transkription von zellularen Zielgenen zu aktivieren.
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Abbildung 3.6: Analyse der transkriptionellen Aktivitit von GRHL3-1 und GRHL3-3 anhand
eines Luziferase-Reportergen-Assays (A) Schematische Darstellung der Reportergenkonstrukte
pGRHL3REwt TATA luc plus und pGRHL3REmut TATA luc_plus. pGRHL3REwt TATA luc_plus
weist zwei GRHL3-DNA-Bindestellen auf, die in pPGRHL3REmut_TATA luc_plus mutiert sind (farblich
gekennzeichnet). (TATA) Minimalpromotor der Thymidin Kinase, bestehend aus einer TATA-Box;
(luct) Luziferasegen. (B) Transkriptionelle Aktivitat von GRHL3-1 und GRHL3-3 (n = 6, Mittelwert +
Standardfehler), (* = p<0,05 vs wt GRHL3-RE).

3.6 Identifizierung von GRHL3-1 und GRHL3-3 Zielgenen

3.6.1 Microarray-Analysen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl GRHL3-1 als auch GRHL3-3, obwohl
gegensatzlich in der Literatur beschrieben, Transkriptionsaktivatoren sind, sollten in einem
weiteren Experiment spezifische Zielgene der Isoformen identifiziert werden. Hierzu wurde
die Oligonukleotid-Microarray Technik zur differentiellen Genexpressionsanalyse nach
Uberexpression von GRHL3-1 und GRHL3-3 eingesetzt. Dazu wurde RNA aus primaren
humanen Endothelzellen, die mit Expressionsvektoren fir GRHL3-1 und GRHL3-3 bzw. dem
Leervektor pCMV-V5-neo transient transfiziert worden waren isoliert und Uber RNeasy
Saulen der Firma Qiagen gereinigt. Es wurden jeweils drei unabh&ngig voneinander erstellte

RNA Proben an das Zentrallabor fur ,Genomics and Transcriptomics® des Biologisch-
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Medizinischen-Forschungszentrum (BMFZ) in Dusseldorf Ubergeben, wo die folgenden
Schritte durchgefiihrt wurden: (1) Die RNA wurde in einem Bioanalyzer 2100 der Fa. Agilent
auf ihre Integritat Gberpruft. Alle Proben wiesen eine hohe RNA Qualitat auf und erhielten
,RNA-Integrity Numbers® (RIN) zwischen 9,7 und 10 (Maximum RIN = 10). (2) Im Anschluss
wurden jeweils 100 ng RNA in cDNA umgeschrieben und danach in eine in vitro
Transkription eingesetzt, bei der die entstandene cRNA (ber den Einbau von mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelten Cytytidintriphosphat (CTP) markiert wurde. (3)
Unterschiede im Genexpressionsmuster wurden nach Hybridisierung auf einem ,SurePrint
G3 Human GE 8x60k“ Microarray uber die Fluoreszenzintensitat ermittelt. (4) Die
Konvertierung der Microarray Bilddaten, in Form von 20 bit Tiff Dateien, in numerische
Informationen der einzelnen untersuchten Gene erfolgte mit dem Programm ,Feature
Extraction (Version 10.7.1.1; Agilent Technologies). Die Signalintensitaten wurden
berechnet und zusatzlich fand eine Qualitatskontrolle der Datensatze zu den einzelnen
Proben statt. Eine GRHL3-1 Probe bestand diese Qualitatskontrolle nicht und wurde daher in
den weiteren Analysen nicht bertcksichtigt. (5) Die nachfolgenden Datenanalyse wurde mit
dem Programm ,GeneSpring GX* (Version 10.5; Agilent Technologies) durchgefuhrt. Es
wurden die Datensatze normalisiert und die Replikate jedes Probentyps (GRHL3-1, GRHL3-
3 und Leervektor) gruppiert. Damit ein Transkript als reguliert galt, musste es in mindestens
zwei von drei Datensatzen (bzw. zwei Datensatzen fir GRHL3-1) herauf oder herunter
reguliert sein. Die differentielle Genexpressionsanalyse wurde statistisch mit Hilfe des nach

Welch modifiziertem t-Test bewertet.

Es wurden vom Zentrallabor fir ,Genomics and Transcriptomics“ des Biologisch-
Medizinischen-Forschungszentrums (BMFZ) in Disseldorf Listen mit den darin aufgefihrten
regulierten Transkripten Ubergeben (siehe Anhang A1 und A2). Diese zeigten, dass nach
GRHL3-1 Uberexpression 367 Transkripte, im Vergleich zum Leervektor, differentiell
exprimiert sind und nach GRHL3-3 Uberexpression 251 Transkripte, gegeniiber dem
Leervektor, differentiell exprimiert sind. 28 dieser Transkripte wurden sowohl von GRHL3-1
als auch von GRHL3-3, gegeniber dem Leervektor, in ihrer Expression reguliert und sind
daher flr die Suche nach GRHL3-Isoform spezifischen Zielgenen irrelevant (siehe Abb. 3.7).
Aus diesen Listen wurden jeweils zwei von GRHL3-1 und GRHL3-3 differentiell regulierte
Transkripte ausgewahlt, deren Proteine der Literatur nach funktionell in die Prozesse
Migration und Apoptose involviert sind. Hierbei wurden nur hochregulierte Transkripte
gewahlt, da ich auf der Suche nach direkt durch GRHL3-Isoformen regulierten Genen war
und eine direkte negative Regulation durch einen Transkriptionsfaktor nur méglich ist wenn

dieser als Repressor wirkt.
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GRHL3-1 vs EV GRHL3-3 vs EV
367 differentiell 251 differentiell
exprimierte Transkripte exprimierte Transkripte

Abbildung 3.7 Venn-Diagramm einer Genexpressionsanaylse mit GRHL3-1 und GRHL3-3. Der
rote Kreis stellt die nur durch GRHL3-1 regulierten Transkripte (339 Transkripte) dar. Der blaue die
nur durch GRHL3-3 regulierten Transkripte (233 Transkripte) gegeniiber dem Leervektor. Die
Schnittmenge (blau-roter Bereich) beider Kreise symbolisiert die durch GRHL3-1 und GRHL3-3,
gegenuber dem Leervektor regulierten Transkripte (28 Transkripte).

Bei den von GRHL3-1 regulierten Zielgenen wurden die Gene MXI1 - Max interactor 1 (1,47-
fach hochreguliert) und AKT2 - Proteinkinase B beta (1,46-fach hochreguliert) fir
weiterfihrende Untersuchungen ausgewahlt. MX/1 kodiert fir ein Protein welches mit dem
Protein Max dimerisiert, genau wie das Protein c-myc und daher als c-myc Antagonist
fungiert. Es ist nachgewiesen, dass c-Myc Apoptose in verschiedenen Zelltypen induziert, so
z.B. in Endothelzellen (Lopez-Farre, et al., 1997) oder glatten Muskelzellen (Bennett, et al.,
1994). AKT2 kodiert fur die Proteinkinase B beta, welche zur Kinase-Familie Akt gehort. Akt2
ist ein negativer Regulator der Phosphatase PTEN, welche alle Akt Isoformen negativ
reguliert. Dadurch fihrt eine verstarkte Akt2 Expression zu einer verstarkten Aktivitat aller
Akt Isoformen (Polytarchou, et al., 2011), welche als Regulatoren von Angiogenese und
Apoptose bekannt sind (Somanath, et al., 2006).

Bei den von GRHL3-3 regulierten Zielgenen entsprachen ATF3 - activating transcription
factor 3 (1,71-fach hochreguliert) und TPTE — transmembrane phosphatase and tensin
homolog (1,27-fach hochreguliert) den zuvor benannten Kriterien. ATF3 kodiert fir den
activating transcription factor 3, hierbei handelt es sich um einen p53 nachgeschalteten
Transkriptionsfaktor, der als Effektor des p53 vermittelten Zelltods fungiert und somit die
Apoptose von Zellen beeinflusst (Zhang, et al., 2002). TPTE, auch bekannt als PTENZ2, ist
ein funktionell uncharakterisiertes Homolog von PTEN (Walker, et al., 2001). PTEN ist ein
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Tumor-Supressor und Antagonist der PI3K und reguliert dariiber negativ die Kinase Akt,
welche wie schon bei Akt2 beschrieben als Regulator von Angiogenese und Apoptose
bekannt ist (Somanath, et al., 2006).

3.6.2 Validierung ausgewahlter GRHL3-1 und GRHL3-3 Zielgene

Die Validierung der GRHL3-1 und GRHL3-3 Zielgene erfolgte auf Protein-Ebene mittels
Immunoblots, weil aufgrund veranderter Protein-Level eher Rickschlisse auf zellulare
Effekte zu ziehen sind, als bei veranderter RNA-Menge. Es wurden Immunoblotanalysen mit
Zelllysaten aus GRHL3-1 und GRHL3-3 U(berexprimierenden primaren humanen
Endothelzellen durchgeflihrt. Als Kontrolle dienten Lysate von Zellen, die mit dem Leervektor
pCMV-V5-neo transfiziert worden waren.

Die gegen die Proteine ,activating transcription factor 3“ (Gen: ATF3) und ,transmembrane
phosphatase with tensin homology“ (Gen: TPTE) gerichteten Antikorper zeigten keine
ausreichende Spezifitdt. In den Immunoblotanalysen mit verschiedenen getesteten
Antikérpern war eine grof3e Anzahl unspezifischer Banden zu beobachten, so dass diese fir
eine Validierung ungeeignet waren. Daher wurden im Folgenden nur GRHL3-1 Zielgene
validiert.

Nachfolgend sind Immunoblotanalysen mit Antikérpern gegen die Proteine Mxi1 und Akt2
dargestellt und analysiert worden. Hierfir wurde in drei unabhangigen Experimenten nach
GRHL3-1 und GRHL3-3 Uberexpression, die GRHL3 Uberexpression normiert auf die
GAPDH Expression und die Akt2 und Mxi1 Expression normiert auf die y-Aktin Expression
nachgewiesen.

In Abbildung 3.8A sind Ausschnitte eines reprasentativen Immunoblots mit Zelllysaten von
Leervektor, GRHL3-1 und GRHL3-3 Expressionsvektor transfizierten Zellen zu sehen. Es
sind die Proteinmengen, der Proteine Akt2, Mxi1 und der Ladungskontrolle y-Aktin in Bezug
auf die GRHL3-1 oder GRHL3-3 Expression analysiert worden. In Abbildung 3.8B ist eine
reprasentative Expressionskontrolle mittels Detektion der GRHL3-Isoformen Uber einen Anti-
V5 Antikérper (V5 (GRHL3)) zu sehen.

Abbildung 3.8C zeigt eine semiquantitative Analyse der Mxi1-Expression in den GRHL3-1,
GRHL3-3 bzw. Leervektor transfizierten Zelllysaten. Hierfir wurden drei unabhangig
voneinander durchgefiihrte Immunoblotanalysen zur Mxi1 Expression (siehe Abb. 3.8A)
durchgefihrt und densitometrisch ausgewertet. Es wurde die Mxi1 Expression jeder Probe
auf die y-Aktin Expression normiert. Das Balkendiagramm zeigt die Mxi1 Expression der drei
durchgefihrten Immunoblotanalysen normiert auf die Mxi1 Expression der mit dem
Leervektor pPCMV-V5-neo transfizierten Zellen. Ausgehend von der auf 100% gesetzten Mxi1

Expression der EV Probe war eine deutliche Steigerung der Mxi1 Expression nach GRHL3-1
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Uberexpression um das 2,18-fache + 0,38 zu verzeichnen. Die Uberexpression von GRHL3-
3 zeigte mit einer Steigerung um das 1,02-fache + 0,45 keinen erkennbaren Effekt auf die
Mxi1 Expression. In Abbildung 3.8D ist die Analyse der Akt2-Expression in den GRHL3-1,
GRHL3-3 bzw. Leervektor transfizierten Zelllysaten zu sehen. Hierfur wurden drei
unabhangig voneinander durchgefiihrte Immunoblotanalysen zur Akt2 Expression (siehe
3.8A) durchgefliihrt und densitometrisch ausgewertet. Auch hier wurden die densitometrisch
ermittelten Signalintensitaten jeder einzelnen Analyse auf die y-Aktin Expression normiert
und anschlieffend alle drei Analysen auf gegen die auf 100% gesetzte Akt2 Expression der
Leervektor transfizierten Zellen normiert. Die Analyse zeigte das die Uberexpression von
GRHL3-1 zu einer Steigerung der Akt2 Expression um das 1,55-fache + 0,18. Eine
Uberexpression von GRHL3-3 in HUVEC hingegen filhrte zu einer Reduktion der Akt2
Expression auf 36,6% * 14,3%. Somit konnten die im Microarray identifizierten GRHL3-1
Zielgene, MXI1 und AKT2, auf Protein-Ebene verifiziert werden. Zudem ist mit der
verstarkten Expression der beiden Proteine auch eine eventuelle Erklarung fur die in den ex
vivo Experimenten beobachteten Effekte, bezlglich der Migration und Apoptose von

primaren humanen Endothelzellen, gefunden worden.

59



Ergebnisse

A EV  GRHL3-1 GRHL3-3 B EV  GRHL3-1 GRHL3-3
AKEZ | N— w—
*
V5 —
(GRHL3) *

v-Aktin | - Ssend TN -

Mxi - —— — GAPDH .

* R
C D *
250 - |_|_| 200 - P ] o
c

§ 200 - 8 T
gq T 150 -
z o 2w
$2 om0 3
g D <&
=g o 2 100 -
2§ 100 - Z8
T > o >
= =

2 59 é 50 -

0 0
EV  GRHL3-1 GRHL3-3 EV  GRHL3-1 GRHL3-3

Abbildung 3.8 Expressionsanalyse der Proteine Mxi1 und Akt2 in GRHL3-1 oder GRHL3-3
liberexprimierenden HUVEC. (A und B) Reprasentative Darstellung von Immunoblots mit Zelllysaten
von mit dem Leervektor pCMV-V5-neo (EV) bzw. Expressionsvektoren fir GRHL3-1 oder GRHL3-3
transfizierten HUVEC unter Verwendung von Antikérpern gegen (A) Akt2, y-Aktin und Mxi1 oder (B)
V5-Epitop-Tag und GAPDH. (C und D) Semi-quantitative Auswertung der Proteinlevel von Mxi1 (C)
und Akt2 (D) anhand densitometrischer Analysen von Immunoblot-Analysen (siehe A). Anschlielende
Normierung auf Leervektor (EV) transfizierte Zellen. (n = 3, Mittelwert + Standardfehler; * = p<0,05 vs
EV; ** = p<0,05 vs GRHL3-1)

3.7 In vivo Effekte nach Uberexpression von GRHL3-1 und GRHL3-3

Nachdem in einer Reihe von ex vivo Experimenten unterschiedliche Effekte von GRHL3-1
und GRHL3-3 beobachtet werden konnten, sollten beide GRHL3-Isoformen in einem in vivo
Experiment untersucht werden. Hierflir wurde der Zebrafisch (danio rerio) gewabhlt, da er eine
Reihe von Vorteilen mit sich bringt. So ist er durchscheinend und erméglicht eine einfache
Phanotypische Analyse. Zudem ist die Haltung einer grof3en Individuen Zahl und die
technische Durchfiihrung von Experimenten mit diesen, relativ glinstig und gut handhabbar.

Des Weiteren ist es méglich in vitro transkribierte RNA, fur Uberexpressionsexperimente, in
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den Zebrafisch zu injizieren. Daher wurden von mir cDNA Sequenzen, der GRHL3-
Isoformen, in einen fur die in vitro Transkription geeigneten Vektor kloniert. Mit diesen
Vektoren wurden in Kooperation mit Dr. Martin Graf und Dr. Christoph Winkler vom
.pDepartment of Biological Sciences® an der National University of Singapore

Uberexpressionsexperimente durchgefiihrt.

3.7.1 Klonierung von GRHL3-1 und GRHL3-3 kodierender Sequenz in den
Vektor pCS2plus

Der pCS2plus Vektor ist ein haufig benutzter Vektor zur Uberexpression von Proteinen im
Zebrafisch und anderen Modellorganismen (Rupp, et al., 1994). Er zeichnet sich durch eine
hohe Effizienz und Zuverlassigkeit bei in vitro Transkriptionen aus. Zur Umklonierung der
kodierenden Sequenzen fir GRHL3-1 und GRHL3-3 in den pCS2plus Vektor wurden die
Vektoren pCMV-GRHL3-1-V5-neo und pCMV-GRHL3-3-V5-neo zunachst mit den
Restriktionsenzymen Pmel und BamHI verdaut. Zusatzlich wurde der Vektor pCS2plus mit
den Restriktionsenzymen SnaBl und BamHI geschnitten. Die Ligation der zu insertierenden
Fragmente in den pCS2+ Vektor war trotz der Benutzung unterschiedlicher
Restriktionsenzyme (SnaBl und Pmel) moglich, da beide Restriktionsenzyme glatte Enden,
so genannte ,blunt ends®, erzeugen. Die enzymatisch verdauten Vektoren wurden
elektrophoretisch auf einem Agarose-Gel aufgetrennt, die DNA-Fragmente fur die GRHL3-1
bzw. GRHL3-3 kodierenden Regionen und den Vektor pCS2plus, dem nur ein kleiner
Bereich in der multiplen Klonierungstelle entfernt wurde, ausgeschnitten und gereinigt. Die
Insert- (GRHL3-1 bzw. GRHL3-3) und Vektor-DNA-Fragmente wurden in aquimolaren
Verhaltnissen in einer Ligation eingesetzt. Nach Transformation in den E.Coli Stamm TG1
wurde DNA aus Kulturen einzelner Kolonien isoliert, mit dem Restriktionsenzym Hincll
uberpruft und Plasmide mit dem korrekten Restriktionsmuster mittels Sequenzierung

verifiziert.

3.7.2 in vitro Transkription von pCS2+-GRHL3 Vektoren, RNA Injektion in
Zebrafischembryonen und phanotypische Analyse

Die in vitro Transkription der Vektoren pCS2plus-GRHL3-1 und pCS2plus-GRHL3-3, die
Injektion der GRHL3-mRNA in die Zebrafischembryonen und die anschlieRende Analyse der
Tiere erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. C. Winkler am ,Department for Biological
Science® an der Universitat Singapur durch Dr. Martin Graf. Die in vitro Transkription wurde
mit dem mMMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die daraus
resultierende, mit einer Cap-Struktur versehene, GRHL3-1- bzw. GRHL3-3-mRNA wurde in
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aquimolaren Mengen in Zebrafisch-Embryonen im Einzellstadium injiziert. Die Embryonen
wurden 24 h nach Fertilisation ihrem Phanotyp entsprechend klassifiziert (Abbildung 3.9B)
und 34 h nach Befruchtung fotographisch dokumentiert (Abbildung 3.9A). Die phanotypische
Einordnung der Zebrafischembryonen erfolgte in die Kategorien ,normaler Phanotyp®,
.mittlerer Phanotyp“ und .Schwerwiegender Phanotyp“, reprasentativ dargestellt in
Abbildung 3.9A. Der ,mittlere Phanotyp“ ist charakterisiert durch mehrere der hier
aufgefuhrten morphologischen Veranderungen: gebogener Schwanz, kleine Augen, kleiner
Kopf, Apoptose in der Kopfregion und eine geringe KdrpergroRe. Fir den ,schwerwiegenden
Phanotyp“ typische Charakteristika sind: massiv deformierter Embryo, kein Kopf, offenes
Ruckenmark, gegabelter Schwanz und massive Apoptose in allen Kérperbereichen. In vier
unabhangig voneinander durchgefiihrten mRNA-Injektions-Experimenten wurde in insgesamt
336 Embryonen GRHL3-1-mRNA injiziert und in 307 Embryonen GRHL3-3-mRNA. 737
Embryonen, in die keine mRNA injiziert wurde, dienten als Kontrolle. In Abbildung 3.9B ist
eine prozentuale Verteilung der auftretenden Phanotypen, die nach GRHL3-mRNA-
Injektionen in den Zebrafischembryonen und den Kontrolltieren zu beobachten waren,
dargestellt. Es sind nach Injektion von GRHL3-1-mRNA 1,53% * 1,11%, nach Injektion von
GRHL3-3-mRNA 11,04% % 5,88% und aus der Kontrollgruppe 0,41% + 0,28% der
Embryonen gestorben. Einen ,normalen Phanotyp“ weisen 83,12% + 9,18% der GRHL3-1-
Embryonen auf, hingegen nur 36,26% = 12,70% der GRHL3-3 uberexprimierenden
Embryonen. 98,55% + 1,09% der uninjizierten Embryonen weisen einen ,normalen
Phanotyp* auf. Ein ,mittlerer Phanotyp“ ist bei 0,59% * 0,59% der Kontroll-Embryonen, bei
12,78 = 7,86% der GRHL3-1-Embryonen und 22,75 + 4,68% der GRHL3-3-Embryonen
festzustellen. Es zeigte sich bei 0,45% + 0,28% der Kontroll-Embryonen, bei 2,57% * 1,62%
der GRHL3-1-Embryonen und bei 29,96% = 6,27% der GRHL3-3-Embryonen der
.Sschwerwiegende Phanotyp“. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der grofite Teil
der GRHL3-3 uberexprimierenden Embryonen tot oder schwer deformiert ist (41%) und sich
nur 36% der GRHL3-3 Uberexprimierenden Embryonen normal entwickeln. Im Gegensatz
dazu, weisen mehr als 80% der GRHL3-1-Embryonen einen normalen Phanotyp auf. Somit
konnte ich auch in vivo zeigen, dass sich die Uberexpression von GRHL3-3 nachteilig
auswirkt und die Uberexpression von GRHL3-1 nicht und damit die Ergebnisse der ex vivo

Untersuchungen bestatigen.
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Abbildung 3.9 Entwicklungsbiologische-Analyse von Zebrafischembryonen nach Uber-
expression von GRHL3-1 bzw. GRHL3-3. (A) Reprasentative Darstellung der Auswirkung einer
GRHL3-Uberexpression auf den Phanotyp von Zebrafischembryonen. (B) Prozentuale Verteilung der
unterschiedlichen Phénotypen von Zebrafischembryonen nach Uberexpression von GRHL3-1 (blau)
und GRHL3-3 (rot). Nicht injizierte Kontrollembryonen sind in griin dargestellt.

3.8 Identifizierung eines Nuklearen Lokalisationssignal (NLS) im
Transkriptionsfaktor GRHL3

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei GRHL3 um einen Transkriptionsfaktor handelt,
welcher sich entsprechend seiner Funktion vornehmlich im Nukleus befinden sollte, wurde in
diesem Experiment nach einem eventuell vorhandenen nuklearen Lokalisationssignal (NLS)
in der Sequenz von GRLH3 gesucht. Der Kerntransport von GRHL3 stellt eventuell eine
Mdglichkeit zur funktionellen Modulation des Transkriptionsfaktors oder seiner Isoformen dar.
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Eine Reihe von Transkriptionsfaktoren wird tUber den Kernimport reguliert z.B. transloziert
NF-kB erst nach Abspaltung und proteasomaler Degradation des Inhibitors IkB in den
Nukleus (Scheidereit, 2006). Glucocorticoid-Rezeptoren verandern ihre Position erst nach
Bindung eines Liganden und damit einhergehender Dissoziation von HSP90 vom
Zytoplasma in den Nukleus (Pratt und Toft, 1997). Es ist fur den Transkriptionsfaktor GRHL3
weder eine Modulation des Kernimportes noch ein NLS bekannt, daher wurden
unterschiedliche Ansatze verfolgt um ein NLS in der Sequenz von GRHL3 zu identifizieren.
Dieses fur den Import des Transkriptionsfaktors vom Zytoplasma in den Nukleus
verantwortliche Signal sollte identifiziert und anschliefend mutiert werden. Nukleare
Lokalisationssignale kdénnen unterschiedliche Charakteristika aufweisen. Viele NLS haben
eine hohe Anzahl positiv geladener Aminosauren (Conti und Kuriyan, 2000). Andere NLS
haben oftmals an ihren Enden eine Anhaufung von basischen Aminosauren getrennt durch
einige unbestimmte Aminosauren (Truant und Cullen, 1999).

Ein verfolgter Ansatz zur Identifikation eines NLS in der Sequenz von GRHL3 waren in silico
Analysen. Hierfur wurden die Sequenzen von GRHL3-1 und GRHL3-3 mit den Programmen
NLS-Mapper (nls-mapper.iab.keio.ac.jp/) (Kosugi, et al., 2009) und PredictProtein
(https://www.predictprotein.org/) (Cokol et al., 2000) analysiert.

Des Weiteren wurde manuell nach Regionen mit einer Vielzahl positiv geladener
Aminosauren oder einer Anhaufung basischer Aminosauren getrennt durch zufallige
Aminosauren gesucht.

Die Tabelle 3.1 zeigt die auf diese Weise selektionierten Abschnitte der GRHL3 Sequenz
anhand einer Analyse von GRHL3-1.

Art der Suche Aminoséauresequenz Bezeichnung der Mutante
NLS-Mapper RLPLKRTCSPFTEEFEPLPSKQAKEGDLQRV Abi_NLS
PredictProtein Kein Ergebnis -
Manuell RKMRDDERKQFRRKVKCP ARKM
Manuell KVYKKCKR AKR

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Suche nach potentiellen NLS.

Diese definierten Aminosaureabfolgen wurden deletiert und zusatzlich noch einige
grol¥flachige Deletionsmutanten erstellt, bei denen z.B. ein groRBer Teil des C-Terminus
entfernt wurde. Eine schematische Ubersicht tiber alle Deletionsmutanten ist in Abbildung
3.10 zu sehen.

Die Analyse putativ NLS-defizienter =~ GRHL3-Deletionsmutanten sollte  mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgen. Um die Problematik eines funktionsfahigen GRHL3-
Antikdrpers und eines Anti-V5-Antikérpers, der fir Immunfluoreszenzfarbungen als
ungeeignet erwies, zu umgehen, wurde ein myc-Epitop-Tag, N-terminal vor die GRHL3

kodierende Sequenz, kloniert.
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Abbildung 3.10 Schematische Darstellung der Proteine GRHL3-1 und GRHL3-3 und der darauf
basierenden Deletionsmutanten am Beispiel von GRHL3-1. In den Farben griin, blau und orange
sind gemadR Ting et. al 2003 die Domé&nen der GRHL3-Proteine dargestellt. (griin)
Aktivierungsdoméane, (blau) DNA-Binde-Doméne, (orange) Dimerisierungs-Doméane. In Rot sind die
mutierten Bereiche der Deletionsmutanten zu sehen. In Gelb ist das N-terminale myc-Epitop-Tag
abgebildet. Die Zahlen zeigen an welcher Aminosaure eine Domédne oder ein mutierter Bereich
beginnt und endet.
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3.8.1 Klonierung eines N-terminalen myc-Epitop-Tag 5° der GRHL3 kodierenden
Sequenz

Zur Fusion eines myc-Epitop-Tags an das 5'-Ende kodierende Region des GRHL3-1 bzw.
GRHL3-3 Proteins wurde das Prinzip der Overlap-extension PCR (OEP) (Ho, et al., 1989)
angewandt. Ziel war es ein DNA-Fragment zu synthetisieren, welches eine
Restriktionsschnittstelle fir die Ligation in den Zielvektor, gefolgt von dem myc-Epitop-Tag
und einer Abfolge von drei Glycinen als Abstandshalter (Glycin-Spacer) enthalt. Zusatzlich
musste das Fragment einen Bereich des GRHL3 Proteins mit einer weiteren
Restriktionsschnittstelle enthalten. Die einzelnen Schritte der OEP und die dabei
entstehenden PCR-Produkte sind in der Abbildung 3.11 schematisch dargestellt. In einer
ersten PCR-Reaktion wurde ein myc-Epitop-Tag enthaltendes Plasmid als Matrize eingesetzt
und mit den Primern Bam-myc for1 und myc-Tag rev1l das myc-Epitop-Tag amplifiziert.
Zusatzlich wird Gber die Primer eine BamHI-Schnittstelle, ein Start Codon, ein Glycin Spacer
und das 5'-Ende der fur GRHL3 codierenden Sequenz amplifiziert (sieche Abb. 3.11, PCR1
und Produkt PCR1). Parallel dazu wurde in einer zweiten PCR-Reaktion mit den Primern
myc-GRHL3- (1 bzw. 3) for1 und GRHL3 Ex6 rev1 ein 722 (GRHL3-1) bzw. 428 (GRHL3-3)
bp, entsprechend dem N-Terminus der jeweiligen Isoform, langer Abschnitt aus dem 5'-Ende
der fir GRHL3 codierenden Sequenz amplifiziert, welcher eine Schnittstelle fliir das
Restriktionsenzym Sbfl enthalt. Durch Nutzung des Primers myc-GRHL3- (1 bzw. 3) for1
wurde ein Uberlappender Bereich zum ersten PCR Produkt amplifiziert (siehe Abb. 3.11,
PCR2 und Produkt PCR2). Die auf diese Art amplifizierten DNA-Fragmente wurden als
Matrize in einer dritten PCR Reaktion eingesetzt. In dieser binden die beiden Matrizen
aufgrund ihrer Komplementaritat aneinander. Durch den Einsatz der endstandigen Primer
Bam-myc for1 und GRHL3 Ex6 rev1l wurde das finale DNA-Fragment amplifiziert. Dieses
wurde anschlieRend, wie auch der Zielvektor pCMV-GRHL3- (1 bzw. 3) -V5-neo, mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Sbfl geschnitten. Die erhaltenen Vektor- und Insert-DNA-
Fragmente wurden miteinander ligiert, um den Vektor pCMV-myc-GRHL3- (1 oder 3) -V5-

neo zu erhalten.
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Primer: Bam-myc for1 Primer: myc-GRHL3- (1 bzw. 3) for1
7///1* #
PCR1 | | [ | || % PCR 2
h *
Primer: myc-Tag rev1 Primer: GRHL3 Ex6 rev1
Produkt PCR 1 Produkt PCR 2
BamHI Sbfl
Schnittstelle Schnittstelle
Primer: GRHL3 Ex6 rev1
bCR 3 %, -

g

Primer: Bam-myc for1

Produkt PCR 3 1% %

[ ]=nicht relevanter Sequenzbereich I = startcodon 777 = Restriktionsschnittstelle
I:’ = myc-Epitop-Tag - = Glycin Spacer - = GRHL32 Sequenzbereich # = Primer

Abbildung 3.11 Schematische Darstellung einer Overlap-extension PCR (OEP) zur Klonierung
von Expressionsvektoren fiir myc-GRHL3 Fusionsproteine.

3.8.2 Klonierung putativ NLS defizienter GRHL3 Deletionsmutanten

In dem folgendem Abschnitt wird die Herstellung einer putativ NLS-defizienten GRHL3-
Deletionsmutante exemplarisch fir alle anderen Deletionsmutanten anhand der Klonierung
des Plasmid pCMV-myc-GRHL3-1-Abi_NLS-V5-neo dargestellt. Fiur die Erstellung aller
Deletionsmutanten wurde, wie schon bei der Fusion der codierenden Region fiir das myc-
Epitop-Tag an die GRHL3 Sequenz, das Prinzip der Overlap-extension PCR (OEP)
angewandt. Im Gegensatz zur Klonierung des myc-Epitop-Tags, wurde allerdings keine
zusatzliche DNA-Sequenz in ein vorhandenes Plasmid eingeflgt, sondern ein Abschnitt
daraus entfernt. Die einzelnen Schritte der OEP und die daraus resultierenden Produkte sind
in Abbildung 3.12 schematisch dargestellt. In einer ersten PCR-Reaktion wurde, ausgehend
von dem als Matrize dienenden Vektor pCMV-myc-GRHL3- (1 bzw. 3) -V5-neo, mit Hilfe der
Primer GRHL3 Ex4 for1 und bi_NLS rev1 ein Bereich der kodierenden Sequenz des GRHL3
Proteins 5' zu dem zu deletierenden Bereich amplifiziert. Dieser enthalt zudem einen kurzen
Bereich der komplementér zur GRHL3-Sequenz 3' zu der gewilinschten Deletion ist (siehe
Abb. 3.12, PCR1 und Produkt PCR1). Parallel dazu wird in einer zweiten PCR-Reaktion ein
DNA-Fragment amplifiziert, welches einen grof3en Bereich 3' zu der Deletion abdeckt und
nur einen kurzen komplementéren Bereich 5' zu der Deletion enthalt (siehe Abb. 3.12 PCR2

und Produkt PCR2). In diesen beiden DNA-Fragmenten ist der zu deletierende Bereich nicht
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mehr vorhanden. Sie kdnnen als Template in einer dritten PCR-Reaktion genutzt werden. In
dieser PCR-Reaktion werden die endstéandigen Primer GRHL3 Ex4 for1 und GRHL3 CT rev
genutzt, um mit Hilfe der Matrize einen Bereich der GRHL3-Sequenz zu amplifizieren, aus
dem das putative NLS entfernt wurde. Dieses DNA-Fragment wurde, genau wie der
Zielvektor (z.B. pCMV-myc-GRHL3-1-V5-neo), mit den Restriktionsenzymen BspEl und Xbal
enzymatisch verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, die gewiinschten Fragmente gereinigt
und anschlieend ligiert, um den Vektor pCMV-myc-GRHL3-1-Abi_NLS-V5-neo zu erhalten.

Primer: GRHL3 CT rev

=

Primer: GRHL3 Ex4 for1

=)

490 521

PCR1 Y, PCR 2
Primer: bi_NLS rewvi Primer: bi_NLS for1
BspEl Xbal

Schnittstelle Schnittstelle
produkt per 1 70N M " 7 T

Primer: GRHL3 Ex4 forl A~
PCR 3
A Primer: GRHL3 CT rev

.. B 7

BspEl Xbal
Schnittstelle Schnittstelle

zu deletierender Sequenzbereich # = Primer
I = GRHL3 Sequenzbereich 77777 = Restriktionsschnittstelle

Abbildung 3.12 Schematische Darstellung einer Overlap-extension PCR (OEP) zur Klonierung
der Deletionsmutante pCMV-myc-GRHL3-1-Abi_NLS-V5-neo.

3.8.3 Lokalisationsanalysen von putativen NLS Deletionsmutanten von GRHL3
in HEK 293-Zellen

In  Immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden die, putativ NLS-defizienten,
GRHL3-Deletionsmutanten auf ihre Lokalisation hin untersucht. Hierfir wurden HEK 293-
Zellen auf Deckglaschen ausgebracht und mit den zu untersuchenden GRHL3-
Deletionsmutanten transfiziert. Als Positiv-Kontrolle dienten HEK 293-Zellen die mit myc-
GRHL3 Plasmiden ohne Deletion transfiziert wurden, als Negativ-Kontrolle dienten mit dem

Leervektor pCMV-V5-neo transfizierte Zellen. Zur Visualisierung des Zellkerns wurden die
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Zellen mit DAPI-LOsung (blau) gefarbt und zur Darstellung des Zytoplasmas, wurde das
Zytoskelett der Zelle, mit Phalloidin Alexa Fluor® 568 (rot) gefarbt. Die Markierung der
GRHL3 Proteine erfolgte Gber das myc-Epitop-Tag mit Hilfe eines gegen das Tag gerichteten
Antikérper und einem gegen den Erstantikdrper gerichteten Alexa Fluor® 488 Anti-Maus-
Antikérper (griin). In Abbildung 3.13 sind reprasentativ Immunfluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von pCMV-myc-GRHL3-3-Deletionsmutanten dargestellt. Die beiden Isoformen
verhielten sich bezuglich ihrer Lokalisation, sowohl in den mutierten Varianten als auch den
wildtypischen stets gleich. Daher wurde im Folgenden der Einfluss der Deletionen auf die
Lokalisation von GRHL3 anhand der GRHL3-3 Deletionsmutanten besprochen.

Die als Negativ-Kontrolle verwendeten pCMV-V5-neo (A) transfizierten Zellen zeigten, wie zu
erwarten, keine spezifische Grin-Farbung und belegen damit, dass der Antikérper gegen
das myc-Epitop-Tag nicht unspezifisch in HEK293-Zellen bindet. Es ist nur eine schwache
grine Hintergrundfluoreszenz zu erkennen (A). Die als Positiv-Kontrolle benutzten mit dem
wildtypischen Vektor pCMV-myc-GRHL3-3-V5-neo (B) transfizierten HEK 293-Zellen zeigen
wie zu erwarten eine starke Grin-Farbung im Kern (B). Dies zeigt eindeutig dass der
Transkriptionsfaktor GRHL3-3 nach Uberexpression hauptséchlich im Kern lokalisiert ist.

Die Aufnahmen fur die Mutanten AKR (C), ACT (D), ARKM (E), AA (G) und AB (H) zeigen
genau wie wildtypisches GRHL3-3 eine Lokalisation ausschlieBlich im Nukleus. Dagegen
zeigen die Deletionsmutanten Abi_NLS (F) und AC (l) ein starkes griines Fluoreszenzsignal
im gesamten Zytoplasma. Zusitzlich dazu ist auch eine Griin-Firbung des Nukleus zu
beobachten, wobei nicht genau unterschieden werden kann ob diese Griinfirbung auf
Zytoplasma vor dem Nukleus beruht oder es sich um eine direkte Farbung des Nukleus
handelt. Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die Deletionsmutanten pCMV-myc-
GRHL3-3-Abi_NLS-V5-neo und pCMV-myc-GRHL3-3-AC-V5-neo im Zytoplasma der Zelle
zu finden sind, was auf einen gestérten Transport des Proteins vom Zytoplasma in den
Nukleus hinweist. Aufgrund der Tatsache dass sich GRHL3-3-Abi_NLS- und GRHL3-3-AC-
Protein eventuell auch im Nukleus befindet ist es wahrscheinlich, dass die deletierten
Aminosaureabfolgen zwar ein NLS beinhalten, es aber falls die nukledre Lokalisation
bestatigt wird wahrscheinlich noch andere Import-Mechanismen oder weitere NLS gibt. Alle
anderen Uberpriften putativen NLS sind nicht am nukleo-zytoplasmatischen Transport

beteiligt.
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Abbildung 3.13 Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von GRHL3-3 und
entsprechenden putativen NLS-Deletionsmutanten in HEK293-Zellen. Darstellung von myc-
GRHL3-3 Protein (griin), dem Aktin-Zytoskelett (rot) und dem Nukleus (blau). Darstellung von HEK-
293-Zellen transfiziet mit pCMV-V5-neo (A), pCMV-GRHL3-3-V5-neo (B) oder den
Deletionsmutanten AKR (C), ACT (D), ARKM (E), Abi_NLS (F), AA (G), AB (H) und AC (I).
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4 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die zellularen Funktionen der
Isoformen 1 und 3 des Transkriptionsfaktors GRHL3 untersucht. Dabei wurde die Expression
in HUVEC und der Einfluss auf die Migration und Apoptose von Endothelzellen analysiert.
Als weiteres wurden in einem Microarray Zielgene der beiden Isoformen identifiziert und
deren Regulation durch GRHL3 anschliefend mittels Westernblot validiert. In vivo
Experimente im Zebrafisch Danio rerio sollten erste Erkenntnisse dariber geben, ob die
beiden Isoformen auch unterschiedliche Effekte in einem Ganztier-Vertebraten-Modell
hervorrufen. Im abschlieBenden Teil dieser Arbeit versuchte ich ein Nukleares

Lokalisationssignal in der GRHL3-Sequenz zu identifizieren.

4.1 Expression von GRHL3-1 und GRHL3-3

Es wurde von der Arbeitsgruppe um Ting et al. beschrieben, dass die beiden Isoformen
GRHL3-1 und GRHL3-3 teilweise, aber nicht in allen Geweben, koexprimiert werden. So
wurde nachgewiesen, dass Transkripte der beiden Transkriptionsfaktoren in den Geweben:
Gehirn, Pankreas und Hoden exprimiert werden, wogegen in den Geweben Plazenta,
Prostata, Darm und Nieren nur die Isoform GRHL3-1 detektiert wurde (Ting, et al., 2003).

In den ersten Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
beiden, durch alternatives Spleilen entstandenen GRHL3-Isoformen, GRHL3-1 und GRHL3-
3, in primaren humanen Endothelzellen exprimiert werden (vgl. Kap. 3.1) und es sich nicht,
wie bei anderen Proteinen, wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) (Annibalini, et al., 2012) und neuron-
derived orphan receptor 1 (NOR1) (Xiang, et al.,, 2011), um eine Gewebe-spezifische
Expression der unterschiedlichen SpleiRvarianten handelt.

Es bleibt zu untersuchen, unter welchen Bedingungen GRHL3-1 bzw. GRHL3-3 verstarkt
exprimiert wird und wie diese Expression reguliert wird. So ware aufgrund der positiven
Effekte von GRHL3-1 eine verstarkte Expression unter physiologischen Bedingungen zu
erwarten, wohingegen die durch GRHL3-3 hervorgerufenen Effekte eher

pathophysiologischen Mechanismen zuzuordnen waren.
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4.2 Einfluss von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf die Migration und Apoptose von
Endothelzellen

Es konnte in den Experimenten dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Uberexpression von
GRHL3-1 zu einer Steigerung der Migration, bzw. die Uberexpression von GRHL3-3 im
Gegensatz dazu, zu einer Verringerung der Migration von HUVEC fuhrt (vgl. Kap. 3.2). Der
promigratorische Effekt nach GRHL3-1 Uberexpression ist zu vergleichen mit dem erzielten
Effekt nach GRHL3-2 Uberexpression (Guardiola-Serrano, et al., 2008, Lukosz, Mlynek et
al., 2011), welcher wiederum mit der Wirkung des proangiogenen und promigratorischen
Stimulus von VEGF vergleichbar war. Dieser Wachstumsfaktor ist einer der starksten
bekannten  Aktivatoren von  Angiogenese unter physiologischen, als auch
pathophysiologischen Bedingungen (Ferrara, 2001). Die promigratorische Wirkung von
VEGF auf Endothelzellen wird Uber die Rekrutierung von HSP90 (Veikkola, et al., 2000) oder
eine, Uber den PI3K/Akt-Signalweg vermittelte, Phosphorylierung der eNOS ausgeldst
(Papapetropoulos, et al., 1999). Diese Akt vermittelte Phosphorylierung der eNOS an Serin-
1179 wird, wie auch schon fur GRHL3-2 beschrieben (Lukosz, Mlynek et al., 2011), ebenfalls
durch die Uberexpression von GRHL3-1 verstéarkt, jedoch nicht durch GRHL3-3 (vgl. Kap.
3.4). Untersuchungen an GRHL3-2 zeigten, dass die promigratorische Wirkung und die
verstarkte Phosphorylierung der eNOS durch den Transkriptionsfaktor nicht auf einer
Regulation von oder durch VEGF beruht (Lukosz, Mlynek et al., 2011). Aufgrund zahlreicher
funktioneller Parallelen und einem Unterschied von nur 11 Aminosauren zwischen GRHL3-1
und GRHL3-2 ist zu erwarten, dass dies auch fir GRHL3-1 nicht der Fall ist. Die
promigratorische Wirkung von GRHL3 Transkriptionsfaktoren ist mehrfach in der Literatur
beschrieben worden. So wurde in GRHL3 knockout-Mausen, in denen aufgrund des
fehlenden Exons 1B nur das GRHL3-2 Homolog existiert, eine spina bifida festgestellt (Ting,
et al., 2003). Hierbei handelt es sich um eine Neuralrohrfehlbildung die wahrend der
primaren Neurulation auftritt. Sie resultiert in einem ,offenen Ricken“ und beruht unter
anderem auf epidermalen Migrationsdefekten (Hislop, et al., 2008). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass ein Knockdown von GRHL3 in HaCAT-Zellen zu einer stark verringerten
Migration der humanen Keratinozyten fiihrte, welche nicht auf eine verringerte Proliferation
zurtckzufiihren war (Caddy, et al., 2010). Es ist nicht bekannt, ob in den verwendeten
humanen Keratinozyten alle drei GRHL3-Isoformen exprimiert werden. Ein Knockdown der
Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-2 wiirde diesen Phanotyp jedoch erklaren.

Dies zeigt die hohe Konservierung von promigratorischen Effekten, ausgelést durch GRHL3-
Isoformen in unterschiedlichen Zelltypen. Hierflir werden, je nach Zelltyp, unterschiedliche
Signalwege aktiviert. So beeinflusst GRHL3 die Migration von Keratinozyten nicht tUber die

Endothel-spezifische eNOS, sondern Uber den planar cell polarity Signalweg und reguliert
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dafir das Zielgen RhoGEF19. Dieses kodiert fir einen Aktivator der GTPase RhoA, welche
wichtige Funktionen in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts Ubermimmt und dadurch die
Migration der Keratinozyten reguliert (Caddy, et al., 2010). In Endothelzellen wird die
Migration Uber eine Phosphorylierung von Akt und eNOS, mehrfach beschriebene Ausléser
von promigratorischen Effekten, und eine damit einhergehende Verstarkung der NO-
Synthese reguliert (Ma und Han, 2005). Es konnte jedoch auch nachgewisen werden, dass
eine Aktivierung von RhoA durch VEGF einen positiven Effekt auf die Migration von
Endothelzellen hat (van Nieuw Amerongen, et al.,, 2003). In den in dieser Arbeit
beschriebenen Microarray Analysen (vgl. Kap. 3.6.1) wurden ebenfalls regulierte Transkripte
gefunden die mit Rho oder RhoA interagieren. Diese wurden jedoch noch nicht weiter auf
einen promigratorischen Einfluss hin untersucht, kénnten aber parallel zum PI3K/Akt
Signalweg die Migration von Endothelzellen beeinflussen.

Neben den unterschiedlichen Funktionen der beiden Isoformen bei der Migration von
Endothelzellen zeigen diese auch gegensatzliche Effekte in der Protektion vor Apoptose. So
zeigen GRHL3-1 Uberexprimierende HUVEC eine verringerte Apoptoserate im Vergleich zu
Leervektor transfizierten Zellen. Dahingegen weisen GRHL3-3 Uberexprimierende
Endothelzellen eine tendenzielle, aber nicht signifikante, Steigerung der Apoptose auf (vgl.
Kap. 3.3). Wie bereits flir GRHL3-2 beschrieben (Lukosz, Mlynek et al., 2011), zeigt auch die
Uberexpression von GRHL3-1 einen antiapoptotischen Effekt in Endothelzellen. Es wurde in
Experimenten mit GRHL3-2 Uberexprimierenden HUVEC gezeigt, dass die Schutzfunktion
vor Apoptose durch die Inkubation mit einem eNOS-Inhibitor (L-NMMA) komplett aufgehoben
wird (Lukosz, Mlynek et al., 2011). Die Aktivierung der eNOS durch eine verstarkte
Phosphorylierung der Proteine Akt und eNOS lber GRHL3-1, bzw. die Nichtaktivierung der
eNOS durch GRHL3-3, aufgrund einer ausbleibenden Phosphorylierung von Akt oder einer
verringerten Phosphorylierung der eNOS, fihren zu einer erhohten (GRHL3-1) bzw.
erniedrigten (GRHL3-3) Synthese von NO. Diese vermehrte bzw. verminderte NO-Synthese
ist wahrscheinlich, wie schon flir GRHL3-2 beschrieben, der Ausldser der antiapoptotischen
(GRHL3-1) bzw. tendenziell proapoptotischen (GRHL3-3) Wirkung der einzelnen Isoformen
in primaren humanen Endothelzellen. Dadurch, dass NO hochreaktiv und relativ kurzlebig ist,
wird es haufig in Form von S-Nitrosierungen nachgewiesen. Von diesen konnte in
zahlreichen Versuchen gezeigt werden, dass sie Proteinfunktionen modifizieren kénnen.

So wird eventuell die NO-vermittelte antiapoptotische Funktion Uber die Inhibition der
Caspase 3, mittels S-Nitrosierung des im aktiven Zentrum der Protease liegenden Cysteins-
163, vermittelt (Dimmeler, et al.,, 1997, Haendeler, et al.,, 1997). Weitere NO vermittelte
antiapoptotische Funktionen, die als Ausloser der antiapoptotischen Wirkung von GRHL3-1
in Frage kommen, sind die stabilisierend wirkende S-Nitrosierung des antiapoptotischen

Proteins Bcl-2 (Azad, et al., 2006) oder die Stabiliserung von Bcl-2 mittels Phosphorylierung
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durch ERK1/2, welche Uber eine NO bedingte Destabilisierung von MKP-3 erreicht wird
(Rossig, et al., 2000).

Die gegensatzlichen Effekte von GRHL3-1 und GRHL3-3 auf die Apoptose und Migration
von HUVEC sind nicht ungewohnlich. Andere Transkriptionsfaktoren die aufgrund von
alternativem Spleilen unterschiedliche Isoformen aufweisen, zeigen ahnlich divergente
Funktionen. So zeigen verschiedene Isoformen des Transkriptionsfaktors TCF7L2
gegensatzliche Effekte bzgl. Uberleben und Funktion von Beta-Zellen im Pankreas (Le
Bacquer, et al.,, 2011) oder Isoformen des Transkriptionsfaktors Oct-2 induzieren bzw.
reprimieren neuronale Differenzierungsprozesse (Theodorou, et al., 2009). Ein weiteres
Beispiel ist im vaskularen System zu finden. Der Helix-Loop-Helix (HLH) Transkriptionsfaktor
Inhibitor-of-Differentiation (Id3) induziert die Proliferation von glatten Muskelzellen Gber die
Inhibition des Zellzyklus-Inhibitors p21"". Ein alternativ gespleiRtes Transkript kodiert fiir die
C-terminal veranderte Isoform Id3a. Diese wird nicht in der gesunden Karotis von Ratten
exprimiert, sondern besonders stark nach Verletzung dieser. Im Gegensatz zu Id3 reprimiert
Id3a die Proliferation, ist nicht im Stande p21°"' zu inhibieren und stimuliert die Apoptose

der glatten Muskelzellen (Forrest, et al., 2004, Matsumura, et al., 2001).

4.3 Transkriptionelle Aktivitat von GRHL3-1 und GRHL3-3

Es wurde von Ting et al. im Jahr 2003 beschrieben, dass die GRHL3-Isoform GRHL3-3
keine funktionsfahige Aktivierungsdoméne enthalt. Erste Indizien dafir sahen Ting et al. in
dem Fehlen eines N-terminalen Bereichs der Isoform, welcher in den anderen Isoformen und
auch den verwandten Transkriptionsfaktoren GRHL1 und GRHL2 vorhanden ist und als
Aktivierungsdomane beschrieben wurde.

Zudem fuhrten Ting et al. ein Experiment zur transkriptionellen Aktivitat aller drei GRHL3-
Isoformen durch. Hierbei verwendeten sie Fusionsproteine, die nur aus dem isolierten N-
Terminus der Isoformen gekoppelt mit einer GAL4-DNA-Binde-Domane bestanden. Diese
wurden zusammen mit einem Reportergenkonstrukt, bestehend aus GAL4 DNA-
Bindestellen, gefolgt von einem Gen fir die Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT), in
HEK293T-Zellen kotransfiziert. Anhand der CAT Aktivitdt wurden Rulckschlisse auf die
Fahigkeit zur transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen durch die einzelnen Isoformen
getroffen (Ting, et al., 2003). Aufgrund der fehlenden transkriptionellen Aktivitat des N-
Terminus der Isoform GRHL3-3, im Vergleich zu den beiden anderen Isoformen, vermuteten
sie eine Funktion als Repressor, wie bei Isoformen des Transkriptionsfaktors Egr3
beschrieben (O'Donovan und Baraban, 1999), oder Uber eine Heterodimerisierung mit
GRHL3-1, eine dominant-negative Funktion, wie sie in ahnlicher Weise bereits fir grh/NTF-1
beschrieben wurde (Attardi, et al., 1993).
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In den von mir durchgeflihrten Experimenten zur Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat
der GRHL3-Isoformen wurden im Vergleich zu Ting et al. Vollldangenproteine von GRHL3-1
und GRHL3-3, an Stelle von isolierten N-terminalen Domanen, untersucht. Dadurch wurden
alle Bereiche der Transkriptionsfaktoren auf eine potentielle Fahigkeit zur transkriptionellen
Aktivierung untersucht und auch die kooperative Funktion von in der Sequenz voneinander
entfernten Domanen oder die Interaktion mit anderen Proteinen nicht ausgeschlossen.
Zudem wurden keine ,two-hybrid“ Systeme eingesetzt, welche eine heterologe DNA-Binde-
Domane des Hefeproteins GAL4 nutzen, sondern ein Reportergenkonstrukt mit einem
GRHL3-responsiven-Element (GRHL3-RE), welches bereits mehrfach erfolgreich zur
bioinformatischen Identifikation von GRHL3-Zielgenen benutzt wurde (Caddy, et al., 2010).
Auf diesem Wege konnte ich einer potentiellen sterischen Maskierung von, fur die
transkriptionelle Aktivierung, wichtigen Domanen durch die heterologe GAL4 DNA-Binde-
Domane aus dem Wege gehen und einem realistischen Szenario mdglichst nahekommen.
Die in Kapitel 3.6.2 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, dass sowohl GRHL3-1 als auch
GRHL3-3 die Fahigkeit besitzen Promotoren mit GRHL3-Bindestellen zu binden und
nachgeschaltete Gene transkriptionell zu aktivieren. Woraus sich schlussfolgern lasst, dass
die beiden Transkriptionsfaktoren auch im Stande waren auf zellularer Ebene Zielgene
transkriptionell zu aktivieren.

Im Vergleich zu GRHL3-1 zeigt GRHL3-3 sogar eine sehr hohe transkriptionelle Aktivitat,
was darin begriindet sein kdnnte, dass die Regulation des alternativen Splei’ens einen
.molekularen Schalter* darstellt, der es ermdglicht kurzfristig, tber die verstarkte Expression
von GRHL3-3 Transkripten, einen Einfluss auf die Apoptose von Endothelzellen zu nehmen.
Die hohe transkriptionelle Aktivitat der Isoform GRHL3-3 kdnnte darauf beruhen, dass nach
dem Auslosen dieses ,molekularen Schalters“ ein sehr schneller und drastischer Effekt, als
Antwort auf zellulare Veranderungen, ausgelést werden soll. Die von mir erzielten
Ergebnisse zur transkriptionellen Aktivitat von GRHL3-3 stehen im Kontrast zu den von Ting
et al. beschriebenen. Aufgrund der Analyse der gesamten Proteine und der Nutzung eines
GRHL3-RE ist es jedoch als sicher anzusehen, dass GRHL3-3 eine Aktivierungsdomane zur
Aktivierung der Transkription von Zielgenen besitzt und diese sich nicht in den von Ting et al.
untersuchten 30 N-terminalen Aminosauren befindet.

Daher sind die funktionellen Unterschiede zwischen GRHL3-1 und GRHL3-3 nicht darauf
zurtckzufiihren, dass GRHL3-3 als Repressor oder als dominant-negativ gegeniber
GRHL3-1 wirkt. Ebenso kommen weitere haufig bei gegensatzlicher Funktion von
Spleillvarianten auftretende Phanomene, wie der Verlust eines Teils des nukledren
Lokalisationssignals (NLS) in einer Spleiflvariante, zum Beispiel bei dem Tumorsupressor
ING4 (Unoki, et al., 2006) oder ein Fehlen der DNA-Binde-Doméane, z.B. in einer
Spleilvariante des Tranksriptionsfaktors KLF-6 (DiFeo, et al., 2009), nicht in Frage, da beide
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Isoformen im Stande sind ein Reportergenkonstrukt mit GRHL3-Bindestellen zu aktivieren
und auch die Lokalisation im Kern sowohl in dieser Arbeit (vgl. Kap 3.8.3) und schon zuvor
(Guardiola-Serrano, et al., 2008) nachgewiesen wurde.

Die funktionellen Unterschiede von GRHL3-1 und GRHL3-3 und die dadurch auftretenden
Effekte missen ihren Ursprung in der Aktivierung unterschiedlicher Zielgene haben. Da
beide Transkriptionsfaktoren aber im Stande sind dasselbe GRHL3-RE zu binden, sollte
diese unterschiedliche Aktivierung von Zielgenen auf einer Interaktion mit unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren und  Mediatoren  beruhen. So konnten die beiden
Transkriptionsfaktoren, aufgrund ihrer genetischen Unterschiede, in Abhangigkeit des
jeweiligen Promotors, mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren heterodimerisieren und
dadurch spezifische Zielgene aktivieren.

Ein zukilnftiges Experiment dieses Forschungsprojektes konnte auf die Untersuchung
spezifischer Domanen oder Aminosauren, die fur die Heterodimerisierung der GRHL3-
Isoformen und somit flir deren transkriptionelle Aktivierung verantwortlich sind, absehen.
Dies konnte ermoglichen Proteine zu identifizieren, die spezifisch mit diesen Domanen
interagieren. Zudem konnte dies auch einen Erkldrungsansatz bieten fiir die starkere
transkriptionelle Aktivitat von GRHL3-3.

4.4 Identifikation und Verifikation von GRHL3-1 und GRHL3-3 Zielgenen

Aufgrunddessen, dass beide GRHL3-Isoformen eine transkriptionelle Aktivitdt aufweisen,
wurde mit GRHL3-1 bzw. GRHL3-3 lberexprimierenden HUVEC ein Microarray
durchgefiihrt, um Isoform-spezifisch regulierte Transkripte zu identifizieren. Hierbei wurden
die Microarray Datensatze der beiden Isoformen mit denen von Leervektor transfizierten
Proben verglichen. Dabei wurden 339 spezifisch von GRHL3-1 regulierte Transkripte und
233 spezifisch von GRHL3-3 regulierte Transkripte identifiziert (vgl. Kap. 3.7.1). Es kamen
fur die weitere Analyse von potentiellen Zielgenen nur positiv regulierte Transkripte in Frage.
Da es sich bei der negativen Regulation von Zielgenen, abgesehen von repressiven
Transkriptionsfaktoren, meist um einen sekundaren Effekt z.B. Gber die Aufregulation eines
Repressors handelt. Bei positiv regulierten Transkripten ist dies auch nicht auszuschlief3en,
jedoch ist die Wahrscheinlichkeit fir eine direkte Aktivierung auf transkriptioneller Ebene
erhoht. Aus dieser Liste positiv regulierter Transkripte wurden, aufgrund der vorherigen
funktionellen Analysen, solche ausgewahlt, die der Literatur nach in die Prozesse Migration
und/oder Apoptose involviert sind.

So wurden von den durch GRHL3-1 regulierten Genen AKT2 und MXI1 ausgewahlt. Das
Gen AKT2 kodiert fiir die Proteinkinase B beta, auch als Akt2 bekannt. Diese ist nah mit den

anderen Akt-lIsoformen, Akt1 und Akt3 verwandt. Es ist bekannt, dass Akt2 unter
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hypoxischen Bedingungen die Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) Gber
die Micro-RNA-21 negativ reguliert (Polytarchou, et al., 2011). PTEN selbst ist wiederum ein
negativer Regulator des PI3K/Akt Signalweges (Stambolic, et al., 1998). Demnach fuhrt eine
Inaktivierung von PTEN Uber Akt2 zu einer verstérkten Aktivierung aller Akt-Isoformen und
damit zu einer verstarkten Angiogenese und einer verringerten Apoptose (Manning und
Cantley, 2007). In Westernblots konnte die Regulation von Akt2 durch GRHL3-1 nach
Uberexpression validiert werden. Es konnte eine 1,55-fach erhéhte Menge Akt2 Protein
nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.7.2). Damit konnte ich sowohl auf transkriptioneller
Ebene, als auch auf Proteinebene eine erhéhte Akt2 Expression nachweisen. Diese kénnte
fur die erhdhte Migration und die verringerte Apoptose in primaren Endothelzellen
verantwortlich sein. Zudem ist dadurch die erhéhte Phosphorylierung von Akt und eNOS zu

erklaren.

Migration und

@_'w """" > @ N Apoptoseinhibition

Abbildung 4.1 Modell zur Regulation der Prozesse Migration und Apoptose in Endothelzellen
durch GRHL3-1. Hypothetisches Modell basierend auf der in der Microarray-Analyse und der
Validierung mittels Westernblot nachgewiesenen Aufregulation von Akt2 (vgl. Kap. 3.6.2). Es ist
beschrieben, dass Akt2 Uber die Micro-RNA-21 die Phosphatase PTEN runterreguliert (Polytarchou,
et al., 2011), welche wiederum tber Dephosphorylierung den PI3K/Akt Signalweg hemmt (Stambolic,
et al., 1998). Daher kann eine reduzierte PTEN Expression zu einer indirekten Aktivierung aller Akt-
Isoformen fiihren, von denen nachgewiesen wurde, dass sie die Migration und Apoptose positiv
regulieren (Manning und Cantley, 2007). (gestrichelte Pfeile stellen eine indirekte, durchgezogene
Pfeile eine direkte Regulation dar; P = Phosphorylierung)

Das zweite von mir untersuchte, von GRHL3-1 regulierte Gen war MXI1, welches fir das
Protein Max interactor 1 kodiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine GRHL3-1
Uberexpression zu einer 2,18-fach erhéhten Mxi1-Proteinmenge fihrt (vgl. Kap. 3.7.2).
Dieses Protein interagiert, wie der Name schon zeigt, mit Proteinen der Max-Familie. Mxi1
bildet Heterodimere mit Max bei der Bindung an E-Box DNA Sequenzen. Hierbei konkurriert
Mxi1 mit dem Protein c-Myc um die Bindung an Max. Daher wird Mxi1 auch als c-Myc-
Antagonist beschrieben. Es ist nachgewiesen, dass c-Myc Apoptose in verschiedenen
Zelltypen induziert, so z.B. in Endothelzellen (Lopez-Farre, et al., 1997) oder glatten
Muskelzellen (Bennett, et al., 1994). Daher wéare es mdglich, dass GRHL3-1 seine vor
Apoptose schiitzende Funktion tber die Aufregulation von Mxi1 und damit einhergehende
Inhibition von c-Myc in Endothelzellen vermittelt. Mxi1 besitzt eine Sin3 Interaktions Doméane

(SID) Uber die Sin3 an Mxi1 bindet. Sin3 wiederum fungiert als Adapter-Protein fiir Histon-
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Deacetylasen und andere Co-Repressoren, welche ein Gen-Silencing und eine
transkriptionelle Inaktivierung hervorrufen (Dugast-Darzacq, et al., 2004), von der eventuell
Gene betroffen sind, die flir proapoptotische Proteine kodieren.

Es konnte fur die beiden von GRHL3-3 regulierten Transkripte ATF3 und TPTE, nachdem
diese im Micorarray identifiziert wurden, mangels funktionierender Antikérper, keine
Validierung auf Proteinebene durchgefiihrt werden. Ungeachtet dessen sind die beiden
regulierten Gene potentielle Kandidaten, um die Effekte einer GRHL3-3 Uberexpression in
primaren Endothelzellen zu erklaren. Das Gen ATF3 kodiert fur das Protein activating
transcription factor 3 (Atf3). Hierbei handelt es sich um einen p53 nachgeschalteten
Transkriptionsfaktor, der als Effektor des p53 vermittelten Zelltods fungiert (Zhang, et al.,
2002). Atf3 verhindert zudem durch eine Bindung an p53 dessen Ubiquitinierung, so dass
der proapoptotische Effekt von p53 aufrechterhalten wird und ist dariiber im Stande p53 zu
regulieren (Yan, et al., 2005). Es wurde aul’erdem beschrieben, dass Atf3 40% aller
bekannten p53 Zielgene bindet und die Apoptose Uber die Regulation proapoptotischer Gene
aktiviert (Tanaka, et al., 2011). Somit besteht eine Erklarung der leicht erhdhten Apoptose
von Endothelzellen nach GRHL3-3 Uberexpression in der Aktivierung von ATF3 durch
GRHL3-3. Das zweite von GRHL3-3 regulierte Gen, welches validiert werden sollte, ist
TPTE. TPTE, auch bekannt als PTEN2, ist ein funktionell uncharakterisiertes Homolog von
PTEN (Walker, et al., 2001). PTEN ist ein Tumor-Supressor und Antagonist der PI3K, welche
wiederum die nachgeschaltete Kinase Akt aktiviert. Daher lieRe sich Uber eine verstarkte
Expression des Proteins PTEN die verringerte Migration und die leichte Erhdhung der
Apoptose in primaren humanen Endothelzellen nach GRHL3-3 Uberexpression erklaren.

Im Zusammenhang mit der Aktivierung der GRHL3-1 Zielgene AKT2 und MXI1 ware es
interessant zu untersuchen, ob die durch GRHL3-1 vermittelten promigratorischen und
antiapoptotischen Effekte in Endothelzellen tatsachlich auf die Proteine Akt2 und Mxi1
zurtickzufihren sind. Hierzu wiirden Knockdown-Experimente mit shRNAs gegen die beiden
Proteine Aufschluss geben welche der beobachteten Prozesse von ihnen beeinflusst

werden.
4.5 In vivo Effekte nach Uberexpression von GRHL3-1 und GRHL3-3

In einer Reihe von ex vivo Experimenten konnten gegensatzliche Effekte von GRHL3-1 und
GRHL3-3 beobachtet werden. Daher sollte in weiteren Experimenten analysiert werden, ob
diese gegensatzlichen Effekte sich auch in vivo zeigen. Dazu wurden, in einer Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. C. Winkler am ,Department for Biological Science®,
Versuche im Zebrafisch (Danio rerio) von Dr. Martin Graf an der Universitat Singapur

durchgefuhrt. Der Zebrafisch vereint, als Modelsystem, zahlreiche Vorteile wie z.B. relativ
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geringe Kosten, Handhabbarkeit groRer Individuenzahlen, schnelle Reproduktion und
Transparenz der Embryonen. Es wurden Uberexpressions-Experimente statt Knockdown-
Experimente von Dr. Martin Graf im Zebrafisch durchgefihrt, weil der Mensch und der
Zebrafisch evolutionar weit voneinander entfernt sind und es dadurch schwer ist ein direktes
Homolog der einzelnen GRHL3-Isoformen zu identifizieren. Zudem weist der Zebrafisch viele
Genduplikationen auf (Lu, et al, 2012) die das lIdentifizieren und Ausschalten eines
spezifischen GRHL3 Homologs zusatzlich erschweren.

Damit sind die in Kooperation durchgefluhrten Experimente die ersten in vivo Experimente,
die mit den GRHL3-Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-3 jemals durchgefuhrt wurden. Sie
zeigen, dass eine GRHL3-1 Uberexpression nur in ca. 4% aller Falle zu einem
schwerwiegenden Defekt in der Entwicklung oder gar dem Tod fuhren. Wohingegen 41%
aller GRHL3-3  Uberexprimierenden Embryonen  sterben  oder  gravierende
Entwicklungsdefekte aufweisen. Die erhaltenen Ergebnisse sind aufgrund fehlender in vivo
Experimente mit GRHL3-1 und GRHL3-3 nur schwer vergleichbar mit anderen in der
Literatur beschriebenen Ergebnissen. Die einzigen anderen in vivo Untersuchungen in einem
Ganztiermodell fanden in der Maus statt (Ting, et al., 2003). Wobei hier anzumerken ist, dass
es sich hierbei um Knockout-Experimente mit GRHL3 handelte und in der Maus, aufgrund
des fehlenden Exons 1B, die Isoformen GRHL3-1 und GRHL3-3 nicht existieren und daher
ein Vergleich mit dem hier durchgefihrten Experiment nicht méglich ist. In Untersuchungen
zum Grainyhead Transkriptionsfaktor in Drosophila konnte gezeigt werden, dass eine
induzierbare Uberexpression von wildtypischem, als auch einer N-terminal verkiirzten
Version, zu gravierenden Entwicklungsdefekten, je nach Entwicklungsstadium, fihrt (Attardi,
et al., 1993). Aber auch hier ist zu erwahnen, dass es auch in Drosophila nur ein Homolog zu
GRHL3-2 gibt und daher ein Vergleich zu den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten
mit GRHL3-1 und GRHL3-3 nicht moglich ist.

Die hauptséchlich nach GRHL3-3 Uberexpression beobachteten Phanotypen im Zebrafisch,
wie Apoptose in der Kopfregion und verkirzte Korperregionen, sind Indizien fir eine gestorte
Apoptose. Diese Ergebnisse bedirfen aber einer genaueren Untersuchung.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass genau wie in den von mir durchgefiihrten ex vivo
Untersuchungen auch in den in vivo Untersuchungen am Zebrafisch, sich ,negative® Effekte

nach Uberexpression von GRHL3-3 zeigen.
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4.6 ldentifizierung eines Nuklearen Lokalisationssignal (NLS) im
Transkriptionsfaktor GRHL3

In den Immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zur Analyse von putativ NLS
defizienten GRHL3 Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass sowohl GRHL3-1 (hier
nicht gezeigt) als auch GRHL3-3 Wildtyp nach Uberexpression in HEK293-Zellen im Kern
lokalisiert sind. Zudem konnte dadurch auch gezeigt werden, dass beide Isoformen im Kern
lokalisiert sind und es sich bei der durch alternatives Spleilen entstandenen Isoform
GRHL3-3 nicht um eine fir den Kernimport defiziente Isoform handelt, wie es bei
Spleilvarianten des Tumor Suppresors ING4 gezeigt wurde (Unoki, et al., 2006). Dies ware
aber nach dem bereits zuvor erfolgten Nachweis der Transkriptionsaktivierung durch
GRHL3-3 (vgl. Kap. 3.5.2) auch unwahrscheinlich. Es konnte gezeigt werden, dass die
Mutanten Abi_NLS und AC eine zytoplasmatische Lokalisation aufweisen. Bei dem von der
Software NLS-Mapper gefundenen zweigeteilten (bipartite) NLS in der Sequenz von GRHL3
scheint es sich tatsachlich um ein funktionierendes Kernimport-Signal zu handeln. Dadurch,
dass die ebenfalls im Zytoplasma lokalisierte Deletionsmutante AC ihre einzige
Gemeinsamkeit mit der Abi_NLS Deletionsmutante in acht fehlenden Aminosauren
(RLPLKRTC) hat, ist davon auszugehen, dass diese acht Aminosauren fir den Kernimport
entscheidend sind. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dass es weitere NLS Sequenzen in
dem in der Mutante AC deletierten Bereich gibt. Von den 143 entfernten Aminosauren der
AC Mutante kommen nur 18 Aminosauren nicht in Frage, da sie bereits durch die ARKM
Mutante abgedeckt werden und von dieser gezeigt wurde, dass sie keinen Einfluss auf den
Kernimport hat. Eine weitere Eingrenzung der fir die zytoplasmatische Lokalisation
verantwortlichen Aminosauren aus den durch die Mutanten Abi_NLS und AC abgedeckten
Bereichen, durch die Erstellung neuer Deletionsmutanten, wird zeigen welche Aminosauren
essentiell fir den Import in den Nukleus sind.

In den durchgefiihrten Analysen konnte nicht genau bestimmt werden ob die Mutanten
Abi_NLS und AC rein zytoplasmatisch lokalisiert sind oder diese auch noch im Kern zu
finden sind. Dies kénnte Uber die Benutzung eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops
ermittelt werden, in dem die Ebene in der der Nukleus liegt und die dariber und darunter
befindlichen auf die Lokalisation der Mutanten hin untersucht werden. Eine weitere
Méoglichkeit bestiinde in der subzellularen Fraktionierung von mit Abi NLS oder AC
transfizierten Zellen und der Quantifizierung der beiden Mutanten in den einzelnen
Zellkompartimenten mit Hilfe von Immunoblot-Analysen.

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass es zum ersten Mal gelungen ist ein NLS bzw. einen
Bereich in dem ein NLS vorhanden ist fir GRHL3 zu identifizieren. Dies ermdglicht die

Generierung von Deletionsmutanten die zytoplasmatisch lokalisiert sind. Mit diesen ware es
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moglich zu Uberprifen ob es GRHL3 Funktionen auferhalb des Kerns gibt. Daftir kdnnte
man die bisher durchgefihrten funktionellen Analysen mit den Deletionsmutanten

durchfihren und Uberprufen, ob zuvor beschriebene Auswirkungen nach wie vor bestehen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die GRHL3-Isoformen GRHL3-1 und
GRHL3-3 funktionell beschrieben. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Isoformen die
Prozesse Migration und Apoptose in Endothelzellen beeinflussen, jedoch gegensatzlich.
Durch die gewonnenen Resultate zur Untersuchung der transkriptionellen Aktivitat dieser
Transkriptionsfaktoren und der Microarray-Daten lassen sich Rickschlisse darauf ziehen,
dass die beobachteten gegensatzlichen Effekte auf einer potentiellen Interaktion mit weiteren
Proteinen, der Expression unterschiedlicher Zielgene und damit verbundener Signalwege
beruhen. Dies muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Auler Frage steht, dass die Prozesse Migration und Apoptose von essentieller Bedeutung
fur die Integritat des Endothels sind. Auch wenn es schwierig ist einen Transkriptionsfaktor
als Ziel eines therapeutischen Ansatzes zu definieren, da die Effekte von pleiotroper Natur
sind, stellen GRHL3-1 und GRHL3-3 interessante Kanidaten in diesem Hinblick fir

weiterflihrende Untersuchungen dar
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5 Zusammenfassung

Epidemiologischen Untersuchungen zufolge stellen Kardiovaskulare Erkrankungen die
haufigste Todesursache in westlichen Industrienationen dar. lhren Ursprung haben diese
Erkrankungen oftmals in endothelialer Dysfunktion, welche genau wie die Erkrankungen die
sie zur Folge hat, mit dem Alter zunimmt. Ein wichtiges Kennzeichen endothelialer
Dysfunktion ist eine verringerte Stickstoffmonoxid (NO) Bioverfiigbarkeit, welche einhergeht
mit erhéhter Apoptosesensitivitat und verringerter Migrationsfahigkeit der Endothelzellen. Vor
kurzem haben wir nachgewiesen, dass der Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3 (GRHL3)
Einfluss auf die fur Endothelzellen essentiellen Funktionen Apoptose und Migration hat. Die
Untersuchungen wurden mit dem humanen Homolog des murinen GRHL3 durchgefihrt.
Hierbei handelt es sich um die zweite (GRHL3-2) von drei im Menschen vorkommenden
Isoformen dieses Transkriptionsfaktors. Im Gegensatz zu GRHL3-2, sind die Funktionen der
beiden aus einem Primartranskript durch alternatives SpleiRen hervorgehenden Isoformen
GRHL3-1 und GRHL3-3 bisher unbekannt. Ziel dieser Arbeit war es ihren Einfluss auf
Migration und Apoptose von Endothelzellen und die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen zu charakterisieren.

Ich konnte zeigen, dass beide Isoformen in Endothelzellen exprimiert werden und
transkriptionsaktivierend wirken, jedoch gegensatzliche Effekte bei der Endothelzellmigration
und -apoptose hervorrufen. Wahrend die Uberexpression von GRHL3-1 promigratorisch und
antiapoptotisch auf Endothelzellen wirkt, filhrte die GRHL3-3 Uberexpression zu keinem
Schutz vor Apoptose und wirkte migrationshemmend. Zudem wirkte GRHL3-1 aktivierend
auf die eNOS, die wichtigste NO Quelle in Endothelzellen, wohingegen GRHL3-3
gegenteilige Effekte zeigte. Microarray Analysen zeigten, dass die gegenteiligen Effekte auf
der Aktivierung unterschiedlicher Zielgene beruhen. Die von GRHL3-1 regulierten, in
promigratorische und antiapoptotische Prozesse involvierten Gene Mxi1 und Akt2 wurden
zudem in Westernblot-Analysen validiert. In Kooperation mit der National University of
Singapore durchgefiihrte Experimente im Zebrafisch (Danio rerio) zeigten, dass eine
Uberexpression von GRHL3-3 im Gegensatz zu GRHL3-1 zu massiven
entwicklungsbiologischen Defekten flihrt und bestatigten damit die zuvor in Endothelzellen
nachgewiesenen negativen Effekte dieser Isoform in vivo.

Zusammenfassend wurden zum ersten Mal die Isoformen 1 und 3 des Transkriptionsfaktors
GRHL3 funktionell charakterisiert und Zielgene dieser beiden Isoformen identifiziert. In
Zukunft kdnnte durch eine gezielte Aufregulation der GRHL3-1 und/oder Herabregulation der
GRHL3-3 Expression die Endothelzellintegritdt nachhaltig verbessert werden und somit

kardiovaskularen Erkrankungen vorgebeugt werden.
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Summary

According to epidemiological studies cardiovascular diseases are the leading cause of
mortality in western industrialized countries. The origin of cardiovascular diseases is often
endothelial dysfunction, which, like the resulting diseases, increases with age. A
characteristic attribute of endothelial dysfunction is a reduced bioavailabilty of nitric oxide
(NO), which is accompanied by an increased apoptosis sensitivity and a reduced migratory
capacity of endothelial cells (EC). Recently, we have provided evidence that the transcription
factor Grainyhead-like 3 (GRHL3) affects EC migration and apoptosis, fundamental
processes in EC function. These Investigations have been performed with the murine
homolog of GRHL3, GRHL3-2, one of three isoforms present in humans. In contrast to
GRHL3-2, the functions of the other two isoforms GRHL3-1 and GRHL3-3, which are
translation products of an alternatively spliced primary transcript, were previously unknown.
The aim of this thesis was to characterize their influence on apoptosis and migration of EC
and the underlying molecular mechanisms.

| could show that both isoforms are expressed in EC and are transcriptional activators, but
induce opposing effects with respect to apoptosis and migration of primary human EC. While
overexpression of GRHL3-1 acts promigratory and antiapoptotic in EC, GRHL3-3 leads to a
reduced migratory capacity and does not mediate protection against apoptosis. In addition,
GRHL3-1 leads to an activation of eNOS, the most important source of NO in EC, whereas
GRHL3-3 had an opposite effect on eNOS activation.

Microarray analyses revealed that the opposing effects are mediated through the activation
of a different set of target genes. | have validated the GRHL3-1 regulated genes Mxi1 and
Akt2, which are involved in promigratory and antiapoptotic processes, using Westernblot
analyses. Experiments in zebrafish (Danio rerio) performed in cooperation with the National
University of Singapore have shown that overexpression of GRHL3-3, in contrast to GRHL3-
1, leads to massive developmental defects. These results corroborate the deleterious effects
of GRHL3-3 observed in EC as well in vivo.

Taken together, my data provide the first functional characterization of the isoforms 1 and 3
of the transcription factor GRHL3 and identification of target genes for both isoforms. In the
future, a specific upregulation of GRHL3-1 and/or downregulation of GRHL3-3 could maintain

the integrity of the endothelium and thereby prevent cardiovascular diseases.
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7 Anhang

A.1 Microarray-Analyse GRHL3-1 versus Leervektor (EV)
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A_19_P00807159
A_24_P373768
A_32_P528311
A_23_P92349
A_33_P3229083
A_24_P944144
A_23_P8013
A_23_P111041
A_24_P399009
A_19_P00324163
A_33_P3256033
A_33_P3306442
A_23_P93180
A_23_P340922
A_24_P84880
A_23_P113283
A_23_P104073
A_19_P00811747
A_23_P72068
A_19_P00806178
A_23_P4909
A_19_P00331764
A_33_P3313597
A_24_P392958
A_24_P356130
A_33_P3236563
A_19_P00811026
A_33_P3359250
A_23_P12079
A_23_P116587
A_23_P204052
A_24_P225961
A_19_P00329758
A_33_P3280157
A_24_P192197

C1QTNF1
ELAVL1
HIST1H2BB
OPN3
FXYD2
HERC2
ITGA2
HIST2H2BF
TCOF1
HIST1H2BH

GIPR
RTN4RL2
FGFRL1
HIST1H2BK
DIDO1
HIST1H2BL
HIST1H2BI
EDC4

CBL
QRICH2
HIST1IH2BC
ZNF414
LOC148709
ZMAT3
S100A3

GMDS

SNRNP70

TBC1D20
MAP2K5
ALDH3B1

KCNC4
OMP

PCBP2
DAG1

SNORD116-19
WRNIP1

NM_198594
NM_001419
NM_021062
NM_014322
NM_001680
NM_004667
NM_002203

NM_001161334
NM_001008657

NM_003524

NM_000164
NM_178570

NM_001004356

NM_080593
NM_080797
NM_003519
NM_003525
NM_014329

NM_005188
NM_032134
NM_003526
NM_032370
NR_002929
NM_022470
NM_002960

NM_001500
NM_003089
XR_078912

NM_144628
NM_002757

NM_001161473

NM_153763
NM_006189
NM_031989
NM_004393

NR_001290
NM_130395

96

up
down
up
up
down
up
down
up
up
down
up
down
down
down
down
up
down
up
down
down
up
down
up
up
down
up
up
up
down
down
up
down
up
down
down
up
up
down
down
down
up
down
up
up
down
down

up

1,45
1,45
1,45
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,43
1,43
1,43
1,43
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,40
1,40
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,38
1,38
1,38
1,38
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,36
1,36
1,35

0,0320
0,0105
0,0448
0,0181
0,0461
0,0242
0,0471
0,0360
0,0229
0,0422
0,0291
0,0312
0,0437
0,0254
0,0289
0,0451
0,0344
0,0154
0,0362
0,0320
0,0064
0,0409
0,0169
0,0337
0,0475
0,0411
0,0388
0,0366
0,0393
0,0214
0,0244
0,0464
0,0207
0,0382
0,0311
0,0245
0,0377
0,0106
0,0363
0,0372
0,0394
0,0436
0,0076
0,0056
0,0389
0,0411
0,0433



A_19_P00330445
A_23_P39931
A_33_P3269879
A_33_P3338968
A_19_P00316734
A_33_P3269453
A_19_P00327579
A_24_P322709
A_33_P3272663
A_33_P3348469
A_33_P3317725
A_19_P00813244
A_23_P121806
A_19_P00322276
A_23_P32029
A_33_P3412438
A_24_P176079
A_19_P00803850
A_33_P3262069
A_33_P3281171
A_33_P3308764
A_23_P150064
A_23_P368558
A_23_P50946
A_33_P3286616
A_32_P206401
A_24_P148750
A_19_P00318927
A_19_P00328038
A_19_P00331835
A_19_P00807518
A_19_P00316576
A_19_P00321089
A_33_P3399107
A_33_P3315223
A_19_P00809346
A_19_P00801627
A_24_P396375
A_23_P94053
A_24_P235049
A_23_P160862
A_19_P00806063
A_23_P123086
A_32_P100430
A_33_P3414851
A_19_P00319843
A_23_P358221

DYSF
FAM160B2
LOC100133737

SNTA1

ANKRD13C

ENOPH1

SLC35D2

WASF3

OR2AG2
LOC100130987
RXRG
MMRN2
TMEM131
RAMP1
IRAK1
QSOX2
SH3BP5

P14KA
HNRNPAO

ECE1
TRRAP
MTHFD1L
HNRNPU

KIAA1908
LOC100128737
RNF220

UBXN7

NM_003494
NM_022749
XM_001722336

NM_003098

NM_030816

NM_021204

NM_007001

NM_006646

NM_001004490
NR_024469
NM_001009598
NM_024756
NM_015348
NM_005855
NM_001569
NM_181701
NM_004844

NM_058004
NM_006805

NM_001113347
NM_003496
NM_015440
NM_031844

NR_027329
XM_001715932
NM_018150

NM_015562

97

down
up
up
down
down
up
down
up
down
up
up
down
up
down
up
up
up
down
down
up
down
up
up
down
up
up
up
down
down
down
down
down
up
up
up
down
down
up
up
up
up
down
up
down
up
down

up

1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,29

0,0367
0,0306
0,0499
0,0206
0,0288
0,0478
0,0029
0,0205
0,0495
0,0469
0,0376
0,0395
0,0379
0,0284
0,0140
0,0480
0,0216
0,0495
0,0197
0,0414
0,0314
0,0017
0,0273
0,0216
0,0463
0,0332
0,0088
0,0091
0,0348
0,0311
0,0452
0,0021
0,0079
0,0486
0,0478
0,0267
0,0399
0,0302
0,0427
0,0176
0,0017
0,0124
0,0498
0,0044
0,0396
0,0109
0,0261



A_19_P00813242
A_33_P3288180
A_33_P3257784
A_33_P3373745

A_19_P00322525
A_33_P3363100
A_33_P3382271

A_23_P501339
A_33_P3317473
A_23_P259012
A_23_P168443
A_23_P414252
A_33_P3307910
A_23_P74799
A_24_P15754
A_33_P3420655
A_23_P331598
A_33_P3322945
A_33_P3260605

A_19_P00800805

A_33_P3325661
A_23_P133923
A_23_P49674
A_23_P64617
A_24_P33444
A_23_P69513
A_23_P119344
A_19_P00809859
A_24_P82106
A_33_P3293529
A_33_P3335590
A_24_P286465
A_23_P334282
A_33_P3216869
A_33_P3269359
A_23_P38219
A_19_P00811288
A_23_P157607
A_23_P105562
A_33_P3235568
A_33_P3214597
A_23_P55998
A_23_P342825
A_24_P9321
A_32_P114215
A_23_P106016
A_19_P00319537

cbc2L1
TSPAN17
BRD4

LOC100294232

CDIPT

BAP1
EPHB4
SNX8

SLC25A24
TOMMA40
KDM4A
IPO7
SPDYC
CTNNAL1

LOC100292270

BAT4
ARHGEF15
FZD4
YWHAE
RGS12
TEAD2

MMP14

LOC100129527

CCDC64B
PURB
BMP2K
CRABP1
UNQ1887
PRPF8

INTS10
VWEF
CAPZB
RPOP
SLC1A5
FBXW4
HIST1H3I
COMMD6
PRKD1

NM_033489
NM_012171
NM_014299

XM_002343989

NM_006319

NM_004656
NM_004444
NM_013321

NM_213651
NM_006114
NM_014663
NM_006391

NM_001008778

NM_003798

XM_002346039

NM_033177
NM_173728
NM_012193
NM_006761
NM_198229
NM_003598

NM_004995

XM_001715665
NM_001103175

NM_033224
NM_017593
NM_004378
NM_139015
NM_006445

NM_018142
NM_000552
NM_004930
NR_003500
NM_005628
NM_022039
NM_003533
NM_203497
NM_002742

98

down
up
up
up
down
down
down
up
down
up
up
down
down
up
up
down
up
down
down
down
down
down
up
up
down
up
up
down
up
down
down
up
up
down
up
up
down
up
up
up
down
up
up
down
down
up
down

1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25

0,0444
0,0315
0,0381
0,0450
0,0255
0,0397
0,0277
0,0323
0,0215
0,0000
0,0334
0,0327
0,0180
0,0469
0,0488
0,0311
0,0408
0,0453
0,0426
0,0485
0,0078
0,0446
0,0052
0,0322
0,0385
0,0362
0,0055
0,0062
0,0316
0,0217
0,0388
0,0273
0,0432
0,0051
0,0221
0,0217
0,0303
0,0173
0,0086
0,0322
0,0212
0,0277
0,0163
0,0493
0,0285
0,0094
0,0407



A_23_P128919
A_23_P37778
A_23_P12849

A_33_P3378031
A_24_P876408
A_32_P217655

A_19_P00808120

A_19_P00808774
A_23_P58482

A_23_P206369
A_23_P69521
A_24_P348989
A_24_P398130
A_23_P136232
A_33_P3378644
A_33_P3411741
A_24_P497186
A_24_P161973
A_33_P3320403
A_23_P73457
A_23_P425502
A_33_P3299279
A_23_P74950
A_24_P14367
A_23_P80336
A_19_P00800454
A_23_P142174
A_23_P135857
A_33_P3405754
A_24_P271527
A_33_P3281616
A_23_P207194
A_24_P228667
A_23_P130531
A_23_P476
A_33_P3232523
A_23_P99811
A_23_P15182
A_23_P155147
A_23_P47073
A_19_P00325103
A_33_P3361817
A_32_P183609
A_33_P3377619
A_23_P23924
A_33_P3306327
A_33_P3415216

LGALS3
FHOD1
FBXO18
TMEM18
Cl1orf95
LOC645166

MGAT1
TMEM208
CCNI
LILRA1
USP6NL
IMPAD1
PHC1
SIDT2
IRF2BP2
ATP11A

LOC100128528

RUFY1
DONSON
C5orf39
RCC2
PTBP1
TOMM?22

FOXA3
EIF2AK3

JOSD1
C220rf40
GH1
MRPL40
CDC37
MPZL1

MDP1
ARL2BP
ZBED4
WDR37

ASB1
C10orf46
CAPN2

MPV17

NM_002306
NM_013241
NM_178150
NM_152834

NM_001144936

NR_027355

NM_002406
NM_014187
NM_006835
NM_006863
NM_014688
NM_017813
NM_004426

NM_001040455

NM_182972
NM_015205

XM_001724199

NM_025158
NM_017613

NM_001014279

NM_018715
NM_002819
NM_020243

NM_004497
NM_004836

NM_014876
NM_207327
NM_000515
NM_003776
NM_007065
NM_003953

NM_138476
NM_012106
NM_014838
NM_014023

NM_001040445

NM_153810
NM_001748

NM_002437

99

down
up
up
down
up
down
down
up
up
down
up
down
up
up
up
up
up
up
down
up
up
down
up
up
down
down
down
up
down
up
down
down
down
up
up
down
down
down
up
up
down
up
up
up
up
up
down

1,25
1,25
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,20
1,20
1,20

0,0397
0,0479
0,0334
0,0159
0,0121
0,0221
0,0336
0,0370
0,0236
0,0354
0,0363
0,0351
0,0184
0,0498
0,0328
0,0098
0,0188
0,0398
0,0218
0,0282
0,0354
0,0441
0,0020
0,0244
0,0376
0,0381
0,0372
0,0498
0,0205
0,0383
0,0321
0,0371
0,0025
0,0333
0,0292
0,0381
0,0308
0,0352
0,0249
0,0272
0,0488
0,0454
0,0334
0,0364
0,0002
0,0388
0,0235



A_19_P00806320
A_33_P3502640
A_33_P3239195
A_24_P353289
A_32_P67623
A_33_P3280213
A_33_P3272563
A_23_P4425
A_23_P329112
A_33_P3591972
A_23_P306933
A_23_P48717
A_23_P108244
A_23_P30972
A_23_P115137
A_23_P254944
A_33_P3418010
A_33_P3240229
A_33_P3258091
A_23_P129118
A_24_P97197
A_23_P256682
A_33_P3318671
A_32_P59010
A_33_P3237775
A_23_P131737
A_19_P00325284
A_23_P142750
A_33_P3336915
A_23_P302094
A_33_P3216337
A_23_P208937
A_24_P397107
A_33_P3337131
A_23_P110811
A_24_P409985
A_24_P143440
A_23_P103476
A_24_P329600
A_24_P389959
A_33_P3272160
A_33_P3351914
A_33_P3287922
A_19_P00316404
A_33_P3377529
A_23_P81690
A_19_P00316758

DTX2

C220rf13
FAM120C
CTSA
NMT2
FLII
JAK3
GLYCTK
PPTC?7
NPC2
COX6B1
ASCC3
HBXIP
GSTT1
NUP62
CREBBP
RNPEP
PDCD7
CTDSP1
APEX2
LYPLA2
TNFAIPSL3
NR1H3
VPS54

EIF2AK2

IMP4
FTSJ1
TLE6
CDC25A
LOC648691
COX7C
TMEM44
DYNLRB1
UBIAD1
UBQLN1
COPZ1
REXO4
NDUFA10
KIAAO406

HOXA4
COX7A2

NM_020892

NM_031444
NM_017848

NM_001127695

NM_004808
NM_002018
NM_000215

NM_001144951

NM_139283
NM_006432
NM_001863
NM_022091
NM_006402
NM_000853
NM_153719
NM_004380
NM_020216
NM_005707
NM_182642
NM_014481
NM_007260
NM_207381
NM_005693
NM_016516

NM_002759

NM_033416
NM_177439
NM_024760
NM_001789
NR_027426
NM_001867

NM_001011655

NM_014183
NM_013319
NM_013438
NM_016057
NM_020385
NM_004544
NM_014657

NM_002141
NM_001865

100

down
up
down
up
up
up
up
up
down
up
up
down
down
down
down
down
up
up
up
up
up
down
down
up
down
up
down
up
down
down
up
up
up
up
down
up
down
down
up
down
down
down
down
up
up
down
down

1,20
1,20
1,20
1,20
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15

0,0439
0,0051
0,0450
0,0155
0,0159
0,0359
0,0237
0,0265
0,0177
0,0483
0,0385
0,0178
0,0456
0,0479
0,0098
0,0490
0,0369
0,0488
0,0417
0,0220
0,0452
0,0256
0,0352
0,0475
0,0484
0,0320
0,0411
0,0474
0,0489
0,0102
0,0140
0,0490
0,0336
0,0171
0,0076
0,0461
0,0200
0,0005
0,0474
0,0468
0,0406
0,0197
0,0399
0,0252
0,0367
0,0366
0,0086



A_23_P34983
A_23_P17287
A_23_P32135
A_23_P111487
A_19_P00316326
A_33_P3309911
A_23_P115223
A_33_P3422812
A_23_P252653
A_23_P42884
A_33_P3415211
A_33_P3415191
A_33_P3365037
A_23_P113317
A_23_P169838
A_19_P00320731
A_33_P3791123
A_32_P109794
A_33_P3241596
A_23_P102412
A_23_P63371
A_33_P3651994
A_33_P3361182
A_23_P204850
A_23_P46170
A_23_P28279
A_23_P24375
A_23_P421221
A_33_P3422298
A_33_P3392325
A_33_P3357470
A_33_P3280721
A_23_P114826
A_19_P00803943
A_33_P3378126
A_23_P24755
A_23_P211126
A_24_P118376
A_32_P155416
A_33_P3268466
A_23_P12992
A_33_P3384442
A_23_P152804
A_23_P79161
A_23_P252322
A_23_P126716

JTB
IAH1
C9orf9
SRRT

PRAMEF5
HAX1
PL-5283
STK25
MRPS24
MPV17
ATP8B1
ERCC1
PAHTM
UNC84A

ATP5L2
STYX

PLEKHA3
TALL
GNL3LP
PDCD11
RB1
MEDS8
ACTR1B
OTUB1
R3HCC1

CDC16
REPS2
GPR177
MRPS15

FBX0O32
STX5
DYRK1A
CEACAM20
ERI3
MPDU1
TRMT112

NME1
PRELID1
ATP5E
ATPIF1

NM_006694
NM_001039613
NM_018956
NM_001128853

NM_001013407
NM_006118
NM_001130929
NM_006374
NM_032014
NM_002437
NM_005603
NM_202001
NM_177938
NM_025154

NM_001165877
NM_145251

NM_019091
NM_003189

NM_014976
NM_000321
NM_052877
NM_005735
NM_017670
NM_001136108

NM_001078645
NM_004726
NM_001002292
NM_031280

NM_058229
NM_003164
NM_130436

NM_001102598
NM_024066
NM_004870
NM_016404

NM_198175
NM_013237
NM_006886
NM_178191

101

up
down
down
up
down
down
down
up
up
down
down
up
down
up
up
down
down
up
up
up
up
up
down
up
down
up
down
down
up
up
down
down
down
down
down
down
up
down
down
down
down
down
down
up
down
down

1,15
1,15
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,10
1,10
1,10
1,10
1,09
1,08
1,08
1,08
1,08
1,08
1,07
1,06
1,05
1,05
1,05
1,04
1,04

0,0152
0,0109
0,0403
0,0293
0,0051
0,0358
0,0181
0,0224
0,0253
0,0413
0,0211
0,0233
0,0303
0,0390
0,0198
0,0460
0,0373
0,0231
0,0239
0,0290
0,0459
0,0279
0,0326
0,0463
0,0376
0,0167
0,0270
0,0494
0,0069
0,0180
0,0460
0,0391
0,0496
0,0023
0,0412
0,0217
0,0499
0,0110
0,0263
0,0399
0,0225
0,0377
0,0260
0,0214
0,0476
0,0455



A.2 Microarray-Analyse GRHL3-3 versus Leervektor (EV)

ProbeName
A_23 P110837
A_24 P183664
A_23 P121533
A_23_P164451
A_33 P3383296
A_33_P3385471
A_23 P95060
A_33_P3285545
A_33 P3381378
A_23_P17134
A_32 P62963
A_23 P129695
A_23 P32165
A_23_P110957
A_33 P3226850
A_24 P365515
A_32 P98072
A_19 P00316801
A_33 P3253628
A_23 P53370
A_23 P38537
A_33 P3538279
A_33 P3245665
A_19 P00800896
A_23 P256158
A_23 P40108
A_23_P370454
A_33 P3382309
A_19 P00803855
A_33 P3359590
A_19 P00323018
A_24 P93633
A_19 P00331747
A_33 P3326730
A_32_P176594
A_24 P11436
A_19 P00322557
A_33 P3351920
A_23 P23502
A_19 P00324550
A_33_P3311845

GeneSymbol
IRX4
TRIL

SPON2
TBX2
OR6C6
OR4A47
EPHB3
CLDN4
PAX1
MAL
LOC400578
VASN
LHX2
FOXF2
hCG_2025798
FOXA2
TCHH

RND1
KRT16
PRO2852

ADRA2C
COL9A3
KCNAB3
PRDM16

DAZAP1

KIAA1984
KIAA1614
TTC22

LOC649941
OR6N1

FLU38723

RefSeqgAccession
NM_016358
NM_014817
NM_012445
NM_005994

NM_001005493

NM_001005512
NM_004443
NM_001305
NM_006192
NM_002371
NR_029392
NM_ 138440
NM_004789
NM_001452

NM_021784
NM_007113

NM_014470
NM_005557

XM_002346050

NM_000683
NM_001853
NM_004732
NM_022114

NM_170711

NM_001039374
NM_020950
NM_017904

XR_079479
NM_001005185

XR_041381

102

regulation
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
up
down
up
up
up
down
up
up
up
up
up
up
up
up
down
up
up
down
up
down
down
down
up
down

Fold change
13,44
11,39
9,05
8,36
6,68
6,56
5,90
5,86
5,48
5,18
4,42
4,40
4,24
4,06
3,98
3,97
3,53
3,15
3,07
3,01
2,85
2,84
2,77
2,68
2,66
2,65
2,56
2,55
2,52
2,51
2,50
2,49
2,46
2,46
2,45
2,43
2,29
2,28
2,27
2,17
2,16

p-value
0,0488
0,0016
0,0305
0,0244
0,0100
0,0485
0,0449
0,0421
0,0196
0,0333
0,0081
0,0356
0,0437
0,0103
0,0258
0,0189
0,0186
0,0388
0,0457
0,0269
0,0259
0,0427
0,0369
0,0342
0,0452
0,0193
0,0116
0,0382
0,0314
0,0179
0,0431
0,0314
0,0147
0,0377
0,0237
0,0306
0,0420
0,0262
0,0366
0,0445
0,0086



A_19_P00329233
A_23_P315836
A_33_P3418992
A_33_P3404281
A_19_P00812091
A_19_P00315668
A_23_P325690
A_33_P3321462
A_33_P3215720
A_33_P3354203
A_33_P3295814
A_33_P3365305
A_33_P3347040
A_19_P00315750
A_19_P00318833
A_33_P3377380
A_23_P156809
A_19_P00806418
A_19_P00802314
A_19_P00811052
A_19_P00323091
A_19_P00331895
A_19_P00811821
A_33_P3223825
A_33_P3351356
A_33_P3214105
A_19_P00810374
A_23_P26511
A_23_P500353
A_23_P159741
A_23_P214144
A_33_P3393135
A_19_P00809217
A_19_P00807595
A_33_P3389363
A_33_P3228709
A_19_P00809146
A_24_P940310
A_33_P3305855
A_33_P3273854
A_33_P3343828
A_19_P00813254
A_19_P00806500
A_23_P10542
A_19_P00318098
A_33_P3287258
A_24_P314597

BAIAP2
LOC645769
LOC51145

ANKRD35
OR5B21
PPP1R2

LOC100128031
CHRNA1
LOC100290344

LOC100130494
FAM119A

SRRM3

ATF3

GDPD3
KCNN2
BCOR
COL10A1

KRTAPS5-7

URB1
LOC645967
NAALADL2
FLI42627

HTRA3

NM_017451
XR_015325
XR_041655

NM_ 144698
NM_001005218
NM_006241
XM_001720914

NM_001039523
XM_002347889

XM_001725351
NM_001127395

NM_001110199
NM_001674
NM_024307
NM_021614

NM_017745
NM_000493

NM_001012503
NM_014825

XR_040575
NM_207015

NM_053044

XR_017668

103

down
up
up
up
up
up

up
up
down
down
up
down
down
up
down
up
up
down
down
down
down
down
up
up
up
down
up
up
up
down
down
up
down
down
up
down
up
up
down
up
down
down
up
down
up
up

2,16
2,08
2,08
2,08
2,05
2,05
2,02
1,96
1,95
1,95
1,95
1,94
1,92
1,89
1,85
1,83
1,81
1,77
1,77
1,74
1,73
1,73
1,73
1,72
1,71
1,71
1,69
1,67
1,65
1,64
1,63
1,63
1,61
1,61
1,61
1,60
1,60
1,59
1,59
1,58
1,57
1,57
1,57
1,56
1,56
1,54
1,54

0,0095
0,0249
0,0350
0,0400
0,0337
0,0415
0,0226
0,0368
0,0380
0,0004
0,0103
0,0395
0,0453
0,0284
0,0259
0,0288
0,0310
0,0124
0,0178
0,0376
0,0194
0,0497
0,0373
0,0477
0,0499
0,0388
0,0385
0,0355
0,0363
0,0422
0,0123
0,0241
0,0325
0,0437
0,0470
0,0268
0,0354
0,0105
0,0269
0,0359
0,0470
0,0147
0,0050
0,0238
0,0379
0,0189
0,0268



A_19_P00315808
A_23_P336929
A_33_P3394972
A_24_P17302
A_24_P301454
A_24_P562369
A_32_P211248
A_19_P00322375
A_33_P3328726
A_19_P00328934
A_33_P3356092
A_19_P00810799
A_33_P3328284
A_33_P3256033
A_33_P3230259
A_19_P00811771
A_19_P00321253
A_19_P00325730
A_33_P3283201
A_33_P3371769
A_23_P388681
A_19_P00802881
A_33_P3256267
A_33_P3343260
A_32_P95462
A_33_P3461416
A_24_P497186
A_19_P00810613
A_19_P00318165
A_23_P33407
A_32_P1533
A_33_P3325439
A_19_P00327579
A_23_P360209
A_24_P38276
A_19_P00800805
A_33_P3416231
A_33_P3325871
A_23_P251303
A_23_P66241
A_33_P3389376
A_19_P00800161
A_33_P3310371
A_23_P164042
A_33_P3236563
A_19_P00329691
A_24_P69538

MED29

OSBPL5

UBE2J2
NBR2

LOC100131138

CCDC33

BTBD9

CBL
NCAPH

ELAVL1

LOC100132433

STXBP5L
GP6
IRF2BP2

HERC2
LOC202181
USP16

FZD1

HOXA9
hCG_1993592
SEC16A
MT1M
MDM4

LOC283788
ERN1
ALDH3B1

TLR4

NM_017592
NM_020896
NM_194458
NR_003108

XM_001717925
NM_182791
NM_052893

NM_005188
NM_015341

NM_001419

XR_038594
NM_014980
NM_001083899
NM_182972

NM_004667
NR_026921
NM_001001992
NM_003505
NM_152739
NM_014866
NM_176870
NM_002393
NR_027436
NM_001433
NM_001161473

NM_138554

104

down
up
up
up
down
down
down
down
down
down
down
down
down
up
down
down
up
down
down
down
up
down
down
down
down
up
up
down
down
up
down
down
down
down
up
down
down
down
up
down
up
down
down
up
down
down
down

1,53
1,51
1,50
1,50
1,49
1,49
1,49
1,48
1,48
1,48
1,47
1,46
1,46
1,45
1,45
1,45
1,45
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,43
1,43
1,42
1,42
1,42
1,42
1,41
1,41
1,40
1,39
1,39
1,38
1,38
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,36
1,35
1,35
1,34

0,0488
0,0312
0,0142
0,0475
0,0410
0,0225
0,0236
0,0368
0,0452
0,0098
0,0400
0,0075
0,0215
0,0229
0,0273
0,0023
0,0367
0,0427
0,0171
0,0471
0,0136
0,0319
0,0418
0,0338
0,0028
0,0436
0,0012
0,0427
0,0446
0,0242
0,0463
0,0437
0,0199
0,0402
0,0415
0,0232
0,0419
0,0199
0,0241
0,0209
0,0318
0,0449
0,0475
0,0436
0,0064
0,0386
0,0409



A_19_P00804546
A_33_P3317473
A_19_P00321685
A_33_P3313652
A_24_P119545
A_33_P3363100
A_19_P00320721
A_23_P417282
A_33_P3288774
A_33_P3289541
A_33_P3214027
A_19_P00324577
A_23_P112159
A_23_P69908
A_33_P3418516
A_23_P86182
A_33_P3220827
A_19_P00320970
A_33_P3802558
A_23_P20894
A_19_P00321664
A_33_P3240787
A_24_P602507
A_33_P3811287
A_33_P3296991
A_33_P3313640
A_33_P3377750
A_33_P3211633
A_24_P230938
A_33_P3296497
A_33_P3367073
A_23_P351320
A_33_P3290714
A_19_P00331719
A_23_P143006
A_23_P424513
A_23_P161352
A_33_P3247392
A_33_P3239195
A_19_P00811540
A_19_P00319426
A_19_P00811495
A_33_P3613000
A_19_P00801843
A_33_P3410284
A_33_P3281196
A_33_P3259821

LOC100294232

IGF1R
RC3H1
MLLT1
CYTSA

EIF2C2
GLRX
E2F3

MRPS21

PEA15

LOC441245
EHMT1

LOC100131910

AGPHD1
HUWE1
FLI42393

KLC3
WDR3

LOC100128142

CDC40
HS6ST2

PRLH
RANBP9
PTPLA
TPTE

ZBTB10

MRPS36
DOCK9

XM_002343989

NM_000875
NM_172071
NM_005934
NM_015330

NM_012154
NM_002064
NM_001949
NM_031901
NM_003768

NM_024757

NM_001013619
NM_031407
NR_024413

NM_177417
NM_006784

XM_001715360
NM_015891
NM_001077188

NM_015893
NM_005493

NM_014241
NM_199261

NM_001105539

NM_033281

NM_001130050

105

down
down
down
down
up
down
up
up
up
up
down
down
up
down
down
down
up
down
up
up
down
down
down
up
down
down
up
down
down
up
down
down
down
down
down
up
down
up
down
down
down
down
down
down
down
down
down

1,33
1,33
1,33
1,33
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,31
1,31
1,31
1,31
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,29
1,29
1,29
1,29
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,26
1,25
1,25
1,25

0,0330
0,0106
0,0433
0,0142
0,0274
0,0194
0,0066
0,0380
0,0202
0,0462
0,0275
0,0273
0,0330
0,0301
0,0234
0,0240
0,0312
0,0226
0,0437
0,0212
0,0106
0,0383
0,0360
0,0178
0,0216
0,0102
0,0484
0,0246
0,0464
0,0228
0,0423
0,0468
0,0315
0,0271
0,0467
0,0425
0,0277
0,0297
0,0183
0,0358
0,0496
0,0026
0,0220
0,0443
0,0017
0,0379
0,0325



A_33_P3270639
A_33_P3339066
A_19_P00326177
A_33_P3346473
A_33_P3311907
A_24_P235049
A_33_P3414362
A_33_P3372368
A_23_P150379
A_24_P253251
A_19_P00805076
A_23_P110811
A_19_P00327603
A_33_P3404775
A_33_P3380837
A_23_P359854
A_24_P944144
A_33_P3331426
A_33_P3286616
A_33_P3216337
A_33_P3381410
A_24_P322908
A_23_P88865
A_33_P3357573
A_33_P3246505
A_23_P210869
A_33_P3235987
A_19_P00315892
A_23_P304543
A_23_P3775
A_33_P3359543
A_23_P15272
A_19_P00316758
A_19_P00327731
A_23_P362824
A_23_P81880
A_33_P3320301
A_19_P00809343
A_33_P3411384
A_19_P00321143
A_33_P3257538
A_23_P98532
A_24_P305467
A_33_P3322504
A_33_P3264780
A_23_P120744
A_24_P98086

RNPC3

PHF21A
TBC1D7
MTHFD1L
USP32
LOC100129362
MPZL2
SLC7A1

COX7C

PABPC4
AMZ1
BEND3
DIDO1

LOC100133086
IRAK1
FTSJ1

ORC2L

USP27X

CMTM3

MAML3

COX412
PIN4

NFX1
OGFOD1
ZNF561
ABCC6

CSTF1
CTDSP2
LOC388789

AGPHD1
ZDHHC5
GATAD2A

CDK8
MCM3AP
GNA12

NM_017619

NM_001101802
NM_016495
NM_015440
NM_032582

XM_001721298
NM_144765
NM_003045

NM_001867

NM_001135653
NM_133463
NM_001080450
NM_080797
XM_001723511
NM_001569
NM_177439
NM_006190
NM_001145073
NM_ 144601
NM_018717

NM_032609
NM_006223

NM_147133
NM_018233
NM_152289

NM_001079528

NM_001324
NM_005730
NR_015432

NM_001083612
NM_015457
NM_017660

NM_001260
NM_003906
NM_007353
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down
down
down
up
down
up
down
down
down
up
down
down
down
up
up
up
up
down
up
up
down
down
up
down
down
down
down
down
down
down
down
down
down
down
down
up
down
down
up
down
down
up
up
down
up
up
up

1,25
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,23
1,23
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,19
1,19
1,19
1,18
1,18
1,18
1,18
1,17
1,17
1,17
1,17

0,0317
0,0367
0,0488
0,0400
0,0172
0,0240
0,0488
0,0488
0,0278
0,0084
0,0481
0,0064
0,0297
0,0460
0,0404
0,0409
0,0471
0,0294
0,0340
0,0461
0,0252
0,0474
0,0279
0,0452
0,0339
0,0482
0,0263
0,0350
0,0405
0,0139
0,0486
0,0103
0,0031
0,0050
0,0429
0,0255
0,0225
0,0350
0,0453
0,0227
0,0324
0,0115
0,0368
0,0115
0,0134
0,0266
0,0215



A_23_P127175
A_23_P64083
A_33_P3244181
A_23_P210763
A_19_P00806152
A_24_P229536
A_33_P3351934
A_32_P99902
A_33_P3286318
A_24_P228667
A_32_P82623
A_23_P159833
A_33_P3347387
A_33_P3209706
A_33_P3287922
A_23_P71148
A_24_P41042
A_23_P68866
A_23_P102925
A_24_P101629
A_23_P62907
A_33_P3239587
A_32_P224149
A_23_P45108
A_33_P3376828
A_23_P34983
A_33_P3269408
A_23_P80362
A_23_P17287
A_23_P43566
A_32_P75299
A_23_P152107

SAR1A
SF3B2
HSBP1
JAG1

C21orf34
MSTO2P
C150rf40
LOC440043
MRPL40
AGBL3
NDUFA1

ARGFX
KIAA0406
BLVRA
C12orf52
UCRC
PWP2
FAM127B
ATF6
MXRA7
FKBP15
QRICH1
CMTM7?7
JTB
FOXI2
NHP2L1
IAH1
NDUFA8
TOMM5
UBE2I

NM_020150
NM_006842
NM_001537
NM_000214

NR_027791
NR_024117
NM_ 144597
XR_015812
NM_003776
NM_178563
NM_004541

NM_001012659
NM_014657
NM_000712
NM_032848

NM_001003684
NM_005049

NM_001078172
NM_007348

NM_001008529
NM_015258
NM_017730
NM_138410
NM_006694
NM_207426
NM_005008

NM_001039613
NM_014222

NM_001134484
NM_194259
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down
up
down
up
up
down
up
down
up
down
down
down
down
down
down
down
up
down
up
down
down
up
down
up
down
up
up
down
down
down
down

1,17
1,16
1,16
1,16
1,16
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,14
1,14
1,14
1,13
1,13
1,12
1,12
1,12
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,10
1,10
1,09
1,09
1,09
1,06
1,05

0,0192
0,0334
0,0484
0,0416
0,0413
0,0255
0,0251
0,0057
0,0474
0,0432
0,0276
0,0235
0,0341
0,0341
0,0500
0,0233
0,0430
0,0151
0,0374
0,0324
0,0321
0,0162
0,0101
0,0225
0,0193
0,0159
0,0012
0,0286
0,0345
0,0448
0,0302
0,0482



A.3 Oligonukleotidliste

Name

Sequenz

Verwendung/
Beschreibung

GRHL3 Ex1B for1

ggagatgtgccaaactgttaagag

GRHL3-1 Detektion

GRHL3 Ex1B for2

tctgagcagaagaatgtggatg

GRHL3-1 Detektion

GRHL3 Ex2 rev1

cagctgtcaacgggttttct

GRHL3-1 Detektion

GRHL3 Ex2 rev2

ccgcaacactgtcatcatct

GRHL3-1 Detektion

GRHL3 E4 rev1

cttgagcaaatctgggtactctgg

GRHL3-1 Detektion

GRHL3 Ex1B3 for1

cctatttttctggtcccaagg

GRHL3-3 Detektion

GRHL3 Ex4 rev2

ggaatttcatgaggtgtgtgg

GRHL3-3 Detektion

QB8TES8S5 rev

caaatctgggtactctgggg

GRHL3-3 Detektion

GRHL3 Ex6 rev1

gagcccagggtgtattcaaa

GRHL3-3 Detektion

GRHL3 RE2 wt top

agcttgatacggatccaactagataaaccggttttact

wt GRHL3 Responsives

agttagatccaactagataaaccggttttactagtta Element

GRHL3 RE2 wt gatctaactagtaaaaccggtttatctagttggatcta wt GRHL3 Responsives
bottom actagtaaaaccggtttatctagttggatccgtatca Element

GRHL3 RE2 mut top agcttgatacggatccaactagataaaacgtttttact mut GRHL3 Responsives
agttagatccaactagataaaacgtttttactagtta Element

GRHL3 RE2 mut gatctaactagtaaaaacgttttatctagttggatcta mut GRHL3 Responsives
bottom actagtaaaaacgttttatctagttggatccgtatca Element

Bam-myc for1

gcaggatccaccatggaacaaaaactcatctcaga

myc-Tag Klonierung

myc-tag rev1

tccaccgcccagatcctcecttetgagatga

myc-Tag Klonierung

myc-GRHL3-1 for1

aagaggatctgggcggtggatggatgaattccattctt

myc-Tag Klonierung

ccC
myc-GRHL3-3 for1 aagaggatctgggcggtggigaatatgagacggaCth myc-Tag Klonierung
GRHL3 Ex6 rev1 gagcccagggtgtattcaaa myc-Tag Klonierung

GRHL3 KxxRdel for1

agaacatttacggaatcttagtcaacatggac

AKR Deletionsmutante

GRHL3 KxxRdel
rev1

actaagattccgtaaatgttctcttcagggaa

AKR Deletionsmutante

GRHL3 Ex4 for1

aatggctccctcaactcecctt

ACT Deletionsmutante

hSOM deltaCT rev1

cgctctagatcattactgaaggtcgceccttecttgge

ACT Deletionsmutante

hGRHL3 RKM .

deletion fOI'_1 agggagctgaggactccagcaacagtggcgtce ARKM Deletionsmutante
hGRHL3 RKM .

deletion rev 1 ttgctggagtcctcageteccttgtcacagaa ARKM Deletionsmutante
bi NLS for 2 gcagctccaacctgctgtatgtgeggagggag Abi_NLS Deletionsmutante

hGRHL3 bi_NLS
deletion rev_1

ctctctgaagggttggagctgctgggtcecctge

Abi_NLS Deletionsmutante

Primer_1A for1

gctagcgtttaaacttaagcttggtac

AA Deletionsmutante

Primer_2A rev1

tattcaaatccaccgcccagatcctcett

AA Deletionsmutante

Primer_3A for1

gcggtggatttgaatacaccctgggctce

AA Deletionsmutante

Primer_4A/B_rev1

gggcacttgaccttcctccggaactge

AA und B Deletionsmutante

Primer_1B_for1

caaggcagctcccctceccecctgecaggeccca

AB Deletionsmutante

Primer_2B rev1

aacaccttgtcacttttgaggctggggt

AB Deletionsmutante

Primer_3B_for1

aaagtgacaaggtgttcatcggcgtaaa

AB Deletionsmutante

Primer 1C for1

gtcgatgctcttcccagatatcctgaa

AC Deletionsmutante

Primer_2C_rev1

aagggcgacttggcctcttcattcacgt

AC Deletionsmutante

Primer 3C for1

aggccaagtcgcccttcactgaggagtt

AC Deletionsmutante

Primer_4C rev1

taccttcgaagggccctctagacagct

AC Deletionsmutante
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