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1 Einleitung

1.1 Entstehung von Krebs

Krebs ist nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine der hiufigsten Todesursachen in der
westlichen Welt und kann sich in nahezu allen Zelltypen des menschlichen Organismus
entwickeln (Torre et al., 2016). Nach WHO-Angaben sind im Jahr 2020 fast 10 Millionen
Menschen weltweit an den Folgen von Krebs gestorben (Ferlay et al., 2021). Schon lange
nimmt die Ergriindung der Ursachen zu dieser oft todlich verlaufenden Erkrankung einen
bedeutenden Teil der internationalen Forschung ein. Hieraus lassen sich neben
Priaventionsmoglichkeiten gegen die Entstehung von Krebs auch mogliche Ansétze zur
Bekdmpfung der Erkrankung entwickeln. Neben bereits etablierten Krebstherapien wie
der Chemo-, Immun- und Strahlentherapie sind weitere Erkenntnisse insbesondere fiir die
Entwicklung von individuellen Therapieansétzen notwendig (Cross & Burmester, 2006;
Papiez & Krzysciak, 2021; Rivera et al., 2023).

Ein Tumor, auch unter dem Begriff Neoplasma gefiihrt, bezeichnet ein unkontrolliertes
Wachstum von Zellen, das sich auch in gesundem Gewebe etablieren kann. Nicht immer
hat die Entstehung von Tumoren jedoch lebensbedrohliche Konsequenzen fiir den
Organismus, in dem sie sich entwickeln. Man unterscheidet deshalb benigne (gutartig)
von malignen (bdsartig) Tumoren. Maligne Tumore werden in ihrer Gesamtheit als Krebs
bezeichnet. Krebs kann somit als eine Ansammlung entarteter und unkontrolliert
wachsender Zellklone definiert werden, die in einer eigenen Mikroumgebung wachsen,
miteinander interagieren und sich zu malignen Tumoren entwickeln (Curtius et al., 2017,
Merlo et al., 2006). Die malignen Zellansammlungen kénnen ihre Mikroumgebung so
beeinflussen, dass diese zu einer zusdtzlichen Weiterentwicklung der malignen
Neoplasmen beitrdgt (Curtius et al., 2017). Durch Neubildung von Gefdflen und
Anschluss an bereits vorhandene Blutgefd3e kann es zur Auswanderung der entarteten
Zellen und Bildung von Metastasen in peripherem Gewebe kommen (Emami Nejad et al.,
2021).

Schon im Alten Agypten wurden erste Beobachtungen zu tumordsen Lisionen
dokumentiert. Im Mittelalter bis ins 19. Jahrhundert hinein wurden weitere Erkenntnisse
iiber Krebs und seinen Einfluss auf den Organismus gewonnen. Wéhrend zuerst die
,,schwarze Galle* als Ursache vermutet wurde, konnten ab 1800 erste Erkenntnisse tiber
den Einfluss einzelner krebsauslosender Substanzen gewonnen werden (Senga & Grose,

2021). Bereits 1914 duflerte der Wissenschaftler Theodor Boveri erstmals die Vermutung,



dass Krebs durch Mutationen innerhalb des Organismus verursacht werde. Seine These
begriindete er durch Beobachtungen, die ihn auf eine verdnderte Chromosomenzahl
fiihrte (Boveri, 1914).

Unser Leben unterliegt von Anbeginn seiner Entstehung einer stetigen Teilung von Zellen
in einem sich wiederholenden Zyklus. Im Rahmen der Zellteilung entstehen durch Mitose
zwei Tochterzellen. Dieser stets gleich ablaufende Zellzyklus ist nicht nur
ausschlaggebend fiir eine stetige Zellerneuerung, sondern dient auch der Reparatur von
DNA-Schéiden und Kontrolle auf Mutationen. Wahrend der Interphase kommt es durch
Replikation zur Vervielfiltigung der DNA. Um eine Anhdufung von DNA-
Replikationsschidden zu vermeiden, greifen evolutiondr konservierte Mechanismen der
Zellzykluskontrolle ein, um genetisch identische Zellen zu gewéhrleisten. So kann eine
stabile Uberlebensfihigkeit der Zellen gesichert werden. Auch bei der Gewebsneubildung
nach Verletzungen ist die Kontrolle der Zellteilung von zentraler Bedeutung (Matthews
et al., 2022). Durch Mutationen in Genen, die am Zellzyklus beteiligt sind, entkommen
Zellen den Kontrollpunkten des physiologischen Zellzyklus ohne Priifung auf
entstandene Mutationen. Die weitere Teilung und Vermehrung dieser der Zellzyklus-
Kontrolle entkommenen Zellen finden nun unkontrolliert statt, sodass es zu einer
Anhédufung von mutierten Zellen kommt - ein Tumor entsteht (Curtius et al., 2017;
Matthews et al., 2022).

Im Verlauf der Ursachenforschung zur Entstehung von Krebs und den zugrunde
liegenden Mutationen wurden Erkenntnisse iiber die Einflussnahme exogener Faktoren
wie UV-Exposition oder karzinogener Substanzen, zu denen insbesondere Alkohol oder
Tabakrauch zdhlen, gesammelt (Armitage & Doll, 2004). Auch Viren und Bakterien
konnen zu Entartung von Zellen fithren (Hassanpour & Dehghani, 2017). Die Ursachen
fiir Krebserkrankungen sind jedoch vielfdltig und bis heute nicht in vollem Umfang
erforscht. In wissenschaftlichen Studien wurde zudem die nidhere Umgebung eines
Tumors, die Rolle des Immunsystems, bestimmte Lebensgewohnheiten oder auch die
Erndhrung der betroffenen Patienten néher betrachtet (Jiang et al., 2020; Lewandowska
et al, 2021; Vito et al, 2020). Auch der Einfluss spezifischer Gene auf
Krebserkrankungen werden intensiv diskutiert, um Riickschliisse auf den Grund von
unkontrolliertem Zellwachstum ziehen zu kdnnen (Hassanpour & Dehghani, 2017). Die
Entstehung von Krebs wird letztendlich auch als ein dynamischer Prozess dargestellt, in
dem sich verschiedene Einflussfaktoren gegenseitig bedingen (Frank, 2007). Mehrere

Forschungsgruppen orientierten sich in ihren Arbeiten an der Entwicklung eines



mehrstufigen Modellsystems, in welchem verschiedene Gene als Ausgangspunkt der
Mutationen angenommen werden (Antonov et al., 2014; Frank, 2007; Moon et al., 2023).
Hierbei wurde unter anderem das Gen BRCA I ermittelt, welches fiir ein Protein kodiert,
das als Tumorsuppressor agiert. Kommt es jedoch zu Mutationen im Bereich der
genomischen Sequenz des Gens, kann es die Entwicklung von Brustkrebs fordern (Moon
et al.,, 2023). Mittlerweile sind die Studienmodelle so weit entwickelt, dass sie die
komplexen Zusammenhéinge innerhalb einer Krebsentstehung einschlieBlich der
Ursachen und Riickkopplungen innerhalb des Tumorsystems darstellen und unter
anderem mit bioinformatischen Methoden analysieren konnen (Antonov et al., 2014;
Spitz & Bondy, 2010).

Durch umfassende Untersuchungen konnten bisher acht eindeutige Merkmale fiir Krebs,
die sogenannten ,hallmarks of cancer” etabliert werden, die neoplastische
Verdnderungen eindeutig einer Krebserkrankung zuordnen kénnen (Crespi & Summers,
2005; (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Die anhaltende Forschung im
Bereich der Kanzerogenese entdeckt auch weiterhin neue Merkmale fiir maligne
Tumorerkrankungen. Heutzutage werden neben den begriindeten acht Merkmalen
weitere Mechanismen beachtet, die Tumorzellen die Moglichkeit bieten, sich die

Merkmale anzueignen und zu ihrem Vorteil zu nutzen (Hanahan, 2022).

Eigenstindige Steuerung der Signalkaskade
Umgehen von Antiwachstumssignalen
Umgehen der Apoptose durch Mutation
Unbegrenzte Replikation

Angiogenese

Gewebeinvasion und Metastasierung

Neuprogrammierung des Energiestoffwechsels

© N kWD =

Ausnutzung des Immunsystems

1.1.1 Angiogenese in Tumoren

Um sein Uberleben zu sichern, muss ein sich neu bildender Tumor eine ausreichende
Versorgung mit Nahrstoffen und den Transport von Abfallprodukten iiber die (Neu-)
Bildung von BlutgefiBlen gewéhrleisten. Hierzu dienen einerseits bereits vorhandene

Gefidlle, welche in den Tumor einsprieBen oder aber Gefdlle aus dem Prozess der



Angiogenese (Goel et al., 2012; Jiang et al., 2020; Vaupel et al., 1989; Weigand et al.,
2012). Durch eine unkontrollierte Zellproliferation reicht die Versorgung durch die
vorhandenen Blutgefdle nicht mehr aus (Nejad et al.,, 2021). Induziert wird die
Angiogenese meist durch im Tumor entstehende Hypoxie (Goel et al., 2012).
Proangiogene Faktoren wie PDGF (Platelet-derived growth factor) oder VEGFA
(Vascular endothelial growth factor A) werden sezerniert, worauthin Endothelzellen
entlang des Konzentrationsgradienten migrieren und sich an Blutgefde anhaften. Es
entstehen neue Kapillargefile (Jiang et al., 2020). In physiologischem Gewebe entstehen
neue Gefille aus Endothelzellen. In Tumoren wird zudem beobachtet, dass Tumorzellen
durch réhrenartige Strukturen eine Gefdfbildung nachahmen kénnen. Tumorwachstum
und Metastasierung konnen somit gefordert werden, indem der Tumor seine
Néhrstoffversorgung und Abtransport von Abfallprodukten sicherstellt und Metastasen

iiber das Gefdllsystem in periphere Gewebe auswandern konnen (Jiang et al., 2020).
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Abbildung 1: Neoangiogenese in Tumoren und Auswanderung von Tumorzellen
(Abbildung modifiziert nach Nejad et al., 2021)

Durch Hypoxie kommt es zur Neubildung von Geféf3en, ausgehend vom sogenannten Carcinoma in situ,
dem Primirtumor. Uber den Anschluss an das GefiBnetz des Erkrankten kann es zu einer Auswanderung
der entarteten Tumorzellen in die Blutbahn kommen. Die Tumorzellen kénnen sich so in anderen Organen

und entfernten Geweben zu Metastasen akkumulieren.



Die schnelle Entwicklung der Gefdfe hat Auswirkungen auf eine korrekte und
vollstindige Ausbildung der Gefifle, sodass es nicht selten zu Anomalien in der
GefaBstruktur kommt. Dadurch kann es zu einer verminderten Versorgung mit Sauerstoff
und Nahrstoffen und einem reduzierten Abtransport von Abfallprodukten kommen.
Gefdfle im Tumormilieu unterscheiden sich durch mehrere Faktoren deutlich von
Blutgefiflen in gesundem Gewebe (Hida et al., 2016; Pazos et al., 2018; Vaupel et al.,
1989) (s. Tabelle 1). Durch die strukturellen Anomalien der Gefa3e kann in Tumoren ein
unregelméfBiger Blutfluss festgestellt werden. Es werden Areale mit erhdhter sowie
verminderter Blutversorgung beobachtet. Die Gefille verdndern ihre Form zu einem
langlichen Querschnitt, teilweise entstehen blinde Enden. Aufgrund einer reduzierten
Anzahl glatter Muskelzellen und einer diskontinuierlichen Endothelschicht kann es auch
zu Undichtigkeiten kommen (Jiang et al., 2020; Nejad et al., 2021). Diese Verdnderungen
der physiologischen Gefae sollen insgesamt zu einer tumorfreundlichen Umgebung
fihren. Die Undichtigkeiten bedingen einen schlechteren Transport von
Chemotherapeutika und damit auch einer Reduktion von Therapieerfolgen (Goel et al.,

2012).

Tabelle 1: Architektur von gesunden Geféifien vs. TumorgefiBien (nach Hida et al., 2016)

Gesunde Gefille Tumorgefifle

Hierarchisches Verzweigungsmuster Unorganisierte Gefafstruktur (Lakunen,

Zysten, blinde Enden)

Einschichtige Endothelauskleidung Kein Monolayer, keine geschlossene
GefiaBwand
Wandbarriere Keine Wandbarriere

Strukturierte Anordnung von Perizyten | Lockerer Zellverbund zwischen Perizyten

auf Gefalloberflache und Endothelzellen
Durchgiingige Basalmembran Unterbrochene oder fehlende
Basalmembran

Ausreichend Perizyten und Aktivitdt der | Mangel an Perizyten und fehlende
GefiBwand, dadurch  gleichméBige = Vasomotion, dadurch instabile

Blutflussgeschwindigkeit Blutflussgeschwindigkeit




Die gewonnenen Erkenntnisse iiber die Entstehung von Krebs und Angiogenese von
Tumoren sind essentiell fiir mogliche Therapieansitze zur Bekdmpfung von malignen

Tumorerkrankungen.

1.2 Hypoxie in Tumorgeweben

Sauerstoff als elementare Grundlage allen Lebens spielt auch im menschlichen
Organismus eine essenzielle Rolle und ist an beinahe jedem Stoffwechselvorgang
beteiligt. Ist der vorhandene Sauerstoffgehalt reduziert, entsteht eine hypoxische
Umgebung. Der eintretende Mangel an Sauerstoff fithrt zu einer Umstellung des
Stoffwechsels in den verschiedenen Gewebetypen des menschlichen Organismus, sodass
es neben der Anpassung von Stoffwechselaktivititen auch zu einem Mangel an
Wachstumsfaktoren, Aminosiduren und Glukose kommen kann (Liu et al., 2006).

In Untersuchungen konnte eine Zellzyklus-Unterbrechung bei Zellen unter Hypoxie
nachgewiesen werden, indem der erste Kontrollpunkt des Zellzyklus nach der G1-Phase
der Interphase genutzt wird. Die Zelle schaltet dadurch in einen ,,Uberlebensmodus® bis
weitere Anpassungen der Umgebung auf hypoxische Einfliisse vorgenommen werden
(Liu et al., 2006). Das Gewebe passt sich mittels Angiogenese, also einer Neubildung von
Gefdflen, an eine sauerstoffarme Umgebung an und kann so eine Versorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen weiterhin sicherstellen (Pouyssegur & Lopez-Barneo, 2016).
Die hypoxische Mikroumgebung eines Tumors fordert die Angiogenese und damit die
Versorgung des Tumors (Jiang et al., 2020). Hierzu werden glykolytische Enzyme
ausgeschiittet und Wachstumsfaktoren der Gefal3bildung (VEGFA) aktiviert. Es kommt
zudem zu einer Aktivierung diverser Gene, die auf den reduzierten Sauerstoffgehalt
reagieren (Cummins & Taylor, 2005; Knowles, 2001). Hypoxie in Tumoren entsteht
durch ein zu stark proliferierendes Zellwachstum, sodass bald der Bedarf nach Sauerstoff
das Angebot an versorgenden Gefdflen libersteigt. Auch eine anormale GefdB3bildung in
Neoplasmen und damit verminderte Perfusion des Gewebes fiihrt zu einer zumindest
vorilibergehenden Minderversorgung (Nejad et al., 2021). Hypoxische Impulse aktivieren
angiogene Wachstumsfaktoren und Mediatoren zur Sicherstellung der adédquaten
Versorgung des Tumors (s. Abbildung 2). Stoffwechselaktivititen werden hochgehalten
oder gar gefordert und zusitzlich Apoptosewege unterdriickt (Knowles, 2001). Durch den

Einfluss von Hypoxie auf die Expression verschiedener Gene fiihrt diese unter anderem



zu einer Regulation von Proteinen in Tumorzellen, die wiederum das Immunsystem so
beeinflussen, dass es nicht auf die entarteten Zellen reagiert (Nejad et al., 2021).

Hypoxie gilt als gemeinsames Merkmaler vieler Tumore (Nejad et al., 2021). Eine
chronische Hypoxie kann auftreten, wenn Tumorzellen ca. 70 pm von den Gefden
entfernt liegen, bei tiber 180 pm kann es auch zur Nekrose der Tumorzellen kommen
(Nejad et al.,, 2021). Das Ausmall der Hypoxie kann eine Aussage iiber das
Gesamtiiberleben des Patienten geben (Nejad et al., 2021; Vito et al., 2020). Bei an
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches erkrankten Patienten konnte
nachweislich festgestellt werden, dass eine erhohte Menge an hypoxischem Gewebe mit

einer verringerten Uberlebensrate der Patienten in Zusammenhang steht (Stadler et al.,
1999).
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Abbildung 2: Signalwege des Tumorwachstums, reguliert durch Hypoxie (Abbildung
modifiziert nach Knowles, 2001)

Hypoxie reguliert auf Transkriptionsebene zahlreiche Signalwege, die ein Tumorwachstum begiinstigen.
(MCP-1 Monozyten chemotaktisches Protein 1; VEGFA Vascular endothelial growth factor A; TAM
Tumorassoziierte Makrophagen; bcl2/bax-Verhiltnis: das Bcl2 assoziierte X Protein wird durch p53
induziert und leitet die Apoptose ein. Ist p53 unter Tumoreinfluss defekt, kann keine Apoptose induziert

werden und das Bcl2 Gleichgewicht wird durch Uberschuss gestort).



Ein dauerhaft reduzierter Sauerstoffgehalt im Gewebe kann auch im gesunden
Organismus nachhaltige Folgen verursachen. Neben kardiovaskuldren Erkrankungen
konnen metabolische Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder Erkrankungen des
Nervensystems in Form von Depressionen und zahlreichen andere Erkrankungen ihren
Ursprung in einem anhaltenden hypoxischen Zustand einzelner Gewebe haben (Lee et
al., 2019; Yeo, 2019). Durch eine Zunahme an oxidativem Stress und einer gehiduften
Zellalterung kann eine dauerhafte hypoxische Umgebung ebenfalls zur Bildung von
Tumoren fiihren (Takenaga, 2011; Yeo, 2019). Selbst ein tempordrer Sauerstoffmangel
bewirkt die Neubildung hypoxischer Zellen und fiihrt damit zur Ausdehnung hypoxischen
Gewebes (Hill’ et al., 1996).

1.3 Prozessierung von mRNA

Im Verlauf der Proteinbiosynthese in eukaryotischen Zellen wird die DNA durch die
Transkription zu einer pri-mRNA abgelesen, bestehend aus Abschnitten, welche als
Introns (intervenierende Sequenzen) oder Exons (in der reifen mRNA enthaltene
Regionen) bezeichnet werden. Wihrend Exons meist kodierende Basensequenzen
darstellen, die durch SpleiBenzyme zusammengefiigt und tiber die Translation in Proteine
iibersetzt werden, werden die nicht in der reifen mRNA enthaltenen Basensequenzen
(Introns) vor dem Prozess der Translation entfernt. Dieser Prozess der Prozessierung einer
pra-mRNA zu einer reifen mRNA wird Spleilen genannt (Matera & Wang, 2014). Der
Vorgang des Spleiflens wird durch das SpleiBosom ermdglicht, das aus fiinf kleinen
Ribonukleoproteinpartikeln (snRNPs) und mehreren Proteinen besteht (Bowler & Oltean,
2019; Coltri et al., 2019).

Bis zu 94 % der menschlichen Gene unterliegen dem Prozess des alternativen Splei3ens
und kdnnen so fiir die physiologischen Bediirfnisse der Zelle modifiziert werden (Wang
et al., 2008). Das alternative Spleilen ermdglicht eine Anpassung des Organismus auf
exogene Faktoren. Dieser Prozess ermoglicht es auch, dass aus ca. 25.000 Genen, etwa
80.000 - 400.000 Proteine entstehen konnen (Park et al., 2018). Beim Vorgang des
alternativen Spleiflens konnen unterschiedliche Spleiflsignale der pri-mRNA ausgewihlt
werden. Die Spleiflsignale sind typische Muster in den intronischen Regionen und
enthalten meist die Basensequenz Guanin-Uracil am Beginn des Introns und die
Basensequenz Adenin-Guanin am Ende des Introns. Dadurch konnen aus jedem Gen

durch den Prozess des alternativen Spleilens verschiedene mRNAs zusammengesetzt



werden, die fiir unterschiedliche Proteine kodieren, ohne dass fiir jedes bendtigte Protein
ein eigenes Gen notwendig ist. Exons eines gleichen Gens kdnnen somit in verschiedenen
Kombinationen fiir verschiedene Proteine kodieren, je nachdem fiir welches Gewebe,
Entwicklungsstufe oder Signalweg diese bendtigt werden (David & Manley, 2010; Park
et al., 2018).

Auch durch fehlerhaftes SpleiBen kann es zum Entstehen von Krebserkrankungen
kommen. Fehler konnen hier in Mutationen liegen, die zu einem falschen Aufbau des
SpleiBosoms fiithren, wodurch ein korrekt ablaufender SpleiBvorgang unmdoglich wird.
Weitere Storungen des Spleilens konnen durch veridnderte Expression von Proteinen
entstehen, die der Regulation der Spleilaktivitdt dienen (Coltri et al., 2019; Lim et al.,
2011). Tumore nutzen die entstandenen irreguliren SpleiBvorginge, um ihr Uberleben
und Wachstum zu sichern. Durch das fehlgeleitete SpleiBen werden
Kontrollmechanismen ausgeschaltet und Krebszellen konnen sich ungehindert vermehren
(David & Manley, 2010).

Kommt es zu einem Sauerstoffmangel im Gewebe, reagieren die Zellen auf diese
Verdnderung auch mit dem Vorgang des alternativen Spleilens (Bowler & Oltean, 2019).
Die Genexpression verdndert sich, und die Zelle bereitet sich auf die exogenen
Verdnderungen vor. Mitunter werden dabei Gene aktiviert, die den Umbau des
Zytoskeletts induzieren und die Angiogenese, als Reaktion auf die verminderte

Sauerstoffversorgung, fordern (Weigand et al., 2012).

1.4 Heterogenes Ribonukleoprotein L - hnRNP L

Das heterogene nukledre Ribonukleoprotein L, hnRNP L, ist ein Mitglied der RNA-
Bindeproteinfamilie. Seine Funktionen sind vielféltig, und so ist es an verschiedenen
Abldufen des menschlichen Organismus beteiligt. Hierzu zdhlen Vorginge des
alternativen Spleilens, der Export von reifer mRNA oder die Stabilisierung von mRNA
(Guang et al., 2005; Heiner et al., 2010; Liu & Mertz, 1995; Shih & Claffey, 1999). Zu
finden ist das RNA-Bindeprotein L im Nukleoplasma eurkaryotischer Zellen sowie in
perinukledren Strukturen (Gu et al., 2020).

HnRNP L reguliert seine eigene Expression durch die Aktivierung eines Exons wihrend
des Spleilvorgangs. Dieses fiihrt zu einem Nonsense-vermittelten Zerfall (NMD/
Nonsense-mediated decay) der hnRNP L mRNA. Neben diesem sogenannten NMD-Exon

finden sich auch CA-reiche Regionen in intronischen Abschnitten der mRNA, die diesem



Exon vorausgehen und hnRNP L binden. Steigt die hnRNP L Konzentration an, wird
durch die Reifung der pri-mRNA das NMD-Exon aktiviert. Die vorhandene Menge an
hnRNP L Protein sinkt. So wird die Expression von hnRNP L durch eine Kontrolle der
vorhandenen Menge an hnRNP L Protein reguliert (Rossbach et al., 2009).
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Abbildung 3: Die Autoregulation des hnRNP L durch alternatives Spleilen - Rossbach,
2012 (mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Oliver Rossbach, Institut fiir Biochemie,
Justus-Liebig-Universitit Giel3en)

Das RNA-Bindeprotein hnRNP L bindet an CA-reiche Regionen in intronischen Abschnitten der mRNA.
Uber den Vorgang des alternativen SpleiBens kommt es durch die Translation zur Bildung einer bestimmten
Proteinmenge des hnRNP L. Durch die Bindung der synthetisierten hnRNP L Proteine an Cytosin-Adenin-
reiche Regionen der unreifen hnRNP L mRNA, kommt es wéhrend des Spleiivorgangs zur reifen hnRNP
L mRNA zur Aktivierung eines Exons. Dieses fiihrt zu einem Nonsense-vermittelten Abbau (NMD/
Nonsense-mediated decay) der hnRNP L mRNA und somit zu keiner weiteren Synthese von hnRNP L
Protein. Die Menge an hnRNP L Protein sinkt (Rossbach, 2012).

Einige wichtige Funktionen des hnRNP L finden sich in der Stabilisierung der VEGFA
mRNA unter Hypoxie und dem Export von RNA (Gu et al., 2020; Shih & Claffey, 1999).
Eine weitere Aufgabe kommt dem hnRNP L wihrend des alternativen Spleilens der
mRNA verschiedener anderer Gene zuteil. In experimentellen Untersuchungen mittels
des individual nucleotide resolution crosslinking and immunoprecipitation (iCLIP)
konnten genomweite Bindestellen von hnRNP L auf RNA nachgewiesen werden, welche

vermehrt an terminalen und internen Poly(A)-Stellen zu finden waren. Dadurch konnte
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ebenso gezeigt werden, dass das RNA-Bindeprotein L als Regulatoreinheit fungiert,
indem es das Spleiflen alternativer Exons unterdriicken oder aktivieren kann (Rossbach
et al., 2009). In Kartierungsexperimenten konnte eine Bindung von hnRNP L an RNA
vor allem an Introns und 3‘-UTR-Regionen festgestellt werden. So konnte auch
nachgewiesen werden, dass es dann zu einer Unterdriickung von alternativen Exons
kommt, wenn das RNA-Bindeprotein L stromaufwirts dieser Exons an intronischen
Regionen bindet. Zu einer Aktivierung der alternativen Exons kommt es umgekehrt bei
einer Bindung stromabwdrts gelegener Introns (Heiner et al., 2010). HnRNP L kann also,
abhéngig der Position seiner Bindung an die RNA, sowohl als Aktivator als auch als
Repressor der Einbeziehung eines Exons fungieren (Heiner et al., 2010). Des Weiteren
scheint hnRNP L in der 3‘-UTR Region an Stellen zu binden, die vorzugsweise von
microRNAs angesteuert werden. Dieser Umstand deutet auf eine Bindungs-Konkurrenz
zwischen hnRNP L und microRNAs hin (Rossbach et al., 2014).

Die beschriebenen Spleiprozesse nehmen auch Einfluss auf Tumorgenese, Angiogenese
oder auch die T-Zell-Aktivierung. HnRNP L beeinflusst unter anderem den Signalweg
des Tumorsupressors p53 (Gu et al.,, 2020). Krebserkrankungen zeigen héufig eine
Mutation des Gens p53. So konnte in experimentellen Untersuchungen gezeigt werden,
dass die Unterdriickung von hnRNP L zu einer verstirkten Aktivitdt von p53 fiihrt,
welche wiederum zu erhéhter Apoptose und gehemmter Zellproliferation fiihrt. Der
Nachweis von hnRNP L ldsst demnach den Riickschluss zu, dass das Wachstum von
Tumoren unterstiitzen kann, so beobachtet unter anderem bei Patienten mit
Adenokarzinomen der Lunge, dem sogenannten Wilms-Tumor, einem renalen Tumor bei
Kindern oder bei an Pankreaskarzinomen erkrankten Patienten (Gu et al, 2020; Luo et al.,
2019). Eine Gewebespezifitit von hnRNP L in Tumoren konnte bislang nicht
nachgewiesen werden (Gu et al., 2020).

Ein entscheidendes Gen zur Induktion der Angiogenese ist VEGFA. Es dient der
Neovaskularisierung durch Proliferation von Endothelzellen und der Regulation von
Vaskularisierung unter physiologischen Bedingungen im gesunden Organismus. Eine
fehlgeleitete Expression von VEGFA dagegen kann auch zur Neoangiogenese in Tumoren
fiihren (Neufeld et al., 1999; Nicosia et al., 1997).

HnRNP L wird durch einen reduzierten Sauerstoffgehalt in der Umgebung beeinflusst.
Es kommt zu einer Translokation des Proteins vom Zellkern Richtung Zytoplasma, wo es
sich vermehrt mit VEGFA-mRNA {iiber dessen 3‘-UTR-Region zu einem Komplex
verbindet. Es konnte eine definitive Bindungsstelle fiir hnRNP L auf der VEGFA-mRNA
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gefunden werden. Diese Verbindung trigt nachweislich zur Stabilitit der VEGFA-mRNA
bei. VEGFA wird unter physiologischen Bedingungen durch spezifische micro-RNAs
gehemmt, unter Hypoxie bindet hnRNP L an exakt diese Bindungsposition. Es kommt zu
einer Aktivierung der Expression des VEGFA und damit zur GefaB3bildung (Jafarifar et
al., 2011; Shih & Claffey, 1999).

1.5 Gene mit erhohter Expression in Tumoren

1.5.1 PDGFB - Platelet-derived-growth factor B

Das Serumprotein Platelet-derived-growth factor (PDGF) nimmt Einfluss auf das
physiologische Wachstum und die Migration von Fibroblasten, Gliazellen und glatten
Muskelzellen der GefdBwinde (Demoulin & Essaghir, 2014; Ross et al., 1974;
Westermark & Wasteson, 1976). Es kommt in mehreren Isoformen vor und wird von vier
Genen kodiert — PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D. Sie alle weisen aufgrund ihrer
Funktionen und dem gleichen Ursprungsgen, welchem auch VEGFA entstammt, eine
Verwandtschaft zum Gen des Vascular Endothelial Growth Factor A auf (Andrae et al.,
2008; Fredriksson et al., 2004).

PDGF ist als Dimer vorzufinden und gliedert sich in zwei Ketten auf. Diese werden durch
zwei Gene, beispielweise PDGF-4 und PDGF-B, kodiert, laufen antiparallel und sind
iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden. Als Heterodimer ist PDGF-AB bekannt,
alle anderen PDGF Isoformen treten als Homodimere wie PDGF-BB oder PDGF-CC auf
(Demoulin & Essaghir, 2014; Meyer-Ingold, 1995).

Der Wachstumsfaktor PDGF lésst sich in verschiedenen Gewebetypen nachweisen.
Sezerniert wird er unter anderem von Endothelzellen und Epithelzellen sowie glatten
Muskelzellen und aktivierten Makrophagen (Demoulin & Essaghir, 2014; Meyer-Ingold,
1995; Ross et al., 1974). Durch die direkte Ausschiittung in umliegendes Gewebe kann
PDGF parakrin wirken. Die PDGF-Rezeptoren PDGF-Ra und b sind
Rezeptortyrosinkinasen und werden in Oligodendrozyten und in Zellen mesenchymalen
Ursprungs wie Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert. Thnen ist eine entfernte
Verwandtschaft zu den Rezeptoren fiir VEGFA und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
nachzuweisen (Andrae et al., 2008; Demoulin & Essaghir, 2014; Ostman & Heldin,
2007). Sie bestehen aus Immunglobulin-dhnlichen Doménen im extrazelluldren Bereich
und einer intrazelluliren Tyrosinkinase (Andrae et al., 2008; Ostman & Heldin, 2007).

Zusitzlich kann eine Transaktivierung durch Angiotensin II, Dopamin und Faktor VIla
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iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren zu einer Phosphorylierung der PDGF-Rezeptoren
fiihren (Gill et al., 2009; Heeneman et al., 2000; Siegbahn et al., 2007).

Durch Mausexperimente konnte die Bedeutung von PDGF verdeutlicht werden. So
verstarben Versuchstiere bereits kurz nach der Geburt bei einem Mangel an PDGFB und
PDGF-Ra Rezeptoren. Sie wiesen ebenfalls eine deutlich reduzierte Anzahl an glatten
Muskelzellen der Gefille, GefdBperizyten und mesiangialen Zellen der Nierenglomeruli
auf (Lindahl et al., 1997). Durch die frithe Letalitit der Versuchstiere gestaltete sich die
Kldrung der Rolle von PDGF in adulten Organismen als deutlich komplizierter
(Demoulin & Essaghir, 2014). Die Beteiligung von Fibroblasten ldsst auf eine Rolle bei
der Wundheilung schlieBen (Andrae et al., 2008; Ostman & Heldin, 2007). Des Weiteren
ist PDGF an der Regulation des interstitiellen Fliissigkeitsdrucks in adulten Organismen
beteiligt (Ostman & Heldin, 2007).

Zudem kann auf eine Bedeutung hinsichtlich der korrekten und vollstindigen Ausbildung
von Mikrogefdlen beziehungsweise der Organisation der Perizyten geschlossen werden
(Lindblom et al., 2003).

PDGFB wird von Endothelzellen wihrend der Angiogenese exprimiert und aktiviert die
Wandzellen der Gefdf3e. Diese proliferieren und migrieren darauthin an die Gefédenden.
Dort bilden sich sogenannte tip-Zellen (Armulik et al., 2005; Hellstrom et al., 1999).
Bleibt die Aktivierung des PDGFB-PDGF-Rezeptor Signalwegs aus, ist dies ma3geblich
fiir eine fehlende Migration und Proliferation der Perizyten (Hellstrom et al., 1999). Eine
starke Expression von PDGFB wird also vor allem an den Sprossen sich neu bildender
GefidBe nachgewiesen beziehungsweise an Stellen mit einer hohen Perizytenaktivitidt

(Armulik et, 2005; Jiang et al., 2020).
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Abbildung 4: Aussprossende Endothelzellen sekretieren PDGFB (Abbildung modifiziert
nach Armulik et al., 2005)

Der PDGFB/ PDGFr-3 Signalweg aktiviert Perizyten und fiihrt somit zur Angiogenese. ,.tip“ Zellen an der
Spitze von aussprossenden Gefdlen sezernieren PDGFB. PDGFB wird zu PDGFr- Rezeptoren auf der
Oberflache der Perizyten weitergeleitet. Perizyten mit PDGFr-f Rezeptoren sind abhingig von PDGFB.

Eine Bindung fordert die Migration und Proliferation der Perizyten.

In Tumoren konnte eine erhohte Ansammlung von PDGF und eine hiufige Expression
des PDGFr-B Rezeptors auf Perizyten festgestellt werden. Diese Uberproduktion und
Uberaktivierung von Perizyten sind ausschlaggebend fiir eine Tumorvaskularisierung
und damit fiir die Sicherstellung der Versorgung des Neoplasmas (Jiang et al., 2020).
Verantwortlich fiir diese iibermédfige Ausschiittung von PDGF koénnen Mutationen im
Rezeptor des PDGF, aber auch autokrine Stimulierungen des Rezeptors sein. Wegen
seiner geringen Rolle in adulten Organismen, konnte sich daraus ein Ansatzpunkt fiir
Krebstherapien entwickeln (Ostman & Heldin, 2007).

In weiteren Erkrankungen wie Arteriosklerose oder Fibrose spielt PDGF eine tragende
Rolle. Vor allem bei pathophysiologischen Verdnderungen, die mit dem Fehlen von
Wachstumsfaktoren einhergehen, konnte PDGF in Studien einen interessanten
therapeutischen Ansatz darstellen (Meyer-Ingold, 1995).

PDGF-Rezeptoren und ihre Liganden sind also Protoonkoproteine. Thre Aktivierung kann
durch Mutationen erfolgen, hdufig miinden diese in Tumoren mesenchymaler oder glialer
Herkunft (Demoulin & Essaghir, 2014). Nicht nur die Proliferation von Tumorzellen,
sondern auch eine Stimulation der Angiogenese und damit die Versorgung des Tumors
durch eine VergroBerung der Periendothelialoberfldche (Heldin, 2013; Pazos et al., 2018)

konnen mit Hilfe von PDGF gewéhrleistet werden. Haufig kommt es dabei zu einer
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Uberexpression von PDGF und der konstitutiven Aktivierung des Rezeptors (Demoulin

& Essaghir, 2014; Heldin, 2013; Ostman & Heldin, 2007b).

1.5.2 PCDHI1 - Protocadherin 1

Protocadherin 1 (PCDH1) ist ein Mitglied der Protocadherin-Familie. Protocadherine
bilden die groBte Untergruppe der Cadherine, welche grundlegend an der Zell-Zell-
Bindung beteiligt sind (Nollet et al., 2000; Sano et al., 1993). Protocadherine bilden
mehrere [soformen und weisen verschiedene zytoplasmatische Doménen auf. Daher wird
angenommen, dass sie an intrazelluldren Signalvorgingen beteiligt sind und eine Bindung
mit einer weiten Anzahl verschiedener Bindungspartner eingehen konnen (Kim et al.,
2011). Bereits im Embryonalstadium kommt es zu einer Expression von PCDH1 (Redies
et al., 2008). Diese nimmt bis ins adulte Alter menschlicher Organismen zu (Sano et al.,
1993). Das ubiquitdre Vorkommen von PCDH1 in menschlichen Organismen bis ins hohe
Lebensalter verdeutlicht die zentrale Rolle des Protocadherins (Redies et al., 2008). Die
Cadherin-Unterfamilien teilen sich dabei auf verschiedene Gewebe auf (Nollet et al.,
2000).

Des Weiteren kann eine verdnderte Expression von PCDHI und Cadherinen im
Allgemeinen in Tumorgeweben festgestellt werden (Nollet et al., 2000; Redies et al.,
2008). Eine erhohte Sterblichkeit von Patienten, die an einem duktalen Pankreaskarzinom
erkrankt waren, konnte mit einer erh6hten Expression von PCDHI1 assoziiert werden. Die
Expression von PCDH1 war die hdchste aller Protocadherine und im Tumorgewebe
deutlich hoher als in umliegendem gesundem Gewebe (Ye et al., 2022). Eine hohe
Letalitit der Patienten korrelierte mit deutlich erh6hten PCDH1 Werten, die dann messbar
waren, wenn bereits eine Lymphknotenmetastasierung beziehungsweise eine tiefe
Tumorinvasion stattgefunden hatte. In vitro Versuche konnten zeigen, dass durch eine
Uberexpression oder knockout von PCDHI ein Anstieg beziechungsweise eine
verminderte Entstehung von Tumorzellen zu beobachten war (Ye et al., 2022). Durch
einen knockout von PCDH I konnte weiterhin festgestellt werden, dass die Expression des
Transkriptionsfaktors NF-kB reduziert wurde. Es konnte auch eine reduzierte Expression
der NF-xB kontrollierten Zytokine wie IL-6, IL-8 oder TNF-a festgestellt werden.
Beglinstigt wurde dieser Umstand durch ein Interagieren von PCDH1 mit dem nukleéren
Rezeptor KPNB1 (Ye et al., 2022). Das Protocadherin 1 nimmt also nicht nur im

physiologischen Milieu Einfluss auf Zell-Zell Bindung, es scheint in Tumorgewebe eine
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tragende Rolle zu iibernehmen bis hin zur Regulation des NF-kB Signalweges und somit

auch der Transkription verschiedener Zielgene fiir die Apoptose und Zellproliferation.

1.5.3 EGRI - Early Growth Response 1

Early Growth Response 1 (EGR1) ist ein Transkriptionsfaktor der Gene reguliert, die
Einfluss auf Proliferation, Apoptose, Differenzierung und die Aktivierung des
Immunsystems nehmen. Zudem ist er an der Regulation der Wundheilung beteiligt (L1 et
al., 2019). Im physiologischen Zustand wird EGR1 vor allem im Gehirn exprimiert
(Beckmann & Wilce, 1997).

EGR1 besteht aus drei Zinkfingerdoménen (Li et al., 2019; Russo et al., 1993). Das Gen
des EGR1 reagiert empfindlich auf verschiedene Wachstumsfaktoren, Zytokine, Hypoxie
und Einfliisse von exogenen Faktoren wie Strahlung oder mechanischem Stress mit einer
erhohten Expression (Gitenay & Baron, 2009; Russo et al., 1993). Es kann je nach Bedarf
seine eigene Expression regulieren. Hierbei beeinflussen verschiedene Faktoren die
Autoregulation von EGR1 und ihre Wirkung (Khachigian, 2016).

In verschiedenen Tumorerkrankungen agiert EGRI1 als Tumorsuppressor durch
Kooperation mit dem p53 Protein, welches den Zellzyklus entarteter Zellen unterbricht
und Apoptose induziert. In p5S3 defizienten Zellen kann EGR1 den fehlenden Einfluss
von p53 durch eine Aktivierung des Tumornekrosefaktor a kompensieren (Li et al.,
2019). Dennoch konnte beobachtet werden, dass EGR1 im Mikromilieu des Tumors eine
aktivierende Wirkung auf Angiogenese und Tumorvaskularisierung hat (Li et al., 2019).
Durch ein Depletieren von EGR1 konnte eine Verringerung der Gefal3fliche in Tumoren
festgestellt werden (Li et al., 2019). Eine Reduktion von EGR1 wihrend in-vitro
Versuchen konnte keinen Einfluss auf das Tumorwachstum zeigen, eine verminderte
Vaskularisierung und Effizienz der Metastasen wurde jedoch beobachtet (Li et al., 2019).
Eine erhohte Expression von EGR1 wurde in Patienten mit Prostatakarzinomen
gemessen. Die Letalitdt von Prostatakarzinomen entsteht durch Knochenmetastasierung.
EGRI1 nimmt Einfluss auf die Osteoklastogenese und damit auf die Metastasierung von
Prostatakarzinomen (Li et al., 2019).

Auch Hypoxie und Gefilverletzungen fordern die Expression von EGR1 und damit
einhergehende Ausschiittung von Gewebefaktoren wie PDGFs oder Wachstumsfaktoren
(Silverman & Collins, 1999; Sperandio et al., 2009). Die Signalwege von EGR1 sind noch

nicht vollstindig verstanden. Wegen der moglichen Wirkung des Mikromilieus des
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Tumors auf EGR1 und damit auf Mechanismen, die das Uberleben des Tumors sichern
wie Vaskularisierung und Ausschalten der Apoptosesignalwege, stellt EGR1 einen
interessanten therapeutischen Ansatzpunkt fiir Therapien zur Behandlung von

Krebserkrankungen dar (Li et al., 2019).

1.5.4 EGLN3 - Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3

EGLN3, Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3, ist eine Prolinhydroxylase. Diese
wird unter hypoxischen Bedingungen aktiviert und ist am Abbau der HIF Prolinreste
beteiligt. Hypoxia inducible factors (HIF) sind Transkriptionsfaktoren, die vom
Sauerstoffgehalt einer Zelle reguliert werden. Ist ausreichend Sauerstoff vorhanden,
werden HIFs an zwei spezifischen Prolinresten durch Prolinhydroxlasen hydroxliert, das
hydroxylierte HIF wird dann abgebaut und somit herunterreguliert. Die Expression von
EGLN3 unterliegt einer negativen Riickkopplungsschleife abhingig von der HIF-Menge.
Im ersten Intron des EGLN3-Gens konnte ein Hypoxie-Reaktions-Element nachgewiesen
werden, welches HIF bindet und somit als Enhancer Region fungiert (Pescador et al.,
2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass in Zellen in denen HIFs durch small
interfering RNAs unterdriickt wurden, auch die Expression von EGLN3 reduziert war
(Pescador et al., 2005).

Neben dem Einfluss auf HIFs spielt EGLN3 auch eine Rolle in der Gewebehomdostase
wie dem Stoffwechsel der Skelettmuskulatur (Yoon et al., 2020). Durch Bindung an
Myogenin ist EGLN3 in der Lage die Skelettmuskeldifferenzierung zu regulieren.
Myogenin fungiert als Transkriptionsfaktor zur Bildung von Skelettmuskelfasern und
wird durch die Bindung von EGLN3 stabilisiert (Fu et al., 2007). In weiteren Studien
wurde beobachtet, dass eine verminderte EGLN3 Expression mit einer hoheren
Metastasierungsrate und damit auch einer schlechteren Prognose von Lungenkarzinomen
einhergeht (Dopeso et al., 2018).

Die Prolylhydroxylase EGLN3 steht also in starkem Zusammenhang zwischen dem
Sauerstoffgehalt des Gewebes und verschiedenen Krebsarten und nimmt je nach

Erkrankung eine tumorsuppressive oder fordernde Rolle ein.

1.5.5 TRAF1 - Tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factors 1

Der Tumor necrosis factor receptor-associated factor 1 (TRAF1) gehort zu einer Reihe

von intrazelluldren Proteinen, welche an der Signaltransduktion von unterschiedlichen
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Rezeptoren beteiligt sind. Dazu zéhlen auch Rezeptoren der groBen Tumornekrose-Faktor
Familie (Edilova et al., 2018; Xie, 2013). Die einzelnen TRAFs werden mit notwendigen
physiologischen Prozessen in Verbindung gebracht, wie beispielsweise der Aktivierung
von NF-kB-Signalwegen oder MAPKs zum Beispiel im Rahmen des Zellzyklus. Die
Auswertung der vorhandenen Studienlage konnte auch zeigen, dass TRAFs eine
bedeutende Rolle in der Immunitit oder auch der embryonalen Entwicklung einnehmen,
ebenso wie in der Gewebehomoostase (Xie, 2013). TRAF1 zeigt hierbei jedoch
widerspriichliche Ergebnisse, sodass dieser Faktor sowohl als positiver als auch negativer
Regulator des NF-kB-Signalwegs betrachtet werden kann (Edilova et al., 2018).
Wihrend ein Grof3teil der TRAFs aus einer Ring-Doméne und Zinkfingern besteht sowie
einer konservierten TRAF-Domiéne, zeichnet sich TRAF1 durch einen einzigen
Zinkfinger und das Fehlen einer Ring-Doméne aus (Rothe et al., 1995).

Die Aktivierung der TRAFs erfolgt durch posttranslationale Modifizierung, unter
anderem auch eine Ubiquitinierung (Xie, 2013). TRAF1 findet sich unter physiologischen
Bedingungen nicht ubiquitdr im Korper des Menschen, sondern mit einer hdheren
Expression in Milz, Lunge und den ménnlichen Geschlechtsorganen, bezichungsweise in
aktivierten Immunzellen und in geringer Expression in ruhenden Immunzellen wie
Lymphozyten und Monozyten (Aggarwal, 2003; Edilova et al., 2018; Rothe et al., 1994).
Seine Expression wird durch Aktivierung des NF-kB-Signalwegs erhoht (Aggarwal,
2003). NF-kB nimmt hierbei direkten Einfluss auf TRAF1 und reguliert seine Expression.
TRAF1 wiederum aktiviert den klassischen und alternativen NF-kB-Signalweg. Durch
diese gegenseitige Einflussnahme reguliert NF-xB die durch TNF o induzierte Apoptose
von Zellen (Wang et al., 1998).

TRAF1 im Speziellen spielt neben der Signaltransduktion auch bei Erkrankungen des
menschlichen Organismus eine Rolle. TRAF1 wird mit dem Non-Hodgkin Lymphom
assoziiert (Edilova et al., 2018). Ebenso konnte eine erhdhte Genexpression in B-Zell
bedingten Tumorerkrankungen festgestellt werden. Diese erhohte Expression kommt
durch erhohte Signaliibertragung von TRAF1 bindenden Rezeptoren zustande (Edilova
et al., 2018). Zusitzlich zu Tumoren mit lymphoidalen Ursprung konnte eine TRAF1-
Uberexpression in Tumorerkrankungen der Haut, des Kopf-Hals-Bereiches oder des

Pankreas nachgewiesen werden (Edilova et al., 2018).
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1.5.6 CD274-Molekiil

Das CD274-Gen kodiert flir Liganden von Immunzellen. In der Literatur wird es auch
unter der Bezeichnung Cluster of differentiation 274 (CD274) gefiihrt. Das Genprodukt
wird als programmed cell death ligand 1 (PD-L1) gefiihrt. Zu finden sind PD-Liganden
auf natiirlichen Killerzellen, aktivierten T-Zellen und B-Zellen in peripherem Gewebe
(Alexander et al., 2021). Als Reaktion auf Entziindungsmediatoren kann ein erhdhter
Anstieg der Konzentration der PD1 Liganden auch im umliegenden Gewebe von
Immunzellen verzeichnet werden (Agata et al., 1996; Ishida et al., 2002; Sunshine &
Taube, 2015; Topalian et al., 2012). Eine Bindung von PD-L1 an den PD-1 Rezeptor
(programmed cell death protein 1) kann zu einer reduzierten T-Zellrezeptor vermittelten
Lymphozytenproliferation und Zytokinsekretion fiithren (G. J. Freeman et al., 2000).
Tumorzellen bilden sogenannte Neoantigene, die von Immunzellen detektiert werden und
eine Antwort des Immunsystems erzeugen konnen, welche in gesunden Organismen
durch Immun-Checkpoints stattfindet. Tumoren gelingt es im Laufe ihrer Entwicklung
Resistenzen gegen diese Immunantwort und ihre Folgen zu bilden (Topalian et al., 2012).
PD-Liganden 1 werden zudem auf Tumorzellen und antigenprisentierenden Zellen
exprimiert, was zu einer reduzierten Antwort des adaptiven Immunsystems fiihrt
(Alexander et al., 2021). Unter anderem wurde hierbei das Protein CMTMG6 identifiziert,
das die Oberflichenexpression von PD-L1 in Tumoren reguliert (Burr et al., 2017).
Durch diese Antigenpridsentation erweckt PD-LI beziehungsweise CD274 in der
Forschung ein groBeres Interesse. Aus diesem Grund wurde im Rahmen von
Laboruntersuchungen und préklinischen Studien versucht, die auf die Tumor-Antigen
folgende Immunantwort sich zu Nutze zu machen, um Medikamente zu entwickeln, die
genau an diesen Reaktionen ansetzen (Sunshine & Taube, 2015). In weiteren Studien
wurde dargelegt, dass bei verschiedenen soliden Tumoren wie Melanomen offenbar
melanozytenspezifische Antigene liberexprimiert werden, die einen Angriffspunkt fiir
medikament6se Therapien darstellen kdnnen, in denen es zu einer Blockade der PD-L1

kommt (Sunshine & Taube, 2015; Topalian et al., 2012).
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1.6 Zielsetzung

Maligne Tumorerkrankungen stellen weltweit eine der hdufigsten Todesursachen dar
(Hassanpour & Dehghani, 2017; Torre et al., 2016). Wesentliche Fortschritte im Bereich
der Tumortherapie konnten bereits erreicht werden (Cross & Burmester, 2006; Papiez &
Krzysciak, 2021). Je nach Ursprung und Stadium der Erkrankung gibt es jedoch noch
viele zu erforschende Ansatzpunkte fiir eine Optimierung der Therapien, dabei stehen
individuelle Therapiemoglichkeiten aktuell im Zentrum der Forschungen.

Tumore versuchen auf vielfiltige Art ihr Uberleben und Wachstum zu sichern und einer
Immunantwort zu entgehen. Das Mikromilieu des Tumors spielt dabei eine wichtige
Rolle. Dieses zu ergriinden und seine Abldufe und Wirkungskreise zu verstehen, kann
essenzielle Ansatzpunkte fiir ein besseres Verstindnis von Kanzerogenese und
Therapieansdtzen geben. Das hypoxische Umfeld des Tumors scheint im Hinblick auf
gesundes Gewebe eigentlich hinderlich fiir ein Wachstum von Zellen zu sein. Dennoch
ist der Tumor in der Lage, sich aus dieser ,,lebensfeindlichen* Umgebung zu entwickeln.
Durch eine sauerstoffarme Umgebung wird die Translation zahlreicher Gene und
Signalmechanismen zur Anpassung des Organismus durch alternatives Spleiflen
induziert. Transkriptionsfaktoren werden aktiviert, die Zellproliferation und
Neoangiogenese gefordert.

In Versuchen konnte bisher gezeigt werden, dass das heteronukledre Ribonukleoprotein
L von hypoxischen Bedingungen beeinflusst wird und einen Komplex mit dem Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGFA) bildet, welcher essentiell fiir jegliche Gefal3bildung
ist und somit die Angiogenese in Tumoren beeinflussen kann (Carmeliet, 2005;
Melincovici et al., 2018).

Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es, anhand zwei unterschiedlicher Zelllinien (A549
und HUVEC) welche in Hypoxie wuchsen, die hypoxische Umgebung eines Tumors
nachzubilden. Im weiteren Verlauf sollte durch hnRNP L knockdown die Auswirkung
von hnRNP L auf weitere Gene neben VEGFA untersucht werden. Es wurden Gene
ausgewdhlt, welche einen Bezug zu Krebserkrankungen und Vaskularisierung hatten, um
das Wissen iiber den Einfluss von hnRNP L auf Tumorwachstum und
Tumorvaskularisierung zu bestitigen und zu erweitern. Hierfiir wurden vier
Versuchsgruppen gebildet:

Beide Zelllinien wurden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert,

und dabei wurde jeweils ein knockdown von hnRNP L durchgefiihrt. Die analysierten
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Gene wurden anhand ihrer Eigenschaften ausgewihlt. Vor allem sollte ein bestimmtes
Expressionsmuster erkennbar sein, welches zuvor im [Integrative Genomic Viewer
analysiert wurde (s. Abbildung 5). Eine hohe Expression des Gens unter Hypoxie und der
Anwesenheit von hnRNP L konnte auf einen moglichen Einfluss des Proteins auf die
Wirkung des Gens hinweisen. Auch eine verminderte Expression des Gens unter
Normoxie im Vergleich zu Hypoxie konnte auf den Einfluss von Hypoxie und hnRNP L
hindeuten.

Die tatsdchliche Expression der ausgewdhlten Gene sollte mittels PCR beziehungsweise
qPCR iiberpriift werden. So stehen drei verschiedene Analysemethoden zur Verfiigung
und konnen Auskunft {iber die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf diverse Gene
geben. Hieraus sollen aufgrund der ausgewidhlten Wirkungsgruppen der Gene
Riickschliisse auf den Einfluss von hnRNP L und Hypoxie auf Kanzerogenese und
Vaskularisierung gezogen werden. Ein Beispiel fiir die differentielle Analyse eines

Kandidatengens ist in Abb. 5 gezeigt.

A549
Nox kd
Nox_ctr
Hpx kd
Hpx ctr

PDGFB

Maximale coverage 189 reads per position

|

Abbildung 5: IGV-Screenshot von PDGFB in A549-Zellen unter Normoxie +/- hnRNP L
knockdown und Hypoxie +/- hnNRP L knockdown

Beispiel fiir ein ideales Expressionsmuster: niedrige Expression in Normoxie, hohe Expressionsrate des

Gens in Hypoxie, wobei Kontrolle (Anwesenheit hnRNP L) die hochste Expression des Gens zeigt.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Substanz Hersteller

Agarose Carl Roth GmbH & Co. KG
Borséure Carl Roth GmbH & Co. KG
Bromphenolblau Merck KGaA
Diethylpyrocarbonat - DEPC Sigma-Alderich
Ethylendiamintetraessigsidure - EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethidiumbromidldsung Carl Roth GmbH & Co. KG
Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG
Magnesiumchlorid Merck KGaA
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG
Trishydroxymethylaminomethan Carl Roth GmbH & Co. KG
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG

Weitere verwendete Standard-Chemikalien wurden ebenfalls von oben genannten Firmen

bezogen.

2.2 Kommerzielle Kits

Kit Hersteller

qScript, cDNA Synthesis Kit Quantabio

Luna Universal qPCR Master Mix New England Biolabs
RNeasy Kit Qiagen

22



2.3 Enzyme

Produktname Hersteller

Tag-Polymerase Laboreigene Herstellung, bereitgestellt von Silke

Schreiner

2.4 Puffer, Gele, Losungen

Puffer, Gele, Losungen Bestandteile Menge
Agarose-Gel Agarose 2 % (W/v)
TBE 0,5 x 0,5 x 1:20.000
Ethidiumbromidl&sung 1 % ige Losung (mg/ml)
DEPC-H,O (RNase-freies Diethylpyrocarbonat 1 % (v/v)
Wasser) (2x autoklaviert)
DNA-Ladepufter TBE 6 x
Glycerol 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
PCR-Puffer 10 x (pH 8,3) | Tris/ HCI (pH 9,0) 100 mM
NaCl 500 mM
MgCl, 15 mM
Triton X-100 1 % (v/v)
TBE Puffer 1x Tris 89 mM
Borsédure 89 mM
EDTA (pH 8,0) 2 mM
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2.5 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

PCR-Reaktionsgefif3
Pipettenspitzen
qPCR-Abdeckfolie
qPCR-Platten
Reaktionsgefal3

Zellkulturschale

2.6 Laborgeriite

Hersteller

Sarstedt, 8-er Kette 100 pl

Sarstedt (10, 200, 1000 pl)

VWR

VWR

Sarstedt (Eppendorf 1000 pl, 2000 pl)

Sarstedt

Bezeichnung Hersteller, Produktbezeichnung
Autoklav Systec; DB-23 Autoclave
CO; Inkubator New Brunswick Scientific; Excella Eco-

Geldokumentationssystem
Gelkammer
Inkubator

Nanodrop

Pipetten
Pipetten

Thermocycler

170 CO; Incubator

Syngene; G:Box gel documentation
BioRad; Subcell GT Agarose Gel System
Binder GmbH; E Classic Line

Thermo Fisher Scientific; NanoDrop

1000 Spectrophotometer
Eppendorf; Research Plus 10 pl
Gilson; Pipetman L 20 pl, 200 pl, 500 pl

Applied Biosystems; Veriti Thermal
Cycler
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Thermocycler

Thermocycler real-time PCR

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge mit Kiithlung

Vortex

2.7 Primersequenzen

Agilent Technologies; SureCycler 8800

Eppendorf; Realplex Mastercycler
(Thermocycler)

Eppendorf; Centrifuge 5424

Thermo Fisher Scientific; Heraeus

Multifuge X1R Centrifuge

Scientific Industries; Vortex-Genie2

Primername Primersequenz Produktgrofie
ACTB fwd TGGACTTCGAGCAAGAGATG | 291 bp
ACTB rev GTGATCTCCTTCTGCATCCTG

RPLPO fwd TCGACAATGGCAGCATCTAC 191 bp
RPLPO rev ATCCGTCTCCACAGACAAGG

PDGFB fwd A549 AAAACGCCCCAAACTCGG 150 bp
PDGFB rev A549 TGCCCACACACTCTCCTG

EGRI1 fwd GCAGTCCCATTTACTCAGCG | 178 bp
EGRI1 rev GGAAACAGGTAGTCGGGGAT

PCDHI1 fwd ATTGAGATCCGGGGCATAGG | 246 bp
PCDHI rev CTTCTCGTAGTCTAGCGGGG

PDGFB fwd HUVEC | GGCACACAGACTGGAGAAAA | 206 bp
PDGFB rev HUVEC | CCATCTACAGCCACCTCAAC

CD274 fwd TGTGCCAGAAAAGCCTCATT | 232 bp
CD274 rev AACACAAGGAGCTCTGTTGG

EGLN3 fwd HUVEC | CTGCCCTCACTGAAGACTGA | 167 bp
EGLN3 rev HUVEC | ACCACACACAAGACAGGGAT

TRAF1 fwd GGACCAGAACAACCGTGAG 179 bp
TRAFI1 rev ACTTGAGGAACATTGTGTCGT
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2.8 RNA-Sequenzierexperimente

Um die Expressionsstirke potentiell relevanter Gene zu visualisieren, wurden
bioinformatische Read-Coverage-Datenséitze eines RNA-Sequenzierexperimentes
zweier Zelllinien generiert (durchgefiihrt von You Zhou und Prof. Kathi Zarnack
(Buchmann Institutes for Molecular Life Sciences der Goethe-Universitdt Frankfurt am
Main). In vorangegangenen Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden sowohl A549-
Zellen als auch HUVEC-Zellen unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen
mittels siRNA transfiziert und so ein knockdown des RNA-Bindeproteins hnRNP L
herbeigefiihrt, oder ein Kontroll-Knockdown durchgefiihrt. (s. 4.1; durchgefiihrt von Dr.
Lyudmila Shalamova). Die RNA der Zellen wurde isoliert und mittels des NextSeq 550
(Illumina, Inc.) sequenziert (Stefan Giinther, Sequenzier-Einheit des Max-Planck-
Instituts fiir Herz und Lungenforschung in Bad Nauheim). Diese Sequenzierdaten wurden
anschlieend in das Programm [Integrative Genomic Viewer zur Visualisierung der

Datensitze geladen.

2.9 Bioinformatische Methoden

2.9.1 IGYV - Integrative Genomic Viewer

Der Integrative Genomic Viewer (IGV) ist eine Desktopapplikation, die es ermdglicht
genomische Datensdtze zu visualisieren und zu analysieren. Sowohl Daten aus Next
Generation Sequencing als auch verschiedenen Array-Systemen kdnnen mittels IGV
bearbeitet werden (Thorvaldsdottir et al., 2013). Die Entwicklung dieses Programms
begann 2007 im Rahmen des Cancer Genome Atlas und der Notwendigkeit grofle
Datensdtze zu Expressions-, Mutationsdaten und klinischen Daten in den damals
existierenden Desktopanwendungen zu visualisieren. IGV ldsst sich auf allen Computern
verwenden, die mittels Java programmiert wurden und die gidngige Betriebssysteme
nutzen, wie Windows, iOS oder Linux (Robinson et al., 2011).

Eine Herausforderung stellt die Datensatzgrof3e von mehreren Giga- bis Terabytes dar.
AuBerdem soll dem Nutzer ermoglicht werden, fiir ihn wichtige Bereiche sowohl im
gesamten Genombereich als auch auf Basenebene einsehen zu kdnnen (Robinson et al.,
2011). IGV ermdglicht es vorhandene Datensitze komplikationsfrei zu visualisieren und
zudem mit Studien und eigenen Sequenzier- und array-Ergebnissen zu integrieren

(Thorvaldsdottir et al., 2013).
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Die Bedienung von IGV wurde interaktiv gestaltet, sodass es mittels Scrollens und
Zoomen dhnlich wie in géngigen digitalen Kartensystemen mdglich ist, sich innerhalb der
genomischen Datensdtze zurecht zu finden (Robinson et al., 2011).

Durch eine Vorberechnung der Daten kommt es zu einer sogenannten Datenkachelung /
,data tiling” (Robinson et al., 2011). Die Daten werden in Auflosungsskalen
zusammengefasst, wodurch es moglich wird grof3e Datensétze zu komprimieren und die
Auflésung zu erleichtern (Thorvaldsdottir et al., 2013). Mittels einer pyramidalen
Datenstruktur kann das Genom in verschiedene Stufen beziehungsweise Kacheln
unterteilt werden. Jede Auflosungsstufe dringt dabei weiter in die Tiefe des Genoms vor.
Werden die Datensitze zuerst in den Integrative Genomic Viewer geladen, stellt sich eine
einzige Kachel als Genom dar. In der nichsten Aufldsungsstufe wird jedes Chromosom
durch eine Kachel dargestellt, weiter wird pro Stufe die Anzahl der Kacheln um den
Faktor 2 erhoht. Innerhalb der Kacheln findet eine Unterteilung in ,, bins “ statt (Robinson
etal., 2011).

Auch weiterhin unterliegt IGV einer steten Weiterentwicklung verschiedener Funktionen,
wie der Identifizierung von Fehlern wihrend Sequenzierungen und Analysen, die zu

sogenannten Single-Nucleotide-Varianten fithren (Robinson et al., 2017).

2.9.1.1 Anwendung des Integrative Genomic Viewers

Mit der Desktopapplikation IGV konnen die fiir die vorliegende Arbeit vorab
produzierten Datensétze in verschiedenen Dateiformaten in das Programm eingespeist
werden. Neben nicht-index Formaten wie GFF, BED und multiresolution Formaten wie
TDF (Robinson et al., 2011) wird in der vorliegenden Arbeit das Index Format verwendet.
Hierfiir werden BAM-Dateien (Binary Alignment Map) in den Integrative Genomic
Viewer geladen und in ein Index Format umgewandelt. Wird die Desktopapplikation des
IGV gedftnet, findet sich am oberen Bildschirmrand eine Befehlsleiste mit diversen
Steuerelementen wie einer Auswahl an Referenzgenomen, einem Navigationsbereich und
einer Suchleiste fiir gewiinschte interessante Bereiche. Unterhalb der Befehlsleiste findet
sich eine Kopfleiste, die das aktuell ausgewidhlte Chromosom anzeigt (siche Abbildung 6
A). Im Bereich unter der Kopfzeile konnen dann die Datensétze geladen und aufgelistet
werden. Diese werden horizontal als sogenannte ,, fracks “ geladen. Meist stellt sich eine
Probe als ein horizontaler track dar. Durch einen Rechtsklick mit dem Cursor kann ein

Untermenti fiir die einzelnen fracks gedffnet werden. Sie konnen in komprimierter oder
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erweiterter Darstellung angezeigt werden. Zudem konnen ungewiinschte Datenreihen
ausgeblendet werden. Vor dem Einspeisen der Datensidtze muss ein Referenzgenom
gewdhlt werden. Hierbei kann aus einigen bereits ausgewdhlten Referenzgenomen
gewidhlt werden oder ein eigens gewdhltes in den IGV geladen werden. Durch ein
Vergrofern kann das Referenzgenom auch bis auf Basensequenzebene dargestellt
werden. Die Nukleotide werden als farbige Balken oder Buchstaben in 5°-3° Richtung
angezeigt. In einzelnen Fillen kann der Strang auch in 3°-5° Richtung liegen und durch

manuelles Umschalten in Leserichtung verdndert werden (Thorvaldsdéttir et al., 2013).

A
Human (GRCh38/hg... B = All Z] Go
chrl
chr2
chr3
chr4 |
chr5 4 ® 6
chré | |
L chr?7
B
HUVEC
Nox_kd
Nox ctr
Hpx kd s .
Hpx_ctr ¥ |
EGLN3

Maximale coverage 167 reads per position

Abbildung 6: Screenshot aus dem Integrative Genomic Viewer

A) Navigationsleiste (von links nach rechts): Auswahlmoglichkeit des Referenzgenoms, hier Human
(GRCh 38/hg 38); Auswahlmoglichkeit der Chromosomen; Suchleiste fiir Gene

B) Ubersichtsaufnahme: links die eingespeisten Datensitze; in der weiteren Ubersichtsaufnahme sind die
Datensitze als bins angezeigt. Sie wurden angepasst, sodass der Datensatz mit den meisten reads pro
Genposition als Hochstwert (hier 167) angezeigt wird. Im unteren Bildfeldbereich ist der Genname zu
sehen (EGLN3) sowie die Exon/Intron Struktur. Dicke Balken stellen Exons dar, Introns werden mit
diinnen Strichen angegeben. Die Pfeile zeigen die Leserichtung an. Hier verlduft das Gen in 3°-5°

Richtung und damit entgegengesetzt der Leserichtung.
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In der vorliegenden Arbeit wird als Referenzgenom das Humangenom GRCh 38/ hg38
verwendet. Die durch You Zhou und Prof. Kathi Zarnack (Buchmann Institutes for
Molecular Life Sciences der Goethe-Universitit Frankfurt am Main) zur Verfiigung
gestellten bioinformatisch aufbereiteten Datensdtze der oben beschriebenen RNA-
Sequenzierexperimente werden als FASTA Dateien in IGV geladen und in ein Index

Format umgewandelt. Hierbei liegt fiir jede Zelllinie und jede Bedingung eine Datei vor:

1. AS549-Zelllinie
a. Normoxie control
b. Normoxie hnRNP L knockdown

c. Hypoxie control

d. Hypoxie hnRNP L knockdown

2. HUVEC-Zelllinie
a. Normoxie control
b. Normoxie hnRNP L knockdown
c. Hypoxie control

d. Hypoxie hnRNP L knockdown

Diese Dateien werden fiir eine strukturierte und einheitliche Darstellung immer in der
gleichen Reihenfolge in die Applikation geladen. Nicht bendtigte Daten werden
ausgeblendet, sodass nur noch die Read Coverage der ausgewéhlten Gene zu sehen ist.
Dieser Begriff ldsst sich am besten als ,,RNA-Sequenz-Bedeckung®“ des Genoms
iibersetzen. Uberall dort, wo in der entsprechenden Genomregion eine RNA sequenziert
wurde, wird ein Strich die Genomsequenz bedecken. Je mehr RNA gebildet wurde, desto
mehr Bedeckung findet man nun in der IGV-Darstellung. Die RNA-Menge wird
numerisch auf der Y-Achse abgebildet. In der Vertikalen finden sich nun die vier
verschiedenen Datensitze untereinander aufgelistet. Je weiter in die vorliegenden Daten
vergroBert wird, desto detailliertere Informationen werden angezeigt. Gelangt man bis
auf die Ebene der Basenpaare muss beachtet werden, ob die korrekte Strang-Richtung
von 5°-3° angezeigt wird. Andernfalls muss die richtige Leserichtung eingestellt werden.
Nach Laden der genomischen Datensétze und Einstellen aller gewiinschten Parameter,
kann iiber die Suchleiste am oberen Bildschirmrand das ausgewéhlte Gen gesucht

werden. Anhand der region of interest kann der Bereich markiert werden, in dem z.B.
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eine eindeutige Genexpression sichtbar ist und im weiteren Verlauf zur Primerermittlung
verwendet werden kann. Die Expression des ausgewéhlten Gens unter normoxischen und
hypoxischen sowie mit oder ohne knockdown von hnRNP L kann nun anhand der
sogenannten data tiles dargestellt werden. Dringt man in hoher aufgeldste Ebenen der
genomischen Datensitze vor, so wird die Datenkachelung deutlicher sichtbar. Somit kann
man die jeweilige Anzahl der data tiles in der Vertikalen zwischen den vier verschiedenen

Bedingungen durch die reads per position vergleichen.

2.9.2 Primerdesign
Nach Auswahl der Gene anhand des Expressionsmusters (Read Coverage), welches

durch den IGV visualisiert wurde, werden die Basensequenzen aus den markierten
Bereichen kopiert (,,regions of interest®, siche Abbildung 6 B) und mit Hilfe des
Programms Primer 3 (https://primer3.ut.ee) entworfen. Die Schmelztemperatur wird
hierbei konstant mit 58 °C ausgewihlt.

Eine Kontrolle der Primersequenz wird folgendermaBen durchgefiihrt: Uber die Website
der National Library of Medicine/ National Center for Biotechnology Information (NCBI)
wird das entsprechende Gen ausgewdéhlt. Die Basensequenz wird heruntergeladen.
Anschliefend werden alle Sequenzen in ein Word-Dokument geladen und mittels der
Suchfunktion kontrolliert, ob die durch die /GV -Basensequenz generierte Primersequenz
sich auch in der Basensequenz der NCBI-Website finden lieen. Bei erfolgreicher
Ubereinstimmung werden die Primersequenzen iiber die Firma Sigma Aldrich bestellt.

Die aufgelisteten Sequenzen sind dem Kapitel 3.7 zu entnehmen.

30



2.10 Arbeiten mit humanen Zelllinien

Zelllinie Medium Ursprung

A549 Humane DMEM + 10 % FBS | Bestand der Arbeitsgruppe
Adenokarzinom Prof. Albrecht Bindereif
Zelllinie

HUVEC Human Umbilical | DMEM + 10 % FBS | Cardiovascular Institute in
Vein Endothelial Frankfurt am Main, der
Cells (Humane Arbeitsgruppe um
Nabelschnur- Dr. Nico Jaé,
venenzellen) Prof. Stefanie Dimmeler

Im vorliegenden Projekt werden zwei verschiedene Zelllinien verwendet. Die
experimentellen Arbeiten werden einerseits mit Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(menschliche Nabelschnurvenenzellen) durchgefiihrt. Diese wurden mit freundlicher
Genehmigung des Cardiovascular Institutes in Frankfurt am Main, der Arbeitsgruppe um
Dr. Nico Jaé und Prof. Stefanie Dimmeler zur Verfligung gestellt. Die zweite verwendete
Zelllinie, A549, stellt eine immortalisierte Zelllinie eines Adenokarzinoms der Lunge dar.
Diese stammen aus dem Bestand der Arbeitsgruppe Prof. Albrecht Bindereif.

Die Zellen werden in Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Thermo
Fisher Scientific) Wachstumsmedium, welches zuvor mit 10 % fetalem Kélberserum
(FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) angereichert wurde, auf 10 cm Platten (Sarstedt)
angeziichtet. Hierfiir werden die Platten bei 37 °C im 5 % COz-Inkubator (New
Brunswick Scientific) bei 95 % Luftfeuchtigkeit flir ungefédhr 3 Tage kultiviert.

Bei ca. 80 — 90 % Konfluenz der Zellen, werden diese subkultiviert. Das
Zellkulturmedium wird entfernt. AnschlieBend wird die Zellkulturschale mit
autoklaviertem eiskaltem PBS gewaschen, das PBS wird im folgenden Schritt ebenfalls
entfernt. 1 ml 0,05 % Trypsin-EDTA wird den Zellen zugegeben und fiir 1-2 min bei
37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins werden 10 ml des DMEM-Mediums
hinzugegeben und die Zellen vorsichtig resuspendiert. Zum Erhalt der Zellen wird 1 ml
der Zellsuspension in eine neue Zellkulturschale (10 ml) tiberfiihrt, mit 10 ml Medium

angereichert und fiir 3 Tage im Inkubator kultiviert.
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2.11 Zellkulturmedien

Produktname Hersteller

Dulbeco’s Modified Eagle Medium Gibco, Thermo Fisher Scientific
DMEM

10 % Fetal Bovine Serum FBS (v/v) Gibco, Thermo Fisher Scientific
Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco, Thermo Fisher Scientific

2.12 Biochemische Methoden

2.12.1 RNA Reverse-Transfektion mittels siRNA und Hypoxieversuche

Die Transfektion der angeziichteten Zellen mit siRNA zur Durchfiithrung eines hnRNP L
knockdowns fiir die RNA-Sequenzierung wurde freundlicherweise von Dr. Lyudmila
Shalamova durchgefiihrt. Hierfiir und auch fiir die Proben der Validierung wurden 2 ml
Opti-MEM Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) mit 18 pl siRNA (20 puM)
versetzt. Die siRNA-Probe beinhaltet entweder eine Luziferase-Kontrolle oder eine
spezifische siRNA. Anschlieend werden 22 ul RNAiMax (Invitrogen) zugefiigt. Die
Losung inkubiert fiir 15-25 min. Zwischenzeitlich werden die Zellen in 10 ml DMEM
Medium gelost und in einer Neubauer Zdhlkammer gezéhlt. Die bendtigte Menge an
Zellen pro 10 cm Schale betrdgt 8,8 x 10°. Das bendtigte Volumen der Zelllgsung wird
berechnet. Entsprechend des errechneten Volumens wird die Differenz an DMEM
Medium nach der Inkubationszeit zum Transfektionsansatz gegeben. Anschliefend folgt
die berechnete Anzahl an ml der Zelllosung. Nach einer Inkubation iiber Nacht wird das
Medium abgesaugt und 10 ml neues Medium zugegeben. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 3-4 Tagen werden die Zellen nach etablierten Labormethoden
geerntet.

Zur Durchfiihrung der Hypoxieversuche wurden vier Versuchsgruppen wihrend der
Anzucht der Zelllinien gebildet. Zwei Versuchsgruppen bildeten die kinockdown-
Gruppen. Hierfiir wurden die Zellen mit siRNA transfiziert, gegen die 3’-UTR der
hnRNP L mRNA gerichtet und anschlieBend insgesamt 72 Stunden kultiviert. Die zwei
Kontrollgruppen wurden mit einer gegen Luziferase gerichteten siRNA behandelt. Fiir
die letzten 24 Stunden wurde sowohl eine Versuchsprobe der knockdown-Gruppe als auch

eine Probe der Kontrollgruppe einer reduzierten Sauerstoffsittigung von 0,5 — 1 %
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ausgesetzt. Nach 72 Stunden wurde die RNA aller Zellen nach Bedingungen gesondert
isoliert und anschlieBend mittels des NextSeq 550 (Illumina, Inc.) sequenziert (ribo-

minus library preparation).

2.12.2 RNA-Isolierung

Zur Isolierung von zelluldrer Gesamt-RNA findet das RNeasy Kit der Firma Qiagen
Anwendung. Die Isolierung erfolgt nach Herstellerangaben und Verwendung der bereit
gestellten Reagenzien. Das Medium der auf 10 cm Platten angezogenen Zellen wird
entfernt. Die Zellen werden vorsichtig mit eiskaltem PBS gewaschen, das PBS wird
abgesaugt. AnschlieBend werden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und fiir 5 min bei
4 °C und 2.000 rpm zentrifugiert. 1 ml Trizol wird zugegeben und fiir 2-3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden 200 pl Chloroform zur Trennung der
organischen Bestandteile hinzugefiigt und fiir 5 min inkubiert. Das Zelllysat und die
zugefiigten Reagenzien werden mit 12.000 x g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
entstandene wiissrige Uberstand wird in ein 1,5 ml Eppendorf Tube pipettiert und mit dem
gleichen Volumen 70 %igen Ethanol versetzt. Die Probe wird zum Waschen auf RNeasy
columns tiberfiihrt, jedoch maximal 700 pl auf einmal. Die RNeasy columns werden fiir
15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. 700 ul RW1 buffer des RNeasy Kits werden zugegeben,
es wird 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Einsatz der RNeasy colums wird in ein
neues Eppendorf Reagenzgefil} eingesetzt, es werden 500 pul RPE-Puffer zugefiihrt und
bei 10.000 rpm fiir 15 s zentrifugiert, die Fliissigkeit wird verworfen. Anschlieend
werden erneut 500 ul RPE-Puffer zugefiihrt und 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, die
Fliissigkeit wird wieder verworfen. Anschlieend wird der Einsatz der RNeasy columns
1 min bei 10.000 rpm trockenlaufen gelassen, eventuell entstehender Uberschuss an
Fliissigkeit wird verworfen. 30-50 ul DEPC-Wasser werden zugegeben und 1 min
inkubiert, anschlieBend wird fiir 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die RNeasy columns
konnen nun verworfen werden, die isolierte RNA befindet sich im DEPC-Wasser.
Abschliefend wird die RNA-Konzentration im Nanodrop bei einer Wellenldnge von

260 nm gemessen.
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2.12.3 c¢DNA Synthese

Fiir die reverse Transkription der RNA in cDNA wird das cDNA Synthesis Kit der Firma
Quantabio verwendet, 600 ng isolierter RNA werden jeweils eingesetzt. Die cDNA-
Synthese wird nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierfiir werden 4 pl des cDNA
reaction mix mit 1 pl Reverser Transkriptase auf Eis pipettiert. AnschlieBend werden
anhand der RNA-Konzentration der jeweiligen Probe berechnet, welches Volumen in pl

RNA eingesetzt werden muss.

Tabelle 2: Thermocycler Programm zur cDNA-Synthese

Temperatur Zeit
25°C 5 min
42 °C 30 min
85 °C 5 min
4°C o0

2.13 Polymerase-Kettenreaktion PCR

Die synthetisierte cDNA wird fiir jedes Replikat in einer PCR durch das Haushaltsgen (-
Aktin tiberpriift. Als Nachweis der cDNA -Synthese erfolgt fiir jedes ausgewéhlte Gen
und jedes Replikat eine PCR. Diese wird nach im Labor etabliertem Pipettierschema

durchgefiihrt:

Tabelle 3: Pipettierschema PCR

Bestandteile Volumen (ul)
Template (aus cDNA-Synthese) 1

10 x PCR-Puffer 2

25 mM MgClz (2,5 mM) 0,8

10 mM dNTPs 0,4

Primer Mix 2

Taq Polymerase 0,5

Wasser 13,3
Gesamtvolumen 20
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PCR-Puffer, Magnesiumchlorid, Deoxynukleotid-triphosphate, Primermix (bestehend
aus forward und reverse Primern) und Wasser werden pipettiert, gevortext und
abzentrifugiert. Zuletzt wird die fag-Polymerase zugegeben und gut gemischt. 19 pl des
Mastermixes werden in PCR-Reaktionsgefda3e tiberfiihrt. Als template werden cDNAs
der verschiedenen Replikate aus A549 und HUVEC verwendet und jeweils 1 pl dem
Mastermix zugefiigt. Die PCR-Reaktionen durchlaufen im Thermocycler folgendes

festgelegtes Programm.

Tabelle 4: Thermocycler Programm PCR

Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 94 °C 2 min
Variabel (24 - 32) 94 °C 20 s
Annealing 58 °C 30s
72 °C 30s
Elongation 72 °C 7 min
4°C o

Zu Beginn des Nachweises werden die PCR-Reaktionen fiir jedes Gen sowohl mit 25 als
auch mit 30 Zyklen durchgefiihrt. Anschliefend werden die Proben mit jeweils 4 ul
6 x DNA-Ladepuffer versehen, gevortext und abzentrifugiert. Danach erfolgt die
Beladung des Agarosegels zur Uberpriifung der Amplifikate.

2.14 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese. Da die
Liangen der zu untersuchenden Fragmente zwischen 0,1 und 2 kb liegen, wird eine 2 %ige
Losung zur Herstellung des Agarosegel verwendet. Das Agarosegel wird mit 6 g Agarose
(Carl Roth GmbH & Co. KG) und 300 ml 1 x TBE-Puffer angesetzt. Die Agarose wird
durch Erhitzen der Losung aufgeldst — nach Abkiihlen wird Ethidiumbromid (Carl Roth
GmbH & Co. KG) in einer Konzentration von 1:20.000 beziehungsweise 15 pl zugefiigt
und in einem 50 °C Inkubator (Binder GmbH) aufbewahrt.

Die Agarose polymerisiert in einem Gelschlitten bei Raumtemperatur innerhalb von 5 -

10 Minuten. Das Agarose-Gel wird in eine Gelkammer mit 0,5 x TBE-Puffer iiberfiihrt.
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AnschlieBend werden in jede Tasche jeweils eine Probe der mit 6 x Ladepuffer
versehenen PCR-Reaktionen aufgetragen, zur Groflenbestimmung werden 5 pul des DNA-
ladder GroBenmakers aufgetragen. Eine Spannung von 120 V mit 400 mA wird fiir 45
Minuten  angelegt.  Anschliefend  wird das  Agarose-Gel im  G:box
Geldokumentationssystem (Syngene) mit UV-Licht bestrahlt und die PCR-Produkte
mittels Ethidiumbromid-Farbung detektiert. Das Gel wird mit Hilfe der zugehorigen
Software GeneTools (Syngene) ausgewertet. Je nach Stirke des auf dem Gel sichtbaren
Signals wird die PCR in den folgenden Experimenten mit einer hoheren oder niedrigeren
Zykluszahl durchgefiihrt, bis eine der vier Hypoxiebedingungen das moglichst

schwichste Signal im Sinne einer semiquantitativen Bewertung zeigt.

2.15 Quantitative PCR

Zur Quantifizierung mittels qPCR werden die Gene ausgewéhlt, die sichtbare und
deutliche Ergebnisse in der PCR/ Gelelektrophorese zeigen und ebenso eine relevante
Funktion fiir die Tumorgenese beziechungsweise Hypoxie aufweisen (s. 4.4).

Die qPCR wird im StepOne Cycler (Thermo Fisher Scientific) mit dem Luna Universal
qPCR MasterMix (New England Biolabs) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Anhand der Mittelwerte der cycle tresholds (Cts) wird die relative Genexpression der
ausgewdhlten Gene mittels der Pfaffl-Methode berechnet, die zur Normalisierung ein
oder mehrere Referenzgene verwendet, und die Primer-Amplifikationseffizienz mit
einbezieht (Pfaffl, 2001). Zur Normalisierung der vier Bedingungen (Normoxie hnRNP
L knockdown, Normoxie control, Hypoxie hnRNP L knockdown, Hypoxie control)
werden die Ct-Werte der Referenzgene ACTB ([f-Aktin) und RPLPO (Ribosomal protein,
large, P0) unter Normoxie control verwendet. Die Haushaltsgene werden unter keiner
der vier verschiedenen Bedingungen reguliert. Die relative Genexpression wird nach

folgender Formel berechnet:

(E Zielgen)ACt Zl-elgen(Kontrolle—Behandlung)

Ratio=
(0] & Referenzgen)ACt Referenzgen(Kontrolle—Behandlung)

Dabei handelt es sich um eine Amplifikationseffizienz-korrigierte relative

Quantifizierung, bei der unterschiedliche Effizienzen der Primer fiir jedes Gen
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berticksichtigt werden. Die Amplifikationseffizienz E wird anhand dieser Formel

berechnet:

1
E = 10(_Steigung

)

Die Steigung wird durch die Amplifikationskurve der Ct-Werte von bekannten
Verdiinnungen von cDNA und PCR von Haushaltsgenen, sowie Zielgenen, die gegen den
Logarithmus der cDNA-Verdiinnung aufgetragen wurden, ermittelt. Mittels Excel wird

die Steigung der Kalibriergeraden ermittelt.

2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der qPCR-Daten erfolgt mittels des Programms Microsoft
Excel. Die Stichprobengrof3e belduft sich auf drei biologische Replikate (n=3), gibt den
Ct-Wert an und wird fiir jede der vier Bedingungen eines Gens ermittelt. Jedes
biologische Replikat wird aus jeweils drei technischen Replikaten gemittelt, sodass drei
Mal drei Ct-Werte in die Berechnung des p-Wertes einflieBen. Es wurde ein zwei-
Stichproben-t-Test auf die gewonnenen Daten angewendet und zweiseitig ausgewertet.
Hierbei wurden die Mittelwerte zwei verschiedener Gruppen darauf untersucht, ob ein
signifikanter Unterschied besteht (a-Fehler= 5 %). Es wurde die Stichprobe Normoxie-
Kontrolle jeweils gegen die Stichprobe von Normoxie hnRNP L knockdown, Hypoxie-
Kontrolle und Hypoxie hnRNP L knockdown verglichen. P-Werte < 0,05 wurden als

signifikanter Unterschied gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Erste Hypoxieversuche und Vorarbeiten

Die Grundlagen dieser Arbeit wurden in vorangegangenen Experimenten durch wertvolle
Erkenntnisse iiber das RNA-Bindeprotein hnRNP L durch die Arbeitsgruppe um PD Dr.
Oliver Rossbach des Instituts fiir Biochemie des FB 08 (Biologie und Chemie) der Justus-
Liebig-Universitdt gewonnen (s. 1.4). Um den Einfluss von hnRNP L unter Hypoxie
weitergehend zu untersuchen erfolgten 2018 die ersten Versuche, in denen humane
Zelllinien von A549- und HUVEC-Zellen unter Hypoxie angezogen wurden. Zudem
erfolgte ein knockdown von hnRNP L durch siRNA. Die Hypoxieversuche wurden durch
Dr. Lyudmila Shalamova und PD Dr. Oliver Rossbach mit A549-Zellen durchgefiihrt.
Das Institut fiir Kardiovaskuldre Regeneration der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitét
in Frankfurt am Main, fiihrte unter der Leitung von Dr. Nico Jaé in der AG von Prof.
Stefanie Dimmeler die gleichen Versuche mit HUVEC-Zellen durch. Die exakte
Durchfiihrung der Hypoxieversuche ist 2.10 zu entnehmen.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Kathi Zarnack und You Zhou des
Buchmann Institutes for Molecular Life Sciences der Goethe-Universitit Frankfurt am
Main wurden die Sequenzierergebnisse der oben beschriebenen Versuche
bioinformatisch analysiert. Es wurde mittels differentieller Genexpressionsanalyse
(DESeq2) ausgewertet, welche Gene einen Effekt in ihrer Expression im hnRNP L
knockdown aufweisen. Insgesamt konnten so 300 Gene ermittelt werden. Zur Auswertung
der Daten und Darstellung der Genexpressionen der untersuchten Zelllinien A549 und
HUVEC wurde das Programm Integrative Genomic Viewer verwendet (s. Kapitel 2.9.1
und 2.9.1.1). Durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe PD Dr. Oliver Rossbach wurden 39
Gene fiir HUVEC-Zellen und 23 Gene fiir A549-Zellen ausgewihlt, die unterschiedliche
Expressionsmuster zwischen den vier verschiedenen Bedingungen zeigen, die in der

vorliegenden Arbeit weiter untersucht wurden.
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| Hypoxie-Experimente 2018 (AG Rossbach, JLU GieBen & Nico Jaé, Goethe-Universitit, Frankfurt/ Main) |

Zelllinie A549 Zellllnlle HUVEC
|
I | | I [ I I |
| Nox_kd ” Nox_ctr ” Hpx_kd ” Hpx_ctr | | Nox_kd ” Nox_ctr " Hpx_kd H Hpx_ctr |
| Zellernte > RNA-Isolierung und Sequenzierung | | Zellernte - RNA-Isolierung und Sequenzierung |

Bioinformatische Vorauswahl

300 Gene wurden mit Hilfe des /GV-Programms im Human Genome GRCh 38/ hg38 ausgewahlt >
Effekt von hnRNP L knockdown auf Genexpression

Weiterflihrende Selektion hinsichtlich signifikanter Unterschiede der Expressionsamplituden:

23 Gene 39 Gene
] |
16 Gene 20 Gene
mit Bezug zu Kanzerogenese bzw. Vaskularisierung mit Bezug zur Kanzerogenese bzw. Vaskularisierung
A Expressionsamplituden A Expressionsamplituden
1. unter Hypoxie (Hypoxische Regulation) 1. unter Hypoxie (Hypoxische Regulation)
2. Hypoxie-Kontrolle vs. knockdown (hnRNP L 2. Hypoxie-Kontrolle vs. knockdown (hnRNP L
Regulation) Regulation)
Vorbereitende PCRs
16 Primerpaare designen 20 Primerpaare designen

Primertest mit Normoxie_ctr RNA mit jeweils 25 und 30 Zyklen

| PCR (semiquantitativ) |
14 A549-Gene in PCRs mit optimierter Zyklenzahl 18 HUVEC-Gene in PCRs mit optimierter Zyklenzahl
I |

I I [ I [ [ I I
| Nox_kd || Nox_ctr | | Hpx_kd || et | | Nox_kd | | Nox_ctr | | Hpx_kd | | Hpx_ctr |

3 Gene mit Kontrast zwischen den PCR- 4 Gene mit Kontrast zwischen den PCR-

Amplifikaten und gleicher Tendenz wie Amplifikaten und gleicher Tendenz wie

Expressionsmsuter im IGV Expressionsmsuter im IGV
PDGFB, EGRI, PCDH1 PDGF3, EGLN3, TRAF1, CD274
qPCR (quantitativ)

Abbildung 7: Ubersicht iiber Genauswahl und Analyse

Nach erfolgten Hypoxieversuchen durch PD Dr. O. Rossbach und N. Jaé im Jahr 2018 erfolgte eine
Vorauswahl von 300 Genen. Gesucht wurden Gene, die einer verdnderte Expression wihrend des
knockdowns von hnRNP L zeigten. Die Auswahl der Gene wurde durch verschirfte Kriterien weiter
verkleinert, sodass am Ende 14 Gene der Zelllinie A549 und 18 Gene der Zelllinie HUVEC in die genauere
Validierung mittels PCR einbezogen wurden. Am Ende wurden 3 Gene der A549-Zellen und 4 Gene der
HUVEC-Zellen in der qPCR iiberpriift.
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3.2 Uberpriifung der RNA-Konzentration und Reinheit

Nachdem jede Zelllinie Hypoxieversuchen wie unter 2.10 und 3.1 beschrieben
unterzogen wurde, erfolgte eine RNA-Isolierung (s. 2.12.2). Es wurde eine
photometrische Uberpriifung der RNA-Reinheit und Konzentration mittels des
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Die RNA-Reinheit wurde anhand
des Quotienten aus 280 nm und 260 nm bestimmt. Als optimaler Wert wird ein Bereich
der Absorptionsspektrum-Quotienten zwischen 1,8 und 2 angenommen, wobei Werte
unter 1,8 auf eine Verunreinigung der RNA-Probe hindeuten. Wie Tabelle 5 zu
entnehmen ist, liegt kein Reinheitswert der A549-RNA unter 1,8. Auch das 260/280
Verhéltnis der HUVEC-RNA liegt iiber 1,8 und {iiberschreitet den Wert von 2 nur
minimal. Es liegt also eine hohe Reinheit der RNA-Proben vor. Auch die
Konzentrationswerte liegen in einem Bereich, der die Verwendung der RNA in weiteren
Versuchen ermdglicht. Fiir eine weitere Uberpriifung der RNA-Qualitit wurden die RNA
der drei Replikate der Zelllinien A549 und HUVEC mit Primern der Referenzgene ACTB
und RPLPO in einer PCR getestet.

Tabelle 5: Konzentration und Reinheit der A549-RNA

A549 Probe Replikat Konz. ng/pl Quotient 260/280
Nox kd nl 558,16 1,99
Nox_ctr nl 734,92 1,98
Hpx kd nl 522,86 1,93
Hpx_ctr nl 605,24 2,01
Nox _kd n2 874,99 1,93
Nox_ctr n2 1043,22 1,93
Hpx kd n2 681,55 1,88
Hpx ctr n2 969,68 1,91
Nox kd n3 828,01 1,94
Nox_ctr n3 552,63 1,99
Hpx kd n3 949,33 1,89
Hpx_ctr n3 1047,44 1,91
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Tabelle 6: Konzentration und Reinheit der HUVEC-RNA

HUVEC Probe Replikat Konz. ng/pl Quotient 260/280
Nox kd nl 1311,48 2,14
Nox ctr nl 1034,64 2,13
Hpx kd nl 987,41 2,1
Hpx_ctr nl 722,86 2,12
Nox_kd n2 693,5 2,1
Nox ctr n2 682,49 2,13
Hpx kd n2 571,53 2,15
Hpx ctr n2 743,74 2,13
Nox _kd n3 873,49 2,13
Nox ctr n3 1471,03 2,11
Hpx kd n3 940,70 2,12
Hpx ctr n3 1038,87 2,11

3.3 Auswahl der Referenzgene

Vor Validierung der ausgewihlten Gene wurde eine Vorauswahl an Haushaltsgenen
getroffen. In Anlehnung an einschldgige Untersuchungen konnte aus einer Auswahl an
giangigen Referenzgenen getroffen werden. Diese werden in verschiedenen
Korpergeweben in einer anndhernd gleichen und kontinuierlichen Menge exprimiert und
unterliegen kaum Schwankungen in ihrer Expressionsmenge (Vandesompele et al.,
2002). Auch hier wurden die ausgewaihlten Haushaltsgene (YWHAZ, GAPDH, B2M,
ACTB, HMBS, RPS18, RPL134, RPLP0) in IGV hinsichtlich ihres Expressionsmusters
iiberpriift. Gab es hier bereits unregelmdfige Expressionslevel zwischen den vier
Versuchsbedingungen, wurde das entsprechende Gen nicht in weiteren Versuchen
iiberpriift. Durch PCR wurden die verbliebenen Referenzgene auf eine konstante
Expression unter hypoxischen Bedingungen und einem knockdown von hnRNP L
getestet. Hierzu wurden die Signale der PCR im Agarosegel semiquantitativ
untereinander verglichen. Kam es hierbei zu unterschiedlich starken Signalen im
Agarosegel nach Ethidiumbromidfiarbung, wurde von einer Verwendung dieses

Referenzgens zur Normalisierung der zu testenden Gene abgesehen. Letztendlich wurden
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die Gene ACTB (B-Aktin) und RPLPO (Ribosomal protein, large, P0) ausgewaihlt (s.
Abbildung 8). RPLPO kodiert fiir ein Protein, welches Teil der ribosomalen 60S-
Untereinheit ist und somit ubiquitir weitgehend in konstanten Mengen im Korper auftritt.
Zudem konnte in experimentellen Untersuchungen eine konstante Expression auch unter

Hypoxie ermittelt werden (Weigand et al., 2012).

ACTB 25x B2M 25x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w
S —

Abbildung 8: Agarosegel der Haushaltsgene ACTB und B2M in A549-Zellen

Dieses Agarosegel wird exemplarisch fiir ein nicht verwendetes Referenzgen gezeigt. Die
Signalstirke der PCR-Produkte mit ACTB-Primern ist in allen vier Bedingungen konstant,
wiahrend die Signalstdrken der vier Versuchsbedingungen sich im Haushaltsgen B2M
unterscheiden. B2M zeigt somit — im Gegensatz zu einer anderslautenden Studie, die die Auswahl
des Gens B2M unterstiitze (Kuang et al., 2018) - keine gleichméBige Expression unter
hypoxischen Bedingungen und hnRNP L knockdown. Die PCR wurde mit 25 Zyklen durchgefiihrt
(25x).

3.4 Genauswahl nach Funktion und Expressionsmuster

Nach dem eine Vorauswahl von 39 HUVEC-Genen und 23 A549-Genen in der AG
Rossbach getroffen wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit folgendes

Expressionsmuster in IGV gesucht:

a. Normoxie control = Expression wird als Vergleichsniveau angenommen

b. Hypoxie control = Zunahme im Vergleich zu Normoxie control, oder
dhnliches Expressionslevel

c. Hypoxie hnRNP L knockdown - Reduzierte Expression im Vergleich zu
Hypoxie control und auch zu Normoxie control
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Die Auswahl der Gene wurde zudem aufgrund ihrer Funktion in Karzinogenese und
Vaskularisierung getroffen. Hierzu wurde eine ausfiihrliche Literaturrecherche betrieben,
um besonders jene Gene zu untersuchen, die eine biologische Relevanz bei der Reaktion
von Zellen und Geweben oder Tumoren auf Sauerstoffmangel haben. Zudem wurden
Gene ausgewdhlt, bei denen ein moglicher Einfluss von hnRNP L auf die Expression
verschiedener Gene unter Hypoxie relevant sein konnte.

Von anfénglich iiber 39 beziehungsweise 23 Genen wurden aufgrund fehlender Relevanz
bezogen auf Tumorwachstum und Vaskularisierung 19 der HUVEC-Gene und 7 der
A549-Gene fiir weitere Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit verworfen. 16
Gene der A549-Zelllinie und 20 Gene der HUVEC-Zelllinie wurden fiir eine Validierung
mittels PCR ausgewdéhlt.

3.5 Vorbereitende Mafinahmen fiir Reverse Transkription und PCR

Im Integrative Genomic Viewer wurden alle Gene hinsichtlich ihres Expressionsmusters
iiberpriift und ein besonders relevanter Bereich mit deutlichen Unterschieden zwischen
den vier Bedingungen markiert. Aus dieser Region wurde die fiir das jeweilige Gen in
IGV hinterlegte Basensequenz extrahiert und anhand derer {iber das Programm Primer 3
(https://primer3.ut.ee) die bendtigten Primer erstellt. Uber die Website der National
Library of Medicine/ National Center for Biotechnology Information (NCBI) wurden die
Basensequenzen der gewiinschten Gene erneut ermittelt und mit der durch den IGV
ermittelten Primersequenz verglichen, um sicher zu gehen, dass die gewdhlten Primer
tatsdchlich auf die ausgewidhlte mRNA paaren.

Zu Beginn der PCR-Versuche wurden die Primer aller relevanten Gene (s. Tabelle 7) in
der PCR mit RNA aus einer Kontroll-Bedingung (Normoxie, kein knockdown) iiberpriift.
Hierfiir wurde A549- beziehungsweise HUVEC-cDNA als template verwendet. Bei
einem fehlenden Nachweis eines PCR-Produkts ohne Signal im Agarosegel der
Elektrophorese nach 35 Zyklen oder bei unspezifischen Amplifikaten, wurden diese Gene
von weiteren Versuchen ausgeschlossen (A549: SYNGR3, CRABP2/ HUVEC: FBLN2,

SLC8A3). Die Gene mit positivem Ergebnis wurden weiter untersucht.
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Tabelle 7: Auflistung der in der PCR iiberpriiften Gene in A549 und HUVEC

A549-Zelllinie
1. AXL (AXL Receptor Tyrosine Kinase)
COL5AI (Collagen Type V Alpha 1 Chain)
CRABP?2 (Cellular Retinoic Acid Binding Protein 2)
EGLN3 (Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3)
EGRI (Early Growth Response 1)
GBP2 (Guanylate Binding Protein 2)
IL6 (Interleukin 6)
KLF6 (KLF Transcription Factor 6)
LOXL?2 (Lysyl Oxidase Like 2)
MEGF6 (Multiple EGF Like Domains 6)
. PCDH] (Protocadherin 1)
PDGFRB (Platelet-derived growth factor)
PPFIA4 (PTPRF Interacting Protein Alpha 4)
SPAG4 (Sperm Associated Antigen 4)
SYNGR3 (Synaptogyrin 3)
TNS1 (Tensin 1)

O 2 N S RN N

~_ N N N N N~
S LR SN =S

HUVEC-Zelllinie
1. APBAI1 (Amyloid Beta Precursor Protein Binding Family A Member 1)
2. CD274 (Cluster of differentiation 274)/ PD-L1 (Programmed cell death ligand-1)
3. COLI11A2 (Collagen Type XI Alpha 2 Chain)
4. CRABP?2 (Cellular Retinoic Acid Binding Protein 2)
5. CSF2 (Colony Stimulating Factor 2)
6. DOC24 (Double C2 Domain Beta)
7. EGLN3 (Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3)
8. FBLN2 (Fibulin 2)
9. GJAS (Gap Junction Protein Alpha 5)
10. GVINPI ((GTPase, Very Large Interferon Inducible Pseudogene 1)
11. LUCATI (Lung Cancer Associated Transcript 1)
12. LRRC17 (Leucine Rich Repeat Containing 17)
13. MYL9 (Myosin Light Chain 9)
14. PDGFB (Platelet-derived growth factor)
15. PTHLH (Parathyroid Hormone Like Hormone)
16. SLC8A3 (Solute Carrier Family 8 Member A3)
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17. STC2 (Stanniocalcin 2)

18. TSPAN? (Tetraspanin 2)

19. ZC3H124 (Zinc Finger CCCH-Type Containing 124)
20. ZNF773 (Zinc Finger Protein 733)

3.6 Validierung ausgewihlter Gene durch PCR

Um das in IGV visualisierte Expressionsmuster der ausgewéhlten Gene zu validieren,
wurde eine Reverse Transkription mit anschlieBender semiquantitativer PCR oder
quantitativer PCR (qPCR) durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Zyklenzahl, bei der die PCR sich noch in einem exponentiellen,
quantitativen Bereich befindet (also noch keine der Amplifikationsreaktionen die Plateau-
Phase erreicht hat), wurden zunichst sowohl 25 als auch 30 PCR-Zyklen durchgefiihrt.
Das Ziel war es, moglichst wenige Zyklen zu verwenden, damit in der Kontroll-Reaktion
(Normoxie & Kontroll-knockdown) gerade eben eine Bande im Agarosegel nach Farbung
zu erkennen ist. Die Expression unter physiologischen Sauerstoffbedingungen und der
Anwesenheit von hnRNP L sollen den physiologischen Normalzustand einer Zelle
widerspiegeln. Alle anderen Proben werden mit dieser Probe verglichen beziehungsweise
dazu in Relation gesetzt.

Die Signalstérke der getesteten Gene im Agarosegel der PCR fiihrte zu der Entscheidung,
wie hoch die Zyklenzahl im weiteren Verlauf eingestellt werden sollte. War das Signal
der Normoxie-Kontrolle bei 25 Zyklen zu schwach, bei 30 Zyklen jedoch zu stark, wurde
eine Zyklenzahl von 27 angenommen, um fiir alle vier Bedingungen einen mdglichst
starken Unterschied zwischen den Signalen zu ermdglichen. Die einzelnen Signale sollten
sich voneinander unterscheiden lassen, sodass eine zumindest annéhrend quantitative
Auswertung der eigentlich nur semiquantitativen PCR auf dem Agarosegel moglich ist.
Waren die Signale zu stark und lieen keinen Riickschluss auf den unterschiedlichen
Gehalt an PCR-Produkt im Agarosegel zu, so wurde die Zyklenzahl weiter reduziert.
Unter Umstéinden waren diese Reaktionen schon in der Plateau-Phase der Amplifikation
und somit auBlerhalb des exponentiellen Bereichs. Waren die Amplifikate jedoch zu
schwach, wurde die Zyklenzahl weiter erhoht, bis ein PCR-Produkt auf dem Agarosegels
sichtbar war. Ziel war es, diejenige Zyklenzahl einzustellen, bei der die Probe mit dem
geringsten PCR-Produkt ihr schwéchstes Signal auf dem Agarosegel zeigt, sodass eine

deutliche Abgrenzung zur Menge der anderen Amplifikate mdglich ist.
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Einige Gene wurden aufgrund fehlender Signale aus den weiteren Versuchen
herausgenommen, andere wiederum zeigten keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der vier Versuchsgruppen oder unspezifische Nebenprodukte und wurden daher ebenfalls
fiir die anschlieBende quantitative Auswertung mittels gPCR nicht ausgewihlt. Ubrig
blieben drei Gene fiir die Zelllinie A549 und vier Gene fiir die Zelllinie HUVEC (Tabelle
8).

Tabelle 8: Auflistung der in PCR und qPCR validierten Gene

A549-Zelllinie HUVEC-Zelllinie

PDGFB — PDGFB —

Platelet derived growth factor B Platelet derived growth factor B

EGRI — Endothelial Growth factor 1 EGLN3 - Egl-9 Family Hypoxia
Inducible Factor 3

PCDH|1 — Protocadherin 1 TRAF'I - Tumor necrosis factor receptor
associated factors 1
CD274 (Cluster of differentiation 274)

3.7 Validierungsergebnisse der ausgewihlten Gene in IGV, PCR und qPCR

Zellen beider Zelllinien wurden sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen
Bedingungen angezogen. Es wurden vier Versuchsgruppen gebildet. Je
Sauerstoftbedingung erfolgte fiir eine Versuchsgruppe ein knockdown von hnRNP L.
Nach Einlesen der Datensitze der beiden Zelllinie A549 und HUVEC in den Integrative
Genomic Viewer wurde zunéchst der Platelet-derived-growth factor B ausgewéhlt, da er
ein Expressionsmuster zeigt, welches Hinweise auf einen mdglichen Einfluss von hnRNP
L in Hypoxie gibt. Die Skalenhdhe der Sequenzier-read-coverage auf der y-Achse der
tracks der vier verschiedenen Versuchsbedingungen wurden in IGV-Gruppen
autoskaliert, sodass eine einheitliche Ansicht entsteht. Hierbei konnen gut die
unterschiedlichen Expressionslevel der vier Versuchsbedingungen direkt verglichen
werden. Jeder track wird in der Einheit reads per position gelesen.

Insgesamt wurden zu jedem Gen drei biologische Replikate untersucht, von denen jeweils
drei technische Replikate pro Versuchsbedingung und qPCR ausgewertet wurden. Ct-
Mittelwerte wurden aus jeder qPCR gebildet und alle drei biologischen Replikate
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gemittelt. Die gewonnenen Daten wurden mittels der Auswertungs-Methode nach Pfaftl
verarbeitet und die relative expression ratio berechnet. Es wurde gegen die Referenzgene
ACTB und RPLP0 normalisiert (s. Kapitel 2.16).

Normoxie ctr dient der Normalisierung und wird mit einem relativen
Genexpressionsverhétlnis von 1 angenommen. Zur Vereinfachung wurden die Ergebnisse

der ausgewdhlten Gene nach Zelllinien zusammengefasst.

3.7.1 Expressionsmuster von PDGFB, PCDH1, EGRI in A549 in IGV

Die Screenshots der ausgewéhlten Gene PDGFB, PCDHI und EGRI zeigen in IGV unter
Normoxie eine viel geringere Expression als unter hypoxischen Bedingungen. Unter
normoxischen Bedingungen fiihrt das Fehlen von hnRNP L nach knockdown zu keiner
verdnderten Expression von PDGFB und PCDHI im Vergleich zur Normoxie-
Kontrollgruppe. Unter Hypoxie fiihrt ein knockdown von hnRNP L zu einer geringeren
Expression der beiden Gene als die Anwesenheit von hnRNP L. Die Versuchsgruppe
Hypoxie-Kontrolle zeigt die hochste Zahl von reads per position mit 189 in PDGFB (s.
Abbildung 9 A) und in PCDHI ist sie mit 17 reads per position am hochsten (s.
Abbildung 9 B). Aufgrund ihrer interessanten Expressionsmusters wurden PDGFB und
PCDH] fir die weitere Validierung ausgewdhlt.

Die Analyse der Expressionsdatensétze in IGV zeigen, dass sowohl die Daten aus der
Normoxie-Kontrolle als auch aus dem Normoxie knockdown keine hohe Expression von
EGRI zeigen und auch innerhalb der beiden Gruppen ist kein starker Unterschied
sichtbar. Hypoxie und die Anwesenheit von hnRNP L dagegen bewirken eine
Expressionrate von etwa 10 reads per position fiir EGRI in A549-Zellen. Dieser Anstieg
der Expression von Normoxie nach Hypoxie ist weniger deutlich wenn hnRNP L im
knockdown fehlt. Wegen des erhohten Expressionslevels von EGRI unter Hypoxie und
in Anwesenheit von hnRNP L wurde es zur Gruppe der Gene zugeteilt, die mittels PCR

weiter untersucht werden sollten.
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Abbildung 9: Expressionslevel von PDGFB, PCDHI und EGRI in A549 im Integrative
Genomic Viewer
Die A549-Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder Hypoxie (Hpx) kultiviert und ein hnRNP L-
knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr) durchgefiihrt. Die mRNA-Expressionslevel des Platelet-
derived-growth-factor B (PDGFB) (A), des Protocadherins 1 (PCDHI) (B) und des Early Growth

Response 1 (EGR1) (C) wurden mittels RNA-Sequenzierung bestimmt. Die Abbildung wurde mit Hilfe der
Desktopapplikation IGV erstellt.

3.7.2 Expressionsmuster von PDGFB, PCDH1, EGRI in A549 in der PCR

Zur Validierung der ausgewéhlten Gene wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Es wurden
25 und 30 Zyklen zu Beginn mit der Normoxie-Kontrollgruppe durchgefiihrt. 25 Zyklen
zeigten bei allen drei Genen PDGFB, PCDHI und EGRI ein schwaches Signal im
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angefertigten Agarose-Gel, 30 Zyklen zeigten die Normoxie-Kontrolle mit einem
schwachen und die Hypoxie-Gruppen mit starkem Signal. Da man innerhalb der beiden
Hypoxie-Gruppen keinen sichtbaren Unterschied in der Stérke der Signale von PDGFB
und EGRI feststellen konnte, wurde eine weitere PCR mit 31 Zyklen fiir beide Gene
durchgefiihrt und eine PCR mit 30 Zyklen fiir PCDHI. Die Wasserprobe blieb jeweils
leer, es waren keine Verunreinigungen in den PCR-Proben enthalten (s. Abbildung 10).
Die Signale der RT-PCR-Produkte von PDGFB und PCDHI der hypoxischen A549-
RNA sind stéirker sichtbar als die der Normoxie-Kontrolle (s. Abbildung 10 A und B).
Das Signal der Versuchsgruppe Hypoxie-Kontrolle ist stirker als das der Hypoxie hnRNP
L knockdown Gruppe. Innerhalb der Normoxie-Versuchsgruppe ist kein deutlich
sichtbarer Unterschied festzustellen. Wegen der stirkeren Signale der Hypoxie-Gruppen
und vor allem der Hypoxie-Kontrollgruppe im Vergleich zu den Signalstirken der
Normoxie-Gruppen wurden PDGFB und PCDH1 zur weiteren Validierung in die RT-
qPCR-Experimente miteinbezogen. Die Signale der EGRI Proben in Normoxie sind sehr
schwach und nicht deutlich zu unterscheiden (s. Abbildung 10 C). Auch das Signal der
Hypoxie-knockdown Probe ist visuell nur etwas stirker. Die Hypoxie-Kontrolle zeigt das
starkste Signal der vier Versuchsbedingungen in EGRI. Aufgrund dieser verstirkten
Expression unter Hypoxie, die auch bereits in anderen Forschungsarbeiten belegt werden
konnte (Gitenay & Baron, 2009), wurde auch dieses Gen zur weiteren Validierung in der

RT-qPCR ausgewihlt.
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Abbildung 10: Agarose-Gelelektrophorese PCR Ergebnisse von PDGFB, PCDHI und
EGRI in A549-Zellen

In A549-Zellen wurde ein siRNA-vermittelter hnRNP L-knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr)
durchgefiihrt; die Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder unter hypoxischen Bedingungen (Hpx)
kultiviert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, mittels einer Reverse Transkriptase Reaktion in cDNA
umgewandelt und eine PCR durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das PCR-Ergebnis von PDGFB (A),
PCDHI (B) und EGRI (C) im Agarosegel ausgewertet. Neben den vier Versuchsbedingungen wurde eine

zusitzliche Wasser-Kontrolle (w) aufgetragen.

3.7.3 Expressionsmuster von PDGFB, PCDHI1, EGRI in A549 in der qPCR

Unter Abbildung 11 finden sich die Ergebnisse der RT-qPCR-Analyse der in A549-
Zellen validierten Gene. Anhand der Datenauswertung ldsst sich erkennen, dass die
relative Genexpression des Platelet-derived growth factor B unter hnRNP L knockdown
in Normoxie geringer ist als die Kontrollgruppe. Der p-Wert der Probe Nox kd im
Vergleich zu Nox_ctr betrdgt 0,67 und ist damit nicht signifikant. Die Expression von
PDGFB unter Hypoxie ist dagegen hoher, vor allem die Probe der A549-Zellen unter
Hypoxie unter Anwesenheit von hnRNP L zeigt eine hohe Expression an. Sowohl die
Genexpression von Hpx_kd mit einem p-Wert von 0,007 als auch Hpx_ctr mit einem p-
Wert von 0,001 zeigen einen signifikanten p-Wert im Vergleich zur Normoxie-
Kontrollgruppe und damit einen Einfluss von Hypoxie auf PDGFB.

Die Auswertung der RT-qPCR fiir PCDHI zeigt einen Unterschied zwischen der
Expression in Normoxie und Hypoxie (s. Abbildung 11 B). Ein hanRNP L knockdown
filhrt nicht zu einer verminderten Expression von PCDHI in Normoxie. Unter
hypoxischen Bedingungen wird Protocadherin 1 unter Anwesenheit von hnRNP L
vermehrt exprimiert, wobei das Fehlen von hnRNP L eine geringere Expression bewirkt.

Hpx kd zu Normoxie-Kontrolle zeigt einen p-Wert von 0,017, wihrend Hypoxie-
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Kontrolle zu Normoxie-Kontrolle einen p-Wert von 0,008 zeigt. Die Hypoxieproben
weisen somit beide eine signifikant hohere Genexpression im Vergleich zu Normoxie-
Kontrolle auf.

In der qPCR konnte keine hohere Expression von EGRI in A549-Zellen unter Hypoxie
dargestellt werden. Dennoch ist die Expression unter hnRNP L knockdown geringer als
unter der Anwesenheit des RNA-Bindeproteins hnRNP L in Hypoxie. Es zeigt sich keine

Signifikanz der Normoxie-Kontroll p-Werte gegen die anderen Versuchsbedingungen.

PDGFB in A549

Relative expression Ratio [log2]

-+

mNormoxiekd ®Normoxiectr ®Hypoxiekd ®Hypoxie ctr n=3

PCDHI in A549

0

Relative expression Ratio [log2]

mNormmoxiekd ®Normoxie ctr Hypoxie kd Hypoxie ctr n=3
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Abbildung 11: qPCR-Ergebnisse von PDGFB, PCDH1 und EGRI1 in A549-Zellen

In A549-Zellen wurde ein siRNA-vermittelter hnRNP L-knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder hypoxischen Bedingungen (Hpx)
kultiviert. Die Gesamt-RNA drei verschiedener Replikate (n=3) wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mittels qPCR die Genexpression von PDGFB (A), PCDHI (B) und EGRI (C) analysiert. Die mRNA-
Expressionslevel wurden gegen die Referenzgene Beta-Aktin und RPLPO (kultiviert unter Normalsauerstoff
ohne kd) normalisiert. Dargestellt ist die relative expression ratio in Log2 verglichen zur Normoxie-

Kontrollgruppe (kultiviert unter Normalsauerstoff ohne kd) sowie die Standardabweichung.

3.7.4 Expressionsmuster von PDGFB, EGLN3, TRAF1,CD274in HUVECs in IGV
Fiir die Zelllinie HUVEC wurden vier verschiedene Gene zur weiteren Validierung
ausgewdhlt (s. 3.6). Aus der visuellen Analyse der Sequenzier-Daten wird ersichtlich,
dass PDGFB, EGLN3, TRAFI und CD274 in einem hoheren Mal} unter hypoxischen
Bedingungen exprimiert werden als unter normoxischen Bedingungen. Des Weiteren
wird deutlich, dass sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie die Anwesenheit von
hnRNP L auch in diesen Zellen zu einer héheren Expression dieser Gene fiihrt als ein
hnRNP L knockdown.

Die hochste Expression von PDGFB zeigt sich unter Hypoxie und hnRNP L knockdown
mit einem Hochstwert von 1512 reads per position (s. Abbildung 12 A). Diese hohe
Expression von PDGFB in HUVEC-Zellen unter Hypoxie wurde zum Anlass genommen,
eine weitere Validierung der Versuchsergebnisse mittels PCR durchzufiihren.
Physiologische Sauerstoffbedingungen und ein knockdown von hnRNP L fithren zu

einem Expressionslevel von EGLN3 bei beinahe 0; unter Hypoxie und Anwesenheit von
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hnRNP L findet EGLN3 sein hochstes Expressionslevel mit bis zu 167 reads per position
(s. Abbildung 12 B).

Das Gen TRAF'I zeigt ebenfalls die hochste Expression bei 329 reads per position in der
Hypoxie-Kontrolle (s. Abbildung 12 C).

Die hochste Expressionsrate von PD-L1/CD274 ist in der Hypoxie-Kontrollgruppe
(Hpx_ctr) mit 2210 reads per position zu verzeichnen (s. Abbildung 12 D). Die geringste
Expression ist unter Normoxie und hnRNP L knockdown vorzufinden. Aufgrund der
hohen Expression von PD-LI in der Hypoxie-Kontrollprobe und einer geringeren
Expression im Vergleich unter Hypoxie und hnRNP L knockdown wurde das Gen zur

weiteren Validierung in der PCR ausgewdéhlt.
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Abbildung 12: Expressionslevel von PDGFB, EGLN3, TRAF1 und CD274 in HUVEC im
Integrative Genomic Viewer

Die A549-Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder Hypoxie (Hpx) kultiviert und ein hnRNP L-
knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr) durchgefiihrt. Die mRNA-Expressionslevel des Platelet-
derived-growth-factor B (PDGFB) (A), des Egl-9 family hypoxia inducible factor 3 (EGLN3) (B), des
Tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 1 (TRAF1) (C) und des Cluster of differentiation
274 (D) wurden mittels RNA-Sequenzierung bestimmt. Die Abbildung wurde mit Hilfe der
Desktopapplikation IGV erstellt.

3.7.5 Expressionsmuster PDGFB, EGLN3, TRAF1,CD274in HUVECs in der PCR
Alle vier RNA-Proben zeigen in ihren PCR-Ergebnissen keine Verunreinigungen, es ist
kein Signal in den Wasserproben zu erkennen (s. Abbildung 13 A-D). Um deutliche
Unterschiede der vier PCR-Amplifikate von PDGFB analysieren zu konnen, wurde die
PCR mit 24 Zyklen durchgefiihrt, alle vier Proben zeigen dabei ein Signal im Agarosegel.
Die PCR des PDGFB zeigt das schwiéchste Signal in der Normoxie-Kontrollprobe. Die
Signale der Hypoxie-Proben sind stérker, wobei sich ein stirkeres Signal in Hpx-kd
erkennen ldsst als in der Hypoxie-Kontrollgruppe (s. Abbildung 13 A). Fir EGLN3
wurden 27 PCR-Zyklen durchlaufen, um eine semiquantitative Auswertung der vier

Versuchsproben zu ermdglichen. Das Signal der Normoxie-Proben ist deutlich schwicher
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als die der Hypoxie-Proben. Innerhalb der beiden Gruppen lassen sich dezente
Unterschiede erkennen; die knockdown-Probe ist jeweils etwas schwicher als die
Kontrollprobe (s. Abbildung 13 B). Fiir TRAFI wurden 25 PCR-Zyklen durchlaufen.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass jeweils die Kontrollgruppen sowohl der Normoxie-
als auch der Hypoxieprobe das stirkste Signal ergeben (s. Abbildung 13 C). Fiir PD-L1
lassen sich hohere Signale bei den Kontrollgruppen sowohl in Normoxie als auch
Hypoxie erkennen, wihrend eine reduzierte Signalstirke unter hnRNP L knockdown zu

sehen ist. Es wurden in der PCR 25 Zyklen durchgefiihrt (s. Abbildung 13 D)

PDGFB 24x EGLN3 27x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w
A B
TRAF1 25x CD274 25x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w
_
C D

Abbildung 13: Agarose-Gelelektrophorese PCR Ergebnisse von PDGFB, EGLN3, TRAF1
und CD274 in HUVEC-Zellen

In HUVEC-Zellen wurde ein siRNA- vermittelter hnRNP L-knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr)
durchgefiihrt; die Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder unter hypoxischen Bedingungen (Hpx)
kultiviert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, mittels einer Reverse Transkriptase Reaktion in cDNA
umgewandelt und eine PCR durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das PCR-Ergebnis von PDGFB (A),
EGLN3 (B), EGRI (C) und CD274 (D) im Agarosegel ausgewertet. Neben den vier Versuchsbedingungen

wurde eine zusétzliche Wasser-Kontrolle (w) aufgetragen.

3.7.6 Expressionsmuster PDGFB, EGLN3, TRAFI1, CD274 in HUVECs in der
qPCR

Um die bisher gewonnenen Ergebnisse weiter zu bestatigen, wurde mit den ausgewihlten
Genen jeweils eine qPCR durchgefiihrt. PDGFB wird unter Abwesenheit von hnRNP L
unter Normoxie weniger stark exprimiert als unter Anwesenheit des RNA-Bindeproteins.
Die Expression von hnRNP L unter Hypoxie und hnRNP L knockdown steigt sprunghaft

an, wihrend im Vergleich dazu PDGFB in der Hypoxie-Kontrolle reduzierter exprimiert
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wird (s. Abbildung 14 A). Der p-Wert von Normoxie hnRNP L knockdown gegen
Normoxie-Kontrolle belduft sich auf 0,15. Die Hypoxie-Kontrolle zeigt einen p-Wert von
0,14 gegen Normoxie-Kontrolle; Hypoxie hnRNP L knockdown zeigt einen p-Wert von
0,13 gegen Nox_ctr. Keiner der ermittelten p-Werte ist damit signifikant.

Da die Tendenzen der Expressionsmuster von EGLN3 in IGV mit den Signalstérken der
PCR iibereinstimmen, wurde eine qPCR durchgefiihrt. Hierbei konnte ebenfalls eine
reduzierte Expression von EGLN3 unter Normoxie im Vergleich zur Hypoxie-
Kontrollgruppe gezeigt werden. Ein Fehlen von hnRNP L unter Normoxie fiihrt zu einer
reduzierten Expression von EGLN3 auch gegeniiber der Normoxie-Kontrolle. Ebenso
wurde die hochste Expression unter EGLN3 im Hypoxie knockdown detektiert (s. 14 B).
Normoxie knockdown gegen Normoxie-Kontrolle zeigt einen p-Wert von 0,78; der
hnRNP L knockdown unter Hypoxie im Vergleich zu Nox ctr filhrt zu einem
signifikanten p-Wert von 0,007. Der p-Wert der Hypoxie-Kontrolle gegen Normoxie-
Kontrolle betrdgt 0,01 und ist damit ebenfalls signifikant.

Die Bildung von TRAF1 unter Normoxie und hnRNP L ist im knockdown reduziert im
Vergleich zur Normoxie-Kontrollgruppe, die Hypoxie-Kontrollgruppe ist ebenfalls
starker exprimiert als die Hypoxiegruppe mit hnRNP L knockdown (s. 14 C). Der p-Wert
der Normoxie hnRNP L knockdown-Probe gegen die Normoxie-Kontrollprobe betrdgt
0,76. Hypoxie knockdown zeigt im Vergleich zu Normoxie-Kontrolle einen p-Wert von
0,23, wihrend die Hypoxie-Kontrolle gegen Nox ctr p=0,91 zeigt. Keiner der ermittelten
p-Werte ist damit signifikant. Die qPCR zu PD-L] konnte die Ergebnisse der PCR
bestitigen. Die Expressionslevel der Normoxie und Hypoxie hnRNP L knockdown
Gruppen sind deutlich geringer als die der Kontrollgruppen mit Anwesenheit von hnRNP
L (s. 14 D). Der p-Wert fiir Normoxie hnRNP L knockdown gegen Nox_ctr ldsst sich mit
0,09 berechnen und liegt somit nicht im signifikanten Bereich. Die Probe Hypoxie hnRNP
L knockdown verzeichnet einen p-Wert von 0,06 gegen Nox ctr und liegt wie die
Hypoxie-Kontrolle gegen Normoxie-Kontrolle mit einem p-Wert von 0,78 nicht im

signifikanten Bereich.
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Abbildung 14: qPCR-Ergebnisse von PDGFB, EGLN3, TRAFI und CD274 in HUVEC-
Zellen

In HUVEC-Zellen wurde ein siRNA-vermittelter hnRNP L-knockdown (kd) oder Kontroll-knockdown (ctr)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden unter Normalsauerstoff (Nox) oder hypoxischen Bedingungen (Hpx)
kultiviert. Die Gesamt-RNA drei verschiedener Replikate (n=3) wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mittels qPCR die Genexpression von PDGFB (A), EGLN3 (B), TRAF1 (C) und CD274 (D) analysiert.
Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen die Referenzgene Beta-Aktin und RPLPO (kultiviert unter
Normalsauerstoff ohne kd) normalisiert. Dargestellt ist die relative expression ratio in Log2 verglichen zur

Normoxie-Kontrollgruppe (kultiviert unter Normalsauerstoff ohne kd), sowie die Standardabweichung.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung des RNA-Bindeproteins hnRNP L auf
Karzinogenese und Vaskularisierungsvorginge untersucht werden. Ein Einfluss von
hnRNP L unter Hypoxie auf den Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA) konnte
bereits festgestellt werden (Jafarifar et al., 2011). So wurde das Interesse geweckt, weitere
Gene mit Bezug zu Krebserkrankungen auf ihre Expression unter Hypoxie und der An-
oder Abwesenheit von hnRNP L zu untersuchen.

Der menschliche Organismus ist in der Lage auf auftretende Schwankungen des
Sauerstoffgehalts, ausgelost durch Verdanderungen im Gewebe, Verletzungen oder
Infektionen, mit verschiedenen Adaptationsmechanismen zu reagieren. Auch die
Bildung von Tumoren im Rahmen einer Krebserkrankung kann zu einem hypoxischen
Zustand des korpereigenen Gewebes fithren (Liu et al., 2006; Pouyssegur & Lopez-
Barneo, 2016). Durch Genregulation kann der menschliche Organismus auf diese
Sauerstoffschwankungen reagieren und verschiedene Prozesse wie Vaskularisierung, die
Atmung, Zellproliferation oder die korpereigene Abwehr anpassen. Zahlreiche Gene im
menschlichen Korper werden demnach unter Hypoxie reguliert und je nach Funktion in
hoherer oder reduzierter Menge exprimiert (Cummins & Taylor, 2005; Knowles, 2001;
Pouyssegur & Lopez-Barneo, 2016).

Das heterogene nukleédre Ribonukleoprotein L hat unabhidngig der Tumorforschung einen
interessanten Stellenwert in der Forschung erhalten. So konnte festgestellt werden, dass
seine Expression durch einen reduzierten Sauerstoffgehalt in seiner Umgebung
beeinflusst wird (Jafarifar et al., 2011; Shih & Claffey, 1999). Da hnRNP L somit sowohl
an alternativen Spleiflprozessen beteiligt ist als auch nachweislich Einfluss auf ein fiir die
Vaskularisierung essentielles Gen, VEGFA, unter Hypoxie nimmt, sollte in
weiterfiihrenden Versuchen die Rolle des RNA-Bindeproteins L unter Hypoxie auf
andere Gene untersucht werden. In vorangegangenen Untersuchungen (s. 3.1, Abbildung
7) gab es bereits erste Hinweise auf einen moglichen weitreichenden Einfluss von hnRNP
L auf verschiedene Gene. Um auch die bereits bekannte Wirkung von hnRNP L auf
mogliche Prozesse in Tumorgenese und Angiogenese weiter zu untersuchen, wurden wie
beschrieben solche Gene ausgewihlt, die eine Reaktion auf das Auftreten von Hypoxie
und einen initiierten knockdown von hnRNP L zeigten (s. 3.4 und 3.6). Die Wirkung auf
Tumorgenese und Angiogenese, welche ebenfalls im Zusammenhang mit Hypoxie

stehen, sollte somit mittels einer geeigneten Auswahl an Genen untersucht werden.
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4.1 Verwendete Validerungsmethoden

4.1.1 Verarbeitung technischer Datensétze und bioinformatische Auswertung

Die Datensitze, welche zur Analyse der Hypoxieversuche in den Integrative Genomic
Viewer eingelesen wurden, wurden mittels des NextSeq 550 (Illumina, Inc.) sequenziert.
Da die Generierung und Auswertung so grofler Datensdtze wie sie bei einer
Sequenzierung entstehen von Herstellerseite immer weiter entwickelt und verbessert
werden, kann davon ausgegangen werden, dass nur kleinere Fehler wéhrend der
Sequenzierung aufgetreten sind (Pereira et al., 2020). Einschrinkungen in den
Datensitzen aus den Sequenzierungen liegen eher in der Entstehung einzelner Mutationen
auf Nukleotidebene (Daber et al., 2013). Da in der vorliegenden Arbeit die gesamte
Expression eines Gens betrachtet wird, haben Fehler in der Sequenzierung der
Basensequenz wenig Auswirkung auf das Gesamtexpressionsmuster. Es wird die gesamte
Expression eines Genabschnittes wiahrend Normoxie und Hypoxie betrachtet, einzelne
Abweichungen konnen nicht die gesamte Tendenz der Expression eines Genes
verfilschen. Es sollte allerdings beachtet werden, dass auch der Tausch einzelner Basen
zu einer verdanderten Exon-Intron-Struktur fitlhren konnte, die dadurch das
Expressionsmuster einzelner Genabschnitte verdndert. Dennoch gilt die Sequenzierung
mit Gerédten der Firma Illumina Inc. als zuverlédssig (Pereira et al., 2020). Durch die
Durchfiihrung der Sequenzierung iiber Fluoreszenzfarbstoffe kann es zu einer moglichen
Basentiberlappung kommen (Pereira et al., 2020). Auch hier finden Fehler auf
Basenebene statt und verfilschen nicht die Genexpression der ausgewidhlten Gene im
Ganzen. Aufgrund der dargestellten Fehlerquellen ist davon auszugehen, dass die
gewonnen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht in nennenswertem Malle negativ
durch Mutationen auf Nukleotidebene und Baseniiberlappungen beeinflusst wurden.

Des Weiteren sollte beachtet werden, dass das Expressionslevel der Gene in IGV in reads
per position angegeben werden. Einige Gene, wie EGLN3 oder TRAFI zeigen fiir
einzelne Versuchsbedingungen so geringe Werte, dass sie gegen 0 reads per position
gehen. Es handelt sich also um sehr geringe Mengen an vorhandenem Probenmaterial fiir
die anschlieBenden PCRs, was bei der Auswertung der Ergebnisse hinzugezogen werden
sollte. Insgesamt wurde daher in der PCR auf eine ausreichende Signalstirke im
Agarosegel geachtet und die entsprechende Zyklenzahl angepasst, sodass immer genug
Produkt analysiert werden konnte (s. Abbildung 10 und 13). Gene, welche zu geringe

Mengen aufgewiesen haben, wurden bereits in der Vorauswahl aussortiert.
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4.1.2 Vorbereitende Mafinahmen und Herstellung der Proben

Schon wihrend der vorausgehenden Experimente, wie den Hypoxieversuchen in A549
und HUVEC-Zellen und der Durchfiihrung eines hnRNP L knockdowns, kann es zu
Fehlern im Versuchsablauf kommen, die langfristige Folgen auf die Versuchsergebnisse
der PCR und qPCR nehmen konnen. Vor allem eine konstante Konzentration des
Sauerstoffgehalts beziehungsweise auch ein reduzierter Sauerstoffgehalt sollten
gewihrleistet werden. Zur Uberpriifung sollte in zukiinftigen Versuchen eine Methode
ausgewdhlt werden, die den Sauerstoffgehalt kontinuierlich misst. Hierfiir liegen bereits
etablierte Methoden vor (Godet et al., 2022). Eine hiufig verwendete Methode stellt dabei
die Markierung von Hypoxie-induzierten Faktoren dar, die durch anschlieende
Detektierung eine Aussage liber den Sauerstoffgehalt in menschlichen Geweben oder
humanen Zellkulturen geben kdnnen (Godet et al., 2022).

Insgesamt wurden drei biologische Replikate verwendet, sodass die Variation durch
individuelle Fehler beispielsweise beim Pipettieren, klein gehalten wurden. Insgesamt
sind biologische Replikate aufgrund ihrer stirkeren Aussagekraft beziiglich des
Mittelwertes und der Varianz gegeniiber technischen Replikaten zu bevorzugen.
Gleichzeitig ist die Varianz zwischen biologischen Replikaten hdufig hoher, wodurch
sich stirkere Schwankungen zwischen den untersuchten Replikaten erkldren lassen
(Blainey et al., 2014). Diese miissen in die Einordnung der Gesamtergebnisse vor allem
in der qPCR beriicksichtigt werden. Aufgrund von Zeit- und Kostengriinden wurden nur
drei biologische Replikate verwendet, wobei wihrend der qPCR zuséitzlich drei
technische Replikate jedes biologischen Replikates generiert werden konnten. Von diesen
drei technischen Replikaten wurde ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert wurde als
Wert des jeweiligen biologischen Replikates in der statistischen Auswertung verwendet.
Eine potentielle Fehlerquelle findet sich in der RNA-Extraktion und der
Konzentrationsmessung (Fleige & Pfaffl, 2006; Kuang et al., 2018). Hierbei ldsst sich
den Tabellen 5 und 6 unter 3.2 entnehmen, dass die Reinheit der RNA bei einem
Absorptionsspektrum-Quotienten mit 1,88-2,15 liegt und sich zu diesem Zeitpunkt keine
Verunreinigungen durch den Prozess der RNA-Isolierung in den erhaltenen Proben
feststellen lieBen.

Eine weitere Fehlerquelle findet sich in der Synthese der cDNA. Hinsichtlich der
Reverse-Transkriptase Reaktion muss beachtet werden, dass sich die Effizienz der

Reverse Transkriptase unterscheiden kann (Freeman et al., 1999). Um hierbei starke
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Unterschiede auszuschlieen, wurde nach jeder neu synthetisierten cDNA eine Test-PCR
anhand der Referenzgene durchgefiihrt, um potentielle Schwankungen zwischen den
generierten ¢cDNAs im Voraus zu erkennen. Fiir moglichst aussagekriftige PCR-
Ergebnisse ist es wichtig, bei der Verwendung mehrerer Proben fiir einen PCR-Lauf eine
moglichst einheitliche Menge an RNA in der RT-Reaktion einzusetzen (Marone et al.,
2001). Da unterschiedliche Konzentrationen in den RNA-Proben gemessen wurden,
wurde fiir die Reverse Transkriptase Reaktion fiir jede Probe die einzusetzende Menge
RNA errechnet, damit fiir alle vier Versuchsbedingungen die gleiche Menge cDNA aus
600 ng zelluldrer gesamt-RNA synthetisiert werden kann.

4.1.3 Potentielle Fehlerquellen in PCR und qPCR

Die Polymerasekettenreaktion stellt eine der géngigsten Labormethoden zur
Vervielfiltigung von DNA bzw. DNA-Abschnitten dar. Ihr Funktionsprinzip ist bekannt
und durch langjéhrigen Einsatz in den verschiedensten Forschungsbereichen etabliert
(Jozefczuk & Adjaye, 2011; Kubista et al., 2006). Aus diesem Grund wurde sie in der
vorliegenden Arbeit als Methode eingesetzt, um die Verdnderung der Genexpression
ausgewdhlter Zielgene zu validieren. Dennoch wird im Folgenden auf potentielle
Fehlerquellen bei der Durchfiihrung hingewiesen und abgewogen, ob diese zu moglichen
falsch negativen oder positiven Ergebnissen hinsichtlich der Expression der ausgewéhlten
Gene fiihren konnen (Schrader et al., 2012).

Potentielle Fehlerquellen konnen in den Komponenten der PCR liegen. Hierzu zdhlen
eine mogliche Ineffizienz der Primer, eine falsche Konzentration an Magnesiumchlorid
oder dNTPs oder eine nicht wirksam arbeitenden 7ag-Polymerase. Auch das
Primerdesign sollte so gut wie moglich durchgefiihrt werden (Schrader et al., 2012).
Dabei sei auf die richtige Schmelztemperatur zu achten sowie auf ein ausgewogenes
Cytosin und Guanin Verhéltnis (30 — 80 %) und eine ideale Lénge des Amplikons von 50
bis 150 Basen (Jozefczuk & Adjaye, 2011). Um diese Bedingungen bestmdoglich zu
erfiillen, wurde auf das Programm Primer 3 zuriickgegriffen (s. 2.9.2). Zur Uberpriifung
dieser moglichen Storfaktoren im Voraus wurde fiir jedes vorausgewihlte Gen eine Test-
PCR durchgefiihrt sowie eine PCR mit den Referenzgenen ACTB und RPLPO (s. 3.3).
Unzureichende PCR-Ergebnisse flihrten zu einer Verdnderung der Magnesiumionen-
Konzentration im Versuchsprotokoll. Fehlerhafte Primer fiihrten vorerst zu einem

Ausschluss des betroffenen Gens. Mogliche Verunreinigungen mit beispielsweise Fremd-
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DNA konnte durch die Test-PCRs ausgeschlossen werden (Schrader et al., 2012). Um
Verunreinigungen auch wihrend der PCR oder die Entstehung ungewollter Amplifikate
zu detektieren, wurde bei jeder PCR eine Wasserkontrollprobe durchgefiihrt, die an Stelle
der cDNA das gleiche Volumen Wasser eingesetzt bekommen hat (Freeman et al., 1999).
Die gewonnenen Ergebnisse zeigen keine unerwiinschten Nebenprodukte an.

Auch bei der Durchfiihrung der PCR konnen Fehler auftreten. Das Programm der Cycler
wurde sowohl fiir die PCRs als auch qPCRs nicht verdndert. Die Durchfiihrung der gPCR
erfolgt unter vorprogrammierten Einstellungen, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass technische Mingel durch das Software Programm erkannt werden wiirden.

Zu guter Letzt findet sich in der statistischen Auswertung der gPCR-Daten eine mdgliche
Fehlerquelle, die zu falsch negativen oder positiven Ergebnissen fiihren kann. Hierbei
dient die Normalisierung gegen ein Referenzgen als moglicher Weg potentielle
Abweichungen zu eliminieren. Die Pfaffl-Methode ist eine géngige Methode, die Ct-
Werte der Zielgene mit denen mehrerer Referenzgene in Verhiltnis zu setzen und
auszuwerten (Kuang et al., 2018). Auch die Referenzgene wurden so ausgewéhlt, dass sie
eine gleichmaBige bzw. stabile Expression unter allen vier Versuchsbedingungen zeigen
(Vandesompele et al., 2002). Diese wurden sowohl in IGV als auch in der PCR tiiberpriift
(s. 3.3). Es kann nicht géinzlich ausgeschlossen werden, dass es innerhalb der
Referenzgene zu leichten Variationen und unterschiedlicher Expression kommt, weshalb
die Normalisierung gegen zwei oder mehr Referenzgene durchaus empfohlen wird (Arya
et al., 2005). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mit den beiden Genen

ACTB und RPLPO als Referenz gearbeitet.

4.1.4 Validierung mit semiquantitativer PCR

Die semiquantitative PCR ist ebenfalls eine Labormethode zur Vervielfiltigung von
DNA, die durch ihre leichte und kostengiinstige Durchfiihrbarkeit eine etablierte Methode
zur Vervielfdltigung auch kleiner cDNA Mengen geworden ist (Fellner et al., 2003;
Freeman et al., 1999). Aufgrund ihrer Einfachheit und Schnelligkeit wurde die
semiquantitiative PCR schon héufiger Methode der Wahl das Expressionslevel
verschiedener Gene unter Einfluss verdnderter Bedingungen oder einer fremden Substanz
zu untersuchen (Chen et al., 1999; Valiellahi et al., 2009; Wang, 2021).

Um den semiquantitativen Effekt der PCR anzuwenden, wurde fiir jedes Gen (Referenz-

und Zielgen) eine individuelle Anzahl an Zyklen festgelegt bzw. vorher ermittelt. Die
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Farbungsintensititen der PCR-Produkte konnen dadurch auf einem Agarose-Gel in ihrer
Stirke unterschieden werden (Choquer et al., 2003). Die Bandenstirke von
Referenzgenen wurde schon in der Vergangenheit in Versuchen als Standard zum
Vergleich herangezogen (Choquer et al., 2003; Dukas et al., 1993; Rolland-Valognes,
2004). Durch eine anfiangliche Zyklenzahl von sowohl 25 als auch 30, wurde schrittweise
die Anzahl an Zyklen ausgewihlt, bei dem eine der vier Versuchsgruppen ein so
schwaches Signal zeigt, dass sie gerade so sichtbar ist und sich somit visuell von den
anderen drei Versuchsbedingungen abheben kann (s. 3.7.2 und 3.7.5 (Fellner et al., 2003;
Marone et al. 2001). Das eingesetzte Volumen an gewonnener cDNA ist fiir alle vier
Versuchsbedingungen mit 1 pl gleich (Marone et al., 2001). Die vorhandene Menge an
exprimiertem Gen variiert unter den Versuchsbedingungen. Somit wird die Zyklenanzahl
angestrebt, bei der sich die Amplifikation der Ziel-cDNA noch in ihrer exponentiellen
Phase befindet, eine eher geringe Vermehrung aufweisen kann und die Amplikons von
RNAs mit hoherer Expression mdglichst noch nicht ihre Plateauphase erreicht haben. Im
Gegensatz dazu konnte es auch heilen: Es wird innerhalb der vier Proben die Anzahl an
Zyklen ausgewdhlt, bei der die erste Probe ihre Plateauphase erreicht. Somit ist davon
auszugehen, dass die weiteren drei Proben wahrend ihrer exponentiellen Phase abgebildet
werden. Ein aussagekriftiges Ergebnis kann hierbei dann erzielt werden, wenn nur ein
Primerpaar pro Gen eingesetzt wird (Marone et al., 2001). Mit Erreichen der Plateauphase
kommt es auch bei einer Limitation der verwendeten PCR-Komponenten zu einer
Akkumulation von inhibitorischen Komponenten wie Pyrophosphat und moglicherweise
zu einer Anlagerung von Einzelstrang-Bausteinen eher untereinander als mit einem
Primer. Aus diesem Grund sind Ergebnisse von Proben innerhalb ihrer Plateauphase nicht
aussagekriftig (Freeman et al., 1999). Durch die individuelle Einstellung der Zyklenzahl
wurde verhindert, dass die Signale mehrerer Versuchsproben mit eigentlich
unterschiedlicher Expressionsstirke nivelliert werden. Wie den Ergebnissen unter 3.7.2
und 3.7.5 zu entnehmen ist, besteht zwischen den unterschiedlichen Banden immer ein
sichtbarer Unterschied. Die Zunahme an PCR-Produkt erfolgt demzufolge nur iiber eine
begrenzte Anzahl an Zyklen. Bei dieser Interpretation der PCR gilt es zu beachten, dass
neben der verdnderten Zyklenzahl moglichst alle anderen Parameter der PCR unveréndert
bleiben unter den verschiedenen Zielgenen, um die Varianz gering zu halten. Des
Weiteren sollte diese PCR mit der ausgewéhlten Zyklenzahl mehrmals wiederholt
werden, um das gewonnene Ergebnis zu bestétigen (Ferre, 1992). Dies wurde anhand der

jeweils vorliegenden drei biologischen Replikate durchgefiihrt. Kam es zu keinen
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Ubereinstimmungen zwischen den drei verschiedenen biologischen Replikaten, wurden
die betreffenden Gene nicht zur weiteren Validierung zugelassen. In den Ergebnissen
wird immer das anschaulichste Agarosegel der drei biologischen Replikate vorgestellt.
Nicht immer stand eine extreme Genauigkeit im Vordergrund. Héaufig sollte eine
sichtbare Verdnderung im Genexpressionsmuster nachgewiesen werden. Hierbei reicht
eine semiquantitative Analyse hdufig aus, um eine circa 1,2fache Verdnderung
nachzuweisen (Marone et al., 2001). Wie bereits unter 4.1.1 erwéhnt, steht nicht die
Verdnderung eines einzelnen spezifischen Abschnittes unter Hypoxie und dem Einfluss
von hnRNP L im Vordergrund, sondern die gesamte verdnderte Expression eines Gens.

Um eine bessere Vergleichbarkeit beziechungsweise Riickversicherung iiber die korrekte
Durchfiihrung der semiquantitativen PCR zu haben, wurden interne Kontrollen
eingefiihrt, die Aufschluss iiber die Reproduzierbarkeit geben. Referenzgene eignen sich
hierfiir nicht immer, da diese ihre Plateauphase hdufig schon in einem niedrigen
Zyklenbereich, weit vor den zu untersuchenden Genen, erreichen (Marone et al., 2001).
Hierbei sollte zukiinftig beachtet werden, in welcher Form eine Kontrolle verbessert
werden konnte. So wurde zwar fiir jedes verwendete Replikat und jede neu synthetisierte
cDNA eine Test-PCR mit den verwendeten Referenzgenen ACTB und RPLPO
durchgefiihrt, jedoch gab es keine interne Kontrolle, die bei jeder durchgefiihrten PCR
zum Einsatz kam (Cottrez, Auriault, Capron, & Groux, 1994; Marone et al., 2001). In
weiteren Versuchsprotokollen konnte die konstante Expression der Glycerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase (GAPDH) mRNA in PCRs bestitigt werden, sodass diese in
zukiinftigen PCR-Versuchen mit Genen der vorliegenden Arbeit als interne Kontrolle
integriert werden konnte (Dukas et al., 1993). Eine visuelle Unterstiitzung zur
Auswertung der Expressionslevel beziehungsweise der Signalstirke sollte in weiteren
Versuchen mittels eines optischen Mess-Systems zur Quantifizierung angewendet
werden. Hierfiir wurde bereits in anderen Forschungsarbeiten eine densitometrische
Analyse der Ethidiumbromidfluoreszenz oder eine Software zur Bildanalyse verwendet

(Choquer et al., 2003; Rolland-Valognes, 2004).
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4.2 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf PDGFB

Das Serumprotein Platelet-derived-growth-factor (PDGF) weist eine Verwandtschaft zu
VEGFA auf (Fredriksson et al.,, 2004), welches eine bedeutende Rolle in der
Vaskularisierung einnimmt (Neufeld et al., 1999). In friiheren Untersuchungen konnte
bereits eine erhdhte Expression von PDGF in Tumoren beobachtet werden. Es kam zu
einer Ansammlung des PDGFr-B Rezeptors auf Perizyten, was eine Uberaktivierung und
Neovaskularisierung zur Folge hatte (Jiang et al., 2020). Hypoxie fiihrt ebenso zu einer
erhohten Expression von PDGFB in hepatozelluldren Tumoren und Tumoren der Blase
(Takenaga, 2011). Zudem ist der PDGFB mit einer essentiellen Rolle an der Angiogenese
beteiligt, indem er parakrin ins Gewebe sezerniert wird und direkte Bindungen mit
PDGFr-B Rezeptoren eingehen kann (Andrae et al., 2008). Es kommt dadurch zur
Migration von Zellen der GefdBwéinde an Enden der Gefdlle und der Einleitung von
Neoangiogenese. Die Verwandtschaft des PDGFB mit VEGFA sowie seine Aufgabe
wihrend der Neoangiogenese und der erhdhten Expression in Tumoren machen es fiir die
vorliegende Arbeit in Hinblick einer Wirkung von hnRNP L auf die Expression von
PDGFB unter Hypoxie besonders interessant.

Betrachtet man das Expressionsmuster von PDGFB in IGV, so wird deutlich, dass es
unter Hypoxie zu einer deutlich stirkeren Expression in A549-Zellen kommt. Ein
knockdown von hnRNP L nimmt vor allem unter Normoxie kaum Einfluss, wihrend es
unter Hypoxie unter Anwesenheit von hnRNP L in allen drei Validierungsstufen zu einem
signifikanten Anstieg der PDGFB Expression im Vergleich zur Normoxie-Kontrollprobe
kommt. Bezieht man diese Validierungsergebnisse auf die bekannten Aufgaben des
PDGFRB lasst sich der Riickschluss ziehen, dass hnRNP L unter Hypoxie zu einer
verstirkten Ausschiittung von PDGFB ins Gewebe fithren kann und somit auch — neben
VEGFA - wesentlich zur GefdBBneubildung beitrdgt. Die erhohte Expression von PDGFB
unter Hypoxie bestétigt Erkenntnisse iiber einen Anstieg der Expression von PDGFB in
Tumorgewebe, das haufig durch Hypoxie charakterisiert wird (Nejad et al., 2021;
Takenaga, 2011). Da PDGFB auch unter normoxischen Bedingungen zur Angiogenese
beitrigt, zeigt die erhdhte Expression von PDGFB unter Hypoxie seine Rolle hinsichtlich
der Vaskularisierung von Tumoren auf. Die hochste Expression unter Anwesenheit von
hnRNP L (Hypoxie-Kontrollgruppe/ Hpx_ctr) bestétigt dabei den Einfluss von hnRNPL.
In HUVECs konnte das Expressionsmuster der A549-Zellen nicht gidnzlich bestitigt

werden. Wéhrend das Expressionsmuster in IGV die im Wesentlichen gleiche Wirkung
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von hnRNP L auf die Expression von PDGFB unter Hypoxie zeigt (Expression in
Normoxie geringer, stirkste Expression unter Hypoxie und Anwesenheit von hnRNP L),
zeigt sowohl die PCR als auch die qPCR ein anderes Bild. Die PCR zeigt zwar
verschiedene Signalstirken, jedoch nicht in der erwarteten Reihenfolge. Neben einer
Verwechslung der Versuchsbedingungen kann auch eine falsche Menge an eingesetzter
cDNA ein Grund fiir das Ergebnis sein. Die qPCR zeigt ein gegenteiliges Ergebnis der
Proben unter Hypoxie. So scheint nach den Ergebnissen kein Einfluss von hnRNP L auf
die Expression von PDGFB unter Hypoxie zu bestehen. Aufgrund der
iibereinstimmenden Ergebnisse von PDGFB in A549 und der Sequenzier-Daten in
HUVEC kann aber von einer Wirkung des hnRNP L auf PDGFB ausgegangen werden.
Auch die Ahnlichkeit von PDGFB zu VEGFA spricht fiir den Einfluss von hnRNP L.
Nachweislich ist PDGF bereits jetzt ein interessanter Angriffspunkt fiir die
Tumorforschung wegen seiner unterstiitzenden Wirkung auf die Proliferation von
Tumorzellen und die Induktion von Angiogenese (Heldin, 2013). Hinzu gezogen werden
konnten weiterhin die beeinflussenden Faktoren Hypoxie und hnRNP L.

In weiteren Versuchen konnte die Lokalisation von erhohter PDGFB-Expression
iiberpriift werden. So konnte bereits gezeigt werden, dass PDGFB vor allem in Regionen
vorzufinden ist, in der die Neubildung von Gefédl3en stattfindet (Armulik et al., 2005; Jiang
et al., 2020).

4.3 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf PCDH1

Das Protocadherin 1 ist an Zell-Zell-Bindungen beteiligt sowie an intrazelluldren
Signalvorgéngen (Kim et al., 2011; Nollet et al., 2000; Sano et al., 1993). Bis ins
Erwachsenenalter steigt die Expression von PCDHI und findet sich ubiquitir im
menschlichen Korper (Redies et al., 2008). Auch in Tumorgewebe konnte eine erhdhte
Expression von PCDH1 festgestellt werden (Nollet et al., 2000; Redies et al., 2008).
Zudem korreliert eine erhdhte Expression des Protocadherin 1 mit der Letalitdt von an
Pankreaskarzinomen erkrankten Patienten. Hierbei kam es auch zu einer Korrelation
zwischen der Invasionstiefe des Tumors und der Sterblichkeit (Ye et al., 2022).

Interessant werden diese Erkenntnisse iiber das PCDHI ebenfalls, wenn man sie in
Zusammenhang mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen setzt. So konnte
in IGV gezeigt werden, dass es zu einer gesteigerten Expression von PCDHI unter

Hypoxie im Vergleich zu Normoxie kommt. Diese Beobachtungen sind ebenso
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deckungsgleich mit den Erkenntnissen, dass PCDHI vor allem dann erhdht exprimiert
wurde, wenn es bereits eine tiefere Tumorinvasion gab (Ye et al., 2022). Kommt es zu
einer starken und schnellen Ausbreitung von Tumoren, so ist ebenfalls die
Sauerstoffversorgung des umliegenden Gewebes héufig reduziert und der Tumor muss
sich ein eigenes Versorgungsnetzwerk aufbauen (Nejad et al., 2021). Es kommt zu
Vaskularisierung und Adaption an eine hypoxische Umgebung (Goel et al., 2012). Da
PCDHI ebenfalls an der Zell-Zell-Bindung beteiligt ist, konnte es einen Nutzen fiir den
Tumor hinsichtlich einer Ausbildung neuer Gefélle und neu entstehenden Tumorgewebes
haben und somit die erhohte Expression unter Hypoxie erkldren. Des Weiteren deutet
eine erhohte Expression von PCDHI unter der Anwesenheit von hnRNP L auf einen
Einfluss des RNA-Bindeproteins hin. Das in IGV gezeigte Expressionsmuster ldsst sich
ebenso in der PCR bestitigen, mit stirkeren Signalen in Hypoxie als Normoxie und dem
stairksten unter Hypoxie und Anwesenheit von hnRNP L. Die Daten der qPCR
verdeutlichen die Wirkung von hnRNP L in Hypoxie, da die Expression der Hypoxie-
Kontrollgruppe signifikant hoher ist als die der Normoxie-Kontrollgruppe. Insgesamt
bestitigen alle drei Methoden eine stirkere Expression von PCDHI1 unter Hypoxie, mit
der deutlich hochsten Expression in Hypoxie und in Anwesenheit von hnRNP L. Damit
wird die Bedeutung der Wirkungsweise von PCDH1 in Tumoren beziehungsweise einem
hypoxischen Umfeld und somit der Stirkung von Zell-Zell-Bindungen in Tumoren
unterstiitzt. Zudem nimmt hnRNP L nicht nur Einfluss auf Gene der Neoangiogenese,

sondern auch der Stabilitdt von Zell-Zusammenschliissen.

4.4 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf EGR1

Der Transkriptionsfaktor EGR1 (Early Growth Response ) nimmt Einfluss auf
Proliferation, Differenzierung, Apoptose und der Aktivierung des Immunsystems, ebenso
wie der Wundheilung (Li et al., 2019). Nachweislich konnte gezeigt werden, dass EGR1
empfindlich auf diverse endogene Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Hypoxie reagiert, sowie exogene Faktoren wie Strahlung und mechanischen Stress
(Cummins & Taylor, 2005, Gitenay & Baron, 2009; Russo et al., 1993). EGR1 wird
zudem von Hypoxie beeinflusst. Die Wirkung eines verminderten Sauerstoffgehalts
geschieht dabei unabhingig einer Aktivierung durch HIFs (Cummins & Taylor, 2005;
Yan et al., 1999). Der Grad der EGR1-Aktivitdt scheint von der Intensitit der Hypoxie
abhéngig zu sein (Cummins & Taylor, 2005; Yan et al., 1999). In Tierversuchen konnte
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zudem gezeigt werden, dass durch eine Blockade der EGRI Translation, eine reduzierte
Neovaskularisierung von Tumoren beziehungsweise eine reduzierte Anzahl an fiir die
Angiogenese bendtigten Endothelzellen beobachtet werden konnte (Fahmy et al., 2003).
Auch die Migration von Tumorzellen und somit das Tumorwachstum und die
Metastasierung konnen durch eine Hemmung von EGR/ reduziert und verhindert werden
(Khachigian, 2016; Mitchell et al., 2004). Aufgrund seiner Rolle bei der Angiogenese in
Tumoren und einer verdnderten Expression unter Hypoxie (Li et al., 2019) wurde EGR1
in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung eines moglichen Einflusses von hnRNP L
ausgewdhlt.

Der Einfluss von Hypoxie auf EGRI konnte hier bestitigt werden. So ist in der
Datenauswertung in IGV sowie in der Signalstirke der PCR ersichtlich, dass eine hohere
Expression beziechungsweise ein starkeres Signal von EGR unter Hypoxie ersichtlich ist.
Ebenso ldsst sich hierbei ein Einfluss von hnRNP L gerade unter Hypoxie nachweisen
auf die hohere Expression des Early Growth Response 1 im Vergleich zu den anderen
Versuchsbedingungen beziehungsweise einem knockdown von hnRNP L. Die schwachen
Ergebnisse der qPCR in diesem Zusammenhang lassen sich auf eine geringe Menge an
Proben-RNA zuriickfiihren. Auch in IGV ist ersichtlich, dass mit maximal 16 reads per
position eine sehr geringe Menge an EGRI exprimiert wird. Die hohe Zyklenzahl von 31
in der PCR bestitigen diese Einschédtzung. Dennoch ldsst sich in der qPCR die Tendenz
der Expressionsveranderungen von EGRI bestitigen. EGRI weist zwar in der Hypoxie-
knockdown Gruppe eine geringere Expression auf als unter Normoxie laut qPCR, jedoch
zeigt die Expression unter Hypoxie-Kontrolle die grofite Expression von EGRI. Dies
bestitigt sich durch das Expressionslevel in IGV und auch durch die Signalstirke in der
PCR, die in der Hypoxie-Kontrollgruppe das deutlich starkste Signal zeigt. Der Einfluss
von Hypoxie auf die Expression von EGRI konnte somit definitiv bestitigt werden.
Aufgrund der deutlich stirkeren Expression von EGRI unter Hypoxie und der
Anwesenheit von hnRNP L im Vergleich zum Hypoxie knockdown liegt auch ein

deutlicher Hinweis auf einen Einfluss von hnRNP L auf EGR/ unter Hypoxie vor.

4.5 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf EGLN3

Die Prolinhydroxylase EGLN3, Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3, findet ihren
Einsatz vornehmlich im Abbau der Prolinreste der Transkriptionsfaktoren HIFs. Zu

diesem Abbau kommt es durch eine sauerstoffarme Umgebung des Gewebes, da HIFs
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unter hypoxischen Bedingungen zu einer Anpassung von Genen auf einen reduzierten
Sauerstoffgehalt beitragen (Pescador et al, 2005). Durch eine negative
Riickkopplungsschleife wird EGLN3 unter Hypoxie aktiviert. Ein weiterer Aspekt
hinsichtlich des EGLN3 liegt in seinem Zusammenhang mit einer erhdhten
Metastasierungsrate von Lungenkarzinomen bei einer verminderten EGLN3 Expression
und damit einer schlechteren Prognose der betroffenen Patienten (Dopeso et al., 2018).
Aufgrund dieser bekannten Zusammenhénge zwischen dem Einfluss von Hypoxie auf
EGLN3 und einer erhohten Expression bei bestimmten Krebsarten wurde EGLN3 fiir die
Validierung iiber einen moglichen Einfluss von hnRNP L ausgewihlt.

Betrachtet man nun die Expression von EGLN3 in IGV, der PCR und qPCR kann die
Expression von EGLN3 unter hypoxischen Bedingungen bestétigt werden. Alle drei
Versuche zeigen auf ihre Art eine gesteigerte Expression des EGLN3 unter Hypoxie und
lassen somit eine Funktion als Prolylhydroxylase vermuten, die bei Hypoxie aktiviert
wird und zum Abbau der HIFs beitrdgt. Der Einfluss von hnRNP L scheint unter
Normoxie minimal, jedoch lésst sich sowohl in IGV als auch in der qPCR eine leicht
erhohte Expression von EGLN3 unter der Anwesenheit von hnRNP L gegeniiber der
Normoxie-Kontrollgruppe beobachten. Unter Hypoxie scheint in IGV und in der PCR ein
Einfluss von hnRNP L nachweisbar, da es zu einer dezent erhdhten Expression im
Vergleich zur knockdown Gruppe kommt. Die qPCR kann dieses Ergebnis durch eine
niedrigere Expression von EGLN3 unter der Anwesenheit von hnRNP L unter Hypoxie
jedoch nicht bestétigen. Aufgrund der insgesamt geringen Menge an EGLN3, wie durch
die maximal 167 reads per position in IGV deutlich wird, kann das Ergebnis der qPCR
aufgrund einer zu geringen Probenmenge falsch negativ ausgefallen sein und sollte
wiederholt werden. Die durchgefiihrten Versuche lassen dennoch den Riickschluss zu,
dass EGLN3 unter hypoxischen Bedingungen, die gerade in Tumoren und ihrem
umliegenden Gewebe anzutreffen sind, eine verstirkte Aktivitit verzeichnet. Der Effekt
des RNA-Bindeproteins hnRNP L sollte in weiteren Versuchen noch einmal hinreichend
untersucht werden. Sowohl in IGV als auch in der PCR wird deutlich, dass hnRNP L

unter Hypoxie zu einer vermehrten Expression von EGLN3 fiihrt.
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4.6 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf TRAF1

Der Tumor necrosis factor receptor-associated factor 1 (TRAFI) ist an vielen
verschiedenen Signaltransduktionswegen im menschlichen Organismus beteiligt. Unter
anderem scheint er Einfluss auf den NF-kB-Signalweg zu nehmen, wobei die genaue
Wirkungsweise noch nicht abschlieend geklédrt werden konnte und sowohl positive als
auch negative Einfliisse von TRAFI auf den Signalweg bekannt sind (Edilova et al.,
2018). Der NF-kB-Signalweg ist jedoch von Bedeutung, denn er ist ein
Transkriptionsfaktor, der von Hypoxie beeinflusst wird und eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Entziindungsreaktionen spielt. So konnen sowohl entziindungsfordernde
als auch antiinflammatorische Prozesse gefordert werden, abhdngig vom Zelltyp und der
Art, sowie dem Umfang der Entziindung (Cummins & Taylor, 2005). Die Expression von
TRAF1 wird durch den NF-kB-Signalweg erhoht (Aggarwal, 2003). In anderen
Forschungsarbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass die Hypoxie-abhéngige Aktivitit
von NF-kB von den gleichen Hydroxylasen gesteuert wird wie in sauerstoffabhdngigen
HIF-Reaktionen. Des Weiteren wurden zusétzliche Hydroxylierungsstellen an
Komponenten des NF-kB Signalwegs gefunden, die auf eine weitere Funktion des NF-
kB-Signalwegs auBlerhalb der HIF-Signalwege deuten konnte (Taylor, Doherty, Fallon,
& Cummins, 2016). Dennoch sind sowohl HIF als auch NF-kB zwei
Transkriptionsfaktoren, die von einander und von Hypoxie abhédngig sind und die
Funktion von Immunzellen kontrollieren.

Neben dem allgemeinen Einfluss von TRAF [ auf diverse Signalwege konnte eine erhohte
Expression in verschiedenen Tumorerkrankungen festgestellt werden. So wurde eine
erhohte TRAFI-Expression in Patienten mit Non-Hodgkin Lymphomen, im Kopf-Hals-
Bereich, im Pankreas oder in B-Zell assoziierten Tumoren gefunden (Edilova et al.,
2018).

Die Wirkung von Hypoxie auf TRAF'I lasst sich auch anhand der Ergebnisse des IGV
und der PCR teilweise bestdtigen. Wihrend in IGV deutlich wird, dass es zu einer
erhohten Expression von 7TRAF I unter Hypoxie kommt, kann man aufgrund der Resultate
weder in der PCR noch der qPCR eine definitive Aussage treffen. Die PCR zeigt eine
hohere Expression unter der Anwesenheit von hnRNP L und auch die Hypoxie-
Kontrollgruppe zeigt im Vergleich ein hoheres Expressionsniveau, sodass ein Einfluss
von hnRNP L unter Hypoxie mdglich ist. Die qPCR zeigt Ergebnisse, die sich auch nicht

in einen Zusammenhang mit den bisher bekannten Informationen liber TRAFI setzen
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lassen. So wiirden die Ergebnisse der qPCR eine verminderte Expression von TRAF'1
unter Hypoxie bedeuten. Dies ist aufgrund der bereits bekannten Einflussnahme von
Hypoxie auf TRAFI und auch einer erhdhten Expression in Tumorgewebe, in dem
Hypoxie ein charakteristisches Merkmal ist, als nicht wahrscheinlich anzunehmen und

folglich auf mogliche qPCR-Mingel zuriickzufiihren.

4.7 Die Wirkung von hnRNP L unter Hypoxie auf CD274

Der programmed cell death ligand 1 (PD-L1) oder auch CD274 findet sich auf Zellen des
Immunsystems wie natiirlichen Killerzellen, aktivierten T-Zellen und B-Zellen
(Alexander et al., 2021). Bindet PD-L1 an den PD-1 Rezeptor, wird die T-Zellrezeptor
vermittelte Proliferation von Lymphozyten und die Sekretion von Zytokinen reduziert
(Freeman et al., 2000). Es verhindert also eine {iberschieBende Reaktion des
Immunsystems und damit auch das Angreifen von kdrpereigenem Gewebe. Tumore
nutzen diese Eigenschaft, indem sie PD-L1 auf Tumorzellen und antigenprisentierenden
Zellen exprimieren. Es kommt zu einer reduzierten Antwort des Immunsystems
(Alexander et al., 2021). Im Interesse der Forschung steht PD-L1/ CD274 somit als
moglicher Ansatzpunkt fiir medikamentose Behandlungen von Krebserkrankungen.
Wiirde der PD-1 Rezeptor blockiert werden, konnte die Anpassung von Tumorzellen an
das Immunsystem reduziert werden (Sunshine & Taube, 2015). Betrachtet man das
Genexpressionsmuster von CD274 in IGV und der PCR, kann die Wirkung des hnRNP
L interpretiert werden. So zeigen beide Experimente eine verminderte Expression von
CD274 unter hnRNP L knockdown sowie eine erh6hte Expression im Vergleich unter der
Anwesenheit von hnRNP L mit der hochsten Expression unter Hypoxie und Anwesenheit
von hnRNP L. PD-L1 koénnte somit unter hypoxischen Bedingungen, die sich hiufig in
Tumoren finden, eine tragende Aufgabe zu teil werden. Des Weiteren kann es aber auch
Aufschluss dariiber geben, dass in krankhaft verdndertem Gewebe die Sauerstoffzufuhr
reduziert ist, das Gewebe in hypoxischen Zustand gerit und daraufthin vermehrt CD274
exprimiert wird, um eine liberschieBende Reaktion des Immunsystems zu unterbinden.
Deutlich wird dies durch die erhdhte Expression von CD274, die sowohl in IGV, in der
PCR und in der qPCR deutlich wird. Des Weiteren scheint hnRNP L aber auch die
Expression von CD274 positiv zu beeinflussen und ldsst im Hinblick auf die
Funktionsbereiche des CD274 cbenfalls den Riickschluss zu, dass hnRNP L einen

Einfluss auf die Reduktion von Immunantworten nimmt. Die quantitative Auswertung
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der qPCR kann diese Ergebnisse nicht vollumfianglich bestétigen. So lieBe sich eher auf
eine reduzierte Expression von CD274 unter hypoxischen Bedingungen und der
Anwesenheit von hnRNP L schlieBen. Da bisher noch keine umfangreichen Erkenntnisse
iiber den Zusammenhang zwischen CD274 und Hypoxie bestehen, sollten hierzu noch
weiterflihrende Untersuchungen stattfinden. PD-L1 nimmt eine Rolle in Tumoren ein,
demnach ist davon auszugehen, dass auch Hypoxie einen Einfluss auf PD-L1 nimmt. Eine
erneute Durchfiihrung einer gPCR zur Ubrepriifung der Ergebnisse sollte in Betracht
gezogen werden. Alternativ sollte auch in Betracht gezogen werden, dass CD274 nicht

durch die Hypoxie an sich reguliert wird.
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4.8 Ausblick

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lassen sich einige Erkenntnisse iiber das
heteronukledre Ribonukleoprotein L ableiten. So scheint es tatsichlich einen
Zusammenhang zwischen dem Einfluss von hnRNP L und Hypoxie zu geben, der auch
in weiteren Experimenten noch ausfiihrlicher analysiert werden kann. Bisher gewonnene
Erkenntnisse iiber den Einfluss von hnRNP L auf die Expression des VEGFA vor allem
unter Hypoxie, deuten auf einen interessanten Zusammenhang zwischen hnRNP L,
Hypoxie und Vaskularisierungsprozessen hin und deuten weiterfiihrend auch auf
Neoangiogenese von Tumoren hin. Nun konnten in der vorliegenden Arbeit weitere
wichtige von hnRNP L regulierte Gene im Zusammenhang mit Tumorgenese und/ oder
Vaskularisierungsprozessen entdeckt werden: PDGFB, PCDHI, EGRI, EGLN3, TRAF1
und CD274. Einige qPCR-Daten konnten die zuvor ermittelten Expressionsmuster nicht
in vollem Umfang bestdtigen. Die semiquantitative PCR kdnnte wiederholt und mit den
vorangegangenen PCR-Ergebnissen verglichen werden. Danach konnte abgewdégt
werden, ob und welche Gene erneut in der qPCR iiberpriift werden.

Neben seinem konkreten Einfluss auf Vaskularisierung konnte die generelle Rolle von
hnRNP L im Zusammenhang mit Tumorgenese weiter untersucht werden. Gerade der
Aspekt der Hypoxie ist dabei besonders relevant, da er nicht nur in Tumorgenese eine
Rolle spielt, sondern auch bei weiteren Erkrankungen und Infektionen auftritt. Um die
Versuchsbedingungen weiterhin zu optimieren, arbeitet die Arbeitsgruppe um PD Dr.
Oliver Rossbach mit Hilfe von Yannic Noe an der Etablierung eines Auxin-inducible
knockdowns von hnRNP L. Dabei wird nicht wie bei einem siRNA-vermittelten
knockdown die mRNA von hnRNP L innerhalb von drei Tagen abgebaut, sondern das
Protein selbst innerhalb weniger Stunden. Dieser Prozess wiirde eine deutliche
Zeitersparnis in allen weiteren Hypoxieversuchen im Rahmen der Forschungsarbeiten zu
hnRNP L und Hypoxie bringen. AuBlerdem wére es leichter, Verdnderungen in der
hnRNP L-Regulation von weiteren Effekten durch die verschiedenen hnRNP L-Targets
zu unterscheiden. Zudem kann das System auf 3 D-Zellkulturmodelle angewendet
werden. Diese Modelle werden etabliert, um den Prozess der Neoangiogenese zu
simulieren und den Effekt der Hypoxie und von hnRNP L besser in vitro zu beobachten
und auszuwerten. Durch die Erzeugung eines 3 D-Zellmodells und der Nachahmung eines
Tumors ist es moglich, das Mikromilieu eines Tumors unter Laborbedingungen zu
erzeugen, einzelne Parameter genau zu untersuchen und den Einfluss exogener oder

endogener Faktoren zu kontrollieren. Weiterhin wird aktuell die Methode des UV-
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crosslinking und der Immunoprizipitation (CLIP) beziehungsweise des iCLIP-
Verfahrens (individual-nucleotide resolution CLIP) in der Arbeitsgruppe genutzt, um
weitere Bindestellen von hnRNP L zu detektieren. Durch die Anwendung des iCLIP unter
normoxisch und hypoxisch behandelter Proben ist es moglich, Bindungsstellen zu
erkennen, die nur unter Hypoxie auftreten. Zusétzlich kdnnten somit neben VEGFA noch
mRNAs weiterer Gene gefunden werden, die in der 3’-UTR-Region eine Bindestelle fiir
hnRNP L aufweisen. Zusitzlich konnte eine erneute Sequenzierung von RNA erfolgen,
welche zuvor mit dem Auxin-inducible System behandelt worden ist und in die gleichen
Versuchsbedingungsgruppen wie in der vorliegenden Arbeit eingeteilt worden ist. Auch
hier kdnnte man in Verbindung mit generierten CLIP-Daten nach weiteren mRNA-
Bindestellen fiir nRNP L unter Hypoxie suchen. Auch die Auswirkung von hnRNP L
auf das alternative Spleilen sollte weiter untersucht werden, da hier noch neue
Erkenntnisse iiber den Einfluss des RNA-Bindeproteins erzielt werden konnten. Hierfiir
werden weitere bioinformatische Programme bendtigt wie beispielsweise MAJIQ, die
alternatives Spleiflen analysieren und eine Visualisierungsmethode darstellen.

Des Weiteren wurde anhand des Integrative Genomic Viewers eine bioinformatische
Visualisierungsmethode vorgestellt, die es ermoglicht, auch komplexe Daten
iibersichtlich darzustellen. So kann auch zu einem spéteren Zeitpunkt darauf
zurlickgegriffen werden welche Gene, zusétzlich zu den anfanglich ausgewédhlten Genen,
einen Zusammenhang zwischen Kanzerogenese und Vaskularisierung zeigen. Weitere
Aspekte hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen hnRNP L und Hypoxie kdnnen somit
weiter untersucht werden. Um die ausgewihlten Gene weiter zu beurteilen, sollten zudem
zusitzliche qPCRs durchgefiihrt werden. Einige der ausgewéhlten Gene sind bereits jetzt
Gegenstand der Tumorforschung und stellen mogliche Ansatzpunkte fiir Medikamente in
der Onkotherapie dar. Eine zusdtzliche Validitdt in diesem Bereich beziehungsweise ein
weiterer Aspekt in der Bekdmpfung von Tumorerkrankungen wiirde damit einen nachsten
Schritt darstellen auf dem Weg, die globale Zahl an Todesopfern Jahr fiir Jahr zu

reduzieren und mogliche Therapien auch fiir maligne Krebserkrankungen zu finden.
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S Zusammenfassung

Wegen der weltweit hohen Rate von Todesféllen durch maligne Tumore jedes Jahr liegt
ein grofer Schwerpunkt der internationalen Forschung auf dem Gebiet der
Krebsforschung. Dennoch stellt sich die Frage, wie es gelingen kann, das Wachstum eines
Tumors zu unterbinden oder zu reduzieren, um die Mortalitit in der Bevolkerung zu
verringern. Die Vaskularisierung und damit die Moglichkeit einer autonomen
Versorgung, stellen flir maligne Tumore und ihre Metastasen einen essentiellen
Uberlebensvorteil dar. Bekannt ist bereits, dass Tumore durch den Vorgang des
alternativen Spleilens und einer Anpassung der Genexpression in einem verdnderten
Mikromilieu mit beispielsweise unphysiologischem Sauerstoffgehalt, durch invasives
Tumorwachstum unter eigentlich lebensunfreundlichen Bedingungen ihr eigenes
Uberleben sichern kénnen.

Fiir das RNA-Bindeprotein hnRNP L konnte bereits nachgewiesen werden, dass es unter
hypoxischen Bedingungen eine fordernde Funktion auf eines der wichtigsten
Genprodukte hinsichtlich der GefaBBbildung, den VEGFA, nimmt. Zudem wird hnRNP L
generell durch eine hypoxische Umgebung, wie sie auch hiufig im Umfeld von Tumoren
vorzufinden ist, reguliert. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit konnten weitere
Gene ausgewdhlt werden, die im Integrative Genomic Viewer nach RNA-Sequenzierung
eine verdnderte Expression unter Hypoxie zeigten. Dazu gehorten PDGFB, sowie
PCDHI, EGRI, EGLN3, TRAFI und CD274. Fiir die ausgewéhlten Gene konnten neben
ihrer erhohten Expression unter Hypoxie, durch einen knockdown von hnRNP L auch
einen Einfluss dieses RNA-Bindeproteins gezeigt werden. Diese Ergebnisse wurden
durch drei verschiedene Methoden erzielt und die Ergebnisse miteinander verglichen. So
konnte bei einzelnen Genen eine valide Aussage getroffen werden, dass sie sowohl unter
Hypoxie als auch zusétzlich durch hnRNP L unter Hypoxie eine erhohte Expression
erfahren. Sehr eindeutige Ergebnisse lassen sich bei einem wichtigen Gen hinsichtlich
Vaskularisierungsprozessen beschreiben, dem PDGFB. Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass durch verinderte exogene Einfliisse in der Umgebung eines Tumors bezogen
auf den Sauerstoffgehalt eine Verdnderung in der Genexpression von unter anderem
Vaskularisierungsgenen stattfindet. Das RNA-Bindeprotein hnRNP L unterstiitzt diesen
Prozess der zu einer eigenstindigen Versorgung des Tumors beitragen kann. Somit stellen
diese Bausteine im Tumorwachstum einen moglichen Ansatzpunkt fiir weiterfithrende

internationale Krebsforschung und die Hemmung des Tumorwachstums dar.
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6 Abstract

Due to the high rate of deaths from cancer worldwide every year, a major effort of
international research is done in the field of tumor research. Numerous insights have
already been gained over the past years. Furthermore, the question arises as to how the
growth of a tumor can be prevented or reduced in order to lower the mortality rate in the
population. Vascularization and thus the possibility of autonomous supply, represents an
essential survival advantage for malignant tumors and their metastases. It is already
known that tumors can ensure their own survival through the process of alternative
splicing and an adaption of gene expression in an altered microenvironment. For example,
tumor cells can deal with unfavourable conditions under insufficient oxygen supply by
switching to invasive tumor growth. Further mechanisms are still being researched.

The RNA- binding hnRNP L has already been shown to have a supportive function on
one of the most important geneproducts for vascularization, VEGFA, under hypoxic
conditions. In addition, hnRNP L is generally regulated by a hypoxic environment, as it
is often found in the environment of tumors. In the further course of this study, additional
genes were selected that showed altered expression under hypoxia in the Integrative
Genomic Viewer after RNA-sequencing.

These included PDGFB, as well as PCDHI, EGRI, EGLN3, TRAFI and CD274. In
addition to their increased expression under hypoxia, the selected genes were also able to
show an influence of the RNA binding protein through a knockdown of hnRNP L. These
results were validated using three different methods and the results were compared with
each other. Thus, a strong statement could be made for individual genes that they
experience increased expression both under hypoxia and additionally by hnRNP L under
hypoxia. Very clear results can be described for an important gene with regard to
vascularization processes, PDGFB. In summary, it can be said that altered exogenous
influences in the environment of a tumor in relation to the oxygen content result in a
change in the gene expression of vascularization genes, among others. The RNA-binding
protein hnRNP L supports this process, which can contribute to an independent supply of
the tumor. These building blocks in tumor growth therefore represent a possible starting

point for international cancer research and the inhibition of tumor growth.
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TV etttettete et ent et e et e et e et e bt et ee e a e st en b e b ek b e bt e Rt e n e s e n s et et e be e b e bt bt e st en s et et e b e ebeeteenes reverse
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SIRINA et e small interfering RNA
LD F e Tile Data Format
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YWHAZ ... Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Activation

Protein Zeta
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11 Anhang

11.1 Ubersicht der ausgewiihlten Gene in A549 in der PCR

A B
PDGFB 31x PCDHI1 30x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w

- e e—
C
EGR1 31x

Nox Hpx

kd ctr kd ctr w
-
=
—

Abbildung 15: Ubersicht der ausgewihlten Gene PDGFB, PCDHI1, EGRI in A549 in der
PCR

Die Abbildung zeigt die drei ausgewéhlten Gene PDGFB (A), PCDHI (B) und EGRI (C) in A549 Zellen
in der PCR mit aufgetragenem Marker. Die genauen Ergebnisse der Versuche sind Kapitel 3.7.2 zu
entnehmen. Zu sehen ist hier die korrekte Bandenhdhe, die anhand der vorgegebenen Basenpaare der

Primer zu erwarten war. PDGFB: 150 bp, PCDH1: 246 bp, EGR1: 178 bp
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11.2 Ubersicht der ausgewiihlten Gene in HUVEC in der PCR
A B

PDGFB 24x EGLN3 27x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w

d
SRR |

TRAF1 25x CD274 25x
Nox Hpx Nox Hpx
kd ctr kd ctr w kd ctr kd ctr w

SRR
C

Abbildung 16: Ubersicht der ausgewiihlten Gene PDGFB, EGLN3, TRAF1, CD274 in
HUVEC in der PCR

Die Abbildung zeigt die drei ausgewdhlten Gene PDGFB (A), EGLN3 (B), TRAFI (C) und CD274 (D) in
HUVEC Zellen in der PCR mit aufgetragenem Marker. Die genauen Ergebnisse der Versuche sind Kapitel
3.7.8 zu entnehmen. Zu sehen ist hier die korrekte Bandenhdhe, die anhand der vorgegebenen Basenpaare

der Primer zu erwarten war. PDGFB: 206 bp, EGLN3: 167 bp, TRAF1: 179 bp, CD274: 232 bp
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11.3 qPCR Rohdaten A549-Zellen

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc

Nluc

Nluc

NL

Target Name
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1

Target Name
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2

Target Name
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1
EGR1 n1

Target Name
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2

Cr

25,92874

25,9133

25,9132
25,35081
25,29877
25,38249
21,97254
22,14572

21,9609
23,75732
23,30153
23,23616

Cr
25,70658
25,40867
24,37753
25,92661
25,9376
25,86677
22,94275
22,82382
22,79635
23,81137
23,69563
23,80382
23,87747

Cr

28,929
28,99274
28,78965
28,63114
28,62157
28,39104
26,12587
26,21519
26,02654
27,75219
27,94754
27,36072

Cr
27,93822
28,16809
28,33405
29,42741

97

Ct Mean

Ct Mean
25,16426

Ct Mean

Ct Mean

25,91842
25,91842
25,91842
25,34402
25,34402
25,34402
22,02639
22,02639
22,02639
23,43167
23,43167
23,43167

25,16426
25,16426
25,91033
25,91033
25,91033
22,85431
22,85431
22,85431
23,77027
23,77027
23,77027
23,84592

28,9038

28,9038

28,9038
28,54791
28,54791
28,54791
26,12253
26,12253
26,12253
27,68681
27,68681
27,68681

28,14679
28,14679
28,14679
29,52802

CtSD

CtSD

0,697421

CtSD

CtSD

0,008942
0,008942
0,008942
0,042273
0,042273
0,042273
0,10351
0,10351
0,10351
0,28391
0,28391
0,28391

0,697421
0,697421
0,038119
0,038119
0,038119
0,077818
0,077818
0,077818
0,064755
0,064755
0,064755
0,063846

0,103865
0,103865
0,103865
0,135943
0,135943
0,135943
0,094365
0,094365
0,094365
0,298823
0,298823
0,298823

0,198775
0,198775
0,198775
0,148768



NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2
EGR1 n2

Target Name
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3
EGR1 n3

Target Name
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1
PCDH1 n1

Target Name
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2
PCDH1 n2

29,45774

29,6989
28,19372
27,95489
27,99558
28,50528
28,55341
28,33192

29,26893
29,32754
28,94409
28,49638
28,46337
28,82057

27,9168
27,97763
28,04434
27,82188

27,6932

27,6811

28,50245
28,19083
28,37129
27,81734

27,4165
27,75259

25,4837
25,62397
25,56667
26,94796
26,87179
26,95521

27,66481
27,74638
27,89665
27,79718
27,93557
27,86772
26,78073

26,6427
26,25178
27,10511
27,06161
27,31562
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Ct Mean

Ct Mean

Ct Mean

29,52802
29,52802
28,04807
28,04807
28,04807
28,46354
28,46354
28,46354

29,18019
29,18019
29,18019
28,59344
28,59344
28,59344
27,97959
27,97959
27,97959
27,73206
27,73206
27,73206

28,35486
28,35486
28,35486
27,66215
27,66215
27,66215
25,55811
25,55811
25,55811
26,92499
26,92499
26,92499

27,76928
27,76928
27,76928
27,86682
27,86682
27,86682

26,5584

26,5584

26,5584
27,16078
27,16078
27,16078

CtSD

CtSD

CtSD

0,148768
0,148768
0,127774
0,127774
0,127774
0,116496
0,116496
0,116496

0,206555
0,206555
0,206555
0,197391
0,197391
0,197391

0,06379

0,06379

0,06379
0,078022
0,078022
0,078022

0,156457
0,156457
0,156457
0,215182
0,215182
0,215182
0,070522
0,070522
0,070522
0,046212
0,046212
0,046212

0,117605
0,117605
0,117605
0,069199
0,069199
0,069199
0,274364
0,274364
0,274364
0,135847
0,135847
0,135847



Sample Name
Nluc
Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Target Name
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3
PCDH1 n3

Cr
28,01736
27,79275
28,17674
26,80549
27,09725
27,13606
25,64339
26,92907
25,54432
25,20932
24,99895
24,92223

11.4 qPCR Rohdaten HUVEC-Zellen

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc

Target Name

PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1
PDGFB n1

Target Name

PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2
PDGFB n2

Target Name

PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3

Cr

18,77814
18,93038
18,56315
18,51484
18,53518

18,585
18,61627
18,76707
18,55833
18,32626
18,53939
18,72206

Cr

19,97439
19,94862
19,93247
18,45241
18,46486
18,47305
18,22549
18,20061
18,29798
17,29282
17,40355

17,4574

Cr

19,47996
19,50736
19,41889

99

Ct Mean

Ct Mean

27,99562
27,99562
27,99562
27,01293
27,01293
27,01293
26,03893
26,03893
26,03893

25,0435

25,0435

25,0435

18,75722
18,75722
18,75722

18,545

18,545

18,545
18,64722
18,64722
18,64722
18,52923
18,52923
18,52923

CTt Mean

19,95183
19,95183
19,95183
18,46344
18,46344
18,46344
18,24136
18,24136
18,24136
17,38459
17,38459
17,38459

CTt Mean

19,46874
19,46874
19,46874

CtSD

CtSD

0,192918
0,192918
0,192918
0,180694
0,180694
0,180694
0,772474
0,772474
0,772474
0,148641
0,148641
0,148641

0,184507
0,184507
0,184507
0,036095
0,036095
0,036095
0,107756
0,107756
0,107756
0,198095
0,198095
0,198095

CtSD

0,02114

0,02114

0,02114
0,010394
0,010394
0,010394
0,050588
0,050588
0,050588
0,083912
0,083912
0,083912

CtSD

0,04529
0,04529
0,04529



NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL

PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3
PDGFB n3

Target Name

EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1
EGLN3 n1

Target Name

EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2
EGLN3 n2

Target Name

EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3
EGLN3 n3

18,88887
18,97062

18,9339
18,97788
18,92649
18,93876
18,74276

18,9062
19,04103

Cr

25,48361
25,96967
25,72556
26,94263
26,57923
26,73805
22,54091
22,52113
22,56061
24,25785
24,48494
23,88208

Cr

25,84288
25,93005
25,77909
25,21292
25,19854
25,16794
20,73291
20,66356
20,69003
20,14072
20,23082
20,27359

Cr

24,18133
24,14709

24,1419
24,96415
24,93833
24,95287
20,81097
20,72199
20,78677
20,79685
21,32553

100

18,93113
18,93113
18,93113
18,94771
18,94771
18,94771
18,89667
18,89667
18,89667

CTt Mean

25,72628
25,72628
25,72628

26,7533

26,7533

26,7533
22,54088
22,54088
22,54088
24,20829
24,20829
24,20829

CTt Mean

25,85068
25,85068
25,85068
25,19313
25,19313
25,19313

20,6955

20,6955

20,6955
20,21504
20,21504
20,21504

CTt Mean

24,15677
24,15677
24,15677
24,95178
24,95178
24,95178
20,77324
20,77324
20,77324
21,03984
21,03984

0,040946
0,040946
0,040946
0,026837
0,026837
0,026837
0,149365
0,149365
0,149365

CtSD

0,243032
0,243032
0,243032
0,182178
0,182178
0,182178

0,01974

0,01974

0,01974
0,304472
0,304472
0,304472

CtSD

0,075781
0,075781
0,075781
0,022975
0,022975
0,022975
0,034999
0,034999
0,034999
0,067828
0,067828
0,067828

CtSD

0,021423
0,021423
0,021423
0,012944
0,012944
0,012944
0,046005
0,046005
0,046005
0,266914
0,266914



HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL

EGLN3 n3

Target Name

TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1
TRAF1 n1

Target Name

TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2
TRAF1 n2

Target Name

TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3
TRAF1 n3

Target Name

CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1

20,99714

Cr

26,24328
26,17069
26,38444

26,9312
26,91165
26,62434
25,94117
25,66428
26,02547
27,54174
27,71974
26,75548

Cr

26,72251
26,62322
26,37322
25,77016
25,84249
25,76044
25,93606
25,70068
25,76703

25,2896
25,43845
24,98303

Cr

24,98743
25,75106
25,09827
25,93432
25,98376
26,05566
26,56952
26,72435
26,54202
27,35134

26,1808
23,02144

Cr

20,98113
21,05595
20,98012
22,74541
22,89775

101

21,03984

CTt Mean

26,26614
26,26614
26,26614

26,8224

26,8224

26,8224
25,87697
25,87697
25,87697
27,33899
27,33899
27,33899

CTt Mean

26,57298
26,57298
26,57298
25,79103
25,79103
25,79103
25,80126
25,80126
25,80126
25,23703
25,23703
25,23703

CTt Mean

25,27892
25,27892
25,27892
25,99125
25,99125
25,99125
26,61196
26,61196
26,61196
25,51786
25,51786
25,51786

CTt Mean

21,00573
21,00573
21,00573
22,80887
22,80887

0,266914

CtSD

0,108693
0,108693
0,108693
0,171799
0,171799
0,171799

0,18896

0,18896

0,18896
0,513111
0,513111
0,513111

CtSD

0,179983
0,179983
0,179983
0,044827
0,044827
0,044827
0,121365
0,121365
0,121365
0,232219
0,232219
0,232219

CtSD

0,412622
0,412622
0,412622
0,061016
0,061016
0,061016
0,098296
0,098296
0,098296
2,239785
2,239785
2,239785

CtSD

0,043491
0,043491
0,043491
0,07929
0,07929



NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1
CD274 n1

Target Name

CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2
CD274 n2

Target Name

CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3
CD274 n3

22,78344
21,93276
21,96205

21,8687
24,16316
24,31142
23,88151

Cr

22,87264
22,91299
22,79243

23,7962
23,78553
23,77614
22,34981

22,4031
22,33847
24,08628
23,69898
23,66216

Cr

21,94105
21,98536
21,98202
23,68665
23,60275
23,63765
22,48596
21,83424
21,88929
23,28032
23,36916
23,31262

11.5 qPCR Rohdaten Referenzgene

A549

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc

Target Name

Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1

27,76642
28,02597
26,30866
26,15823
26,25008
26,04534
26,27257
26,55852
26,31889

102

Ct Mean

22,80887
21,92117
21,92117
21,92117
24,1187
24,1187
24,1187

CTt Mean

22,85935
22,85935
22,85935
23,78596
23,78596
23,78596
22,36379
22,36379
22,36379
23,81581
23,81581
23,81581

CTt Mean

21,96947
21,96947
21,96947
23,64235
23,64235
23,64235
22,06983
22,06983
22,06983

23,3207

23,3207

23,3207

27,36702
27,36702
27,36702
26,15121
26,15121
26,15121
26,38333
26,38333
26,38333

CtSD

0,07929
0,047746
0,047746
0,047746
0,218379
0,218379
0,218379

CtSD

0,061369
0,061369
0,061369
0,010038
0,010038
0,010038
0,034511
0,034511
0,034511
0,234955
0,234955
0,234955

CtSD

0,024676
0,024676
0,024676
0,042146
0,042146
0,042146
0,361427
0,361427
0,361427
0,044968
0,044968
0,044968

0,925704
0,925704
0,925704
0,102549
0,102549
0,102549
0,153479
0,153479
0,153479



HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc

Actin n1
Actin n1
Actin n1

Target Name

Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2

Target Name

Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3
Actin n3

Target Name

RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1

Target Name

RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2

25,637
25,66051
25,21701

Cr

29,96847
29,97861
30,53086
27,76581
28,03815
27,94838
27,48916
27,85916

27,5629
27,85519
28,55203
28,49084

Cr

29,5944
29,5073
29,72787
28,03921
28,0323
27,8583
28,7462
28,9957
28,91373
31,7342
31,91744
31,70582

Cr

14,93214
14,90607
14,78141
14,69845
14,67101
14,92857
13,95294

13,9515
13,97475
14,02939
14,18136
14,05501

Cr

15,74538
15,82879
15,68058
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25,50484
25,50484
25,50484

CTt Mean

30,15932
30,15932
30,15932
27,91745
27,91745
27,91745
27,63707
27,63707
27,63707
28,29935
28,29935
28,29935

CTt Mean

29,60986
29,60986
29,60986

27,9766

27,9766

27,9766
28,88521
28,88521
28,88521
31,78582
31,78582
31,78582

CTt Mean

14,8732

14,8732

14,8732
14,76601
14,76601
14,76601
13,95973
13,95973
13,95973
14,08859
14,08859
14,08859

CTt Mean

15,75158
15,75158
15,75158

0,249545
0,249545
0,249545

CtSD

0,321811
0,321811
0,321811
0,138778
0,138778
0,138778
0,195836
0,195836
0,195836
0,385874
0,385874
0,385874

CtSD

0,111096
0,111096
0,111096
0,102515
0,102515
0,102515
0,127169
0,127169
0,127169
0,114865
0,114865
0,114865

CtSD

0,080561
0,080561
0,080561
0,141446
0,141446
0,141446
0,013024
0,013024
0,013024
0,081358
0,081358
0,081358

CtSD

0,074298
0,074298
0,074298



NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

HUVEC

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL

RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2

Target Name

RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3

Target Name Cr

Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1
Actin n1

Target Name

Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2
Actin n2

14,94149
14,78909
14,91209

14,9353
14,98091
14,46843
13,97375
14,47406

13,9291

Cr

14,08344
14,60734
14,06981
14,92187
14,29708
14,92465
14,43349
14,39429
14,40068
14,12986
14,17348
14,14078

31,9937

31,7356
31,63102
27,93759
27,67986
28,06022
26,89787
26,92803
26,66261
28,06727
27,12897
27,09457

Cr

28,74423

28,6959
28,45062
29,64003
29,65761
29,36465
30,02551
30,05373
29,21927
29,62528
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Ct Mean

14,88089
14,88089
14,88089
14,79488
14,79488
14,79488
14,12564
14,12564
14,12564

CTt Mean

14,25353
14,25353
14,25353
14,71453
14,71453
14,71453
14,40948
14,40948
14,40948
14,14804
14,14804
14,14804

31,78677
31,78677
31,78677
27,89256
27,89256
27,89256

26,8295

26,8295

26,8295
27,43027
27,43027
27,43027

CTt Mean

28,63025
28,63025
28,63025
29,55409
29,55409
29,55409
29,76617
29,76617
29,76617
29,73007

CtSD

0,08085
0,08085
0,08085
0,283632
0,283632
0,283632
0,302571
0,302571
0,302571

CtSD

0,306483
0,306483
0,306483
0,361529
0,361529
0,361529
0,021029
0,021029
0,021029
0,022698
0,022698
0,022698

0,186679
0,186679
0,186679
0,194136
0,194136
0,194136
0,145321
0,145321
0,145321
0,551928
0,551928
0,551928

CtSD

0,157429
0,157429
0,157429
0,164304
0,164304
0,164304

0,47384

0,47384

0,47384
0,090773



HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL
NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

Sample
Name
Nluc

Nluc
Nluc
NL

Actin n2
Actin n2

Target Name

ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3
ACTB n3

Target Name

RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1
RPLPO n1

Target Name

RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2
RPLPO n2

Target Name

RPLPO n3 2021
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3

29,78474
29,78018

Cr

28,04487
28,16428
27,92171
29,16517
29,584
29,15282
30,60802
30,3114
30,4489
27,71809
27,78589
27,34949

Cr

14,37348
14,25045
14,18097
13,91774
13,23058
13,71486
11,40069
10,89593
10,55657
12,79089
10,96522
12,24436

Cr

14,92041
14,80906
14,78834
15,92846
15,96231
15,59025

14,2211
14,26221
14,50206
14,95149
15,00128
14,94136

Cr

12,9947
13,23143
13,23628
15,70407

105

29,73007
29,73007

CTt Mean

28,04362
28,04362
28,04362
29,30066
29,30066
29,30066
30,45611
30,45611
30,45611
27,61782
27,61782
27,61782

CTt Mean

14,2683

14,2683

14,2683
13,62106
13,62106
13,62106
10,95106
10,95106
10,95106
12,00016
12,00016
12,00016

CTt Mean

14,83927
14,83927
14,83927
15,82701
15,82701
15,82701
14,32846
14,32846
14,32846
14,96471
14,96471
14,96471

CTt Mean

13,15414
13,15414
13,15414
15,74561

0,090773
0,090773

CtSD

0,121292
0,121292
0,121292
0,245456
0,245456
0,245456
0,148443
0,148443
0,148443
0,234843
0,234843
0,234843

CtSD

0,097484
0,097484
0,097484
0,353055
0,353055
0,353055
0,424749
0,424749
0,424749
0,937014
0,937014
0,937014

CtSD

0,07103

0,07103

0,07103
0,205733
0,205733
0,205733
0,151742
0,151742
0,151742
0,032069
0,032069
0,032069

CtSD

0,1381
0,1381
0,1381
0,038221



NL
NL
Hluc
Hluc
Hluc
HL
HL
HL

RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3
RPLPO n3

15,7535
15,77928
15,31335
15,29717

15,3471
15,80501
15,76341
15,73183

11.6 Ubersicht relative expression ratios

A549

PDGFB
PCDH1
EGR1

HUVEC

PDGFB
EGLN3
TRAF1
CD274

Nox_kd

0,93
1,52
0,95

Nox_kd
0,86
0,58
0,46
0,18

Nox_ctr

Nox_ctr

Hpx_kd
1 2,23
1 1,77
1 0,96
Hpx_kd
1 1,6
1 18,02
1 1,16
1 0,21
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15,74561
15,74561
15,3192
15,3192
15,3192
15,76675
15,76675
15,76675

Hpx_ctr
4,06
1,87
1,21

Hpx_ctr
1,06
14,09
0,59
0,55

0,038221
0,038221
0,025474
0,025474
0,025474
0,036705
0,036705
0,036705



11.7 Abdruckgenehmigung Abbildung 3

Sehr geehrte Damen und Herren,

hiermit bestitige ich, Herr PD Dr. Oliver Rossbach, dass Frau Theresa Maneg, eine
Abbildung iiber die autoregulatorische Riickkopplungsschleife des RNA-Bindeproteins
hnRNP L aus ,, Genomwide analyses of hnRNP L function: an autoregulatory mechanism
and novel roles in RNA processing ““ in ihrer Dissertation mit dem Thema ,,Die Wirkung
des RNA-Bindeproteins hnRNP L wunter Hypoxie aus Karzinogenese und

Tumorvaskularisierung* verwenden darf.

Mit freundlichen Griif3en,

PD Dr. Oliver Rossbach
Institut fiir Biochemie

Justus-Liebig-Universitit Gielen

Verpflichtungserklirung

Hiermit bestédtige ich, Theresa Maneg, die oben genannte Abbildung {iiber die
autoregulatorische = Riickkopplungsschleife des RNA-Bindeproteins hnRNP L
aus ,, Genomwide analyses of hnRNP L function: an autoregulatory mechanism and novel
roles in RNA processing *“ nur in meiner Dissertation mit dem Thema ,,Die Wirkung des
RNA-Bindeproteins hnRNP L unter Hypoxie aus Karzinogenese und
Tumorvaskularisierung* zu verwenden. Die Arbeit wird am Fachbereich der Medizin der

Justus-Liebig-Universitdt erstellt und ist nicht kommerzieller Natur.

Theresa Maneg
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12 Ehrenwortliche Erklirung

,Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne
unzuldssige Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemif aus verdffentlichten
oder nichtveroffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf
miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von
mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwidhnten Untersuchungen habe ich die
Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-
Liebig-Universitit GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis®
niedergelegt sind, eingehalten. Ich versichere, dass Dritte von mir weder
unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten haben, die
im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass
die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher
Form einer anderen Priifungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines
anderen Priifungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von
anderen Personen iibernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder
auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht.
Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der Entstehung der
vorliegenden Arbeit beteiligt waren.

Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw.

ein internetbasiertes Softwareprogramm erklére ich mich einverstanden.*

Datum

Unterschrift

108



13 Danksagung

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Prof. Michael Niepmann fiir das grof3e
entgegengebrachte Vertrauen unter seiner Verantwortung meine Dissertation
anzufertigen, fiir die komplikationslose Betreuung und hilfreiche Hinweise.

Des Weiteren gilt mein besonderer Dank PD Dr. Oliver Rossbach, der mir die
Moglichkeit gegeben hat an der Untersuchung des hnRNP Ls mitwirken zu konnen.
Vielen Dank fiir die tatkriaftige Unterstiitzung, die vielen Ratschldge und die Geduld.
Vielen Dank an Yannic Noe, der mich bei vielen fachlichen und technischen Fragen
hinsichtlich hnRNP L und qPCRS wihrend meiner Laborzeit unterstiitzt hat und fiirs
Korrekturlesen.

Zudem bedanke ich mich bei der gesamten ehemaligen AG Prof. Bindereif, die bei Fragen
immer hilfsbereit zur Seite stand. Vor allem gilt hier mein Dank Sophie Stebel, Silke
Schreiner und Dr. Janina Breuer.

AufBlerdem bedanke ich mich bei den zahlreichen beteiligten Instituten fiir die
vorbereitenden Arbeiten, die die Grundlagen dieser Dissertation waren.

Ein grofes Dankeschon gilt auch Dr. Marie Mosbach, die nicht nur wihrend meiner Zeit
im Labor immer ein offenes Ohr hatte, sondern nun auch dariiber hinaus fiir Fragen aller
Art fiir mich da war und mir vor allem immer das notwendige Selbstvertrauen gegeben
hat Probleme aller Art zu 16sen.

Der grofBite Dank gilt meiner Familie und meinem Partner Dr. Christian Binger, die mich
in allen Phasen dieser Arbeit und im Studium unterstiitzt haben und nicht miide wurden,

mich weiter zu motivieren und Korrektur zu lesen.

109



