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Abstract

Glioblastoma, a primary brain tumour, has very limited treatment options and a poor
prognosis despite intensive research. The situation is similar with secondary brain
tumours such as brain metastases from breast and lung carcinomas. In all three
tumour entities, proteins with gene regulatory functions have been described as
upregulated or mutated, including Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) and the
Hypoxia-Inducible Factors (HIF). The histone methyltransferase EZH2 forms the
catalytic unit of the enzyme Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). It catalyses the
trimethylation of lysine 27 in histone H3, which leads to gene repression. In various
tumours, overexpression or mutation of EZH2 is present, leading to pathological
changes in genome regulation. Previous studies have found that protein levels of EZH2
can be positively affected by the hypoxia-inducible transcription factor HIF-1a, which is
associated with poorer prognosis, metastasis and tumour proliferation. Hypoxia
frequently occurs inside fast-growing tumours and induces the two isoforms HIF-1a
and HIF-2a through the oxygen and PHD (prolyl hydroxylase) dependent regulation of
their protein stability, thereby promoting tumour progression. While the interaction
between HIF-1a and EZH2 has already been investigated in several studies and

cancer models, the interaction between EZH2 and HIF-2a remains largely unknown.

In this project, the molecular interaction between EZH2 and HIF and the role of EZH2
in the hypoxia signalling pathway were investigated in breast cancer, glioblastoma and
lung cancer model systems. For this purpose, the cell lines MDA-MB-231 POR, G55,
and A549 were cultured under various conditions and mRNA analyses were performed
by RT-gPCR and protein analyses by Western blot. Our findings support the
hypothesis that EZH2 enhances HIF levels, especially during oxygen deprivation. This
was clearly evident in the MDA-MB-231 POR cell line as EZH2 knockdown under
hypoxia resulted in a pronounced downregulation of HIF-2a at the mRNA and protein
expression levels. Additional experiments did not corroborate that the impact of EZH2
on HIF-2a was mediated via PHD function or involved the regulation of HIF-2a protein
stability. Instead, EZH2 regulates HIF-2a through the control of mMRNA expression
levels. Pharmacological inhibition of the methyltransferase function of EZH2 with
GSK126 reduced HIF-2a protein levels in some cell lines, but failed to recapitulate the
HIF-2a mRNA downregulation observed with EZH2 knock-down. In summary, the
results hint at a novel EZH2-dependent, complex regulatory pathway that controls HIF-
2a mRNA under hypoxia in a methyltransferase- and PRC2-histone-independent

manner and may be specific for certain types of breast cancer.



Zusammenfassung

Das Glioblastom, ein primarer Hirntumor, hat trotz intensiver Forschung sehr begrenzte
Therapieoptionen und eine schlechte Prognose. Ahnlich verhélt es sich mit sekundaren
Hirntumoren wie Hirnmetastasen von Brust- und Lungenkarzinomen. In allen drei
Tumorentitaten sind Proteine mit genregulatorischer Funktion als hochreguliert oder
mutiert beschrieben worden, unter anderem Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) und
die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF). Die Histonmethyltransferase EZH2 bildet die
katalytische Einheit des Enzyms Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). Sie
katalysiert die Trimethylierung des Lysins 27 im Histon H3 und bewirkt auf diese Weise
eine Genrepression. In verschiedenen Tumoren liegt eine Uberexpression oder
Mutation von EZH2 vor, was zu pathologischen Veréanderungen der Genomregulation
fuhrt. In vorangegangenen Studien wurde festgestellt, dass die Proteinmenge von
EZH2 positiv durch den Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-1a beeinflusst
werden kann, was mit einer schlechteren Prognose, Metastasierung und
Tumorproliferation einhergeht. Hypoxie tritt haufig im Inneren schnell wachsender
Tumoren auf und induziert die beiden Isoformen HIF-1a und HIF-2a, die durch ihre
sauerstoff- und PHD (Prolylhydroxylase)-abhangig regulierte Proteinstabilitat die
Tumorprogression begunstigen. Wahrend die Interaktion zwischen HIF-1a und EZH2
bereits in mehreren Studien und Krebsmodellen untersucht wurde, blieb die

Wechselwirkung zwischen EZH2 und HIF-2a weitgehend unbekannt.

In diesem Projekt wurden die molekularen Interaktionen zwischen EZH2 und HIF und
die Rolle des EZH2 im Hypoxie-Signalweg in Brustkrebs-, Glioblastom- und
Lungenkrebs-Modellsystemen untersucht. Dazu wurden die Zelllinien MDA-MB-231
POR, G55, und A549 unter verschiedenen Bedingungen kultiviert und es erfolgten
MRNA-Analysen mittels RT-gPCR und Proteinanalysen mittels Western Blot. Unsere
Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass EZH2 die HIF-Mengen besonders bei
Sauerstoffmangel verstarkt. Dies zeigte sich deutlich in der Zelllinie MDA-MB-231
POR, da ein EZH2-Knockdown unter Hypoxie zu einer ausgepragten Herabregulation
von HIF-2a auf mRNA- und Proteinexpressionsebene fiihrte. Zusatzliche Experimente
konnten jedoch nicht bestatigen, dass die Wirkung von EZH2 auf HIF-2a Uber die
Funktion von PHDs vermittelt wird oder EZH2 die PHD-mediierte HIF-2a-
Proteinstabilitat verandert. Stattdessen reguliert EZH2 HIF-2a Gber die Kontrolle der
HIF-2a-mRNA-Expression. Die pharmakologische Hemmung der
Methyltransferasefunktion durch den EZH2-Inhibitor GSK126 reduzierte die HIF-2a-

Proteinlevels in einigen Zelllinien, konnte aber die Herunterregulation der HIF-2a-



MRNA, die unter EZH2-Knockdown beobachtet wurde, nicht reproduzieren.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf einen komplexen neuen EZH2-
abhangigen regulatorischen Mechanismus hin, der HIF-2a-mRNA unter Hypoxie in
einer Methyltransferase- und PRC2-Histon- unabhangigen Weise kontrolliert. Dieser
konnte insbesondere relevant fur bestimmte Subtypen von Brustkrebs sein.

Einleitung

Hirntumoren gehdren zu den todlichsten Krebsarten, fur die derzeit nur wenige
Therapieoptionen zur Verfigung stehen, und sind die zweithdufigste Krebsart bei
Kindern. Sie betreffen das Bewusstseins- und Wahrnehmungsorgan und sind daher
sowohl mit einer hohen psychosozialen Morbiditdt als auch mit langfristigen
soziookonomischen Folgen verbunden. Es werden primare von sekundaren
Hirntumoren unterschieden, deren Charakteristika die nachfolgenden Kapitel
beinhalten.

Primare Hirntumoren - das Glioblastom

Zu den primaren, also hirneigenen Hirntumoren gehdrt eine Vielzahl an Tumoren
unterschiedlichsten Ursprungs, beispielsweise Gliome, embryonale Tumoren,
Pinealtumoren, Meningeome, Lymphome oder melanozytische Tumoren. Das
Glioblastoma multiforme gehort zu den bésartigsten Tumoren des Gehirns und ist der
Gruppe der Gliome zugehdrig. Es ist mit einer Inzidenz von 3,2 Fallen auf 100.000
Einwohner im Jahr die h&ufigste Form und umfasst etwa 15% der hirneigenen
Hirntumoren (Haberer 2021; Louis et al. 2021). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
circa 60 Jahren. Neben genetischen Dispositionen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom,
Vorerkrankungen wie der Neurofibromatose und vorangegangener Radiotherapie
werden weitere Risikofaktoren diskutiert, die bisher nicht abschlieRend bestatigt
wurden. Die Prognose hat sich in den letzten Jahren nicht wesentlich geandert — die
mittlere Uberlebensrate liegt auch unter Therapie bei etwa 15 Monaten und nur 6,8 %
der Patienten Uuberleben langer als 5 Jahre. Gliome werden nach der WHO-
Klassifikation eingeteilt, die aus vier Stufen mit ansteigender Pathogenitat besteht.
Dabei befindet sich das Glioblastom auf der vierten und héchsten Stufe (WHO Grad 4)
(Rahman et al. 2015; Gallego 2015; Haberer 2021).



Hinsichtlich ihrer Pathogenese kénnen Glioblastome in primér und sekundér (aufgrund
vorheriger Grunderkrankung oder Hirnschadigung) eingeteilt werden. Die meisten
Glioblastome entstehen primér (ca. 90%) (Ohgaki und Kleihues 2013). Auf molekularer
Ebene existieren einige Marker in Gliomen, deren Bestimmung wegweisend fir die
Diagnose des Glioblastoms sowie fir die Therapieentscheidung und das Ansprechen
auf die gewahlte Therapie ist. Eine Mutation im Isocitrat-Dehydrogenase-Gen (IDH)
fuhrt in den Gliomen Astrozytom und Oligodendrogliom zur vermehrten Entstehung des
Onkometaboliten 2-Hydroxyglutarat und verstarkter DNS-Methylierung durch die
Hemmung 2-Oxoglutarat-abhangiger DNS-Demethylasen. Seit 2021 wird die Diagnose
Glioblastom nur an IDH-Wildtyp-Gliome vergeben. Zusatzlich liegen bei Glioblastomen
Mutationen im TERT-Promoter, eine Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens und eine
Veranderung der Kopienzahl der Chromosomen 7 und 10 (+7/-10) vor (Louis et al.
2021).

Eine weitere molekulare, epigenetische und therapierelevante Verdnderung in
Glioblastomen betrifft den MGMT-Gen-Promoter. Durch Hypermethylierung im MGMT-
Gen-Promoter kann die O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase nicht mehr exprimiert
werden. Diese ist normalerweise fir die Entfernung von Alkylgruppen verantwortlich
und kann eine Therapie mit alkylierenden Substanzen wie dem Chemotherapeutikum
Temozolomid weniger wirksam machen. Eine MGMT-Hypermethylierung und IDH-
Mutation wirken sich positiv auf das Therapieansprechen bei einer Chemotherapie aus
(Gerson 2004). Die primare Therapie des Glioblastoms besteht aus der
neurochirurgischen Resektion des Tumors, je nach Mutationsstatus gefolgt von
Strahlen- und/oder Chemotherapie. Als Chemotherapeutikum wird das liquorgéangige
und oral verfigbare Alkylans Temozolomid verwendet. Zusétzlich kann eine apparativ-
interventionelle Therapie eingesetzt werden, bei der alternierend elektrische Felder
(,Tumor Treating Fields®) angelegt werden. Supportive MaRnahmen wie die Gabe von
Glucocorticoiden zur Abschwellung des Hirngewebes erfolgen unabhangig vom
Mutationsstatus (Haberer 2021).



Sekundare Hirntumoren

Sekundare Hirntumoren entstehen durch eine nicht hirneigene zugrundeliegende
Tumorerkrankung, die eine Metastasierung ins Gehirn verursacht. Es metastasieren
einige der haufigsten Tumorentitaten ins zentrale Nervensystem, wodurch sekundéare
Hirntumoren haufiger als primare Hirntumoren sind. So machen das Bronchial- und
Mammakarzinom, das Melanom und das kolorektale Karzinom zusammen mehr als 70
% der Hirnmetastasen aus. Mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von unter zwei
Monaten ist die Prognose schlecht und kann durch palliative Therapien nur geringflgig

verbessert werden (Lah et al. 2020).

Das Bronchialkarzinom war 2018 in Deutschland mit knapp 23 % die haufigste
Krebstodesursache bei Mannern und mit fast 16 % die zweithdufigste der Frauen
(Erdmann et al. 2021). Die Metastasierung erfolgt in Knochen, Leber, Nebennieren,
das Gehirn und Lymphknoten (Ukena und Schonfeld 2018). Von den ins Gehirn
metastasierenden Tumoren ist das Bronchialkarzinom mit Abstand das haufigste. Es
weist in 57 % der Félle bereits bei Diagnosestellung Metastasen auf, wobei in 20 % der
Féalle Hirnmetastasen vorliegen (Lah et al. 2020). Dies hat Einfluss auf das
Therapieregime im klinischen Alltag. Wegen der haufigen Hirnmetastasierung und
damit verbundenen schlechten Prognose beispielsweise des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms ist die prophylaktische Schadelbestrahlung in allen Stadien fester
Bestandteil der Therapie. Eine Hirnmetastasierung tritt bei Patienten mit kleinzelligem
Bronchialkarzinom in circa 16% auf (Seute et al. 2008, Cagney et al. 2017). Liegt ein
nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom vor, treten in etwa 15% der Falle Hirnmetastasen
auf. Die mittlere Uberlebensdauer liegt bei dem kleinzelligen und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom mit vorliegender Hirnmetastasierung bei 6 Monaten (Lamba et al.
2021; Cagney et al. 2017; Soffietti et al. 2020). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
insgesamt fur das Bronchialkarzinom zwischen 10 und 20%, ist aber bei

Metastasierung nochmals verringert (Ukena und Schoénfeld 2018).

Das Mammakarzinom ist in Deutschland das haufigste Karzinom der Frau und
zusatzlich fur die meisten Todesfalle durch Krebserkrankungen bei Frauen
verantwortlich (Robert Koch-Institut). Die mediane 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 88
% (AMBOSS GmbH 2022), obwohl auch nach bis zu 10 Jahren noch in 5 bis 10
Prozent Rezidive und Fernmetastasen auftreten kdnnen. Die Metastasierung findet am
haufigsten in Skelett (50%), Gehirn, Leber und Lunge statt (Wo6ckel et al. 2021). 15 bis
20 % der Patienten mit metastasierendem Mammakarzinom bilden Hirnmetastasen

aus (Lah et al. 2020). Die Verkiirzung der medianen Uberlebenszeit auf 2 bis 25
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Monate zeigt die deutliche Prognoseverschlechterung, sobald Hirnmetastasen
auftreten. Die therapeutischen Madoglichkeiten sind aufgrund der neurokognitiven
Nebenwirkungen einer Resektion oder Radiatio sehr eingeschrankt (Wockel et al.
2021).

Im Inneren von malignen Tumoren herrscht Sauerstoffmangel, da diese héaufig so
schnell wachsen, dass die vaskulare Versorgung nicht ausreichend ist. Durch adaptive
Veranderungen des zellularen Stoffwechsels und der Kommunikation kénnen die
Tumoren jedoch unter diesem Sauerstoffmangel Uberleben und sich weiter verbreiten.
Bei verminderter Verfugbarkeit von Sauerstoff steigt die Menge der Hypoxie-
induzierbaren Faktoren (HIFs), die als Transkriptionsregulatoren fungieren, an. Deren
Rolle in der Tumorentstehung und —progression soll im Folgenden naher erlautert

werden.

Die Bedeutung von Hypoxie und Hypoxie-induzierbaren Faktoren

(HIF) in Tumoren

HIF-la und HIF-2a sind zwei Isoformen, die bei Verminderung der
Sauerstoffkonzentration, also bei Hypoxie, stabilisiert werden. In Anwesenheit von
Sauerstoff werden HIF-1a und HIF-2a von Prolylhydroxylasen (PHD) hydroxyliert,
durch das Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) und Elongin C ubiquitinyliert und durch das
Proteasom abgebaut. Unter Hypoxiebedingungen, wie beispielsweise in Tumoren, sind
PHDs gehemmt, da sie Sauerstoff fur die Hydroxylierung von HIF bendtigen. Neben
Sauerstoff sind auferdem 2-Oxoglutarat und zweiwertiges Eisen fir diesen Prozess
erforderlich (Schofield und Ratcliffe 2004). Kann dieser Vorgang bei Sauerstoffmangel
nicht ablaufen, werden die HIF-a-Untereinheiten nicht abgebaut. Eine a-Untereinheit
kann mit der dauerhaft vorhandenen HIF-1B-Untereinheit ein funktionell aktives Dimer
bilden. Als Dimer kann HIF im Zellkern an die HRE (hypoxia responsive element) -
Region binden und so die Transkription der Zielgene bewirken (Kaelin und Ratcliffe
2008; Papale et al. 2018). Die Regulation der HIF-Proteine unter Normoxie- und
Hypoxie-Bedingungen ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Sie regulieren als
Transkriptionsfaktoren unter anderem die Genexpression von ,vascular endothelial
growth factor’ (VEGF), Erythropoietin (EPO), dem Glucosetransporter GLUT-1 oder
Carboanhydrase-IX. Dadurch werden beispielsweise die Angiogenese in der
Entwicklungsphase von Lebewesen und die erneute Bereitstellung von Sauerstoff

durch einwachsende Blutgefal3e sowie erhdhtes Angebot von roten Blutkérperchen
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(Erythrozyten) in hypoxischen Geweben gesteuert. Dartiber hinaus werden adaptive
Mechanismen des Zellstoffwechsels von HIF-Proteinen reguliert, beispielsweise wird
die anaerobe Glykolyse verstarkt, um die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zu
verhindern (Semenza 2012). HIF-1a und HIF-2a liegen in verschiedenen Gewebearten
nicht im gleichen Verhaltnis vor. Dariber hinaus gibt es neben vielen
Gemeinsamkeiten auch Unterschiede in den Zielgenen der HIF-Proteine. So wurde
HIF-2a mehr als HIF-1a mit der Hemmung der Zelldifferenzierung und Férderung des
Zellwachstums assoziiert, was fir die Wichtigkeit von HIF-2a in der Tumorprogression
sprechen kénnte. Auch wirkt HIF-2a starker als HIF-1a auf die Transkription von EPO.
Im klarzelligen Nierenkarzinom ist HIF-2a im Vergleich zu HIF-1a Uberreprasentiert und
tradgt maRgeblich zur Tumorprogression bei. Neben HIF-1a und -2a existieren weitere
Isoformen wie HIF-3a und Spleil3varianten, die Gegenstand aktueller Forschung sind.
HIF-3a wird zum Beispiel eine negative Rickkopplung mit begleitend hemmendem
Effekt auf HIF-1a und -2a zugeschrieben (Kaelin und Ratcliffe 2008).

Normoxie Hypoxie
i i
3 | 1
\)OH
i b i ™
OH ub
iy | TTETE
l HIF-B ‘l'
>
o
HIF-B
| y
M Transkription
Zielgene

Abb. 1. HIF-Regulation unter Normoxie- und Hypoxie-Bedingungen. Unter normoxischen
Bedingungen wird HIF-1/2-a von Prolylhydroxylasen (PHD) hydroxyliert. Daraufhin
ubiquitinyliert das Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) die hydroxylierten HIF-Proteine und diese
werden im Proteasom abgebaut. Bei Hypoxie sind PHDs gehemmt, sodass keine
Hydroxylierung und folglich kein Abbau von HIF-a stattfindet. Stattdessen erfolgt die
Zusammenlagerung mit HIF-B und das entstandene Dimer fungiert im Zellkern als



Transkiptionsfaktor fur die Zielgene (Kaelin und Ratcliffe 2008). Abbildung veréndert nach
(Simon 2016).

In vielen Tumorentitdten sind HIF-Proteine hochreguliert. Ein Grund dafir ist der
zunehmende Sauerstoffmangel bei schnellem Zellwachstum. Andererseits kann HIF
auch durch tumoreigene Mutationen akkumulieren, beispielsweise durch Mutationen,
die mTOR aktivieren, oder durch Mutationen im Ras-Gen. HIF wird in der Folge
weniger effektiv hydroxyliert und weniger abgebaut. Den Abbau von HIF beeinflussen
ebenfalls VHL-Mutationen, die im H&amangioblastom oder dem Kklarzelligen
Nierenkarzinom zu finden sind. Als Folge der HIF-Akkumulation werden neben den
bereits erwdhnten Genen auch mit dem Tumorwachstum assoziierte Genprodukte wie
PDGF, TGFa, TGFB, SDF-1, CXCR4 und MMP1 hochreguliert (Kaelin und Ratcliffe
2008). Insgesamt geht eine erhdhte HIF-Menge in Tumoren mit persistierenden
Tumorstammzellen, verstarktem Tumorwachstum, -invasion und —metastasierung und

genetischer Instabilitat einher (Semenza 2012).

Heutzutage befinden sich bereits medikamentdse Inhibitoren des HIF-Signalwegs in
der Kklinischen Anwendung. Darunter sind mTOR-Inhibitoren wie Everolimus oder
Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Sunitinib, die zum Beispiel zur Behandlung des
Nierenzellkarzinoms verwendet werden. VEGF-Inhibitoren wie Bevacizumab werden
unter Anderem gegen das Mamma- oder Bronchialkarzinom eingesetzt (Zinner et al.
2015, Socinski et al. 2018, Robert et al. 2011, Welt et al. 2016, Lang et al. 2013). Beim
erblichen VHL-Syndrom kommt es zum Funktionsverlust des VHL-Proteins mit
erhohter  Neigung zu  vaskularen  Tumoren wie  Hamangioblastomen,
Phaochromozytomen oder auch klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Diese ist bedingt
durch den verminderten Abbau von HIF und daraus resultierender stérkerer Expression
von HIF-Zielgenen wie beispielsweise VEGF (Ben-Skowronek und Kozaczuk 2015).
Kirzlich hat die FDA (Food and drug administration) auch den HIF-2a-Inhibitor
WELIREG™ (Belzutifan) zur Behandlung von Patienten mit VHL-Syndrom assoziierten
Tumoren zugelassen (FDA 2021; Deeks 2021).

Nicht nur HIF-Proteine, sondern auch viele andere molekulare Faktoren sind seit
einigen Jahren Bestandteil der Tumorforschung und wurden auf ihre Eignung als
magliches therapeutisches Ziel geprift. Darunter  sind auch die
Histonmethyltransferasen wie EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), die unter
anderem eine genregulatorische Funktion erfullen und in zahlreichen Tumorentitaten
dysreguliert sind. Auf die Interaktion zwischen EZH2 und dem bereits beschriebenen
HIF-2a wurde in dieser Studie der Fokus gelegt. Zum besseren Verstandnis der

moglichen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen soll an dieser Stelle
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zundchst die Histonmodifikation beschrieben werden, die unter anderem von

Histonmethyltransferasen durchgefihrt wird.

Histonmodifikation als genregulatorischer Mechanismus

Die DNS als Trager des Erbguts ist im Zellkern auf Histone gewickelt und auf diese
Weise als Chromatin verpackt. Es existieren vier verschiedene Histone (Histon H2A,
H2B, H3 und H4), die alle gemeinsam jeweils doppelt in einem Histon-Oktamer
vorliegen. Um diesen Proteinkomplex sind 146-147 Basenpaare der DNS gewunden,
und diese Einheit des Chromatins wird Nukleosom genannt (Luger et al. 1997). Die N-
terminalen Enden der Histone ragen aus dem kugelférmigen Kern des Nukleosoms
heraus und koénnen an mehreren Aminosaureseitenketten durch verschiedene
epigenetische Verdnderungen kovalent modifiziert werden. Beispiele dafir sind die
Methylierung an Lysin oder Arginin, Phosphorylierung oder Acetylierung. Eine
Modifikation kann eine Lockerung oder Kompaktierung des Chromatins bewirken,
wodurch bestimmte DNS-Sequenzen mehr oder weniger zuganglich fur DNS-
bezogene Prozesse wie die Transkription, Replikation, Rekombination und Reparatur
werden. Die Zuganglichkeit von genregulatorischen Promotor- und Enhancer-
Sequenzen wird letztlich die Genexpression der jeweiligen Gensequenzen bestimmen.
Zu den zahlreichen enzymatischen Regulatoren von Histonmodifikationen gehért unter
anderem die Histon-H3-Lysin-27 (H3K27) -spezifische Methyltransferase Polycomb
Repressive Complex 2 (PRC2). Der schematische Aufbau eines Nukleosoms und der
Histone ist in Abbildung 2 sichtbar. Die besondere Rolle, die EZH2 als katalytische
Einheit von PRC2 einnimmt, soll in den nachsten Kapiteln zusammengefasst werden
(Blackledge und Klose 2021; Strahl und Allis 2000).
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N-terminale Sequenz

Die vielfaltigen Funktionen von EZH2 unter physiologischen
Bedingungen

Die Polycomb Repressive Komplexe (PRCs) sind eine Gruppe von
Histonmethyltransferasen, von denen PRC1 und 2 am intensivsten erforscht sind. Sie
lagern sich mit wechselnden Komponenten zusammen, um ihre Funktion entfalten zu
kénnen. PRC1 monoubiquityliert durch seine katalytische Untereinheit RING1A und
RING1B das Histon H2A, wahrend PRC2 als einzige Histonmethyltransferase das
Histon H3 am 27. Lysin methyliert, das danach H3K27me3 genannt wird. Das
Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) -Protein ist die katalytische Untereinheit von
PRC2 (Papale et al. 2018). EZH2 ist in den letzten Jahren unter anderem als
potenzielles therapeutisches Ziel zum Gegenstand eingehender Forschung geworden,
da es mit der Tumorentstehung und -progression in Verbindung steht (Fioravanti et al.
2018). Die Mono-, Di- oder Trimethylierung von H3K27 wird durch die SET-Domane
von EZH2 katalysiert (Laugesen et al. 2019; Cao et al. 2002). Donor der Methylgruppe
ist hier S-Adenosyl-Methionin (SAM), das dabei zu S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH)
reagiert (Fioravanti et al. 2018). Fur die katalytische Funktionalitdit von PRC2 sind
neben EZH2 mindestens die Proteine EED und SUZ12 in dem PRC2-Komplex

10



erforderlich. Weitere Komponente des Komplexes ist RBBP4/7 fir die Bindung an
Histon H3. AEBP2, JARID2, PCL1-3, EPOP oder PALI kdnnen im PRC2-Komplex
regulatorische Funktionen erfullen und lagern sich ihm je nach Reaktion in
verschiedener Konstellation an. Statt EZH2 kann auch EZH1 im Komplex vorliegen,
allerdings ist EZH1 weniger enzymatisch aktiv als EZH2 (Laugesen et al. 2019). EZH1
kann allerdings hochreguliert sein, wenn EZH2 in geringerem Mafie vorhanden ist
(Wassef et al. 2019). EZH1 ist wie EZH2 in vielen Tumorentitaten hochreguliert (Aubert
et al. 2019). Die Zusammensetzung von PRC2 und EZH2 als dessen katalytische
Einheit zeigt die Abbildung 3.

Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2)

reg.
Faktoren

EZH2-Proteindomanen

SAM SAH # H3K27me3l

Abb. 3. Aufbau des Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) und Enhancer of Zeste
Homolog 2 (EZH2). PRC2 besteht neben EZH2 aus EED und SUZ12. RBBP4/7 ist wichtig fur
die Bindung an Histon H3. Weitere Komponenten sind regulatorische Faktoren wie AEBP2,
JARID2, PCL1-3, EPOP oder PALI und lagern sich ihm in verschiedenen Konstellationen an.
Das EZH2-Protein enthélt mehrere funktionelle Doméanen. Diese heilen WD-40-
Bindungsdoméne (WDB) zur Bindung von EED, Doméane 1 und 2 (D1/2, letztere interagiert mit
SUZ12), die SANT-Domane zur Interaktion mit den Histonen und die Cystein-reiche Doméane
CXC. Die SET-Domane stellt die Methylgruppe aus S-Adenosyl-Methionin (SAM) fir die
Histonmethyltransferase bereit und bildet damit die katalytische Einheit von PRC2. Abbildungen
verandert nach (Herviou et al. 2016; Blackledge und Klose 2021).
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In der Regel wird die Trimethylierung von H3K27 durch die Komplexbildung von EZH2,
EED, SUZ12, AEBP2 und RDbAp46/48 ermoglicht, und dies fuhrt zu einer PRC2-
abhangigen Hemmung der Genexpression. Findet diese Trimethylierung von Histon H3
statt, kann in der Folge PRC1 an monoubiquityliertes Histon H2A und Histon
H3K27me3 binden und eine Chromatinkondensierung und die PRC2-bedingte
Hemmung der Genexpression verstarken (Gan et al. 2018). DNS-Methyltransferasen
und Histon-Deacetylasen kdnnen in der Hemmung der Genexpression kooperativ

mitwirken (Papale et al. 2018).

EZH2 kann im Komplex mit PRC2 auch Nicht-Histon-Proteine methylieren und daraus
folgend ebenfalls eine Hemmung der Genexpression bewirken. Dabei werden im
Zytosol beispielsweise GATA4 oder Talin direkt von EZH2 methyliert (He et al. 2012;
Gunawan et al. 2015). EZH2 kann in phosphorylierter Form Transkriptionsfaktoren
methylieren und damit zum Beispiel die Expression von NF-kB-Downstream-Genen in

Brustkrebszellen aktivieren (Lee et al. 2011).

Ebenfalls kann EZH2 unabhdngig vom PRC2-Komplex in Prostatakarzinomzellen den
Androgen-Rezeptor koaktivieren und das Zellwachstum steigern, wobei hier unklar ist,
ob die EZH2-Methyltransferaseaktivitat notwendig ist (Xu et al. 2012). Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass EZH2 direkt mit den Onkoproteinen der MYC-Familie, c-MYC und
N-MYC, interagieren kann, wund dadurch deren Stabilisierung in einer

Methyltransferase-unabhangigen Weise verursacht (Wang et al. 2022).

Kim et al. zeigten ferner, dass EZH2 auch unabhéngig von seiner katalytischen
Aktivitat und dem PRC2-Komplex die Expression des Androgen-Rezeptors direkt an
dessen Promoter aktivieren kann (Kim et al. 2018). Die bisher beschriebenen,

vielfaltigen Funktionen von EZH2 sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

EZH2-Funktionen Zielstruktur

PRC2-abhangige Histonmethylierung H3K27me3 -> Hemmung der

Genexpression

PRC2-abhangige Non-Histonmethylierung GATAA4, Talin, NFkB-Downstream-
Gene, STAT3

PRC2-unabhangige Methylierung unbekannt
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PRC2-unabhangige Proteinstabilisierung c-MYC, N-MYC
ohne Methylierung

direkte Transkriptionsregulation ohne Androgen-Rezeptor (Promoter)

Methylierung

Tab. 1. EZH2-Funktionen und die Zielstrukturen. EZH2 hat verschiedene Funktionen, die
entweder im PRC2-Komplex oder von freiem EZH2 ausgeflihrt werden. Dabei kann EZH2
Histon H3 und auch Non-Histon-Proteine wie GATA4 methylieren, aber auch unabhéngig von
seiner Methylierungsfunktion Proteine stabilisieren oder den Promoter von Zielstrukturen wie
dem Androgenrezeptor direkt binden und aktivieren (Gan et al. 2018; He et al. 2012; Gunawan
et al. 2015; Lee et al. 2011; Kim et al. 2013a; Kim et al. 2018; Xu et al. 2012).

Letztlich kann EZH2 einerseits PRC2-abhangige Funktionen einnehmen, indem es als
Histonmethyltransferase und dadurch genrepressiv agiert oder als Methyltransferase
regulierend auf Proteine wirkt. EZH2 hat auch PRC2-unabh&ngige Funktionen, die
entweder Uber Protein-Interaktionen wirken oder direkt auf die DNS abzielen. Hierbei
kann die enzymatische Aktivitdt von EZH2 Uber die SET-Domane auch entbehrlich fur

die resultierende Reaktion sein.

Insgesamt ist EZH2 physiologisch ein Regulator des Zellzyklus, sorgt fur die Reparatur
von DNS-Schéaden und verringert die Zellalterung (Duan et al. 2020). So hat EZH2 fiir
die Regeneration von Zellen eine essentielle Bedeutung durch zellprotektive Effekte in
chronisch geschadigten Geweben wie bei Erkrankungen des Pankreas (Mallen-St Clair
et al. 2012). In UberschieBendem Maf’ kdnnen diese Effekte allerdings auch onkogen

wirken, wie den kommenden Kapiteln zu entnehmen ist.

Regulation und Veradnderungen von EZH2 in Tumoren

EZH2 wurde bei vielen verschiedenen  Erkrankungen, insbesondere
Tumorerkrankungen, als dysreguliert beschrieben. So ist es in den Tumorentitaten
Glioblastom, Melanom, T-Zell- und Non-Hodgkin-Lymphom, Prostata-, Lungen-, Brust-
und Blasenkarzinom sowie dem hepatozellularen Karzinom hochreguliert oder mutiert
(Kim und Roberts 2016), wobei es funktionsverstarkende (,Gain-of-function®) und
funktionshemmende (,Loss-of-function®) sowie weitere EZH2-Mutationen gibt. Loss-of-
function, Nonsense-, Missense- und Frameshift-Mutationen in EZH2 fihren zur
Férderung von myelodysplastischen Syndromen und myeloproliferativen Erkrankungen
(Ernst et al. 2010; Nikoloski et al. 2010; Simon et al. 2012).
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Im Gegensatz dazu ist die Uberexpression von EZH2 eher tumorassoziiert. HIF-1a
kann als Transkriptionsfaktor indirekt die EZH2-Expression aktivieren, worauf spéter in
diesem Kapitel ausfiihrlicher Bezug genommen wird (Cao et al. 2010). Auf3erdem
bewirkt Myc als Onkogen durch direkte Bindung an den EZH2-Promoter dessen
Uberexpression in Prostatakarzinomzellen (Koh et al. 2011). Uber denselben
Mechanismus kann E2F die EZH2-Expression steigern, wie beispielsweise in
Harnblasen- und Kkleinzelligen Bronchialkarzinomzellen (Bracken et al. 2003).
Bestimmte Micro-RNAs sind in Glioblastomen herabreguliert, was zu vermehrter EZH2-
Expression fuhrt. Insgesamt resultiert daraus eine vermehrte Angiogenese,

Zellproliferation und Invasion der Tumorzellen (Smits et al. 2010; Xiaoping et al. 2013).

DartUber hinaus tritt in B-Zell-Lymphomen eine Gain-of-function-Mutation am Tyrosin
641 (Y641F) in der katalytischen SET-Domane von EZH2 auf, die zu einer vermehrten
Trimethylierung von H3K27 fahrt (Morin et al. 2010; Bo6dor et al. 2011). Eine
Punktmutation an Alanin 677 und 687 in Non-Hodgkin-Lymphomen hat denselben
Effekt (McCabe et al. 2012a).

EZH2 selbst kann, PRC2-unabhéngig, auch die E2F1l-vermittelte Zellapoptose
hemmen, wodurch unkontrollierte Zellteilung geférdert wird (Wu et al. 2010). Es bindet
in phosphorylierter Form direkt an STAT3 und methyliert dieses. Die direkte Aktivierung
des STAT3-Signalwegs durch EZH2-abhangige Methylierung (s. Tabelle 1) beglinstigt
die Entstehung von Glioblastomen und Glioblastom-ahnlichen Stammzellen (GSC)
(Kim et al. 2013a). EZH2 kann ferner mit SNAIL1 interagieren, die Expression von E-
Cadherin vermindern, und konnte auf diese Weise die epitheliale zur mesenchymalen
Transition (EMT) unterstitzen (Ma et al. 2016a; Cao et al. 2008). Es konnte in
kolorektalen Karzinomzellen in vitro auch gezeigt werden, dass eine EZH2-Hemmung
oder dessen Knockdown vermehrte Apoptose und Autophagie bewirken (Yao et al.
2016). Ein weiterer Effekt des EZH2-Knockdowns konnte unter anderem in der
Lungenkarzinom-Zelllinie A549 gesehen werden. So hatten die Zellen mit weniger
EZH2 eine geringere Tendenz zur Invasion und Ausbildung von Metastasen und
enthielten weniger Matrix-Metalloproteinasen (MMP), die bei der Metastasierung von
Tumoren federfuhrend sind (Xia et al. 2020).

EZH2 ermdglicht Tumorzellen auch, Resistenzen gegen Chemotherapeutika
auszubilden, beispielsweise in kleinzelligen Lungenkarzinomen oder Glioblastomen. In
der letztgenannten Tumorentitat fuhrt die EZH2-bedingt erhéhte ABC-Transporter-
Expression zur Chemoresistenz (Fan et al. 2014). Auch in Melanom-, Ovarialkarzinom-

und kolorektalen Karzinomzellen unterstitzt eine hohe EZH2-Expression die
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Umgehung des Immunsystems durch Tumorzellen und damit deren Uberleben im
Organismus (Peng et al. 2015; Nagarsheth et al. 2016; Zingg et al. 2017).

Die Ergebnisse der vorangegangenen Studien sprechen insgesamt dafir, dass ein
EZH2-Exzess in Form einer Hochregulation oder Gain-of-function-Mutation nicht nur in
unterschiedlichsten Tumorentitaten vorliegt, sondern auch mafigeblich an deren
Entstehung und Progress sowie Therapieresistenz beteiligt ist. In der Zelle existieren
aber Gegenspieler, die die Wirkung von EZH2 antagonisieren kénnen und somit einen
Einfluss auf die Interaktion von EZH2 mit anderen Metaboliten haben. Sie werden im

Folgenden kurz vorgestellt.

Endogene EZH2-Antagonisten

Wichtige Gegenspieler der Histonmethyltransferasen sind die Histondemethylasen. Die
Histondemethylasen UTX (ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on X
chromosome) und JMJD3 (Jumonji domain containing protein 3) antagonisieren die
EZH2-Aktivitat, indem sie die Methylgruppen von H3K27 entfernen. Wie auch PHDs,
die die HIF-Proteine regulieren, gehodren sie zu den 2-Oxoglutarat-abh&ngigen
Dioxygenasen. Die Histondemethylasen benétigen als Kofaktoren Sauerstoff und 2—
Oxoglutarat zur Oxidation der Methylgruppe. Die katalytische Untereinheit der
Histondemethylasen heil3t JmjC-Domane (Chang et al. 2019; Hong et al. 2007).
Beispielsweise in Medulloblastomen, Blasen-, Prostata- und Pankreaskarzinomen sind
inaktivierende  Mutationen von UTX beschrieben. AufRerdem wurde eine
Hochregulierung von JMJD3 in Prostatakarzinomen beschrieben (Kim und Roberts
2016; Xiang et al. 2007).

Auf der RNA-Ebene kann EZH2 ebenfalls gehemmt werden. MicroRNAs wie miRNA-
32, miR-137 und miR-506 vermindern durch direkte Bindung an den EZH2-Promoter
die EZH2-Expression, wodurch in verschiedenen Studien eine Hemmung von
Tumorproliferation, Angiogenese und Metastasierung in Melanomen, Glioblastomen
und Kolonkarzinomen nachgewiesen werden konnte (Ma et al. 2016b; Zhang et al.
2015; Sun et al. 2015).

Durch die wachsende Bedeutung von EZH2 besonders im Bereich der Onkologie
wurden in den letzten Jahren einige Inhibitoren entwickelt, die exogen auf EZH2

abzielen. Diese sollen nun im n&chsten Kapitel beschrieben werden.
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Pharmakologische Ansétze zur EZH2-Inhibition

Viele aktuell eingesetzte EZH2-Inhibitoren zielen auf dessen Histonmethyltransferase-
Aktivitat ab. Dabei interagieren sie entweder mit dem universell als
Methylgruppendonator fungierenden SAM oder direkt mit der SET-Doméne von EZH2
(Fioravanti et al. 2018). 3-Deazaneplanocin (DZNeP) ist der am langsten verwendete
EZH2-Inhibitor. Seine Wirkung entfaltet er durch Interaktion mit SAM, weshalb er
weniger EZH2-selektiv, sondern ein genereller Histonmethyltransferase-Inhibitor ist. Er
konnte in Studien die Tumoraktivitdt senken. Aufgrund einer geringen Plasma-
Halbwertszeit und hoher Toxizitat im Tiermodell ist er allerdings aktuell fir die klinische
Anwendung nicht geeignet (Glazer et al. 1986; Tan et al. 2007; Miranda et al. 2009).
Mit GSK126 existiert seit 2012 ein selektiver Inhibitor der EZH2-
Methyltransferaseaktivitat, der sowohl den EZH2-Wildtyp als auch die Gain-of-function-
Mutante Y641 binden und so das Tumorwachstum in diffus-grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen hemmen kann (McCabe et al. 2012b). GSK126 ist 1000-fach spezifisch
fur EZH2 gegeniber anderen Histonmethyltransferasen und 150-fach spezifisch fir
EZH2 gegeniber EZH1 (Fioravanti et al. 2018). Einige klinische Phase-1-Studien sind
bereits abgeschlossen. Erste Ergebnisse zeigten eine geringe Reduktion der
Tumoraktivitat bei den teilnehmenden Patienten. Hierbei waren die kurze Halbwertszeit
des Inhibitors und die dadurch geringere Dosis im Korper limitierend. (Yap et al. 2019).
UNC1999 ist der erste oral verfugbare Inhibitor und ebenfalls SAM-kompetitiv, wirkt
also hemmend auf die EZH2-Methyltransferaseaktivitat. Gegen die Mutante Y641 ist er
auch wirksam. UNC1999 ist in Bezug auf Histonmethyltransferasen éhnlich selektiv wie
GSK126, aber hemmt EZH1 und EZH2 in gleichem Mal3. Im Gegensatz zu GSK126
war der antiproliferative Effekt von UNC1999 auf MLL-Zellen im Mausmodell gréZer
(Fioravanti et al. 2018). SAH-EZHZ2 ist ein EZH2-Analog, das mit EED interagiert und
so die Komplexbildung mit EZH2 verhindert. Dadurch entsteht weniger H3K27me3. Es
zeigte bisher einen antiproliferativen Effekt, der mit reduziertem H3K27me3-Level, aber

starker noch mit reduziertem EZH2-Protein korrelierte (Kim et al. 2013b).

Neben dem Einsatz als alleinige Therapie sind EZH2-Hemmer in Studien als
Augmentation, also effektverstarkend durch  Hinzugabe zur vorherigen
Antitumortherapie (Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Sunitinib, Interleukin-2-
Antagonisten) erfolgreich im Einsatz gegen das klarzellige Nierenkarzinom, das
Melanom, das kolorektale Karzinom oder die AML (Adelaiye-Ogala et al. 2017; Goliner
et al. 2017; Nagarsheth et al. 2016; Zingg et al. 2017). GSK126 wirkte auch in
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Kombination mit den Chemotherapeutika Gemcitabin und 5-Fluoruracil im Mausmodell

antiproliferativ auf das Lungen- und Kolonkarzinom (Huang et al. 2019).

Einige Studien haben bereits erste Einblicke in die Wechselwirkungen zwischen HIF
und EZH2 geliefert, doch das Verstandnis ihrer gegenseitigen Abhé&ngigkeiten in
verschiedenen zellularen Umgebungen und der molekularen Mechanismen ist noch

lange nicht vollstandig. Es folgt eine Zusammenfassung der bisherigen Studienlage.

Molekulare Wechselwirkungen zwischen HIF und EZH2

Eine simultane Hochregulation von HIF-1a und EZH2 wurde in Mammakarzinomzellen
gezeigt, und dies war mit einer schlechteren Gesamtprognose der Patienten assoziiert
(Dong et al. 2014). Auch konnen die HIF-Proteine das EZH2-Level und dessen
Wirkung in der Zelle verstarken. So wurde herausgefunden, dass HIF-1a als
Transkriptionsfaktor indirekt die EZH2-Expression aktivieren kann, indem es die
Expression der tumorsuppressiven microRNA mi-R101 vermindert. Diese hemmt
normalerweise die EZH2-Translation (Cao et al. 2010). Unter Hypoxiebedingungen
kann HIF-1a aul’erdem den PRC2-Komplex inaktivieren und zur Akkumulation von
freiem EZH2 fuhren. Dadurch kann in triple-negativen Brustkrebszellen eine
Komplexbildung von EZH2 mit FOXM1 induziert werden. Insgesamt resultiert eine
erhdhte Tumorinvasivitat unter anderem durch die verstarkte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen, die umliegendes Gewebe zerstéren, sodass die Infiltration der
Nachbarstrukturen und der Einbruch in das Gefal3system erleichtert werden (Mahara et
al. 2016a; Mahara et al. 2016b).

Uber den Einfluss, den EZH2 auf das HIF-Level hat, ist bisher weniger bekannt.
Allerdings kann der EZH2-Inhibitor GSK126 in der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 eine
Herabregulation von VEGF-A auslésen. Dessen Genexpression wird direkt von HIF als
Transkriptionsfaktor gesteuert. Die Behandlung der Zellen mit GSK126 fiihrte zu

verringerter Migration der Zellen und weniger Angiogenese (Chen et al. 2016).

Die eher sparliche Datenlage zum Einfluss von EZH2 auf die HIF-Proteine und deren
molekulare Wechselwirkungen fuhrt in Kombination mit dem wachsenden Kklinisch-

therapeutischen Interesse an den beiden Strukturen zur Fragestellung dieser Studie.
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Fragestellung der Studie

Die Grundlage dieser Studie war ein kleiner Loss-of-Function-Screen, der in unserem
Labor mittels shRNA-abhangiger Depletion durchgefuhrt wurde, um die Wirkung von
selektierten Histon-Demethylasen und Histon-Methyltransferasen auf den HIF-
Signhalweg zu untersuchen. In diesen Versuchen wurde Uberraschenderweise eine

regulatorische Wechselwirkung zwischen EZH2 und HIF-2a beobachtet.

EZH2 und HIF sind in den meisten verdffentlichten Studien unabhéngig voneinander
als onkogen bzw. Tumorproliferation férdernd beschrieben worden. In Kombination
kbnnen sie das Wachstum, die Invasion und die Metastasierung von Tumoren
zusatzlich verstarken. Einige Studien deuten bereits auf eine wechselseitige
Beeinflussung von EZH2 und HIF hin. Bislang sind jedoch nur wenige Mechanismen
bekannt, Uber die HIF EZH2 beeinflusst. EZH2 kdnnte seinerseits HIF regulieren - im
Komplex mit PRC2 oder frei vorliegend, direkt oder indirekt - und auf dessen
Genregulation oder Proteinstabilitat einwirken. Die weitere Klarung der Rolle von EZH2
in diesem Mechanismus, insbesondere bei der HIF-2a-Regulation, wurde daher in
dieser Studie anhand der in vitro Tumorzellmodelle Glioblastom, Mammakarzinom und
Bronchialkarzinom verfolgt. Die beiden letztgenannten Tumorarten wurden

insbesondere wegen ihrer hohen Neigung zur Metastasierung ins Gehirn ausgewabhilt.
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Material und Methoden

Materialien

Antibiotika

Antibiotikum Stammldsung finale Konzentration

Puromycin (Invivogen, # | 10 mg/mL 1 pg/mL

ant-pr-1)

Blasticidin (Thermo, R210- | 6 mg/mL 3 pg/mL

01)

Plasmocin (Invivogen, | 25 mg/mL 25 pg/mL

#ant-mpt-1)

Plasmocure (Invivogen, # | 100 mg/mL 50 pg/mL

ant-pc)

Ampicillin (Sigma, # | 50 mg/mL 50-100 pg/mL

A9598)

Antikdrper

Primarantikorper

Antikorper Spezies Produktnummer | Hersteller Verdiinnung

Anti-HIF-1a Kaninchen 10006421 Cayman 1:5.000
(polyklonal)

Anti-HIF-2a Kaninchen NB100-122 Novus 1:500
(polyklonal)

Anti-EZH2 Kaninchen #5246S Cell Signaling | 1:5.000
(monoklonal)

Anti-Tubulin Maus DLN-09992 Dianova 1:10.000
(monoklonal)

Anti-H3 Kaninchen 4499T Cell Signaling | 1:5.000
(monoklonal)

Anti- Kaninchen 9733T Cell Signaling | 1:5.000

H3K27me3 (monoklonal)

Anti- Kaninchen 07-449 Millipore 1:2.500

H3K27me3 (polyklonal)

Anti-V5 Maus R960-25 Invitrogen 1:500
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(monoklonal)

Anti-3H9-a- Ratte 3h9-100 Chromotek 1:1.000
GFP (monoklonal)

Sekundarantikorper

Antikorper Produktnummer Hersteller Verdlinnung
Ziege-anti-Maus 115-035-146 Dianova 1:5.000
Ziege-anti- 111-035-144 Dianova 1:5.000
Kaninchen

Ziege-anti-Ratte 712-1333 Rockland 1:5.000

Bakterienkultivierung

-Bakterienstamm fiir Transformationen: Escherichia coli stabl3

-LB-Medium (Luria-Bertani-Medium): 20 g LB-Puder (Roth, #X964.1) wurde in 1 Liter
Reinstwasser suspendiert und bei 121°C fur 15 Minuten autoklaviert. Aufbewahrung
bei 4°C.

-Reinstwasser: steril gefiltertes Wasser (Porengrof3e 0,22 pM)

Inhibitoren

-MG132 (Millipore, # 474790)

-GSK126: Ein fur EZH2 hochselektiver Inhibitor (MedChemExpress, # HY-13470), 5
mg GSK126-Pulver sind als 20 mM Stammldsung in 474,83 uL gefiltertem DMSO (0,22
pum-Filter) nach Herstellerangaben gelst.

Plasmide

-pcDNAS3.1 D/V5-His-TOPQO: Saugetierexpresionsvektor, CMV-Promoter, Selektion im
Saugetier: Neomycin, bakterielle Resistenz: Ampicillin, enthalt das V5-Epitop und ein
Polyhistidin-Tag (6X His) (Invitrogen)

-pcDNAS3.1D/V5-His-TOPO.HIF-2a: Saugetierexpressionsvektor mit menschlichem
HIF-2a (Julia Wenner)

-pcDNA3.1D/V5-His-TOPO.HIF-2a mPPN: Saugetierexpressionsvektor mit einer nicht
degradierbaren menschlichen HIF-2a-Sequenz mit mutierten
Prolylhydroxylierungsstellen (Julia Wenner)

-pcDNAS3.1-EGFP: pcDNAS3.1, die von Hui-Ke Jiao mit EGFP versehen wurde

-pGIPZ non silencing control: Lentiviraler Expressionsvektor (nicht zielgerichtet), der
als Negativkontrolle fiir samtliche Transduktionen verwendet wurde (Open Biosystems,
# RHS4346)
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-pGIPZ shRNA hEZH2 #3: Kurze Haarnadel-RNA gegen menschliches EZH2 in einem
lentiviralen pGIPZ-Vektor (Open Biosystems # V2LHS_17510)

Primer

Alle Primer stammen von der Firma Sigma-Aldrich.

Primer Sequenz (5°-39)

HIF-1a-5-vorwarts CCATTAGAAAGCAGTTCCGC
HIF-1a-5-rickwarts TGGGTAGGAGATGGAGATGC
HIF-2a-vorwarts CGAACACACAAGCTCCTCTC
HIF-2a-riickwarts GTCACCACGGCAATGAAAC
EZH2-2-vorwarts GTACACGGGGATAGAGAATGTGG
EZH2-2-rickwarts GGTGGGCGGCTTTCTTTATCA
HPRT-4-vorwarts TATGGCGACCCGCAGCCC
HPRT-4-rlickwarts GCAAGACGTTCAGTCCTGTCCAT

RNA-Isolierung

-RNeasy Mini Kit: Qiagen, #74106

-QlAshredder-Kit: Qiagen, #79656

-RNase-Free DNase Set: Qiagen, #79254

-DEPC-H,0: 1 mL Diethylpyrocarbonat (Roth, #K028) wurde Uber Nacht in 1 Liter
destilliertem Wasser geldst und anschliel3end autoklaviert.

-B-Mercaptoethanol (Roth, # 4227.3)

-RLT-Lysepuffer (Qiagen, # 1015762)

Western Blot
-8% Trenngel: 2,7 mL 30% Polyacrylamid, 2,6 mL unterer Puffer, 4,7 mL destilliertes
Wasser, 100 uL APS (10%), 10 uL TEMED.
-15% Trenngel: 5 mL 30% Polyacrylamid, 2,6 mL unterer Puffer, 2,4 mL destilliertes
Wasser, 100 uL APS (10%), 5 uL TEMED.
-Sammelgel: 0,65 mL 30% Polyacrylamid, 1,3 mL oberer Puffer, 3 mL destilliertes
Wasser, 50 L APS (10%), 5 uL TEMED.
-APS: Ammoniumpersulfat (AppliChem, # A1142, 10%)
-TEMED: Tetramethylenediamin (AppliChem, # A1148.0100)
-30% Polyacrylamid (Roth, # 3029.1, 37,5:1)
-Unterer Puffer
-1,5 M Tris Base (121,1) (Roth, # 9090.3)
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-0,4% SDS (20%) (Roth, # 2326.2)
-Oberer Puffer
-0,5 M Tris Base (121,1)
-0,4% SDS (20%)
-2-Propanol (Sigma-Aldrich, #33539)
-Frischhaltefolie (Barriofilm)
-Protein Assay Reagent A (Biorad, # 500-0113)
-Protein Assay Reagent B (Biorad, # 500-0114)
-Protein Assay Reagent S (Biorad, # 500-0115)
-Lyse-Puffer (Lammli)
-10 mM Tris HCI (MG 157,6 g)
-2 mM EGTA (MG 380,35 g) (AppliChem, # A0878.0100)
-20 mM NaF (MG 41,99 g)
-2% SDS
-Probenpuffer
-40 mL 10% SDS
-16 mL 1 M Tris pH 6,8
-20 mL Glycerol 100%
-19 mL H,O
-50 pL Beta-Mercaptoethanol (Roth, # 4227.3)
-200 pL 1% Bromphenolblau (1g H20 festes Bromphenolblau auf 100 mL H20)
-Proteinleiter Page Ruler (Thermo Scientific, # 26625)
-Spectra Multicolor High Range Protein Ladder (Thermo Scientific, # 26616)
-10x Running-Puffer
-250 mM Tris Base (MW: 121,1)
-Glycin (Sigma, # G-8898)
-1% SDS
-Methanol (Sigma-Aldrich, # 32213-1L-M)
-10x Wettransfer-Puffer
-Tris Base (121,1)
-Glycin
-Blockierungspuffer
-Milchpulver (Roth, # T145.2)
-Waschpuffer
-Waschpuffer
-1x PBS (Sigma, # S3264-2506)
-0,1% Tween 20 (Sigma, # P9416)
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-20x PBS

-140 mM NaCl

-2,7 mM KClI

-10 mM Na2HPO4

-1,8 mM KH2PO4 in destilliertem Wasser (pH 7,4)
-Stripping-Puffer

-200 mM Glycin, 0,05% Tween 20 in destilliertem Wasser
-Pierce ECL Westernblot Substrate (Thermo Scientific)

1. Detection Reagent 1 (# 1859701)

2. Detection Reagent 2 (# 1859698)
-Plus ECL (Western Lightning)

1. Oxidizing Reagent Plus (# ORT2655)

2. Enhanced Luminal Reagent Plus (# ORT2755)

Zelllinien

A549: Menschliche Lungenadenokarzinomzellen (ATCC # CCL-185)
G55: Menschliche Glioblastomzellen (M. Westphal und K. Lamzus, Hamburg,

Deutschland)

MDA-MB-231: Menschliche Mammakarzinomzellen (ATCC #HTB-26), in diesem Fall

von Omelyan Trompak mit dem POR-Plasmid transduziert, das neben einer konstant

aktiven Renilla-Luciferase eine Firefly-Luciferase unter der Kontrolle von HIF-2a-ODD

enthalt

HEK?293T: Menschliche embryonale Nierenzellen (ATCC # CRL-3216)

Speziell fur diese Arbeit (Sabine Graf) oder deren Vorarbeit

generierte Zellinien:

(Sandra Baumgart)

Name Konstrukt/Lentivirus MOl Selektion
Database
A549 shNsc pGIPZ non silencing control | 100 Puromycin 1 pg/mL

(Open Biosystems)

A549 ShEZH2 pGIPZ shRNA hEZH2 #3 100
(V2LHS_17510) (Open

Biosystems)

Puromycin 1 pg/mL

G55 shNsc pGIPZ non silencing control | 20

Puromycin 1 pg/mL

G55 shEZH2 pGIPZ shRNA hEZH2 20

Puromycin 1 pg/mL

MDA-MB-231 POR | pGIPZ non silencing control | 50

shNsc

Puromycin 1 pg/mL
Blasticidin 3 pg/mL
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MDA-MB-231 POR | pGIPZ shRNA hEZH2 50 Puromycin 1 pg/mL
shEZH2 Blasticidin 3 pg/mL
MDA-MB-231 POR | pGIPZ non silencing control | 50 Puromycin 1 pg/mL
shNsc Co Blasticidin 3 pg/mL
MDA-MB-231 POR | pGIPZ shRNA hEZH2 50 Puromycin 1 pg/mL
shEZH2 Co Blasticidin 3 pg/mL
MDA-MB-231 POR | pGIPZ non silencing control | 50 Puromycin 1 pg/mL
shNsc IM Blasticidin 3 pg/mL
MDA-MB-231 POR | pGIPZ shRNA hEZH2 50 Puromycin 1 pg/mL

ShEZH2 IM

Blasticidin 3 pg/mL

Medium, Puffer und andere Reagenzien
-DMEM (Gibco, # 41966-029, 1x)

-Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Gibco, # 31985-047)

-FBS (Astro, # S0115)
-Trypsin-EDTA (Gibco, # 25300-054)
-PBS (Gibco, # 10010-015, 1x)
-DMSO (Roth, # A994.1)

-Casyton Puffer (Omni Life Bioscience, # 5651808)

-Standard-Zellkulturmedium fir adharente Zellen: 500 mL DMEM, 10% FBS
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Methoden

Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden vor der Benutzung auf Mycoplasma pneumoniae
getestet und bei Bedarf im Vorfeld mit Plasmocin oder Plasmocure behandelt.
Samtliche Arbeiten mit Zellen (Subkultivierung, Transfektion, Behandlung mit weiteren
Substanzen etc.) erfolgten an einer Sterilbank (Thermo Scientific, MSC-Advantage) mit
im Vorhinein autoklavierten oder mittels 70% Ethanol desinfizierten Utensilien.

Kultivierung der verwendeten Zellen

Die Aussaat der Zellen erfolgte nach zweiminitigem Auftauen des 1 mL-Aliquots im
37°C warmen Wasserbad (GFL®) in 10 cm Kulturschalen (Sarstedt, # 83.3902) mit 10
mL DMEM (incl. 10% FBS). Alle Zelllinien wurden als adhéarente Kultur gehalten. Nach
24 Stunden wurde das Zellmedium gewechselt, um eine zelltoxische Wirkung durch
das Einfriermedium mit 10% DMSO =zu verhindern. AnschlieRend wurden die
Antibiotika zur Selektion der lentiviralen Plasmide in den oben angegebenen

Konzentrationen zugegeben.

Zur Subkultivierung der Zellen fur Erhaltungskulturen oder Experimente wurden die zu
80 bis 90 Prozent konfluenten Schalen mit 5 mL PBS gewaschen und fiir 3 bis 4
Minuten bei 37°C mit Trypsin-EDTA inkubiert. Es erfolgte eine mikroskopische
Kontrolle der Abldsung der Zellen von der Schale. Nach Zugabe von 5 mL DMEM
(10% FBS) wurde die Zellsuspension bei 1000 Umdrehungen pro Minute fir 3 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AbschlieRend wurden die Zellen mit dem
Verdunnungsfaktor 1:10 bis 1:24 in neue Zellkulturschalen mit sterilem Kulturmedium
gegeben. Bei Erhaltungskulturen wurden erneut die zur Selektion verwendeten
Antibiotika in den entsprechenden Konzentrationen hinzugegeben. Es erfolgte ein
Mediumwechsel alle zwei bis drei Tage. Zellen fur Experimente wuchsen fur die Dauer

des Experiments stets in Zellkulturmedium ohne Antibiotika.

Zellz&hlung

Die Zellz&hlung erfolgte mit dem ,CASY Cell Counter and Analyzer System Model TT*
(Roche Diagnostics GmbH, # 05651697001) nach Herstellerangaben. Dazu wurden
100 pL Zellsuspension in 10 mL CASY ton Puffer gegeben. Dabei war der
Aggregationskoeffizient unterhalb von 2 und der Anteil lebendiger Zellen oberhalb von
90%.
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Kryokonservierung

Das Einfrieren von Aliquots jeder Zelllinie wurde jeweils unmittelbar nach dem
Auftauen nach zwei bis drei Tagen und vor dem Einsatz der Zellen in Experimenten
vorgenommen. Dazu wurde eine 70 bis 90 Prozent konfluente Kulturschale mit PBS
gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die
Zellen in 2 mL Kryomedium (DMEM mit 10% FBS und 10% gefiltertem DMSO)
suspendiert und in je ein 1 mL-Kryoréhrchen (Greiner, # 123277) gegeben. Die
Aliquots wurden in einem Einfrierbehélter (mit Isopropanol gefillt) bei -80°C langsam

heruntergekihlt und nach drei bis vier Tagen in den Stickstofftank Gberflhrt.
Lentivirale Transduktion

Es wurden je nach Zelllinie und MOI 5.000 Zellen pro Well einer 24-Well-
Zellkulturplatte oder 500.000 Zellen pro Well einer 6-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Als
Medium wurde DMEM mit 10% FBS und 8 pug/mL Polybren verwendet. Anschlie3end
wurden die lentiviralen Partikel hinzugegeben und die Zellen fur 24 Stunden inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und es erfolgte ein Mediumwechsel mit
zusatzlicher antibiotischer Selektion. Bei einer Zelldichte von 80% wurden die
Zellkulturen in gréRere Zellkulturschalen ausgesét.

Hypoxie-Behandlung

Die Behandlung der Zellen mit Hypoxie bei 1% Sauerstoff und 5% Stickstoff erfolgte in
der Hypoxie-Kammer (Coy Lab, Grass Lake, USA) bei 37°C. Je nach experimentellem
Design wurden die Zellkulturschalen 24 oder 48 Stunden nach der Aussaat fur 24 oder
48 Stunden in der Hypoxie-Kammer inkubiert. Fur reine Hypoxie-Experimente ohne
zusatzliche Zugabe von Substanzen wurden 500.000 Zellen (A549, MDA-MB-231 POR
oder G55, jeweils shNsc bzw. shEZH2) in 10 cm-Zellkulturplatten ausgesat und stets
nach 24 Stunden fir 48 Stunden in die Hypoxie-Kammer gestellt. Die
Probengewinnung am Endpunkt der Experimente wurde innerhalb der Hypoxie-

Kammer durchgefihrt.
Kombinierte GSK126-und Hypoxie-Behandlung

Die gleichzeitige Behandlung von Zellen mit Hypoxie und dem in DMSO geldsten
Inhibitor GSK126, der die Methylierungsaktivitdét von EZH2 pharmakologisch hemmt,
wurde nach dem Protokoll von Chen et al. (Cancer Chemother Pharmacol, 2016) fir
die Zellinien A549, MDA-MB-231 POR und G55 optimiert. Zunachst wurden 200.000
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Zellen in je eine Vertiefung einer 6-Lochplatte (Sarstedt, # 83.3920) ausgeséat. Nach 24
Stunden wurde das Zellkulturmedium gegen DMEM (10% FBS) mit GSK126 in den
Konzentrationen 40 nM, 200 nM, 1 pM und 5 pM ausgetauscht. Pro Zelllinie wurden
drei der vier verschiedenen Konzentrationen und eine DMSO-Kontrolle, die dem
DMSO-Volumen mit der héchsten GSK126-Konzentration entsprach, untersucht. Bei
geringeren GSK126-Konzentrationen wurde das Zellkulturmedium bis zum maximalen
DMSO-Volumen um steril gefiltertes DMSO ergéanzt. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen bei entsprechender Kontrollgruppe fir 24 Stunden in die Hypoxie-

Kammer gestellt.
Kombinierte Hypoxie- und MG132-Behandlung

24 Stunden nach der Aussaat von MDA-MB-231 POR shNsc bzw. shEZH2 mit 40.000
Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte wurden die Zellen fur 48 Stunden in die
Hypoxie-Kammer gestellt. Die Zugabe des proteasomalen Inhibitors MG132 in der
Konzentration 10 pM erfolgte anschlieBend entweder 3 oder 6 Stunden vor der
Extrahierung der Proteinlysate. Es existierten eine entsprechende Kontrolle ohne
Hypoxie-Behandlung sowie fir Normoxie- und Hypoxie-Bedingungen eine Kontrolle
ohne MG132-Behandlung.

Transiente Transfektion mit Hypoxie-Behandlung

Fur die transiente Transfektion mit dem Fugene HD Transfection Kit (Promega, #
E2312) wurden 150.000 Zellen (fur die Zelllinien A549 und MDA-MB-231 POR shNsc
bzw. shEZH2) oder 200.000 Zellen (fiir die Zelllinie G55 shNsc bzw. shEZH2) in je eine
Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Zellmedium
gewechselt und auf 1 mL reduziert. 2 Stunden spater wurde das Transfektionsreagenz
vorbereitet. Dazu wurden 3,8 pg des jeweiligen Plasmids (pcDNA 3.1 als Kontrolle,
HIF-2a-Wildtyp oder HIF-2a-dPPN) und 0,2 pg EGFP-Plasmid als Kontrolle der
Transfektionseffizienz in 150 pL Opti-MEM-Zellmedium pipettiert. AnschlieBend wurden
16 uL Fugene HD Transfektionsreagenz hinzugefligt, der Transfektionsansatz nach 10
Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben und 8 Stunden
spater durch 1 mL DMEM (10% FBS) erganzt. Nach weiteren 16 Stunden erfolgte eine

Hypoxie-Behandlung fir 48 Stunden bei entsprechender Kontrolle in Normoxie.
Bakterielle Transformation

Es wurden 100 pL chemisch kompetenter Escherichia coli stabl3 entweder mit 10 ng

Plasmid-DNA oder mit 5 pL Reagenz aus einer Ligierungsreaktion fir 20 Minuten auf
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Eis inkubiert. Nach einer Inkubation bei 42°C fiir 30 Sekunden wurde die Probe erneut
fur 2 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurden 500 pL LB-Medium hinzugefiigt und die
Probe wurde unter Vortexbewegung mit 220 rpm fir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Gemeinsam mit der angepassten Antibiotikamenge wurden 50-150 pL der Probe auf
eine LB-Kulturplatte ausgebracht. Bei der Transformation ligierter Plasmid-DNA
wurden bis zu 250 pL der Bakterienkultur verwendet. Nach einer 12-16-stiindigen
Inkubation bei 37°C wurden die Kolonien ausgewahlt und mit 4 mL einer Startkultur in
S.0.C.-Medium (Thermo, # 15544034) geimpft.

Plasmid-Isolierung aus Bakterienkulturen

Die Isolierung der Plasmide aus den Glycerol-Escherichia-coli-Stammkulturen erfolgte
nach Herstellerprotokoll des PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kits (Invitrogen, #
K210007). Dazu wurden 10 pL einer Stammkultur Gber Nacht in 200 mL LB-Medium
mit Ampicillin (1 pL Stammlésung pro mL) bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-
Konzentration wurde mit dem NanoDrop-Photometer (Peglab) bei einer Wellenlange

von 260 nm bestimmit.
Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay misst die Expression der Firefly- und der Renilla-Luciferase. Das
POR-Plasmid in der Zelllinie MDA-MB-231 (generiert von Omelyan Trompak) codiert
fur zwei Proteine unter der Kontrolle eines starken viralen Promotors. Das eine Protein
ist ein Fusionsprotein aus der HIF-2a-ODD-Doméane (oxygen dependent degradation
domain) und der Firefly-Luciferase, das durch Prolylhydroxylasen (PHDs) hydroxyliert
und dadurch abgebaut werden kann. Dieser Effekt ist unter hypoxischen Bedingungen
vermindert, da dann die PHDs inaktiv sind. Das andere Protein ist die Renilla-

Luciferase, die konstitutiv exprimiert wird.

Es wurden 4x10* Zellen als Sechsfachbestimmung fiir shNsc- und shEZH2-Zelllinien in
die Vertiefungen einer 24-Lochplatte (Sarstedt, # 83.3922) ausgesat. 24 Stunden
spater wurden die Zellen bei entsprechender Normoxie-Kontrollplatte fur 48 Stunden in
die Hypoxie-Kammer gestellt. Die Proben wurden am Endpunkt des Experiments nach
Herstellerangaben mit passivem Lysepuffer (Promega, Dual-Luciferase Reporter Assay
System) isoliert. Die Aktivitat der Renilla- und Firefly-Luciferase wurde mit dem Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega, # E1941) in einem Mikroplatten-Reader
(TriStar LB 941, Berthold Technologies) gemessen. Zur Analyse wurde das Firefly-
Luciferase-Signal zum Renilla-Luciferase-Signal normalisiert und als relative

Luciferase-Einheiten (RLU) dargestellt.
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RNA

Isolierung

Zur Herstellung der RNA-Lysate wurden 350 pL RLT-Lysepuffer aus dem RNeasy
Mini-Kit (Qiagen, # 74106) auf die zuvor mit PBS gewaschenen Zellen gegeben.
Anschlieend wurde das Lysat mit einem sterilen Zellschaber gesammelt, in ein 1,5 mL
Eppendorf-Reagiergefald (Sarstedt, # 72.706.400) pipettiert und bei -80°C aufbewahrt.
Die RNA wurde mit dem QIAshredder-Kit (Qiagen, # 79656) homogenisiert und mit
dem RNeasy Mini-Kit nach Herstellerangaben isoliert (s. Handbuch S. 27 ab Schritt 3
inklusive DNAse). Die RNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop-Photometer
(Peqglab) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. und die Reinheit durch
Messungen von 260/280 und 260/230 OD-Werten geprift.

Reverse Transkription

1 pg der isolierten RNA wurde mit DEPC-H,O zu insgesamt 12 uL Volumen erganzt.
Die reverse Transkription der RNA in die fur die gRT-PCR erforderliche cDNA erfolgte
mit dem Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, # K1652)
nach Herstellerprotokoll. Die Reaktionszyklen erfolgten mittels ProFlex-PCR-System
(Thermo Scientific). AbschlieRend wurde die cDNA im Verhéltnis 1:10 mit DEPC-H,0

verdinnt.
Quantitative PCR

Fir die quantitative Realtime-PCR wurden 4 pyL der Proben in jeweils 12 Vertiefungen
einer 96-Lochplatte (Sarstedt, # 72.1981.202) pipettiert. Pro Vertiefung wurden 4 puL
jedes Vorwarts- und Rickwarts-Primer-Ansatzes (Konzentration 1:100 in DEPC-H,0)
mit 10 pL PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, # A2574) und 2
uL DEPC-H,O versetzt. Die Zugabe der Primer HIF-1a, HIF-2a, EZH2 und HPRT
(Kontrolle) erfolgte mit je 16 uL pro Vertiefung als Dreifachbestimmung pro Probe.
Zusétzlich wurde eine H,O-Kontrolle pro Primer pipettiert. AnschlieRend wurde die
gRT-PCR nach der SYBR-green-Methode mittels Quant Studio 3 und StepOne Plus-
System durchgefiihrt (Abgene, Thermo Fisher Scientific). Die Analyse hinsichtlich des
MRNA-Gehalts in den verschiedenen Proben erfolgte tiber den Vergleich der Uber das
Triplett gemittelten Ct-Werte (cycle threshold) nach Normalisierung zum HPRT-mRNA-

Gehalt in den Proben.
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gPCR-Schema fir die SYBR-green-Methode

Schritt Temperatur | Dauer Zyklen

Enzymaktivierung 95°C 15 Minuten 1

Denaturierung 95°C 30 Sekunden | 45

Anlagerung 60°C 30 Sekunden

Verlangerung 72°C 30 Sekunden

Denaturierung 95°C 1 Minute 1

Anlagerung/Verlangerung | 60°C 1 Minute 1

Schmelzkurve 55°C 15 Sekunden | Schrittweise Erhéhung der
Temperatur um 0.5°C

Ende 4°C Gehalten

Berechnung der relativen mRNA-Konzentration nach folgender Formel:
MRNA= (2(Ct-X(Nor oder Ktrl.) — Ct-HPRT(Nor oder Ktrl.))/2NCt(X(Y) — Ct-HPRT(Y))

Proteine

Gewinnung der Proteinlysate

Die Gewinnung der Proteinlysate wurde am Endpunkt jedes Experiments nach der
Entfernung des Zellkulturmediums und dem Waschen mit PBS vorgenommen. Dazu
wurden 50 pL (fir 6-Lochplatten) oder 100 uL (fr 10 cm-Kulturschalen) Lammli-Puffer
auf die Zellen gegeben, das Lysat mittels Zellschaber abgelést und in ein 1,5 mL-

Eppendorf-Reagiergefald pipettiert. Die Proteinlysate wurden bei -20°C aufbewabhrt.
Proteinmessung

Vor der Proteinmessung wurde DNA mit dem Bandelin Sonopuls-Gerat durch
Ultraschallbehandlung (Bandelin, Sonopuls mini20, Amplitude 90%, Dauer 30 s, 0,5 s
Pulsdauer) in den Proben zerkleinert. Danach wurden je 5 pL jeder Probe als
Doppelbestimmung in eine 96-Lochplatte gegeben. Die Leerkontrolle bestand aus
Lammli-Puffer. Zu allen Proben wurden 25 pL (24,5 pL Protein Reagent Assay A mit
0,5 yL Protein Reagent Assay S) pipettiert. Im Anschluss wurden zu jeder Probe 200
ML Protein Reagent Assay B hinzugefigt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur erfolgte die photometrische Messung der Absorption bei 750 nm nach

dem Lowry-Protokoll (Lowry et al.,, 1951) mittels Mikroplatten-Reader. Je nach
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Proteinkonzentration wurden 20 bis 60 pg des Proteinlysats mit 5 pL Probenpuffer

versetzt und mit Lammli-Puffer auf insgesamt 20 pL fur eine Geltasche erganzt.
Western Blot
SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine nach deren GroRRe erfolgte mit dem Mini-Protean® Tetra
Handcast System (Bio-Rad, # 1658007FC). Die Proben wurden fur 5 Minuten bei 95°C
denaturiert. Anschlieend wurden pro Probe 20 pL in je eine Geltasche eines
Polyacrylamidgels (8% oder 15% Acrylamid je nach Proteingréf3e) gegeben und nach
einer 15-mindtigen Sammelphase bei 80 mV fur 90 Minuten bei 120 mV

elektrophoretisch aufgetrennt.
Wet Blot

Die elektrophoretische Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-
Transfermembran (Thermo Scientific, # 88518) erfolgte mittels Bio-Rad-System im

Nassverfahren. Nach 2 Stunden bei 250 mA war der Prozess abgeschlossen.

Auftragen der AntikOrper

Nach einer einstindigen Inkubationszeit der PVDF-Membran in 5% Blockierungspuffer
bei Raumtemperatur wurde der Primérantikorper (in den entsprechenden
Konzentrationen in flinfprozentigem Blockierungspuffer geldst) aufgetragen. Die
Membranen wurden bei 4°C dber Nacht inkubiert. Im Anschluss wurden 3
Waschschritte mit Waschpuffer fur je 10 Minuten vorgenommen, gefolgt von einer 1-2-
stundigen Inkubation mit dem Sekundarantikorper bei Raumtemperatur. Die 3

Waschschritte wurden wiederholt und durch 5 Minuten Waschen mit PBS erganzt.

Entwicklung

Die Chemolumineszenz wurde je nach Peroxidaseaktivitat des Sekundarantikorpers
und Proteinkonzentration mithilfe des Pierce ECL Westernblot Substrate- (Thermo
Scientific) oder Plus ECL-Systems (Western Lightning) erzeugt. Die Entwicklung der
Membranen wurde entweder digital (Intas, ECL Chemostar) oder analog mittels
Filmkassette und RoOntgenfiim (Thermo Scientific, # 34089) durch das
Entwicklungsgerét Curix 60 (Agfa) durchgefiihrt.
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Stripping

Um die Membran hinsichtlich eines anderen Proteins zu untersuchen oder das
vorherige Ergebnis zu optimieren, wurde die Membran 5 Minuten lang in Waschpuffer
gewaschen, bei Raumtemperatur fur eine Stunde mit Stripping-Puffer und fir eine
weitere Stunde mit Blockierungspuffer inkubiert. Nach Auftragen des Primarantikorpers
tber Nacht wurde wie bereits beschrieben verfahren.

Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt.
Statistische Vergleiche wurden mittels Student t-Test angestellt. Eine statistische
Signifikanz wird mit *P<0,05, **P<0,01 und ***P<0,001 angezeigt.
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Ergebnisse

Der Effekt der EZH2-Depletion auf die HIF-2a-Expression unter
akuten Hypoxie-Bedingungen in Glioblastom-, Bronchialkarzinom-

und Mammakarzinomzellen in vitro

EZH2 ist eine Histonmethyltransferase, die wie der Transkriptionsfaktor HIF-2a in
verschiedenen Tumorentitdten hochreguliert ist. In unserem Labor wurde eine
Regulation zwischen EZH2 und HIF-2a beobachtet. In den Vorexperimenten unserer
Forschungsgruppe zeigte sich in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen MDA-MB-
231 POR-shEZH2 ein geringerer HIF-2a-Proteingehalt nach akuter 48-stuindiger
Hypoxiebehandlung als in der Kontrolle mit MDA-MB-231 POR-shNsc (Non-silencing
control). Als Ursache fiir diese Herabregulation kommen eine Einflussnahme von EZH2
auf die HIF-2a-Transkriptionsebene (indirekt durch Histonmethylierung oder eine
andere indirekte oder direkte Aktivitat von EZH2), dessen mRNA- oder Proteinstabilitéat
oder die Translation in Betracht. Daher wurde in dieser Arbeit die Einflussnahme von
EZH2 auf die HIF-2a-mRNA, -Proteinexpression und -stabilitat im Hinblick auf die

Gewichtung dieser Komponenten auf molekularer Ebene genauer untersucht.

Zunachst sollte die Reduktion von HIF-2a in Abwesenheit von EZH2 unter hypoxischen
Bedingungen neben MDA-MB-231 POR auch in zwei weiteren Zelllinien
(Lungenkarzinom (A549) und Glioblastom (G55)) untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden in unserem Labor folgende Zellen generiert: MDA-MB-231-POR-Co-shNsc und
-shEZH2, MDA-MB-231-POR-IM-shNsc und -shEZH2, MDA-MB-231 POR-shNsc und
—shEZH2, G55-shNsc und —shEZH2 und A549-shNsc und —shEZH2. Die MDA-MB-
231-POR-IM-Zellen wurden bei entsprechender Kontrolle aus MDA-MB-231-POR
mittels 15 intermittierenden Zyklen von 48h mit 21% O, und 48h mit 1% O, von
Omelyan Trompak generiert, und die —shNsc und -shEZH2-Linien von Sandra
Baumgart und Sabine Gréaf. Diese Zelllinien wurden fur 48 Stunden unter Normoxie-
(21% O,) oder Hypoxiebedingungen (1% O,) kultiviert. Anschlie3end wurden RNA und
Proteine von den Zellen isoliert und die Proben mittels RT-qPCR und Western Blot

hinsichtlich der Unterschiede von HIF-2a auf mRNA- und Proteinebene untersucht.

Mittels Western Blot wurden die Proteine HIF-2a, HIF-1a, EZH2 sowie H3K27me3 als
Indikator der EZH2-Methylierungsaktivitat detektiert und als Ladekontrollen das
Zytoskelettprotein Tubulin und Histon H3 verwendet. Die Depletion von EZH2 fihrte zu
deutlich niedrigerem H3K27me3-Level. Dies bestatigt die Funktionalitdt der EZH2-
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Depletion, da EZH2 die Trimethylierung von H3 an K27 katalysiert. In den Proben mit
EZH2-Depletion war auch der HIF-20-Proteingehalt unter Normoxie- und
Hypoxiebedingungen geringer als in den Kontrollproben. Auch der HIF-1la-
Proteingehalt war in EZH2-depletierten Zellen unter Normoxie- und
Hypoxiebedingungen geringer als in den Kontrollproben, diese Reduktion war nicht in
allen Replikaten durchgehend zu beobachten. (Abb. 4A-C). Die Effizienz der shRNA-
vermittelten EZH2-Depletion war in den verschiedenen Tumorzelllinien unterschiedlich:
MDA-MB-231-POR-shEZH2 > G55-shEZH2 > A549-shEZH2 (Abb. 4A-C). In MDA-
MB-231-POR-Co-shEZH2 und MDA-MB-231-POR-IM-shEZH2 (Abb. 4D) war die
Effizienz der EZH2-Depletion ein wenig niedriger als in MDA-MB-231-POR-shEZH2
Zellen. Hier zeigte sich ebenfalls eine Verringerung des HIF-2a-Proteingehalts in
EZH2-depletierten Zellen unter Normoxie- und Hypoxiebedingungen im Vergleich zu
den Kontrollproben. Fiur HIF-1a gilt diese Aussage nur in MDA-MB-231 POR IM-Zellen.

A MDA-MB-231 POR B A549 C G55
Kontrolle shEZH2 Kontrolle shEZH2 Kontrolle shEZH2
Nor H48 Nor H48 Nor | H48 Nor | H48 Nor H48 Nor H48
rea [ - = -
HIF1a e —
EzHz | S N —— — .
H3K27me3 | “—— | — — —
Histon 3 | - L————ﬁ — ”
Tubulin “- — —
D MDA-MB-231 POR
Kontrolle IM
Kontrolle shEZH2 Kontrolle shEZH2

Nor H48 Nor H48 Nor H48 Nor H48

HIF2a

HIF1a

EZH2 | " S ———

H3K27me3 | "—— —

Histon 3 —— .~ -—

Tubulin | = c— — — — — — —

Abb. 4. EZH2-Depletion fuhrt zu vermindertem HIF-2a-Proteingehalt in Tumorzellen. (A)
Immunoblot-Analyse von HIF-2a, HIF-1la, EZH2 und H3K27me3 in EZH2-depletierten
Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) und entsprechender Kontrolle unter Normoxie
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(Nor, 21% O,) und Hypoxie (H48, 1% O,, 48 h). EZH2 wurde mittels shRNA depletiert. Histon
H3 und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549,
(B)) und Glioblastomzellen (G55, (C)). (D) Die in MDA-MB-231-Zellen beobachtete HIF-2a-
Reduktion erfolgte auch nach intermittierender Hypoxie (IM). HIF-1a war in allen Zelllinien
(auBer MDA-MB-231 POR ohne IM) unter EZH2-Knockdown und Hypoxie reduziert, diese
Reduktion war nicht in allen Replikaten durchgehend zu beobachten. (n=3)

Um den Effekt der EZH2-Depletion auf HIF-2a auf einer weiteren molekularen Ebene
zu untersuchen, wurde parallel zu den Proteinextrakten im selben experimentellen
Rahmen aus oben genannten Zelllinien die mRNA isoliert und mittels RT-qgPCR
analysiert. Die Expression des Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HPRT)-Gens andert sich nicht bei unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken,
weshalb die HPRT-mRNA-Messung analog zu Tubulin im Western Blot zur
Normalisierung der Expressionslevel fungierte. Auch auf der mRNA-Ebene war in den
Proben mit EZH2-Depletion die HIF-2a-Expression unter Normoxie- und
Hypoxiebedingungen geringer als in den Kontrollproben (Abb. 5). Es waren
zelllinienspezifische Unterschiede bezilglich des HIF-2a-mRNA-Levels sichtbar. In
MDA-MB-231-POR-shEZH2 lag das mRNA-Level bei ca. 50% im Vergleich zu MDA-
MB-231-POR-shNsc, in A549-shEZH2 lag das mRNA-Level bei ca. 60-70% im
Vergleich zu —shNsc und in G55-shEZH2 lag das mRNA-Level bei ca. 90% im
Vergleich zu G55-shNsc. Bezuglich der HIF-1a-Expression zeigte sich ebenfalls eine
leichte Herabregulation unter EZH2-Depletion, jedoch nicht so eindeutig wie bei HIF-2a
und nicht in allen Replikaten (Abb. 5).

Zusétzlich zeigten sich zelllinienspezifische Unterschiede in der EZH2-Depletion. In
A549-shEZH2-Zellen war die EZH2-mRNA-Reduktion gering, das mRNA-Level lag bei
ca. 50-60% im Vergleich zu A549-shNsc. Dies deutet gemeinsam mit den Western
Blot-Ergebnissen auf eine insgesamt in dieser Zelllinie verminderte Effizienz der EZH2-
Depletion hin (Abb. 5B). In G55-shEZH2-Zellen lag das EZH2-mRNA-Level bei ca. 30-
35% im Vergleich zu G55-shNsc. Die Depletion war starker als in A549-Zellen, aber
weniger stark als in MDA-MB-231-POR-shEZH2-Zellen mit ca. 20% im Vergleich zu
MDA-MB-231-POR-shNsc (Abb. 5C). In den MDA-MB-231-POR-Co-shEZH2- und
MDA-MB-231-POR-IM-shEZH2-Zelllinien waren die EZH2-mRNA-Level bei ca. 25-35%

im Vergleich zu den entsprechenden shNsc-Zelllinien (Abb. 5D und E).

Es sind jeweils repréasentative Ergebnisse aus drei unabh&angigen biologischen

Replikaten je Zellart gezeigt (s. Supplement fur die weiteren Replikate).
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Abb. 5. EZH2-Depletion vermindert HIF-2a-mRNA in Tumorzellen. (A) RT-gPCR-Analyse
von HIF-2a, HIF-1a und EZH2 in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231
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POR) und entsprechender Kontrolle (Ktrl.) unter Normoxie (21% O,) und Hypoxie (1% O, 48
h). Zur Normalisierung der mRNA-Level wurde das Haushaltsgen HPRT verwendet und zur
normoxischen Kontrolle relativiert. Es sind Mittelwerte inklusive Standardabweichung
(Fehlerbalken) gezeigt. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und
Glioblastomzellen (G55, (C)). (D, E) Die in MDA-MB-231 POR-Zellen beobachtete HIF-2a-
mMRNA-Reduktion erfolgte auch nach intermittierender Hypoxie (IM). HIF-1a war in allen
Zelllinien unter EZH2-Knockdown und Hypoxie ebenfalls leicht reduziert, diese Reduktion war
nicht in allen Replikaten durchgehend zu beobachten. (n=3)

Untersuchung des HIF-2a-Levels in EZH2-depletierten Tumorzellen
unter akuten Hypoxie-Bedingungen im Hinblick auf die HIF-2a-

Proteinstabilitat

Die HIF-2a-Veranderungen auf der Protein- und mRNA-Ebene waren reproduzierbar in
allen untersuchten EZH2-depletierten Zelllinien zu beobachten. Diese Ergebnisse
kénnen durch mehrere regulatorische Mechanismen erklart werden, die jeweils
unterschiedliche Moglichkeiten der EZH2-HIF-2a-Interaktion darstellen. Als Beispiele
sind eine veranderte HIF-2a-mRNA- und -Proteinexpression oder -stabilitdt zu nennen.
Neben der enzymatischen Aktivitat von EZH2 kommt ebenfalls die direkte Protein-

Protein- bzw. Protein-mRNA-Interaktion ursachlich infrage.

Die Wirkung von EZH2-Depletion auf die Stabilitat des HIF-2a-Proteins wurde mithilfe
von nicht-degradierbaren Mutanten des HIF-2a-Proteins untersucht. Dazu wurden die
Zelllinien MDA-MB-231 POR, A549 und G55 (jeweils —shNsc und —shEZH2) zusétzlich
zur Hypoxie-Behandlung uber 48 Stunden (bei entsprechender Kontrolle in Normoxie)
transient mit den Plasmiden pcDNA3.1 D/V5-His-TOPOhHIF-2a und pcDNA3.1 D/V5-
His-TOPOhHIF-2a mPPN transfiziert. Sie codieren fur den HIF-2a-Wildtyp (HIF-2a-wt)
und eine  nicht-degradierbare  Mutante  (HIF-2a0-mPPN), in der die
Hydroxylierungsstellen fur PHDs mutiert sind. Als Kontrolle wurde die Plasmid-DNA
ohne Insert (pcDNA3.1) verwendet. Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurde
zusatzlich ein Plasmid kotransfiziert, das fir GFP codiert (pcDNA3.1-EGFP). In den
pcDNA-Plasmiden steht die HIF-2a-Expression unter Kontrolle eines viralen Promoters
und die aus Plasmid synthetisierte mMRNA enthalt weder Introns noch regulatorische
Sequenzen am 5'- oder 3‘-Ende, wie sie im endogenen HIF-2a-Gen vorhanden sind.
Folglich kénnen die HIF-2a-spezifischen genregulatorischen Mechanismen und die
endogenen HIF-2a-mRNA-spezifischen Kontrollmechanismen auf die Plasmid-DNA

und auf die daraus synthetisierte mRNA nicht wirken.

Durch exogene Uberexpression der Mutante HIF-2a-mPPN konnen die unter

physiologischen und normoxischen Bedingungen stattfindende HIF-2a-Hydroxylierung
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durch Prolylhydroxylasen (PHD) und dessen damit verbundener Abbau in der Zelle
nicht stattfinden. Diese Eigenschaft der HIF-2a-mPPN-Plasmide ist hilfreich, um im
direkten Vergleich zur Wildtyp-Variante (wt) einen Einfluss von EZH2 auf die Stabilitat
des HIF-2a-Proteins und dadurch auf die intrazellulare HIF-2a-Proteinmenge in EZH2-
depletierten Zellen zu untersuchen. Die Uberexpression mittels transienter Transfektion
resultiert in Doppelbanden in der Western Blot-Detektierung. Dabei stellt die obere
Bande die Uberexprimierte Proteinmenge dar und die untere Bande die endogene HIF-
2a-Expression. Eine zusatzliche Kontrolle der Transfektion erfolgte Uber Western Blot-
Detektierung des V5-Peptid-Tags. Die kodierende Sequenz fur das V5-Tag ist in den
beiden Plasmiden enthalten, aus denen HIF-2a-wt-V5- und HIF-2a-mPPN-V5-
Polypeptide exprimiert werden. Die Proteinextrakte wurden auf V5, HIF-2a, HIF-1q,
EZH2 und H3K27me3 untersucht und als Ladekontrolle wurden das Zytoskelettprotein
Tubulin sowie Histon H3 verwendet. Der GFP-Proteingehalt in den Zellen wurde

ebenfalls im Western Blot gemessen.

Insgesamt zeigte sich in den drei untersuchten Zelllinien ein heterogenes Bild. In der
Zelllinie MDA-MB-231 POR (Abb. 6A) war das exogene HIF-2a-wt-Protein-Level unter
EZH2-Depletion und Hypoxie-Bedingungen gleichbleibend. Das exogene HIF-2a-
mPPN-Protein-Level, das von PHD-Hydroxylierung und Hypoxie unabhéangig ist, war
unter denselben Bedingungen leicht reduziert. In der Zelllinie A549 (Abb. 6B) war die
exogene HIF-2a-wt-Expression unter Hypoxie-Bedingungen nicht detektierbar (s. auch
V5-Banden), wahrend das exogene HIF-2a-mPPN Proteinlevel bei EZH2-Depletion
leicht erhoht war. In dieser Zelllinie besteht aufgrund der geringen Effizienz in der
Transfektion und Transduktion mit damit einhergehender verminderter EZH2-Depletion
(s. H3K27me3-Expression) sowie der nicht detektierbaren GFP-Level eine
eingeschrankte Beurteilbarkeit dieses Experiments. In den hypoxischen Proben der
Zelllinie G55 (Abb. 6C) waren die exogenen HIF-2a-wt- und exogenen HIF-2a-mPPN
Proteinlevel bei EZH2-Depletion leicht reduziert. Gleichzeitig war endogenes HIF-2a
(untere Bande) nach EZH2-Depletion unter Normoxie und Hypoxie (MDA-MB-231
POR) bzw. nur in Hypoxie (A549) eindeutig reduziert, was die Funktionalitat des EZH2-
Knockdowns bestatigt. Insgesamt lie3 sich ein EZH2-abh&ngiger PHD-vermittelter

Einfluss auf die HIF-2a-Proteinlevel nicht eindeutig bestatigen.
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Abb. 6. Die EZH2 abhangige HIF-2a Regulation scheint unabhéngig von der
Prolylhydroxylasen (PHD) — Aktivitat zu sein. (A) Immunoblot-Analyse von V5, HIF-2a (zwei
unterschiedliche Entwicklungszeitpunkte), EZH2 und H3K27me3 in EZH2-depletierten
Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) und entsprechender Kontrolle unter Normoxie
(Nor, 21% O,) und Hypoxie (H48, 1% O,, 48 h). EZH2 wurde mittels shRNA depletiert. Histon
H3 und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. GFP fungierte als Kontrolle der
Transfektionseffizienz nach transienter Transfektion mit den Plasmiden pcDNA3.1 als Kontrolle
sowie HIF-2a-wt und HIF-2a-mPPN. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und
Glioblastomzellen (G55, (C)).

Der Effekt auf den proteasomalen HIF-2a-Abbau in EZH2-

depletierten Tumorzellen unter akuten Hypoxie-Bedingungen

Die bisherigen Ergebnisse wurden in der Zelllinie MDA-MB-231 POR durch einen
weiteren Versuch mit MG132 erganzt. MG132 ist ein nicht-selektiver Inhibitor des
proteasomalen Abbaus. Je langer die Behandlung mit MG132 dauert, desto mehr
Proteingehalt ist in den behandelten Zellen zu erwarten, da diese nicht abgebaut, aber
stetig weiter hergestellt werden. Die Voraussetzung fir diese Proteinakkumulation ist,
dass das Protein bereits translatiert wurde. Diese Voraussetzung konnte hier genutzt
werden, um herauszufinden, ob EZH2 vor oder nach der Translation von HIF-2a
Einfluss auf das HIF-2a-Level nimmt. Die MG132-Behandlung erfolgte in MDA-MB-231
POR-shNsc und —shEZH2-Zellen wahrend 48-stiindiger Hypoxie-Behandlung entweder
3 oder 6 Stunden vor der Probenisolierung. AnschlieRend wurden die Proteine HIF-2q,
EZH2 und H3K27me3 und als Ladekontrollen das Zytoskelettprotein Tubulin und
Histon H3 mittels Western Blot nachgewiesen. Dabei akkumulierten die Proteine HIF-
2a und HIF-1a bei langerer MG132-Exposition mit und ohne EZH2-Depletion unter
Hypoxie-Bedingungen gleichermalen. Allerdings war der Basisgehalt dieser Proteine
in den shEZH2-Proben ohne MG132-Behandlung per se geringer als in den Kontrollen.
EZH2 und H3K27me3 dienten als Indikatoren der EZH2-Depletion, und als
Ladekontrolle wurden das Zytoskelettprotein Tubulin sowie Histon H3 verwendet (Abb.
7A). Auch in diesem Experiment fand sich kein Einfluss von EZH2 auf HIF-2a-

Proteinlevel.

Fur MDA-MB-231 POR konnte als zusétzliche Untersuchung der PHD-Abh&ngigkeit
der EZH2-Wirkung auf HIF-2a eine Luciferase-Messung durchgefiihrt werden. In dieser
Zelllinie ist mit dem POR-Plasmid ein stabil transduziertes Konstrukt vorhanden.
Dieses Plasmid kodiert fur zwei verschiedene Proteine. Das erste ist ein
Fusionsprotein zwischen der Firefly-Luciferase und der oxygen dependent degradation
domain (ODD). Diese ist auch in HIF-2a vorhanden und wird durch PHDs hydroxyliert,

was dessen Abbau induziert. Das zweite Protein ist die Renilla-Luciferase. Die Menge
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der Firefly- und Renilla-Luciferase kann Uber ihre Aktivitat photometrisch gemessen
werden. Die fur 48 Stunden in Normoxie oder Hypoxie Kultivierten
Mammakarzinomzellen mit und ohne EZH2-Depletion zeigten in der Luciferase-
Messung nach Normalisierung zum Signal der Renilla-Luciferase eine moderate, aber
signifikante Steigerung der Firefly-Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle (Abb.
7B). Insgesamt zeigt sich nach EZH2 Depletion keine Reduktion der Luciferase
Aktivitat, wie bei einer EZH2 vermittelten HIF-2a-Stabilisierung Uber die ODD zu

vermuten ware.

Zusammenfassend lasst sich aus den oben prasentierten Ergebnissen schlieRen, dass
die HIF-20-Protein Herabregulation in EZH2-depletierten Mammakarzinom- und
Glioblastomzellen eher PHD-unabhangig erfolgt. Auch ist zumindest in MDA-MB-231
POR eine Beeinflussung weiterer HIF-2a-Abbauprozesse und damit ein Einfluss auf
die HIF-2a-Proteinstabilitdt unwahrscheinlich. Ob fur die EZH2-HIF-2a-Interaktion in
dieser Zelllinie molekulare Prozesse auf HIF-2a-Genexpressionsebene eine Rolle

spielen, soll in zukiinftigen Experimenten naher betrachtet werden.
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Abb. 7. Der verminderte HIF-2a-Proteingehalt in EZH2-depletierten MDA-MB-231 POR-
Zellen ist unabhéangig von dessen proteasomalem Abbau. (A) Immunoblot-Analyse von
HIF-2a, HIF-1a, EZH2 und H3K27me3 in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-
231 POR) und entsprechender Kontrolle unter Hypoxie (H48, 1% O,, 48 h). Zugabe des
Translationsinhibitors MG132 erfolgte entweder 3 oder 6 h vor der Proteinextraktion. Histon H3
und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. (B) In MDA-MB-231 POR-Zellen wurde nach
Hypoxie-Behandlung (1% O,, 48 h) die Aktivitat der Firefly-Luciferase gemessen und zur
Renilla-Luciferase-Aktivitat normalisiert (Darstellung der Luciferase-Aktivitdt in RLU (relative
luciferase units)). In Normoxie und Hypoxie zeigte sich bei EZH2-Depletion (shEZH2) eine
signifikante Hochregulation des HIF-2a-ODD-gekoppelten Firefly-Luciferase-Signals im
Vergleich zur Kontrolle (Ktrl.). Es sind Mittelwerte inklusive Standardabweichung (Fehlerbalken)
gezeigt. *** P<0,001 im zweiseitigen Student-t-Test.
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Bedeutung der EZH2-Methylierungsaktivitat fur die verminderte HIF-

2a-Produktion in Tumorzellen

Eine in der Literatur klar beschriebene enzymatische Funktion von EZH2 ist die
Trimethylierung von Lysin 27 an Histon H3 (H3K27me3). Mit selektiven EZH2-
Inhibitoren, wie z. B. GSK126 lasst sich gezielt diese Funktion ausschalten. Der
Inhibitor interagiert laut dem molekularen Modell mit der SAM-Bindungsstelle von
EZH2, die fir dessen funktionelle Aktivitdit maf3geblich ist (McCabe et al., 2012). Bei
der Inhibitor-Behandlung bleibt das EZH2-Protein selbst in der Zelle vorhanden. Das
ermoglicht die Untersuchung von weiteren nicht-enzymatischen Funktionen des
Proteins, dessen Level im Gegensatz dazu bei der shRNA-vermittelten Depletion
insgesamt reduziert ist. Der Inhibitor wurde in DMSO gel6st und nach Ermittlung der
optimalen Konzentration fur jede Zelllinie in verschiedenen Konzentrationen (200 nM, 1
UM und 5 uM fir A549 und MDA-MB-231 POR bzw. 40 nM, 200 nM und 1 uM fir G55)
auf die Zellen gegeben. Als Kontrolle wurde die jeweils htéchste verwendete DMSO-
Menge ohne Inhibitor eingesetzt. In vorangegangenen Studien (Chen et al., 2016)
erwies sich eine Behandlungsdauer von 48 Stunden als optimal fir die Zelllinie A549.
Basierend auf dieser Information wurde ein experimentelles Design erstellt, bei dem
nach einer 24-stiindigen GSK126-Behandlung eine zusatzliche Hypoxie-Behandlung
fir 24 Stunden bei entsprechender Kontrolle in Normoxie erfolgte. Die Proteinanalysen
erfolgten mittels Western Blot in den Zelllinien MDA-MB-231 POR, A549 und G55
(Abb. 8). Die analysierte Proteinmenge betrug 50 ug (G55) oder 60 ug (MDA-MB-231
POR, MDA-MB-231 POR Co/IM und A549). Es wurden die Proteine HIF-2a, HIF-1q,
EZH2 und H3K27me3 (als Indikator der EZH2-Methylierungsaktivitéat) detektiert und als
Ladekontrollen das Zytoskelettprotein Tubulin sowie Histon H3 verwendet. Fiur die
Zelllinie MDA-MB-231 POR war in den Proben mit EZH2-Funktionshemmung durch
GSK126 der HIF-2a-Proteingehalt unter Hypoxiebedingungen leicht reduziert im
Vergleich zur DMSO-Kontrollprobe (Abb. 8A). In A549-Zellen war in den Proben mit
EZH2-Funktionshemmung durch GSK126 der HIF-2a-Proteingehalt unter
Hypoxiebedingungen bei der hochsten GSK126-Konzentration geringer als in der
DMSO-Kontrollprobe (Abb. 8B). In Gb55-Zellen war in den Proben mit EZH2-
Funktionshemmung durch GSK126 der HIF-2a-Proteingehalt unter
Hypoxiebedingungen klar reduziert im Vergleich zur DMSO-Kontrollprobe (Abb. 8C). In
diesen Zellen war die Wirkung der EZH2-Inhibition auf die H3K27me3-Proteinmengen

geringer als in den anderen beiden Zelllinien.
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Die hier gezeigten Experimente lassen vermuten, dass in einigen Zelllinien EZH2 tber
seine Methylierungsfunktion HIF-2a reguliert (dies scheint allerdings nicht tber eine
Regulation der HIF-2a mRNA-Expressionslevel zu erfolgen, wie dies bei Knock-down
von EZH2 zu beobachten ist (s. folgender Abschnitt)). Versuche mit héheren GSK126-

Konzentrationen erwiesen sich allerdings als zelltoxisch.
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Abb. 8. Hemmung der EZH2-Methyltransferase-Aktivitat mittels GSK126 fuhrt zu
zelllinientypischer Veranderung des HIF-2a-Proteinlevels in Tumorzellen unter Hypoxie.
(A) Immunoblot-Analyse von HIF-2a, HIF-1a, EZH2 und H3K27me3 in Mammakarzinomzellen
(MDA-MB-231 POR) nach 48 h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des
funktionellen EZH2-Inhibitors GSK126 bei entsprechender DMSO-Kontrolle (-) und zusatzlicher
Hypoxiebehandlung (1% O,, in den letzten 24 h (H24)). Histon H3 und Tubulin dienten als
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Ladungskontrolle. Die HIF-2a-Banden waren bei steigender Inhibitorkonzentration geringfligig
reduziert. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und Glioblastomzellen (G55,
(©)). In diesen beiden Zelllinien wurde eine leichte HIF-2a-Reduktion bei gehemmter EZH2-
Methylierungsaktivitat beobachtet. (n=3)

Korrespondierend zu den Proteinanalysen wurde in den hypoxischen Proben eine RT-
gPCR zur Bestimmung des pharmakologischen Effekts von GSK126 auf der mRNA-
Ebene durchgefuhrt (Abb. 9). HPRT fungierte wie in den vorherigen gRT-PCRs
aufgrund der Unabhangigkeit von schwankenden Sauerstoffpartialdriicken zur
Normalisierung der Expressionslevel. Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach EZH2-
Depletion konnte bei alleiniger EZH2-Funktionshemmung unter Hypoxiebedingungen
auf der mRNA-Ebene keine Reduktion der HIF-2a-Expression im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle festgestellt werden. Wahrend die HIF-2a-Expression in
Mammakarzinomzellen nach GSK126-Behandlung leicht hochreguliert war (Abb. 9A),
war keine groRe Anderung der HIF-1a-mRNA Expression, und in Lungenkarzinom- und
Glioblastomzellen keine klare, systematische Anderung der HIF-1la-, und HIF-2a-
MRNA Expression sichtbar (Abb. 9B, C). Dies ist ein klarer Unterschied zu der
beobachteten HIF-2a mRNA-Reduktion nach Knockdown von EZH2.
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Abb. 9. Hemmung der EZH2-Methylierungsaktivitat mittels GSK126 zeigt keinen klaren
Einfluss auf HIF-1la-mRNA und HIF-2a-mRNA in Tumorzellen. (A) RT-qPCR-Analyse von
HIF-2a, HIF-la und EZH2 in Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) nach 48 h
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des funktionellen EZH2-Inhibitors GSK126 bei
entsprechender DMSO-Kontrolle (-) und zusatzlicher Hypoxiebehandlung (1% O,, in den letzten
24 h). Zur Normalisierung der Expressionslevel wurde das Haushaltsgen HPRT verwendet und
zur DMSO-Kontrolle relativiert. Es sind Mittelwerte von Dreifachbestimmungen inklusive
Standardabweichung (Fehlerbalken) gezeigt. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549,
(B)) und Glioblastomzellen (G55, (C)) bei zellspezifisch alternierenden Inhibitorkonzentrationen.
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Diskussion

In unserem Labor wurde in einem kleinen Loss-of-Function-Screening ausgewahlter
Enzyme, die an der Histon-Methylierung beteiligt sind, eine regulatorische Interaktion
zwischen EZH2 und HIF-2a festgestellt, die in dieser Studie weiter untersucht wurde.
Frihere Studien haben gezeigt, dass der EZH2-Proteinspiegel durch das HIF-1a-
Protein positiv beeinflusst werden kann, was mit einer schlechteren klinischen
Prognose, verstarkter Metastasierung und Tumorproliferation in Verbindung gebracht
wird (Cao et al. 2010). Interessanterweise wurde auch schon tber die Dysregulation
von EZH2 (Kim und Roberts 2016) oder HIF-2a (Semenza 2012) bei verschiedenen
Tumorarten berichtet. Dazu gehoéren auch die hier untersuchten Tumoren wie das
Glioblastom, der haufigste bésartige Hirntumor bei Erwachsenen, der durch eine
schlechte Prognose und begrenzte Behandlungsmoglichkeiten charakterisiert ist
(Haberer 2021), sowie Brust- und Bronchialkarzinome, die héaufig Hirnmetastasen
bilden (Lah et al. 2020). Ein direkte funktionelle Interaktion von EZH2 und HIF-2a

wurde allerdings bisher nicht beschrieben.

Die Histonmethyltransferase EZH2 ist bekannt fur ihre genregulatorische Funktion im
Rahmen des PRC2-Komplexes. Sie sorgt durch Trimethylierung eines Lysins an der
Stelle 27 von Histon H3 flur eine Genrepression (Laugesen et al. 2019). Mahara et al.
zeigten in ihrer Studie, dass neben der zuerst beschriebenen Funktion von EZH2
aullerhalb von PRC2 auch eine Interaktion mit anderen Proteinen wie FOXM1
stattfindet (Mahara et al. 2016a). Zusatzlich sind weitere PRC2-unabhangige
Funktionen von EZH2 bekannt (Lee et al. 2011; Xu et al. 2012). In dieser Studie konnte
HIF-2a als neues funktionelles Target von EZH2 identifiziert werden. Die
durchgefuhrten Experimente zeigten keine eindeutigen Hinweise, dass EZH2 HIF-2a
Uber die typischen Mechanismen der PHD-mediierten Degradation oder Kontrolle der
Proteinstabilitat reguliert. Stattdessen scheint EZH2 HIF-2a auf mRNA-Ebene zu
induzieren. Die muss in zukinftigen Experimenten noch weiter validiert werden. Da
EZH2 in zahlreichen Tumorentitditen durch unterschiedliche Mechanismen
hochreguliert oder aktiviert ist, kdnnte dieser Mechanismus zu einer verstarkten HIF-
20-Hochregulation im EZH2-angereicherten  Tumormilieu unter hypoxischen
Bedingungen fuhren und damit zu der Tumorwachstum férdernden Funktion von HIF-
2a beitragen. Dies ware im Einklang mit der bisherigen Beobachtung, dass EZH2 und
HIF-Proteine in multiplen Tumorentitdten Uberproportional vertreten sind (Kim und
Roberts 2016; Kaelin und Ratcliffe 2008), aber es wurde noch nicht gezeigt, ob beide

Proteine gleichzeitig in denselben Tumorzellen vermehrt vorkommen.
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EZH2-Depletion reduziert die HIF-2a-Expression unter akuten
Hypoxie-Bedingungen in Glioblastom-, Bronchialkarzinom- und

Mammakarzinomzellen in vitro

In diesem Projekt wurden weit verbreitete Zelllinien verwendet, die in-vitro-
Modellsysteme fur die obengenannten Tumoren darstellen. Die durchgeflhrten
Versuche zeigten in den drei Zelllinien MDA-MB-231 POR (Mammakarzinom), A549
(Lungenkarzinom) und G55 (Glioblastom) jeweils in drei unabhéangigen Experimenten
die Herabregulation von HIF-2a in der gRT-PCR und im Western Blot, also auf RNA-

und Proteinebene.

In allen drei untersuchten Zelllinien und drei Replikaten wurde eine Herabregulation
von HIF-2a unter EZH2-Knockdown und Hypoxiebedingungen beobachtet.
Unterschiede von HIF-2a unter EZH2-Knockdown und Hypoxie bestanden
hauptsachlich in der verschiedenen Auspragung der HIF-2a-Reduktion auf der
Genexpressions- und Proteinebene in den untersuchten Zelllinien. Zwar zeigte HIF-2a
in allen drei Zelllinien bei oben genannten Bedingungen die gleiche Tendenz, jedoch
war die Reduktion in Mammakarzinomzellen stark auf mRNA- und Protein-Ebene
nachweisbar, wahrend sie in den anderen Zelllinien starker auf der HIF-2a-
Proteinebene feststellbar war. Da der HIF-Proteinspiegel in verschiedenen Zelllinien in
unterschiedlichem MaRe durch die Zelldichte beeinflusst werden kann, soll die
mogliche Auswirkung dieser Parameter auf die Ergebnisse in zukinftigen
Experimenten genauer untersucht werden. Die HIF-1a-Veranderungen unter EZH2-
Knockdown und Hypoxie waren heterogen und lieBen daher keine klaren
Schlussfolgerungen zu, weshalb die nachfolgenden Untersuchungen auf HIF-2a

fokussiert waren.

Zusatzlich ist in den Ergebnissen fir das EZH2-mRNA- und -Proteinlevel zwischen den
Zelllinien eine variierende Effizienz des shRNA-vermittelten EZH2-Knockdowns zu
erkennen. Die Zelllinie A549 hatte eine geringere Effizienz fir den EZH2-Knockdown
als die anderen beiden Zellinien. Uberraschenderweise war in den
Lungenkarzinomzellen im Gegensatz dazu die Reduktion der H3K27me3-Level bei
EZH2-Knockdown stérker ausgepragt als in den anderen Zelllinien. Ein mdoglicher
Grund dafir konnte eine Einflussnahme anderer Faktoren auf die EZH2-
Methylierungsaktivitéat sein, wie beispielsweise eine erhohte Aktivitat der EZH2-
Gegenspieler wie micro-RNAs oder Histondemethylasen. Flr eine prazisere Aussage

sind diesbeziiglich allerdings weitere Experimente notwendig.
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Wirkung der EZH2-Depletion auf die Proteinstabilitdt von endogen

und exogen exprimiertem HIF-2a

PHDs hydroxylieren unter physiologischen Bedingungen HIF-Proteine, wodurch diese
abgebaut werden. Unter Sauerstoffmangelbedingungen sind die PHDs grof3tenteils,
aber nicht vollstandig gehemmt. Dartber hinaus sind sie unter Hypoxiebedingungen
durch einen Feedback-Mechanismus HIF-abhangig Uberreguliert (Henze und Acker
2010). PHDs sind sowohl sauerstoff- als auch a-Ketoglutarat-abhangig und gehdren zu
den a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenasen, unter anderem zusammen mit den
Histondemethylasen (Chang et al. 2019; Hong et al. 2007; Schofield und Ratcliffe
2004). Es sollte der Einfluss der PHDs in diesem Kontext mittels transienter
Transfektion von HIF-2a und dessen nicht durch PHDs destabilisierbarer Mutante HIF-

2a-mPPN eruiert werden.

In den exogen zugefiihrten pcDNA-Plasmiden steht die HIF-2a-Expression unter
Kontrolle eines CMV-Promoters. Die aus Plasmid synthetisierte mRNA enthalt weder
Introns noch regulatorische Sequenzen am 5‘- oder 3‘-Ende, wie sie im endogenen
HIF-2a-Gen  vorhanden  sind. Daher kénnen die  HIF-2a-spezifischen
genregulatorischen Mechanismen und die endogenen HIF-2a-mRNA-spezifischen
Kontrollmechanismen auf die Plasmid-DNA und die davon synthetisierte mMRNA nicht
wirken. Eine Induktion des Abbaus durch PHDs ist nur beim HIF-2a-Wildtyp noch
mdglich. Somit kann Uber den Vergleich der exogenen und endogenen sowie der
Wildtyp- und mPPN-Banden im Westernblot eine Aussage getroffen werden, ob PHDs
unter Hypoxiebedingungen und EZH2-Knockdown einen Einfluss auf die HIF-2a-
Herabregulation auf Proteinebene haben. Aul3erdem kann der Ort der EZH2-HIF-2a-
Regulation durch die fehlenden mRNA-Kontrollmechanismen an der Plasmid-DNA
weiter eingegrenzt werden. Wenn also zwischen den exogenen und den endogenen
Banden ein Unterschied in der HIF-2a-Stabilitat unter Hypoxieeinfluss zu sehen ist,
erfolgt eine Regulation durch EZH2 mdglicherweise auf der HIF-2a-
Genexpressionsebene. Die Analyse mittels Westernblot bestétigte die in den
Vorexperimenten bereits beobachtete Herabregulation von endogenem HIF-2a unter
EZH2-Knockdown. Die durch PHDs nicht degradierbare Mutante zeigte keine so klare
Tendenz, aber eine geringe Reduktion von HIF-2a in EZH2-depletierten Zellen. Daher
kann hier keine Kklare Abhangigkeit der HIF-2a-Herabregulation unter EZH2-
Knockdown und Hypoxiebedingungen von PHDs abgeleitet werden. Es gab zusatzlich
Probleme mit der internen Kontrolle der exogen exprimierten HIF-2a-Proteinmenge

durch GFP, sodass weitere Experimente mit zusatzlichen Kontrollen erganzt werden
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sollten. In kiunftigen Experimenten muss unbedingt ein Protein als interne Kontrolle
verwendet werden, das von derselben Plasmid-DNA wie HIF-2a mittranskribiert, aber
separat translatiert wird und dessen Stabilitat PHD-unabhangig ist. Eine Moglichkeit
ware diesbeziglich ein HIF-2a-IRES-mCherry/RFP-Konstrukt als interne Kontrolle, das
keine Co-Transfektion erfordert. Auf3erdem wird in den Zellen durch die stabile
Transduktion mit den pGIPZ-Plasmiden konstitutiv eine geringe Menge GFP produziert,
die mit einem HIF-2a-IRES-mCherry/RFP-Konstrukt weniger interferiert als mit einer

Co-Transfektion, wie sie hier durchgefiihrt wurde.

Im Westernblot kommt es zur Aufteilung in eine untere, endogene HIF-2a-Bande, die
ein ahnliches Muster wie in den Vorexperimenten zeigen sollte, und eine obere Bande
des Uberexprimierten, exogenen HIF-2a (Wildtyp oder mPPN). Insgesamt zeigte sich
allerdings in den drei untersuchten Zelllinien ein heterogenes Bild. Die Ergebnisse der

einzelnen Zelllinien werden daher in eigenen Unterkapiteln diskutiert.

Diskussion der Beobachtungen in MDA-MB-231 POR-Zellen

In dieser Zelllinie (Abb. 6A im Ergebnisteil) war das exogene HIF-2a-Wildtyp-Protein-
Level unter EZH2-Depletion und Hypoxie-Bedingungen unveréndert stabil. Die
Stabilitat der exogenen Wildtyp-Bande im Vergleich zur endogenen Variante spricht
gegen einen relevanten Einfluss der PHDs auf die EZH2-HIF-2a-Interaktion unter
Hypoxie, denn in diesem Fall ware die Proteinmenge fir den Gberexprimierten HIF-2a-
Wildtyp durch den PHD-vermittelten Abbau vermindert. AufRerdem kann aus der
unveranderten exogenen Wildtyp-Bande ein Einfluss von EZH2 auf HIF-2a eher vor
dessen Translation abgeleitet werden, denn aufgrund der fehlenden Promoter konnte
das exogene HIF-2a-Proteinlevel nicht auf der Genexpressionsebene beeinflusst
werden und blieb im Gegensatz zum endogenen Proteinlevel stabil. Das exogene HIF-
2a-PPN-Protein-Level, das von PHD-Hydroxylierung und Hypoxie unabhangig ist, war
unter denselben Bedingungen leicht reduziert. Dies spricht ebenfalls gegen einen
relevanten Einfluss der PHDs auf die EZH2-HIF-2a-Interaktion bei Hypoxie, da HIF-2a
mit und ohne Bindungsmadglichkeit durch PHDs eine Reduktion zeigt. Aufgrund der
fehlenden internen Kontrolle in diesen Experimenten ist diese Aussage allerdings nur
unter Vorbehalt zu treffen. Es bestand auch eine Diskrepanz in der HIF-2a-
Proteinmenge. Diese war exogen deutlich hoher als endogen, was zu geséttigten
Abbaumechanismen fur HIF-2a fuhren kénnte. Daraus resultiert eine eingeschrénkte

Beurteilbarkeit der Ergebnisse.
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Mithilfe des POR-Plasmids in dieser Zelllinie konnte zusatzlich ein Luciferase assay
(Abb. 7B) durchgefuhrt werden, anhand dessen der Einfluss der PHDs mit einer
weiteren Methode beurteilt werden sollte. Die HIF-2a-Level gemessen am Luciferase-
Signal waren in den EZH2-Knockdown-Zellen nicht erniedrigt, sondern sogar erhoht.
Diese Erhohung des HIF-2a-ODD-Levels gemessen an der Firefly-Luciferase-Aktivitat
steht im Gegensatz zur Verminderung des endogenen HIF-2a-Levels in EZH2-
depletierten Zellen. Auch dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die EZH2-Depletion
die Verminderung des HIF-2a-Levels wahrscheinlich nicht durch veranderte HIF-2a-
Proteinstabilitat verursacht. Ob die erhdhte HIF-2a-ODD Menge in Zusammenhang mit
der reduzierten Menge des endogenen Proteins steht, beispielsweise durch
verminderte HIF-2a-abhéngige Aktivierung der PHD3-Genexpression, sollte in weiteren

Experimenten aufgeklart werden.

Die HIF-2a-Reduktion in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen unter akuten
Hypoxie-Bedingungen ist unabhangig vom proteasomalen HIF-2a-Abbau

Aufgrund der Stabilitéat des exogenen HIF-2a-Wildtyp-Proteins in den Experimenten mit
transienter Transfektion wurde vermutet, dass die Regulation von HIF-2a durch EZH2
bereits vor dessen Translation stattfindet. Diese These wurde durch ein weiteres
Experiment mit dem proteasomalen Inhibitor MG132 in der MDA-MB-231 POR Zelllinie
untersucht (Abb. 7A). Bei langerer Behandlung mit MG132 stieg der HIF-2a-
Proteingehalt in den Zellen. Dass in den EZH2-depletierten Zellen die Level von HIF-
2a bereits vor MG132-Behandlung niedriger als in der Kontrolle waren, lasst die
Moglichkeit offen, dass EZH2 HIF-2a vor seiner Translation reguliert. Bemerkenswert
ist, dass HIF-2a mit zunehmender Behandlungsdauer mit MG132 in MDA-MB-231
POR-shNsc mit vergleichbarer Kinetik wie in —shEZH2-Zellen akkumuliert. Dieses
Ergebnis ware auch mit einem Szenario vereinbar, bei dem EZH2 HIF-2a vor der
Translation reguliert. Um eine fundiertere Aussage treffen zu kdnnen, sollte dieses
Experiment auch in weiteren Zelllinien und unter Einbeziehung von Normoxie-

Bedingungen durchgefuhrt werden.

Diskussion der Beobachtungen in A549-Zellen

In dieser Zelllinie (Abb. 6B) konnte bereits in den Vorexperimenten mittels shRNA nur

eine geringe EZH2-Depletion erzielt werden. Aus diesem Grund war eine schlechte
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Transfektionseffizienz in der transienten Transfektion zu erwarten, die auch nach
Optimierungsversuchen mit erhohter Plasmidkonzentration nicht wesentlich verbessert
werden konnte. So war das exogene HIF-2a-Wildtyp-Protein weder mit HIF-2a-
Antikorper noch mit V5-Protein-Tag-Antikdrper im Western Blot detektierbar, wahrend
das endogene HIF-2a-Protein nachgewiesen werden konnte. Zusétzlich war GFP in
diesem Experiment nicht detektierbar, welches in den anderen beiden Zelllinien als
Kontrolle der Transfektionseffizienz genutzt wurde. Zwar war das exogene HIF-2a-
MPPN Protein-Level bei EZH2-Depletion und Hypoxie leicht erhéht, jedoch ist die
Aussagekraft dieser Beobachtung aufgrund der genannten Schwierigkeiten verringert.
Fur eine bessere Interpretierbarkeit sollte also hier der Fokus darauf liegen, die

Transfektionseffizienz zu erhéhen, beispielsweise durch Elektroporation.

Diskussion der Beobachtungen in G55-Zellen

In den hypoxischen Proben der Zelllinie G55 (Abb. 6C) waren die exogenen HIF-2a-
Wildtyp- und exogenen HIF-2a-mPPN Protein-Level bei EZH2-Depletion leicht
reduziert. Endogenes HIF-2a konnte nicht klar detektiert werden, wofir auch die starke
Intensitat der darUber liegenden Bande des exogenen Proteins verantwortlich sein
konnte. Beide exogenen Banden (insbesondere die nicht durch PHDs
destabilisierbare) verhielten sich hier wie die in den Vorexperimenten detektierte
endogene Bande. Deshalb konnte in dieser Zelllinie unter den beschriebenen
experimentellen Bedingungen kein EZH2-abhangiger PHD-vermittelter Einfluss auf das
HIF-2a-Level abgeleitet werden. Da die exogenen Banden ohne mRNA-
Kontrollmechanismen und Promotoren dennoch verdndert waren, liegt in dieser
Zelllinie eine Interaktion von EZH2 und HIF-2a zumindest teilweise auf der
Proteinebene nahe. Diese Beobachtung deckt sich mit den Vorergebnissen, in denen
im Vergleich zu den anderen Zelllinien in EZH2-depletierten Glioblastomzellen unter
Hypoxie eine starkere HIF-2a-Reduktion im Westernblot als in der RT-gPCR sichtbar
war. Eine eindeutige Aussage ist aber auch hier aufgrund der oben erwahnten

fehlenden internen Kontrolle nicht méglich.

Nach den Experimenten zur transienten Transfektion Il&sst sich generell
zusammenfassen, dass in den Zelllinien MDA-MB-231 POR und G55 kein klarer
Hinweis flr eine posttranslationale HIF-2a-Beeinflussung durch PHDs in EZH2-
depletierten Zellen beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse der Zelllinie A549 bieten

eine weiter eingeschrankte Beurteilbarkeit wegen der schlechteren Effizienz der EZH2-
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Depletion und der HIF-2a-Uberexpression. Durch die zusatzliche Luciferase-Messung,
das MG132-Experiment und die deutlich getrennt detektierbaren endogen und exogen
exprimierten HIF-2a-Proteine war fur die Zelllinie MDA-MB-231 POR insgesamt eine
bessere Interpretation moglich als fur die anderen Zelllinien.

Bedeutung der EZH2-Methylierungsaktivitat fur die HIF-2a-

Regulation in Tumorzellen

Die enzymatische Histontrimethylierung des Histon 3 an Lysin 27 durch den PRC2-
Komplex unterdriickt die Expression der betroffenen Gene (Fioravanti et al. 2018). Da
die HIF-2a-Protein- und mRNA-Level bei geringerem EZH2-Gehalt durch EZH2-
Depletion jedoch ebenfalls erniedrigt sind, kommt hier eine direkte Einflussnahme von
EZH2 auf die Histonmethylierung tber seine enzymatische Funktion im PRC2-Komplex
nicht infrage. Dennoch kann sie durch Hemmung eines negativ regulatorischen Faktors
von HIF-2a eine Rolle spielen (sog. Disinhibition). Aus diesem Grund wurde die
Wirkung der spezifischen Hemmung der enzymatischen Funktion von EZH2 auf HIF-2a
genauer untersucht. Ein Ziel war dabei, das EZH2-Protein mdglichst intakt zu halten,
um weitere Interaktionen mit DNA, mRNA oder Proteinen nicht zu verhindern. Zu
diesem Zweck wurde der EZH2-Inhibitor GSK126 ausgewahlt.

GSK126 ist ein pharmakologischer EZH2-Inhibitor. Er bindet an die SAM-
Bindungsstelle von EZH2, blockiert auf diese Weise spezifisch dessen enzymatische
Funktion und bewirkt damit eine selektive EZH2-Hemmung (McCabe et al. 2012b). Die
hohe Selektivitdt des Inhibitors fiur EZH2 gegeniber EZH1 und anderen
Histonmethyltransferasen ist ein weiterer Vorteil bei der Anwendung dieses Inhibitors.
Aktuell befinden sich neben GSK126 einige EZH2-Inhibitoren in klinischen Studien,
deren Ergebnisse teilweise noch ausstehen (Fioravanti et al. 2018).

In der Zellinie MDA-MB-231 POR war der HIF-20-Proteingehalt unter EZH2-
Funktionshemmung durch GSK126 in Hypoxie nicht verandert im Vergleich zur
Kontrollprobe (Abb. 8A). Demnach nimmt die EZH2-Methylierungsaktivitat eher
weniger Einfluss auf die HIF-2a-Proteinlevel. In A549-Zellen war der HIF-2a0-
Proteingehalt nach Behandlung mit GSK126 unter Hypoxie bei der hdchsten GSK126-
Konzentration geringer als in den Kontrollproben (Abb. 8B). In G55-Zellen war der HIF-
2a-Proteingehalt nach Zugabe von GSK126 unter Hypoxie ebenfalls leicht reduziert
(Abb. 8C). In diesen Zellen war die Wirkung der EZH2-Inhibition auf die H3K27me3-
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Proteinmengen geringer als in den anderen beiden Zelllinien. Versuche mit héheren
GSK126-Konzentrationen, um eine bessere Hemmung der EZH2-
Methylierungsfunktion zu erzielen, erwiesen sich als toxisch fir die Zellen. Bereits die
Ausgangskonzentration von GSK126 musste bei allen drei Zelllinien reduziert werden.
In MDA-MB-132 POR und G55 erfolgte eine weitere Anpassung, da die
Konzentrationen aus den Versuchen mit A549 hier ebenfalls in Kombination mit der

Hypoxiebehandlung zelltoxisch waren.

In einer vorherigen Studie (Chen et al. 2016) erwies sich eine Behandlungsdauer von
48 Stunden mit GSK126 als optimal fur die Zelllinie A549. Basierend auf dieser
Information wurde ein experimentelles Design erstellt, bei dem nach einer 24-stiindigen
GSK126-Behandlung eine zusatzliche Hypoxie-Behandlung fur 24 Stunden bei
entsprechender Kontrolle in Normoxie erfolgte. Dabei entsprachen die 48 Stunden der
optimierten Behandlungsdauer fir A549-Zellen und wurden auf die anderen beiden
Zelllinien Ubertragen. Einerseits ist dadurch eine bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse aus verschiedenen Zelllinien gegeben, andererseits ist hier einschréankend
anzumerken, dass die Behandlungsdauer eventuell fir die anderen Zelllinien
angepasst werden misste, um eine bessere Interpretation der Ergebnisse zu
gewabhrleisten. Zusatzlich wurde durch das experimentelle Design von der
Behandlungsdauer mit Hypoxie aus den Vorexperimenten mit EZH2-Depletion
abgewichen. Diese betrug in den Experimenten mit GSK126 lediglich 24 Stunden, da
sich die Zellen in den ersten 24 Stunden in Normoxie an die GSK126-Behandlung
adaptieren sollten. Das experimentelle Design stellte hier also einen Kompromiss dar,
der die Aussagekraft der Ergebnisse einerseits schmalert, aber die bestmdgliche
Variante zur Vergleichbarkeit der Zelllinien unter gleichzeitiger dualer Behandlung mit
GSK126 und Hypoxie darstellt.

Die aufRerdem untersuchte HIF-2a-mRNA-Expression zeigte im Gegensatz zu den
Proteinmessungen in keiner der drei Zelllinien eine Reduktion unter Behandlung mit
GSK126, in MDA-MB-231 POR-Zellen war sie sogar erhoht. Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass der starke regulatorische Effekt von EZH2 auf die HIF-2a-mRNA
aus den Experimenten mit shRNA-vermittelter EZH2-Depletion nicht malRRgeblich auf

die EZH2-Methylierungsfunktion zurtickzufiihren ist.

Zusammenfassend hat die GSK126-Behandlung unter Hypoxie einen anderen Effekt
auf die HIF-2a-mRNA- und -Proteinlevel als die shRNA-vermittelte EZH2-Depletion.
Die Reduktion des HIF-2a-Proteinlevels in Lungenkarzinom- und Glioblastomzellen bei

hohen Inhibitorkonzentrationen  kénnte  entweder mit der gehemmten
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Methylierungsfunktion von EZH2 oder mit Nebenwirkungen bei dieser Dosierung erklart
werden. Anders verhélt es sich in Mammakarzinomzellen, in denen die Hemmung der
enzymatischen EZH2-Aktivitat auch bei hoheren Inhibitorkonzentrationen eher keinen
Einfluss auf die HIF-2a-Proteinlevel nimmt. Es ist anzumerken, dass HIF-Proteinlevel in
vitro auch durch die Zelldichte reguliert werden, deshalb muss bei der Durchfihrung
von weiteren GSK126-Inhibitor-Experimenten auch dieser Parameter variiert und

genau untersucht werden.

In der bereits erwahnten Studie mit A549-Zellen wurde ein Zusammenhang zwischen
der Behandlung mit GSK126 und verminderter VEGF-Expression festgestellt (Chen et
al. 2016). HIF-Proteine sind wichtige Transkriptionsfaktoren fur VEGF. Daher kommt
eine EZH2-HIF-Interaktion Uber die EZH2-Methylierungsfunktion als Ursache fir die in
der dortigen Studie beobachtete verminderte VEGF-Expression infrage. Dazu passend
sind auch die in dieser Studie beobachteten reduzierten HIF-2a-Proteinlevel in A549-
Zellen unter GSK126-Behandlung. Uber welchen regulatorischen Weg in diesem Fall

HIF-2a und folglich VEGF herunterreguliert werden, bleibt jedoch unklar.

Ob und wie die EZH2-Methylierungsaktivitat Einfluss auf HIF-2a nimmt, sollte letztlich
in weiteren Experimenten verifiziert werden, insbesondere wegen des therapeutischen
Potenzials von EZH2-Inhibitoren. Klinisch wichtig sind beispielsweise in der
Tumortherapie die HIF-2a-Proteinreduktion und die damit verbundene Herabregulation
der Downstream-Targets (wie VEGF) unabh&ngig von der HIF-2a-mRNA. In G55- und
A549-Zellen konnte in den durchgefiihrten Experimenten mit GSK126 trotz fehlender
MRNA-Reduktion dennoch ein Effekt auf der HIF-2a-Proteinebene erzielt werden, was
ein Indiz fur eine maogliche therapeutische Wirksamkeit sein konnte. Diese wird in

aktuell laufenden klinischen Studien eruiert (Fioravanti et al. 2018; Yap et al. 2019).

Zusammenfassende Interpretation der Ergebnisse

Die oben aufgefiihrten Uberlegungen fiihren letztlich zur Hauptintention dieser Arbeit —
der Beantwortung der Frage, mittels welchen molekularen Mechanismen EZH2 HIF-2a
reguliert und so die Tumorprogression verstarkt. Vielfaltige Aktionsmodi von EZH2 sind
maglich, es bestehen offensichtlich je nach Zelllinie Unterschiede. In Abbildung 10

sind diese schematisch zusammengefasst.
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Abb. 10. Mogliche Wege der Beeinflussung von HIF-2a durch EZH2 in Kombination mit
den in dieser Studie erhobenen Ergebnissen. Grin: EZH2-Methyltransferase ist Teil der
EZH2-HIF-2a-Interaktion; blau: EZH2-Methyltransferaseaktivitat wird nicht bendétigt; rot/orange:
Einfluss unabhangig vom oder zusatzlich zum EZH2-Protein.

Im PRC2-Komplex (He et al. 2012; Gunawan et al. 2015; Gan et al. 2018) oder potenziell auch
frei vorliegend (Xu et al. 2012) kann EZH2 Histon 3 und Non-Histon-Proteine mittels
Methyltransferase methylieren. Anhand der Ergebnisse aus den Experimenten mit GSK126 ist
eine Methyltransferase-abhangige Interaktion (PRC2-abhangig oder —unabhangig) von EZH2
und HIF-2a in Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231, kurz MDA) eher unwahrscheinlich. Fir die
beobachtete HIF-2a-Proteinreduktion in Lungenkarzinom- und Glioblastomzellen (A549 & G55)
wird die EZH2-Methyltransferaseaktivitat jedoch wahrscheinlich benétigt (griine Késten). Es ist
unklar, ob HIF-2a oder weitere Non-Histon-Proteine direkt methyliert werden oder EZH2 tber
die Trimethylierung von Histon 3 genrepressiv auf zwischengeschaltete Faktoren wirkt
(Disinhibition). Zuséatzlich wurde in allen untersuchten Zelllinien eine HIF-2a-mRNA- und
Protein-Reduktion nach EZH2-Depletion beobachtet. EZH2 beeinflusst HIF-2a daher Gber seine
Methylierungsfunktion hinaus (blaue Kéasten), beispielsweise Uber eine direkte, PRC2- und
Methyltransferase-unabhangige Bindung am Promoter eines Gens wie in der Studie von (Kim et
al. 2018), dessen mRNA oder dem Protein selbst. In den Zelllinien A549 und G55 ist eine
Interaktion auf allen drei Ebenen sowohl methylierungsabhangig als auch —unabhéngig
denkbar.

Ebenso kann eine verringerte HIF-2a-Proteinstabilitat durch vermehrten Abbau mittels PHDs
eine Erklarung fur die beobachteten Ergebnisse bei EZH2-Depletion sein (orange). Dies ist
basierend auf den zusatzlichen Ergebnissen aus der transienten Transfektion mit nicht-
destabilisierbaren HIF-2a-Mutanten und Behandlung mit MG132 in MDA-MB-231 POR-Zellen
eher unwahrscheinlich. Sie deuten aber darauf hin, dass der EZH2-Einfluss auf HIF-2a in MDA-
Zellen bereits vor der Translation stattfindet (HIF-2a-Promoter). Zusétzlich kdnnen
Gegenspieler von EZH2, wie beispielsweise Histondemethylasen, die Interaktion von EZH2 und
HIF beeinflussen (rot).

Im PRC2-Komplex oder auch frei vorliegend kann EZH2 Histon 3 und Non-Histon-
Proteine wie STAT3, GATA4 und Talin methylieren (Gunawan et al. 2015; He et al.
2012; Kim et al. 2013a; Xu et al. 2012). Dafiur ist jedoch die EZH2-
Methyltransferaseaktivitit erforderlich. Deshalb ist anhand der erhobenen Ergebnisse
nach Behandlung mit GSK126 eine Methyltransferase-abhéngige Interaktion (PRC2-
abhangig oder —unabhéangig) von EZH2 und HIF-2a in Mammakarzinomzellen eher
unwahrscheinlich. Fir die beobachtete HIF-2a-Proteinreduktion in Lungenkarzinom-

und Glioblastomzellen kénnte jedoch die EZH2-Methyltransferaseaktivitat eine Rolle
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spielen (s. Versuche mit GSK126). Ob HIF-2a oder weitere Non-Histon-Proteine direkt
methyliert werden oder EZH2 tber die Trimethylierung von Histon 3 am Lysin 27 auf
zwischengeschaltete Faktoren wirkt (Disinhibition), sollte in weiteren Experimenten
untersucht werden. Zusatzlich wurde in allen untersuchten Zelllinien eine HIF-2a-
MRNA- und Protein-Reduktion nach EZH2-Depletion beobachtet. Daraus lasst sich
ableiten, dass EZH2 einen Einfluss auf HIF-2a wahrnimmt, wobei die

Methylierungsfunktion Zelltyp-abhangig wohl eher eine untergeordnete Rolle spielt.

Als Erklarung fur die starke Beeinflussung durch EZH2 auch auf der
Genexpressionsebene von HIF-2a in den Experimenten mit EZH2-depletierten Zellen
kommt ein weiterer molekularer Mechanismus infrage. Dieser beinhaltet eine direkte,
PRC2- und Methyltransferase-unabhangige Bindung am Promoter eines Gens, wie sie
bereits von Kim et al. 2018 fir den Androgenrezeptor in Prostatakarzinomzellen
beschrieben wurde. Dieser regulatorische Weg ist insbesondere fir die
Mammakarzinomzellen denkbar, da hier die durchgefiihrten Experimente am ehesten
auf eine pratranslationale Regulation von HIF-2a durch EZH2 hinweisen. Fir einen
solchen oder &hnlichen Mechanismus sprechen auch die Ergebnisse von Mahara et al.
Sie beschreiben, dass HIF-1a unter Hypoxiebedingungen den PRC2-Komplex
inaktiviert und EZH2 einzeln vorliegt. Daraus resultierte in triple-negativen
Brustkrebszellen eine Komplexbildung von EZH2 mit FOXM1, die auf das Protein
EZH2 an sich zurlickzufUhren ist und auf eine Protein-Protein-Interaktionsfahigkeit von
EZH2 hinweist. Dies war mit erhdhter Tumorinvasivitdt durch vermehrte Expression
von Matrix-Metalloproteasen vergesellschaftet (Mahara et al. 2016a). Zwar wurde in
hiesiger Arbeit kein so klarer Zusammenhang von EZH2 und HIF-1a festgestellt, aber
aufgrund der &hnlichen Regulation, Funktion und der Struktur von HIF-1a und HIF-2a
ist ein mit Mahara et al. vergleichbarer Mechanismus bei HIF-2a und EZH2 mit frei
vorliegendem EZH2 eine mogliche Erklarung. Alternativ wird HIF-1a unter
Hypoxiebedingungen wie HIF-2a hochreguliert und kdnnte auf diese Weise den von
Mahara et al. beschriebenen Prozess verstarken. Dies bedingt dann eher eine PRC2-
unabhangige Interaktion von EZH2 mit seinen Reaktionspartnern. Weiterfihrende
Experimente wie beispielsweise eine Co-Immunoprazipitation mit EZH2 und HIF-2a
und Chromatin-Immunopréazipitation von EZH2 an EPAS1/HIF-2a-genregulatorischen

Sequenzen konnten diesbeziglich Aufschluss geben.

Zusétzlich konnten Gegenspieler von EZH2, wie beispielsweise Histondemethylasen,
die Interaktion von EZH2 und HIF beeinflussen. Sie sind wie die Prolylhydroxylasen,

die HIF-Proteine abbauen, Sauerstoff- und a-Ketoglutarat-abhangig und daher unter
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Hypoxiebedingungen gehemmt (Hong et al. 2007). Beim Vergleich der H3K27me3-
Proteinlevel in Normoxie und Hypoxie in den durchgefiihrten Experimenten ist kein
Unterschied zu sehen, der durch die veranderte Aktivitdt der Histondemethylasen
verursacht werden kdnnte. Dieser Effekt ist allerdings aufgrund des EZH2-Knockdowns
und der fehlenden Detektierung der Histondemethylasen nicht abschlie3end
beurteilbar und bedarf ebenfalls erweiterter Experimente.

Auch koénnen die verminderten HIF-2a-Level bei EZH2-Depletion lediglich aufgrund
vermehrten Abbaus durch PHDs zustande kommen. Dies ist basierend auf den
zusatzlichen Ergebnissen aus der transienten Transfektion mit nicht-degradierbaren
HIF-2a-Mutanten und Behandlung mit MG132 in MDA-MB-231 POR-Zellen eher

unwahrscheinlich.

AbschlieRend sei betont, dass die erhobenen Daten in drei Zelllinien reproduzierbar die
gleiche Tendenz von HIF-2a unter EZH2-Depletion zeigen, was einen Hinweis auf
einen zelllinienlbergreifenden, tumoreigenen Mechanismus in der Regulation der
beiden Proteine gibt. Die Heterogenitat der Daten im Vergleich der Tumorarten im
Detail verlangt dennoch in zukinftigen Studien einen differenzierten Blick auf die
verschiedenen Tumorentitdten und die Testung von weiteren Versuchsbedingungen
(z.B. variablere Zelldichten), die in den verschiedenen Zellinien unterschiedlich auf die
HIF-2a-Level wirken kdnnen. Insbesondere ist zu klaren, ob dieser Interaktion von
EZH2 und HIF-2a ein zentraler Mechanismus mit zelllinienspezifischen Nuancen
zugrunde liegt, oder ob doch eher je nach Tumorentitat verschiedene Varianten der
EZH2-HIF-2a-Interaktion existieren — mit mehr oder weniger starkem Fokus auf der

Genexpressions- oder Proteinebene.

Klinische Relevanz der erhobenen Daten

Sowohl EZH2 als auch HIF-Proteine sind Gegenstand aktueller Forschung. Es sind
noch viele Komponenten unbekannt, insbesondere in Bezug auf deren Interaktion.
Aufgrund der negativ prognostischen Wirkung der beiden Proteine und der limitierten
Therapieoptionen insbesondere bei Patienten mit Glioblastomen ist es fur die
zukunftige medizinische Forschung enorm wichtig, molekulare Angriffspunkte fir eine

gezielte Tumortherapie zu finden.

EZH2 und HIF-Proteine wie HIF-2a sind bereits unabhangig voneinander als onkogen

beschrieben worden. Sie koénnen die eigene Expression wahrscheinlich sogar

57



gegenseitig erhéhen und so zu einer verstarkten Tumorprogression fihren (Semenza
2012; Cao et al. 2010; Aubert et al. 2019). Dies macht die beiden Proteine und den
moglichen zugrundeliegenden Mechanismus im Hinblick auf pharmakologische
Therapiechancen besonders interessant fir die weitere Forschung.

Ein pharmakologischer Ansatz wurde mit GSK126 auch in dieser Studie weiterverfolgt.
Fur GSK126 und weitere EZH2-Inhibitoren stehen noch klinische Studienergebnisse
aus. Sie konnten allerdings in Zukunft eine vielversprechende additive Therapieoption
darstellen, wie es bereits bei den VEGF-Inhibitoren der Fall ist. Gegebenenfalls sind
unselektivere Inhibitoren von EZH, die auch EZH1 hemmen, effektiver, da EZH1 bei

EZH2-Mangel kompensatorisch hochreguliert wird.

Der orale HIF-2a-Inhibitor Belzutifan wurde kiirzlich von der FDA zur Tumortherapie bei
VHL-assoziierten Tumoren zugelassen (Deeks 2021). In der Zukunft wird sich zeigen,

ob dieser Inhibitor auch in weiteren Tumorentitaten eine relevante Wirksamkeit zeigt.

Insgesamt stehen also bereits viele unterschiedliche pharmakologische Mdglichkeiten
sowohl in der klinischen Forschung als auch teilweise im Klinischen Alltag zur
Verfligung. Sie sind das Korrelat der jahrelangen Forschung zu den Proteinen EZH2
und HIF-2a. Besonders interessant ist deren Anwendung bei den in dieser Studie
untersuchten primaren und sekundaren Hirntumoren. HOchste Prioritat sollte es sein,
den hohen Leidensdruck zu minimieren und die geringe und trotz aller Bemihungen
seit Jahren etwa gleichbleibend kurze Uberlebensdauer der Patienten zu verlangern.
Die Inhibitoren kdnnen im Sinne einer zielgerichteten Therapie als Adjuvans oder
alleinige orale oder intraventse Therapie eingesetzt werden. Basierend auf den in
dieser und anderen Studien erhobenen Daten findet eine noch nicht vollstandig
verstandene Wechselwirkung zwischen EZH2 und HIF-2a statt. Daher ware ebenfalls
eine Kombination der beiden Inhibitoren fiur EZH2 und HIF-2a nach weiteren
Experimenten ein mogliches Therapieregime, um den hoch aggressiven Hirntumoren

therapeutisch zu begegnen.
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Abkulrzungsverzeichnis

ABC ATP-bindende Kassette

APS Ammoniumpersulfat

CAIX Carboanhydrase 9

CMV Cytomegalievirus

Co Kontrolle

cDNA Complementary DNA

Ct Cycle threshold

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinséure

DZNeP 3-Deazaneplanocin

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR Epidermal growth factor receptor

EMT Epidermale zur mesenchymalen Transition
EPAS1 Genlocus codierend fur HIF-2a

EPO Erythropoietin

EZH2 Enhancer of Zeste Homolog 2

FBS Fetal bovine serum

FDA Food and Drug Administration

FOXM1 Forkhead box M1

GATA4 GATA binding protein 4

GBM Glioblastoma multiforme

GFP green fluorescent protein

GLUT Glucosetransporter

GSC Glioblastoma stem-like cells

GSK126 Spezifischer EZH2-Inhibitor
H3K27(me3) Am 27.Lysin (trimethyliertes) Histon H3
H24/48 24- oder 48-stindige Behandlung mit 1% Sauerstoff
HIF Hypoxie-induzierbarer Faktor

HPRT Hypoxanthin-Phospharibosyltransferase
HRE hypoxic response element

IDH1 Isocitratdehydrogenase 1

JMJID3 Jumoniji-domain-containing protein 3
Kitrl Kontrolle

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

ug Mikrogramm

puL Mikroliter

MGMT 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
MMP Matrix-Metalloproteinase

Moi multiplicity of infection

MRNA Messenger-RNA

mTOR Mammalian target of rapamycin

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells
ng Nanogramm

nM Nanomolar

Nor Normoxie

Nsc Noncilencing

ODD oxygen dependent degradation domain

59




PAGE polyacrylamid gel electrophoresis

PBS phosphate buffered saline

pcDNA Plasmid cloning DNA

PCR polymerase chain reaction

PDGF Platelet-derived growth factor

pH potentia Hydrogenii

PHD Prolylhydroxylase

PRC2 Polycomb repressive complex 2

PVDF Polyvinylidene fluoride

pVHL Von-Hippel-Lindau-Protein

RLU Relative luciferase unit

RNA Ribonukleinsdure

rpm rounds per minute

RTKI Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor

RT-gPCR Realtime-quantitative PCR

SAM S-Adenosyl-Methionin

SDF Stromal cell-derived factor

SDS Sodium dodecyl sulfate

SEM Standardabweichung

shRNA Short hairpin RNA

SiRNA Short interfering RNA

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

TEMED N, N, N‘, N' Tetramethylethylendiamin

TERT Telomerase reverse Transkriptase

TGF Transforming growth factor

UTx ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on X
chromosome

VEGF vascular endothelial growth factor

WB Western Blot

WHO World Health Organization

wit Wildtyp

Y641F Gain-of-function-Mutation in EZH2 am Tyrosin 641
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Abb. 1. EZH2-Depletion fihrt zu vermindertem HIF-2a-Proteingehalt in Tumorzellen. (A)
Erganzung zu Abbildung 4 in der Hauptarbeit. Triplikate der Immunoblot-Analyse von HIF-2a,
HIF-1a, EZH2 und H3K27me3 in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231) und
entsprechender Kontrolle unter Normoxie (Nor, 21% O,) und Hypoxie (H48, 1% O,, 48 h). EZH2
wurde mittels shRNA depletiert. Histon H3 und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. Analoge
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Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und Glioblastomzellen (G55, (C)). (D) Die in
MDA-MB-231-Zellen beobachtete HIF-2a-Reduktion erfolgte auch nach intermittierender
Hypoxie (IM). (n=3)
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Abb. 2. EZH2-Depletion vermindert HIF-2a-mRNA in Tumorzellen. (A) Ergéanzung zu
Abbildung 5 in der Hauptarbeit. Triplikate der quantitativen Realtime-PCR-Analyse von HIF-2q,
HIF1a und EZH2 in EZH2-depletierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) und
entsprechender Kontrolle (Ktrl.) unter Normoxie (21% O,) und Hypoxie (1% O,, 48 h). Zur
Normalisierung der Expressionslevel wurde das Haushaltsgen HPRT verwendet und zur
normoxischen Kontrolle relativiert. Es sind Mittelwerte inklusive Standardabweichung
(Fehlerbalken) gezeigt. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und
Glioblastomzellen (G55, (C)). (D, E) Die in MDA-MB-231-Zellen beobachtete HIF-2a-mRNA-
Reduktion erfolgte auch nach intermittierender Hypoxie (IM). (n=3)
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Abb. 3. Einfluss von Prolylhydroxylasen (PHD) auf die intrazellulare HIF-2a-Proteinmenge
in EZH2-depletierten Tumorzellen. (A) Ergadnzung zu Abbildung 6 in der Hauptarbeit.
Triplikate (A und A.1) der Immunoblot-Analyse von V5, HIF-2a, EZH2 und H3K27me3 in EZH2-
depletierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) und entsprechender Kontrolle unter
Normoxie (Nor, 21% O,) und Hypoxie (H48, 1% O,, 48 h). EZH2 wurde mittels shRNA
depletiert. Histon H3 und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. GFP fungierte als Kontrolle der
Transfektionseffizienz. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B und B.1)).
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Abb. 4. Hemmung der EZH2-Methyltransferase-Aktivitat mittels GSK126 fihrt zu
zelllinientypischer Veranderung des HIF-2a-Proteinlevels in Tumorzellen. (A) Erganzung
zu Abbildung 8 in der Hauptarbeit. Duplikat der Immunoblot-Analyse von HIF-2a, HIF-1a, EZH2
und H3K27me3 in Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 POR) nach 48 h Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen des funktionellen EZH2-Inhibitors GSK126 bei entsprechender
DMSO-Kontrolle (-) und zusatzlicher Hypoxiebehandlung (1% O,, in den letzten 24 h). Histon
H3 und Tubulin dienten als Ladungskontrolle. Die HIF-2a-Banden blieben bei steigender
Inhibitorkonzentration stabil. Analoge Analyse in Lungenkarzinomzellen (A549, (B)) und
Glioblastomzellen (G55, (C)). In diesen beiden Zelllinien wurde eine leichte HIF-2a-Reduktion
bei herabgesetzter EZH2-Methylierungsaktivitat beobachtet. HIF-1a zeigte in diesen Versuchen
keine systematische, reproduzierbare Anderung. (n=3) In (A.1/2), (B.1/2) und (C.1/2) ist
zuséatzlich eine Analyse der drei Zelllinien mit Iangerer oder kiirzerer GSK126-Behandlung (25-
72 h) und Hypoxie-Behandlung (24-48 h) dargestellt.
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