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1. Abstrakt

Einleitung: Angiogenese, die Neubildung von Blutgefallen aus endothelialen
Vorlauferzellen, ist eine Voraussetzung fur Wachstum und Disseminierung maligner
Tumoren. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) — Superfamilie konnte hierfur
eine entscheidende Rolle zugeschrieben werden. Es konnte gezeigt werden, dass der
Tyrosinkinaserezeptor VEGFR-3 durch Bindung von VEGF-C und VEGF-D eine
wichtige Funktion bei der Regulation von Lymphangiogenese und lymphatischer
Metastasierung hat. Wahrend eine Reihe regulierender Mechanismen fur die
Expression der Hamangiogenese-assoziierten Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2
identifiziert wurden, sind die molekularen Vorgange zur Kontrolle der vegfr-3 —
Genexpression noch nicht vollstandig verstanden. Methodik: In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe waren 1,9kb des 5’-flankierenden Promoterbereichs des humanen vegfr-
3 — Gens kloniert und durch 5-Deletionsanalysen ein GC-reiches, essentielles
Promoterminimalelement identifiziert worden. Es wurden zwei GC-Boxen identifiziert,
welche durch Zinkfingerproteine Sp1 und Sp3 gebunden und aktiviert werden. Nach der
Ermittlung dieser strukturellen Charakteristika stand eine funktionelle Analyse der
Bindungssequenzen und Transkriptionsfaktoren im Focus der vorliegenden Arbeit.
Durch Mutation in den fur die Bindung von Sp1/Sp3 notwendigen GC-Boxen und
Klonierung des Minimalelements in das heterologe Promotersystem pT81 wurde die
funktionelle Relevanz der GC-reichen Elemente untersucht, zudem wurde der Einfluss
von Sp1/Sp3 in Uberexpressionsstudien analysiert. Im zweiten Teil erfolgte eine
Untersuchung des Einflusses epigenetischer Modifikationen durch Trichostatin A (TSA)
— vermittelte HDAC-Inhibition und 5-Aza Desoxycytidin (5-Aza dC) - vermittelte DNA-
Demethylierung auf die vegfr-3 - Expression sowie auf die Transaktivierung von
Reportergenkonstrukten.  Zusatzlich wurde der Stimulationseffekt auf die
Promoterbindung von Sp1/Sp3 in EMSA-Studien sowie auf die Transaktivierung von
Sp1/Sp3 in Gal4-Sp1-/Gal-4-Sp3 — Luciferase — Assays untersucht. Ergebnisse:
Selektive Mutationen des Minimalelements zeigten, dass beide GC-Boxen funktionelle
Relevanz aufweisen, jedoch die 5-mutierte Sequenz einen signifikant geringer
abgeschwachten Effekt hat als das 3’-mutierte Konstrukt. In Uberexpressionsstudien
konnte sowohl Sp1 als auch Sp3 eine aktivierende Funktion hinsichtlich der vegfr-3-
Promoterregulation zugeordnet werden. TSA verursachte eine Hochregulation von

vegfr-3 — mRNA sowie gesteigerte Transaktivierung von Reportergenkonstrukten.
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Analog hierzu fuhrte 5-Aza dC in Zellinien ohne basale vegfr-3 - Expression zu einer
Hochregulation von vegfr-3, in basal exprimierenden Zelllinien blieb dies ohne Effekt. In
EMSA - Studien hatten beide Inhibitoren keinen Einfluss auf die Bindungskapazitat von
Sp1 und Sp3, dagegen steigerten sie ihre Transaktivierungskapazitat in Gal4-Sp1-/Gal-
4-Sp3 — Luciferase — Assays. Schlussfolgerung: Diese Studie beschreibt
grundlegende molekulare Mechanismen der transkriptionellen Regulation des vegfr-3 —
Gens und zeigt, dass Histonacetylierung und CpG - Methylierung wichtige
Kontrollmechanismen der vegfr-3 — Expression darstellen. Sie tragt so zu einem
besseren Verstandnis der Rolle des vegfr-3 — Gens in der Tumorbiologie bei und kdnnte
helfen, neue Interventionsstrategien zur Beeinflussung von tumorassoziierter

Lymphangiogenese und/oder lymphatischer Metastasierung zu entwickeln.



1. Abstrakt 7

Abstract

Introduction: Angiogenesis, the formation of new blood vessels from endothelial
precursors, is a prerequisite for growth and dissemination of solid malignancies. Multiple
studies found a decisive role for the vascular endothelial growth factor (VEGF)
superfamily. Previous works revealed that tyrosine kinase vegf receptor — 3 (VEGFR-3)
regulates lymphangiogenesis and lymphatic metastasis through binding of VEGF-C and
VEGF-D. While a variety of molecular mechanisms regulating the expression of the
hemangiogenesis linked receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 have been identified, the
molecular components by which vegfr-3 gene expression is controlled are not fully
understood. Methods: In previous works of our group 1.9kb of 5'-flanking DNA of the
human vegfr-3 gene were cloned and a GC-rich promoter element was identified being
essential for vegfr-3 transcription. Two GC-boxes were found which are bound and
activated by zinc finger proteins Sp1 and Sp3. Following these structural findings the
present work focused on a functional analysis of the binding sequences and
transcription factors. By selective mutation of the Sp1/Sp3 binding GC-boxes and
cloning of the minimal element into heterologous promotor system pT81 the functional
relevance of the GC-rich elements and Sp1/Sp3 were analysed. Moreover the influence
of Sp1/Sp3 was analysed in overexpression studies in drosophila SL-2 cells. Secondly,
an investigation of the influence of epigenetic modifications on vegfr-3 expression was
executed. Effects of Trichostatin A (TSA) — mediated HDAC - inhibition and 5-Aza
desoxycytidine (5-Aza dC) - mediated promoter demethylation on vegfr-3 — mRNA
expression and transactivation of vegfr-3 reporter gene constructs were analysed.
Moreover their influence was analysed on promoter binding of Sp1/Sp3 in EMSA
studies and transactivation of Sp1/Sp3 in Gal4-Sp1-/Gal-4-Sp3 — luciferase — assays.
Results: Selective sequence mutation of the minimal promoter element revealed that
both GC-boxes have functional relevance, showing a significantly weaker attenuation of
transcriptional activity for the 5-mutated than for the 3’-mutated construct.
Overexpression studies showed activating functions of both Sp1 and Sp3 at the vegfr-3
promoter. TSA led to an up-regulation of mRNA levels and transactivation of reporter
gene constructs. Similarly, 5-Aza dC reactivated vegfr-3 expression in basally non-
expressing cell lines whereas stimulation remained effectless in cell lines basally
expressing vegfr-3. Both inhibitors had no effect on promoter binding capacities of Sp1
and Sp3 in EMSA studies but increased their transactivating capacity in Gal4-Sp1-

/Gal4-Sp3-luciferase assays. Conclusion: This study describes profound molecular
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mechanisms regulating vegfr-3 transcription and demonstrates that histone acetylation
and CpG methylation are important control determinants of vegfr-3 expression. It
contributes to a better understanding of the role of vegfr-3 within tumor biology and may
help to develope new intervention strategies influencing tumor associated

lymphangiogenesis and/or lymphatic metastasis.
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2. Einleitung

2.1 Angiogenese und Lymphangiogenese

Angiogenese und Lymphangiogenese, die Bildung von neuen Blut- und Lymphgefalien
aus endothelialen Vorlauferzellen, beschreiben physiologische Prozesse, die jedoch
auch Voraussetzung fur Wachstum und Metastasierung maligner Erkrankungen sind
(1, 2). Hierbei wird der vascular endothelial growth factor (VEGF) — Superfamilie
endothelialer Wachstumsfaktoren ein entscheidender Einfluss auf die tumorbezogene
Angiogenese und Lymphangiogenese zugeschrieben (1, 2).

Die Untersuchung der Lymhangiogenese wurde lange Zeit durch das Fehlen
spezifischer Marker zur Unterscheidung zwischen Lymph- und Blutendothelien
erschwert. Obwohl bereits Hippocrates von ,wei3em Blut sprach, identifizierte Gasparo
Aselli im Jahr 1627 LymphgefalRe zuerst als ,milchige Venen®. 1902 postulierte
Florence Sabin, dass initiale Lymphsacke durch Ausknospung von embryonischen
Venen entstinden, welche spater sich im Korper zum Lymphgefalisystem ausbreiteten.
Dagegen gab es andere Vermutungen von Huntington und McClure, nach denen erste
LymphgefalRe unabhangig in den Organen bildeten und im Verlauf Anschluss an das
venodse System erhielten (Ubersicht: (3)). Erst in der naheren Vergangenheit wurde
durch die Entdeckung spezifischer Marker die eindeutige Identifizierung von
Lymphendothelien ermdglicht. Hierunter fallen unter anderem der Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor-3 (VEGFR-3) (4) sowie seine Liganden VEGF-C (5, 6) und
VEGF-D (7, 8), auf die im Verlauf dieser Arbeit naher eingegangen werden soll.
DaruUber hinaus bestehen in LYVE-1, einem Homolog des CD44-Glykoproteins, welches
als lymphspezifischer Rezeptor flur Hyluronan identifiziert wurde (9), Prox-1, einem
Homeobox-Gen-Produkt, welches in die Regulation der frihen Iymphatischen
Entwicklung involviert ist (10) sowie Podoplanin, einem glomeruldren podocytaren
Membranprotein (11), spezifische Markermolekile flir Lymphendothelien. Diese
Moglichkeiten zur ldentifizierung von lymphatischen Endothelien haben zu einem neuen
Modell der frihen Entwicklung des Lymphsystems gefuhrt. Am Embryonaltag 8,5 (E8,5)
zeigen alle Endothelzellen der Kardinalvenen lymphatische Kompetenz durch
Expression der lymphendotheliealen Marker VEGFR-3 und LYVE-1. Um den Tag E9,5
— E10,5 erfolgt die Stimulation einer Untergruppe der Endothelzellen der Kardinalvenen
zur Expression von Prox-1. An E11,5 sprossen diese Zellen aus und wandern zur

Bildung der initial rudimentaren Lymphsacke aus. Diese knospenden
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lymphendothelialen Vorlauferzellen verandern daraufhin ihr Genexpressionsprofil und
nehmen einen lymphendothelialen Phanotyp durch Expression lymphatischer und
Runterregulation blutendothelialer Marker an. Prox-1 — negative Zellen dagegen
verlieren ihre Expression von VEGFR-3 und LYVE-1, um einen blutendothelialen
Phanotyp anzunehmen (Ubersicht: (3)).

Im adulten Organismus wird unter physiologischen Bedingungen mit wenigen
Ausnahmen keine Angiogenese oder Lymphangiogenese beobachtet. Dies wird durch
ein Gleichgewicht zwischen proangiogenen Faktoren wie zum Beispiel VEGF-A, TAF
(tumour angiogenesis factor), EGF (epidermal growth factor), TGF-a und -
(transforming growth factor), TNF-a (tumour necrosis factor) sowie Angiogenin und
antiangiogenen Faktoren wie zum Beispiel Angiostatin, Endostatin und
Thrombospondin verursacht (12).

In pathologischen Prozessen wie Neoplasien (13), Infektionskrankheiten (14), Kaposi-
Sarkomen bei AIDS-Patienten (15), GefalBmissbildungen (16) oder Arthritiden (17)

dagegen ist diese Balance oft gestort.

2.2 Die Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) - Superfamilie

Die Bildung und Reifung neuer Gefalle unterliegt  hochkomplexen
Regulationsprozessen, bei denen die Aktivierung einer Vielzahl von Rezeptoren durch
ihre Liganden erforderlich ist. Eine entscheidende Rolle wurde hierbei den
unterschiedlichen VEGFs und ihren Rezeptoren zugeschrieben (18).

Die Mitglieder der VEGF — Familie werden als homodimerische Polypeptide in
unterschiedlichen Isoformen sezerniert und besitzen eine hydrophobe Signalsequenz
am Amino-Terminus fur die Proteinsekretion (Sig). Alle Mitglieder der VEGF — Familie
sind durch eine identische zentrale Region gekennzeichnet, die VEGF — Homologie —
Domane (VHD) und ein Cystein — Knoten - Motiv. Dabei handelt es sich um ein
Strukturmerkmal jeder Untereinheit, welches aus drei Disulphidbriicken innerhalb der
Untereinheit besteht und die Form eines Knotens aufweist. (1).

In seiner Funktion als wichtiger Faktor in der Regulation der Angiogenese wurde die
Rolle von VEGF-A (auch VEGF) intensiv untersucht. Hierbei konnte ein starker Stimulus
auf Wachstum und Migration von Gefallendothelzellen aus Arterien, Venen und
LymphgefalRen gezeigt werden (19). Zudem besitzt VEGF-A eine starke Wirkung auf
die Permeabilitat von GefaBwanden, weshalb er auch zunachst als ,vascular
permeability factor bezeichnet wurde (20). VEGF-A bindet an VEGFR-1 und VEGFR-2,
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jedoch nicht VEGFR-3 (21, 22) (Abb. 1). Das Vorhandensein von VEGF-A ist fur die
embryonale Entwicklung des Herzkreislaufsystems essentiell. Untersuchungen mit
heterozygoten vegf-A — Knockout — Mausen zeigten, dass diese bereits in der
FrGhphase der Embryonalentwicklung (E11-12) durch ausbleibende, bzw.
dysfunktionale Entwicklung des Gefallsystems absterben (23, 24). Die klinische
Bedeutung von VEGF-A ist unumstritten. In einer Vielzahl von malignen Erkrankungen
ist VEGF-A mRNA und/oder Protein hochreguliert, was haufig mit einer schlechten
Prognose fur den Patienten einhergeht (25 - 27).

Die weiteren Mitglieder der VEGF — Familie konnten aufgrund ihrer Strukturhomologien
zu VEGF-A identifiziert werden.

Mit dem Placenta Growth Factor (PIGF) wurde ein weiteres Mitglied der VEGF —
Superfamilie beschrieben (28). Trotz seiner strukturellen Ahnlichkeit zu VEGF-A bindet
PIGF ausschlieBlich an VEGFR-1 (29) (Abb. 1), dies jedoch mit einer hoheren Affinitat
als VEGF-A und VEGF-B (30). Diese Tatsache verursacht durch Verdrangung von
VEGF-A aus der Bindung zu VEGFR-1 eine vermehrte Freisetzung von VEGF-A, was
wiederum zu einer verstarkten Bindung von VEGF-A an VEGFR-2 fuhrt und somit
indirekt proangiogen wirkt (29). Obwohl ein proangiogener Effekt von PIGF in vitro
gezeigt werden konnte (31), fuhrte der Knockout von PIGF im Mausmodell zu einer
ungestorten embryonalen Entwicklung mit gesunden und fertilen Phanotypen (32).
DarlUber hinaus war die physiologische trainingsinduzierte Angiogenese in der Skelett-
und Herzmuskulatur von PIGF — Knockoutmausen nicht signifikant reduziert (33). Unter
pathologischen Bedingungen dagegen wie Ischamie, Entzindung, Wundheilung und
Tumoren war die Angiogenese und Kollateralenbildung bei PIGF — defizienten Mausen
gestort (32). Eine signifikante Uberexpression von PIGF konnte in einer Vielzahl von
Tumorentitaten, unter anderem in Mammakarzinomen (25, 34), Kkolorektalen
Karzinomen (35), Bronchialkarzinomen (NSCLC) (36) gezeigt werden.

Der 1996 entdeckte VEGF-B (37) bindet ausschliellich an VEGFR-1 und hat
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit VEGF-A und PIGF (38) und bindet wie auch
PIGF und VEGF-A an VEGFR-1 (38) (Abb. 1). Die Untersuchungen konzentrierten sich
aufgrund der stukturellen Ahnlichkeit zu VEGF-A zundchst auf eine vermutete
angiogenesebezogene Funktion des VEGF-B. Hierbei ergaben In vivo — Studien mit
vegf-B — Knockout-Mausen, dass diese, im Gegensatz zu vegf-A — Knockout-Mausen,
welche im Verlauf der Embryogenese absterben, lebensfahig sind, jedoch geringere

HerzgroRen entwickeln und Uber ein gestortes Regenerationvermdgen nach induzierter
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Myocardischamie verfugen (39). Daruber hinaus zeigten Silvestre et al., dass VEGF-B
nach intracutaner Applikation in Mausen zu einer gesteigerten Einsprossung von
Endothelzellen und so durch Bindung an VEGFR-1 zu einer gesteigerten Angiogenese
fuhrte (40). Ein Bezug zur Tumorangiogenese konnte von Shintani et al. hergestellt
werden, indem eine Korrelation zwischen der Expression von VEGF-A und VEGF-B mit
gesteigerter Tumorangiogenese in oralen Plattenepithelkarzinomen gezeigt wurde (41).
Neuere Erkenntnisse dagegen legen eine Funktion im Rahmen des Fettstoffwechsels
nahe (42), wobei gezeigt wurde, dass VEGF-B, im Gegensatz zu den anderen
Mitgliedern der VEGF — Superfamilie, den Energiestoffwechsel durch eine Regulation
der Fettsdureaufnahme entscheidend beeinflusst (42).

Den zwei Mitgliedern der VEGF-Familie VEGF-C und VEGF-D wird eine Ubergeordnete
Rolle in der Lymphangiogenese zugeschrieben. Beide zeichnen sich durch Fahigkeit,
hochaffin an den VEGFR-3 zu binden aus und verfligen Uber Propeptide am Carboxy —
und Aminoterminus (N-Pro und C-Pro) (1). VEGF-C besitzt eine zu 30% identische
Aminosaurensequenz zu VEGF-A+ss (5, 6) und wird als Praprotein synthetisiert und
durch schrittweise Proteolyse zu verschiedenenen Formen prozessiert, die jeweils
ansteigende Affinitat zu VEGFR-2 und VEGFR-3 aufweisen (43). Wie auch VEGF-A
stimuliert VEGF-C die Migration von Endothelzellen, erhdht die Gefalpermeabilitat und
induziert die Endothelzellproliferation, allerdings erst in héheren Konzentrationen als
VEGF-A (5, 43). Der zweite lymphangiogene Wachstumsfaktor VEGF-D wurde erst im
Verlauf identifiziert (7, 8) und besitzt zu 61% eine identische Aminosaurensequenz zu
VEGF-C. Beide binden dieselben Rezeptoren (7), interessanterweise bindet und
aktiviert murines VEGF-D nicht murines VEGFR-2 in vitro, obwohl es an den humanen
VEGFR-2 bindet. Dagegen bindet humanes VEGF-D murines VEGFR-2 (44). Wahrend
die Wirkung von VEGF-A und VEGF-C fur die embryonale Entwicklung von Blut- und
LymphgefalRen unerlasslich zu sein scheint (23, 45) konnten VEGF-D — defiziente
Mause einen normalen Phanotyp entwickeln (46). Die entscheidende Bedeutung von
VEGF-C und VEGF-D fur den Verlauf und die Prognose maligner Erkrankungen ist in
klinischen Studien vielfach belegt. So korrelieten VEGF-C und/oder VEGF-D mit
lymphatischer Metatsasierung, invasivem Tumorwachstum und/oder Prognose unter
anderem in kolorektalen Karzinomen (47), Ovarial- (48) und Mammakarzinomen (49). In
vorangegangenen  Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten signifikante
Korrelationen zwischen immunhistochemischer Positivitat fur VEGF-D und VEGF-C mit

Lymphmetastasen und reduzierter Uberlebensdauer in Magenkarzinomen gezeigt
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werden, zudem gelang die Identifikation von Positivitat fur VEGF-D als unabhangiger
prognostischer Faktor (50).

Als VEGF-E wurden zunachst homologe Polypeptide mit etwa zu 25%-35%
Ubereinstimmender Aminosaurensequenz zu VEGF-A aus dem Genom des Orf-Virus
identifiziert (51), einem Parapoxvirus, welches in erster Linie Schafe und Ziegen,
seltener Menschen befallt und zu Hautlasionen mit gesteigerter Angiogenese flhrt.
VEGF-E bindet und induziert ausschlieBlich VEGFR-2, eine Bindung von VEGFR-1
konnte nicht gezeigt werden (14) (Abb. 1).

2.3 VEGF-Rezeptoren

Die drei Hauptrezeptoren der VEGFs stellen eine Familie aus Tyrosinkinasen dar,
bestehend aus drei Mitgliedern, namlich VEGFR-1 (ursprunglich Flt-1), VEGFR-2
(ursprunglich KDR/FIk-1) und VEGFR-3 (ursprunglich Flt-4) (Abb. 1).

2.3.1 VEGFR-1 und -2

Die humanen VEGFR-1 und VEGFR-2 bestehen aus 1338 und 1356 Aminosauren und
konnen in 4 unterschiedliche Regionen unterteilt werden. Sie sind strukturelle
Homologe und bestehen aus einem extrazelludren Anteil mit 7 immunglobulinartigen
Domanen zur Ligandenbindung, einer transmembrandsen Domane, einer intrazellularen
Tyrosinkinasedomane und einem zytoplasmatischen Anteil mit einem Carboxyterminus
(Ubersicht:(52)) (Abb. 1). In Bezug auf ihre Ligandenspezifitdt unterscheiden sich
VEGFR-1 und VEGFR-2 deutlich. Wahrend VEGFR-2 die Liganden VEGF-A, VEGF-C,
VEGF-D and VEGF- E bindet (5, 7, 14), bindet VEGFR-1 VEGF-A, VEGF-B und PIGF
(1, 29, 38) (Abb. 1). Daruber hinaus kdonnen die VEGF-Rezeptoren untereinander
homo- und heterodimere Komplexe bilden, was zu einer veranderten Signaltransduktion
und Ligandenspezifitat fuhrt (53, 54). Beide Rezeptoren sind fur die embryonale
Entwicklung des Organismus essentiell. Vegfr-1 — Knockout fuhrte zu einem Absterben
des Embryos an Tag E8,5 — 9,0. Dies ist jedoch nicht durch ein reduziertes
GefalBwachstum, sondern vielmehr durch eine Ubermallige und unorganisierte

Angiogenese verursacht, was
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Abbildung 1: Rezeptorbindungsspezifitait der VEGF-Liganden und schematische
Darstellung der VEGF-Rezeptoren

Die Tyrosinkinaserezeptoren VEGFR-1, -2 und -3 setzen sich aus jeweils einem
extrazelludren Anteil mit 7 immunglobulinartigen Domanen zur Ligandenbindung, einer
transmembrandsen Domane, einer intrazellularen gespaltenen Tyrosinkinasedoméane und
einem zytoplasmatischen Anteil am Carboxyterminus zusammen. Die finfte
immunglobulinartige Doméane des VEGFR-3 unterlduft zundchst einen proteolytischen
Prozess, die Untereinheiten werden hier durch Disulfidbricken (-S-S-) verbunden.
Modifizierte Abbildung nach Karkkainen et al. (52).
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zu dem Schluss fuhrte, dass VEGFR-1 eine negative Rolle durch Suppression
proangiogener Signale bei der Regulation der fruhembryonalen Angiogenese besitzt
(55). Vegfr-2 - Knockout fuhrte dagegen zu einem Absterben des Embryos am Tag
E8.0-8.5 durch ein Ausbleiben der Vasculo- und Angiogenese (56). VEGFR-1 verfugt
Uber eine etwa 10fach hoéhere Bindungsaffinitat zu VEGF-A, jedoch Uber eine stark
reduzierte Kinaseaktvitat (21, 57). Damit einhergehend, sind Mause, welche VEGFR-1
mit einer funktionsunfahigen Kinasedomane exprimieren, lebensfahig und bilden einen
normalen Phanotyp aus (57). Dies fuhrte zu der Annahme, dass VEGFR-1 im
Zusammenspiel mit VEGFR-2 regulatorisch auf die VEGFR-2 — vermittelten Effekte
durch Bindung von VEGF-A wirkt. (57, 58). Trotzdem konnte eine durch VEGFR-1
vermittelte deutlich gesteigerte Endothelaktivitat und Angiogenese in vitro und in vivo
belegt werden. Aktivierung von VEGFR-1 durch VEGF-A und PIGF steigerte die
Zellmigration und das Uberleben von Endothelien, gleichzeitig konnte durch VEGFR-1 —
antagonistisch wirkende Peptide die endotheliale Migration und Kapillarbildung reduziert
werden (59, 60). Immunhistochemische Studien haben eine Uberexpression von
VEGFR-1 in multiplen malignen Erkrankungen gezeigt, darunter Magen-, Mamma- und
Bronchialkarzinome (61 - 63). Hierbei korrelierte eine erhohte VEGFR-1 — Expression
mit verkirzter Uberlebenszeit und hatte einen negativen Einfluss auf die Prognose der
Patienten (61 - 63). Uber die VEGFR-2 — vermittelte Signalkette wird eine gesteigerte
vaskuldre Permeabilitdt und Proliferation sowie ein Anstieg von Uberleben und
Migration von Endothelzellen vermittelt (64, 65). Obwohl die Rolle von VEGFR-2 in der
Hamangiogenese allgemein etabliert ist, gibt es Hinweise, dass die Bindung von VEGF-
A zur Induktion der Lymphangiogenese beitragt. In vitro konnte ein deutlich proliferativer
Effekt auf Lymphendothelien durch VEGF-A gezeigt werden (66), aullerdem
verursachte die Injektion von adenoviralem VEGF-Ass Lymphangiogenese in
Mausohren (67). Zudem konnte VEGFR-2 auf blut- und lymphendothelialen Zellen in
situ und in vitro nachgewiesen werden (66, 68). Darlber hinaus inhibierte eine
antikorpervermittelte Blockade des VEGFR-2 sowohl Angiogenese als auch
Lymphangiogenese in der Wundheilung (69, 70). VEGFR-2 wird eine entscheidende
Rolle in der Tumorangiogenese zugeschrieben. Eine Uberexpression konnte in einer
Vielzahl von Tumoren, unter anderem in Mamma-, Osophagus- und

Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden (71 - 73).
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2.3.2 VEGFR-3

2.3.2.1 Molekulare Struktur und Signaltransduktion des VEGFR-3

Das vegfr-3 — Gen ist auf Chromsom 5q33-q35 lokalisiert (74). Die genomische
Organisation weist hohe Ahnlichkeiten zur Organisation der Homologen vegfr-1 und
vegfr-2 auf (75, 76). Durch alternatives Splicing von Exon 30a und 30b entstehen 2
Isoformen des VEGFR-3, welche als VEGFR-3s (short) und VEGFR-3| (long)
bezeichnet werden und sich um 65 Aminosdauren hinsichtlich ihres C-Terminus
unterscheiden (77, 78). VEGFR-2 und VEGFR-3 besitzen eine groBe Ahnlichkeit
zueinander hinsichtlich ihrer Struktur, bestehend aus jeweils einer extrazellularen
Domane mit sieben immunglobulinartigen Domanen (lg), einer transmembranaren
Domane (TM) und einer gespaltenen Tyrosinkinasedomane (TK) mit einer
Kinaseninsertsequenz (KI) und einem zytoplasmatischen Endstiuck (CT) am
Carboxyterminus (77, 78) (Abb. 1). Die Funktionen scheinen sich hierbei zu
Uberlappen, da eine selektive Neutralisierung von VEGFR-2 und VEGFR-3 ergab, dass
eine gemeinsame Signalgebung von VEGFR-2 und VEGFR-3 notwendig fur Migration
und Proliferation von Lymphendothelien ist, die Funktion von VEGFR-3 fur die
Organisation von funktionellen Kapillaren jedoch vom VEGFR-2 Ubernommen werden
kann (79). Eine selektive Stimulation von VEGFR-3 in transgenen Mausen zeigte
jedoch, dass dessen Signaltransduktion fur die Lymphangiogenese ausreichend ist
(80). Im Gegensatz zum VEGFR-2 unterlauft die finfte immunglobulinartige Domane
des VEGFR-3 zunachst einen proteolytischen Prozess, die Untereinheiten werden hier
durch Disulfidbricken (-S-S-) verbunden (81). Die lange Isoform VEGFR-3I ist die
pradominante Form in Geweben. Sie enthalt drei zusatzliche Tyrosilreste, von denen
Tyr-1337 eine entscheidende Funktion flr die Autophosphorylisierung des Rezeptors
Ubernimmt (82). VEGFR-3 bindet VEGF-C und VEGF-D, (5, 7), die Rezeptorspezifitat
der Liganden wird, wie bereits erwahnt, durch proteolytische Prozessierung modifiziert
(43, 83). Die Signaltransduktion des VEGFR-3 ist komplex und bislang nur in Teilen
verstanden. Die Aktivierung der VEGFR-3 — Tyrosinkinase scheint dem allgemeinen
Schema fur Rezeptortyrosinkinasen zu folgen. Die Bindung eines Liganden fuhrt zur
Dimerisation des Rezeptors und sequentieller Aktivierung der intrinsischen
Kinaseaktivitat (53). Hierbei werden durch Transphosphorylisierung innerhalb des
Rezeptordimers die Kinaseaktivitat reguliert und Bindungsstellen flr Signalmolekule mit
charakteristischen Domanen wie Src homology (SH)-2 oder

Phosphtyrosinbindungsdomanen geschaffen (53). Dixelius et al. zeigten zudem, dass



2. Einleitung 17

funf (Tyr-1230, -1231, -1265, -1337, -1363) der sechs Tyrosylreste innerhalb des
VEGFR-3 — Carboxyterminus potentielle Phosphorylisierungsstellen darstellen (53). Es
kommt zu einer Bindung der Adaptermolekule growth factor receptor binding protein 2
(GRB2) sowie Src homology containing protein (SHC) (84). Dies fuhrt zu einer
Signaltransduktion, welche Uber eine Proteinkinase C (PKC)- abhangige Aktivierung der
p42/p44 MAPK Signalkaskade sowie einer Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3-kinase) und der nachgeschalteten Serin-Threonin-Kinase AKT
Lymphendothelzellen vor Apoptose schutzt und deren Wachstum und Migration
induziert (85). Eine nahere Beschreibung der Aktivierungskaskade erfolgte durch
Salameh et al., die zeigten, dass uber den Tyrosylrest 1063 das rezeptorvermittelte
Uberleben (iber Rekrutierung von CRKI/Il an den aktivierten Rezeptor gesteuert wird,
was wiederum eine Signalkaskade induziert, welche Uber mitogen-activated protein
kinase kinase-4 (MKK4) zu einer Aktivierung der c-JUN N-terminal kinase- 1/2 (JNK1/2)
fuhrt. DarlUber hinaus zeigten sie, dass die Tyrosylreste 1230/1231, zusammen mit
1337 zu Proliferation, Migration und Uberleben von Endothelien beitragen. Die
phosphorylisierten 1230/1231 flUhren hierbei zu einer direkten Rekrutierung von GRB-2
an den Rezeptor, was zu einer Aktivierung von AKT und extracellular signal-related
kinase 1/2 (ERK1/2) fhrt (86). Zudem zeigten Wang et al., dass es unter dem Einfluss
von Wasserstoffperoxid (H202) Uber eine Induktion der Tyrosinphosphorylisierung zu
einer Assoziation des VEGFR-3 mit dem signaling adaptor protein SHC, GRB-2, Sos,
p85, SHP-2 sowie Phospholipase C-y kommt, was in einem gesteigerten Uberleben von
Endothelien resultierte (87). Darlber hinaus konnte eine ligandenunabhangige
Induktion von c-Src-abhangiger Phosphorylisierung der Tyrosylreste 1063 und 1337 des
VEGFR-3 gezeigt werden, welche Bindungsstellen fur CRKI/Il und SHC darstellen und
durch Zelladhasion mit Kollagen | induziert werden (88). VEGF-C — Stimulation fuhrte
zudem zur Bildung eines VEGFR-3/VEGFR-2 — Heterodimers, was wiederum zu einer
Veranderung der Phosphorylisierungsvorgange fuhrte und somit zusatzliche
Moglichkeiten der VEGFR-3 — Aktivierung darstellen kdnnte (53).

2.3.2.2 Die Rolle des VEGFR-3 in der Lymphangiogenese und Angiogenese

Wahrend der Embryogenese ist VEGFR-3 mRNA am Tag 8,5 p.c. (postcoital) zunachst
in Angioblasten des Kopfmesenchyms, der Kardinalvene sowie extraembryonal in der
Allantois nachzuweisen. Am Tag 12,5 p.c. ist VEGFR-3 auf sich entwickelnde vendse

und lymphatische Endothelien beschrankt, arterielle Endothelien sind bereits negativ.
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Wahrend der weiteren Entwicklung wird VEGFR-3 ausschlieBlich  von
Lymphendothelien sowie von hochdifferenzierten Lebervenolen exprimiert (4). Dies
fuhrte zunachst zu der Annahme, dass VEGFR-3 einen lymphspezifischen Marker
darstellt (4). Im weiteren Verlauf stellte sich jedoch heraus, dass VEGFR-3
physiologisch neben seiner Expression in Lymphendothelien ebenfalls in fenestrierten
Kapillaren in Knochenmark, Milz, Nierenglomeruli, endokrinen Organen sowie
hepatischen Sinusoiden detektierbar ist (89). Darlber hinaus spielt VEGFR-3 eine Rolle
im Rahmen der Wundheilung. VEGFR-3-positive GefalRe konnten Im
Granulationsgewebe zwischen Tag 5 und 14 gezeigt werden, zudem war eine
Expression in vaskularen Endothelien in chronisch infizierten Wunden zu detektieren
(90). Calvo et al. zeigten erst kurzlich, dass darUber hinaus eine Expression von
VEGFR-3 neben VEGF-C im ZNS von Ratten nachweisbar ist und in neuralen
Stammzellen eine entscheidende Rolle fur die Neurogenese beim Erwachsenen spielt
(91). Fur die embryonale Entwicklung ist VEGFR-3 essentiell. Im Mausmodell konnte
diesbezuglich gezeigt werden, dass die Inaktivierung des vegfr-3 — Gens zu
embryonaler Letalitdt am Tag E9,5 fuhrt. Hierbei findet die Vasculogenese und
Angiogenese statt, es kommt jedoch zu einer abnormen Organisation von grolen
Gefallen mit defekten Lumina, was wiederum eine Ansammlung perikardialer
Flussigkeit und Absterben des Embryos durch kardiovaskulares Versagen zur Folge hat
(92). Allerdings zeigten Haiko et al., dass vegf-C/vegf -D Double-Knockout — Mause
lebensfahig sind und zudem keine Stérungen der Angiogenese aufweisen, was zu dem
Schluss fuhrte, dass andere Liganden oder eine ligandenunabhangige Signalkette eine
Rolle in der VEGFR-3 abhangigen embryonalen Angiogenese spielen kdnnten (93). In
transgenen Mausen war nach rezeptorspezifischer Uberexpression der VEGFR-3 —
Liganden VEGF-C und VEGF-D eine Induktion von lymphatischer Hyperplasie zu
messen, wahrend die Hamangiogenese hierdurch nicht beeinflusst wurde. Dartber
hinaus konnte in der gleichen Arbeit lymphatische Hyperplasie durch den Einsatz eines
I6slichen VEGFR-3 — Proteins blockiert werden (80). Zudem resultierte die Blockierung
des VEGFR-3 — Signals durch Uberexpression eines loslichen VEGFR-3 — Proteins in
der Haut transgener Mause in einer Inhibition fetaler Lymphangionese sowie einer
Regression sich bereits entwickelnder Lymphgefalde, ohne einen Effekt auf die
BlutgefalRendothelien auszulben, was zur Ausbildung eines partiell reversiblen
Lymphddems bei den Phanotypen fuhrte (94). Untersuchungen in postnatalen und

adulten Mausen zeigten, dass eine Inhibition der VEGFR-3 — Signalgebung durch
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VEGF-C/-D — Trapping oder einen blockierenden monoklonalen Antikdrper zu einer
systemischen Regression von lymphatischen Kapillaren und mittelgro3en
LymphgefalRen in Mausen bis zu einem Alter von 2 Wochen fuhrte, wahrend die
Ausbildung groRer LymphgefalRen sowie Blutgefallen nicht gestort war (95).
Interessanterweise erfolgte trotz aufrechterhaltener Inhibition eine Regeneration durch
Nachwachsen der Lymphgefale nach 4 Wochen, was zu dem Schluss fuhrte, dass das
Lymphsystem im Verlauf unabhangig von der Ligandenbindung an VEGFR-3 wird (95).
Zudem scheint VEGFR-3 einen Einfluss auf die Differenzierung vaskularer
Vorlauferzellen zu haben, da durch cDNA-Transfektion von VEGFR-3 in embryonischen
Stammzellen eine Ausbildung von Lymphendothelien mit hoher Expression von LYVE-1
hervorgerufen werden konnte (96). Durch Mutationen in der Region 5q34-q35
verursachte Dysfunktionen des VEGFR-3 werden pathogenetisch mit der Auspragung
des hereditaren Lymphddems (Milroy’s disease) in Verbindung gebracht (97). Hierdurch
ist aufgrund insuffizienter cutaner LymphgefalRe der Abtransport von Lymphfllssigkeit
gestort, was in starken Extremitatenschwellungen resultiert (98). Im Mausmodell
konnte dies anschliel3end durch eine heterozygote inaktivierende VEGFR-3 — Mutation
gezeigt werden. In Form von Chy-Mausen, welche postpartal chylésen Aszites und
Schwellung der Glieder entwickeln, konnten Karkkainen et al. ein Modell zur

Gentherapie dieser schwerwiegenden Erkrankung prasentieren (99).

2.3.2.3 Bedeutung des VEGFR-3 in der Lymphangiogenese und Angiogenese von
Karzinomen

Bei Patienten mit Karzinomerkrankungen hangen Prognose und Lebenserwartung in
hohem Malde von der Ausbildung hamatogener sowie lymphogener Metastasen ab,
daher ist die Untersuchung von tumorbezogenen Funktionen der VEGFRs in den
letzten Jahren in den Mittelpunkt intensiver Untersuchungen gertickt. Neben seiner
oben ausgefluhrten, weitestgehend auf Iymphatische Endothelien beschrankten
physiologischen Expression, konnte eine erhdhte Expression von VEGFR-3 mRNA
und/oder Protein im Zusammenhang mit einer Reihe maligner Erkrankungen
nachgewiesen werden (100 - 104).

In multiplen Mammakarzinomzellinien ergaben immunhistochemische Farbungen eine
Uberexpression des VEGFR-3 im Zytoplasma und den Zellkernen im Vergleich zu
Normalgewebe (100). Daneben war VEGFR-3 in Tumorepithelien von

Bronchialkarzinomen nachzuweisen. In invasiv wachsenden oder weit fortgeschrittenen
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Bronchialkarzinomen war eine besonders starke Expression in der zytoplasmatischen
Membran zu detektieren (104). Zusatzlich konnte VEGFR-3 im Zytoplasma von
Ovarialkarzinomzellen (103) sowie in Magenkarzinomzellen und umliegenden
Stromazellen nachgewiesen werden. (102). Jussila et al zeigten eine Expression des
VEGFR-3 in Spindelzellen von AlIDS-assoziierten Kaposisarkomen (101). Schoppmann
et al. fanden darUber hinaus VEGFR-3 — exprimierende Monozyten, welche sich
peritumoral zu VEGF-C-, VEGF-D- und VEGFR-3-exprimierenden tumorassoziierten
Makrophagen (TAMs) differenzieren und vermuteten hierdurch einen Einfluss auf die
tumorassoziierte Lymphangiogenese (105).

Mehrere Studien haben durch Tierversuchsmodelle direkte Hinweise auf eine
fundamentale Beteiligung von VEGFR-3, VEGF-C und/oder VEGF-D an der
tumorassoziierten Lymphangiogenese oder lymphatischen Metastasierung gegeben,
zudem konnte VEGFR-3 im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen sowohl auf
Lymph-, als auch auf BlutgefalRendothelien nachgewiesen werden. Dementspechend
fiihrte VEGF-C-Uberexpression in malignen Melanomen nach Transplantation in
Nacktmause zu einer Zunahme von Hamangiogenese und Lymphangiogenese (106).
Valtola et al. wiesen VEGFR-3 auf ,GefalRkranzen® nach, welche in direktem ortlichen
Zusamenhang mit den intraduktal wachsenden Mammakarzinomzellen auf PAL-E
positiven Blutendothelien nachgewiesen werden konnte, in etwas gro3erer Entfernung
zu den Tumorzellen jedoch auf Lymphgefalde beschrankt war (107). In doppelt
transgenen Mausen mit gesteigerter VEGF-C - bzw. VEGF-D - Expression und
Ausbildung von R-Zelltumoren des Pankreas zeigte sich eine verstarkte
Lymphangiogenese sowie eine deutliche Steigerung der lymphatischen Metastasierung,
die Uberexpression von VEGF-D resultierte hier interessanterweise in einer
verminderten tumorassoziierten Hamangiogenese (108, 109). Eine tragende Funktion
fur die Hamangiogese im Rahmen von Tumorwachstum wurde in einer neueren Arbeit
durch Tammela et al. nahegelegt. Im Mausmodell konnte VEGFR-3 hier in hohem
MalRe auf einsprieBenden BlutgefalRen nachgewiesen werden (110). Liu et al. fanden
eine erhdohte Expression von VEGFR-3 in Magenkarzinomzellen sowie in Endothelien
von Blut- und LymphgefaRen in umliegenden Stromazellen (102). Entsprechend konnte
in einer Reihe von Studien durch Blockierung der VEGF-C/D-VEGFR-3 — Signalkette
tumorbezogene Lymph- und/oder Hamangiogenese sowie lymphatische Metastasierung
inhibiert werden. Karpanen et al. zeigten, dass nach Implantation eines VEGF-C

Uberexprimierenden, humanen Mammakarzinoms die VEGF-C-induzierte
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Lymphangiogenese durch ein I8sliches VEGFR-3 — Fusionsprotein inhibiert werden
konnte (111). Die Inaktivierung von VEGF-C und VEGF-D durch ein VEGFR-3-Ig
Fusionsprotein inhibierte die tumorassoziierte Lymphangiogenese und lymphatische
Metastasierung in xenotransplantierten, stark metastasierenden Bronchialkarzinomen,
die Ausbildung von Lungenmetastasen konnte hierdurch jedoch nicht verhindert werden
(112). Zudem konnte von der gleichen Gruppe das Ubertreten von Tumorzellen in die
umliegenden LymphgefaRen inhibiert und das Risiko einer Streuung in zugehdrige
Lymphknoten gesenkt werden, jedoch nur bei sofortiger Applikation des
Fusionsproteins zum Zeitpunkt der Tumorimplantation. Eine Langzeitexpression hatte
hier zwar einen Einfluss auf die Ausbildung von Makrometastasen, die Ausbildung von
Mikrometastasen konnte nicht verhindert werden. Das Metastasenwachstum wurde
ebenfalls nicht beeinflusst. Eine Applikation nach einem Zeitraum von drei Wochen,
nachdem eine lymphogene Streuung stattgefunden hatte, blieb ohne Wirkung (113).
Kubo et al. zeigten eine Suppression des Tumorwachstums durch antikorpervermittelte
Blockade des VEGFR-3 in xenotransplantierten Glioblastomen. Histologisch zeigten
sich Mikrohamorrhagien innerhalb der tumoralen postkapillaren Venolen, was sie als
Hinweis fur die Funktion des VEGFR-3 zur Aufrechterhaltung der endothelialen
Integritat deuteten (114). In einem Tumormodell mit immunkompetenten Ratten konnte
zudem gezeigt werden. dass durch Blockade der Bindung von VEGF-C und VEGF-D an
VEGFR-3 durch Uberexpression eines ldslichen VEGFR-3 Fusionsproteins sowohl die
Grole von axillaren Lymphknotenmetastasen als auch die Anzahl an peribronchialen
Lymphmetastasen sowie die Neubildung peribronchialer Lymphgefalle signifikant
reduziert werden konnte. Selektive VEGFR-3-Aktivierung resultierte in einem
dramatischen Anstieg der GrolRe und Anzahl von Lymphknotenmetatasen, was den
Schluss zulie, dass die Aktivierung von VEGFR-3 flr eine gesteigerte
Lymphangiogenese ausreichend ist (115). Lin et al. zeigten, dass sich die
tumorassoziierte Lymphangiogenese und die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen
in Tumor-Maus-Modellen mit stark metastasierendem malignem Melanom sowie
Nierenzellkarzinom durch stabile systemische Expression eines Ioslichen VEGFR-3-
Rezeptors und die Ausbildung von Lymphknoten- als auch Lungenmetastasen im
Prostatakarzinommodell potent inhibieren lasst (116). In einem Mammakarzinom-Maus-
Modell konnte durch VEGFR-3 — spezifische Antikdrperblockade die Ausbildung VEGF-
C - induzierter Lymphknotenmetastasen vollstandig unterbunden werden, die

antikorpervermittelte Blockierung von VEGFR-2 war hier deutlich weniger wirksam als
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die von VEGFR-3. Die Blockade von VEGFR-3 resultierte in einer kompletten
Normalisierung der peritumoralen Lymphgefaen und inhibierte die Ausbildung
intratumoraler Lymphgefale vollstandig (117). Laakonen et al. zeigten in einer weiteren
Arbeit, dass durch den gleichen Antikorper das Tumorwachstum, die tumorassoziierte
Hamangiogenese sowie Lymphangiogenese in mehreren xenotransplantierten
humanen Tumoren in immunkompromittierten Mausen inhibiert werden konnte (118).
Eine kombinierte Behandlung mit l6slichem VEGFR-1, VEGFR-3 sowie |6slichem
Angiopoietinrezeptor Tie2 resultierte in einer signifikanten GroéRenreduzierung von
intraperitonealen Tumoren sowie signifikant geringerer Tumorvaskularisierung in
Ovarialkarzinomen (119). Inaktivierung des VEGFR-3 durch Mutation oder monoklonale
Antikdrper resultierte in erniedrigtem Einspriellen und Verzweigen von Blutgefalien
sowie einer erniedrigten Proliferation von Blutgefalendothelien. Eine Stimulation von
VEGFR-3 dagegen steigerte VEGF-A — induzierte Angiogenese sogar bei zeitgleicher
Inhibition von VEGFR-2, wahrend eine gemeinsame Inhibition von VEGFR-2 und
VEGFR-3 zu einer Inhibition der Angiogenese fuhrte (110). Dartuber hinaus inhibierten
Chen et al. tumorassoziierte Lymphangiogenese und Metastasierung in einem Maus-
Mammakarzinom-Modell durch small interfering RNA (siRNA)-vermittelte vegf-C -
Genausschaltung, was aber aufgrund der rezeptortbergreifenden Funktion von VEGF-
C keinen Ruckschluss darUber lasst, ob es sich hierbei um einen VEGFR-3 oder
VEGFR-2 vermittelten Effekt handelt (120).

In einer Vielzahl von klinischen Studien konnten Korrelationen zwischen VEGF-C,
VEGF-D und/oder VEGFR-3 und klinisch-prognostisch entscheidenden Parametern wie
lymphatischer Streuung, Invasivitat oder schlechter Prognose hergestellt werden. Dies
gelang fur multiple Tumorentitaten, wunter anderem im Bronchial- und
Endometriumskarzinom, in NSCLC, im Mamma- und im Magenkarzinom,
Weichteilsarkomen sowie im kolorektalen Adenokarzinom (50, 104, 121 - 127). In
Bronchial-, Mamma- und Endometriums- und Magenkarzinomen korrelierten sowohl
Positivitat fur VEGF-C/VEGF-D als auch VEGFR-3 mit dem Tumorstadium, Invasivitat,
lymphatischer Metastasierung sowie verkirztem Uberleben. Sowohl VEGF-D als auch
VEGFR-3 konnten als unabhangige prognostische Faktoren fir das
Endometriumskarzinom identifiziert werden (49, 104, 126). Neben den genannten
Parametern wiesen Yonemura et al. einen Zusammenhang mit dem histologischen Typ
im Magenkarzinom nach (127). In immunhistochemischen Farbungen in NSCLC

konnten VEGF-C und VEGFR-3 fast ausschliel3lich im Zytoplasma der Tumorzellen und
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in Makrophagen nachgewiesen werden. Positivitat fur VEGF-C und/oder VEGFR-3
korrelierte mit verkiirzter Uberlebensdauer sowie geringerer Uberlebensrate in NSCLC,
wobei eine kombinerte Positivitat fur VEGF-C und VEGFR-3 mit der ungunstigsten
Prognose einherging (121). Daruber hinaus korrelierte in einer neueren Arbeit Positivitat
sowohl fir VEGFR-2 als auch fiir VEGFR-3 mit reduziertem Uberleben bei Patienten
mit kolorektalen Adenokarzinomen (124). Hohe VEGFR-3-Expression konnte als
unabhangiger prognostischer Faktor fiir reduziertes krankheitsspezifisches Uberleben
bei Patienten mit Weichteilsarkomen identifiziert werden (123). In vorangegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte eine Korrelation von VEGF-D und VEGF-C
mit lymphatischer Metastasierung und reduziertem Uberleben bei Patienten mit
Adenokarzinom des Magens gezeigt werden. VEGFR-3 korrelierte mit reduziertem
karzinomspezifischem Uberleben, dariiber hinaus konnten VEGF-D und VEGFR-3,
jedoch nicht VEGF-C als unabhangige prognostische Parameter identifiziert werden. In
lymphknoten-positiven Magenkarzinomen waren VEGF-D/VEGFR-3 zudem mit
reduziertem Uberleben einhergehend, wahrend Negativitat fir VEGF-D/VEGFR-3 einer
Untergruppe mit deutlich gunstigerer Prognose kennzeichnete (50). Die Identifkation
von VEGF-C als unabhangigen prognostischen Marker fur das Magenkarzinom gelang
Han et al., in deren Arbeit die Expression von VEGF-C und VEGFR-3 in Patienten mit
Lymphknotenmetastasen korrelierte. Die Uberlebensrate von VEGFR-3 positiven
Patienten war hier ebenfalls signifikant niedriger, wobei erneut eine kombinierte
Positivitatfur VEGF-C und VEGFR-3 mit der schlechtesten Prognose fur die Patienten
einherging (122). Dagegen stehen eine Reihe von Arbeiten an Ovarial-, Magen- und
Mammakarzinomen, in denen zwar eine erhohte Expression des VEGFR-3 gezeigt, ein

klinischer Bezug jedoch nicht nachgewiesen werden konnte (102, 103, 128).

2.3.2.4 Transkriptionelle Regulation des vegfr-3 — Gens

Obwohl hierdurch eine Rolle des VEGFR-3 als entscheidender Faktor in der
tumorassoziierten Lymphangiogenese und lymphatischen Metastasierung nahegelegt
wird, ist das aktuelle Verstandnis bezlglich molekularer Vorgange zur Regulation seiner
Expression bislang beschrankt.

In deutlichem Gegensatz hierzu wurden die Promoterbereiche der beiden homologen
Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 bereits eingehend charakterisiert und eine Reihe
an regulierenden Strukturelementen und bindenden Transkriptionsfaktoren identifiziert
(129 - 134).
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Bezlglich der vegfr-3 - Regulation konnte in der Vergangenheit ein negativer
Zusammenhang durch TNF-a in Endothelzellinien gezeigt werden (135). Dartber
hinaus wurde eine Mutation des vegfr-3 — Gens bei der Enstehung der Milroy —
Erkrankung (Hereditares Lymphdédem Typ |) als ursachlich identifiziert (97). Zudem
wurde eine Uberexpression des VEGFR-3 auf mRNA- und Proteinebene durch Hypoxie
in der Mammakarzinomzellinie MCF7 und der Bronchialkarzinomzellinie A549 gezeigt
(136). Shawber et al. konnten eine Notch-abhangige vegfr-3 — Induktion in mehreren
endothelialen Zellinien nachweisen (137). Sie zeigten, dass fur die Notch-vermittelte
Transaktivierung des vegfr-3 — Promoters eine Bindung eines Notch/CSL — Komplexes
an eine spezifische Bindungssequenz innerhalb des vegfr-3 — Promoters essentiell ist.
Zudem hatten doppelt-heterozygote Mause fur Notfch1 und vegfr-3 eine signifikant
reduzierte Lebensfahigkeit und wiesen am Tag E9,5 schwere vaskulare Defekte auf
(137). lljin et al. fanden zwei Regionen innerhalb der vegfr-3 — Promotersequenz mit
nicht-repetitiver Sequenzhomologie, welche eine 70%ige Ubereinstimmung zwischen
der humanen und Maussequenz des vegfr-3-Promoters aufwiesen. Sie prasentierten
multiple putative Bindungsssequenzen, unter anderem fur Myocyte enhancer factor — 2
(MEF-2) und flr Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie sowie mehrere
Bindungssequnzen fur Sp-artige Faktoren (138). Zudem resultierten Deletionsanalysen
eines 1,6kb vegfr-3 — Promoterfragments in einer Steigerung der Promoteraktivitat bis
819bp, weiteres Verkirzen fihrte zum Rickgang der Promoteraktivitat (138). In einer
neueren Arbeit konnte ein regulatorischer Zusammenhang mit entzindungsinduzierter
Transkription durch nuclear factor kB (NF-xkB) und Prox-1 durch Bindung des

proximalen Promoters hergestellt werden (139).
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3. Fragestellung

Obwohl die funktionelle und klinische Relevanz des Tyrosinkinaserezeptors VEGFR-3
fur die tumorassoziierte Lymphangiogenese und lymphatische Metastasierung in einer
Vielzahl von Studien belegt werden konnte, ist das Verstandnis seiner molekularen
Regulation bislang nur unzureichend. Wahrend die Promoterbereiche der fur die
Hamangiogenese entscheidenden homologen Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2
bereits eingehend charakterisiert und eine Reihe regulierender molekularer
Mechanismen dargestellt wurden (130, 134, 140 - 144), wurden nur einzelne, die
Expression des VEGFR-3 beeinflussende Vorgange beschrieben (97, 135 - 139).

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe waren 1,9kb des 5’-flankierenden Promoterbereichs
des humanen vegfr-3 — Gens kloniert und durch 5’-Deletionsanalysen ein GC-reiches,
fur die vegfr-3 — Transkription essentielles Promoterminimalelement identifiziert worden.
Es wurden zwei GC-Boxen bei -100/-86 und -84/-66 identifiziert, welche durch die
Zinkfingerproteine Sp1 und Sp3 gebunden und aktiviert werden.

Nach der Ermittlung dieser strukturellen Charakteristika sollten daher im Rahmen der

vorliegenden Arbeit die folgenden Fragen geklart werden:

1. Welche funktionelle Relevanz haben die identifizierten GC-Boxen innerhalb des
Minimalbereichs im proximalen Promoter des vegfr-3 — Gens und die hier
bindenden Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3?

2. Welchen Einfluss haben die epigenetischen Regulationsmechanismen
Acetylierung und Methylierung auf die Aktivierung des vegfr-3 — Promoters?

3. Welchen Einfluss haben die epigenetischen Regulationsmechanismen
Acetylierung und Methylierung auf die Bindung und Transaktivierung der

Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3?
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4. Material und Methoden

Samtliche Grundchemikalien wurden von den Firmen Difco (Becton, Dickinson, Sparks,
MD, USA), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma Aldrich (Taufkirchen)
bezogen und werden als Bezugsquellen im Weiteren nicht erwahnt. Die Erstellung von
Primern und Oligonukleotiden erfolgte durch die Firma TIB Molbiol (Berlin),
farbmarkierte, genspezifische Sonden wurden von der Metabion GmbH (Berlin)
synthetisiert. Samtliche Sequenzierungsarbeiten wurden von der Firma AGOWA

(Berlin) Ubernommen.

4.1 Zellkultur

Samtliche Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durch
Verwendung einer Sterilbank Heto-Holten, Modell 1.8 durchgefuhrt. Die verwendeten
Zellinien sind gesondert in Tab. 1 aufgefuhrt. Die humanen Endothelzellinien HMEC-1
und HPMEC wurden in MCDB-131 (Invitrogen, Karlsruhe) unter Zusatz von
15% hitzeinaktiviertem FCS (Fetal Calf Serum, Biochrom KG, Berlin), 10ng/ml EGF
(Epidermal Growth Factor, R&D, Wiesbaden Norderstedt), 1ug/ml Hydrokortison,
2mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe), 100U/ml Penicillin (Biochrom KG, Berlin) und
100ug/ml Streptomycin (Biochrom KG, Berlin) bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Zur
Anzichtung von HPMEC wurden die Zellkulturflaschen zuvor mit 0,2% Gelatine
beschichtet. Die Primarzellinie HUVEC wurde auf 199 Earle Medium (Biochrom KG,
Berlin) mit 20% FCS und 1% RDGF (retina-derived growth factor) unter Zusatz von
2mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe), 100U/ml Penicillin (Biochrom KG, Berlin) und
100ug/ml Streptomycin  (Biochrom KG, Berlin) bei 37°C und 5% CO; in mit
0,2% Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen angezogen. Die Kultivierung der
humanen hybriden Endothelzellinie EA.hy926, der humanen Magenkarzinomzellinien
AGS erfolgte in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen, Karlsruhe)
unter Zugabe von 10% hitzeinaktiviertem FCS, 2mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe),
100U/ml Penicillin (Biochrom KG, Berlin) und 100ug/ml Streptomycin (Biochrom KG,
Berlin) bei 37°C und 5% CO,. Zu allen angegebenen Medien wurden 2mM Glutamin
(Invitrogen,  Karlsruhe), 100U/ml Penicillin ~ (Biochrom  KG, Berlin) und
100ug/ml Streptomycin ~ (Biochrom KG, Berlin) zugesetzt. Die Anzucht der
Insektenzellinie D. melanogaster SL-2 erfolgte in Schneider’s Drosophila Medium

(Invitrogen, Karlsruhe) nach Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem insektenzellkultur-
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getestetem FCS (Sigma Aldrich, Taufkirchen), 2mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe),
100U/ml Penicillin (Biochrom KG, Berlin) und 100ug/ml Streptomycin (Biochrom KG,
Berlin) bei 25°C und atmospharischem CO,. Zur Enthahme der Zellen wurden diese mit
einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche geldst, alle anderen verwendeten

Zellinien wurden durch Applikation von Trypsin (Biochrom KG, Berlin) abgeldst.

Name Beschreibung Referenz

HMEC-1 Immortalisierte humane (145)
mikrovaskulare Endothelzellinie

HPMEC Immortalisierte humane pulmonale (146)
mikrovaskulare Endothelzellinie

EA.hy926 Permanente humane Endothelzellinie  (147)

AGS Humane Adenokarzinomzellinie des (148)
Magens, gut differenziert
Schneider SL-2 Insektenzellinie aus Drosophila (149)

melanogaster

Tabelle 1: Zellinien

4.1.1 Transiente Transfektionen

Die transiente Transfektion der Zellinien erfolgte entweder durch Kalziumphosphat-
Prazipitation oder mit Hilfe von Effectene® Transfection Reagent (Qiagen, Hilden)
Hierzu wurden je nach Zellinie zwischen 50.000 und 100.000 Zellen pro Well in
Multiwell 24 — Well Gewebekulturplatten und zwischen 200.000 und 500.000 Zellen pro
Well in Multiwell 6 — Well Gewebekulturplatten ausgesat und am Folgetag mit den
Reportergenkonstrukten transfiziert. Die Transfektionsdauer betrug je nach
Versuchskonzept 4 bis 24 Stunden. Als Reportergen wurde das Luziferasegen des
Leuchtkafers Photinus pyralis eingesetzt. Uber die am Folgetag photometrisch
bestimmte Firefly - Luziferase - Aktivitdt kann auf die Menge des transkribierten

Reportergens geschlossen werden und so ein Eindruck Uber die Aktivitat des in den
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Vektor einklonierten Promoterfragments gewonnen werden. Die Lyse der Zellen sowie
die Messung der Firefly — Luziferase — Aktivitat erfolgte unter Einsatz des Dual —
Luciferase® - Reporter Assay Systems (Promega, Mannheim) nach Angaben des
Herstellers in einem Monolight Luminometer (EG Berthold, Bad Wilbach). Zur
Bestimmung des Einflusses bestimmter Transkriptionsfaktoren wurden je nach
Versuchsaufbau zusatzlich Uberexpressionskonstrukte eingesetzt. Um gleiche
Plasmid — DNA - Mengen zu transfizieren wurden die Ansatze mit den entsprechenden
Leervektoren auf die maximal eingesetzte DNA — Menge aufgefullt. Die eingesetzte
Plasmid — DNA - Menge variierte je nach Zellinie und Versuchskonzeption, sie werden
daher im Ergebnisteil gesondert beschrieben. Die Transfektionen wurden in Triplikaten
durchgefuhrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und als x-fache
Anstiege zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle dargestellt. Auftretende Signifikanzen
wurden durch Student’s t-Test berechnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

4.1.2 Transfektion mittels Kalziumphosphatprazipitation

Zur transienten Transfektion von AGS wurden 50.000 Zellen pro Multiwell 24 — Well
Gewebekulturplatte ausgesat und am Folgetag mit je 500 ng des Reportergenplasmids
sowie in  Uberexpressionsexperimenten mit der gleichen Menge des
Uberexpressionskonstruktes transfiziert. Die Plasmidanséatze wurden hierzu in 26 pl H,0
gelést und im Anschlul mit 3,9 yl 2M Kalziumchlorid sowie 31,3 uyl 2x DNA —
Prazipitationspuffer (50 mM HEPES; 1,5 mM Na;HPO4; 10 mM KCI; 280 mM NaCl; 12
mM Glucose; pH 7,05) versetzt. Im Anschluss wurden sie zur Ausbildung von
Prazipitaten bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Pro Schale wurden 62,6 ul des
Transfektionsansazes verwendet, die Transfektionsdauer betrug hier 4h und wurde bei
37°C unter 5% CO, durchgefuhrt.

4.1.3 Transfektion mittels Effectene®

Alle verwendeten Zellinien lielRen sich durch Effectene® Transfection Reagent (Qiagen,
Hilden), einer auf Lipid DNA — Komplexbildung basierenden Transfektionsmethode,
transfizieren. Die Transfektion wurde nach Angaben des Herstellers bei 37°C unter 5%
CO; durchgefuhrt. Transfektionen in SL-2 wurden bei 25°C unter atmospharischem CO,
ausgefuhrt. In den unterschiedlichen Zellinien wurden je nach Versuchskonzept
unterschiedliche Mengen der Plasmid — DNA eingesetzt, diese werden daher gesondert

im Ergebnisteil beschrieben. Es wurden 8 pl Enhancer-Puffer sowie 6 ul Effectene-
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Reagenz pro ug zu transfizierender DNA eingesetzt, die Transfektionsdauer variierte im

Anschluss je nach verwendeter Zellinie zwischen 4 und 24h.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Elektrophoretische Auftrennung von RNA und DNA-Fragmenten

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach molekularer
Grolde in horizontalen Agarose-TBE-Gelen (10x TBE-Puffer: 54,4 g Tris Base; 27,4 g
Borsaure; 20 ml EDTA 0,5M, pH8,0 auf 500 ml mit Wasser aufftllen). Zur Visualisierung
wurde den Gelen 5ul Ethidiumbromid auf 100ml Agarosegel zugesetzt, hierdurch
erfolgte eine durch UV-Licht detektierbare Interkalierung der Basen. Die Proben wurden
je nach Grole des zu detektierenden Fragmentes entweder mit einem DNA-Ladepuffer
auf Bromphenolblau- oder auf Xyancyanolblau-Basis auf die Gele aufgetragen und bei
110 V Uber 45 min aufgetrennt. Zur GrolRenbeurteilung der Fragmente wurden als
Vergleichsmarker DNA-Ladder der Grélken 50 bp, 100 bp sowie 1000b (Invitrogen,
Karlsruhe) eingesetzt. Die Detektion erfolgte im Anschluss an die Auftrennung unter
UV-Licht.

4.2.2 Praparation von Total-RNA

Nach vollstandiger Lyse der Zellen in 500 ul Trizol© (Invitrogen, Karlsruhe) wurde das
Zellysat mit 100 pl Chloroform versetzt und Uber 3 min inkubiert. Anschlielend erfolgte
ein Zentrifugationsschritt mit 8500 U/min (iber 10 min. Hierauf wurde der Uberstand
abgenommen und mit 250 pl Isopropanol Uber 10 min bei Raumtemperatur gefallt. Die
Ansatze wurden darauf erneut bei 4°C Uber 10 min zentrifugiert. Das hierbei
entstandene Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gereinigt und getrocknet. Die
Resuspension der praparierten RNA erfolgte in Eppendorf Molecular Water®©, die
Lagerung bei -80°C. Die Bestimmung der Konzentration der so gewonnenen RNA
erfolgte in einem UV-VIV Spectrophotometer von Shimadzu, Modell UV mini 1240 Uber
eine Messung der optischen Dichte bei 260nm in einer Quarzkuvette. Im Anschluss
wurde eine weitere Bestimmung der OD bei 280nm mit Bildung des Quotienten

OD260nm/OD2gonm zur Qualitatsprifung der praparierten RNA durchgefuhrt.

4.2.3 Synthese von cDNA durch Reverse Transkription
Die reverse Transkription zur Synthese von cDNA erfolgte mit Hilfe des Superscript-Kits

(Invitrogen, Karlsruhe). Hierzu wurden jeweils Mengen zwischen 0,5ug und 1ug
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Gesamt-RNA eingesetzt und durch Eppendorf Molecular Water© auf ein Volumen von
8ul aufgeflllt. Im Anschluss wurde je 1yl 10nM dNTP sowie 1pl Oligo-dT (0,5ug/ul)
zugegeben und Uber 5 min in einem Thermal Cycler 480 von Perkin Elmer bei 65°C
inkubiert. Hierauf erfolgte eine Zugabe von 2ul 10xRT-Puffer, 4pl 25 mM MgCl,, 2ul 0,1
M DTT und 1yl RNase Out (40U/pl). Nach einem weiteren Inkubationsschritt von 2 min
bei 42°C erfolgte die Zugabe von 1ul Superscript 1l (50U/ul). Nach weiteren 50 min bei
42°C wurde die Reaktion Uber 15 min bei 70°C abgestoppt und die Ansatze mit
Eppendorf Molecular Water© auf 50ul aufgefullt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -
20°C.

4.2.4 Quantitative Real-Time RT-PCR (Tagman ®)

Die Quantifizierung von exprimierten Genen auf mRNA-Ebene erfolgte mittels
quantitativer Real-Time RT-PCR durch Einsatz eines Stratagene MX3000P Cyclers. Zur
Durchfuhrung wurden genspezifische Forward- und Reverse-Primer sowie FAM (6-
carboxyfluorescein) -markierten Sonden eingesetzt. Die verwendeten Primer und
Sonden sind gesondert in Tab. 2 aufgefuhrt. Die eingesetzten Reagenzien entstammten
einem Eurogentec qPCR Core Kit, pro Ansatz wurden hierzu je 7,5pmol des Forward-
und des Reverse-Primers, 2,5pmol der FAM-markierten Sonde sowie 2,5ul 10xPuffer,
2,5ul 50mM MgCI2, 1ul 5mM dNTPs und 0,125 ul HotStart Taq eingesetzt. Dies wurde
mit 15,25 pl Eppendorf Molecular Water© aufgefullt und mit 2ul der zu
quantifiizierenden cDNA versetzt. Die Aktivierung der Tag-Polymerase erfolgte im
Cycler bei 95°C Uber 10min, anschlie3end erfolgte die Messung Uber 45 Zyklen von je
30s bei 95°C und 60s bei 60°C. Die Quantifizierung erfolgte durch Vergleich von AC+-
Werten, diese wurden auf das gleichzeitig bestimmte Housekeeping-Gen B-Actin oder

gapdh durch Berechnung von ACt normalisiert.

Forward (5' > 3) Reverse (5' > 3) Probe (5'-Fam - 3'-Tamra)
vegfr-3 gctgagacccgtggttect ctatgcctgctctctatctgctcaa acgacctacaaaggctctgtggacaacca
gapdh gaaggtgaaggtcggagtc gaagatggtgatgggatttc caagcttccegttctcagec
p-actin tgcattgttacaggaagtccctt gggagaggactgggccat ccatcctaaaagccaccccacttctctcta

Tabelle 2: Primer- und Sondensequenzen fir quantitative RT-PCR
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Bei zuvor stimulierten Ansatzen erfolgte die Darstellung als relativer Anstieg zur
unstimulierten Kontrolle. Die Bestimmung erfolgte in drei von einander unabhangigen
Experimenten, Signifikanzen wurden unter Verwendung des Student’s t-Test berechnet
(* p<0,5; ** p<0,01; ***p<0,001).

4.2.5 DNA-Konstrukte und Reportergenplasmide

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war ein Fragment von 918bp aus der 5’-.flankierenden
Region des humanen vegfr-3-Gens isoliert worden. Hierzu wurde unter Verwendung
eines Advantage-GC Genomic PCR Kit (Clontech, Heidelberg) humane genomische
DNA mit den beiden im ersten Exon des vegfr-3-Gens (NM_002020) lokalisierten
genspezifischen Primern vegfr-3(-859) und vegfr-3(+59) amplifiziert. Das 0,9 kb DNA
Fragment wurde in den promoterlosen Luziferase-Reportergenvektor pGL3 (Promega,
Mannheim) subkloniert. Das so entstandene Reportergenkonstrukt vegfr-3(- 859/+59)
wurde durch 5’-Deletion unter Verwendung von entsprechenden 3-° und 5’-Primern
sukzessive verkurzt. Die entstandenen Deletionskonstrukte wurden in transienten
Transfektionen zur Untersuchung der basalen transkriptionellen Promoterregulation
eingesetzt. Das vegfr-3(- 1876/+59) Konstrukt wurde durch Anfugen eines -1876/-856
Fragments an das -859/+59 Fragment generiert (GenBank accession no. GU733442).

Die in der Abeit verwendeten Reportergenkonstrukte sind in Tab. 3 wiedergegeben.

4.2.51 Klonierung von Promoterfragmenten in Reportergenvektoren und
Erstellung von Promotermutanten

Das Minimalfragment vegfr-3(-101/-66) wurde in das heterologe Promotersystem pT81-
Luc (150) subkloniert. Der Vorteil des heterologen Promotersystems pT81-Luc ist der
enhancerlose, aus Herpes simplex Virus stammende TK- (Thymidinkinase-) Promoter.
Dadurch ist es mdglich, die Aktivitdt des einklonierten Konstruktes ohne stdrende
Einflusse anderer Enhancer zu untersuchen. AuRerdem wurden gezielt mutierte
Varianten des Minimalfragments hergestellt, in deren veranderten Sequenzen
potentielle Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren bestanden. Die Basensequenzen
der einklonierten Oligonukleotide sind in Tab. 4 wiedergegeben. Es wurden die beiden

GC-reichen Elemente der Sequenz durch Veranderung multipler Basen in zwei
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Name Beschreibung Referenz
pGL3 Basic Reportergenvektor Promega, Mannheim
vegfr-3(-1876/+59) in PGL3 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-859/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-594/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-319/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-198/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-113/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-42/+59) in PGL3, 5’-Deletionskonstrukt Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
pT81-Luc Reportergenvektor mit enhancerlosem (150)

Tk-Promoter
vegfr-3(-101/-32) in pT81-Luc Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
vegfr-3(-101/-66) in pT81-Luc, Minimalkonstrukt Diese Arbeit
vegfr-3(-101/-66) mt1  in pT81-Luc, Mutation der 5’-GC-Box Diese Arbeit
vegfr-3(-101/-66) mt2  in pT81-Luc, Mutation der 3’-GC-Box Diese Arbeit
vegfr-3(-101/-66) mt3  in pT81-Luc, Mutation der 5- und 3’- Diese Arbeit

GC-Box
pPac Ubx Expressionsvektor in D. melanogaster (151)
pPac-Sp1 Sp1-cDNA in pPac (151)
pPac-Sp3 Sp3-cDNA in pPac (152)
pPac-Sp1-DBD dominant-negativ . Sp1 in pPac (nur (153)

DBD, keine AD)
pPac-Sp3-DBD dominant-negativ Sp3 in pPac (nur (152)

DBD, keine AD)
Gal4-Luc Reportergenvektor mit 5x Gal4- (154)

Bindestellen
Gal4-Sp1 Gal4-DBD mit Sp1-AD (153)
Gal4-Sp3 Gal4-DBD mit Sp3-AD (153)

Tabelle 3: Reportergenkonstrukte flr transiente Transfektionen.

Mutanten jeweils einzeln und in der Doppelmutante gemeinsam verandert, um so die

Funktionalitéat der fur die Bindung von Transkriptionsfaktoren essentiellen Bereiche
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aufzuheben (Tab. 4). Die mutierten Bereiche sind in der Tabelle fett gedruckt. Die
Inserts wurden zuvor als komplementare Einzelstrange synthetisiert, zusatzlich zu den
spezifischen Basen des Inserts wurden an die jeweiligen Enden fur die
Restriktionsenzyme Xhol und Hindlll spezifische Bindungssequenzen angeflgt. Zur
Uberprifung des Klonierungserfolgs erfolgte nach erneutem Restriktionsenzymverdau

eine Sequenzierung des jeweiligen Konstrukts.

Name Sequenz (5—3’)

vegfr-3(-101/-32) tcececgggecegecteecggeccececgeccecgecccgecccgeccecaggecagecggegeccgegeggacactt
vegfr-3(-101/-66) tccegggecegecteccggecccecgecccgecccgec

vegfr-3(-101/-66) mt1 tccegttttegetatcggecccegeccegececgece

vegfr-3(-101/-66) mt2 tceccgggeccgectecggetttegettegetteget

vegfr-3(-101/-66) mt3 tcccgttttecgetatecggetttegettegetteget

Tabelle 4: Oligonukleotidsequenzen fir EMSA (Sonde/Kompetition) und Subklonierung in das

heterologe Promotersystem pT81-Luc. Mutationen sind fett gedruckt.

4.2.5.2 Annealing von Oligonuleotiden

Vor ihrem Einsatz flr die Klonierung mussten die als Einzelstrange synthetisierten
Sequenzen hybridisiert werden. Hierzu wurden je 5ug der komplementaren
Einzelstrange eingesetzt, auf 50pl mit Wasser aufgefullt und fur 5min auf 95°C erhitzt.
Im Anschluss kuhlten sich die Proben langsam auf Raumtemperatur ab. Auf diesem
Wege lagerten sich die komplementaren Strange aneinander. Der Erfolg dieses
Annealing wurde anschlielend durch Auftragen auf ein TBE-haltiges Agarosegel
Uberpruft, indem die Wanderungsgeschwindigkeit der Doppelstrange mit der der

jeweiligen Einzelstrange verglichen wurde.

4.2.5.3 Phosphorylierung des Inserts

Da es sich bei den synthetisch hergestellten Inserts um dephosphorylierte
Einzelstrange handelte, war es notwendig, die zu klonierenden Fragmente zuvor zu
phosphorylieren. Dies geschah durch Verwendung von T4-Polynukleotid-Kinase

(Invitrogen, Karlsruhe). Hierzu wurden 2ul der zuvor durch Annealing aneinander
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gelagerten Oligonukleotide mit 1mM ATP (Adenosintriphosphat), 10U T4-Polynukleotid-
Kinase, 2ul des zugehorigen 5xT4-Polynukleotidkinase-Puffers und 4ul H20 Gber 30 min
bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms durch
Inkubation der Proben tber 10 min bei 70°C.

4.2.5.4 Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Aufreinigung des
Leervektors

Um einen Leervektor mit den zum Insert passenden Bindungssequenzen zu erhalten,
war es notig, diesen zuvor mit den entsprechenden Restriktionsenzymen zu verdauen.
HierfUr wurden 1ug des Vektors, je 10U der Restriktionsenzyme Xhol und Hindlll sowie
2ul des zugehorigen 10xRestriktionspuffers mit 15ul H2O versetzt und bei 37°C Uber
mindestens 2 Stunden inkubiert. Um eine Religation des Vektors zu verhindern wurde
im Anschluss an den Verdau eine Dephosphorylisierung des linearisierten Vektors
durchgefuhrt. Dies geschah durch Zugabe von 2U von Alkalischer Phosphatase, Shrimp
(SAP, Roche, Mannheim) sowie 6ul des zugehorigen 10xPuffers und anschlieRender
Inkubation bei 37°C Uber 30min. Das Produkt des Restriktionsverdaus wurde nun auf
ein TBE-haltiges Agarosegel aufgetragen, unter UV-Licht ausgeschnitten und durch
Einsatz eines Gel-Extraktions-Kits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Zur Kontrolle wurde
die Wanderungsgeschwindigkeit des linearisierten Vektors mit der des unverdauten

durch erneute Gelektrophorese verglichen.

4.2.5.5 Ligation von Insert und Leervektor
Um das optimale Verhaltnis zwischen Vektor und Insert fir den Ligationsansatz zu
wahlen, ist es notwendig, die Anzahl der einzusetzenden Molekule zu berechnen. Dies

geschah mit Hilfe der folgenden Formelin:

DNA-Menge[pmol] = Masse[pg]/(660[g/mol]xAnzahl der Basenpaare)
DNA-Menge nset=9XDNA-Mengevekior

Masse nsert[Ng]=5xMassevekior[Ng]XLangenser[bpl/Langevekior[bP]

Es wurden jeweils 25ng des Vektors eingesetzt, die Ligation erfolgte durch Einsatz von
1U T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe) und 5ul des zugehoérigen 2xPuffers bei 16°C
Uber Nacht. Zur Kontrolle der Ligationseffizienz wurde aul3erdem ein Ansatz ohne das

zu klonierende Insert mit den Ligationsenzymen inkubiert.
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4.2.5.6 Transformation von Plasmiden in E.coli

Die Transformation von Plasmiden erfolgte in E.coli XL1-Blue Subcloning Grade
(Stratagene, La Jolla, USA). Die verwendeten Plasmide enthielten ein Resistenzgen fur
Ampicillin. Hierzu wurden die Bakterien zur Erhéhung der Transformationskompetenz
mit 1,42M R-Mercaptoethanol versetzt und 10min auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurden 50pul der E.coli mit 5ul des Ligationsansatzes Uber 30min auf Eis inkubiert.
Hierauf folgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 45 s, danach wurden die Ansatze wiederum
fur 2min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 900yl vorgewarmtem LB-Medium wurden
die Proben udber 60min bei 37°C unter Schutteln inkubiert, anschlielend wurden die
Ansatze auf mit 100ug/ml Ampicillin (Sigma Aldrich, Taufkirchen) versetzten LB-Agar-
Platten (1% NaCl; 1% Bactotrypton, 0,5% Hefeextrakt; 1,5% (w/v) Agar-Agar, pH 7,0)
ausplattiert und fur 17h bei 37°C inkubiert.

4.2.5.7 Plasmidpraparation mittels Mini-Prep©

Nach Inkubation der Agarplatten wurden einzelne Klone gepickt und anschlie®end in
mit 100ug/ml Ampicillin versetzten LB-Medium angezogen. Die Plasmidpraparation
erfolgte durch Einsatz eines JETquick® Plasmid Miniprep Spin Kits (Genomed, Bad
Oeynhausen) nach Angaben des Herstellers. Zur Kontrolle wurden die so gewonnenen
Plasmide mit den Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll verdaut und anschlieRend die
einzelnen Restriktionsfragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Es wurde bei
ausgewahlten Klonen der Klonierungserfolg durch Sequenzierung der Basenfolge
Uberpruft und mit Hilfe der Software Vector NTI (Invitrogen, Karlsruhe) ausgewertet. Die

Lagerung positiver Klone erfolgte als Dauerkultur in 30% (v/v) Glycerol bei -80°C.

4.2.5.8 Plasmidpraparation mittels Maxi-Prep®©

Zur Praparation von Plasmiden zum Einsatz in Transfektionsexperimenten wurden
Bakterien aus der entsprechenden Dauerkultur Gber Nacht in mit 100ug/ml Ampicillin
versetzten LB-Medium angezogen. Am Folgetag erfolgte die Plasmidgewinnung durch
Einsatz eines JETquick® Plasmid Maxiprep Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) nach
Angaben des Herstellers. Zur Kontrolle wurde das so praparierte Plasmid mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und durch Gelelektrophorese aufgetrennt

und auf die GroRe seiner Fragmente analysiert.
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4.2.6 Untersuchung von Zellen auf Mycoplasmenkontamination mittels PCR

Zur Untersuchung der verwendeten Zellinien auf eventuelle Kontamination durch
Mycoplasmen wurde in regelmaRigen Abstédnden eine PCR mit Mycoplasma-
spezifischen Primern durchgefuhrt. Hierzu wurden 2,5ul der zu untersuchenden
Zellsuspension mit 2,5ul des zugehodrigen 10x PCR-Puffers, 1yl 10mM dNTPs, 0,5l
Tag-Polymerase sowie den spezifischen Primern Myco1 und Myco2 und 19ul H,0
versetzt. Die Sequenzen der eingesetzten Primer sind nachfolgend in Tab.5
beschrieben. Die PCR wurde in einem RoboCycler Gradient 96 von Stratagene
durchgefuhrt. Sie lief Uber einen Zyklus von 5 min bei 95°C zur Aktivierung der Tag-
Polymerase, anschlielend folgten 40 Zyklen mit drei Temperaturschritten von 45 s bei
94°C, 45 s bei 55°C und 60 s bei 72°C. Hierauf folgte ein weiterer Zyklus fur 10 min bei
72°C.

Name Sequenz (5—3’)
Myco1 gggagcaaacaggattagataccct
Myco2 tgcaccatctgtcactctgttaacctc

Tabelle 5: Basensequenzen der zur Mycoplasmentestung eingesetzten Primer.

4.2.7 Electro Mobility Shift Assay (EMSA)

4.2.7.1 Hybridisierung und radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Da Kernproteine an doppelstrangige DNA binden, war es fur den Einsatz in EMSA-
Studien notwendig, ein Annealing der als Einzelstrange synthetisierten Oligonukleotide
durchzufuhren. Dies wurde bereits unter 4.2.5.2 bei der Klonierung des
Minimalfragments vegfr-3(-101/-66) sowie seiner Mutanten in das heterologe
Promotersystem pT81-Luc beschrieben und hier in analoger Weise durchgefuhrt. In
EMSA-Experimenten verwendete Oligonukleotide sind in Tab. 4 wiedergegeben. Die
radioaktive Markierung der in EMSA-Studien als Sonden verwendeten dopelstrangigen
Oligonukleotide erfolgte durch enzymatischen Austausch der 5’-Phosphatgruppe durch

radioaktives [y*’P]-ATP (Amersham Biosciences, Braunschweig) durch Einsatz der T4-
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Polynukleotid-Kinase (Invitrogen, Karlsruhe). Es wurden 200ng der hybridisierten
Oligonukleotide mit 2ul [y**P]-ATP zusammen mit 5U T4-Polynukleotid-Kinase und dem
zugehdrigen T4-Polynukleotid-Kinase-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20pl
eingesetzt. Die Ansatze wurden uber 30 min bei 30°C inkubiert und im Anschluss durch
Einsatz eines Nucleotide Removal Kits (Qiagen, Hilden) nach den Empfehlungen des

Herstellers aufgereinigt.

4.2.7.2 Praparation von Kernextrakten

Zur Praparation nukledrer Kernextrakte aus Zellkulturen wurden jeweils 10° Zellen in
10cm-Schalen ausgesat und je nach Versuchsaufbau ggf. am Folgetag stimuliert.
Hierzu wurden die Zellen je nach Versuchskonzept tber 72h mit 1uM sowie 5uM 5-Aza
dC und/oder Uber 24h mit 100ng/ml TSA behandelt. Bei der Stimulation mit 5-Aza dC
wurde taglich das Medium mit dem Stimulationsansatz erneuert, bei gleichzeitiger
Behandlung mit TSA erfolgte die Stimulation simultan Uber die letzten 24h. Die
Kernpraparation erfolgte nach folgendem Protokoll. Nach Entfernen des Zellmediums
wurden die Zellen zweifach mit PBS (Invitrogen, Karlsruhe) gewaschen und nach
Zugabe von 300ul Puffer A (10mM Tris pH 7,9; 10mM KCI; 1,5mM MgCly; 10% (v/v)
Glycerol, 10mM K;HPO4; 1mM NazVOy4; 10mM NaF; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF) mit
Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturschale gelést und suspendiert. Nach
Zugabe von 0,125 % (v/v) Nonidet P-40 (Boehringer, Mannheim) wurden die Ansatze
kurz zur Dissemblierung der Zellmembran auf Eis inkubiert und anschlieRend Uber 10
min bei 4°C mit 4300 U/min zentrifugiert. Nach Abnahme des Zytoplasmauberstandes
wurde die Kernfraktion im Pellet in 40ul Puffer C (20mM Tris pH 7,9; 0,42mM NaCl;
1,5mM MgCly; 0,2mM EDTA; 10% (v/v) Glycerol, 10mM K;HPO4; TmM NaszVO4; 10mM
NaF; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF) aufgetrennt. Die Trennung von restlichen
Zellbestandteilen und Kernmembranresten erfolgte durch weitere Zentrifugation tber 10
min bei 4°C mit 12000 g. Der Proteingehalt wurde im Anschluf® nach der Methode von
Bradford 1976 unter Verwendung eines Protein Assay Kits® von BioRad Laboratories

(Hercules, USA) gemessen, die Lagerung erfolgte bei -80°C.

4.2.7.3 EMSA

Zur ldentifizierung bindender Kernproteine an eine radioaktiv markierte Sonde wurden
5ug des Kernextrakts mit der 32P-markierten DNA mit einer Aktivitat von 50000 cpm in
Shift-Puffer (20mM HEPES pH 8,4; 60mM KCI; 10% (v/v) Glycerol; 1mM ZnCl;), 10ug
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BSA und 5mM DTT in einem Gesamtvolumen von 20ul Gber 30 min bei 30°C inkubiert.
In Verdrangungsexperimenten wurden die Kernproteine vor Zugabe der Sonde mit
200fachem  molaren  Uberschuss  nicht-radioaktiv-markierter  doppelstrangiger
Oligonukleotide Uber 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Samtliche als Sonden
und/oder Verdrangungssequenzen eingesetzten Oligonukleotide sind in Tab. 4
aufgeflhrt. In Supershift-Experimenten erfolgte vor Zugabe der radioaktiv markierten
Sonde eine Inkubation des Reaktionsansatzes mit jeweils 2ug des jeweils spezifischen
Antikdrpers gegen Sp1 / Sp3 (Pep 2 / D-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) Uber 15 min bei Raumtemperatur. Die eingesetzten Antikorper sind in Tab. 6
aufgefuhrt. Je nach GroRRe der zu detektierenden Banden wurden 6-8% (w/v) native
0,5x TBE-Polyacrylamidgele (0,5x TBE-Puffer: 50mM Tris-Borat; 1mM EDTA)
eingesetzt, die nach einem Vorlauf von 1 h bei 100V mit dem Reaktionsansatz beladen
wurden. AnschlielRend erfolgte die Auftrennung Uber 2 h bei einer Spannung von 200V.
Hierauf wurde das Gel mit Hilfe einer Vakuumpumpe bei 85°C getrocknet und im
Anschluss bei -80°C unter Einsatz einer Verstarkerfolie (Kodak BioMax Intensifying
Screen®, Amersham, Biosciences, Braunschweig) auf Kodak BioMax MR Films®

(Amersham, Biosciences, Braunschweig) flr 24-36 h exponiert und anschlie3end

entwickelt.

Name Bezugsquelle

Sp1 (PEP-2) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Sp3 (D-20) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Tabelle 6: In EMSA-Studien eingesetzte Antikdrper.

4.2.8 Stimulationsexperimente mit TSA und 5-Aza dC

In Stimulationsexperimenten wurden die Zellen im Anschluss an die Transfektion der
Reportergenkonstrukte Uber 24 Stunden in serumfreiem UltraCulture® - Medium
(Biowhitaker Inc., Walkersville, MD, USA) unter Zusatz von 2mM Glutamin, 100U/ml
Penicillin und 100ug/ml Streptomycin gehalten. Die Stimulation erfolgte durch 20ng/ml
bis 300ng/ml TSA (Trichostatin A, Sigma Aldrich, Taufkirchen) Uber 24 Stunden,
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anschlielRend wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitat bestimmt. Die
unbehandelten Kontrollansatze wurden mit der jeweils entsprechenden Menge DMSO
(Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich, Taufkirchen) versetzt. Zur Untersuchung des
Einflusses der epigenetischen Regulationsmechanismen Acetylierung und Methylierung
auf die Expression von Genen auf RNA-Ebene wurden die Zellen nach Aussaat Uber 24
Stunden stimuliert. Je nach Zellinie wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen TSA und/oder 5-Aza dC (5-Aza-2’-Deoxycytidine, Sigma Aldrich,
Taufkirchen) behandelt. Da diese in den einzelnen Versuchskonzeptionen variierten,
werden sie gesondert im Ergebnisteil beschrieben. Im Anschluss erfolgte die Lyse der
Zellen in Trizol© (Invitrogen, Karlsruhe). Die Darstellung erfolgte als x-facher Anstieg
zur unbehandelten Kontrolle, Signifikanzen wurden mit Student’s t-test errechnet (*
p<0,5; ** p<0,01; ***p<0,001).
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5. Ergebnisse

5.1 Strukturelle Charakteristika des vegfr-3 — Promoters

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe waren 1,9kb des 5’-flankierenden Promoterbereichs
des humanen vegfr-3 — Gens kloniert und durch 5’-Deletionsanalysen ein GC-reiches,
fur die vegfr-3 — Transkription essentielles Promoterminimalelement identifiziert worden.
Es wurden zwei GC-Boxen bei -100/-86 und -84/-66 identifiziert, welche durch die
Zinkfingerproteine Sp1 und Sp3 gebunden und aktiviert werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden diese Ergebnisse anhand neuer Versuche Uberprift und

werden zur Vollstandigkeit der Studie gezeigt.

5.1.1 Untersuchung der endogenen Expression des vegfr-3-Gens in endothelialen
und epithelialen Zellinien

Die endogene Expression des vegfr-3 — Gens wurde durch Einsatz von spezifischen
Primern und Sonden durch Messung der mRNA — Mengen in einer Auswahl
endothelialen sowie der Magenkarzinomzellinie AGS bestimmt (Abb. 2A). Es zeigte
sich, dass die endotheliale Zellinie HMEC-1 sowie die Primarzellinie HUVEC vegfr-3 in
héherem Male, die pulmonalendothliale Zellen HPMEC dagegen nur gering
exprimieren. In den au3erdem untersuchten Zellinien EA.hy926 und AGS konnte keine

basale Expression des vegfr-3 — Gens gemessen werden.

5.1.2 Eingrenzung des funktionell relevanten Promoterbereichs durch
Transfektionsstudien mit 5’-Deletionskonstrukten

In Transfektionsstudien mit sukzessiv verkurzten 5’-Deletionskonstrukten zeigte sich,
dass durch Verkirzung von -1776 zu -319 keine deutliche Anderung der
Luciferaseaktivitat erreicht werden konnte, weitere 5’-Deletionen bis -113 erhdhten die
Reportergenaktivitdat um das 18fache (Abb.2B). Eine weitere Reduktion auf -98 fluhrte
zu keinem signifikanten Ruckgang der Luciferaseaktivitat, eine Verkurzung auf -42
ergab nur noch eine 2fache Luciferaseaktivitat gegeniber dem Leervektor, was zum
Schluss gefuhrt hatte, dass ein fur die Regulation essentielles Element zur Kontrolle der
basalen vegfr-3-Transkription innerhalb der Sequenz zwischen -98 und -42 liegen
musste. Die Analyse der vegfr-3-Promotersequenz zwischen -101 und -32 durch
Transfac-Datenbanksuche (155) hatte eine GC-reiche Region mit Teilen von repetitiven

Bindungsstellen verschiedener Transkriptionsfaktoren ergeben. Diese Sequenz war zur
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Abbildung 2: Basalexpression des vegfr-3 — Gens in endothelialen und epithelialen
Zellinien und Eingrenzung des funktionell relevanten Promoterbereichs

A: Unter Verwendung von spezischen Primern wurde die Expression von vegfr-3 in
verschiedenen Endothelzellinien und der epithelialen Magenkarzinomzellinie AGS durch
quantitative Realtime RT-PCR bestimmt. Die Darstellung erfolgte als Vielfaches der
Expression in der endothelialen Zellinie HPMEC, die Auswertung geschah unter
Verwendung des Stundent's t-test (**p<0,005). B: HMEC-1 Zellen wurden mit einer Serie 5’-
Deletionskonstrukten des vegfr-3-Promoterbereichs transient transfiziet und die
Luciferaseaktivitat bestimmt. Die Darstellung erfolgte als x-facher Anstieg der mit dem
Leervektor pGL3 transfizierten Ansatze. Die Ergebnisse sind als mittlere +/- SEM von drei
voneinander unabhangigen Experimente dargestellt, die statistische Auswertung erfolgte
mittels Student's t-test (**p<0,01, ***p<0,001).



5. Ergebnisse 42

Untersuchung der Enhancerkapazitat des vegfr-3(-101/-32) — Konstrukts in das

heterologe, enhancerlose Luciferasereportersytem pT81 subkloniert worden.

5.1.3 Darstellung von Sp1 und Sp3 als bindende Transkriptionsfaktoren durch
EMSA - Supershift — Studien

Zur Bestimmung der bindenden Transkriptionsfaktoren an die beschriebenen
potentiellen Bindungsstellen innerhalb der minimalen Promotersequenz des vegfr-3
wurde die Sequenz des vegfr-3(-101/-66) (Abb. 3A) als radioaktiv markierte Sonde in
Electro Mobility Shift Assays (EMSA) - Bindungsstudien mit Kernextrakten der Zellinie
HMEC-1 eingesetzt. Diese wurden im Rahmen der vorliegenden Studie Uberprift. Die
Bindung der Kernproteine an vegfr-3(-101/-66) fuhrte zur Bildung von zwei typischen
Kernkomplexen, einem oberen Komplex | und einem unteren Komplex Il (Abb. 3B,
Bahn 1). Um die Identitat der die Komplexe bildenden Transkriptionsfaktoren zu klaren,
wurden spezifische Antikorper gegen Sp1 und Sp3 in EMSA — Supershift — Studien
eingesetzt. Der Zusatz des a-Sp1 — Antikorpers fuhrte analog den Voruntersuchungen
zu einer Abschwachung der Ausbildung von Komplex | (Abb. 3B, Bahn 2) und
resultierte in der Ausbildung einer langsamer im elektrischen Feld wandernden
Supershift — Bande. Komplex |l wurde durch Zugabe von a-Sp1 — Antikdrper in seiner
Intensitat nicht verandert (Abb. 3B, Bahn 2). Der Zusatz von a-Sp3 dagegen fuhrte zu
einer Abschwachung von Komplex Il ohne hier einen Supershift oder eine
Abschwachung von Komplex | auszulésen (Abb. 3B, Bahn 3). Durch simultanen
Einsatz beider Antikérper konnten sowohl Komplex | als auch Komplex Il in ihrer
Intensitat vermindert werden (Abb. 3B, Bahn 4).

5.2 Funktionelle Analyse des proximalen vegfr-3 — Promoters und der bindenden

Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3

5.2.1 Transkriptionelle Feinanalyse der funktionell relevanten Minimalsequenz
durch Transfektionsstudien im heterologen Promotersystem pT81

Nachdem mittels Transfektionsstudien unter Einsatz von 5’-Deletionskonstrukten der
funktionell relevante Promoterbereich identifiziert werden konnte und die funktionelle

Relevanz des vegfr-3(-101/-32) im heterologen Promotersystem pT81 nachgewiesen
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Abbildung 3: Basensequenz des vegfr-3 Promoterelements und der Mutanten,
Eingrenzung des minimalen Promoterbereichs und Darstellung der Bindung der
Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an den vegfr-3 — Promoter

A: Darstellung der in Transkriptions- und EMSA-Studien verwendeten Basensequenz des
vegfr-3 Promoterelements zwischen -101 und -32 als Wildtyp oder Mutanten. B: Darstellung
von Bindungs- und Supershift — Analyse der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an vegfr-3(-
101/-66): Zur Identifikation der an die Sequenz des vegfr-3(-101/-66) bindenden
Transkriptionsfaktoren wurde Kernprotein der Zellinie HMEC-1 prépariert und mit *P-
markierten doppelstrangigen Oligonukleotiden des vegfr-3(-101/-66) als radioaktiv markierte
Sonde und den spezifischen Antikérpern gegen Sp1 und Sp3 inkubiert. C: Die -101/-32
vegfr-3 Sequenz wurde in das heterologe Promotersystem pT81 subkloniert und durch
Transfektionsstudien in HMEC-1 funktionell untersucht. Das Minimalkonstrukt -101/-66 sowie
seine Mutanten wurden analog in HMEC-1 transfiziert. GC-reiche Sequenzabschnitte sind
als Boxen dargestellt, Mutationen als Kreuze. Die Darstellung erfolgte als x-facher Anstieg
der mit pT81 transfizierten Ansatze. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student's t-
test (*p<0,05; **p<0,01).
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werden konnte (Abb. 3C), wurde im Anschluss daran ein weiter verkirztes Konstrukt
vegfr-3(-101/-66) im gleichen Promotersystem erstellt (Abb. 3A). AulRerdem wurden
durch selektiven Basenaustausch in den beiden fur die Bindung vieler
Transkriptionsfaktoren essentiellen Sequenzbereichen mit repetitiven GC-Strukturen,
den so genannten GC-Boxen, Mutationen des Wildtyps erstellt (Abb. 3A). Hier wurde
ein Konstrukt mit der 5’-gerichteten funktionell inaktivierten GC-Box vegfr-3(-101/-
66)mt1, ein Konstrukt mit der 3’-gerichteten funktionell inaktivierten GC-Box vegfr-3(-
101/-66)mt2 sowie ein Konstrukt mit beidseits inaktivierten GC-Boxen vegfr-3(-101/-
66)mt3 ebenfalls in das Promotersystem pT81 subkloniert und zunachst hinsichtlich
ihrer transkriptionellen Aktivitat in Transfektionsexperimenten in HMEC-1 untersucht
(Abb. 3C). Es zeigte sich, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der Aktivitat des
vegfr-3(-101/-32) und des vegfr-3(-101/-66) bestand, jedoch bei Transfektion der
einseitig mutierten Konstrukte deutliche Rickgange in der Luciferaseaktivitat zu messen
waren (Abb. 3C). Hier war bemerkenswert, dass die 5-mutierte Sequenz mt1 einen
signifikant geringer abgeschwachten Effekt aufwies als das 3’-mutierte Konstrukt mt2.
Dagegen war die doppelt mutierte Sequenz mt3 nur geringflugig aktiver als der zur
Kontrolle transfizierte Leervektor pT81-Luc (Abb. 3C).

5.2.2 Darstellung der funktionellen Relevanz der Transkriptionsfaktoren Sp1 und
Sp3 durch Transfektionsstudien in D. melanogaster SL-2

Nachdem die Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an das Minimalkonstrukt
gezeigt werden konnte, sollten diese Faktoren nun hinsichtlich ihrer funktionellen
Relevanz untersucht werden. Hierzu wurden Transfektionsstudien in der
Insektenzellinie D. melanogaster SL-2 durchgefuhrt. Diese Zellinie zeichnet sich
dadurch aus, dass sie fur eine Vielzahl mammalischer Transkriptionsfaktorhomologe
defizient istt Es ist so moglich, durch Kotransfektion spezifischer
Uberexpressionsplasmide die Beteiligung einzelner Transkriptionsfaktoren bei der
Expression des untersuchten Gens zu analysieren. Hierzu wurden zunachst 500ng des
in das heterologe Promotersystem pT81 subklonierten Konstrukts vegfr-3(-101/-32) in
Kombination mit ansteigenden Mengen der Uberexpressionsplasmide pPAC-Sp1 und
pPac-Sp3 kotransfiziert, nach einer Transfektionsdauer von 24h geerntet und
hinsichtlich ihrer Luciferaseaktivitat gemessen. Es zeigte sich, dass im Vergleich zu
dem mit dem Leervektor kotransfizierten Ansatz die relative Luciferaseaktivitat sowohl

der in Kombination mit Sp1 als auch mit Sp3 kotransfizierten Zellen deutlich signifikant
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anstieg. Durch Einsatz von 250ng konnte bereits eine 30-50fache Steigerung der
Aktivitat erzielt werden, eine Erhdhung der eingesetzten Menge der
Uberexpressionplasmide hatte einen weiteren Anstieg der relativen Luziferaseaktivitat

beider untersuchten Transkriptionsfaktoren zur Folge (Abb. 4).
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Abbildung 4: Funktionelle Relevanz der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 fiir die
Aktivierung des vegfr-3 — Promoters

A, B: Funktionelle Analyse des Einflusses von Uberexpressionsplasmiden von Sp1 und Sp3
auf den VEGFR-3 — Promotor: D. melanogaster SL-2 Zellen wurden mit 500 ng des vegfr-3(-
101/-32) sowie mit unterschiedlichen Mengen der Expressionsplasmide Sp1(A) sowie Sp3(B)
Uber 24h transient transfiziert. Zur Transfektion gleicher Mengen wurde jeweils mit pPac-
Leervektor auf die maximal eingesetzte Plasmidmenge aufgefillt. Die Abbildung zeigt eines
von drei von einander unabhangigen Experimenten, die Darstellung erfolgte als x-facher
Anstieg der mit dem Leervektor pPac cotransfizierten Ansatze. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Student's t-test (***p<0,001).



5. Ergebnisse 46

Um nun den Effekt von Sp1 und Sp3 auf den Bindungsbereich naher zu
charakterisieren wurden weitere Transfektionsexperimente unter Einsatz des
Minimalkonstruktes vegfr-3(-101/-66) sowie seiner drei spezifisch mutierten Konstrukte
durchgefiihrt (Abb. 5). Zur Kontrolle wurden hier neben den Uberexpressionsplasmiden
pPAC-Sp1 und pPAC-Sp3 die entsprechenden dominant-negativen DNA-
Bindungsdomanen der beiden Transkriptionsfaktoren eingesetzt. Bei Verwendung des
vegfr-3(-101/-66) konnte sowohl fur Sp1 als auch fir Sp3 ein signifikanter, 30-40fach
starkerer Effekt auf die relative Luziferaseaktivitadt gezeigt werden, der Einsatz der
jeweiligen DBD hatte erwartungsgemald einen Ruckgang der Aktivitat auf das Niveau
des mit dem Leervektor kotransfizierten Ansatzes zur Folge (Abb. 5A). Sowohl bei
Transfektion des 5-mutierten Konstruktes vegfr-3(-101/-66)mt1 (Abb. 5B) als auch bei
Transfektion des 3’-mutierten Konstruktes vegfr-3(-101/-66)mt2 (Abb. 5C) konnten
starke Ruckgange der relativen Luciferaseaktivitat detektiert werden. Das 5’-mutierte
Konstrukt mt1 zeigte einen relativen Anstieg der Luciferaseaktivitat von 15-20 bei
Kotranfektion von pPac-Sp1 und einen 7-10fach starkeren Effekt mit pPac-Sp3 (Abb.
5B). Das 3’-mutierte Konstrukt mt2 zeigte dagegen einen weniger stark
abgeschwachten Effekt. Hier war ein 25-30facher durch Sp1 sowie ein 18-22facher
durch Sp3 vermittelter Anstieg zu messen (Abb. 5C). Im Gegensatz dazu war bei
Verwendung des doppelt mutierten, ohne funktionell aktive GC-Boxen ausgestatteten
Konstrukts vegfr-3(-101/-66)mt3 ein Rickgang der relativen Luciferaseaktivitat auf das

Niveau des Leervektors sowohl flir Sp1 als auch flr Sp3 zu beobachten (Abb. 5D).
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Abbildung 5: Funktionelle Feinanalyse von Sp1 und Sp3 durch
Uberexpressionsexperimente in SL-2

Drosophila melanogaster SL-2 Zellen wurden mit dem Minimalkonstrukt vegfr-3(-101/-66) (A)
sowie den in den mutierten Konstrukten vegfr-3(-101/-66)mt1 (B), vegfr-3(-101/-66)mt2 (C),
vegfr-3(-101/-66)mt3 (D) transient transfiziert. Zusatzlich erfolgte eine Kotransfektion mit dem
Leevektor pPac, pPac-Sp1, pPac-Sp1-DBD, pPac-Sp3 und pPac-Sp3-DBD. Zur Transfektion
gleicher Mengen wurde jeweils mit pPac-Leervektor auf analoge DNA-Mengen aufgefullt. Die
Abbildung zeigt eines von drei von einander unabhangigen Experimente. Die Darstellung
erfolgte als x-facher Anstieg der mit dem Leervektor pPac cotransfizierten Ansatze. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Student's t-test (***p<0,001).
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5.3 Einfluss der epigentischen Regulationsmechanismen Methylierung und
Acetylierung auf die Expression des vegfr-3 — Gens in endo- und epithelialen
Zellinien

Da die Sp-Faktoren Sp1 und Sp3 oft in Komplexen mit Histondeacetylasen (HDACs)
assoziiert sind und hinsichtlich ihrer transkriptionellen Aktivitat durch Methylierung und
Acetylierung reguliert werden, erfolgte eine Testung des Einflusses des HDAC-
Inhibitors TSA sowie des Methylierungsinhibitors 5-Aza dC auf die Expression des
vegfr-3-Gens in mehreren, unterschiedlich stark endogen exprimierenden endothelialen

und epithelialen Zellinien.

5.3.1 Untersuchung epigenetischer Regulation des vegfr-3-Gens durch
Acetylierung

Zur Untersuchung des Einflusses von HDAC-Inhibition auf die Transkription des vegfr-3
— Gens in Endothelien wurden HMEC-1 - Zellen 24h nach Aussaat auf Ultraculture©
gesetzt und mit 50ng/ml, 100ng/ml und 300ng/ml TSA stimuliert. Wahrend die mit
50ng/ml und 100ng/ml stimulierten Ansatzen keine messbare Steigerung der vegfr-3 —
Expression zeigten, war im mit 300ng/ml stimulierten Ansatz eine signifikante
Steigerung des Expressionsniveaus des vegfr-3-Gens (~6fach) im Vergleich zur
unstimulierten, mit analoger Konzentration des Losungsmittel DMSO behandelten
Kontrolle zu messen (Abb. 6A). Darlber hinaus fuhrte die Stimulation von HMEC-1
Zellen nach transienter Transfektion mit dem Reportergenkonstrukt vegfr-3(-859/+59)
zu einer signifikanten Induktion im Vergleich zum Leervektor-transfizierten, mit analoger
Konzentration TSA stimulierten, Ansatz (Abb. 6B).
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Abbildung 6: Einfluss von Promoteracetylierung auf die vegfr-3 — Expression

A: HMEC-1 Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen TSA fir 24h inkubiert.
Anschlieend wurde vegfr-3 mRNA durch RT-PCR bestimmt. Zur Normalisierung wurde das
Housekeeping-Gen R-Actin verwendet, die Expression ist jeweils als Vielfaches der mit der
entsprechenden Menge DMSO behandelten Kontrolle angegeben. Die Darstellung zeigt ein
typisches Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten, die Auswertung erfolgte mittels
Student’'s t-Test (**=p<0,01). B: HMEC-1 Zellen wurden mit vegfr-3 (-859/+59) und dem
Leervektor pGL3 transient transfiziert. Nach 24stindiger Inkubation mit TSA wurde
Luciferaseaktivitdt bestimmt und zwischen TSA-stimulierten und nicht stimulierten Zellen
verglichen. Die Ergebnisse sind als mittlere +/- SEM von drei voneinander unabhangigen
Experimente dargestellt, die statistische Auswertung erfolgte mittels Student's t-test
(**p<0,01).
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5.3.2 Untersuchung epigenetischer Regulation des vegfr-3-Gens durch
Methylierung

Um den Einfluss von Methylierung auf die Expression des vegfr-3-Gens zu
untersuchen, wurden verschiedene Zellinien mit unterschiedlichen endogenen
Expressionsniveaus mit dem methylierungsspezifischen Inhibitor 5-Aza dC behandelt.
Hierzu wurden die Zellen 24h nach Aussaat Uber 72h mit 1uyM und 5uM 5-Aza dC
stimuliert. Nach je 24h wurden die verschiedenen Stimulationsansatze erneuert, um
gleich bleibende Konzentrationen des Inhibitors zu gewahrleisten und einer eventuellen
Abschwachung des Effekts durch Zerfall der Wirkstoffe entgegenzuwirken. Im
Anschluss wurden die Zellen geerntet, die RNA prapariert und cDNA durch reverse
Transkriptase synthetisiert. Die Bestimmung des Expressionsniveaus erfolgte durch
quantitative Real Time RT-PCR. Es zeigte sich, dass in HMEC-1, die sich durch eine
bereits endogen messbare Expression des vegfr-3 auszeichnen (Abb. 2A), durch eine
Stimulation mit 5-Aza dC keine signifikante Hochregulation des Gens zu bewirken war
(Abb. 7A). Dagegen bewirkte die Behandlung mit 1uM und 5uM 5-Aza dC in AGS, in
denen das vegfr-3-Gen in unstimulierten Zellen nur sehr schwach zu detektieren ist,
eine deutlich signifikante Steigerung der Expression von 30 bis 50facher sowie 80 bis
120facher Auspragung (Abb. 7B). In der endothelialen Hybridzellinie EA.hy926, die sich
durch eine endogen nicht messbare Expression des vegfr-3-Gens auszeichnet, konnte
nach Stimulation der Zellen durch 5-Aza dC eine Expression gemessen werden (Abb.
7C). Zur Verdeutlichung dieser Stimulationseffekte wurden die PCR-Produkte nach der
quantitativen Bestimmung durch Auftragen auf Agarosegele elektrophoretisch
aufgetrennt und unter UV-Licht fotografiert. Es zeigte sich, dass die genspezifische
Bande in bereits endogen exprimierenden Zellinien sowohl in den unbehandelten als
auch in den stimulierten Ansatzen zu erkennen war (Abb. 7A). In den unbehandelt nur
schwach oder gar nicht exprimierenden Zellinien war im unstimulierten Ansatz keine
Bande zu sehen, diese wurde jedoch nach Behandlung mit 5-Aza dC in beiden Zellinien
deutlich sichtbar (Abb. 7B, C).
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Abbildung 7: Einfluss von Promotermethylierung auf die vegfr-3 — Expression

Die Zellinien HMEC-1, AGS und EAhy926 (A — C) wurden uber 72h mit 1uM oder 5uM 5-Aza
dC stimuliert, anschlieRend wurde die Expression des vegfr-3 — Gens durch quantitative
Real-Time PCR bestimmt. Nach Normalisierung auf das Housekeeping-Gen [-Actin erfolgte
die Darstellung der Expression von vegfr-3 jeweils als Vielfaches der mit dem Lésungsmittel
behandelten Kontrolle. Zur Verdeutlichung des Stimulationseffektes wurden die PCR-
Produkte im Anschluss durch Gelektrophorese aufgetrennt und unter UV-Licht
photographiert. Die Darstellung zeigt ein typisches Ergebnis aus drei unabhangigen
Experimenten.
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5.3.3 Untersuchung des Einflusses von Acetylierung und Methylierung auf die
Bindung von Sp1 und Sp3 an den vegfr-3 - Promoter

Zur Klarung des Einflusses der epigenetischen Regulationsmechanismen Acetylierung
und Methylierung auf die bindenden Transkriptionsfaktoren an den Promoterbereich
wurde die Sequenz des vegfr-3(-101/-32) als radioaktiv markierte Sonde in EMSA -
Bindungsstudien mit Kernextrakten der Zellinie HPMEC eingesetzt. HPMEC eigneten
sich hierzu im Besonderen, da in diesen Zellen die basal schwache vegfr-3 —
Expression durch 5-Aza dC hochreguliert wurde, dartber hinaus lie sich durch TSA
bereits mit der geringeren Konzentration 100ng/ml eine Steigerung der vegfr-3 —
Expression bewirken. Hierzu wurden Kernproteine aus unstimulierten Ansatze mit
Kernextrakten aus zuvor stimulierten Zellen hinsichtlich ihres Laufverhaltens im
elektrischen Feld sowie ihrer Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3
verglichen. Das Kernprotein der stimulierten Zellen war aus zuvor Uber 24h mit
100ng/ml TSA (Abb. 8A) beziehungsweise Uber 72h mit 5uM 5-Aza dC (Abb. 8B)
behandelten HPMEC prapariert worden. Die Bindung der Kernproteine an vegfr-3(-101/-
32) fuhrte auch hier erwartungsgemal} zur Bildung des typischen Bandenmusters, dem
Komplex | und dem Komplex Il (Abb. 8A und 8B, Bahn 1). Im Vergleich zum
unstimulierten Ansatz fuhrte die Behandlung mit TSA zur Bildung der beiden typischen
Kernkomplexe mit vergleichbarer Bandenintensitat (Abb. 8A, Bahn 2). Durch Einsatz
des a-Sp1 — Antikorpers konnte wiederum ein Supershift des Komplex | induziert
werden (Abb. 8A, Bahn 3), ohne einen deutlichen Unterschied zum Supershift des mit
TSA behandelten Kernproteins zu zeigen (Abb 8A, Bahn 4). Komplex Il wurde durch
Zugabe von a-Sp1 — Antikdérper sowohl in den unbehandelten als auch in den
stimulierten Ansatzen in seiner Intensitat nicht verandert (Abb. 8A, Bahn 3 und 4). Der
Zusatz von a-Sp3 dagegen fuhrte zu einer Abschwachung von Komplex Il ohne hier
einen Supershift oder eine Abschwachung von Komplex | auszulésen (Abb. 8A, Bahn 5
und 6). Der Einsatz beider Antikorper verminderte sowohl die Intensitat von Komplex |
als auch von Komplex | mit einem geringflugigen Intensitatsunterschied zwischen
stimulierten und unstimulierten Kernextrakten. (Abb. 8A, Bahn 7 und 8). Die vorherige
Behandlung der Zellen mit 5uM 5-Aza dC erbrachte ein vergleiches Bild wie die
Stimulation der Zellen durch TSA (Abb. 8B, Bahn 1 bis 8).

5.3.4 Untersuchung des Einflusses von Acetylierung und Methylierung auf die

Transaktivierung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3
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Um zu untersuchen, ob die in Stimulationsexperimenten mit TSA und 5-Aza dC
eindeutig dargestellten Effekte durch eine verstarkte Transaktivierung der
Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 erfolgte, wurden transiente Transfektionsstudien im
Gal4-Luciferase-System in AGS-Zellen durchgeflhrt (Abb. 8C und 8D). Der Vorteil
dieses Systems liegt darin, dass die beiden fur Transkriptionsfaktoren typischen
Domanen, die DNA-Bindedomane und die Aktivierungsdomane, auch dann ihre
Funktion behalten, wenn sie aus ihrem naturlichen Protein entfernt werden. Es ist so
moglich, Hybridproteine zu erstellen, die die DNA-Bindedoméane des einen, jedoch die
Aktivierungsdomane eines anderen Transkriptionsfaktors enthalten. Beim Gal4-Protein
handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor der Hefe, durch den die Expression von
unterschiedlichen Enzymen des Galaktosestoffwechsels beeinflusst wird. Durch
Verbinden dieser Gal4-DNA-Bindedomane mit den transaktivierenden Domanen von
Sp1 und Sp3 ist es maglich, die Fusionsproteine Gal4-Sp1 und Gal4-Sp3 zu erstellen.
Dies ermdoglicht es, die Aktivierungsdomanen dieser Transkriptionsfaktoren hinsichtlich
ihrer Fahigkeit, die Transkription des cotransfizierten Reportergenkonstrukts 5xGal4-
Luc zu induzieren, zu analysieren. Dieses Reportergenkonstrukt wiederum besitzt
stromaufwarts des Luziferasegens funf Gal4-Bindungsstellen, diese sind selektiv fur
Gal4-Bindedomanen. Es zeigte sich, dass die Cotransfektion der Fusionsporteine Gal4-
Sp1 und Gal4 Sp3 zusammen mit dem Reportergenkonstrukt 5xGal4-Luc schon ohne
Zusatz von stimulierenden Substanzen zu einem 5-10fachen Anstieg gegenuber dem
unstimulierten mit dem zum Auffullen auf gleiche Plasmidmengen verwendeten leeren
Fusionsprotein pSG424 und 5xGal-4-Luc cotransfizierten Ansatz fihrte (Abb. 8C und
8D). Unter Zusatz von 20ng/ml TSA konnte, genauso wie unter 50ng/ml TSA ein 8-
10facher Anstieg der Aktivierung durch Sp1 gemessen werden (Abb. 8C), ein
vergleichbares Bild zeigte sich bei der Verwendung des Fusionsproteins Gal4-Sp3
(Abb. 8D). Eine Stimulation durch 5uyM 5-Aza dC flhrte zu einer 2-3fachen
Aktivierungserhdhung sowohl fur Gal4-Sp1 als auch fur Gal4-Sp3 (Abb. 8C und 8D).
Im Gegensatz zu Gal4-Sp3 lie® sich jedoch Gal4-Sp1 durch simultanen Einsatz von
20ng/ml TSA mit 5uM 5-Aza dC Uber die allein durch den Einsatz von TSA verursachte
Aktivierungserhohung hinaus steigern. Sie lag fur Gal4-Sp1 bei einer 13fachen
Erhoéhung, fur Sp3 bei einer 9-10fachen Erhdhung der Aktivierung im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle (Abb. 8C und 8D).
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Abbildung 8: Einfluss von epigenetischer Modifikation auf die Bindung und
Transaktivierung von Sp1 und Sp3

A: HPMEC Zellen wurden Uber 24h mit 100ng/ml TSA bzw. DMSO stimuliert. Es erfolgte die
Kernpraparation und Inkubation mit **P-markierten doppelstrangigen Oligonukleotiden des
vegfr-3(-101/-32) als radioaktiv markierte Sonde fur EMSA-Studien. Supershift-Analysen
wurden unter Verwendung spezifischer Antikdrper gegen Sp1 und Sp3 zum Vergleich
stimulierter und unstimulierter Kernproteine durchgefihrt. B: HPMEC Zellen wurden Uber
72h mit 5uyM 5-Aza dC bzw. DMSO stimuliert. Es erfolgte die Kernpraparation und Inkubation
mit *’P-markierten doppelstrdngigen Oligonukleotiden des vegfr-3(-101/-32) als radioaktiv
markierte Sonde fir EMSA-Studien. Supershift-Analysen wurden unter Verwendung
spezifischer Antikdrper gegen Sp1 und Sp3 zum Vergleich stimulierter und unstimulierter
Kernproteine  durchgefihrt. AGS-Zellen wurden mit gleichen Mengen des
Reportergenplasmids Gal4-Luc sowie den Expressionsplasmiden Gal4-Sp1 (C) und Gal4-
Sp3 (D) Uber 4h transfiziert und anschlieBend Uber 20h auf Ultraculture© Medium gehalten.
Anschlieend erfolgte eine Stimulation der Ansatze durch TSA und/oder 5-Aza dC. Die
Positivkontrolle erfolgte mit 10nM PMA. Die Darstellung erfolgt als x-facher Anstieg bezogen
auf den unstimulierten, mit Gal4-Luc und Gal4 - Sp1/ - Sp3 cotransfizierten Ansatz. Die in
der Abbildung gezeigten Daten sind ein typisches Ergebnis aus drei unabhangigen
Experimenten.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit werden entscheidende molekulare Regulationsmechanismen
zur Kontrolle der Transkription des vegfr-3 — Gens gezeigt, welches eng mit der
Lymphangiogenese und Angiogenese in malignem und physiologischem Gewebe
verknupft ist.

Zwei benachbarte GC-Boxen zwischen -101 und -66 (GC-Box | und GC-Box Il) sind
hierbei essentiell fur die Regulation der vegfr-3 — Promoteraktivitat und werden durch
die Zinkfinger — Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 gebunden und aktiviert (Abb. 3B).
Dagegen zeigte sich, dass eine dritte GC-Box im Bereich -65/-32 (GC-Box lll) von

geringer funktioneller Relevanz war (Abb. 3C).

6.1 Sp-Faktoren und GC-reiche Promoterelemente

Eine Vielzahl von Promoterbereichen enthalt GC-reiche Elemente, welche auch als GC-
(GGGGCGGGG) - Boxen bezeichnet werden und Uber die Bindung von
Transkriptionsfaktoren flr die Regulation zahlreicher Gene verantwortlich sind
(Ubersicht: (156)). Der ubiquitar exprimierte Transkriptionsfaktor Sp1 (Specificity Protein
1) gehodrt zu einer wachsenden Gruppe von Transkriptionsfaktoren, welche eine
Untergruppe der Kriuppel-like family of transcription factors (XKLF) bilden. Durch
Bindung und Interaktion an GC- und GT-Boxen ist er neben seiner Kontrolle Uber
grundlegend exprimierte ,Housekeeping — Genes“ an der Regulation einer Vielzahl
verschiedener Gene mit entscheidenden Funktionen bei der Kontrolle von
Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt (157 - 159). Das
menschliche Sp1-Protein besteht aus 778 Aminosauren und wurde urspringlich als
Transkriptionsfaktor mit Bindung an multiple GC-Boxen des SV40 — Virus — Promoters
identifiziert (160). Alle Mlitgieder der Sp/XKLF-Familie verfugen Uuber eine 81
Aminosauren lange DNA-Bindungsdomane in der Nahe des C-Terminus. Zudem
bestehen sie aus drei Zinkfingern in der Nahe des C-Terminus und glutaminreichen
Domanen in der Nachbarschaft von Serin-/Threoninstrecken in der N-terminalen
Region. Der namengebende Zinkfinger besteht aus jeweils zwei benachbarten Cystein-
und Histidinresten, welche eine Bindung zu einem Zink-lon eingehen und so den
sogenannten Zinkfinger (Cy-Zn-H;) bilden (156). Sp5-Sp8 haben strukturelle

Ahnlichkeit zu Sp1 — Sp4. Sie scheinen verkirzte Formen von Sp1-Sp4 zu sein, in
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denen Anteile der N-terminalen Region fehlen (161). Die zinkfingerbildende Domane
stellt den hochstkonservierten Teil der Proteine dar, was sich dadurch aufert, dass die
strukturell naher verwandten Sp1, Sp3 und Sp4 die klassische GC-reiche Sp1-
Bindungsstelle mit gleicher Affinitat erkennen (152, 162). Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass Sp2 an ein GT-reiches Element innerhalb der 5’-flankierenden
Region des T-Zellrezeptor — Gens bindet (163). Das Sp1-Protein enthalt mehrere
funktionelle Domanen. Beide glutaminreichen Regionen koénnen als starke
Aktivierungsdomanen fungieren (151), zudem zeigte sich, dass eingestreute
hydrophobe Aminosauren und nicht die Glutaminreste an sich fur die transkriptionelle
Aktivierung verantwortlich sind (164). Es ist bekannt, dass Sp1 in phosphorylierten
(165) und glykolysierten Zustand (166) vorliegen kann. Der Phosphorylisierungsstatus
hat hierbei einen regulatorischen Einfluss auf die DNA - Bindung und die
transkriptionelle Aktivitat (167) und wird unter anderem Uber die Ras-abhangige
Aktivierung der MEK1/ERK — Kaskade beeinflusst (168, 169). Dartber hinaus werden
weitere Phosphorylisierungsvorgange genspezifisch durch die p42/p44 MAP - Kinase
sowie die stress-activated protein kinase/Jun - Kinase (SAPK/JNK) vermittelt (170). Sp1
interagiert mit TATA-binding protein associated factors (TAFs) (171) und es wurde eine
TGF-B — induzierte Komplexbildung mit Smad - Proteinen beschrieben (172).
Zusatzlich wurden Interaktionen von Sp1/Sp3 mit transkiptionellen Cofaktoren wie p300
(173) oder eine Komplexbildung mit cofactor required for Sp1 activation (CRSP) gezeigt
(174), welche weitere wichtige transkriptionellen Kontrollmechanismen darstellen
konnten. Im Gegensatz zu Sp1 ist die transkriptionelle Wirkung von Sp3 uneinheitlich.
Es konnte gezeigt werden, dass Sp3 ahnlich wie Sp1 als transkriptioneller Aktivator
fungiert (129, 130, 141, 175, 176), in anderen Experimenten blieb Sp3 dagegen inaktiv
oder fungierte als Repressor (152, 177, 178). In diesem Zusammenhang zeigten
Majello et al., dass Sp3 die basale Expression des HIV-1 — Promoters unterdruckt,
wahrend Sp1 und Sp4 als transkriptionelle Aktivatoren fungierten (178). Dartber hinaus
konnte durch Sp3 eine Inhibition der Sp1-vermittelten Aktivitat des cardiac Troponin T —
Promoters in vivo und in vitro gezeigt werden (177). Hagen et al. zeigten, dass durch
Sp3 im Gegensatz zu Sp1 und Sp4 keine Aktivierung mehrerer, Sp1 - induzierbarer
Promoteren erreicht werden konnte, zudem inhibierte Sp3 die Sp1 — vermittelte
Aktivierung in Sp-defizienten SL-2 — Zellen (152). In dieser Arbeit dagegen konnte
sowohl Sp1 als auch Sp3 eine aktivierende Funktion hinsichtlich der Promoterregulation

des vegfr-3 — Gens zugeordnet werden (Abb. 4 und 5), wenn auch die
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Aktivierungskapazitat der beiden Transkriptionsfaktoren unterschiedlich stark ausfiel.
Die experimentellen Bedingungen unter denen Sp3 jedoch als Aktivator oder Repressor
der Transkription fungiert, sind bislang nicht vollstandig verstanden. Es scheint, dass
die Anordnung der Bindungsstellen bestimmen, ob Sp3 inaktiv wirkt und somit die
Funktion von Sp1 supprimiert oder selbst als starker Aktivator wirkt. Promoter mit einer
einzigen Bindungsstelle werden aktiviert, wahrend Promoter mit multiplen
Bindungsstellen oft nicht aktiviert werden oder nur schwach auf Sp3 reagieren (156,
179, 180), zusatzlich konnte der Acetylierungsstatus eines einzelnen Lysinrestes als
entscheidend flr die Regulation der transkriptionellen Aktivitat von Sp3 identifiziert
werden (181). Obendrein scheint das Mengenverhaltnis zwischen Sp1 und Sp3 einen
entscheidenden regulatorischen Einfluss auf die Promoteraktivierung zu haben, da Sp1
und Sp3 bei gleichzeitiger Expression um dieselben Bindungsstellen konkurrieren. Hata
et al zeigten dies im Zusammenhang mit einer Sp-abhangigen vegfr-2 - Expression in
Endothelien (140). Die molekulare Grundlage fur die Inaktivitat von Sp3 konnte auf eine
inhibitorische Domane zwischen der zweiten glutaminreichen Aktivierungsdomane und
dem ersten Zinkfingermotiv zurtckgefuhrt werden. Ein spezifisches Aminosaurentriplet
scheint demnach absolut essentiell fur die Inaktivitat von Sp3 zu sein (180). Im
Gegensatz zu den ubiquitar vorkommenden Faktoren Sp1 und Sp3 schien die
Expression von Sp4 lange Zeit auf wenige Gewebe wie das zentrale Nervensystem
beschrankt zu sein (162, 182). Neuere Arbeiten zeigen dagegen eine Expresssion in
multiplen  Karzinomzellinien, hierunter Mamma- (183), Ovarial- (184) und
Pankreaskarzinomzellinien (129, 130, 141). Die Relevanz von Sp-Faktoren wurde durch
Beobachtungen aus Gen-Knockout-Experimenten unterstrichen, da eine gezielte
Abschaltung dieser Faktoren zu schweren embryonalen Fehlentwicklungen fuhrte (182,
185 - 187). Sp1-/- Mause weisen deutliche Wachstumstérungen auf und sterben am
Tag E10 ab. Sie weisen ein breites Spektrum an Fehlentwicklungen auf, einige
imponieren als undifferenzierte Zellmasse, wahrend in anderen frihe embryonale
Strukturen erkennbar sind (187). Sp3-defiziente Embryos haben ebenfalls ein gestortes
Wachstum und sind aufgrund von respiratorischem Versagen direkt nach der Geburt
nicht lebensfahig. Histologisch weisen sie eine gestorte Zahnentwicklung auf (185) und
zeigen Ossifikationsstérungen am Tag E 18,5 (186). Sp4 — Knockout — Mause sind
lebensfahig, jedoch sterben zwei Drittel in den ersten Lebenstagen. Die Phanotypen
zeigen reduziertes Korpergewicht, dariber hinaus weisen homozygote mannliche Tiere

ein vollstandig fehlendes Paarungsverhalten auf, obwohl die Geschlechtsorgane voll
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ausgebildet sind. Diese Verhaltensauffalligkeit wird auf einen neurologischen Defekt
zuruckgefuhrt und unterstreicht die Hauptfunktion des Sp4 in der Entwicklung des ZNS
(182).

6.2 Vergleich der Promoterregionen der VEGF-Superfamilie

Mehrere Arbeiten haben gezeigt, dass GC-reiche Elemente auch in die Regulation von
Angiogenese — SchlUsselgenen wie vegf-A, vegfr-1 und vegfr-2 involviert sind (129,
130, 141, 175, 176). Der vegfr-2 - Genpromoter ist strukturell sehr komplex und verfugt
Uber multiple spezifische Sequenzen, uber die eine Bindung regulierender
Transkriptionsfakoren vermittelt wird. In einer detaillierten Analyse des proximalen
vegfr-2 — Promoters fanden Higgins et al. zwei GC-reiche Elemente zwischen -60 und -
37, die durch Sp1, Sp3 und Sp4 gebunden und aktiviert werden (141). Analog zu
unseren Erkenntissen zeigten sie durch $5’-Deletionsanalysen und selektive
Mutationsanalysen, dass die basale Promoteraktivitat hauptsachlich durch die Integritat
von zwei proximal gelegenen GC-reichen Bindungsmotiven zwischen -60 und -37
vermittelt wird, wahrend Uberlappende GC-reiche/AP-2 — Bindungsmotive zwischen -77
und -61 nur geringflgig zur Aufrechterhaltung der vegfr-2 — Promteraktivitat beitragen.
Hier wurde neben der auffallenden strukturellen Ahnlichkeit zum vegfr-3 — Promoter mit
zwei essentiellen, eng benachbarten GC-Boxen, eine Bindung und Transaktivierung
des vegfr-2 — Promoters durch Sp1, Sp3 und Sp4 gezeigt (141). Hata et al. zeigten
ebenfalls im Einklang mit unseren Erkenntnissen eine vegfr-2 — Induktion durch
Bindung von Sp1 an ein Bindungselement zwischen -79 und -68. Darlber hinaus
zeigten sie eine Bindung von Sp3 an das gleiche Element, hierdurch wurde die Sp1-
vermittelte Induktion im Gegensatz zu unseren Untersuchungen jedoch abgeschwacht,
was sie zu dem Schluss brachte, dass die endothelspezifische Expression
maoglicherweise durch eine Variation des Verhaltnisses Sp1/Sp3 reguliert wird (140).
Bereits zuvor konnte gezeigt werden, dass innerhalb 5’-flankierenden Region des vegfr-
2 — Promoters mehrere GC-Elemente existieren und diese, analog der des vegfr-3 -
Promoters Uber keine TATA-Box verfugt (138, 143). Zudem hatten Ronicke et al.
gezeigt, dass sich zwischen -96 und -72 sowie zwischen -71 und -37 stark aktivierende
Elemente mit Konsensussequenzen fur AP-2 und nuclear factor-kB (NF-xB) sowie
potentielle Bindungssequenzen fur Sp1 befinden (143). Dartber hinaus konnte eine
Bindung und Regulation durch cAMP response element binding protein (CREB) sowie

NF-xB gezeigt werden (142), zudem wird durch eine Bindung des multifunktionalen
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Transkriptionsfaktor TFIlI-l an ein den Transkriptionsstartpunkt Uberlappendes
Initiatorelement (Inr) zwischen -10 und +10 eine Promoteraktivierung verursacht (144).
Fur den vegfr-1 — Promoter zeigten Abdelrahim et al. die Existenz von zwei GC-reichen
Elementen zwischen -884 und -334 und eine dritte GC-reiche Sequenz in direkter
Nachbarschaft zu einer Egr-1 — Konsensussequenz, welche durch Sp1, Sp3 und Sp4
gebunden und aktiviert werden. In dieser Studie wurde jedoch keine detaillierte Analyse
des vegfr-1 — Promoters durchgeflihrt, es wurde lediglich eine Reduktion der vegfr-1 —
Expression durch den Einsatz von small interference — RNA (siRNA) prasentiert (130).
Daneben konnte durch Takeda et al. einer HIF-1 — Bindungsstelle zwischen -1160 und -
886 innerhalb des vegfr-1 — Promoters eine entscheidende Rolle fur die EPAS1-
abhangige Promotertransaktivierung zugewiesen werden (134).

Analog zu den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit konnte durch Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass zwei GC-Boxen bei -73/-66 sowie -58/-52 unter
dem Einfluss von oxidativem Stress oder Helicobacter pylorii durch Sp1/Sp3 gebunden
und aktiviert werden, und somit eine entscheidende Rolle bei der Regulation des vegf-A
— Gens, welches fur den Hauptliganden des VEGFR-2 codiert, spielen (175, 176).

Im vegf-C - Promoter konnten multiple putative Bindungsstellen far
Transkriptionsfaktoren wie Sp-1, AP-2, and NF-xB gezeigt werden (188), eine
detaillierte Analyse bindender und regulierender Transkriptionsfaktoren wurde jedoch
bislang nicht durchgefuhrt.

Unsere Beobachtungen beim vegfr-3 — Gen in Verbindung mit Erkenntnissen aus
vorangegangenen Arbeiten Uber die Angiogenese — Schllsselgene vegf-A und vegfr-2
legen nahe, dass die Sp1/Sp3 — abhangige Aktivierung von proximalen GC-Elementen
einen Kernmechanismus darstellt, durch den bestimmte Gene aus der VEGF -
Superfamilie kontrolliert werden.

Eine Ausnahme zu diesem Konzept bildet allerdings vegf-D, in dessen proximalem
Promoter in einer vorangegangenen Arbeit der Gruppe ein atypisches direct repeat
(DR) - Element bestehend aus einer Consensushalfte mit der Sequenz (AGGTCA) bei -
125/-119 sowie einer degenerierten DR - Halfte (ATGTTA) bei -99/-94 nachgewiesen
werden konnte, welches einen entscheidenden Einfluss auf die vegf-D-Transkripition
hatte. Dieses Element wird durch einen Komplex aus den Orphanrezeptoren HNF-4a
und COUP-TF1/COUP-TF2 sowie den Coaktivatoren glucocorticoid receptor interacting
protein 1 (GRIP-1) und cyclic AMP-responsive element binding protein—binding protein
(CBP) gebunden und aktiviert (189).
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6.3 Sp-Faktoren in Karzinomen

Das Konzept einer Uubergreifenden Sp1/Sp3 - vermittelten Regulation von
angiogenesebezogenen Schlisselgenen wird zudem durch die Erkenntnis gestutzt,
dass in Magen- und Pankreaskarzinomen die Expression von Sp1 signifikant mit
VEGF-A korrelierte und in Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben sowohl Sp1
als auch VEGF-A verstarkt exprimiert wurde (190, 191). Im Magenkarzinom zeigten Yao
et al., dass eine erhdohte Sp1-Expression klinisch mit dem Krankheitsstadium,
lymphatischer Metastasierung und verkirzter Uberlebenszeit korellierte (191). Eine
starke Sp1 - Expression wurde in den Nuclei von Magenkarzinomzellen nachgewiesen,
wahrend keine oder nur schwache Sp1-Expressionen in Stromazellen oder normalem
Drisengewebe innerhalb oder in der Umgebung des Tumors nachzuweisen war (192).
Darlber hinaus konnte eine starke Expression von Sp1 als unabhangiger
prognostischer Marker fiir reduziertes Uberleben bei Magenkarzinompatienten
identifiziert werden (191, 192). Fur das duktale Pankreasadenokarzinom war eine
Uberexpression von Sp1 mit verkiirzter Uberlebenszeit, dem Krankheitsstadium, dem
histologischen Grad sowie mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen
assoziiert. FUr letzteres ergab sich bei starker Expression von Sp1 eine Spezifitat von
100% (193). Eine erhdohte Sp1 — Expression zeigte sich zudem in 10 von 14
Mammakarzinomschnitten, wahrend nur in 1 von 5 gutartigen Brusttumoren eine
schwache Sp1 - Expression nachgewiesen werden konnte (194). Daruber hinaus zeigte
sich in weiteren Studien eine erhdohte Expression von Sp1 in hepatozellularen
Karzomen (HCC) (195), Schilddrisen- (196) und Kolorektalkarzinomen (197) im
Vergleich zu Normalgeweben.

Eine Analyse der Expressionen von VEGFR-3 und Sp-Faktoren in Korrelation mit
klinisch-prognostischen Parametern in Karzinomen ist bislang nicht publiziert, sie stellt
jedoch angesichts der eingangs beschriebenen Relevanz des VEGFR-3 fur die
tumorassoziierte Lymphangiogenese und Iymphatische Metastasierung einen
interessanten Ansatz zur Unterstreichung der im Rahmen der vorliegenden Studie

gewonnenen Erkenntnisse dar.

6.4 Epigenetische Modifikation von Sp-Faktoren
Nach der Identifikation regulatorisch beteiligter Cis-Elemente auf Promoterebene
erfolgte eine Untersuchung des Einflusses epigenetischer Modifikationen in Form von

Methylierung und Acetylierung auf die Expression des vegfr-3 - Gens. Es ist bekannt,
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dass Acetylierung/Deacetylierung von Histonen sowie die Hypermethylierung von
Promoter eine wichtige Rolle bei der Regulation von Genexpression spielen (198, 199).
Der Acetylierungsstatus von Histonen wird dabei von der Aktivitat zweier gegensatzlich
fungierender Enzymgruppen gesteuert, den Histonacetylasen (HATs) und
Histondeacetylasen (HDACs). Die Mehrzahl der identifizierten Histonacetylasen wirken
als transkriptionelle Koaktivatoren, wahrend Histondeacetylasen gegensatzlich zu
Histonacetylasen durch eine Deacetylierung von Lysinresten innerhalb von
Histonschwanzen wirken (199). Eine Modifikation der e-Gruppe von Lysinresten
verandert dabei die Konfiguration des Nukleosoms. Die positive Ladung deacetylierter
Lysine wird dabei von negativ geladener DNA angezogen, was zu einer kompakten
Formation des Chromatins und so zu einer Behinderung der Transkription fuhrt.
Acetylierung der Lysinreste durch Histonacetylasen entfernt diese positive Ladung, was
wiederum zu einer offenen Chromatinstruktur fuhrt und so die Expression des jeweiligen
Gens erleichtert. Histondeacetylasen machen diesen Prozess wiederum ruckgangig
durch eine Entfernung der Acetylgruppe, was zu einem Gene-Silencing fuhrt (200).
DNA-Methylierung von Promotern spezifischer Gene stellt daneben einen weiteren
grundlegenden Mechanismus von epigenetischem Gene — Silencing dar. Sie geschieht
vor allem im Bereich CpG-reicher Areale 5’-gerichteter Promoterregionen und inhibiert
die Transkription durch Unterbindung des Initiationsprozesses oder durch eine
Reduzierung der Bindungsaffinitat sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren (198).
Fehlerhafte Rekrutierung von Histondeactylasen konnte in maligen Zellen mit der
Aktivierung transkriptioneller Ablaufe, welche die Entstehung und Progression von
Karzinomen unterstutzen, in Verbindung gebracht werden (198, 199). In diesem
Zusammenhang konnte gezegt werden, dass HDAC1 durch eine Interaktion mit dem
Estrogenreceptor o (ER-a) und dadurch verursachte Zellproliferation die Progression
des Mammakarzinoms beeinflusst (201). Darlber hinaus konnte eine Interaktion mit
dem Tumorsuppressorgen BRCA-1 mit HDAC1 und HDAC2 gezeigt werden (202).
Daneben konnten auch Veranderungen von CBP und p300, welche als HATSs fungieren,
mit  multiplen  Tumorentitdten in  Verbindung gebracht werden (203).
Histondeacetylaseninhibitoren wie TSA konnte ein Potenzial als antikarzinomatos
wirkende Substanzen zugeschrieben werden (199, 204, 205), ein Effekt, der teilweise
durch eine Inhibition von proangiogenen Faktoren wie VEGF-A vermittelt sein kdnnte
(205). Neben TSA liegen einige weitere stabile HDAC-Inhibitoren vor, hierunter
Sodiumbutyrat, Apicidin und SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid), welche aufgrund
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ihrer evidenten Wirkung in klinischen Untersuchungen der Phase | und Il an
Karzinompatienten getestet werden (199, 206).

Da vorangegangene Arbeiten eine Beeinflussung von Angiogenese — Genen
einschlieBlich vegf-A gezeigt hatten (205, 207), wurde der Effekt von TSA und 5-Aza dC
auf den vegfr-3 — Promoter untersucht. Interessanterweise fihrte die Behandlung durch
TSA zu einer starken Induktion der vegfr-3 — Transkription (Abb. 6). Eine
demethylierende Behandlung durch 5-Aza dC fuhrte in Zellinien, in denen unter basalen
Bedingungen die vegfr-3 - Expression durch Gene — Silencing unterdrickt wird, zu einer
Hochregulation der vegfr-3 — Expression, in basal exprimierenden Zellinien hatte dies
jedoch keinen Effekt (Abb. 7). Da sowohl TSA als auch 5-Aza dC keinen Einfluss auf
die quantitative Bindung von Sp1 und Sp3 an den vegfr-3 — Promoter hatten, wie
ausfuhrlich in EMSA — Untersuchungen dargestellt (Abb. 8A und B), erfolgte der
Einsatz eines Gal4-Sp1/Sp3/Gal4-Luciferase Kotransfektionssystems zur Untersuchung
moglicher posttranslationaler Modifikationen beider Transkriptionsfaktoren durch
epigenetische Modifikationen. Das Gal4-Sp1/Sp3/Gal4-Luciferase — System zeichnet
sich, wie bereits eingangs beschrieben, dadurch aus, dass die Expression des
Luciferasegens durch ein Multimer des Gal4 — Hefe- Transkriptionsfaktors vermittelt
wird, was wiederum die Untersuchung direkter  Effekte auf die
Transaktivierungskapazitat ~ von Sp1 und Sp3 erlaubt (153). Die
Transaktivierungskapazitat von Sp1 und Sp3 wurde durch TSA, und in einem
geringeren Umfang auch durch 5-Aza dC, erhoht (Abb. 8C und D), was nahe legt, dass
sowohl Sp1 als auch Sp3 durch epigenetische Mechanismen modifiziert werden.
Direkte Effekte von epigenetischen Mechanismen auf Transkriptionsfaktoren wurden
bereits beschrieben (Ubersicht: (199)). Mehrere Arbeitsgruppen fanden analog zu
unseren Erkenntnissen zwar eine transkriptionelle Induktion durch HDAC-Inhibition,
dies war jedoch nicht mit einer erhdhten Bindung von Sp1/Sp3 an den jeweiligen
Promoterbereich verbunden. Eine Anzahl von Studien prasentierte unterschiedliche
Sp1/Sp3 — Multiproteinkomplexe sowie Interaktionen mit transkritptionellen Kofaktoren
als zugrunde liegende Mechanismen fur die HDAC-Inhibitionsvermittelten Effekte auf
die Genaktivierung. In diesem Zusammenhang zeigte sich die Rekrutierung eines
HDACs-mSin3A - Komplex an den hLHR — Genpromoter durch Interaktion zwischen
HDAC1/2 und Sp1 als entscheidend fur die transkriptionelle Kontrolle des Luteinizing
hormone receptor (LHR) (208). Die Behandlung von Pankreaskarzinomzellen mit TSA

aktivierte zudem den Promoter des Tumorsuppressorgens Transforming growth factor 3
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type Il (TRRII) durch Einbindung von p300 und PCAF in einen Sp1-NF-Y-HDAC -
Multiproteinkomplex , was mit einer direkten Acetylierung von Sp1 einherging (209).
Swingler et al. zeigten, dass im Rahmen einer Induktion des MMP28 - Promoters durch
TSA keine vermehrte Expression von Sp1/Sp3 zu detektieren war, jedoch p300, P/CAF
[p300/CREB (cAMP-response-element-binding protein)- binding protein-associated
factor] sowie STRAP (serine/threonine kinase receptor-associated protein) als
Komplexpartner mit Sp1 fungieren (210). Dartber hinaus zeigte sich durch TSA eine
Veranderung im Zusammenspiel zwischen Sp1 und HDAC1 oder p300, was einen
induzierenden Einfluss auf die Expression des Tumorsuppressorgens NECL1 hatte.
TSA fuhrte hier zu einer Assoziation von p300 an Sp1, wahrend HDAC1 dissoziierte
(211). Gao et al. vermuteten, dass Sp1 gemeinsam mit seiner spezifischen
Bindungsstelle im NECL1-Promoter einen molekularen Adapter fur die HDAC1- oder
p300-vermittelte Wirkung darstellen kdnnte (211). Zudem konnte nach TSA-Stimulation
eine Veranderung des HDACs/HATs — Gleichgewichts am CYP46A1 — Promoters
gezeigt werden. TSA verursachte hier ebenfalls keine gesteigerte Bindung von Sp1,
jedoch zeigte sich eine Dissoziation von HDAC1 und HDAC2 bei gleichzeitiger
Zunahme der Coaktivatoren p300/CBP (cAMP response element binding protein) (212).
Daruber hinaus zeigte sich durch Behandlung mit TSA in mehreren Arbeiten eine
signifikante Steigerung der Rekrutierung von RNA - Polymerase Il an den Promoter
(208, 212, 213).

Andere zeigten im Gegensatz zu unseren Erkenntnissen nach Stimulation durch HDAC-
Inhibitoren eine quantitativ gesteigerte Bindung von Sp-Faktoren. HDAC-Inhibition
durch TSA fuhrte im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zu einer gesteigerten Bindung
von Sp1 und Sp3 am 5-LO — Promoter (213). In einer neueren Arbeit kam es zu einer
Dissoziation eines transkritpitonell inhibitorisch wirkenden CTPI2/HDAC2/NurD2 -
Komplex, was eine deutliche Rekrutierung von Sp1, jedoch nicht Sp3 an den p57Kip2 —
Promoter bewirkte (214). TSA verursachte zudem eine transkriptionelle Aktivierung des
insulin growth factor binding protein — 3 (IGFBP-3), einhergehend mit einer deutlichen
Steigerung der Sp1 — Bindung (215). Zusatzlich war hier der Effekt durch Veranderung
des Phopsphorylisierungsstatuses von Sp1 und einer veranderten Zusammensetzung
des Sp1/Sp3/HDAC1/p300 — Multiproteinkomplexes vermittelt (215).

Im Einklang mit unseren Erkenntnissen bezlglich des durch Promoter-Methylierung
vermittelten Gene - Silencing (Abb. 7) konnte in einer aktuellen Arbeit eine inverse

Korrelation zwischen dem Methylierungsstatusses des vegfr-3 — Promoters und der
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Rezeptorexpression in mehreren Zellinien gezeigt werden. Analog unseren
Erkenntnissen konnte die Behandlung durch 5-Aza dC in methylierten, jedoch nicht in
unmethylierten Zellinien zu einer Expressionssteigerung des vegfr-3 fihren (216). Ob
und uber welche Mechanismen DNA - Methylierung Sp - vermittelte Effekte modifizieren
kann, ist noch nicht vollstandig verstanden, es ist jedoch bekannt, dass Methylgruppen
von CpG-Inseln direkt die Bindung von Sp1 und Sp3 behindern kénnen (217, 218).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Expression
des vegfr-3 — Gens durch epigenetische Kontrollmechanismen beeinflusst wird und
dass Sp1 und Sp3 diese Effekte vermitteln. Die Details dieses regulatorischen
Kontrollmechanismus und wie reversibles epigenetisches Gene — Silencing des vegfr-3
— Genpromoters zur Kontrolle der vegfr-3 — Genexpression im Zusammenhang mit
vaskularer Differenzierung und/oder Karzinomen beitragt, kdnnten interessante Ansatze

in zukunftigen Untersuchungen darstellen.
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5-Aza dC  5-Aza-Deoxycytidine

A Adenin
AKT Proteinkinase B
ATP Adenosintriphosphat
C Cytosin
cDNA cyclic DNA
CREB cAMP response element binding protein
CRSP cofactor required for Sp1 activation
DBD dominant-negative DNA-Bindungsdomane
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic Acid
E Embryonaltag
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal growth factor
EMSA Electro Mobility Shift Assay
eNOS endotheliale NO
Synthase
ERK1/2 extracellular signal-related kinase 1/2
FCS Fetal Calf Serum
G Guanin
GRB growth factor receptor binding protein
HAT Histonacetylase
HCC hepatozellulares
Karzinom
HDAC Histondeacetylasen
HIF Hypoxia-inducible factor
IGF insulin growth factor
JNK1/2 c-JUN N-terminal kinase- 1/2
LHR Luteinizing hormone receptor

LYVE-1 Lymphatic Vessel Endothelial Receptor
mRNA messenger Ribonucleic Acid

NSCLC Non-Small-Cell Lung Cancer

PBS Phosphate Buffered
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Saline
PIGF Placental Growth Factor
RDGF retina-derived growth
factor
RNA Ribonucleic Acid
RT-PCR Realtime-Polymerase Chain Reaction
SAHA suberoylanilide hydroxamic acid
S.E.M. Standard Error of the
Mean
SHC Src homology containing protein
siRNA small interfering RNA
Sp Specificity Protein
T Thymin
TAF tumour angiogenesis
Factor
TAM tumorassoziierte Makrophagen
TGF transforming growth
factor
TK Thymidinkinase
TNF tumour necrosis factor)
TSA Trichostatin A
Tyr Tyrosilrest
vegf vascular endothelial growth factor (Gen)
VEGF vascular endothelial growth factor (Protein)
vegfr vascular endothelial growth factor receptor (Gen)
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
VHD VEGF — Homologie— Domane

XKLF Kruppel-like family of transcription factors
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10.1 Eidesstattliche Versicherung
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Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform Requirements
for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte
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entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.
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10.2 Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen
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Regulation of vascular endothelial growth factor receptor-3 by zinc finger proteins Sp1
and Sp3.
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Eingereicht zur Publikation

Anteil: 40%
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