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1 Einleitung
1.1 Historische Entdeckung der Angiogenese

Bevor die Unterschiede =zwischen Hamangiogenese und Lymphangiogenese
beschrieben wurden, machte Goldmann bereits im Jahr 1907 die Entdeckung, dass
Angiogenese im Rahmen von Tumorwachstum eine wichtige Rolle spielt (1). Im Jahre
1968 wurde von Greenblatt et al. die Hypothese verbffentlicht, dass Tumore eine zu
diesem Zeitpunkt unbestimmte angiogenetische Substanz sezernieren (2). Kurze Zeit
spater stellten Folkman et al. die Theorie auf, dass Tumorwachstum und
Metastasierung abhangig von Angiogenese sind und eine Inhibition somit das
proliferative Tumorwachstum eingrenzen kénnte (3;4). Des Weiteren zeigte im Jahre
1978 Gullino, dass Zellen in prékanzerésem Gewebe angiogene Eigenschaften durch

Transformation zu kanzerésen Zellen entwickeln (5).

1.2 Die VEGF- und VEGF-Rezeptor Familien und ihre biologische Bedeutung

Angiogenese als Mechanismus der Bildung neuer BlutgefaBe aus endothelialen
Vorlauferzellen ist ein wesentlicher Schritt fir das Wachstum und die Metastasierung
solider Tumoren (6). Als Vertreter der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-
Familie wurde VEGF-A als wichtigster stimulierender Faktor flr Angiogenese
beschrieben, der seine Wirkung durch die Aktivierung des Tyrosinkinase-Rezeptors
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR) -2 vermittelt (7). Weiterflhrende
Untersuchungen haben gezeigt, dass Mechanismen &hnlich denen der
Hamangiogenese ebenfalls im Rahmen der Lymphangiogenese nachweisbar sind und
zwei weitere Vertreter aus der VEGF-Familie, VEGF-C und VEGF-D, Uber VEGFR-3
ihren biologische Wirkung im Rahmen von Lymphangiogenese und lymphatischer
Metastasierung vermitteln (8-11). Damit wurde VEGFR-3 (Flt4) mit Lokalisation auf dem
Gen 5g33-q35 als letzter Vertreter der VEGF-Rezeptor-Familie aus der Familie der
Tyrosinkinase-Rezeptoren identifiziert und zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu seinen
Homologen VEGFR-1 (FIt1) und VEGFR-2 (Flk1/KDR) (12;13). Die Vertreter der
VEGFR-Familie sind charakterisiert durch sieben homologe Immunglobulin-artige
Doménen und eine gespaltene intrazellulare Doméane. Wahrend VEGF-A sowohl mit
VEGFR-1 und VEGFR-2 interagiert, bindet VEGF-B ausschlieBlich an VEGFR-1.
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VEGF-C und VEGF-D binden VEGFR-2 und VEGFR-3, das virale Homolog VEGF-E
bindet und aktiviert nur VEGFR-2 (14-17) (Abb. 1).
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Abb. 1: Die Familie der VEGF-Rezeptoren

Schematische Darstellung des spezifischen Liganden-Bindungsverhaltens und der VEGF-Rezeptoren mit
sieben Immunglobulin-artigen Doméanen (rot, blau griin), einer Transmembran-Doméane (orange), einer
intrazellularen, durch eine Kinase-Insert-Sequenz geteilten Tyrosinkinase-Doméane (braun) und einem
zytoplasmatischen Schwanz (orange) am Carboxyterminus. Die fiinfte Immunglobulin-artige Doméane von
VEGFR-3 wird nach proteolytischer Spaltung durch eine Disulfidbriicke verbunden (95).



Die Mitglieder der VEGF- und der VEGFR- Familie sind an der Aufrechterhaltung
wichtiger biologischer Funktionen fir Hamangiogenese und Lymphangiogenese
beteiligt und besitzen wesentliche Effekte, die mit pathogenetischen Veranderungen
assoziiert sind. Jedoch ist die Komplexitat der Wechselwirkungen der Mitglieder der
VEGF-Rezeptor-Familie mit den Liganden der VEGF-Familie noch nicht definitiv geklart.
Es wurde gezeigt, dass VEGF-A die normale Entwicklung der embryonalen
Vaskulogenese und die frihe Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu
Hamangioblasten reguliert (18;19). Sie sind Vorraussetzung fir die Entstehung groBer
arterieller GeféaBe und stehen damit im Vordergrund der Hamangiogenese (20). Im
Rahmen der Tumorgenese erfolgt die Sekretion erhéhter VEGF-A -Mengen autokrin
zum Wachstum des kapillaren BlutgeféaBnetzwerks. Hypoxische Areale eines Tumors
waren in diesem Zusammenhang eine Grundlage fir die tumorassoziierte erhdhte
VEGF-A Expression (21). In mehreren Studien wurde nachgewiesen, das im Mittelpunkt
der proangiogenen Wirkung von VEGF-A die Stimulation der Endothelzellproliferation
und -migration von  BlutgefaBendothelien sowie eine  Erhéhung  der
BlutgefaBpermeabilitdt steht (22-24). Diese Funktion wird hauptsachlich durch Bindung
und Aktivierung von VEGFR-2 vermittelt, der Uberwiegend auf BlutgeféaBendothelien
exprimiert ist. VEGF-B, das in zwei Isoformen vorliegt, vermittelt das Wachstum von
Hamangioendothelien und Vaskulogenese Uber die Bindung an VEGFR-1 (25). Dieser
Effekt wurde vorzugsweise durch eine Potenzierung der Wirkung von VEGF-A gezeigt
(26). VEGF-B Ubte seine Wirkung im Rahmen der Vaskulogenese jedoch im Gegensatz
zu VEGF-A ohne eine Erhéhung der GeféaBpermeabilitdt aus (26). Die Bindung von
VEGF-B mit VEGF-A fahrte zur Bildung eines Heterodimers mit Veranderung von
Rezeptorspezifitat und biologischer Funktion (27). Die Expression war beschrankt auf
Herzgewebe, Skelettmuskelgewebe und Hamangioendothelzellen (28). Es wurde
demonstriert, dass VEGF-C konstitutionell in Geweben des Herzens, der Plazenta, der
Skelettmuskulatur, dem Ovar und dem Duinndarm exprimiert wird (17;29;30). Bei
pathogenetischen Veranderungen war eine erhéhte Expression in verschiedenen
Tumoren nachzuweisen (31). VEGF-D wurde als wachstumsterminierendes Gen vor
allem an der Beteiligung von Lymphangiogenese und damit assoziierten
pathogenetischen Mechanismen nachgewiesen. Inkomplett prozessierte VEGF-C- und
VEGF-D- Molekule gingen Uberwiegend eine Bindung ein mit VEGFR-3, wahrend eine
komplette Prozessierung beider Liganden zusatzlich auch eine Interaktion mit dem
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bevorzugt von BlutgefaBendothelien exprimierten VEGFR-2 ermdglichte und hierdurch
zur Auslésung VEGF-A- ahnlicher Effekte durch Initiierung der Hamangiogenese flihrte
(10;32). Die Expression von VEGF-D war involviert in das Wachstum und die
lymphatische Metastasierung des hepatozellularen Karzinoms (HCC) (33) und des
duktalen Pankreaskarzinoms (34). Ahnlich wie VEGF wurden VEGF-C und -D auf
endothelialen Tumorzellen, aber auch von nicht endothelialen Zellen wie Makrophagen
und Stromazellen im Rahmen der Tumorgenese exprimiert. VEGF-E wurde als ein
VEGFR-2 spezifischer Ligand identifiziert, der in endothelialen Zellen Mitogenese,
Chemotaxis und Permeabilitdt mit ahnlichem Potential wie VEGF-A regulierte (35-37).
Im Vergleich zu VEGF-A konnte im Mausmodell unter Stimulation mit VEGF-E das
Ausbleiben der Odembildung und Hamorrhagie und einer inflammatorischen Reaktion
gezeigt werden (38-40). Von den Rezeptoren der VEGFR- Familie ist VEGFR-1 in einer
Vielzahl von Tumoren exprimiert (41-43) und Ubt seine biologische Funktion nach
Bindung von VEGF-A aus. VEGFR-2 wurde als ein wichtiger Mediator der Angiogenese
beschrieben. Seine Expression war wahrend der embryonalen Vaskulogenese bereits
am 7. Tag nach Konzeption nachzuweisen (44). Als letzter Vertreter der VEGF-
Rezeptor-Familie wurde VEGFR-3 beschrieben und als Schlisselgen der
Lymphangiogenese identifiziert (8-11). Im Zuge weiterfUhrender Untersuchungen zur
biologischen Einordnung und Funktion von VEGFR-3 wurde zunehmend seine
Bedeutung fir die Aufrechterhaltung physiologischer lymphatischer Prozesse wahrend
der Embryogenese und Homdéostase beschrieben.

1.3 VEGF-Rezeptor 3

1.3.1 VEGFR-3 in der Embryogenese und Beschrankung auf
Lymphendothelien

Die Bedeutung von VEGFR-3 flr die Aufrechterhaltung der Organfunktionen ist bereits
wahrend der frihen Embryogenese nachzuweisen, in der die Expression von VEGFR-3
auf endothelialen Zellen der embryonalen Kardinalsvene und Angioblasten von
mesenchymalem Gewebe in der Maus vom Tag 8'2 postkoital nachzuweisen ist (45).
Im weiteren Verlauf der Embryogenese wird die Expression jedoch auf vendse
Endothelzellen und lymphatische Vorlaufer-Endothelien beschrankt und war wahrend

der Embryogenese nicht auf arteriellen Endothelzellen aufzuzeigen (45). Am Ende der
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Entwicklung ist die Expression begrenzt auf endotheliale GefaBnetze frei von
Erythrozyten, die die Grundlage flur die lymphspezifische Expression von VEGFR-3
bilden. Damit ist die Expression auf vendsen Endothelien mit Ausnahme von speziellen
hochdifferenzierten Venolen der Leber nicht mehr nachweisbar (45). Die
evolutionsbiologische Nahe beider GefaBsysteme spiegelt sich in dem typischen
Expressionsmuster von VEGFR-3 im Verlauf der Embryogenese wieder. Wahrend |hrer
Entstehung aus vaskuldaren vendésen Endothelzellen werden lymphatische Zellen
zusatzlich Gber das Gen Prox-1 programmiert (46). Eine Studie im Mausmodell zeigte,
dass die Aktivierung von VEGFR-3 zur Expression von LYVE-1 in Endothelzellen flhrt
und den Endothelzellen damit den lymphatischen Phanotyp Ubertragt (47). Der Einfluss
der VEGFR-3 Expression wahrend der Embryogenese wurde deutlich in
Untersuchungen, in denen transgene M&use mit einer homozygoten Mutation fir
VEGFR-3 noch vor der Geburt aufgrund schwerer kardiovaskularer Missbildungen
sterben (48). Auf Grundlage der Erkenntnisse aus der Embryogenese der Maus wurde
zunachst davon ausgegangen, dass die VEGFR-3 Expression in humanem adulten
Gewebe spezifisch fir lymphatische GeféaBe ist (45). Mit Ausnahme von
hochdifferenzierten endothelialen Venolen mit hohem Anteil zirkulierender Lymphozyten
war eine Expression auf Hamangioendothelien nicht nachzuweisen (45). Hier war
VEGFR-3 in der Lage, unabhangig von anderen Wachstumsfaktoren lymphangiogene
Proliferation herbeizufihren (49). Neben seiner Rolle fir die Embryogenese wurden
VEGFR-3 und seine Liganden VEGF-C/VEGF-D mit Wachstum und Uberleben von
lymphatischen GefaBen in adultem humanen Gewebe assoziiert (8). VEGFR-3 tragt
damit entscheidend bei zur Proliferation und Entwicklung von lymphatischen
Endothelzellen (8;49;50). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde das VEGF-
C/VEGF-D/VEGFR-3 System urséachlich mit pathogenetischen Verdnderungen in
Verbindung gebracht, die das LymphgefaBsystem und die Lymphangiogenese
betreffen. Die anschlieBenden Untersuchungen haben dadurch eine weitere biologische

Einordnung von VEGFR-3 und seiner Bedeutung flr das lymphatische System erbracht.

1.3.2 Biologische und pathogenetische Assoziation mit VEGFR-3

Die Erkenntnisse Uber VEGFR-3 als lymphoproliferativer Wachstumsfaktor und seine
pathogenetischen Rolle basieren auf einer Anzahl verschiedener Mausmodelle, die
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indirekt die Bedeutung von VEGFR-3 flr die physiologische Funktion des
LymphgefaBsystems hervorheben. Dies zeigt sich am Beispiel der Chy Maus, bei der
es durch heterozygot inaktivierende Mutation innerhalb der Kinase-Doméane von
VEGFR-3 zum phanotypischem Charakter mit chronischer Ansammlung von chylésem
Aszites und Lymphddemen der unteren Extremitdt kam (51). Dieser Mechanismus
zeigte sich beim Menschen klinisch im Phanotyp des primaren kongenitalen
Lymphddems (Milroy’s disease) mit Beteiligung des vegfr-3 Gens an der Ausbildung der
Krankheit (52;53). Transgene Mause mit Expression eines léslichen VEGFR-3
Antikérpers mit Kopplung an die IgG-Fc Doméne des Rezeptors bildeten durch
Inhibition der Funktion der VEGFR-3 Liganden ein Lymphédem aus (49). Mause mit
einer Mutation for VEGFR-3 zeigten phanotypisch eine verdickte Dermis mit
verbreitertem subkutanen Fettgewebe und entwickeln Lymphddeme im Vergleich zum
Wildtyp (54). Die Ergebnisse der tierexperimentellen Untersuchungen in Nagern lieBen
sich auch auf Ergebnisse weiterer Studien Ubertragen, die VEGFR-3 und seine
pathophysiologische Bedeutung fir die Wundheilung untersuchten. Vor diesem
Hintergrund zeigten Ji et al. VEGFR-3 im Mausmodell als Marker der
Lymphangiogenese auf endothelialen Zellen drei Tage nach Trauma in der Subkutis
und damit friher in der zeitlichen Abfolge als in der Dermis (55). Es wurde
nachgewiesen, dass die Lymphangiogenese im zeitlichen Fenster der Wundheilung der
Hamangiogenese im Granulationsgewebe folgt (56). Im Schweinehaut-Modell wurde
demonstriert, dass VEGFR-3-positive LymphgefédBe zeitlich parallel  mit
Hamangioendothelien nachweisbar sind, jedoch im weiteren Verlauf eine frihere
Regression zeigen. Die Expression von VEGFR-3 war als integraler Bestandteil der
Lymphangiogenese einer reguldren Wundheilung unabdingbar, wahrend sich
Veranderungen in dieser zeitlichen Folge und im Expressionsmuster in chronischen
Wunden nachweisen lieBen und damit pathogenetisch mit der Entstehung assoziiert
wurden (57). Neben der Rolle von VEGFR-3 fir die Wundheilung wurde durch einzelne
Studien eine vermehrte Expression des Rezeptors in Geweben verschiedener
Erkrankungen beschrieben, deren biologische Bedeutung jedoch zum Teil noch
ungeklart ist. So lieB sich bei der Lymphangiomatose des Kindes- und Jugendalters
immunhistochemisch eine stark erhéhte Expression von VEGFR-3 in gutartig
proliferiertem lymphatischen Gewebe nachweisen, die klinisch wie auch histologisch

unter Interferon-a2b Therapie regredient war (58). AuBerdem zeigten die Submukosa
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und Lamina propria von Darmgewebe bei Kolitis ulzerosa und Morbus Crohn eine
deutliche Vermehrung von Lymphkapillaren im DUnn- und Dickdarm mit VEGFR-3
Expression, die an der Pathogenese beteiligt sind (59). Des Weiteren wurde im
Mausmodell demonstriert, dass die Signalkaskade von VEGFR-3 an der
TransplantatabstoBung durch dentritische Zellen der Kornea beteiligt war. Wahrend
aktivierte Makrophagen und dentritische Zellen VEGFR-3 exprimierten, verhinderte eine
Blockade von VEGFR-3 die Hypersensitivitdtsreaktion vom verzdgerten Typ (Typ IV
nach Coombs and Gell) mit einer signifikant verldngerten Uberlebenszeit des

Transplantats (60).

1.3.3 Die Rolle von VEGFR-3 fiir Tumorgenese, Tumorprogression,
lymphatische Metastasierung und Prognose solider Tumoren

In Folge initialer Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung von VEGFR-3 und
seiner pathogenetischen Rolle bei gutartigen Erkrankungen des LymphgefaBsystems
und der Wundheilung wurde zunehmend klar, dass VEGFR-3 auch wesentliche Effekte
fir die Pathogenese und Progression von bdsartigen Entartungen des lymphatischen
Systems besitzt. Diese ersten Ergebnisse haben VEGFR-3 in den Mittelpunkt von
Studien fir das bessere Verstéandnis der Tumorbiologie und Tumorgenese gertickt. Die
Beteiligung von VEGFR-3 an tumorassoziierter Lymphangiogenese und lymphatischer
Metastasierung unterstreicht die klinische Bedeutung von VEGFR-3. In einer Vielzahl
von Untersuchungen konnte diese Assoziation bestéatigt werden und eine Korrelation
mit der Prognose und Progression solider Tumoren herausgearbeitet werden. Es
konnte gezeigt werden, dass der Grad der Expression von VEGFR-3 mit der
Progression der Tumorerkrankung und dem Fortschreiten lymphonodaler
Metastasierung korreliert ist (61). Die bis heute verfligbaren Ergebnisse basieren auf
funktionellen tierexperimentellen Studien, in denen unter Verwendung von VEGFR-3
Antikorpern das lymphendotheliale Wachstum in Tumormodellen der Maus beeinflusst
werden konnte und so Rickschllsse auf seine biologische Funktion gezogen wurden.
Es wurde demonstriert, dass die Applikation eines Iéslichen VEGFR-3 Proteins als
potenter Inhibitor der Lymphangiogenese fungiert (54). AuBerdem zeigte ein
spezifischer VEGFR-3 Antikdrper die Moglichkeit, Fibroblast Growth Factor (FGF)-2

induzierte Lymphangiogenese in einem orthotopischen Magenkarzinom-Modell in
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M&usen =zu inhibieren (62) und dadurch die TumorgréBe und das Ausmal
lymphatischer Metastasierung zu reduzieren (63). Der Tyrosinkinase-Inhibitor Cediranib
fur VEGFR-2/VEGFR-3 zeigte im Mauseohr-Modell eine Reduktion der
Tumorwachstumsgeschwindigkeit. AuBerdem wurde durch Anwendung von Cediranib
die Neubildung lymphatischer Metastasen durch Tumorzellabsiedlung sowie die
Lymphzellhyperplasie im Tumorrand des Primartumors inhibiert (64). Diese Ergebnisse
waren konsistent mit den Untersuchungen unter Verwendung eines monoklonalen
VEGFR-3 Antikdrpers im Mausmodell (65). Transgene Mause mit einer Expression des
Kaposi-Sarkom assoziierten k-cyclin Gens zeigten unter der Kontrolle des VEGFR-3
Promotors eine Beeintrachtigung der lymphatischen Funktion einschlieBlich dermalen
Lymphédems und chylésen Pleuraerguss als Ursache eines vorzeitigen Tods (66).
Durch diese funktionellen Untersuchungen wurde eine biologische Einordnung des
Nachweises einer erhdhten Expression von VEGFR-3 in verschiedenen Tumoren
ermoglicht.

Eine erhdhte Expression von VEGFR-3 konnte nachgewiesen werden im
Magenkarzinom (63), kolorektalen Adenokarzinom (67), Prostata-Karzinom (68;69),
kleinzelligen Bronchialkarzinom (70), nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (71) und
Karposi-Sarkom (72 66). Fir einige der oben beschriebenen soliden Tumoren konnte
neben der vermehrten Expression eine Korrelation mit der Progression der
Tumorerkrankung und der Prognose demonstriert werden. Im Magenkarzinom wurde
VEGFR-3 zusammen mit VEGF-D als unabhangiger prognostischer Marker identifiziert
und mit einer schlechten Prognose assoziiert (73). AuBerdem zeigte die Untersuchung
des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms eine Korrelation der VEGFR-3 Expression
auf Tumor- und Endothelzellen mit dem Grad der Metastasierung. Der
immunhistochemische Nachweis von VEGF-C als auch von VEGFR-3 fihrte zu einer
signifikant niedrigeren Uberlebensrate im Patientenkollektiv und zeigte die ungiinstigste
Uberlebensrate fiir Patienten mit parallelem Nachweis von VEGF-C und VEGFR-3 (71).
Die Expression von VEGFR-3 im Prostata-Karzinom korrelierte mit dem Gleason Score,
dem préoperativen PSA-Level, dem Grad der lymphogenen Metastasierung als auch
mit der Progression der Tumorerkrankung und war in normalem Prostatagewebe sowie
Gewebe der benignen Prostatahyperplasie kaum nachweisbar (74). Eine Abnahme der
Expression konnte dagegen bei Zellen des Mamma-Karzinoms gezeigt werden, ohne
dass dieses im Vergleich zu anderen soliden Tumoren unterschiedliche Verhalten
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bisher biologisch eingeordnet werden konnte (75). Im Detail zeigte sich hier eine
signifikante Abnahme der Expression der langen Isoform (275 Basen) von VEGFR-3 im
Vergleich zu Normalgewebe. Lymphknoten-positive Tumoren zeigten keinen Nachweis
der langen Isoform. Dagegen war keine Veranderung in der Expression der kurzen
Isoform (232 Basen) von VEGFR-3 nachzuweisen (75). Neben der Bedeutung flr das
Wachstum solider Tumoren wurde die pathogenetische Bedeutung von VEGFR-3 fir
die Ausbildung und den Progress lymphatischer Metastasierung gezeigt. Auch diese
Ergebnisse stitzen sich auf funktionelle tierexperimentelle Studien aus Mausen.

Die Aktivierung von VEGFR-3 in lymphatischen Zellen ist Teil der parakrinen
Stimulation lymphatischer Metastasierung (69). In immunkompetenten Ratten war die
Expression einer Mutante von VEGF-C fur VEGFR-3 ausreichend, um sowohl
peritumorale Lymphangiogenese als auch lymphatische Metastasierung zu vermitteln,
wohingegen die Neutralisierung der VEGFR-3 Liganden VEGF-C und VEGF-D die
Metastasierung und die peritumorale LymphgefaBneubildung hemmen (76). Fir das
Magenkarzinom konnte in einem orthotopischen Mausmodell gezeigt werden, dass die
systemische Gabe von anti-VEGFR-3 Antikérpern zu einer Hemmung der
lymphatischen Metastasierung und Verringerung der Dichte der LymphgefaBe flhrte
(63). AuBerdem wurde im Mausmodell gezeigt, dass die Injektion von Adenoviren mit
Kodierung fur VEGFR-3-Immunglobulin in eine Bronchialkarzinom-Zelllinie und die
subkutane Implantation der Tumorzellen die Metastasierung in regionale Lymphknoten
hemmen konnten (70). Durch Applikation l6slicher VEGFR-3-Immunglobuline konnte im
Mausmodell bewiesen werden, dass Lymphangiogenese zeitnah inhibierbar ist, jedoch
die Inhibition schrittweise Uber etwa drei Wochen nach Tumorimplantation an Wirkung
verliert und danach wirkungslos ist (77). Diese funktionellen Untersuchungen im
Tiermodell haben fir nachfolgenden Expressionsanalysen eine nahere biologische
Einordnung ermdglicht und den Effekt von VEGFR-3 fir tumorassoziierte
Lymphangiogenese bestatigt. Im Magenkarzinom wurde demonstriert, dass eine
parakrine Schleife durch tumorspezifische VEGF-C Sekretion zur Aktivierung von
VEGFR-3 und zur Neolymphangiogenese mit Infiltration der LymphgefédBe durch
Tumorzellen fihrt (78). Der Nachweis von VEGFR-3 positivem, lymphatischen
Gewebes korreliert  signifikant mit der Ilymphatischen Metastasierung im
Prostatakarzinom (68;69). Auf histopathologischer Ebene flihrte die Aktivierungsschleife
uber VEGFR-3 zu morphologisch pathogenetischen Veranderungen. Peritumorale
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lymphatische RandgefdBe mit einem Abstand >100um vom Tumorzentrum des Tumors
reichten aus, um das LymphgefaBsystem der Metastasierung des Primartumors
zuganglich zu machen (79). Intratumorale LymphgefaBe fuhrten durch das Fehlen
typischer Klappen zur Fehlfunktion und zum Kollaps mit nachfolgender Zerstérung der
GefaBe (79). Es wurde gezeigt, dass lymphatische Metastasierung ihren Ursprung in
einer im Tumorgewebe veranderten GefaBpermeabilitdt zu haben scheint (78;80;81).
Dariber hinaus wurden intratumorése Shunts zwischen Lymph- und BlutgefaBen
diskutiert, die ebenfalls die Metastasierung begunstigten (82). Des Weiteren konnte
eine Dissemination durch retrograde Ausbreitung der Tumorzellen in bereits

verschlossenen LymphgefaBen gezeigt werden (82).

1.3.4 Expression von VEGFR-3 wahrend der Himangiogenese und auf
Hamangioendothelien unter pathophysiologischen Bedingungen

Zunachst wurde die VEGFR-3 Expression als spezifisch fir lymphatische GeféaBe
beschrieben und VEGFR-3 als lymphatischer Marker identifiziert (45). Im Zuge der
Untersuchungen fir die biologische Bedeutung von VGEFR-3 flir Lymphangiogenese
stellte sich heraus, dass die VEGFR-3 Expression auch auf einzelnen
BlutgefaBendothelien unter physiologischen Bedingungen nachzuweisen ist und auf
Blutkapillaren vom gefensterten Typ im Knochenmark, in der Milz, in den hepatischen
Sinusoiden, in den Nierenglomeruli sowie in endokrinen Driisen darzustellen war (83).
Durch die pathogenetische Einordnung von VEGFR-3 fiir das Tumorwachstum und die
Metastasierung (84) wurde zunehmend klar, dass VEGFR-3 entgegen urspringlichem
Konsens auch im Rahmen von H&mangiogenese unter pathophysiologischen
Bedingungen nachzuweisen ist (57;85;86). Vor diesem Hintergrund wurde in einer
tierexperimentellen Untersuchung gezeigt, dass die Blockade von VEGFR-3 durch
Antikérper zu Mikro-Hamorrhagien aufgrund Ruptur des Endothelzellverbands der
Venolen und anschlieBendem Kollaps der proximal gelegenen GefaBe fuhrt (87). Damit
wurde erstmals eine wichtige funktionelle Bedeutung von VEGFR-3 fir
Hamangiogenese demonstriert. Fenestrierte Kapillaren der Pankreasinseln, der
Schilddriise, des adrenergen Kortex, der Hypophyse, der Villi des Dinndarms und des
epididymalen Fettgewebes zeigten als VEGF-abhangige Gewebe verhaltnismaBig hohe
Level an VEGFR-3 und VEGFR-2 in adulten Gewebe. Im Gegenzug zu nicht-
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fenestrierten Kapillaren mit geringer VEGFR-3 und VEGFR-2 Expression bendtigten
diese zum Uberleben das standige Signal eines Liganden aus der VEGF-Familie (86).
Im Rahmen pathogenetischer Prozesse zeigten Hamangioendothelien ohne primére
Expression auBerdem den Nachweis von VEGFR-3. Es wurde demonstriert, dass die
relativ niedrige Expression von VEGFR-3 auf lymphatischen GeféaBen in chronischen
Wunden der unteren Extremitat einhergeht mit einer Hochregulation der Expression von
VEGFR-3 auch in hamatovaskuldren Endothelzellen, die bisher unter physiologischen
Bedingungen nicht nachweisbar war (57). Diese ersten Ergebnisse lieBen den Schluss
zu, dass es unter pathophysiologischen Bedingungen zu einer nachweisbaren
Expression von VEGFR-3 auf Hadmangioendothelien kommt. Damit scheint eine noch
nicht endgultig geklarte  Verbindung zwischen  Lymphangiogenese und
Hamangiogenese sowie den Mitgliedern beider Familien zu existieren. Diese Annahme
wird bestatigt durch Studien, die der Signalkaskade von VEGF-A/ VEGFR-2 auch eine
grundlegende Bedeutung fur Lymphangiogenese zugeschrieben haben (88-90).

Die fur lymphatische GefaBe nahezu spezifische Expression von VEGFR-3 weicht
auch unter tumorassoziierten Zellbedingungen von der Regel ab. Es wurde gezeigt,
dass VEGFR-3 wahrend tumorassoziierter Angiogenese die endotheliale Zellintegritat
unterhalt (87). Vor diesem Hintergrund konnte eine VEGFR-3 Expression auf
h&amatoendothelialen Zellen in Tumorgewebe verschiedenen Ursprungs nachgewiesen
werden, wahrend sich in den gleichen individuellen Gewebeschnitten VEGFR-3
negative Endothelzellen in gréBerer Entfernung zu den Tumorzellen darstellen lieBen.
VEGFR-3 konnte auf hamatovaskularen Endothelzellen des intraduktalen Mamma-
Karzinoms identifiziert werden (81), nicht jedoch auf lymphatischen GefaBen (75).
Dartber hinaus wurde die VEGFR-3 Expression auf Endothelzellen von proliferierenden
BlutgefaBen im Gliom und in Granulationsgewebe dargestellt (56). Fir das maligne
Melanom wurde ein charakteristisches Expressionsmuster fir VEGFR-3 beschrieben,
das auf kausale Zusammenhéange von VEGFR-3 fir die Tumorgenese hindeutete.
Wahrend die Expression von VEGFR-3 in benignen melanozytaren Lasionen spezifisch
auf lymphatische Zellen beschréankt ist, konnte der Rezeptor beim malignen Melanom in
der Uberwiegenden Zahl der Falle sowohl auf lymphatischen als auch auf
hamatovaskularen Endothelzellen nachgewiesen werden. Damit wurde ein Muster in
der Expression zwischen benignen und malignen melanozytéren L&sionen gefunden

(85). Die Expression von VEGFR-3 auf vaskularen Endothelien im malignen Melanom
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korrelierte mit der histologischen Tiefe der Invasion nach Clark. Wahrend beim nicht-
invasiven Melanom (Clark I) und bei den meisten gering-invasiven Tumoren (Clark 1)
keine VEGFR-3 Expression nachzuweisen war, lieB sich VEGFR-3 in der Mehrzahl aller
Tumoren mit Infiltration des Stratum papillare (Clark 1ll) oder des Stratum reticulare
(Clark 1V) zeigen (85). Es konnte damit eine signifikante VEGFR-3 Expression auf
Hamangioendothelien demonstriert werden, die auf einen kausalen Zusammenhang flr
die Tumorgenese schlieBen lieB und die Annahme bestéatigte, dass der Rezeptor
parakrin durch Sekretion von Botenstoffen stimuliert wird (85). Diese Ergebnisse
wurden verdeutlicht durch den Nachweis der Koexpression von VEGFR-3 in
Kombination mit seinen Liganden VEGF-C und/oder VEGF-D in tumorassoziierten
Hamangioendothelien, die somit auf eine autokrine Schleife der Zellstimulation von
Angiogenese hinweisen (91-93)

1.4 VEGFR-3 - Transmembrandése Struktur, Aktivierungskaskade und
molekulare Charakteristika

VEGFR-3 steht aufgrund seiner entscheidenden Bedeutung fiir physiologische
Prozesse der Lymphangiogenese und aufgrund seiner Rolle bei der Tumorgenese und
lymphonodaler Metastasierung im Mittelpunkt wissenschaftlicher Untersuchungen.
Gerade die fortschreitenden Kenntnisse Uber VEGFR-3 und seine Bedeutung flr
Hamangiogenese, Tumorgenese und eine noch nicht endgultig geklarte Verbindung
zwischen Lymphangiogenese und H&amangiogenese haben jedoch Kkontroverse
Ergebnisse geliefert. Diese machen ein fundiertes molekulares Verstdndnis der
funktionellen und strukturellen Charakteristika von VEGFR-3 unabdingbar. Ein besseres
Verstandnis der molekularen Schritte der VEGFR-3 Regulation ist auBerdem essentiell
fur die Entwicklung neuer effektiver Therapiestrategien.

Die spezifische Umsetzung der biologischen Signale durch VEGFR-3 wird
beeinflusst durch seine rezeptorspezifische transmembranése Struktur und folgt dem
Schema der Tyrosinkinase-Rezeptoren, zu deren Familie neben VEGFR-3 auch
VEGFR-1 und VEGFR-2 gehoéren. Das humane Genom von VEGFR-3 enthalt 31 Exons
mit einer Gesamtmenge von 44 Kilobasenpaare (kb), von denen die Exons 30a und 30b
alternativem Splicing unterliegen (94). Die Exons kodieren fir sieben homologe

Immunglobulin  (lg)-artige Domanen, eine transmembrandése Region und die
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Tyrosinkinase-Doméane (94) (Abb. 1). Charakteristisch fur VEGFR-3 im Vergleich zu
VEGFR-1 und VEGFR-2 ist die Verbindung der flinften Ig-Domane durch eine
Disulfidbriicke nach proteolytischer Spaltung (95) (Abb. 1). Durch transkriptionelle
alternative Prozessierung des VEGFR-3 Transkripts existieren zwei Isoformen, die
durch das Fehlen oder Vorhandensein der Phosphotyrosin-Bindungsdomane (PTB)
gekennzeichnet sind und unterschiedliche Zellsignale vermitteln (96). Fir die
biologische Wirksamkeit von VEGF-C und VEGF-D im Gegensatz zu VEGF ist eine
proteolytische Prozessierung von Vorlduferformen beider Peptide von entscheidender
Bedeutung. Inkomplett prozessierte VEGF-C/-D-Molekile binden VEGFR-3, wahrend
das komplett prozessierte Molekll zuséatzlich mit dem VEGFR-2-Rezeptor interagiert,
der bevorzugt auf BlutgefaBendothelien exprimiert wird. Die Bindung eines Liganden
nach dem Schema fur Tyrosinkinase-Rezeptoren fuhrt zur Heterodimerisation und
sequentieller Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivitat. Die Kinase-Aktivitat
wird durch Transphosphorylierung der Bestandteile des Dimers reguliert und fuhrt zur
Bildung von Bindungsstellen fir Liganden mit charakteristischen Bindungsdomé&nen von
zytoplasmatischen Proteinen wie dem SRC Homolog (SH)-2 oder Phosphotyrosin-
Bindungsdoméanen (PTB). Diese Uberflihren das Signal tber ein komplexes Netzwerk
von Interaktionen in den Nukleus. Die Spezifitat der Bindung ist durch die Sequenz des
Phosphotyrosin-Rests bestimmt (96-98). Die Aktivierung von VEGFR-3 flahrt zur
Stimulation der extrazellularen Signal-bezogenen Kinasen (Erk)-1 und -2, die
Proteinkinase C (PIC) abhangig sind und Zellproliferation vermitteln. Der Erhalt der
Zellintegritat wird dagegen Uber den Weg der Proteinkinase B/Akt-Phosphorylierung
reguliert (8). Die Phosphorylierung von VEGFR-3 durch Stimulation mit H>O, fUhrt zur
Aktivierung des Rezeptors Uber einen alternativen Signalweg (99). Abgesehen von der
transmembrandsen Struktur und der zellularen Aktivierungskaskade sind jedoch im
Vergleich zu dem weitgefasst beschriebenen VEGF-A/VEGFR-2 System nur wenige
funktionelle und strukturelle Charakteristika der molekularen Regulation beschrieben
worden. lljin et al. konnten nach Klonierung des vegfr-3 Promotors ein 1,6kb groBes
Promotorkonstrukt identifizieren, dass mit den beiden konservierten Bereiche homology
region (HR) 1 und 2 eine identische Gensequenz von bis zu 70% zwischen Maus und
Mensch zeigte (94). Wahrend HR 1 potentielle Bindungsstellen flir Myocyte Enhancer
Factor 2 (MEF-2) und verschiedene Mitglieder der Ets-Familie besitzt, enthielt HR 2

mogliche Bindungssequenzen fur Vertreter der Sp-Faktoren und Faktoren ohne TATA-
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Box im Genom (94). In tierexperimentellen Voruntersuchungen konnten lljin et al.
bereits zeigen, dass die Deletionsanalyse ausgehend von einem 3 kb Konstrukt die

hdchste Promotoraktivitat im Bereich -819 aufwies (100).
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1.5 Fragestellung

Wahrend fir VEGFR-1 (101) und VEGFR-2 (185) bereits wichtige regulatorische
Transkriptionsfaktoren und Promotorbereiche identifiziert worden sind, fehlen fir
VEGFR-3 trotz seiner groBen Bedeutung fir die Regulation des lymphatischen Systems
diese wichtigen Kenntnisse. Die Bedeutung regulatorischer Kenntnisse wird deutlich
durch die Untersuchungen von Moller et al., in denen dem Expressionsmuster der
Rezeptoren aus der VEGFR-Familie eine gréBere Bedeutung bei der Regulation der
lymph- und h&mangiogenen Aktivitdt zugewiesen wurde als dem der Liganden
(102;103). Die Charakterisierung der transkriptionellen Regulation des humanen vegfr-3
Gens zur ldentifizierung der molekularen, strukturellen und funktionellen Mechanismen
von VEGFR-3 ist damit bedeutungsvoll flr ein besseres Verstandnis von Gen und
Rezeptor. Die vorliegende Arbeit soll eine bessere physiologische und pathobiologische
Einordnung des Gens erméglichen und sich an folgenden Fragen orientieren:

1. Welche strukturellen Charakteristika besitzt der vegfr-3 Promotor?

2. Welcher Sequenzbereich des vegfr-3 Promotors ist essentiell fir die molekulare
Regulation?

3. Welche Transkriptionsfaktoren binden am vegfr-3 Promotor und sind an der

Regulation von vegfr-3 beteiligt?

4. Welche funktionelle Rolle besitzen die identifizierten Transkriptionsfaktoren bei
der Regulation der Genexpression von vegfr-3?

5. Wie lassen sich die identifizierten strukturellen und funktionellen, molekularen
Charakteristika von vegfr-3 im Vergleich zu den anderen Vertretern der
VEGF-/VEGFR-Familie interpretieren?

20



2 Material und Methoden

Alle verwendeten Grundchemikalien, L&sungsmittel, Puffersubstanzen sowie
Detergenzien wurden von den Firmen Difco (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA),
Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen)
bezogen und sollen in der folgenden Darstellung nicht einzeln aufgefihrt werden.
Primer und Oligonukleotide wurden von TIB Molbiol (Berlin) synthetisiert und durch ein
Nukleotid Removal Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt. Alle Sequenzierungen von DNA
wurden von AGOWA (Berlin) durchgeflhrt.

2.1 Zellkultur

Die humane endotheliale Zelline HMEC-1 sowie die humane pulmonale endotheliale
Zelllinie HPMEC wurden in MCDB-131 Medium (Invitrogen, Karlsruhe) bei 37°C und 5%
CO. unter Zusatz von 15% FKS (Fétales Kélberserum, Biochrom KG, Berlin), 2mM
Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe), 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin (Biochrom
KG, Berlin), 100 pg/ml rhEGF (human recombinant Epidermal Growth Factor) (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) und 1mg/ml Hydrocortison (Sigma, Deisenhofen)
angezuchtet und kultiviert. Die Zelllinie HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) wurde in Medium 199 Earle (Biochrom KG, Berlin) unter Zusatz von 20%
myoklonem FKS, 2mM Glutamin 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 1%
retinalem Wachstumsfaktor kultiviert. Die humanen epithelialen Zelllinien U937,
LS174T, HT29, AGS, KATO-Ill, MKN-28, MKN-45 sowie die hybride endotheliale
Zelllinie Ea.Hy926 wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen,
Karlsruhe) bei 37°C und 5% CO, unter Zusatz von 10% FKS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin angezlchtet. Die humane epitheliale
Rektumkarzinomzelllinie SW480 wurde in RPMI 1640 Medium (PAA, Pasching,
Osterreich) bei 37°C und 5% CO; unter Zusatz von 10% FKS, 2 mM Glutamin, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Kultivierung von Drosophila
melanogaster SL-2 Zellen erfolgte in Schneider’s Drosophila Medium (Invitrogen,
Karlsruhe) mit 10% Hitze-inaktiviertem insektenzellgeeignetem FKS (Invitrogen,
Karlsruhe), 100 U/ml Penicillin und 100 upg/ml Streptomycin bei 25°C und
atmosphérischem CO; (Ubersicht Tab. 1).
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Tab. 1: Zelllinien

Name Beschreibung Quelle/Referenz

HMEC-1 humane mikrovaskuléare endotheliale Zellline Ades et al., 1992

HPMEC humane Endothelzellline, mirkovaskulérer pulmonaler Krump-Konvalinkova et al.,
Ursprung 2001

HUVEC humane Endothelzelllinie, makrovaskularer embryonaler Praperation Charité, Campus
Ursprung von humanen Nabelschniiren Virchow-Klinikum, Berlin

AGS humanes Magenadenokarzinom, gut differenzert Barranco et al., 1983

KATO-II humanes Siegelringzellkarzinom des Magens, Isolation = Motoyama et al., 1986
aus Pleuraerguss Yokozaki, 2000

MKN-28 humanes Magenadenokarzinom, moderat differenzert, = Motoyama et al., 1986
Isolation aus Lymphknotenmetastase Yokozaki, 2000

MKN-45 humanes Magenadenokarzinom, schlecht differenzert, Motoyama et al., 1986
Isolation aus Lebermetastase Yokozaki, 2000

Ea.Hy926 humane hybride Zelllinie aus der Fusion von HUVEC mit Edgell et al., 1983
der humanen Lungenkarzinomzelllinie A549

Schneider SL-2 Drosophila melanogaster Zelllinie Schneider, 1972

2.2 Transiente Transfektionen und Stimulation von Reportergen-Konstrukten

Transiente Transfektionen von Zellen wurden unter Verwendung des Transfektions-Kits
Effectene® (Quiagen, Hilden, siehe 2.2.1) durchgefiihrt. Dazu wurden je nach Zelllinie
50.000 - 250.000 Zellen pro 16mm-Schale im 24-Loch-Format ausgesdt und am
folgenden Tag mit Reportergenkonstrukten transfiziert, die flr das Luziferasegen Firefly
des Leuchtkéfers Photinus pyralis kodieren. Die im Enzymtest nachgewiesene
Enzymaktivitat ist direkt proportional zur Intensitat des transkribierten Luziferasegens
und diese ist direktes MafB der Menge an Expression des klonierten Promotorfragments.
Als Kontrolle fir die Transfektionseffizienz wurde in jeder Transfektion als
Positivkonstrukt das Plasmid pRL-TK (Promega, Mannheim) co-transfiziert, das die
Expression des Luziferasegens aus Renilla reniformis zeigt. Die Menge der
eingesetzten DNA variierte je nach verwendeter Zelllinie und Transfektionsmethode.
Um die Verwendung gleicher Mengen Plasmid-DNA bei der Transfektion zu
gewahrleisten, wurde der Transfektionsansatz gegebenenfalls mit den Leervektoren far
die Verwendung einer einheitichen Menge DNA aufgeflllt. Nach 24-stindiger
Transfektion wurde das Medium (iber Nacht durch serumfreies UltraCulture®-Medium
ersetzt, um eine Synchronisation des Zellwachstums in einer entsprechenden
Zellzyklusphase und eine Genexpression nur durch endogene Faktoren sicherzustellen.
Die Zellenernte und Messung der Luziferase-Enzymaktivitat erfolgte mit Hilfe des Dual-
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Luziferase®-Reporter Assay Systems (Promega, Mannheim) nach Angaben des
Herstellers mit einem Monolight-Luminometer (Lumat LB 9507, EG Berthold, Bad
Wildbach). Alle dreifach wiederholt in Triplikaten durchgefihrten Transfektionsassays
wurden mit der durch Renillaexpression erhaltenen Transfektionseffizienz normalisiert
und anschlieBend Mittelwerte mit Standartabweichung (S.E.M.) und Signifikanzen
mittels Student’s t-Test berechnet. Die Luziferase-Aktivitdten wurden als x-fache
Anstiege in Bezug auf die entsprechende Kontrolle berechnet. Abweichende
Versuchsbedingungen jenseits der hier aufgefihrten sind in den einzelnen

Experimenten beschrieben.

2.2.1 Transfektion mit Effektene®

Die Methode Effectene® (Quiagen, Hilden) beruht auf einer Lipid-DNA-Komplex-
Bildung, mit der die verwendeten Zelllinien transfiziert wurden. Die eingesetzte DNA-
Menge wurde mit 400 ng Reportergenkonstrukt und 50 ng pRL-TK pro 16mm-Schale im
24-well Format titriert und der Transfektionsansatz mit 8 ul Enhancer-Reagenz sowie 5
ul Effectene pro ug DNA vorbereitet. Nach Zugabe des Transfektionsansatzes auf die

Zellen betrug die Dauer der Transfektion 24 h.

2.3 Gentechnische und molekularbiologische Methoden

Alle gentechnischen und molekularbiologischen Methoden wurden, wenn nicht anders
angegeben, wie in Sambrook et al. (1989) durchgefihrt.

2.3.1 Elektrophoretische Auftrennung von RNA und DNA

Die amplifizierten Nukleinsduren wurden je nach GréBe der erwarteten, zu trennenden
Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt, wobei Nukleinsduren >100bp in 1-2% (w/v)
Agarosegelen mit TAE-Puffer (1xTAE-Puffer: 40mM Tris; 20mM NaOAc; 2mM
Na>EDTA bei pH 8,3) bei 100V aufgetrennt wurden.
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Tab. 2: Plasmide fiir transiente Transfektionen

Quelle/Referenz
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Nordeen, 1988

Name Beschreibung
pRL-TK Renilla-Kontrollplasmid
pGL3 Leervektor promotorfreier Luziferase-Reportergenvektor
pT81-Luc Leervektor Luziferase-Reportergenvektor mit viralem
Thymidinkinase-Promotor

vegfr-3(-1876/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-859/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-594/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-490/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-319/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-198/+59) in pGL3, 5- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-171/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-113/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-98/+59) in pGL3, 5’- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-42/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-5/+59) in pGL3, 5°- Deletionskonstrukt diese Arbeit
vegfr-3(-101/-32) in pT81-Luc diese Arbeit
vegfr-3(-101/-66) in pT81-Luc diese Arbeit

pPac Ubx Expressionsvektor fir D. melanogaster Courey & Tjian, 1988
pPac-Sp1 Sp1-cDNA in pPac Courey & Tjian, 1988
pPac-Sp3 Sp3-cDNA in pPac Hagen et al., 1994

DN? Sp1 in pPac (nur DBD, keine AD)
DN Sp3 in pPac (nur DBD, keine AD)

pPac-Sp1-DBD
pPac-Sp3-DBD

Hagen et al., 1995
Hagen et al., 1994

! Samtlich aufgefiihrte Plasmide enthalten das p-Lactamase-Gen fiir Ampicillin-Resistenz

% DN steht fiir dominant-negativ

Nukleinsauren mit einer GréBe <100bp wurden in 12% (w/v) Polyacrylamid-Gelen mit
TBE-Puffer (1x TBE-Puffer: 100mM Tris; 100mM Borsaure; 2mM EDTA bei pH 8,3)
vertikal bei 200V dargestellt. Die Nukleinsduren wurden jeweils mit dem Ladepuffer
zusammen fur DNA-Proben (50% (v/v) Glycerol; 1% (w/v) SDS; 0,1 M EDTA; 0,5%
(w/v)  Bromphenolblau) bzw. RNA-Proben (50% (v/v) Formamid; 13% (w/v)
Formaldehyd; 2% Glycerol (v/v), 2x MOPS-Puffer; 0,5% (w/v) Bromphenolblau) versetzt
und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die anschlieBende Visualisierung zur Detektion
mittels UV-Licht erfolgte durch Inkubation der Gele in Ethidiumbromid-Lésung (4 nug/ml).
Zur GrdBenidentifikation wurden industriell genormte GréBenstandarts (ladder) der

MaBe 50bp, 100bp und 1kp (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

2.3.2 Semiquantitative Duplex-RT-PCT (Tagman®)

Zur semiquantitativen Erfassung der Expression des vegfr-3-Gens wurden die humanen
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Zelllinien HMEC-1, HPMEC, HUVEC, Ea.Hy 926, U937, LS174T, HT29, AGS, KATO-III,
MKN-28 und MKN-45 in 3,5 cm-Schalen fir 24 h kultiviert und fir weitere 24 h unter
serumfreien Bedingungen in UltraCulture®-Medium nachbehandelt. Die Gesamt-RNA
wurde nach 48 h mit TRIZOL® Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) zur Bestimmung der
Transkription des untersuchten Gens nach Angaben des Herstellers isoliert und in 50ul
DNAse freies H,O aufgenommen. Von der isolierten RNA wurden 50 ng absolute RNA
zur cDNA Synthese durch reverse Transkription (RT) eingesetzt, die mit 0,5 mM
dNTPs, 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 U RNAse Out, 2 ul RT-Puffer (10x), 0,5 ug Oligo-
dT Primern und 50 U Super Script Il des Reverse Transcription Systems® (Promega,
Mannheim) in 20 ul Ansatz erfolgte. Die Reaktion wurde vor Zugabe der Super Script I
2 min bei 42°C und nach Zugabe fir weitere 50 min bei 42°C inkubiert und
anschlieBend fir 15 min bei 70°C abgestoppt. Jeweils 2 ul der cDNA wurden zur
Quantifizierung mittels Primer far vegfr-3 in Real Time PCR unter Verwendung des
TagMan-Universal® oder SYBR-Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) nach Angaben des Herstellers mit dem ABI PRISM 7700 Sequence
Detection System eingesetzt (Tab.3). Die parallele Amplifikation des konstituiv
exprimierten Gens fiir S-Aktin mittels spezifischer Primer diente der Kontrolle gleicher
Mengen genomischen Ausgangsmaterials und damit einer vergleichenden
quantifizierenden Abschatzung der Expression mit der ACt — Methode unter
Normalisierung der Ct — Werte auf f-Aktin und Ermitteln der relativen Expression
gegenlber normalem Gewebe (104). Eine anschlieBende Agarosegel-Elektrophorese
der PCR-Produkte erlaubte eine Visualisierung und semiquantitative Bewertung des
Erfolgs der Amplifikation.

Tab. 3: Primersequenzen fiir quantitative Duplex-RT-PCT (Tagman®)

Name Forward-Primer (5' / 3') Reverse- Primer (3'/ 5") Probe (5'-Fam a 3'-Tamra)
vegfr-3  gctgagacccgtggttect ctatgcctgctctctatctgctcaa acgacctacaaaggctctgtggacaacca
B-actin  tgcattgttacaggaagtccctt gggagaggactgggccat ccatcctaaaagccaccccacticteicta
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2.3.3 Plasmidpraparation, Ligation und Transformation von E.coli mit
Plasmiden

Die Praparation von Plasmid-DNA zur Transfektion erfolgte mit dem JETstar® Plasmid
Maxiprep Kit (Genomed, Oeyenhausen) nach Angaben des Herstellers und Aufnahme
der DNA in Molecular Grade Water® (Eppendorf, Hamburg). Die Ligation erfolgte mit T4
DNA Ligase gemafB den Angaben des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe). Die
Transformation wurde mit kompetenten XL1-Blue-E.coli-Zellen (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) unter Verwendung von 0,5% Mercaptoethanol in Ampicillin-freiem Medium
mit Konstrukten durchgefiihrt, die ein Resistenzgen fir Ampicillin enthielten. Die
transformierten E.coli Zellen wurden auf Luria-Bertani(LB)-Agar-Platten (1% NaCl; 1%
Bactotrypton; 0,5% Hefeextraxt; 1,5% (w/v) Agar-Agar bei pH 7,0 mit 100ug/ml
Ampicillin (Boehringer, Mannheim) ausgestrichen und kultiviert. Die Kulturen wurden
24h bei 37°C im Kulturschrank aufbewahrt. AnschlieBende erfolgte die Ernte einzelner
prominenter Kolonien zur weiteren Anzucht positiv selektionierter Klone in fliissigem LB-
Ampicillin-Ndhrmedium (ohne Agar-Agar). Nach weiterer Kultur Gber 24h bei 37°C
erfolgte die Préparation der transformierten Plasmid-DNA mittels Jetquick® Plasmid
Miniprep Spin Kit (Genomed, Oeyenhausen) nach Angaben des Herstellers. Zur
Kontrolle der selektionierten Klone wurde das gewonnene Plasmid nach Praparation
durch Restriktionsenzymverdau aufgereinigt und mittels Elektrophorese aufgetrennt
sowie mit GréBenstandarts ausgewertet. Darliber hinaus erfolgt zur Verifizierung des

Klons eine Sequenzierung.

2.4 Klonierung von Promotorkonstrukten in Reportergenvektoren
2.4.1 Klonierung des humanen vegfr-3 Promotors

Zur Eingrenzung essentieller Promotorbereiche des VEGFR-3 Rezeptors wurde
zunachst ein moglichst groBer Ausschnitt aus dem Promotorbereich isoliert. Hierzu
wurden zunachst zwei spezifische Primer mit entsprechender Bindungssequenz fir das
erste Exon des humanen vegfr-3 Gens entworfen, um anschlieBend mit Hilfe des
Genome Walking® Kits (Clontech, Palo Alto, USA) aufwérts (upstream walking) in 5'-
Richtung den Promotor zu amplifizieren. Jedes Kit enthielt vier ,Bibliotheken" aus nicht
klonierten, speziell préparierten DNA-Fragmenten, entsprechend als Genome Walker
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Libraries in Abb. 2A bezeichnet. Die nach Sequenzanalyse entworfenen, spezifischen
Primer vegfr-3 GSP1 (Gene-Specific Primer) und vegfr-3 GSP2 wurden zusammen mit
den unspezifischen Primern des Kits AP1 (Adaptor Primer) und AP2 in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten amplifiziert. Im ersten, auBeren Schritt (primary PCR)
wurden alle vier ,Bibliotheken" mit vegfr-3 GSP1 und AP1 mittels Advantage Genomic
PCR® Kits (Clontech, Palo Alto, USA) amplifiziert (Abb. 2A). Nach Verwendung von vier
verschiedenen Restriktionsenzymen fur jede ,Bibliothek" und Erganzung mittels
Adapter-Sequenzen, diente das erste Amplifikat als Vorlage fir die zweite, innere
(secondary oder nested) PCR zur Amplifikation mit den Primern vegfr-3 GSP2 und AP2.
Die hieraus resultierenden amplifizierten Fragmente mit Hilfe des Gel Extraction Kits
QIAEX II® (Quiagen, Hilden) wurden nach Angaben des Herstellers aus einem
Agarosegel eluiert und nach Aufnahme in Hy0 amplifiziert wurde (Abb.2A). Der
amplifizierte Bereich wurde mit der publizierten Sequenz 94 verglichen, und auf
Grundlage des Ubereinstimmenden Bereichs wurden nach erfolgreicher Isolierung des
vegfr-3 Promotors die Primer vegfr-3(-858) und vegfr-3(+59) entworfen, die zusatzlich
eingeflgte Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme Bglll und Ncol enthielten (Abb. 2B).
Nach Amplifikation des ca. 0,9kb groBen Konstrukts war somit eine Subklonierung in
den pGL3-Leervektor mdoglich (Abb. 2B). Das generierte Konstrukt mit dem
Promotorbereich von -858 bis +59 bildete damit als vegfr-3(-858/+59) die Grundlage fir

die 5'-Deletionsanalyse und weitere Klonierungen (Abb.3).
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Abb. 2: Klonierung des Promotors - der pGL3 Leervektor

(A) Amplifikation des ca. 0,9kb groBen DNA-Fragments zur Klonierung in den pGL3 Leervektor als
Grundlage der 5' -Deletionsanalyse mit Hilfe des Genome Walking® Kits (Abbildung und Methode:
Clontech, Palo Alto, USA) (B) Der pGL3 Leervektor mit potentiellen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
sowie dem Klonierungsbereich flr die Reportergenkonstrukte (lila) des VEGFR-3 Promotors.
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2.4.2 Herstellung von 5'-Deletionskonstrukten

Auf Grundlage des amplifizierten Promotorkonstrukts vegfr-3(-858/+59) erfolgte die 5'-
Deletionsanalyse mit transienten Transfektionen zur Untersuchung der basalen
Transkriptionsregulation. Schrittweise wurde hierzu der untersuchte Promotorbereich
nach jeder Subklonierung und Uberpriifung des Konstrukts mittels Transfektion vom
jeweiligen 5'-Ende beginnend verkiirzt. Jeder Verkiirzung folgte dann eine Uberpriifung
mittels Transfektion aller bis zu diesem Zeitpunkt generierten Konstrukte. Als
Sequenzmatrix (template) diente hierzu das Konstrukt vegfr-3 (-858/+59) fir die
weiteren Deletionsschritte sowie fir die Sequenzverlangerung zur Generierung von
vegfr-3 (-1876/+59), da sich durch Amplifikation mit entsprechenden Primern unter den
beschriebenen Bedingungen kein groBeres Amplifikat als vegfr-3 (-858/+59) generieren
lieB (Promotorbereich: Abb.3). Jeder Deletionsschritt erfolgte unter Verwendung des
template in PCR mit 30 Zyklen (94 °C 30s, 59°-63° Uber 1-3min je nach FragmentgrdBe)
und den Primern vegfr-3(+59) mit Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Ncol sowie
eines synthetisierten Primers aus dem 5'-Bereich mit Schnittstelle fr Bclll (Tab. 4).
Nach elektrophoretischer Auftrennung, Uberpriifung der erwarteten FragmentgréBe,
Eluierung aus dem Agarosegel und Restriktionsenzymverdau wurden die isolierten
Fragmente schrittweise in den pGL3 Leervektor kloniert und wie beschrieben in

transienten Transfektionsexperimenten untersucht.

Tab. 4: Primersequenzen fiir die Generierung der 5'- Deletionskonstrukte (5' = 3')

Name Sequenz
3 (-1876) tacgctcgaggctgcggtgagcagatatcatgt
( 858) agtcagatctgtaagaggtgccaagicagaaag
( 54) gtcagatcttctcccgggttcaagegattc
3 (-490) agtcagatctcacaaccaagctcggcegtattatt
3 (-319) agtcagatctaagagcgcgtgecgcatttt
( 198) agtcagatctgaccctgtggtgcggageg
( 171) agtcagatctggagcggcctgaatcc
3(-113) agtcagatctccaggccagccggege
( -94) ccegectecggecccegecccgecce
( 42) agtcagatctgcgcggacactttcagec
3 (-5) agtcagatctgtcggacccacgcgeagce
3 (+59) agtaccatggagccacagtcgcaggcacag
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-1876
-1859
-1799
-1739
-1679
-1619

-119

+1

GGTACCGACCTCTTACGOGTGCTAGOCOGEGCTOCAGACACCCTGOGGTGACCAGATA -1860
TCATG TCA CTG CACTOCACC CTGGGT GACAAA GIGAGA GOCTGT CTA AAACAACAACAAC-1800
AACAAA AAA AAA ACA AGT ATA TTCTCG GOG GGG CACAG TGG CTC ATG CCTATAATAGCCAG -1740
CACTT TG GGA CGCEC TCA CGGT TGG CAGATCAGG AAG TCA GCAGITTGAGACCAGCCTCGGTCA -1680
ACA TGGTTA AACQOOC CAT CTC TACTAA AAA TAC AAA AAT TAG OOG GGCATG GTGOOGGGT -1620
CCCTGGAAT CACAGCTACTCA GGA GGC TGA GGC GGG AGA ATTCCTTGACCOCAGGAGGCA-1560
GAGGITG CAT TGCAG TGCA GTGAGAT OGT COCA CTG CACT OCA GCCT GGG CAAC AAAACGA-1500
GAGACT TT GA GA AAAAA AAA AAAAAG TACATTC TGA AAAA AAAAG CA AAA CATA TAT TTT-1440
GAT GAT AAA ATGATAAA CAA AAG CAG CGA AATG ATAA TGCC AGG GT AGT GGGCATCT TCT -1380
CCCG TTGGIGACCGGTTT GTGATGGGAAGT GACCCG ATGIG CCGATG TCATT CTACATCC -1320
CITGGCCTG GAGAATCGAAACACACGTATT TG TIGCTTT AAAATTCACGGTTTA TAA TATG-1260
CIGATATATTATGIA CTTTCCA TA AGTGT GT TA CA TC TCATA ATCT TTCA AAGCT AAAAA-1200
AAATCAAT ATATGATTGATAAATA CCTA ACIT CATGTATCGCTTGGT TACCTAGTTTC OC -1140
CAACCITATTIGTTAA ATT ATCTACACT ATC GG CA CTGATTT GTGATT CCA GCT T AAT AA -1080
TAT AGOCACT TCTT ACCTG GAT TGGA GAGAGCT GGTA GTGG TTATT GA AAATCT ACTCIT -1020
CCT TTTT GGOGAGGATGAAAG CCCT TTGG CEGG CG GG GGT GEEAG ATEGA AAATGIGAA -960
TGA AACGAAA AGCA GCGAA CCAGGTTGACGACAGICATGGTCATEEG CTTCATT ATT AAAC -900
ACGAA AAT TCTA GAGA CAA ACT GAAA AGAGAACG GAAG TCIT CTGTAAGAGG GITG CCAA -840
GICAG AAAGCA AAACCAAAGT GTOGCTT TAT TAAA AACG TGG GGG GGG TCCT GAT TGAG -780
CIGA GAA CAA AAQA TCTGG GGG AGT TCTAAA GCTAGG AGGOCAGG CCTGC ACECAGEEEG -720
TOGGTCATC COGG GIGTOC GGCTCACGGG TGCEGE CI'TCAGT CGACACTGTOCG TAGA CAC -660
TGTGCAGGTAAACACTCCTGAACCGGTTTIGTTTITGCT TITTTTITTTIT TITTIGGC T -600
OCCAGACTGGAGT CCAGTAGEOGE OGAT CTAGG CTCACT GCA ACCTC CITCTCCOGGGTTCA -540
ACCGATT CTCCTG OCTCAGOC COCCAG AGAACC TCCEGAT TACAG GOGOGCACAACCA ACGC -480
TOGGCGTATIATTTTATTTATT TGCTIGTITATT TTTGA GACTCGGTCT CQCTATGTTAC -420
CCCCCECT CGTGCCACT ATT TTCAA AGATGT AACATACTATITTTACAAGGATTCGCTTTCT -360
TGITT AGT CTAGATT TTACCGATG GAAA GAAA CCGA OCGA AAMAGAGCOGOGTGOC CCATTIT -300
CGCT CACC TTTGC CCAC CAGG CTC CATCA CCTC CCGA GOG CATOG GCA GACC GICTGOGTT -240
AQCOOG GGTACCAG OGOCOGG AGOCECCC AGCACEEGE GOOOGGAC OCTGTEGT GAGGAGOSG -180
OGCACTGCT GGGGTGC ACOGGACGOCC OGOGEAEAECTG GCAGCCCACGEEGEGACEEEEG -120
OGOGGEGAG OGCGCCTG AATCCCG GGCCCGOCT CCGECCC OCGLCCOC GCCOC GCOOCCECCC -60
CAGGCCAG COSGC GCACECEC GGACACT T TCAGCOCC GAGCOGOG CCOGCTCGGGETC CGA  +-0
OCCACGOGCAGOGECAGGACATECACOEEEGEAGECAGAGCIGTGCCIGOGACTGTEECTC +69

Abb. 3: Ausschnitt aus der Gensequenz der 5’-flankierenden Region

Dargestellt ist die Promotorsequenz von —1876 bis +59 des humanen vegfr-3 Gens, die im Rahmen
dieser Arbeit kloniert wurde und als Reportergenkonstrukt die Grundlage der 5'-Deletionsanalyse bildete.
Hervorgehoben (fett) dargestellt ist der im Folgenden beschriebene Sequenzbereich des
Minimalelements vegfr-3(-101/-66).
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2.4.3 Herstellung von Oligonukleotiden und deren Mutanten

Der als minimaler proximaler Promotor identifizierte Sequenzbereich von -101 bis -66
wurde zusatzlich mit den drei jeweils entsprechenden Nukleotiden fir die
Restriktionsenzyme Xhol/ und Hindlll und drei weiteren Nukleotiden fir einen
suffizienten Restriktionsenzymverdau als 5/ 3' - und als 3/ 5 - Einzelstrang
synthetisiert. AnschlieBend erfolgten die Hybridisierung und der Restriktions-
enzymverdau. Die so erhaltenen doppelstrangigen Oligonukleotide wurden entweder
zur Subklonierung in das heterologe Promotersystem pT81 verwendet oder flr
Bindungsstudien radioaktiv markiert (Tab. 5). Die Oligonukleotide zur radioaktiven
Markierung fur Bindungsstudien enthielten keine zusatzlich eingefigten Nukleotide far
Restriktionsenzyme. Mutanten der synthetisierten Oligonukleotide enthielten kritisch
ausgewahlte kurzstreckige repetitive Nukleotidmuster, um die Funktionalitat aufzuheben
(Tab. 5).

Tab. 5: Synthetische doppelstrangige Oligonukleotide fiir EMSA (Sonde/Kompetition) und/oder
Subklonierungen in pT81

Name Sequenz (5° - 3°)
- GC-Box I -

A (-101/-32) m%%g&%@:ﬁcccgccccgccccgccccgccccadmggc?&%@”ém:knc
B (-101/-66) tccegggeccgecteceggeccccgecccgeccegee
C (-65/-32) ccgecccaggcecagecggegeccgegeggacact
D  (-104/-85) gaatcccgggeccgcecteeg
E (-84/-63) gceceecgecccgeccegeceeg
Bwi (-101/-66) Mut 1 tceeg tttt cge tatcggeccccgeccegeccegece
Bme (-101/-66) Mut 2 tccegggeccgecteecgge tttegett cgett cgcet
Bvs (-101/-66) Mut 3 tceeg tttt cge tatcgge tttegett cgett cget

2.4.4 Hybridisierung der Oligonukleotide

Nach Sequenzauswahl wurden die Oligonukleotide in der jeweiligen 3"/ 5" - und in der
5’/ 3" - Form synthetisiert und vor dem Einsatz als radioaktiv markierte Sonde oder fir
Subklonierungen in das heterologe Promotorsystem pT81 hybridisiert. Dazu wurden

jeweils 5 ug der zueinander komplementaren Oligonukleotide in 50 ul H20
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aufgenommen und fir 5 min bei 95°C erhitzt. Mit diesem Schritt sollten alle
bestehenden Bindungen der Basen untereinander gel6st werden, um eine
unbeeintrachtigte Anlagerung (Annealing) der beiden Strange zu ermdglichen. Dieser
Schritt erfolgte durch langsame AbkUhlung (60 min) der DNA-Verdinnung bis auf
Raumtemperatur (20°C). Die erfolgreiche Hybridisierung wurde bestatigt, indem die
Wanderung der doppelstrangigen Oligonukleotide sowie beider Oligonukleotide als
Einzelstrang auf einem nativen TBE-Gel im elektrischen Feld untersucht wurde. Durch
die gr6Bere molekulare Masse doppelstrangiger Oligonukleotide zeigen diese ein
verzégertes Wanderungsverhalten gegenilber einzelstrangigen Oligonukleotiden und
kénnen auf diese Weise in Hinblick auf ein erfolgreiches Annealing hin untersucht

werden, indem jeweils ein Einzelstrang als Referenz im elektrischen Feld dient.

2.4.5 Subklonierung in heterologes Promotorsystem

Im weiteren Verlauf wurde die Funktionalitdt des identifizierten essentiellen
Promotorbereichs in Hinblick auf eine mdgliche Enhancer-Funktion Uberprift. Hierzu
wurden die synthetisierten Oligonukleotide in des heterologe Promotorsystem des
viralen Vektors pT81-Luc (105) subkloniert. Der Vektor des Herpes simplex Virus
enthielt den viralen Thymidinkinase-Promotor und keine mammalischen Enhancer-
Elemente. Auf diese Weise lieB sich eine unmittelbare Enhancer-Funktion der
synthetisierten Oligonukleotide und Ihrer Mutanten ermitteln. Um den Erfolg der
jeweiligen Subklonierung zu Uberprifen, wurde jedes klonierte Promotorkonstrukt durch

Restriktionsenzymverdau erneut aufgereinigt und sequenziert.

2.5 Electronic Mobility Shift Assay (EMSA)
2.5.1 Radioaktive Markierung von hybridisierten Oligonukleotiden

Zur Detektion und Identifikation von nukledren Transkriptionsfaktoren an definierten
DNA-Sonden wurden EMSA-Studien mit spezifischen Oligonukleotiden und Antikérpern
durchgefiihrt. Um die Bindung zwischen den doppelstrangigen Oligonukleotiden und
den nukledren Proteinen detektieren zu kbénnen, wurden die Hybride mittels einer
enzymatischen Reaktion radioaktiv markiert (/abelling). Dabei erfolgte unter Katalyse
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des Enzyms T4-Kinase (Invitrogen, Karlsruhe) eine Austauschreaktion, bei der die
endstandigen  5-Phosphatgruppen durch radioaktives [*2P]-ATP  (Amersham
Bioscience, Braunschweig) ersetzt wurden. In den Ansatz wurden jeweils 150-200 ng
doppelstrangige DNA, 5 ul [32P]—ATP (9,25 MBqg/25 ul), 0,5 ul T4-Kinase sowie 5 ul T4
Kinase-Puffer (5x) bei einem Gesamtansatz von 25 ul gegeben und 30 min bei 37°C
inkubiert. Zur Vermeidung von unerwlnschten Bindungen durch Uberschissige
Nukleotide wurde der Ansatz anschlieBend mit dem Nucleotide Removal Kit® (Qiagen,

Hilden) nach Angaben des Herstellers flr radioaktive Proben aufgereinigt.

2.5.2 Praparation von nuklearen Proteinextrakten

Die Kernextrakte wurden aus Zellkulturen gewonnen, die in 10 cm-Schalen mit jeweils
10° Zellen unter Verwendung serumhaltigen Mediums angeziichtet wurden. Nach 24-
stiindiger Kultur erfolgte ein Wechsel des Mediums unter Verwendung von serumfreiem
UltraCulture®- Medium fiir weitere 24 h, um die Zellen in einer Wachstumsphase zu
synchronisieren. Nach Ablésen der Zellen aus den Kulturschalen mit 1% Trypsin/EDTA
(Biochrom KG, Berlin) und Aufnahme in 5 ml kaltes PBS (Invitrogen, Karlsruhe: 2,7 mM
KCI; 1,47 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 8 mM Na2HPO4) wurden die Zellen 10 min bei
1000 g (4°C) zentrifugiert und das Pellet in 300 pl Puffer A (10 mM Tris pH 7,9; 10 mM
KCI; 1,5 M MgCly; 10% (v/v) Glycerol; 10 mM KoHPO4; 1 mM NazVO4; 10 mM NaF; 0,5
mM DTT; 0,5 mM PMSF) aufgenommen. Nach Zugabe von 0,125% (v/v) Nonidat P-40
(Boehringer, Mannheim) wurden die Zellen etwa 5min auf Eis inkubiert, um die
Dissemblierung der Zytoplasmamembran zu ermdglichen. AnschlieBend wurde der
Ansatz erneut zentrifugiert und die im Pellet befindliche Zellkernfraktion durch
Resuspension des Pellets in 40 ul Puffer C (20 mM Tris-Puffer pH 7,9; 0,42 M NaCl; 1,5
mM MgClz; 0,2 mM EDTA; 10% (v/v) Glycerol; 10 mM KaHPOg4; 1 mM NazVOy4; 10 mM
NaF; 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF) aufgetrennt. Die restliche Zellbestandteile und
Kernmembranreste wurden bei 12000 g fir 10 min (4°C) von den Kernproteinen
abgetrennt und die im Uberstand befindlichen Kernproteine zur Bestimmung des
Proteingehalts aufgenommen. Dies erfolgte nach der Methode von Bradford (1976)
unter Verwendung des Protein Assay Kit® von (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Die Kernextrakte wurden anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C aufbewahrt.
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2.5.3 ldentifizierung nuklearer Proteine unter Verwendung radioaktiv
markierter DNA-Sonden

Nach Auswahl eines entsprechenden Oligonukleotids (Tab. 5) und [*2P]-radioaktiver
Markierung wurde die Sonde mit einer ermittelten Aktivitdt von 50000 cpm [counts per
minute] mit 5 yg Proteinextrakt, 1 yg poly(dl-dC), 10 ug BSA und 5 mM DTT in Shift-
Puffer flr Zink-Finger-Proteine (20 mM HEPES-Puffer pH 8,4; 60 mM KCI; 10% (v/v)
Glycerol; 1 mM ZnCly) in einem Gesamtansatz von 20 ul 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur
Durchfihrung von Kompetitionsstudien wurde der Ansatz vor Zugabe der markierten
DNA-Sonde mit 200fachem molarem Uberschuss an spezifischen Oligonukleotiden 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. FUr Supershift-Experimente erfolgte vor Zugabe der
markierten DNA-Sonde eine Inkubation des Ansatzes mit 1 pl (2 pg) der spezifischen
Antikorper bei Raumtemperatur (Tab.6). Der Ansatz wurde zu Detektion auf 8% native
0,5 xTBE-Polyacrylamid-Gele (0,5 xTBE-Puffer: 50 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA)
aufgetragen, an die zuvor Uber mindestens 1h eine elektrische Spannung von 100 V
zum ,Vorlauf* angelegt waren. Die Auftrennung erfolgte bei 200 V Uber 2-2,5 h, um eine
eindeutige Trennung der Proteinbanden sicherzustellen. Das Gel wurde unter Vakuum
bei 85°C Uber 2 h getrocknet und bei —80°C unter Verwendung einer Verstarkerfolie
(Kodak BioMax Intensifying Screen®, Amersham Bioscience, Braunschweig) auf
radiosensitiven Filmen (Kodak BioMax MR®, Amersham Bioscience, Braunschweig) fur
24-36 h exponiert und anschlieBend im Automaten entwickelt.

Tab. 6: Antikorper fiir EMSA-Studien, 200 pug IgG (Immunglobulin G) in 0,1 ml PBS

Name Quelle

Sp1 (PEP-2) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Sp3 (D-20) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Sp4 (V-20) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Ap20 (C-18) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Egr-1 (C-19) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
C-myc Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
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3 Ergebnisse
3.1 Expression von vegfr-3 in endothelialen und epithelialen Zelllinien

In einer Auswahl endothelialer und epithelialer Zelllinien wurde die Expression des
vegfr-3 Gens untersucht, um eine geeignete Zelllinie fir die anschlieBende Analyse
regulatorischer Promotorbereiche identifizieren zu kdnnen und dabei Unterschiede der
basalen Expression zwischen endothelialen und epithelialen Zelllinien zu erfassen. Die
humanen Endothelzelllinien HMEC-1, HPMEC, HUVEC, Ea-Hy296 sowie die humanen
Epithelzelllinien AGS, KATO-IIl, MKN-28 und MKN-45 wurden hinsichtlich der basalen
Expression des vegfr-3 Gens unter Einsatz von spezifischen Primern in einer Real-
Time-PCR (Tagman®) untersucht. Als MaB hierfiir wurde die mRNA-Menge an vegfr-3
quantitativ bestimmt (Abb. 4A). Die gr6Bte Menge an vegfr-3 mRNA-Transkript aller
untersuchten Zelllinien lieB sich in HMEC-1 Zellen nachweisen und war wesentlich
héher als in HUVEC- Zellen und in HPMEC- Zellen. In der endothelialen Zelllinie Ea-
Hy296 sowie in samtlichen untersuchten epithelialen Zelllinien lieB sich keine
signifikante Menge an mRNA-Transkript des vegfr-3 Gens als relativer Anteil von
HMEC-1 nachweisen. Zur Erganzung dieser Untersuchungen wurden alle in der Real-
Time-PCR untersuchten Zelllinien mit dem spater ermittelten Minimalelement
vegfr-3(-101/-32) transfiziert und in Hinblick auf ihre Luziferase-Aktivitat jeweils
gegentber dem pT81-Leervektor als MaB fir die Transaktivierbarkeit der basalen
Expression untersucht (Abb. 4B). In diesem Transfektionsassay konnte gezeigt werden,
dass HMEC-1 Zellen den gréBten signifikanten Anstieg der relativen Luziferase-Aktivitat
(ca. 15-fach) besitzen und die Zelllinie mit der gréBten basalen Expression das hdchste
Potential an Transaktivierbarkeit zeigte. Ebenfalls signifikant hohe relative Luziferase-
Aktivitdt war nachzuweisen bei den endothelialen Zelllinien HUVEC, HPMEC und
Ea.Hy296. Darlber hinaus zeigten im Reportergenassay auch die epithelialen Zelllinien
AGS und MKN-28 eine, wenn auch geringere signifikante Luziferase-Aktivitat nach
Berechnung mittels Student's t-Test. Aufgrund der Voruntersuchungen fiel die Auswahl
fir weiterflhrende Analysen auf die Zelllinie HMEC-1 mit der héchsten Menge an
basaler Genexpression sowie grdBten relativen Luziferase-Aktivitat als MafB fir die

potentielle Genaktivitat.
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Abb. 4: Basale Expression und Transaktivierung des vegfr-3 Gens in humanen endothelialen und
epithelialen Zelllinien

(A) Unter Einsatz von spezifischen Primern wurde die Gesamtmenge an vegfr-3 mRNA-Transkript in den
Zelllinien ermittelt und durch gleichzeitige Amplifikation mit spezifischen Primern fir das konstitutiv
exprimierte S-Aktin Gen quantitativ ausgewertet. Die Menge an vegfr-3 RNA Transkript ist als relativer
Anteil der HMEC-1 Zellen dargestellt und wurde mit diesem mittels Student’s t-Test hinsichtlich
signifikanter Unterschiede verglichen (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001). (B) Das nachfolgend ermittelte
Minimalkonstrukt vegfr-3(-101/-32) wurde mit einer Auswahl von humanen endothelialen und epithelialen
Zelllinien mit gleichen Mengen DNA (400ng) transfiziert. Alle in Triplikaten durchgefuhrten
Transfektionsassays wurden mit der durch Renilla-Expression erhaltenen Transfektionseffizienz
normalisiert und anschlieBend Mittelwerte mit Standartabweichung (S.E.M.) und Signifikanzen mittels
Student’s t-Test berechnet (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001). Die Luziferase-Aktivitdt wurden als x-fache
Anstiege in Bezug auf den Leervektor pT81 fiir jede Zelllinie berechnet.
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3.2 Identifizierung der Promotoraktivitat und regulatorischer Bereiche

Zur Untersuchung der 5’-flankierenden Promotorregion wurde nach Isolierung des
humanen vegfr-3 Promotors ein ca. 0,9 kb groBes amplifiziertes DNA-Konstrukt
ausgewahlt und vor das Luziferase-Reportergen in den pGL3-Leervektor kloniert. Das
auf diesem Weg erhaltene Reportergenkonstrukt vegfr-3(-858/+59) leitete sich von der
Bezeichnung des Konstrukis mit Bezug auf den Transkriptionsstartpunkt ab, der 858
Basenpaare upstream und 59 Basenpaare downstream vom Transkriptionsstartpunkt
zu liegen kam, und wurde in HMEC-1 Zellen transient transfiziert. Im Vergleich zu
Reportergenkonstrukten fur vegf-A und vegf-D 106 war ein entsprechendes vegfr-3
Promotorkonstrukt noch nicht publiziert worden. Das Promotorkonstrukt wurde
hinsichtlich seiner Luziferase-Aktivitdt mit dem Leervektor pGL3 verglichen und zeigte
einen deutlichen Anstieg in der Transaktivierung des Reportergens als MaB fur die
vegfr-3- Aktivitat (Abb. 5A). Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde vegfr-3(-858/+59)
als Ausgangskonstrukt fir die 5’-Deletionsanalyse verwendet, um den far die
transkriptionelle Regulation verantwortlichen Promotorbereich einzugrenzen. Nach
Auswahl geeigneter Promotorbereiche fir potentielle Primer wurde mittels PCR-
Amplifikation schrittweise eine Reihe von 5’-Deletionskonstrukien hergestellt und
anschlieBend in den pGL3-Leervektor subkloniert (Abb. 5A). Im Rahmen der 5'-
Deletionsanalyse wurde schrittweise jedes generierte 5’-Deletionskonstrukt nach
erfolgter Subklonierung in der Serie aller bis dato untersuchten Konstrukte transient
transfiziert und in Hinblick auf seine Luziferase-Aktivitat mit dem Leervektor pGL3 und
den anderen Konstrukten verglichen (Abb. 5A). Diese sukzessive Analyse ermdglichte
eine genaue Beurteilung der Promotoraktivitat jedes neu generierten Konstruktes. Das
Konstrukt vegfr-3(-1875/+59) wurde durch Sequenzverlangerung ausgehend von
vegfr-3(-858/+59) wie beschrieben generiert, in pGL3 subkloniert und in transienten
Transfektionen in Hinblick auf seine Expression eingesetzt. Eine Verklrzung des vegfr-
3 Promotors von —1876 auf —858 fuhrte zu einer Abnahme der Luziferase-Aktivitat auf
das Niveau des Leervektors, wahrend eine weitere Verkirzung von —858 auf —554 zu
einem erneuten Anstieg auf das Ursprungsniveau fihrte. Eine anschlieBende
schrittweise Verkidrzung des Promotors von -554 bis —-98 bewirkte eine
transkriptionelle Aktivitat auf H6he des Ausgangsniveau von vegfr-3(-1876/+59) und
hdher, wahrend durch erneute Deletion von 56 Basenpaaren [vegfr-3(-42/+59)] die
Promotoraktivitét vollstdndig aufgehoben wurde. Dieser entscheidende Deletionsschritt
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fihrte zur Identifizierung eines in 5-Richtung (upstream) gelegenen, essentiellen
Minimalpromotorbereichs fiir die basale Regulation mit der Sequenz der Nukleotide von
-98 bis —42, in dem entscheidende regulatorische Elemente fir die gesamte
Promotoraktivitét lokalisiert waren. Um die Funktionalitdt und damit die Relevanz des
ermittelten Minimalpromotorbereichs zu untersuchen, sollte geklart werden, ob der
Minimalpromotorbereich des vegfr-3 Gens isoliert ohne Einfluss externer regulatorischer
Gensequenzen als Enhancer-Element wirken konnte. Fir diese Untersuchung wurde
ein entsprechend doppelstrangiges Oligonukleotid synthetisiert und hybridisiert und in
das heterologe Promotorsystem des Vektors pT81-Luc subkloniert, das neben dem
gesamten entscheidenden regulatorischen Promotorbereich noch  zusatzlich
Sequenzverlangerungen im 5’-und 3’-flankierenden Bereich umfasste [vegfr-3(-101/-
32)] (Abb. 5B). Die Sequenzverlangerungen waren notwendig, um keine potentielle
Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren im unmittelbaren 5°- und 3’-Randbereich
der ermittelten Promotersequenz durch molekularbiologische Methoden (z.B.
Restriktionsenzymverdau, etc.) zu verlieren. Das heterologe Promotorsystem des
Vektors pT81-Luc enthielt den viralen Thymidinkinase-Promotor aus Herpes simplex
ohne basale Enhancer-Eigenschaften und ermdglichte dadurch die funktionelle
Untersuchung authochtoner essentieller Promotorsequenzen des Targetgens vegfr-3.
Nach Klonierung in das heterologe Promotorsystem wurde in
Transfektionsexperimenten mit HMEC-1 die Aktivitat von vegfr-3(-101/-32) untersucht
und ein signifikanter, 11-14 facher Anstieg gegenUber dem Leervekior pT81 nach
gemessener Luziferase-Aktivitat nachgewiesen (Abb. 5C). Auf diese Weise konnte
diesem Minimalbereich eine wesentliche Enhancer-Funktion durch Transaktivierung
zugewiesen werden und fir weiterflhrende Untersuchung als Grundlage fur die
Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation des vegfr-3 Promotors dienen.
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Abb. 5: Funktionelle Bereiche des vegfr-3 Promotors

(A) In transienten Transfektionsexperimenten wurden HMEC-1 Zellen mit gleichen Mengen DNA (400ng)
in einer Serie mit 5’-Deletionskonstrukten des vegfr-3 Promotors transfiziert und als x-facher Anstieg der
Luziferase-Aktivitdt gegeniber dem pGL3-Leervektor dargestellt. Die fir jedes Reportergenkonstrukt
ermittelte Luziferase-Aktivitdt wurde mit der Aktivitit des jeweils kirzeren 5’-Deletionskonstrukts
verglichen und mittels Student’s t-Test hinsichtlich signifikanter Unterschiede bezogen auf pGL3
ausgewertet (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001). (B) Im Rahmen der 5-Deletionsanalyse wurde vegfr-3(-
101/-32) als erweitertes Minimalelement ermittelt und als synthetisches Oligonukleotid in das heterologe
Promotorsystem pT81-Luc subkloniert. Die Sequenzanalyse ergab einen GC-Gehalt von 89% sowie der
Abgleich der Datenbank TRANSFAC® Consensus-Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren der Zink-
Finger-Familie im Bereich der GC-Boxen I-lll. (C) Die Subklonierung des Minimalelements sowie
transiente Transfektion von vegfr-3(-101/-32) in HMEC-1 Zellen zeigte einen signifikanten Anstieg der
Luziferase-Aktivitdt mittels Student’s t-Test gegenliber dem Leervektor pT81 (*** P<0,001), dessen
Luziferase-Aktivitat in der Darstellung gleich 1 gesetzt wurde

3.3 Feinanalyse der vegfr-3 Promotorsequenz

In den nachfolgenden Untersuchungen wurde das DNA-Bindungsverhalten der fir die
Transkriptionsregulation entscheidenden Proteine fir das Minimalelement ermittelt.
Nach Analyse der Sequenz und Ermittlung eines GC-Gehalts des Minimalelements von
89% wurden EMSA-Studien durchgefihrt, in denen nukledre Proteinextrakte von
HMEC-1 Zellen mit radioaktiv markierten Sonden inkubiert wurden, die nach sorgfaltiger
Sequenzanalyse synthetisiert worden waren. Die ersten Bindungsstudien wurden mit
Sonde A [vegfr-3(-101/-32)] durchgeflhrt, die dem in der 5-Deletionsanalyse
identifizierten Minimalelement des vegfr-3 Promotors entsprach. AuBerdem wurden die

zwei zusammenhangenden Sonden B [vegfr-3(-101/-66)] und C [vegfr-3(-65/-32)]
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konstruiert, die aus einer Halbierung des Promotorminimalelementes entstanden sowie
drei weitere Sonden D [vegfr-3(-104/-85)], E [vegfr-3(-84/-63)] und F [vegfr-3(-62/-32)],
die aus einer Drittelung von Sonde A resultierten. Diese Unterteilung der
Gesamtsequenz sollte eine maoglichst genaue weitere Eingrenzung kritischer
Bindungsbereiche des vegfr-3 Promotors erméglichen. Bei der Konstruktion der Sonden
wurden bei der Unterteilung der Teilsonden Bindungsstellen aus der Datenbank
bertcksichtigt, so dass es sich nicht um mathematische, sondern um funktionelle
Teilungen bzw. Drittelungen handelte. In der folgenden Darstellung wurde auf eine
nahere Betrachtung von Sonde F [vegfr-3(-62/-32)] verzichtet, da diese im
Sequenzbereich von Sonde C [vegfr-3(-65/-32)] lag und in den durchgeflhrten
Untersuchungen das gleiche Bindungsverhalten zeigte. In zwei aufeinanderfolgenden
Schritten wurden alle Teilsonden zunéachst in ihrem Bindungsverhalten untersucht.
AnschlieBend wurden in einem zweiten Schritte alle vorhandenen Teilsonden der
Gesamtsequenz durch das Gesamtfragment Sonde A in Verdrangungs-Assays
untersucht und die Verdrangungsmuster ermittelt. Die Inkubation der Gesamtsonde A
zeigte die Bildung von zwei DNA-Protein-Komplexen (Abb. 6A, Bahn 1), die sich im
200-fach molaren Uberschuss mit dem Verdrangungs-Oligonukleotid aufheben lieBen
und somit als spezifisch zu bewerten waren (Abb. 6A, Bahn 2). Durch Halbierung der
Gesamtsonde blieb die Ausbildung der zwei Protein-Komplexe nur bei Inkubation der
5’-Halfte als Sonde B (Abb. 6A, Bahn 3) erhalten, wahrend Sonde C als 3’-Halfte keine
Proteinbindung zeigte (Abb. 6A, Bahn 5). Dieses Bindungsverhalten lieB sich unter
Einsatz der Teilsonden aus der Drittelung untersuchen. Wahrend bei Inkubation von
Teilsonde D keine Proteinbindung nachzuweisen war (Abb. 6A, Bahn 7), wurde die
Ausbildung der Banden bei Teilsonde E nur abgeschwacht detektiert (Abb. 6A, Bahn 9).
Die Verwendung von Sonde F fihrte zu keiner Bindung von Kernextrakten. Es wurde
gezeigt, dass ein Teil der radioaktiv markierten Sonden ein spezifisches DNA-
Kernproteinmuster ausbildete, ein anderer Teil der Sonden jedoch mit den extrahierten
Proteinen keine Bindung einging. Im anschlieBenden Teil sollte nun das
Verdrangungsverhalten aller Sonden dargestellt werden um zu Uberprufen, ob Sonden
ohne Kernproteinbindung auch kein Verdrangungspotential besitzen, um durch diesen
Umkehrschritt das Bindungspotential einer Sonde endgiiltig zur verifizieren oder
auszuschlieBen. Hierzu wurde das Gesamtelement als korrespondierende Sonde A
[vegfr-3(-101/-32)] radioaktiv markiert und unter Verwendung aller Oligonukleotide
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inkubiert und nach elektrophoretischer Auftrennung detektiert. Wahrend Sonde A [vegfr-
3(-101/-32)] erwartungsgeman zu Verdrangung beider Komplexe flhrte (Abb. 6B, Bahn
2), fihrte auch die Inkubation mit Sonde B [vegfr-3(-101/-66)] als 5'-Halfte von Sonde A
zur kompletten Verdrangung (Abb. 6B, Bahn 3). Die Sonden C [vegfr-3(-65/-32)] (Abb.
6B, Bahn 7) und D [vegfr-3(-104/-85)] (Abb. 6B, Bahn 8) zeigten kein
Verdrangungspotential. Die Sonde E [vegfr-3(-84/-63)] (Abb. 6B, Bahn 9) dagegen
zeigte nur eine Verdrangung des oberen Komplexes, wahrend der untere Komplex trotz
Verdrangungs-Oligonukleotid im elektrischen Feld lief und somit detektiert werden
konnte. Die weiterfihrenden Untersuchungen sollten nun die Sonden B [vegfr-3(-101/-
66)] und E [vegfr-3(-84/-63)] weiter charakterisieren. Hierzu wurden Mutanten mit
kurzen repetitiven Nukleotid-Alterationen beider Oligonukleotide synthetisiert (Tab. 5)
und nach Inkubation mit Sonde A [vegfr-3(-101/-32)] in Hinblick auf Ihr
Verdrangungsmuster detektiert. Die Mutanten der Sonde B [vegfr-3(-101/-66)]
enthielten entweder Mutationen im 5'-Bereich (Mut1), im 3'-Bereich (Mut2) oder in
beiden Bereichen (Mut3) der Sequenz. Wéhrend Mut1 (Abb. 6B, Bahn 4) und Mut2
(Abb. 6B, Bahn 5) beide zur Verdrdangung des oberen Komplexes fUhrten, war unter
Verwendung von Mut3 als Oligonukleotid keine Verdrdngung mdglich
(Abb. 6B, Bahn 6). Die eingebrachte Mutation in das Oligonukleotid und Inkubation mit
Sonde E [vegfr-3(-84/-63)] Mut1 flhrte zu keiner Verdrangung eines der beiden
Proteinkomplexe (Abb. 6B, Bahn 10). Es wurde gezeigt, dass Sonde A [vegfr-3(-101/-
32)] und Sonde B [vegfr-3(-101/-66)] in Bindung der nukledren Proteine und im
Verdrangungspotential ein gleiches Verhalten zeigten, wahrend Sonde E [vegfr-3(-84/-
63)] nur eine Teilaktivitdt besaB. Auf Grundlage dieser Ergebnisse sollte nun
anschlieBend die  Funktionalitdt und das  Transaktivierungspotential  der
Sequenzbereiche vertiefend untersucht werden, die sich in als anzunehmend identisch
darstellen lieBen. Da sich Sonde E [vegfr-3(-84/-63)] als struktureller Teil von Sonde B
[vegfr-3(-101/-66)] auch in der Bindung als teilaktiv zeigte, wurden in den
nachfolgenden Untersuchungen vorzugsweise Sonde A [vegfr-3(-101/-32)] und Sonde
B [vegfr-3(-101/-66)] verglichen. Hierzu wurden die im EMSA eingesetzten Sonden als
Oligonukleotide in das heterologe Promotorsystem pT81 subkloniert. In den
Transfektionsuntersuchungen der Reportergenkonstrukie konnte gezeigt, werden dass
es in Hinblick auf die Enhancer-Funktion keine signifikanten Unterschiede zwischen
dem Minimalelement vegfr-3(-101/-32) und dem Teilelement vegfr-3(-101/-66) gab
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(Abb. 5C), jedoch einen entsprechenden signifikantern Unterschied beider Konstrukte
gegenlber dem Leervektor (*** P<0,001). Dieser Schritt lieB eine weitere Eingrenzung
des Minimalbereichs auf die Sequenz zwischen -101 und -66 zu, weil es sowohl in
Bezug auf die Kernproteinbindung als auch in Bezug auf die funktionelle Aktivitat keinen
Unterschied zwischen beiden Gensequenzen von vegfr-3 gab. Alle weiteren
Untersuchungen zur Identifikation bindender Transkriptionsfaktoren wurden mit dem
neuen  Minimalelement  vegfr-3(-101/-66)  durchgefihrt.  Zusatzlich  wurden
Oligonukleotide in das Promotorsystem pT81 subkloniert, bei denen einzelne oder alle
GC-Boxen durch Basenaustausch selektiv mutiert waren. Diese Reportergenkonstrukte
wurden in HMEC-1 Zellen transient transfiziert und hinsichtlich signifikanter
Aktivitdtsabnahmen in Bezug auf das Gesamtelement mit dem Student’s t-Test
ausgewertet. Die funktionellen Untersuchungen bestéatigten, dass ein Verlust von GC-
Box Il zu keinem signifikanten Verlust der Aktivitat des vegfr-3 Promotors fUhrt, was in
Korrelation zu den Bindungsstudien stand. Der Mutation der distalen GC-Box (GC-Box
) folgte ein Verlust der Aktivitat auf die Halfte, wahrend eine Mutation der proximalen
GC-Box (GC-Box Il) zu einem Aktivitatsverlust auf etwa ein Drittel der Ausgangsaktivitat
fihrte. Eine gleichzeitige Mutation der GC-Boxen | und Il zeigte einen nahezu
kompletten Verlust der Promotoraktivitat im heterologen Promotorsystem pT81 bezogen

auf den Leervektor.
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Abb. 6: Bindung von zwei Proteinkomplexen an das vegfr-3 Promotorminimalelement und an
Teilelemente sowie funktionelle Untersuchung des Minimalelements

EMSA-Bindungsstudien wurden mit **P-markierten doppelstrangigen DNA-Sonden durchgefiihrt, die dem
Minimalelement und seinen Teilelementen entsprachen. (A) Gesamtsonde (Bahn 1) und Teilsonden
(Bahnen 3, 5, 7 und 9) wurden mit nuklearen Proteinenextrakten von HMEC-1 Zellen inkubiert und auf
einem nativen TBE-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Zur Verifizierung eines spezifischen Bandenmusters
wurde jede Sonde mit einem 200-fach molaren Uberschuss des entsprechenden Verdrangungs-
Oligonukleotids inkubiert und neben die jeweilige Sonde aufgetragen (Bahnen 2, 4, 6, 8, 10). (B) Alle
vorhandenen Teilsonden wurden als Verdrangungs-Oligonukleotid gegen die Gesamtsonde vegfr-3(-
101/-32) eingesetzt und die Proteinbindung im Gel aufgetrennt. Zusatzlich wurden in dieser
Kompetitionsstudie die zielgerichtet mutierten Oligonukleotide von vegfr-3(101/-66) zur Verdrangung der
Gesamtsonde eingesetzt, um den Aktivitdtsverlust der Mutanten neben dem Bindungs- auch im
Verdrangungsmuster zu bestatigen. (C) HMEC-1 Zellen wurden transient mit dem Gesamtelement vegfr-
3(-101/-32) sowie dem 5'-Teilelement vegfr-3(-101/-66) im heterologen Promotorsystem pT81 transfiziert
und die Luziferase-Aktivitat ermittelt. Unter Verwendung des Student’s t-Test konnte ein signifikanter
Unterschied beider Konstrukte gegenuber dem Leervektor ermittelt werden (*** P<0,001), jedoch nicht
zischen beiden Konstrukten untereinander.
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3.4 Regulation des vegfr-3 Promotors durch Sp1/Sp3

Nachdem in Bindungsstudien und funktionellen Untersuchungen gezeigt werden
konnte, dass der kritische Promotorbereich flr die basale Regulation der vegfr-3
Expression die Sequenz vegfr-3(-101/-66) war, sollten im Rahmen folgender
Bindungsstudien die an die Sequenz bindenden Transkriptionsfaktoren identifiziert
werden. Durch den Abgleich mit der Datenbank TRANSFAC® wurde eine Reihe
potentiell bindender Transkriptionsfaktoren ermittelt und hinsichtlich biologischer
Relevanz ausgewertet. Dabei fiel die Auswahl auf die Transkriptionsfaktoren Sp1,
Ap2a, Egr-1 und c-Myc. AnschlieBend wurden doppelstrangige Oligonukleotide
synthetisiert und hybridisiert, die den Consensus-Bindungssequenzen fur die
ausgewahlten Transkriptionsfaktoren entsprachen. Die Consensus-Oligonukleotide
wurden in 100-fach molarem Uberschuss in EMSA-Kompetitionsstudien mit der
radioaktiv markierten DNA-Sonde vegfr-3(-101/-66) inkubiert und zur Verdrangung
eingesetzt. Als Kontrolle fir die Spezifitdt der Bindung der Consensus-Oligonukleotide
diente jeweils ein in der Sequenz mutiertes Oligonukleotid, wodurch die Verdrangung
verhindert wurde. Bezogen auf die Kontrolle (Abb. 7A, Bahn 1) konnte eine vollstandige
Verdrangung der Komplexe | und Il durch Einsatz des Sp1-Consensus-Oligonukleotids
erreicht werden (Abb. 7A, Bahn 3), welche unter Verwendung eines entsprechend
mutierten Sp1-Oligonukleotids ausblieb. Ebenfalls als spezifisch zu bewerten war die
Verdrangung beider Proteinkomplexe durch das Ap2a-Consensus-Oligonukleotid (Abb.
7A, Bahn 5) und gleichzeitig ausbleibende Verdrangung bei entsprechend mutiertem
Ap2a-Oligonukleotid (Abb. 7A, Bahn 6). Eine Verdrangung des vegfr-3
Promotorelements aus der Bindung durch Egr-1 bzw. c¢-myc-Consensus-
Oligonukleotide konnte nur geringfligig (Abb. 7A, Bahn 7) bzw. Uberhaupt nicht
nachgewiesen werden (Abb. 7A, Bahn 9). Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden
Supershift-Assays mit spezifischen Antikérpern gegen Sp1, Ap2a, Egr-1 und c-myc
durchgefihrt. Im Rahmen dieser Supershift-Analysen konnten die Ergebnisse aus den
Kompetitionsassays insofern bestéatigt werden, als dass ein eindeutiger Supershift von
Komplex | durch Zugabe des Sp1-Antikérpers (Abb. 7B, Bahn 3) im Vergleich zur
Referenz (Abb. 7A, Bahn 1) detektiert werden konnte. Unter Verwendung von
Antikérpern gegen Ap2a, Egr-1 und C-myc konnte jedoch kein Supershift beobachtet

werden (Abb. 7A, Bahnen 7, 8 und 9). In Anbetracht des eindeutigen Nachweises von
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Sp1 als Transkriptionsfaktor lag der Schluss nahe, die vegfr-3 Promotorsequenz
hinsichtlich weiterer Vertreter aus der Familie der Sp-Transkriptionsfaktoren zu
untersuchen. Diese umfasst einige strukturell und funktional sehr nahe verwandte Zink-
Finger-Proteine (107;108), die in der Lage sind, mit unterschiedlich hoher Affinitat an
die gleichen DNA-Sequenz zu binden. Zu diesen Vertretern z&hlen neben Sp1 auch
Sp3 und Sp4. Zur Identifizierung der Sp-Faktoren wurden in Supershift-Analysen
zusatzlich Antikdrper gegen Sp3 und Sp4 eingesetzt. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde gezeigt, dass neben Sp1 (Komplex ) auch ein Sp3-Supershift
(Komplex IlI) an der Promotorsequenz herbeizufihren war (Abb. 7B, Bahn 4) und der
gleichzeitige Einsatz von Antikérpern gegen Sp1 und Sp3 zum nahezu vollstandigen
Shift beider Komplexe fuhrte (Abb. 7B, Bahn 5). Die Zugabe des Sp1-Antikdrpers flhrte
zur Interaktion mit nahezu allen Proteinen von Komplex |, wodurch dieser als DNA-
Protein-Antikdrper-Superkomplex durch ein hdheres Molekulargewicht bei der Gel-
Auftrennung als hdhere Bande lief (Shiff). Dagegen ging der Sp3-Antikdrper eine
Bindung mit dem Sp3-Protein als Antigen genau an dem Teil des Antigens ein, an dem
urspriinglich die radioaktiv markierte DNA-Sonde interagierte, wobei der Komplex I
durch fehlende DNA-Bindung nicht mehr detektiert werden konnte. Der gegen das Sp4-
Antigen gerichtete Antikdrper zeigte im Vergleich zur Referenz keinen Supershift (Abb.
7B, Bahn 6). Die mit dem Ap2a-Oligonukleotid beobachtete Kompetition der Komplexe |
und Il (Abb. 7A, Bahn 5) konnte durch weitere Verdrangungs- und Supershiftstudien als
Kreuzinteraktion mit dem Consensus-Bindungsmotiv der Sp-Familie erklart werden.
Sowohl Sp1-Consensus-Oligonukleotid als auch Ap2a-Consensus-Oligonukleotid
waren als radioaktiv markierte Sonden in der Lage, zwei gleiche Proteinkomplexe im
EMSA zu bilden. Jedoch war die Intensitat der Proteinbindung durch die Sp1-Sonde
wesentlich héher (Abb. 7C, Bahn 1-4) als die der Ap2a-Sonde (Abb. 7C, Bahn 5-8).
Wahrend eine Verdrdngung mit 100-fach molarem Uberschuss mit Ap2a-Consensus-
Oligonukleotid zu einer inkompletten Verdrangung der durch die Sp1-Sonde gebildeten
Komplexe fihrte (Bahn 3), resultierte die Verdrangung der durch Ap2a-Sonde
gebildeten Komplexe unter Einsatz von Sp1-Consensus-Oligonukleotid vollstandig
(Abb. 7C, Bahn 8). Die Annahme, dass an beiden Sonden Sp-Faktoren zu finden
waren, lieB sich unter Verwendung von Spi-Antikbrpern sowohl an der Sp1-Sonde
(Abb. 7C, Bahn 2) als auch an der Ap2a-Sonde (Abb. 7C, Bahn 6) nachweisen. Jedoch

konnte weder an der Sp1-Sonde noch an der Ap2o-Sonde ein Supershift mit
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Abb. 7: Sp1 und Sp3 binden an das Promotorelement vegfr-3(-101/-66)

(A) Verdrangungsstudien mit nuklearen Proteinen von HMEC-1 Zellen wurden mit *p_markierter Sonde
vegfr-3(-101/-66) sowie Consensus- und Mutanten-Oligonukleotiden flir die ermittelten potentiellen
Transkriptionsfaktoren mit 100-fachen molaren Uberschuss inkubiert und auf einem nativen TBE-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. (B) Zur Identifizierung der an vegfr-3(-101/-66) bindenden
Transkriptionsfaktoren wurden Kernproteine von HMEC-1 Zellen mit der radioaktiv markierten Sonde und
spezifischen Antikérpern entsprechend der Kompetitionsstudien in einem EMSA eingesetzt. (C) Zur
Untersuchung einer anzunehmenden Kreuz-Interaktion zwischen der Sp1 und der Ap2a -Consensus-
Sequenz wurden *P-markierte Sonden mit Bindungssequenzen fiir Sp1 (Bahneni-4) und fiir Ap2a
(Bahnen 5-8) verwendet sowie mit 100-fach molarem Uberschuss an Ap2a-Consensus-Oligonukleotid
und Sp1-Consensus-Oligonukleotid oder Antikérpern gegen Sp1 und Ap2a inkubiert. Um den Nachweis
der Funktionalitdt des verwendeten Ap2a-Antikdrpers zu erbringen, wurden Kernproteine von Ap2a-
positiven HeLa-Zellen im Supershift mit dem Antikdrper untersucht.
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Antikbrpern  gegen Ap2o- Antigen nachgewiesen werden. Um die durchgefihrten
Kreuzinteraktions-Assays zu verifizieren, wurde die Funktionalitdt des verwendeten
Ap2o-Antikdrpers durch Supershift-Studien mit der Ap2a-Sonde und Hela-Zellen
untersucht und bestatigt, die nachgewiesen positiv fir die Expression von Ap2a sind
(Abb. 7C, Bahn 10) (109).

3.5 Funktionelle Untersuchungen zur Regulation des vegfr-3 Promotors
durch Faktoren des Sp-Familie

Um die erhaltenen Daten zur Beteiligung von Sp1 und Sp3 an der Regulation des
vegfr-3 Promotors in einen funktionellen Zusammenhang zu bringen, wurde das
Minimalelement als Reportergenkonstrukt transient in Drosophila melanogaster SL-2
Zellen transfiziert. Zuséatzlich wurden entsprechende Uberexpressionsplasmide co-
transfiziert, die fir die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 kodierten, und in Hinblick auf
ihre Funktion als potentielle Aktivatoren des Reportergenkonstrukts ausgewertet. SL-2
Zellen zeichnen sich fiir diese Uberexpressionsuntersuchungen dadurch aus, dass
ihnen eine Vielzahl der Homologe zu mammalischen Transkriptionsfaktoren (u.a. Sp-
Faktoren) fehlt und sie dadurch keinen ungewollten Einfluss auf Expressions-Analysen
eines mammalischen Zellsystems besitzen. Drosophila SL-2 Zellen wurden mit jeweils
250ng vegfr-3(-101/-66) oder pT81 Leervektor im Basisansatz transfiziert. Im Rahmen
dieses Assays wurden je nach Fragestellung gleiche Mengen (jeweils 500ng) an pPAC-
Konstrukten in Form der pPAC Uberexpressionskonstrukte von Sp1 oder Sp3, der
pPAC-DNA-Bindungsdoméanen (DBD)- Mutanten oder des pPAC-Leervektors zur
Transfektion gleicher DNA-Mengen cotransfiziert und nach 24h geerntet. Die
Transfektion des pPAC-Leervektor mit pT81-Luc wurde als BezugsgrdBe fur die
Auswertung hinsichtlich signifikanter Aktivitatszunahmen gewahlt. Im Vergleich hierzu
zeigte eine Cotransfektion des Uberexpressionsplasmids pPAC-Sp1 mit dem
Minimalelement vegfr-3(-101/-66) eine hochsignifikante Aktivitdtszunahme (Abb. 8A) mit
einer etwa 200fachen Luziferase-Aktivitat gegentber dem Leervektor (*** P<0,001). Um
eine Eigenaktivitat von vegfr-3(-101/-66) in SL-2 Zellen auszuschlieBen, wurde es
sowohl mit dem pPAC-Leervektor als auch mit der pPAC-Sp1 DBD- Mutante ko-
transfiziert. In diesem Assay zeigte sich keine signifikante Aktivitdtszunahme, womit
eine Eigenaktivitat von vegfr-3(-101/-66) ausgeschlossen werden konnte. Analog zu
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den Uberexpressionsversuchen mit Sp1 wurden Transfektionsexperimente mit dem
pPAC-Sp3 Plasmid durchgeflihrt, um unabhangig von mammalischen Sp-Faktoren den
Einfluss von Sp3 auf das identifizierte Minimalelement des vegfr-3 Promotors zu
demonstrieren (Abb. 8B). Auch hier zeigte sich eine signifikante Aktivitdtszunahme (***
P<0,001) bei Kotransfektion des Uberexpressionsplasmids pPAC-Sp3 mit dem
Minimalelement vegfr-3(-101/-66), wahrend auch hier die Eigenaktivitdt der Konstrukte
ohne das Expressionsplasmid ausgeschlossen werden konnte. Damit lieB sich
vertiefend darstellen, dass die in Bindungsstudien ermittelten Transkriptionsfaktoren
Sp1 und Sp3 eine entscheidende funktionelle Relevanz fir den vegfr-3 Promotor
besitzen.
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Abb. 8: Sp1 und Sp3 aktivieren den vegfr-3 Promotor

Drosophila melanogaster SL-2 Schneider Zellen wurden mit 250ng Konstrukt vegfr-3(-101/-66) oder
Leervektor pT81-Luc sowie 500ng Expressionskonstrukt fir Sp1 (A) oder Sp3 (B) bzw. pPAC-Leervektor
oder pPAC-DBD Mutanten-Vektor transfiziert und nach 24 h geerntet. Die Luziferase-Aktivitat wurde als
x-facher Anstieg bezliglich der mit pPAC transfizierten Kontrollen von pT81-Luc berechnet und mittels
Student’s t-Test ausgewertet (*** P<0,001).
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3.6 Untersuchungen zur Proteinbindung mutierter Oligonukleotide im EMSA

Um zu untersuchen, inwiefern eine Mutation der Consensus-Bindungssequenz des
vegfr-3 Promotorelements einen Einfluss auf das Bindungsverhalten regulatorischer
Kernproteine besitzt, wurden in Ergdnzung zu den EMSA-Studien (Abb. 7) Supershift-
Analysen mit der Serie von mutierten Promotorfragmenten durchgefiihrt. Dabei wurden
die Teilsonden B [vegfr-3(-101/-66)] Mut 1, Mut 2 und Mut 3 mit zielgerichteten
Mutationen der GC-Boxen | und/oder Il mit HMEC-1 Zellen und Antikérpern gegen Sp1
und Sp3 inkubiert und nach Auftrennung im Gel detektiert. Im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 9, Bahn 1) zeigte das Bandenmuster der Teilsonde B [vegfr-3(-101/-66)] Mut 1 mit
einer geringeren Anzahl potentieller Bindungsstellen erwartungsgemafB quantitativ
weniger Bindung (Abb. 9, Bahn 2), dennoch war die Ausbildung beider Komplexe und
Supershifts von Sp1 (Abb. 9, Bahn 4) und Sp3 (Abb. 9, Bahn 5) sowie in Kombination
(Abb. 9, Bahn 6) zu beobachten. Die Verwendung der Teilsonde B [vegfr-3(-101/-66)]
Mut 2 zeigte ebenfalls eine Formation der Komplexe | und Il, die jedoch wie bei der
Teilsonde B [vegfr-3(-101/-66)] Mut 1 abgeschwacht in der Auspragung der Bindung
war (Abb. 9, Bahn 7). Die Supershifts mit Antik6rpern gegen Sp1 (Abb. 9, Bahn 9) und
Sp3 (Abb. 9, Bahn 10) konnten auch unter Verwendung von Teilsonde B [vegfr-3(-101/-
66)] Mut 2 nachgewiesen werden. Eine Bindung von Proteinen unter Verwendung von
Teilsonde B [vegfr-3(-101/-66)] Mut 3 mit selektiver Mutation aller identifizierten GC-

Boxen war erwartungsgeman nicht zu beobachten (Abb. 9, Bahn 12).

Sonde vegfr-3(-101/-66) +- - - - - - - - - - -

100x vegfr-3(-101/-66) Mut1 - - + - - - - - - - -

100x vegfr-3(-101/-66) Mut2 - - - - - - -+ - - - -

a-Sp1 -- -+ - + - - 4+ - + -

o-Sp3 - - -+ + - - - + + -

100x vegfr-3(-101/-66) Mut3 - - - - - - - - - - -+

Supershift Sp1 == - . - e

Komplex | mmp .. -l . -
Komplex Il wmp - -

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12
| Sondevegfr-3 | |  Sondevegfr3 |

~ (-101/-66) Mut 1 (-101/-66) Mut 2

Abb. 9: : Bindungsverhalten der Mutanten von vegfr-3(-101/-66)

Supershift-Assays wurden mit nuklearen Proteinextrakten von HMEC-1 und spezifischer Antikdrper
gegen Sp1 und Sp3 durchgefiihrt. Dargestellt ist der Einfluss einer zielgerichteten Mutation von GC-Box |
in Sonde vegfr-3(-101/-66) Mut 1 und GC-Box Il | in Sonde vegfr-3(-101/-66) Mut 2 auf die Bindung der
Sp-Faktoren.
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3.7 Supershift-Assays in vegfr-3 RNA exprimierenden Zelllinien

Nachdem zu Beginn sowohl mittels RT -PCR (Tagman®) die mRNA-Menge an vegfr-3-
Transkript als auch die basale Reportergenaktivitat in einer Auswahl verschiedener
Zelllinien bestimmt worden war (Abb. 3), sollte in der folgenden Untersuchung die basal
vegfr-3 exprimierenden Zelllinien HMEC-1, HUVEC und HPMEC in Hinblick auf ihre
Bindung der identifizierten Faktoren Sp1 und Sp3 untersucht werden, um Unterschiede
zwischen den Zelllinien herauszuarbeiten. Zur weiteren Charakterisierung wurden
nukledre Proteinextrakte der drei Zelllinien mit der radioaktiv markierten Sonde vegfr-3(-
101/-66) sowie mit Antikérpern gegen Sp1 und Sp3 inkubiert und aufgetrennt. Die
eingesetzte Menge an Kernproteinen sowie die molare Masse an radioaktiver Sonde
waren bei allen drei Zellsystemen im Ansatz gleich. In HMEC-1 Zellen mit hdchster
basaler vegfr-3 RNA-Expression und Luziferase-Aktivitat von vegfr-3(-101/-66) konnte
quantitativ die meiste Bindung von Kernproteinen sowohl an der Sonde (Abb. 10, Bahn
1) als auch im Supershift-Komplex von Sp-Faktoren, vorzugsweise von Sp3, (Abb. 10,
Bahnen 2-4) nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass basal die Zellen
mit der niedrigsten nachweisbaren vegfr-3 mRNA-Expression, HPMEC-Zellen,
quantitativ dennoch fast die gleiche Bindungsintensitat von nuklearen Proteinen zeigten
wie die HMEC-1 -Zellen mit der héchsten Expression (Abb. 10, Bahnen 5-8). Dagegen
war die Kernproteinbindung von HUVEC-Zellen, die auf RNA Ebene nahezu die Halfte
der Expression der HMEC-1 Zellen aufwiesen, deutlich am geringsten ausgepragt, die
sich sowohl an der Sonde als auch in den Sp-Supershifts beobachten lieB (Abb. 10,
Bahnen 9-12).

vegfir-3-10166) + + + + + + + + + + + +
o-Sp1 -+ - 4+ - + - + - + - +
o-Sp3 - - 4+ + - - + 4+ - - + +

'
5
!

Sp1 ==p - - -

g:;;alexl—p ‘ —— - i e —
Kommplex || == | % S w -
(Sp3)

1 2 34 56 7 8 9 10 11 12
- Hvec1— — Hpvec - — Huvec -
Abb. 10: Supershift-Analyse der Sp-Faktoren in den vegfr-3 exprimierenden Zelllinien

Drei Zelllinien mit unterschiedlich hoher basaler Expression fir die RNA des vegfr-3 Gens (Abb. 2)
wurden hinsichtlich ihrer quantitativen Bindung von Kernproteinen untersucht. Die eingesetzte Menge an
Kernproteinen sowie die molare Masse an radioaktiver Sonde waren bei allen drei Zellsystem gleich.
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4 Diskussion
4.1 Identifikation der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3

Waéhrend die biologische Bedeutung von VEGFR-3 flr physiologische Schritte der
Lymphangiogenese (8;49;50) sowie fur Tumorgenese (63) und lymphonodale
Metastasierung (69) in vielen Studien gezeigt wurde, sind bisher nur wenige Details der
molekularen, insbesondere strukturellen und funktionellen Charakteristika identifiziert
worden (94). Die kontroverse Diskussion der Ergebnisse Uber die Assoziation von
VEGFR-3 mit Hamangiogenese (87) machen weiterflhrende Untersuchungen Uber
molekulare Eigenschaften von VEGFR-3 unabdingbar. Die Charakterisierung der
transkriptionellen Regulation des humanen vegfr-3 Gens zur Identifizierung der
molekularen, strukturellen und funktionellen Mechanismen von VEGFR-3 ist damit
bedeutungsvoll fur ein besseres Verstandnis von Gen und Rezeptor und soll eine
bessere physiologische und pathobiologische Einordnung des Gens ermdglichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen basale transkriptionelle
Regulationsmechanismen der Genexpression von vegfr-3. Mit Sp1 und Sp3 aus der
Familie der Zinkfinger-bindenen Proteine wurden erstmals Transkriptionsfaktoren fur die
Regulation des vegfr-3 Gens beschrieben. Die Bindung erfolgt Gber zwei als essentiell
identifizierte GC-reiche Elemente im Sequenzbereich zwischen -101 und -66 am

proximalen Promotor und ist schematisch in Abb. 9 dargestellt.

GC-Box | GC-Box Il

Abb. 11: Molekulare Regulation des vegfr3- Gens durch Sp1 und Sp3 zwischen -101 und -66
basierend auf den Untersuchungen dieser Arbeit
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Obwohl Sp1 und Sp3 als konstitutionell exprimierte Transkriptionsfaktoren betrachtet
wurden, ist ihre Rolle als Regulationsfaktoren in einer Vielzahl biologischer Prozesse
demonstriert worden, darunter fur Differenzierung und Wachstum sowie Beteiligung an
der Regulation von Tumorgenese und der Progression von Tumoren (110). Die
transkriptionelle Regulation durch Sp-Faktoren wurde in dieser Arbeit far vegfr-3
nachgewiesen. Damit konnte die Beteiligung von Sp1 und Sp3 an der Regulation eines
essentiellen Gens der Lymphangiogenese gezeigt werden. Die Beteiligung an einem
Gen der Lymphangiogenese wurde bereits mit VEGFR-2 (111;112) aus der VEGFR-
Familie und fir VEGF-C nachgewiesen (113). Ergénzend zu diesen Daten wurde die
Beteiligung von Sp1 an der Regulation des bcl-x Gens, einem Mitglied aus der bcl-2
Genfamilie, beschrieben, dessen Expression wahrend der Entwicklung des
lymphatischen Systems Apoptose vorzugsweise von Lymphendothelien reguliert (114).
Die Beteiligung von Sp1 und Sp3 an der Regulation der Lymphangiogenese-Gene
VEGF-C (113), VEGFR-2 (111;112) und VEGFR-3 sowie an der Kontrolle des
lymphangioendothelialen  Apoptose-Gens bcl-x unterstreicht den biologischen
Zusammenhang der Transkriptionsfaktoren mit dem lymphatischen System. Mit
VEGFR-1 (115), VEGF-A (106;116) und Fibroblast Growth Factor (FGF) (117;118)
wurde Sp1 in der Regulation von Genen beschrieben, die im Mittelpunkt von
Angiogenese stehen. Neben Genen, die unmittelbar mit Lymphangiogenese und
Hamangiogenese assoziiert sind, wurde in vorausgegangenen Studien Sp1 als
Transkriptionsfaktor identifiziert, der essentiell fir die Regulation von Mechanismen der
Tumorgenese und wachstumsregulierender Gene ist (119). Zu den Vertretern zéhlen
Epidermal Growth Factor (EGF) -Rezeptor (120), Transforming Growth Factor (TGF)-a
(121), Hepatocyte Growth Factor (HGF) -Receptor (122), Thymidin-Kinase (123),
Insulin-like Growth Factor Protein (IGF)-2 (124) und Serum Response Factor (SRF)
(125), die Schlusselfaktoren fur die Zellproliferation und Zellwachstum sind. Des
Weiteren sind vor diesem Hintergrund Bcl-2 (126), Bcl-x (114) und Survivin (127) als
essentielle Gene fir Zelliberleben und Apoptose-Resistenz sowie Matrix-
Metalloproteinase (MMP) -2 (128) und urokinase-type Plasminogen Activator (utPA)
(129) als regulative Proteine fir die Zellinvasion identifiziert worden, an deren
Regulation Sp1 beteiligt ist. In dieser Arbeit wurde eine gemeinsame Regulation durch
Sp1 und Sp3 fir VEGFR-3 beschrieben, die auch fir HGF- Rezeptor (122), MMP-2
(128), FGF (117;118) sowie VEGF-A (106;116), VEGFR-1 (115) und VEGFR-2

54



(111;112) gezeigt wurde. Der Nachweis der Sp-Faktoren als essentielle
Transkriptionsfaktoren fir VEGFR-3 und eine Vielzahl weiterer wachstumsregulierender
Gene verdeutlicht die Bedeutung fir wachstumsterminierende Mechanismen. Als
wesentlicher wachstumsregulierender Prozess ist vor diesem Hintergrund die
Tumorgenese hervorzuheben, deren molekulare Mechanismen in den Vordergrund

wissenschaftlicher Untersuchungen gerickt sind.

4.2 Sp-Faktoren in der Tumorgenese

Im Rahmen von Genexpressionsstudien konnte gezeigt werden, dass eine signifikant
vermehrte Expression von Sp-Faktoren unmittelbar wahrend der Tumorgenese
nachweisbar ist (63;130-133). In dieser Arbeit ist eine Beteiligung von Sp1 und Sp3 an
der Regulation des vegfr-3 Gens demonstriert worden, das ebenfalls mit verschiedenen
pathogenetischen Prozessen der Tumorgenese assoziiert wurde (63). In verschiedenen
Studien konnte eine veranderte Expression von Sp1 und Sp3 in gastrointestinalen
Tumoren nachgewiesen werden. Im Magenkarzinom wurde eine Uberexpression von
Sp1 gezeigt (132;133). Im kolorektalen Karzinoms war Sp1 vermehrt exprimiert
verglichen mit Normalgewebe (130). DarUber hinaus korrelierte eine erhéhte Expression
von VEGF-A in Pankreaskarzinom-Zellen mit einer Uberexpression von Spi (134).
Aquivalent zu den Ergebnissen dieser Arbeit fiir VEGFR-3 wurde in Leberzellkarzinom -
Zellen fur CYP3A7 eine Induktion der Expression sowohl durch Sp1 als auch Sp3
gezeigt (135). Im Schilddrisenkarzinom wurde ebenfalls eine erhéhte Expression von
Sp1 im Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen (136). Die Untersuchung des
Mammakarzinoms ergab eine signifikant erhéhte Expression von Spi, wahrend in
gutartigen Lasionen der Brust keine signifikante Expression zu detektieren war (137).
Ergdnzend wurde in Zellen des Mammakarzinoms demonstriert, dass das mit der
Tumorgenese assoziierte Human Activator Protein (HAP)-2y in seiner Expression durch
Sp1 induziert wird, wahrend durch Sp3 eine Interaktion mit den GC-reichen Elementen
zur Inhibition der Expression von HAP-2y fihrt (138). Sp1 konnte auch in der
Pathogenese des Glioblastoms als signifikant vermehrt exprimierter Transkriptionsfaktor
identifiziert werden (139). Sowohl Sp1-mRNA als auch DNA-Bindungsaktivitat von Sp1
und Sp3 waren in epithelialen Neoplasien im Vergleich zu Papillomen der Haut erhéht

(140). In Zellen von Plattenepithelkarzinomen wurde eine vermehrte Expression von
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Sp1 verglichen mit papillomatdsen Lasionen nachgewiesen (141).

Neben der Expression der Sp-Faktoren in verschiedenen Tumorentitdten konnte
eine Uberexpression von Sp-Faktoren auch als negativer prognostischer Marker fiir das
Uberleben der Patienten verschiedener Tumoren beschrieben werden, indem die Sp-
Faktoren zur Proliferation und Metastasierung beitragen (142). Es wurde gezeigt, dass
die Sp1-Expression in soliden Tumoren direkt mit dem Tumorstadium korreliert und als
prognostischer Marker flr den Grad der Tumorprogression und Metastasierung dient
(132-134;143;144). Im Magenkarzinom korrelierte eine Uberexpression von Sp1 direkt
mit dem angiogenen Potential sowie einer schlechten Prognose (132;133) und zeigte
eine inverse Korrelation mit dem medianen Uberleben der Patienten (132). Sp1 ist
damit fir das Magenkarzinom als unabhangiger molekularer Marker fir die Prognose
der Patienten identifiziert worden (132), fir das auch VEGFR-3 als prognostischer
Marker beschrieben wurde (63) und auf einen wichtigen biologischen Zusammenhang
zwischen VEGFR-3 und Sp1 schlieBen lasst. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im
Zusammenhang zu sehen mit Daten vorausgegangener Studien, in denen sowohl fir
Sp1/Sp3 als auch flr den durch beide Faktoren transkriptionell regulierten Faktor
VEGFR-3 eine Korrelation mit der Tumorgenese des Magenkarzinoms (63) und des
kolorektalen Adenokarzinoms (67) demonstriert wurde. Die Beteiligung an der
Regulation des lymphassoziierten bcl-x Gens (114) und der Assoziation von VEGFR-3
mit peritumoraler LymphgefaBneubildung und lymphatischer Metastasierung (76)
verdeutlichen die biologische Beziehung. Im Gegenzug hierzu wurde fir VEGFR-3 eine
Abnahme der Expression in Zellen des Mamma-Karzinoms gezeigt (75), wahrend Sp1
im Mammakarzinom vermehrt nachzuweisen war (137). Die inverse Korrelation von Sp1
und VEGFR-3 mit dem Mammakarzinom lasst auf bis dato nicht identifizierte
zusatzliche Expressionsmechanismen schlieBen.

Die Mechanismen der Uberexpression von Sp-Faktoren in Tumoren sind nicht
abschlieBend aufgeklart, sondern bisher nur durch einzelne Beobachtungen
charakterisiert worden. AuBerdem bedarf es weiterer Untersuchungen, die die
biologische und therapeutische Relevanz der vermehrten Expression der Sp-Faktoren
einordnen. Vor diesem Hintergrund konnte gezeigt werden, dass neben der Korrelation
der Expression in einzelnen Tumoren auch eine indirekte Assoziation mit Tumorgenese
besteht durch Expression in Tumor-Suppressor-Genen. Die Tumor-Suppressor-Gene
p53 (145), p73 (146), von Hippel-Landau (147) und Retinoblastoma-Protein (148) waren
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in der Lage, durch Komplexbildung mit Sp1 die Bindung von Sp1 an den Promotor der
Gene zu blockieren und damit konsekutiv die Aktivierung zu beeinflussen.

Neben ihrer Bedeutung fir die Tumorbiologie sind Sp-Faktoren auch in
pathogenetischen Prozessen beschrieben worden, die die Steuerung von Wachstum
und Uberleben vermitteln. Es wurde in densiometrischen Untersuchungen von Sp1 im
Mausmodell gezeigt, dass erhdhte Proteinmengen in Kardiomyozyten verteilt auf alle
Herzraume mit Ausnahme des Septums zu finden sind, nachdem es durch Anlage von
shunts und konsekutiver Volumenbelastung zur Entwicklung einer Herzhypertrophie
kam (149). Die vermehrte Sp1-Menge ging einher mit einer Abnahme des Sp3 Menge
(149).

4.3 Struktur und Bindungsverhalten der Sp-Faktoren

Die biologische Bedeutung und Funktion der Sp-Faktoren wird bestimmt durch ihre
strukturellen Besonderheiten und das charakteristische Bindungsverhalten. Die
identifizierten Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 aus der Familie der Sp-Faktoren sind
Proteine mit GC/GT-Boxen als potentielle Bindungssequenzen, von denen als erster
Sp1 beschrieben wurde (150;151). Sp1 wurde nach seiner Isolierung und Aufreinigung
nach den enthaltenen Sepharyl- und Phosphozellulose-Saulen benannt (152), wird aber
heute in der Literatur als specificity protein (Sp) 1 aufgeflihrt. Die Transkriptionsfaktoren
der Familie der Sp-Faktoren gehéren zu der Gruppe der Zink-Finger bindenden
Proteine mit hochkonservierter Bindungsdoméne, zu denen neben den hier
beschriebenen Sp-Faktoren die Faktoren BTEB1 (Basic Transcription Element Binding
Protein), TIEG1 (TGFp-Inducible Early Proteine Gene) und TIEG2 sowie die Familie der
Kruppel-Faktoren XKLF (X-Krippel-Like Factor) gehoren (153;154). Die Bindung der
Zink-Finger bindenden Proteine wird nahe dem C-terminalen Ende sowie durch Serin-
/Threonin-Reste und Glutamin-reiche Doméanen im N-terminalen Bereich vermittelt. Es
wurde gezeigt, dass die DNA-Bindungsdomane drei hintereinander geschaltete
ahnliche Sequenzen besitzt, die jeweils durch zwei benachbarte Cystein-Reste und
ebenso benachbarte Histidin-Reste begrenzt werden. In deren Zentrum bindet
gemeinsam mit den jeweiligen Seitenketten ein Zink-lon, wodurch der definierende
Zink-Finger gebildet wird (Cy-Zn-Hz) (142). Durch zweidimensionale und

dreidimensionale Wechselwirkungen zwischen den Nukleotiden, den Proteinen und
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dem Zink-lon entstehen ein B-Blatt und eine a-Helix als spezifische Struktur in der
Bindungsdoméne, wodurch eine fir die Domane charakteristische Rinne entsteht.
Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dass jeder der drei Zinkfinger in Sp1 drei
Guanosin- bzw. Cytosin- Basen eines Strangs und entsprechend eine Base des
komplementdren  Strangs  eines  GC-reichen Elements der  Sequenz
5'-(G/T) GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T)-3" erkennt und bindet (155;156). AuBerdem wurde
demonstriert, dass der C-terminale Zink-Finger eine reduzierte Bindungsspezifitat
aufweist und Sp1 eine Bindung eingeht, wenn nur zwei Basen in beiden Strangen
vorhanden sind (157). Die Variabilitét in der Erkennungssequenz wurde als Grundlage
fir das Expressionsmuster der Sp-Faktoren in verschiedenen Genen beschrieben
(107;108). Vor allem Gene, die an der Regulation von Zellzyklus, Zellwachstums und
Differenzierung, an apoptotischen Vorgangen und am Wachstum von Kapillaren
beteiligt sind, besitzen GC-reiche Elemente fir die Bindung von Sp-Faktoren
(116;158-160). Diese Eigenschaft wurde in dieser Arbeit auch fir GC-reiche Sequenz
des lymphangiogenen vegfr-3 Promotors und Sp1 und Sp3 gezeigt. Neben Sp1 und
Sp3 sind als weitere Vertreter der Familie die Faktoren Sp2 und Sp4 zu nennen, die
ebenfalls vor allem an GC-Boxen binden und je nach Gen synergistisch oder
antagonistisch wirken kénnen, jedoch an der transkriptionellen Regulation von vegfr-3
nicht beteiligt waren. Sp1, Sp3 und Sp4 binden bevorzugt Uber die gleichen
konservierten Aminosaureketten an die GC-Box (153;154), wahrend Sp2 bevorzugt an
GT-reiche Elemente bindet (161). Sp5 bis Sp8 zeigten eine &hnliche Struktur mit
Teilsequenzen von Sp1 bis Sp4 und Deletionen des N-terminalen Endes (107;108;162).
Far die unmittelbare transkriptionelle Aktivitdt von Sp1 wurden hydrophobe Glutamin-
reiche Aktivierungsdoméanen am N-terminalen Ende als verantwortlich identifiziert (163).
Es wurde gezeigt, dass die synergistische Aktivitat der Faktoren bei der Aktivierung
eines Promotors mit mehren GC-Boxen durch eine kurze C-terminale Doméne
vermittelt wird (164).

In ihrer Funktion unterscheiden sich die Sp-Faktoren und zeigen genspezifisch
und faktorspezifisch entweder einen aktivierenden oder inhibierenden Effekt auf die
Promotoraktivitdt. Es wurde demonstriert, dass die Anzahl der funktionellen
Bindungsstellen fir Sp1 entscheidend daflr ist, ob Sp3 fir die transkriptionelle
Regulation eine aktivierende oder inihibitorische Funktion einnimmt (165). In dieser

Arbeit wurde im pT81 Promotorsystem der individuelle Einfluss der GC-Boxen | und I
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auf die vegfr-3 Promotoraktivitat untersucht. Es wurde gezeigt, dass ein Verlust von
GC-Box | mit vorzugsweiser Bindung von Spi- Proteinen zu einem geringeren
Aktivitatsverlust fahrt als ein Verlust von GC-Box I, an der Sp3 bindet. Ohne eingeflgte
Mutation vermitteln Sp1 und Sp3 synergistisch die maximale Aktivitat des Promotors.
Die fehlende Bindung von Sp3 fihrte zu einem signifikanten Verlust der
Promotoraktivitat. AuBerdem zeigte der vegfr-3 Promotor, dass Sp1 und Sp3
unabhangig voneinander in Drosophila melanogaster SL-2 Zellen ohne Vorhandensein
mammalischer Transkriptionsfaktoren den vegfr-3 Promotor aktivieren. Es bleibt jedoch
zu klaren, ob diese aktivierende Funktion durch gleichzeitige Aktivitat von Sp1 und Sp3
eine veranderte Funktion flr vegfr-3 besitzt. Flr den vegfr-2 Promotor zeigten Hata et
al. eine transaktivierende Funktion fir Sp1 (112). Es wurde nachgewiesen, dass der
HIV-Promotor durch Bindung von Sp1 aktiviert wird, wéhrend eine Bindung von Sp3 die
Promotoraktivitat durch Protein-Protein Interaktion mit NFxB hemmt (166). Der kardiale
Troponin T-Gen (cTnT) Promotor enthélt eine GC-Box, die durch Sp1 transaktiviert
wurde, wahrend Sp3 die Sp1-vermittelte Aktivierung dosisabhangig reduzierte und eine
kompetitive Bindungskinetik aufwies (149). In Transfektionsassays mit Drosophila
melanogaster SL2-Zellen wurde gezeigt, dass es keine funktionelle Aquivalenz
zwischen Sp1 und Sp3 gibt, und es Sp3-vermittelt zu einer Repression von
transkriptioneller Aktivierung durch Sp1 kommt (153;166). Obwohl verschiedene
Studien gezeigt haben, dass die Uberexpression von Sp3 die Transaktivierung durch
Sp1 hemmt (153;165;167) oder reduziert (166;168), konnte flir vegfr-3 gezeigt werden,
dass Sp3 isoliert zu einer Aktivierung des Promotors flihrt. Durch Suske et al. konnte
demonstriert werden, dass Sp3 entweder als transkriptioneller Aktivator oder Repressor
interagiert (107). Es wurde nachgewiesen, dass Promotoren von Genen, die nur eine
Bindungsstelle fur Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie besitzen, vergleichsweise
haufig durch Sp3 aktiviert wurden (165). Demgegeniber konnte im Fall einer
transkriptionellen Inhibition durch Sp3 héaufig ein spezifisches Aminosaure-Triplett
zwischen der Glutamin-reichen Aktivierungsdoméane und dem ersten Zink-Finger
beschrieben werden (168;169). Fir Sp4 wurde in dieser Arbeit keine Beteiligung an der
basalen Transkriptionskontrolle fir den vegfr-3 Promotor gezeigt. Diese Ergebnisse
verdeutlichen die gewebsspezifische Expression von Sp4 in vivo mit Beschrankung auf
bestimmte Gehirnzellen (154). In vorausgegangenen Untersuchungen wurde

nachgewiesen, dass Sp4 wie Sp1 ein aktivierender Transkriptionsfaktor ist, der durch
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Anwesenheit einer nicht-DNA-bindenden Mutante von Sp1 superaktiviert werden kann.
Die Sp4-vermitteltete transkriptionelle Aktivierung wurde durch Sp3 inhibiert (154).

In den endothelialen Zelllinien HMEC-1, HPMEC und HUVEC mit nachgewiesener
vegfr-3 Expression wurden Sp1 und Sp3 nachgewiesen. Diese Ergebnisse gehen
einher mit den Studien von Patterson et al.,, durch die die Bindung von Sp1 als
regulativen Faktor in vivo als endothelzellspezifisch beschrieben wurden (170). Ahnliche
Ergebnisse wurden durch Hata et al. im Rahmen der Analyse der transkriptionellen
Regulation des vegfr-2 Promotors gezeigt, dessen Minimalelement vegfr-2(-85/+296)
eine 10-30fach hohere Luziferase-Aktivitat in Endothelzellen gegenlber nicht-
endothelialen Zellen zeigte (112). Das Verhaltnis von Sp1/Sp3 war in einer Reihe
untersuchter endothelialer Zelllinien gréBer als in allen untersuchten nicht-endothelialen
Zelllinien, das in Verbindung mit der ermitteltet niedrigeren Gesamtexpression fir Sp1
in allen nicht-endothelialen Zelllinien die Ergebnisse von Patterson et al. (170) bestatigt
(112). Dardber hinaus wurden Spi1 und Sp3 bereits im Rahmen der
Transkriptionsanalyse des vegfr-2 Promotors in HUVEC-Zellen als endothelspezifisch
nachgewiesen (112). Eine Uberexpression von Sp1 in nicht-endothelialen Zellen fiihrt
dartber hinaus zur Expression von VEGFR-2 (112). Es bleibt jedoch zu klaren, ob eine
Regulation von vegfr-3 durch weitere Faktoren der Sp-Familie unter in vitro
Bedingungen oder unter spezifischen in vivo Bedingungen mit Veradnderungen der
Gensequenz erfolgt. AuBerdem ist unter diesen Bedingungen eine potentielle Bindung
der untersuchten Transkriptionsfaktoren Ap2a, Egr-1 und c-Myc erneut zu bewerten,
die jedoch unter den gezeigten basalen Bedingungen keine Rolle fir Regulation des
vegfr-3 Gens spielen. Ein entsprechender funktioneller Polymorphismus konnte bereits
in der Tumorgenese des Glioblastoms nachgewiesen werden, bei dem durch erhéhte
Expression und Aktivitat von Sp1 eine um 40% erhéhte Gentranskription des Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) als erhéhter Risikofaktor flr die Entstehung eines
Glioblastoms nachzuweisen ist (139).

4.4 Molekulare Mechanismen der Regulation durch Sp-Faktoren

Die Regulation durch Sp-Faktoren unterliegt vielféaltigen Kontrollmechanismen. Ob Sp1
und Sp3 entweder als aktivierende oder inhibitorische Faktoren genspezifisch ihre
Effekte austiben, wurde auf molekularer Ebene untersucht. Fir vegfr-3 konnte in dieser
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Arbeit eine aktivierende Funktion fir Sp1 und Sp3 identifiziert werden, wéahrend
weiterflhrende molekulare Mechanismen mit Blick auf vorausgegangene Studien
bewertet werden.

Es wurde gezeigt, dass Sp1 als aktivierender Faktor sowohl phosphoryliert (164)
als auch glykolisiert (171) vorliegen kann und in dieser Struktur in der Lage ist, durch
Looping an der DNA multimere Komplexe zu bilden (172). Das Sp3-Gen kodiert flr drei
verschiedene Isoformen des Transkriptionsfaktors (173). Wéahrend das vollstéandig
transkribierte Protein in der Regel als Transaktivator beschrieben wurde, konnte zwei
Isoformen als Inhibitoren der Genaktivitdt identifiziert werden (173). Diese
Beobachtungen miuissen jedoch im zellularen Kontext betrachtet werden und
entsprechen in ihrer Biologie keinem einheitlichen Verhalten (107;173).

Es lieB sich zeigen, dass im Mittelpunkt der Signalkaskade von Sp-Proteinen die
initiale  Bindung an  GC-reiche  Promotorsequenzen  proangiogener  und
wachstumsterminierender Gene steht (142), die in dieser Arbeit flr vegfr-3 beschrieben
wurden. AnschlieBend erfolgte die Aktivierung transkriptioneller Areale und die
subsequente Genexpression (142). Es wurde gezeigt, dass der Sp1-Promotor selbst
potentielle Bindungsstellen fur Sp1, Sp3, Kernfaktor Y, AP2a und CCAAT/ enhancer-
binding Protein besitzt (174;175). Aufgrund der Identifikation von Sp1/Sp3-
Bindungsstellen im Bereich des Sp1-Promotors ist eine Autotransaktivierung des
Promotors denkbar. Im Magenkarzinom wurde eine gleichzeitige Expression von Sp1
und Krippel-like Faktor 4 (KLF4), einem Tumor-Supressor-Gen, beschrieben (176).
Eine erhdhte Expression von KLF4 resultierte in einer verminderten Expression von
Sp1. Innerhalb des Sp1 Promotors wurden Uberlappende kompetitive Bindungsstellen
fir Sp1 und KLF4 nachgewiesen, die einen Anstieg der Expression mittels
Autotransaktivierung durch Sp1-Bindung zeigten, wahrend KLF4-Bindung zur Abnahme
der Expression fUhrte. Eine verminderte Expression von KLF4 fihrte durch
Uberexpression und Autotransaktivierung von Sp1 zur Entwicklung und signifikanten
Expression im Magenkarzinoms (176).

Dartber hinaus wurden Unterschiede in der Aktivitdt durch Vorhandensein zell-
und gewebespezifischer Signalkaskaden nachgewiesen, die vor allem durch Interaktion
mit Kofaktoren oder weiteren Transkriptionsfaktoren definiert wurden, z.B. mit Cofactor
Required for Sp1 Activation (CRSP) (107;108), CBP/p300 ({Billon, 1999 4 /id}) oder
Sma and Mad related Proteine (Smad) (177). Sp1 war an Promotoren ohne TATA-Box
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an der Initiierung der Transkription beteiligt, indem es die Bindung des allgemeinen
Transkriptionsfaktors TFIID an der entsprechenden Sequenz bahnt. In vitro stimulierte
der spezielle Koaktivator-Komplex fur Sp1, CRSP, die durch Sp1 vermittelte
Transaktivierung (178). In vivo Assays haben fir die Zelllinie HUVEC das
Vorhandensein eines noch nicht identifizierten Proteins im Sp-Faktor Sequenzbereich
bestatigt, das kompetitiv bindet und damit am Beispiel von Sp1 zu einer reduzierten Sp1
Expression und Inaktivierung des Sp1-Promotors fuhrte (170). AuBerdem wurde das
Vorhandensein von distalen regulativen Elementen diskutiert, durch die mittels
sterischer Verdnderung der Chromatinstruktur die genspezifische Sp1-vermittelte
Expression des vegfr-2 Promotors ermdglicht wurde (170). DarlGber hinaus konnte die
Sp1-Aktivitat durch das Vorhandensein von weiteren Transkriptionsfaktoren beeinflusst
werden. Hierzu zahlten GATA (179), NF-E1 (179;180), Nonstructural Protein (NS) -1
(181), Ap1(182) und Egr-1 (183), von denen potentielle Bindungsstelle am vegfr-3
Promotor fir Egr-1 nachgewiesen wurden. Es konnte eine Modulation der Sp1i-
vermittelten transkriptionellen Regulation zusatzlich durch das Tumorsuppressorgen Rb
gezeigt werden, indem es an eine 20 kDa messende inhibitorische Sp1-Regulatorregion
bindet und damit gebundenes Sp1 freisetzte, sowie das Sp1-Level erhéhte (148). Im
Rahmen der transkriptionellen Regulationsanalyse flr vegfr-2 wurde unter Verwendung
von Rb-spezifischen Antikérpern in einem Supershift-Assay zur Detektion von Sp1 und
Sp3 kein Supershift detektiert (112). Diese Untersuchungen bestatigten die Vermutung,
dass Rb entweder kompetitiv mit der Sp1 Sequenz in Bindung geht und diese blockiert
oder mit Sp1 und/oder Sp3 in vorhandener Bindung an der eigenen Sequenz
allosterisch interagiert und diese inaktiviert. Untersuchungen mit dem Einfluss von Rb
auf den vegfr-3 Promotor stehen jedoch noch aus.

Die Komplexitat der dargestellten Kontrollmechanismen in der Promotorregulation
durch Sp-Faktoren muss individuell im zellularen Kontext betrachtet werden und ist nur
partiell auf vegfr-3 Ubertragbar. Fir vegfr-3 wurde in dieser Arbeit die bevorzugte
Bindung von Sp1 an die Minimalsequenz gezeigt. Damit war eine Bindung von Sp3 an
GC-Box | nur nach erfolgreicher Bindung von Sp1 am Minimalpromotor mdglich.
Bestatigt wurden diese Ergebnisse durch die Mutantenuntersuchungen im EMSA, in
denen sowohl vegfr-3(-101/-66) Mut 1 als auch an vegfr-3(-101/-66) Mut 2 eine Bindung
von Sp1 zulassen, wahrend keine Bindung von Sp3 nachzuweisen war. Vegfr-3(-101/-

66) Mut 3 mit Mutation von GC-Box | und Il fihrte zur vollstandigen Aufhebung der
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Bindung und Verdrangung beider Komplexe und diente damit als Kontrolle. Als kausal
ist fir dieses Bindungsverhalten eine erhdhte Affinitdt oder ein gesteigertes Sp1/Sp3
Verhéltnis zugunsten von Sp1 im untersuchten Zellsystem zu sehen. Als weitere
Grande fur eine unterschiedliche Promotoraffinitdt von Sp-Faktoren wurde von Schéfer
et al. posttranslationale Mechanismen durch Glykosylierung oder Phosphorylierung
sowie die Beteiligung von Koaktivatoren diskutiert, die die Affinitat von Sp1 und Sp3 am
vegf-A Promotors beeinflussten (106). Strowski et al. zeigten, dass H.pylori als externer
Faktor auf molekularer Ebene die Empfindlichkeit fir Sp1 und Sp3 und damit die
Transaktivierbarkeit des vegf-A Promotors erhdhte (184), wahrend im Gegensatz dazu
in vitro Untersuchungen zeigten, dass unter oxidativem Stress mit epithelialen
Magenzellen nur die Empfindlichkeit fir Sp1 am vegf-A Promotor erhéht wird und zur
vermehrten Transaktivierbarkeit beitrug (106). MaBgebenden Einfluss auf die
dargestellten funktionellen Eigenschaften von Sp1 und Sp3 besitzt das individuelle

Muster der essentiellen Promotorsequenz.

4.5 Vergleich der Regulation von VEGFR-3 mit der VEGF/VEGFR-Familie
4.5.1 Essentielle regulative Promotorelemente

Die Gegenuberstellung proximaler Promotorelemente der VEGF-/VEGFR-Familien und
der Vergleich der individuellen transkriptionellen Regulation zielen darauf, die
Ergebnisse dieser Arbeit biologisch einzuordnen und Zusammenhange zwischen
einzelnen Mitgliedern zu identifizieren.

Der proximale  Promotorbereich von vegfr-3 mit der Sequenz
5'/(-101)-TCCCGGGCCCGCCTCCGGCCCCCGCCCCGCCCCGCC-(-66)/3 enthalt
GC-Boxen als potentielle Bindungsstellen fir Sp1, Sp3 und Sp4 und ist charakterisiert
durch einen absoluten GC-Gehalt von 94%. Nach initialer Identifikation eines
essentiellen Promotorbereichs zwischen -101 und -32 wurden im EMSA und durch
funktionelle Untersuchungen im pT81-System gezeigt, dass dieser Bereich
einzugrenzen war durch identisches Bindungsverhalten und gleiche Funktionalitat auf
vegfr-3(-101/-66). In vorausgegangenen Untersuchungen wurde bereits demonstriert,
dass der Promotorbereich von vegfr-3 keine klassischen TATA- oder CAAT Boxen,
dafir aber potentielle  Bindungsstellen im  3’-flankierenden  Bereich  far

Transkriptionsfaktoren aus der Sp-Familie und Sequenzen enthélt, die fir TATA-Box
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freie Gene typisch sind (94). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Sp1-Proteine
nahezu vollstandig eine Bindung mit der 3'-gelegenen GC-Box Il eingehen, wahrend
Sp3 mit der 5'-gelegenen GC-Box | interagierte. Sp4 zeigte keine Bindung am vegfr-3
Promotor. Es bleibt weiterfihrend zu klaren, ob die Restbande von GC Box Il mit
Komplex | nach Supershift und Bindung der Spi-Proteine zuséatzliche noch nicht
identifizierte regulative Proteine oder Kofaktoren enthalt. Trotz Vorhandensein
potentieller Bindungsstellen in der TRANSFAC® Sequenzanalyse und Nachweis einer
Verdrangung durch Ap2oa-Oligonukleotide bzw. Bindungsabschwachung durch Egr-1-
Oligonukleotide wurde durch Verwendung von Antikérpern gegen Ap2a, Egr-1 und c-
Myc keine nachweisbare Rolle unter basalen Bedingungen nachgewiesen. Es wurde
eine Kreuzreaktivitat durch strukturelle Interaktion zwischen Sp-Faktoren und Ap2o-
Oligonukleotiden nachgewiesen, indem die Funktionalitit der AP2a Consensus-
Sequenz im Vergleich zwischen HMEC-1 Zellen und Hela-Zellen untersucht, die
nachweislich AP2a Protein enthalten (109;109). Strukturelle Interaktionen zwischen Sp-
Faktoren und AP2a- Oligonukleotiden wurden bereits am vegf-A Promotor durch
Strowski et al. beschrieben (184).

Es konnte nachgewiesen werden, dass der klonierte vegfr-3 Promotor in der
Deletionsanalyse bis -319 eine reduzierte Aktivitat aufweist, die ein Minimum der
Aktivitat im Bereich von -858 zeigte. In Erganzung hierzu wurde durch lljin et al. in einer
vorausgegangene Untersuchung im Mausmodell demonstriert, dass die Transfektion
von hamangioendothelialen Zelllinien mit vegfr-3 Promotorkonstrukten der Maus zu
einer hoheren Aktivitat im 3’- gelegenen Bereich mittels 1,1 kb Fragment fUhrten als
unter Verwendung des 3 kb Fragments (100). In der durchgefihrten Deletionsanalyse
ausgehend vom 3 kb Konstrukt zeigt sich jedoch im Mausmodell die h6chste Aktivitat im
Bereich -819 des Mauspromotors (94;100), dessen vergleichbares Konstrukt in dieser
Arbeit die geringste Promotoraktivitat zeigte. Durch lljin et al. wurde im Vergleich des 5’-
flankierenden vegfr-3 Promotors eine Homologie zwischen Mensch und Maus in zwei
ausgewahlten Bereichen in bis zu 70% beschrieben, die als mdgliche 5'-
Enhancerbereiche fir die Regulation von VEGFR-3 diskutiert wurden (94). Die
unterschiedliche Aktivitat zwischen humanen und Mauspromotorkonstrukten ist vor dem
Hintergrund einer 70% igen Homologie =zu diskutieren, die in Uberlappenden
Sequenzbereichen die Bindung aktivierender versus inhibierender Faktoren zulasst.

Diese  beiden  konservierten  Bereiche  von vegfr-3 ausgehend vom
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Transkriptionsstartpunkt bis -1607 bp, homology region (HR) 1 und 2, umfassten den

potentiellen 5° Enhancer/ Promotorbereich sowie den 3’- gelegenen Minimalpromotor.

Wahrend HR 1 potentielle Bindungsstellen fur Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF-2) und

verschiedene Mitglieder der Ets-Familie besaB, enthielt HR 2 Bindungssequenzen fir

Vertreter der Sp-Faktoren und Faktoren ohne TATA-Box im Genom (94). Dieser

Nachweis konnte in der vorliegenden Arbeit fir Sp1 und Sp3 erbracht werden. Sie zeigt

im Einklang mit den Daten von lljin et al. eine ahnliche Sequenz von vegfr-3 im

Vergleich zu den bereits publizierten Promotoren von vegfr-1 und vegfr-2 (101;185)
(Ubersicht: Tab. 7).

Tab. 7: Vergleich der VEGF-Familie zur transkriptionellen Regulation

Sequenz des Minimalpromotorelements (5'/3') bzw. proximaler

Name Promotobereich TF Quelle
Sp1, Strowski et al. ,
vegf-A  (-85) ggggegggeeggggeggggticeeggeggggegg (-50) Sp3 Schafer et al.
1
(-80) SPL ChilovaKukk et
vegf-C AP2q,
ccectgeccccgecgecgecgecgecgecgetcagececggegegcetetggatectgegecgeggege NF-B al.
tccecgggeccegecgecgecagecgecccggeggecctecctceegecceceggea (+43) K
HNF-4a,
vegf-D  (-138) cactgagatacaaaggtcaaagctatgtgctggggtttcatgttacaggttatctgettt (-79) COUP-  Schéfer et al.
TF 1/2
Sp1, lkeda et al.,
. Sp3, Akuzawa et al.,
vegir-1 (-229) bis (+8) Sp4, Abdelrahim et
Egr-1 al.
Sp1,
veafr-2 1. (-101) ggcgggctggecgecacgggagagceccctcectccgecceggececcgecc (-53) Sp3, Hata et al.,
g 2. (-225) bis Transkriptionsstartpunkt TFII-, Jackson et al.
E-Boxen
vegfr-3  (-101) tcccgggeccgectcecggecceccgecccgeccegec (-66) gﬁ; diese Arbeit

TF= Transkriptionsfaktor
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Die vegfr-1 Sequenz zeigte zwischen -886 und +304 drei GC-Boxen mit Bindung von
Sp-Faktoren sowie eine Element flir Egr-1 unmittelbar in 5'-N&he zur am meisten in 3'
Richtung gelegenen GC-Box (186), die an der Regulation des Promotors beteiligt waren
(187). Als essentieller minimaler Promotorbereich wurde durch lkeda et al. der
Sequenzbereich zwischen -229 und +8 beschrieben (115). Flr den vegfr-2 Promotor
wurde eine Vielzahl von regulativen Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren
identifiziert. Hierzu z&hlen GATA Bindungssequenzen (188) sowie Bindungsstellen far
Sp1/Sp3 (112;170) und NFxB (189) mit einem minimalen Promotorelement zwischen -
101 und -53. Die zusétzlich beschriebene Bindungssequenz fir Sp1 und Sp3 am vegfr-
2 Promotor war zwischen -79 und -68 lokalisiert (112). Dieser Bereich des vegfr-3
Promotors enthalt ebenfalls GC-reiche Elemente und Bindungssequenzen fir Sp1 und
Sp3. In einer Deletionsanalyse in Adenokarzinomzellen des Pankreas wurde gezeigt,
dass die proximale Promotorregion mit GC-Boxen bei -58 und -44 elementar ist fir die
VEGFR-2 Expression (190). Die GC-Box Il des klonierten Promotorfragmets von
VEGFR-3 im benannten Sequenzbereich -65 und -32 zeigt in dieser Arbeit jedoch keine
Beteiligung an der transkriptionellen Regulation. Die Promotoranalyse ausgehend von
einem in 5'-Richtung des Transkriptionsstartpunkis gelegenen 4kb messenden vegfr-2
Konstrukt flhrte zur ldentifikation eines minimalen Promotorelements zwischen -225
und dem Transkriptionsstartpunkt fir eine maximale Promotoraktivitat und drei E-Boxen
zwischen -225 und +268 bei -170, +70 und +184 (111). AuBerdem wurde ein functional
Inititiator (Inr) Element beschrieben, das durch TFII-I transaktiviert (111), bisher jedoch
fur VEGFR-3 nicht beschrieben wurde.

Der Minimalpromotorbereich von vegf-A zwischen -85 und -50 enthélt wichtige
regulatorische GC-reiche Elemente fiir die Promotoraktivitat sowie fir die Bindung und
Transaktivierung im Rahmen der Pathogenese durch Helicobacter pylori (H.pylori)
(184). Das 3'-terminale Ende des vegf-C Promotors zeigte vergleichbar sich
wiederholende GC-Muster wie vegfr-3, tUber den VEGF-C seine biologische Funktion im
Rahmen der Lymphangiogenese ausubt. Wahrend die minimalen Promotorelemente
von vegf-A, vegf-C sowie von den Rezeptoren vegfr-1, vegfr-2 und vegfr-3 alle GC-
reiche Bindungselemente fir Sp-Faktoren enthalten, fihrte die Klonierung der 2kb
Promotorregion von vegf-D dagegen zur Identifikation von direct repeat (DR) Elementen
und einer Consensus-Halfte mit Bindungssequenz AGGTCA bei -125/-119 sowie einer
degenerierten DR-Halfte (ATGTTA) bei -99/-94 als essentielle Elemente fir die
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transkriptionelle Regulation (191). Es lieBen sich keine GC-Boxen abgrenzen.

Waéhrend vegfr-3 und sein Ligand vegf-C im essentiellen Promotorbereich
vergleichbare Sequenzmuster zeigten, wies der vegf-D Promotor als weiterer
identifizierter Ligand ein sich deutlich unterscheidendes Sequenzmuster auf. Die 3' -
terminalen Enden von vegfr-2 und vegfr-3 zeigen ahnliche repetitive Sequenzmuster.
Beide Rezeptoren besitzen im Rahmen der Angiogenese nach bisherigen
Erkenntnissen zum Teil Uberlappende biologische Funktionen flr Lymphangiogenese
und lymphatische Metastasierung, und aus der konservierten Gensequenz lasst sich
auf einen gemeinsamen Ursprung im Rahmen der Evolution schlieBen. Demgegenuber
zeigte auch der vegf-A Promotor ahnliche Nukleotidmuster. Bisher ist kein eindeutiger
biologischer Zusammenhang zwischen beiden Genen gezeigt wurde, obwohl die
konservierte Sequenz auf eine evolutionsbiologische N&he schlieBen lasst. In einer
Arbeit von Nagy et al. wurde eine Assoziation von VEGF-A mit Lymphangiogenese
beschrieben (192;193). Die Arbeitsgruppe zeigte eine durch VEGF-A vermittelte
Lymphangiogenese mit dem Ergebnis von strukturell atypischen und funktionell
eingeschréankten Lymphendothelien, wie dies in Tumoren zu finden war (192;193).
Demgegenlber wurde die Rolle von VEGFR-3 fur Hamangiogenese in verschiedenen
Studien bestétigt (87). Durch das zunehmende Wissen Uber ihre biologische Bedeutung
auf und die strukturellen und funktionellen, molekularen Charakteristika der
VEGF/VEGFR- Familien unterstreicht die Gegenuberstellung der essentiellen
Transkriptionsfaktoren die zunehmende Auflésung der strikten Trennung zwischen
VEGF-A/VEGFR-1/VEGFR-2-System (11) und VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3-System
(80;194).

4.5.2 Vergleich der regulierenden Transkriptionsfaktoren

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen Sp1 und Sp3 in der Regulation von
VEGFR-3, die dartber hinaus als essentiell fiir die Transkriptionskontrolle von VEGFR-
1 (187), VEGFR-2 (190;195) und VEGF (106;116) identifiziert werden konnten. Fr
VEGF-C konnte dagegen nur Sp1 beschrieben werden (113) (Ubersicht: Tab. 7).
AuBerdem wurde gezeigt, dass an der Regulation von VEGFR-1 neben Sp1 und Sp3
auch Sp4 beteiligt war (187), dessen Expression in den meisten vorausgegangenen
Untersuchungen ausschlieBlich in neuronalem Gewebe nachgewiesen wurde (154).
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Damit zeigte die Arbeit von Abdelrahim et al. erstmals eine gleichzeitige
transkriptionelle Regulation von Sp1, Sp3 und Sp4 im Pankreaskarzinom. Die
Regulation von VEGF-D wird dagegen nicht durch Sp-Faktoren beeinflusst. Es wurde
nachgewiesen, dass das DR-Element des vegf-D Promotors durch Hepatocyte Nuclear
Factor (HNF)-4o. und Chicken Ovalbumin Upstream Promotor Transcription Factor
(COUP-TF)-1/2 reguliert wird (191). Dartiber hinaus wurden die transkriptionellen Co-
Aktivatoren Glucocorticoid Receptor Interacting Protein (GRIP) -1 und Cyclic AMP-
responsive Element Binding Protein (CBP) in der Regulation von vegf-D nachgewiesen
(191). Simiantonaki et al. zeigten eine Hypoxie-induzierte autokrine VEGF-C/VEGFR-3-
Schleife unter Coexpression von HIF-1 Alpha in verschiedenen epithelialen
Karzinomzelllinien (196). Die Anpassung an ein hypoxisches Milieu, an dessen
Mechanismus HIF-1 beteiligt ist, stellt einen wichtigen Schritt in der Entkopplung des
geordneten Zellzyklus im Rahmen von Tumorwachstum dar. Im Rahmen der
Anpassung kommt es auBerdem zur vermehrten Expression von VEGF-A (106). In
Untersuchungen des vegf-A Promotors wurde demonstriert, dass je nach
entsprechendem  zellularem System und untersuchtem Stimulus zusétzliche
Transkriptionsfaktoren zur Transaktivierung des Promotors beitrugen (184), zu denen
auch die in dieser Arbeit untersuchten und als nicht beteiligt identifizierten
Transkriptionsfaktoren AP2a und Egr-1 gehorten (197). Es bleibt kritisch zu bewerten,
ob AP2a und Egr-1 in einem anderen biologischen System mit entsprechendem
Stimulus an den potentiellen Bindungsstellen binden und funktionell den vegfr-3
Promotor beeinflussen.  Die Gegenuberstellung der trans-kriptionellen Regulation
zielt darauf, bisher nicht identifizierte biologische Verbindungen zwischen dem
Hamangiogenese vermitteinden VEGF-A/VEGFR-1/VEGFR-2-System und dem
Lymphangiogenese vermitteinden VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3-System aufzuzeigen.
Vor diesem Hintergrund wurde bereits gezeigt, dass Lymphangiogenese und
lymphatische Metastasierung nicht ausschlieBlich Uber das VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3
System vermittelt werden, sondern durch VEGF-A eine fehlerhafte Lymphangiogenese
mit atypischen Lymphendothelien in Tumoren vermittelt wurde (80;194). Im
Umkehrschluss konnte mit VEGFR-3 ein Vertreter des VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3
System in der Hamangiogenese nachgewiesen werden (56;85). Die gleichzeitige
transkriptionelle Kontrolle der Promotoren von vegf-A (106;116) und vegfr-3 durch Sp1

und Sp3 unterstreicht diese Verbindungen. Es bedarf jedoch noch weiterfihrender
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Untersuchungen, um die biologischen Hintergrinde &hnlicher transkriptioneller

Regulation im Detail interpretieren zu kénnen.

4.6 Therapeutische Interaktionsmoglichkeiten mit Sp-Faktoren

Die Beobachtung, das Sp-Faktoren eine entscheidende Rolle an der Regulation vieler
essentieller Gene zur Steuerung von Wachstum, Uberleben, Invasion und Angiogenese
besitzen, rickte Sp-Faktoren auch in den Mittelpunkt therapeutischer Studien mit Sp-
Faktoren als Target. Hintergrund  dieser  Untersuchungen  war  es,
expressionsmodulierende Molekile zu identifizieren. Im Vorfeld wurde bereits von
Papavassiliou et al. diskutiert, dass oberstes Ziel im Design eines Medikaments mit
einem Transkriptionsfaktor als Target die lokale Begrenzung der Wirkung des
Medikaments auf eine spezielle Zellreihe oder ein selektioniertes Gewebe sein muss
(198). Vor diesem Hintergrund wurde gezeigt, dass eine Interferenz mit Sp1/Sp3 durch
das Einbringen von siRNA sowie von Antisense-Oligonukleotiden mdglich sei. Dartber
hinaus ist die Konstruktion von Antikérpern und Decoy-Oligonukleotiden denkbar, die
mit den Transkriptionsfaktoren bzw. der entsprechenden DNA interagieren (199). Des
Weiteren wurde eine thermische Instabilitdt von Sp1 beschrieben, die zur Destruktion
und Hemmung des Transkriptionsfaktors von Nutzen sein kénnte (200). In einer Studie
wurde unter Verwendung von EMSA-Untersuchungen mit Sp1 und Oligonukleotiden mit
Sp1 Consensus-Sequenz durch Einsatz von Anthrazyklinen die Interaktion zwischen
Protein und Sequenz inhibiert. Es zeigte sich ein kompetitives Bindungsverhalten
zwischen Sp1 Proteinen und Anthrazyklinen und eine 35%ige Inhibition der Bindung
(201). In Adenokarzinomzellen des Pankreas mit erhdhter Expression von Sp-Faktoren
konnte gezeigt werden (187;190;202), dass die Applikation des Cyclooxygenase-2
(COX-2)-Inhibitors Celecoxib Angiogenese und Metastasierung durch Suppression der
Sp1 vermittelten VEGF-A Expression reduziert, an der proximale GC-reiche Elemente
des vegf-A Promotors im vorbeschriebenen Bereich zwischen -104 und -60 essentiell
beteiligt waren (203). AuBerdem wurde als zusatzlicher Wirkmechanismus ein
verringertes Verhaltnis von phosphoryliertem (P-Sp1) gegenlber dephosphoryliertem
Sp1 beschrieben (203). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass sich die Wirkung
von Celecoxib Uber einen Mechanismus der Dephosphorylierung von Sp1 vollzieht,
welches in seiner dephosphorylierten Form eine reduzierte Aktivitat zeigte (164). Dieser
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molekulare Mechanismus erganzt potentielle transkriptionelle Regulationsmechanismen
in der Regulation von Sp-Faktoren. Ahnliche Beobachtungen konnten durch Applikation
des nicht-steroidalen Antirheumatikums (NSAR) Tolfenamid durch Abdelrahim et al. in
Adenokarzinomzellen des Pankreas gemacht werden, indem nach Applikation eine
signifikanten Abnahme der Expression von Sp1, Sp3, Sp4 und VEGFR-1 nachgewiesen
wurde (187). In der Kolonkarzinom-Zelllinie SW480 lieB8 sich darliber hinaus erstmals
eine Sp1-, Sp3- und zusatzlich Sp4-abhéngige Regulation von VEGF-A nachweisen.
Die Degradation von Sp1 und Sp4 nach Applikation eines COX-2 Inhibitors fUhrte zur
verminderten Expression von VEGF und zeigte damit erstmals Sp4 im Rahmen der
Tumorgenese (204). Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen die fir VEGFR-3 ermittelten
Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 im Mittelpunkt der Interaktion mit Medikamenten
und geben dabei eine Richtung vor, in der die wachstumsterminierenden Faktoren aus
der Familie der Sp-Faktoren als Targets einer antiangiogenen und antikanzerésen
Therapie dienen kdnnen. Jedoch bedarf es weiterfihrender Studien, die die in vitro
demonstrierten molekularen Mechanismen der transkriptionellen Regulation von vegfr-3
und die Aktivierung durch Sp1 und Sp3 in vitro weiterfiihrend untersuchen, um eine

wachstumsterminerende Interaktion auf molekularer Ebene zu erméglichen.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund:
VEGFR-3 besitzt als Bindungsstelle fir die lymphangiogenen Faktoren VEGF-C und
VEGF-D eine entscheidende Bedeutung flr physiologische Prozesse der
Lymphangiogenese wahrend der Embryogenese. Die Bedeutung von VEGFR-3 flr die
Regulation der Lymphangiogenese wurde durch die Assoziation mit pathogenetischen
Schritten der Tumorgenese und Metastasierung verdeutlicht, in denen eine vermehrte
Expression in einer Vielzahl solider Tumoren nachgewiesen wurde. Wahrend fir andere
Vertreter der VEGF-/VEGFR-Familie bereits Transkriptionsfaktoren und entscheidende
regulative Elemente der transkriptionellen Regulation beschrieben worden sind, fehlen
fir das vegfr-3 Gen trotz seiner groBen Bedeutung flr lymphangiogenetische Prozesse
wesentliche Kenntnisse Uber die molekularen, strukturellen und funktionellen
Mechanismen.
Methode:
Durch molekularbiologischen Techniken wurde der vegfr-3 Promotor kloniert, um mittels
5-Promotoranalyse unter Generierung von Reportergenkonstrukten essentielle
Promotorelemente und strukturelle Charakteristika zu ermitteln. Transiente
Transfektionen in Endothelzellen zeigten ein Minimalpromotorelement, das als Sonde
fur EMSA-Studien zur Identifikation nukle&rer Transkriptionsfaktoren diente. Durch
Synthetisierung von Mutanten zum Einsatz als DNA-Sonde wurde die funktionelle Rolle
der identifizierten  Transkriptionsfakioren bestimmt sowie im heterologen
Promotorsystem ohne mammalischer Transkriptionsfaktoren untersucht. AnschlieBend
wurden die identifizierten strukturellen und funktionellen, molekularen Charakteristika
des vegfr-3 Promotors im Vergleich zu den Vertretern der VEGF-/VEGFR-Familie
interpretiert.
Ergebnisse:
Erstmals wurden mit Sp1 und Sp3 aus der Familie der Zinkfinger-bindenen Proteine
essentielle Transkriptionsfaktoren fiir die Regulation des vegfr-3 Gens beschrieben, die
an (5')-101 TCCCGGGCCCGCCTCCGGCCCCCGCCCCGCCCCGCC -66(3") binden.
Damit wurde fir vegfr-3 ein essentielles, regulatives GC-reiches Element im proximalen
Promotorbereich identifiziert. Fir beide Transkriptionsfaktoren wurde eine
Transaktivatorfunktion mit Bindung an GC-Boxen gezeigt. Es konnte eine bevorzugte
Bindung von Sp1 an den vegfr-3 Promotor demonstriert werden. Flr vegfr-3 konnten
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konservierte GC-reiche Elemente mit &hnlichem Nukleotidmuster im Vergleich zu
anderen  Vertretern der VEGF-/VEGFR-Familien  nachgewiesen  werden.
Diskussion:

Mit der Analyse der transkriptionellen Regulation des vegfr-3 Promotors wurde ein
weiteres Gen aus der VEGF-/VEGFR-Familie identifiziert, an dessen Regulation Sp1
und Sp3 beteiligt sind. Beide Transkriptionsfaktoren wurden bereits fir die Regulation
wachstumsterminierender Gen-Promotoren und Angiogenese-Gene beschrieben.
Neben VEGFR-3 wurden auch Sp1 und Sp3 in der Tumorgenese verschiedener
Tumorentitdten nachgewiesen. Sp1 wurde als unabhangiger, molekularer Marker fur
das Magenkarzinom und das kolorektale Karzinom beschrieben, in denen auch die
erh6hte Expression von VEGFR-3 identifiziert wurde.

Schlussfolgerung:

In dieser Arbeit konnten basale transkriptionelle Regulationsmechanismen der
Genexpression von vegfr-3 gezeigt werden. Die Ergebnisse sind bedeutungsvoll fir ein
besseres Verstandnis der molekularen Regulation von vegfr-3 und sollen fir
weiterflhrende Untersuchungen die Grundlage fir eine umfassendere physiologische
und pathobiologische Einordnung bieten.
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