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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Angiopoietine (Ang-1 und Ang-2) sind Liganden der endothelialen Rezeptor-Tyrosin-Kinase Tie-2
und haben eine zentrale Stellung in der Regulation von Angiogenese. Wahrend ang-1 von vielen
humanen Geweben exprimiert wird und als Tie-2-Rezeptor Agonist die Blutgefaldreifung und
-stabilisierung fordert, wird die Expression des Tie-2 Antagonisten ang-2 streng gewebsspezifisch
reguliert. Ang-2 wirkt gefalRdestabilisierend und ist notwendig fiir das Aussprossen von Gefaflen am
Anfang der angiogenen Kaskade. Zahlreiche Studien lassen einen Zusammenhang zwischen Ang-2
und einer pathologischen Angiogenese vermuten wie bei der Neoangiogenese in soliden Tumoren
oder der Diabetischen Retinopathie. Die molekularen Mechanismen der ang-2 Regulation sind jedoch
noch weitgehend unverstanden.

Aufgrund der zentralen Bedeutung der DNA-Methylierung bei der Tumorgenese und der Effizienz von
Inhibitoren der DNA-Methyltransferasen (DNMT) wie 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC) konnten
Therapien mit DNMT-Inhibitoren ein effektives Behandlungsverfahren bei Krebserkrankungen
darstellen. Der Einfluss der demethylierenden Wirkung von 5-Aza-dC auf die Genexpression ist dabei
klar belegt. Die Auswirkungen der Demethylierung auf nicht-transformierte Zellen als potentielle Ziele
einer solchen systemischen Therapie sind bisher nur unzureichend untersucht. In der vorliegenden
Arbeit wurden mittels Microarray-Analyse die genomweiten Expressionsanderungen in endothelialen
Zellen nach Behandlung mit 5-Aza-dC untersucht. Mit dem Fokus auf angiogeneserelevante Gene
wurde ang-2 unter den induzierten Genen identifiziert. Obwohl die Endothelzellen bereits unter
Kontrollbedingungen ang-2 exprimierten, konnte die Expression durch Demethylierung weiter
gesteigert werden. Die Expressionsanderungen wurden zudem mittels Real-Time RT-PCR validiert.
Durch einen CpG-Plot konnten jedoch keine potentiellen CpG-Inseln in unmittelbarer Nahe des
Transkriptionsstarts identifiziert werden. Diese Daten lassen auf einen methylierungsunabhangigen
Effekt von 5-Aza-dC auf die ang-2 Expression schliel3en.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf der molekularen Analyse der ang-2 Genexpression
in Endothelzellen. Auf die Klonierung von 3 kb der 5-flankierenden Sequenz des humanen ang-2
Gens und der Bestimmung des Transkriptionsstartspunkts (TS), folgte die Identifikation regulatorischer
Promotorelemente durch funktionelle 5°-Deletionsanalyse und zielgerichtete Mutagenese. Die
Promotorregion -105 bis +51 relativ zum TS wurde als ausreichend und notwendig fur die Vermittlung
der basalen ang-2 Expression erkannt. Mit Hilfe von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)
wurden die Zinkfinger-Proteine Sp1 (specificity protein 1) und Sp3 als Transkriptionsfaktoren
identifiziert, die primar an den ang-2 Promotorbereich binden. Dartber hinaus erwiesen sich die Basen
-78 bis -74 relativ zum TS als essentielle Sp1-Bindestelle fir die Regulation der ang-2 Expression. Die
ektopische Expression von Sp1 und Sp3 in Sp-Faktor defizienten Drosophila melanogaster SL-2
Zellen fuhrte zur potenten Transaktivierung des ang-2 Promotors. Die Mutation von potentiellen
Bindungsstellen fiir Proteine der ETS-Familie fihrte zu einer signifikanten Reduktion der ang-2
Promotoraktivitat. Die Spezifitat von ETS-Proteinen konnte in Bindungsstudien jedoch nicht bestatigt
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben neue Einblicke in die ang-2 Regulation offenbart und
zeigen, dass die Sp1/Sp3-abhangige Aktivierung des proximalen Promotorbereichs (-105/-56)
entscheidend fir die transkriptionelle ang-2 Regulation in Endothelzellen ist.

Schlagworter: Angiopoietin-2, Promotor, Methylierung, Endothelzellen



Summary

Summary

Angiopoietins (Ang-1 and Ang-2) are ligands of the endothelial cell tyrosine kinase receptor Tie-2 and
play a critical role in the regulation of angiogenesis. Ang-1 is widely expressed in normal adult tissues
and promotes blood vessel maturation and stabilization by inducing Tie-2 receptor phosphorylation,
whereas the expression of the antagonistic ligand ang-2 is tightly regulated. Ang-2 acts destabilizing
on blood vessels and is mandatory for the onset of the angiogenic cascade. Despite the accumulating
evidence confirming the involvement of Ang-2 in pathologic angiogenesis including neoangiogenesis
in solid tumors or Diabetic retinopathy, the molecular mechanisms controlling ang-2 expression are
still unclear.

The importance of DNA methylation during tumorgenesis and the efficiency of DNMT-inhibitors (DNA-
methyltransferase) like 5-aza-2’-deoxycytidine (5-aza-dC) in reversing DNA methylation changes has
led to the suggestion that drug-induced demethylation may be an effective therapeutic intervention in
cancer. The relationship between DNA demethylation by 5-aza-dC and gene expression has been well
studied. However the effect of demethylation on non-transformed cells which are potential targets
during the systemic application of the inhibitor has not been widely examined so far. Using microarray
analysis, the global changes of gene expression were investigated after 5-aza-dC treatment in
endothelial cells. Focusing on angiogenesis related genes ang-2 was identified among the
upregulated ones. Although the endothelial cell populations expressed ang-2 under control conditions
already the expression was further increased by drug-induced demethylation. The results were
validated by means of Real-time RT-PCR. A screen for CpG-islands revealed no putative islands
surrounding the transcription initiation site. These data indicate a methylation-independent effect of
5-aza-dC on the ang-2 expression.

The second part of this thesis was focused on the characterization of ang-2 gene expression in
endothelial cell lines and on the elucidation of underlying molecular mechanisms. Following genomic
cloning of 3 kb of the human ang-2 gene and determination of the transcription start site (TS),
regulatory promoter elements were identified by functional 5-deletion analysis and site-directed
mutagenesis. The promoter region -105 to +51 relative to TS was recognized as sufficient and
necessary for the ang-2 gene transcription. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) revealed the
zinc finger proteins Sp1 (specificity protein 1) and Sp3 as dominant nuclear proteins binding to the
ang-2 promoter. Moreover, the region spanning -78/-74 was identified as essential Sp1/3 site
regulating ang-2 expression. Ectopic expression of Sp1 and Sp3 in Sp-factor deficient Drosophila
melanogaster SL-2 cells revealed potent transactivation of the ang-2 promoter. The mutation of
potential ETS-binding sites resulted in a significant decrease of ang-2 promoter activity. However, the
binding of ETS-proteins could not be confirmed by means of EMSA. The results of this thesis revealed
new insights of ang-2 regulation and strongly suggest that Sp1/Sp3-dependent activation of an

upstream enhancer at -105 to -56 is crucial for the regulation of ang-2 expression in endothelial cells.

Key words: Angiopoietin-2, promoter, methylation, endothelial cells
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1 Einleitung

Das Wissen Uber die molekularen Grundlagen der Gefaltentwicklung hat in den letzten Jahren durch
Untersuchungen zur Bedeutung der Gefalineubildung bei Entstehung, Wachstum und Metastasierung
von soliden Tumoren zugenommen. Die Ausbildung neuer BlutgefalRe spielt bei der Entstehung und
Progression verschiedener weiterer Krankheiten, wie Diabetische Retinopathie, Arthritis, Psoriasis und
Herzinfarkt ebenfalls eine entscheidende Rolle. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
wurden weitgehend entschlisselt, zur vollstandigen Aufklarung sind jedoch weitere Untersuchungen

erforderlich.

Die molekulare Kontrolle der Angiogenese unterliegt im Wesentlichen dem Einfluss endothelialer
Wachstumsfaktoren und deren Membranrezeptoren, wobei das zellulare Zielkompartiment dieser
Angiogenesefaktoren vaskuldre und/oder lymphatische Endothelzellen sind. In differenzierten Gewe-
ben mammalischer Organismen werden Angiogeneseprozesse durch eine ausgewogene Balance von
anti- und proangiogenen Faktoren reguliert. Angiogenese findet hier nur in sehr beschranktem Mafle
statt. Dieses Gleichgewicht verschiebt sich wahrend der Embryonal- und friihen Postnatalentwicklung,
im Verlauf der Menstruation, bei Muskeltraining sowie bei der Wund- und Ulkusheilung. Im Gegensatz
zur nahezu unterdriickten Angiogenese kommt es jetzt aufgrund der gestiegenen Sauerstoff- und
Nahrstoffanforderungen der Gewebe und/oder veranderter Perfusionsbedingungen der Blutgefalie zur
verstarkten Expression proangiogener Faktoren und zur Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten
der Angiogenese. Innerhalb eines Gewebes bestimmt also das Expressionsprofil angiogenese-
regulierender Faktoren ob und in welchem Umfang es zur Angiogenese kommt. Die Expression
endothelialer Wachstumsfaktoren und -rezeptoren wird grof3teils durch transkriptionelle Mechanismen
reguliert, wobei lokale Sauerstoffspannung und pH-Wert, reaktive Sauerstoffmetabolite (oxidativer
Stress) sowie Zytokine und andere nicht-endotheliale Wachstumsfaktoren wesentliche EinflussgroRen

der Expression von Angiogenesefaktoren und -rezeptoren darstellen.

1.1 Vaskuldre Entwicklung

Fast alle Gewebe entwickeln ein vaskuldres Netzwerk, das Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff
versorgt und gleichzeitig den Abtransport von metabolischen Endprodukten erméglicht. Die Blutgefaf-
bildung ist ein Prozess, der vorrangig wahrend der Embryogenese ablauft und nur in einem geringen
Male wahrend des postnatalen Lebens stattfindet. Einmal etabliert, stellt das vaskulare Netzwerk ein
stabiles System dar, welches einer sehr langsamen Regenerationsrate unterliegt. Zwei Prozesse sind

fur die Bildung neuer Blutgefalie verantwortlich: die Vaskulogenese und die Angiogenese.

111 Vaskulogenese

Wahrend der frihesten Stadien der Embryonalentwicklung erhalt der Embryo N&hrstoffe und
Sauerstoff durch Diffusion. Doch bereits in der 3. Woche ist die Versorgung des Embryos Uber

Diffusion erschwert, da Diffusionsstrecken und -zeiten zu gro geworden sind. Die Bildung von
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BlutgefaRen und roten Blutkdrperchen setzt in den ,Blutinseln” ein und der Embryo entwickelt sich zu
einem vaskularisierten Organismus, dessen Uberleben von einem funktionellen BlutgefaRnetzwerk
abhangt. Die ersten Schritte der de novo Gefalbildung werden als Vaskulogenese bezeichnet [1,2].
Durch in situ Differenzierung von undifferenzierten mesodermalen Vorlauferzellen, Angioblasten bzw.
Hamangioblasten, den gemeinsamen Vorlaufern von Endothelzellen und Zellen der hamatopoetischen
Reihe, entsteht ein primitives vaskulares Labyrinth [3]. Dieses primare Netzwerk stellt die Grundlage
fur das reife GefalRsystem, welches durch Weiterentwicklung bzw. auch Ruckbildung von bestimmten
Gefallen gebildet wird.

Lange ging man davon aus, dass Vaskulogenese nur wahrend der embryonalen Entwicklung statt-
findet. Neue Befunde belegen, dass nicht nur in embryonalen sondern auch in ausdifferenzierten
Geweben unter ischamischen, malignen oder inflammatorischen Bedingungen endotheliale
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark zum GefaBwachstum beitragen. Dieser Vorgang wird
therapeutisch genutzt, um die Bildung von Blutgefaen in ischdmischen Geweben zu stimulieren [4,5].
Am Beispiel der Ausbildung solider Tumoren wird deutlich, dass die BlutgefaBbildung auf einem
Zusammenspiel von Angiogenese und Vaskulogenese beruht. Dies weist darauf hin, dass auch

postnatale Neoangiogenese nicht nur auf dem Aussprossen bestehender Gefalle basiert.

11.2 Angiogenese

Die Weiterentwicklung sowie Reifung des primaren Gefalplexus wird durch den Vorgang der
Angiogenese beschrieben, der sowohl im Embryo als auch im differenzierten Organismus ablauft. Die
Bildung von Gefallen aus bereits existierenden erfolgt durch mindestens zwei unterschiedliche Vor-
gange: durch Aussprossen (sprouting) oder durch intussuszeptives Wachstum (splitting), der Gefaf-
teilung [6,7]. Auf der einen Seite ist das Aussprossen ein relativ langsamer Vorgang, der auf
Zellproliferation beruht. Aufgrund des invasiven Charakters kénnen avaskuldre Gebiete erreicht
werden. Auf der anderen Seite findet intussuszeptives Wachstum, das im Wesentlichen unabhéangig
von Zellproliferation ist, innerhalb von wenigen Stunden oder sogar Minuten statt. Durch Einstul-
pungen der extrazellularen Matrix wird das GefalRlumen geteilt. Auf diese Weise werden bestehende
Gefalle gespalten [8].

Angiogenese ist unter physiologischen Bedingungen und bei konstanten Leistungsanforderungen im
Adulten ein sehr seltenes Ereignis. In ausdifferenzierten Geweben wird die Durchblutung dem nur in
Grenzen schwankenden Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen durch die Regulation des Blutgefaf3-
tonus angepasst. Angiogenese ist hierfUr normalerweise nicht notwendig. Die vorhandenen Gefale
bleiben erhalten und mitotische Teilung von Endothelzellen dient lediglich ihrer Erneuerung, wobei die
Zellen des Endothels zu den langlebigsten Zellen auBerhalb des zentralen Nervensystems gehéren.
Nur 0,01% der Endothelzellen befinden sich zu einem gegebenen Zeitpunkt in der Phase der
Zellteilung [9]. Zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren besteht in differenzierten Geweben ein
Gleichgewicht, welches zu einem ausgewogenen Verhaltnis von Apoptose und Proliferation von
Endothelzellen fuhrt (angiogenic balance) [10]. Durch Veranderung des Gleichgewichts zugunsten
proangiogener Faktoren, z.B. durch Entziindungsreaktionen oder wahrend der Wundheilung setzt

Kapillarsprossung ein, wobei es sich um einen mehrstufigen Prozess handelt (Abb. 1).
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Abb. 1: Angiogenese durch Kapillarsprossung.

A) Neue Gefale entstehen aus bereits existierenden Kapillaren. B) Der Prozess wird durch die Ablésung von
Perizyten (griin) und durch Vasodilatation eingeleitet. Daran schlief3t sich der Abbau der Basalmembran und der
Extrazellularen Matrix an. C) Endothelzellen (rot) kbnnen daraufhin dem angiogenen Stimulus entgegen in den
perivaskularen Raum migrieren. D) Die Endothelzellen proliferieren und folgen einander dirigiert von Perizyten in
den perivaskuldaren Raum. E) Die migrierten Endothelzellen gehen hinter der Proliferationszone wieder feste
Verbindungen untereinander ein und schaffen ein Lumen. Dieser Vorgang wird von der Bildung der Basal-
membran und der Assoziation von Perizyten mit dem Gefal} begleitet. Schliellich anastomosieren Blutgefafiaus-
laufer und bilden einen Kreislauf. (modifiziert nach [10])

Eingeleitet wird das Aussprossen von Endothelzellen aus Kapillaren und postkapillaren Venolen durch
Vasodilatation und den Anstieg der Permeabilitat. Vor allem Stickstoffmonoxid (NO) ist mafRgeblich
beteiligt, nicht nur durch Wirkung auf die glatte Muskulatur, was zur Dilatation der Gefalle fihrt,
sondern auch an der Induktion von VEGF (vascular endothelial growt