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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Blutgefal3system

In Wirbeltieren stellt das Blutgefaldsystem neben dem lymphatischen System
eines von zwei evolutionar entstandenen Netzwerken dar, die gemeinsam zur
funktionellen Integritat des Kreislaufs beitragen. Hierbei dient das
Blutgefal’system der Versorgung des Organismus mit Nahrstoffen und
Sauerstoff, dem Transport einer Vielzahl von Signalmolekilen und
spezialisierten Zellen sowie der Entgiftung durch Abtransport und Austausch
von Abfallprodukten. Das lymphatische System ist Teil der korpereigenen
Immunabwehr und reguliert die Ruckfihrung von Gewebswasser (Harvey and
Oliver, 2004).

1.1.1. Entstehung des Blutgefal3systems

Die Entstehung des BlutgefalRsystems ist in zwei Phasen unterteilt (Abb. 1.1).
Wahrend der Vaskulogenese kommt es in situ zur Differenzierung von frihen
Vorlauferzellen, den so genannten Hemangioblasten, hin zu Angioblasten. Fir
die Vaskulogenese ist der VEGF-Rezeptor Flk1 (KDR) von essentieller
Bedeutung. So resultiert der genetische Knockout von Flk1 in einem Fehlen
endothelialer und hamatopoetischer Zellen und damit verbundener Letalitat
zwischen E8,5 und E9,5 in der Maus (Shalaby et al., 1995). Zu den
transkriptionellen Regulatoren dieses Prozesses zahlt unter anderem der
Homeobox (Hox-) Transkriptionsfaktor HoxB5, der als direkter Induktor der
Flk1-Expression wirkt (Wu et al, 2003). Die Familie der Hox-
Transkriptionsfaktoren soll in den folgenden Kapiteln noch ausfuhrlich
behandelt werden. Ausgehend vom Angioblasten kommt es zur Differenzierung
in arterielle oder vendse Endothelzellen (Abb. 1.1). Durch Proliferation,
gerichtete Migration und Anlagerung der Zellen aneinander, kommt es zur

Lumen-Ausbildung und Entstehung der ersten Gefalstrukturen. Wahrend der



Einleitung

Angiogenese findet in einem sekundaren Prozess, ausgehend vom primar
gebildeten vaskularen Plexus, die Ausbildung eines verzweigten Netzwerks
grolBer und kleiner GefalRe durch Aussprossen bereits differenzierter
Endothelzellen statt (Coffin and Poole, 1988; Kamei et al., 2006; Risau, 1997;
Risau et al., 1988).

/@

lymphatisches

&:—p
%ﬁﬁ#{-——-@ Gefal

Abb. 1.1. Entstehung des BlutgefaBsystems. Aus dem Flk1* Hemangioblast (HAB)

gehen die hamatopoetischen Stammzellen (HSC), die glatten Muskelzellen der Gefaltwand
(SMC) sowie der Angioblast (AB) hervor. Der Angioblast besitzt das Potential zur
Differenzierung in arterielle (AEC) und vendse Endothelzellen (VEC), wobei es vermutlich
primadr zur Differenzierung in vendse Endothelzellen kommt, aus denen dann arterielle- und
lymphatische Endothelzellen hervorgehen. Modifiziert nach Harvey & Oliver, 2004 (Harvey and
Oliver, 2004)

1.1.2. Aufbau des Blutgefal3systems

Das BlutgefaRsystem ist hierarchisch in grol3e GefalRe (die Arterien und Venen)
sowie kleine, stark verzweigte Kapillaren (die Arteriolen und Venolen) unterteilt
(Abb. 1.2). Die groRen Gefalle des Korpers setzen sich alle aus jeweils drei

spezialisierten Schichten zusammen. Luminal bildet eine geschlossene Schicht



Einleitung

von Endothelzellen die Intima, gefolgt von der aus glatten Muskelzellen
bestehenden Media und umgeben von einer aus Fibroblasten, extrazellularer
Matrix und elastischer Lamina bestehenden Adventitia (Jain, 2003). Grol3e und
kleine Gefalte des Korpers unterscheiden sich vor allem in Zusammensetzung
und Ursprung der die Gefallwand umgebenden stabilisierenden Zellen, welche

abhangig von der Gefaldlokalisation und Funktion ist (Jain, 2003).

a) EZ-Gefal - d) EZ-Gefal
{P IEL
GMZ

b) EZ-Gefak e | EEL

Pz f".( FB

B I'\‘._Sg}h Em

- EEL

c) EZ-Gefan e R T AT

IEL é‘f ) B»]J

GMF .I\'._( Arteriole &":\\; End.othelzelle (EZ)

BM 3 Perizyt (PZ)

EEL ™ Glatte Muskelzelle (GMZ)

=> Fibroblast (FB)
Interne elastische Lamina (IEL)
Externe elastische Lamina (EEL)

Basalmembran (BM)
Lymphatische Endothelzelle
Extrazellulare Matrix (EM)

Abb. 1.2. Struktureller Aufbau der GefdBe des vaskularen Systems. A)

Entstehendes Gefall. B) Kapillare. C) Arteriolen & Venuolen. D) Aufbau der groRen Arterien
und Venen. Modifiziert nach Jain, 2003 (Jain, 2003).

1.1.3. Das Endothel und seine Funktionen

Das Endothel kleidet samtliche Gefalde des Blutgefalisystems aus und bildet
somit die luminale Barriere zwischen Blutstrom und den Geweben und Organen
des Korpers (Ross, 1995). Aufgrund seiner zum Blutstrom exponierten Lage,
kommen den Zellen des Endothels neben der protektiven Barrierefunktion
zusatzliche wichtige biologische Funktionen zu. So dient das Endothel dem

selektiven Transport von Nahrstoffen und bioaktiven Signalmolekilen bis hin



Einleitung

zur Attraktion und interzellularen Passage von im Blutstrom zirkulierenden
Zellen (Cines et al.,, 1998). Durch Synthese des vasoaktiven Gases
Stickstoffmonoxid (NO) uber die endotheliale NO-Synthase (eNOS), reguliert
das Endothel auch den Gefaldtonus vermittelt durch die umliegenden glatten
Muskelzellen. Somit ist es ein wichtiger Regulator des Blutflusses (Palmer et
al.,, 1987). Die Vielzahl der endothelialen Funktionen und deren enorme
Bedeutung fur den Organismus machen eine funktionelle Interaktion des
Endothels mit dem umgebenden Milieu unabdingbar. Diese Interaktion
beinhaltet auch die Fahigkeit zur Transduktion aufierer Stimuli und Reaktion
durch Modulation des Expressionsmusters verschiedener Gene (Lehoux et al.,
2006). Zu den wichtigsten externen Stimuli, welchen das Endothel unter
physiologischen Bedingungen permanent ausgesetzt ist, zahlt die laminare
Schubspannung (engl.: shear stress). Veranderungen im Flussprofil des
Blutstromes werden vom Endothel wahrgenommen und haben einen direkten
Einfluss auf die Biologie der GefalRwand (Harrison et al., 2006; Lehoux et al.,
2006). Die Signaltransduktion erfolgt hierbei mutmallich Uber die simultane
Aktivierung membranstandiger Proteine wie Rezeptoren und lonenkanalen, die
zu einer Initiation intrazellularer Signaltransduktionswege flihren (Chien et al.,
1998). Hierbei scheinen insbesondere Zell-Matrix Adh&sionsproteine der
Integrin-Familie eine wichtige Rolle einzunehmen, da diese u.a. die
Transformation mechanischer Krafte in biochemische Signale vermitteln (Wang
et al.,, 1993). Physiologischer Shear Stress ist einer der wichtigsten
atheroprotektiven Stimuli. So bilden sich atherosklerotische Plaques bevorzugt
in Gefaliregionen, die ein langsames oszillierendes Flussprofil aufweisen,
wahrend solche Regionen, die einem stetigen laminaren Fluss ausgesetzt sind,
vor einer Bildung von Lasionen geschutzt sind (Malek et al., 1999). Die
Synthese von NO st dabei einer der Schlisselmediatoren des

atheroprotektiven Effektes von Shear Stress (Dimmeler et al., 1996).
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1.2. Die Familie der Homeobox-Transkriptionsfaktoren

Die Familie der Homeobox (Hox-) Transkriptionsfaktoren ist durch eine hoch
konservierte DNA-Bindungsdomane charakterisiert. Die so genannte Homeo-
domane umfasst 60-Aminosauren und bildet strukturell ein Helix-Turn-Helix
DNA-Bindemotiv, welches Zielgensequenzen der Konsensus-Sequenz 5'-
TTNAT-3’ (wobei die dritte Base abhangig vom jeweiligen Hox-Protein abhangig
ist) bindet (Affolter et al., 1990; Ekker et al., 1991). Strukturell weist die
Homeodomane groRe Ahnlichkeit mit den prokaryotischen Transkriptions-
faktoren Cro, CAP oder dem A-Repressor auf (Scott et al., 1989). Ursprlnglich
gefunden wurde diese Familie von Transkriptionsfaktoren anhand von
Mutationen in der axialen Korperbau-Segmentierung bei der Fruchtfliege
Drosophila (Abb. 1.3) (McGinnis and Krumlauf, 1992). Bis zum heutigen Tag
konnten Mitglieder der Hox-Familie auch in allen untersuchten Vertebraten
nachgewiesen werden (Akam, 1989; Levine et al., 1984). Die Mitglieder der
Hox-Transkriptionsfaktoren besitzen eine grofe Homologie zwischen
Drosophila und Vertebraten, die hauptsachlich auf der Homeodomane basiert,
jedoch gibt es auch einige Hox-Gene, deren Homologie Uber dies hinaus auf
konservierte Bereiche aul3erhalb der Homeodomane ausgeweitet ist (Graham
et al., 1988).

Abb. 1.3. Schematische

Dosophila
- —— Darstellung der Beziehung
e Y.\ zwischen Hox-Genen und der
(@ 7 \ V "E,. : axialen Korpersegmentierung
== 4 A\ in Drosophila und Saugetieren
= —{ —~-—{ _ B~ | (Modifiziert nach Abate-Shen,
Mausentnyo 2002) (Abate-Shen, 2002).
” BT TN
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1.2.1. Strukturelle Organisation von Hox-Transkriptionsfaktoren

Drosophila Melanogaster besitzt 8 Homeobox-Gene die als Cluster im Genom
angeordnet sind und zusammen als homeotischer Komplex HOM-C bezeichnet
werden (Akam, 1989). In der Maus und im Menschen haben sich evolutionar
durch Genduplikationen 4 ungekoppelte Hox-Cluster (A-D) entwickelt, welche
sich im Menschen auf die Chromosomen 2, 6, 11 und 15 verteilen. Jeder dieser
4 Cluster enthalt zwischen 9 und 13 Hox-Gene, was in einer Gesamtzahl von
39 bekannten Hox-Genen im Menschen resultiert (Abb. 1.4) (Kosaki et al.,
2002; Krumlauf, 1994). Aufgrund der genetischen Duplikation kénnen Hox-
Transkriptionsfaktoren bis zu 3 genetische Paraloge besitzen, was zu einer
gewissen genetischen Redundanz fuhrt (Hunt et al., 1991). Die Hox-Gene des
HOM-C Komplexes sind chromosomal parallel zu ihrer Expression entlang der
Korperachse des Embryos von anterior nach posterior angeordnet. Diese
Beziehung zwischen der Anordnung der Gene und ihrem Expressionsmuster
wird als Kolinearitdt bezeichnet (Lewis, 1978). Wahrend der frihen
Embryonalentwicklung kommt es hierbei zunachst zur Expression der am
weitesten  3’-gelegenen Hox-Gene, die fur die rostral gelegenen
Korpersegmente kodieren, wahrend die an 5-gelegenen caudal-kodierenden
Hox-Gene erst spater exprimiert werden (Mlodzik et al., 1988). Aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit mit dem Transkriptionsfaktor Antennapedia in
Drosophila, werden beim Menschen Hox-Transkriptionsfaktoren der Gruppen 1-
8 der Antennapedia-Klasse (ANTP-Klasse) zugeordnet. Diese grofte Klasse
von Hox-Transkriptionsfaktoren zeichnet sich neben ihrer Homeodomane,
durch den Besitz einer zusatzlichen Protein-Interaktionsdoméne aus. Uber die
als Hexapeptid-Sequenz bezeichnete Domane wird eine Interaktion mit anderen
Hox-Transkriptionsfaktoren ermdglicht (Acampora et al., 1989). Die Gruppen 9-
13 zeigen gréBere Ahnlichkeit mit dem Drosophila Transkriptionsfaktor
Abdominal-B  und werden daher zur ABD-B Klasse zusammengefasst
(Acampora et al., 1989). Fir HoxA9 konnte gezeigt werden, dass dieses
ebenso wie die Mitglieder der ANTP-Klasse von Hox-Transkriptionsfaktoren

uber eine Hexapeptid-Sequenz verfugt, die sich jedoch strukturell stark von der
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Hexapeptid-Sequenz der Hox-Paraloge 1-8 unterscheidet und es zu einer
Interaktion mit dem PBC-Familien Mitglied PBX1 befahigt (LaRonde-LeBlanc
and Wolberger, 2003). Kennzeichen aller ABD-B Proteine, die zu einer
Interaktion mit Mitgliedern der PBC-Familie in der Lage sind, ist eine aus drei
Aminosauren bestehende ,Linker‘-Sequenz (LaRonde-LeBlanc and Wolberger,
2003).

3 5'

oI HIHE- -EHEH —

Did Sc Antp Ubx abd-A Abd-B

1l ...

HOX A Tpi14-15 Gcz
HOX B 17q21-22 1184
HOX C 12q12-13 15rz
HOX D 2931-37 Zc3

i 2 3 4 B -} T 4 9 i 411 42 13
Mensch  Maus

Abb. 1.4. Struktureller Aufbau der Hox-Cluster (modifiziert) (Lappin et al., 2006) Hox-
Gene sind horizontal entsprechend ihrer physikalischen Anordnung auf den Chromosomen und
vertikal anhand ihrer groRten Homologie zueinander dargestellt.

1.2.2. Entwicklungsbiologische Funktionen von Hox-Transkriptions-

faktoren

Hinweise zur Funktion von Hox-Transkriptionsfaktoren in hoheren Vertebraten
wurden bisher meist durch gezielten genetischen Knockout einzelner oder
mehrerer Hox-Gene, vor allem in der Maus oder dem Krallenfrosch Xenopus
laevis, erhalten. Der Verlust eines einzelnen Hox-Transkriptionsfaktors zeigt
hier wesentlich mildere entwicklungsbiologische Defekte, als es bei Drosophila
der Fall ist. Ein Phanomen das mit grofder Wahrscheinlichkeit auf die zuvor

erwahnte Redundanz von Hox-Transkriptionsfaktoren in Vertebraten
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zuruckzufihren ist (Benson et al., 1996; Favier et al., 1995). Die Auswirkungen
des genetischen Knockouts verschiedener, im Rahmen dieser Arbeit
untersuchter, Hox-Transkriptionsfaktoren auf die Embryonalentwicklung, soll im
Folgenden beschrieben werden. So resultiert zum Beispiel der Knockout von
HoxA9 in einer Veranderung des Blutbildes, einhergehend mit einer Reduktion
der Granulozyten und Lymphozyten des Peripherblutes der Maus. Weiterhin
weisen diese Tiere verkleinerte Milzen sowie Defekte in der B-Zell Entwicklung
auf (Lawrence et al., 1997). Zusatzlich wurden in HoxA9"-Mausen
morphologische Defekte der unteren Rippenbdgen beobachtet (Fromental-
Ramain et al., 1996). Der Knockout von HoxB4 resultiert in einer Reduktion der
Zellularitat verschiedener hamatopoetischer Organe, einer geringfligigen
Reduktion der Anzahl primitiver Progenitorzellen sowie verminderte
Repopulationskapazitat hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark
(Brun et al., 2004). Fur den Knockout von HoxB5 in der Maus gibt es, mit
Ausnahme einer rostralen Verschiebung des Schultergurtels (&hnlich der
Sprengel-Anomalie beim Menschen), bisher keine Befunde (Rancourt et al.,
1995). Der Knockout von HoxD3 in der Maus flhrt zu massiven Fehlbildungen
des anterioren Skeletts. Die Mehrzahl homozygoter HoxD3 Knockout-Tiere
stirbt bereits wenige Tage postnatal, wahrscheinlich aufgrund einer instabilen
craniocarvicalen Verbindung (Condie and Capecchi, 1993). Die Knockouts von
HoxA9, HoxB4 oder HoxB5 sind nicht letal, was insbesondere im Falle von
HoxB5 interessant ist, da man aufgrund der Funktion als Transaktivator des
Flk1-Promoters, dessen Knockout letal ist, einen ahnlich drastischen Phanotyp
erwarten wirde. Dieser Befund ist moglicherweise auf die zuvor erwahnte

Redundanz genetischer Hox-Paraloge zurickzufuhren.

1.2.3. Rolle von Hox-Transkriptionsfaktoren im adulten Organismus

Obwonhl die funktionelle Rolle von Hox-Transkriptionsfaktoren wahrend der

Embryogenese bis zum heutigen Tag bereits das Ziel intensiver

Untersuchungen war, sind deren Funktion und Regulation im adulten
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Organismus noch in weiten Teilen ungeklart (Daftary and Taylor, 2006). Eine
Vielzahl von Zellen und Geweben des adulten Organismus besitzt aufgrund
ihrer Funktion, eine gewisse Entwicklungs-Plastizitat, die sich in der Fahigkeit
zur Regulation von Proliferation, Differenzierung oder auch Remodellierungs-
prozessen  widerspiegelt. Es wird daher vermutet, dass Hox-
Transkriptionsfaktoren in solchen Geweben und Organen exprimiert werden
und deren Entwicklungs-Plastizitat erhalten, um funktionelle Veranderungen
herbeizufuhren (Daftary and Taylor, 2006). Das Endothel stellt ein solches
Organ dar, da dieses wie zuvor beschrieben, zur permanenten Interaktion mit

einem fluktuierenden Milieu in der Lage sein muss.

1.2.3.1. HoxD3

Eine funktionelle Relevanz der Hox-Transkriptionsfaktoren im Endothel konnte
zum Beispiel fur HoxD3 aufgezeigt werden. So reguliert HoxD3 die Expression
der Integrine a5B1 und aVB3 wahrend der Angiogenese und wird erhoht in
proliferierenden  Endothelzellen exprimiert, welche zur Bildung von
Gefalstrukturen auf Matrigel angeregt wurden (Boudreau et al., 1997;
Boudreau and Varner, 2004). In ruhenden Endothelzellen ist HoxD3 hingegen
nur schwach exprimiert. HoxD3 spielt damit eine wichtige Rolle bei der
Induktion des angiogenen Phanotyps von Endothelzellen (Boudreau et al.,
1997). Auch wahrend Remodellierungsprozessen der GefalRwand, wie sie bei
der Wundheilung stattfinden, kommt es zu einer Induktion der HoxD3-
Expression (Hansen et al., 2003; Uyeno et al.,, 2001). Das HoxD3 Paralog
HoxB3 besitzt ebenso Einfluss auf das angiogene Verhalten von
Endothelzellen, jedoch in unterschiedlicher Weise. HoxB3 ist wichtig fur die
kapillare Morphogenese dermaler mikrovaskularer Endothelzellen durch

funktionelle Regulation des EphA2-Rezeptors (Myers et al., 2000).
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1.2.3.2. HoxA9

HoxA9 wird funktionell vor allem mit der myeloiden, erythroiden und lymphoiden
Hamatopoese sowie Stammzell-Expansion in Verbindung gebracht (lzon et al.,
1998; Lawrence et al., 1997; Thorsteinsdottir et al., 2002). Hier kommt es zum
Beispiel durch genetische Fusion mit dem Kernporen-Protein NUP98 zur
Entstehung und Progression akuter myeloider Leukamie (AML) (Thorsteinsdottir
et al., 2002). Neuere Arbeiten stitzen jedoch auch eine Rolle fir HoxA9 als
Regulator endothelialer Zellfunktionen (Bruhl et al., 2004; Rossig et al., 2005).
So konnte gezeigt werden, dass HoxA9 durch direkte Bindung der Promotoren,
die Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS), des VEGF-Rezeptors 2
(KDR) sowie des EphB4-Rezeptors reguliert und indirekt auch die Expression
des Zelladhasionsmolekils VE-Cadherin (Rossig et al., 2005). Die genetische
Suppression von HoxA9 resultiert in einem nahezu vollstandigen Verlust der in
vitro Gefallbildungsfahigkeit humaner Nabelschnurendothelzellen sowie der
migratorischen Kapazitdt der Endothelzellen (Bruhl et al., 2004). Daruber
hinaus konnte flir HoxA9 auch in vivo eine wesentliche Bedeutung im adulten
Organismus aufgezeigt werden. So weisen HoxA9 Knockout-Mause eine stark
beeintrachtigte Revaskularisierung nach Hinterlaufischamie auf (Rossig et al.,
2005). Mogliche Ursachen dieses drastischen in vivo Effekts werden neben
einer Dysregulation differenzierter Endothelzellen vor allem in einer gestorten
Differenzierung von Vorlauferzellen in die endotheliale Linie gesehen (Rossig et
al., 2005).

1.2.3.3. HoxB4

Die Funktion des Hox-Transkriptionsfaktors B4 ist bisher hauptsachlich in
primitiven hamatopoetischen Stammzellen (HSC) untersucht. In diesem Zelltyp
fungiert HoxB4 als starker positiver Regulator des Expansionspotentials
(Antonchuk et al., 2002). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bisher zeigen,

dass die Uberexpression von HoxB4 in hamatopoetischen Stammzellen zu
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einer effektiven Expansion dieser Zellen in vitro fihrt (Antonchuk et al., 2002;
Krosl et al., 2003; Schiedlmeier et al., 2003; Schmittwolf et al., 2005).Aufgrund
dieser Funktion wurden bis heute experimentell viele Anstrengungen
unternommen, um das Potential von HoxB4 fur eine Expansion
hamatopoetischer Stammzellen klinisch nutzbar zu machen. Untersuchungen
zur Expansion hamatopoetischer Stammzellen des Menschen in vitro zeigen
jedoch, dass die Uberexpression von HoxB4 in CD34" HSCs die
myeloerythropoide Differenzierungslinie beeinflusst, was sich in einer Reduktion
erythroider und myeloider Progenitorzellen widerspiegelt (Schiedimeier et al.,
2003). Ziel aktueller wissenschaftlicher Studien ist daher zu evaluieren, ob
HoxB4 zur therapeutischen Stammzell-Expansion eingesetzt werden kann
(Klump et al., 2005). Eine Funktion von HoxB4 in differenzierten Endothelzellen

ist bisher nicht beschrieben worden.

1.2.3.4. HoxB5

Analysen zur Funktion von HoxB5 im adulten Organismus gibt es nach
aktuellem Kenntnisstand nicht. Wahrend der embryonalen Vaskulogenese
agiert HoxB5 als Transaktivator des Flk1-Promoters in endothelialen
Vorlauferzellen. In Uberexpressions-Studien konnte zudem gezeigt werden,
dass HoxB5 so die Differenzierung von Vorlauferzellen in die endotheliale Linie
induziert (Wu et al., 2003). Der VEGF-Rezeptor 2 ist essentiell fur die
Vaskulogenese und stellt einen der fruhesten Differenzierungsmarker in die
endotheliale Linie dar (Shalaby et al., 1995; Yamaguchi et al., 1993). Die
Expression des VEGF-Rezeptors 2 bleibt auch in differenzierten Endothelzellen
des adulten Organismus erhalten und spielt eine wichtige Rolle fur
verschiedene Endothelzellfunktionen wie z.B. Sprossung, Ausbildung von
GefaRartigen Strukturen, Proliferation und Uberleben (Zachary, 2003). Der Hox-
Transkriptionsfaktor B5 ist daher auch von potentieller Relevanz fir
differenzierte Endothelzellen. Die verschiedenen Funktionen der genannten

Hox-Transkriptionsfaktoren sind in Tabelle 1.1 noch einmal zusammengefasst.

-11 -



Einleitung

Integrin VB3

nach der Geburt aufgrund schwerer
skelettaler Anomalien.

Reguliert Invasion und Angiogenese,
erhohte HoxD3 Expression in

Tumorangiogenese

Hox Zielgene Funktion Referenz
HoxA9 | eNOS, HoxA9"” Mause: Defekte in der Ischamie- Lawrence et al,
VEGF-R2, induzierten Neovaskularisierung, 1997
VE-Cadherin, | endothelialen Differenzierung und Brihl et al., 2004
EphB4, Hamatopoese; in vitro reguliert HoxA9 die Réssig et al., 2005
Osteopontin Migration und GefaRstrukturbildung von Shi et al., 2001
Endothelzellen.
HoxB4 | keine bekannt | HoxB4™ Mause: milde Reduktion der Antonchuk, 2002
Zellularitat hdmatopoetischer Organe und Brun et al., 2004
Anzahl primitiver Progenitorzellen sowie
verminderte Repopulationskapazitat von
HSCs, nicht letal.
Fordert die Differenzierung von HSC und
Stammzellexpansion
HoxB5 | flk1 (Maus) HoxB5" Mause: Milde skelettale Wu et al., 2003
Anomalien, nicht letal. Rancourt et al.,
Fordert die embryonale endotheliale 1995
Differenzierung
HoxD3 | Integrin a5p1, HoxD3"-Mause: Sterben groéBtenteils kurz Condie et al., 1993

Boudreau et al,
1997
Boudreau et al,
2004

Tabelle 1.1. Zusammenfassung verschiedener Hox-Funktionen
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1.3. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren

1.3.1. Transkriptionelle Regulation von Hox-Genen

Einer der am besten charakterisierten Faktoren flr die transkriptionelle
Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren wahrend der Embryogenese ist die
Retinsaure (Vitamin A) (Durston et al., 1989; Nieuwkoop, 1955). Retinsaure
wirkt durch Bindung ihrer kernstandigen Liganden RAR und RXR, die beide der
Superfamilie von Liganden-gesteuerten Kernrezeptoren angehoéren. Die
Bindungsdiversitat dieser Kernrezeptoren wird durch  Homo- und
Heterodimerisierung sowie der Expression verschiedener Protein-lsoformen
verstarkt. Durch die Rezeptor-Ligand-Interaktion kommt es zur Komplexbildung
und Bindung an die Transkriptions-Enhancer Elemente RARE oder RXRE
(engl.: retinoic acid response element) (Oosterveen et al., 2003). Die Kapazitat
von Retinsgure zur Liganden-vermittelten  Aktivierung von  Hox-
Transkriptionsfaktoren beschrankt sich nach heutigem Kenntnisstand auf die 3'-
gelegenen Paraloge der Hox-Familie und konnte fir HoxA1 und HoxB1 direkt
nachgewiesen werden (Ogura and Evans, 1995a; Ogura and Evans, 1995b).
Neben der Retinsidure wurden auch Vitamin D sowie die Hormone Ostrogen
und Progesteron als transkriptionelle Regulatoren der Hox-Genexpression
beschrieben (Du et al., 2005; Ma et al.,, 1998; Taylor et al., 1998). In
Endothelzellen wurde Uber dies eine transkriptionelle Regulation von HoxA9
durch den pro-inflammatorischen Stimulus TNFo beschrieben, das als
Repressor der HoxA9-Expression wirkt (Patel et al., 1999). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Shear Stress zu einer Steigerung der HoxA9-Expression
in Endothelzellen fuhrt, wobei die Signaltransduktion bei diesem Vorgang bisher

nicht im Detail aufgeklart werden konnte (Rossig et al., 2005).
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1.3.1.1. Die Histon-Methyltransferase MLL

Ebenso wie die Hox-Gene des HOM-C Komplex in Drosophila wurden auch 2
Gruppen von Hox-Regulator-Proteinen durch Mutationen in Drosophila
gefunden. Die Mitglieder der Polycomb-Gruppe (PcG) wirken dabei generell als
Inhibitoren der Hox-Expression, wahrend die Mitglieder der trithorax-Gruppe
(trxG) als Aktivatoren der Hox-Expression wirken (Grimaud et al., 2006). Man
geht heute davon aus, dass PcG-, als auch trxG-Proteine als epigenetische
Regulatoren agieren, welche den transkriptionellen Status von Zielgenen durch
Histon-Modifikationen und den daraus resultierenden Veranderungen der
Chromatinstruktur im Promoterbereich beeinflussen (Simon and Tamkun,
2002). Die Methyltransferase MLL (engl.: mixed lineage leukemia) ist das
humane Homolog zu Drosophila trithorax und Mitglied der trxG-Familie (Djabali
et al., 1993; Gu et al., 1992). Das MLL-Gen kodiert fur ein 3969 Aminosauren
Multidomanen-Protein mit einem Molargewicht von 430 kDa. Zu diesen
Domaénen zahlen 3 als ,AT-hook“-bezeichnete DNA-Bindungsmotive, eine im
aminoterminalen Bereich liegende DNA-Methyltransferase Homologiedomane
(DNMT), eine zentral positionierte Zink-Finger (PHD) Region sowie eine
carboxyterminale, hoch konservierte SET-Domane, welche die katalytische
Methyltransferase-Aktivitat besitzt. Genetische Rearrangements des MLL-Gens
sind oftmals mit der Entstehung und Progression von Leukamien assoziiert.
Diese werden ursachlich auf eine Dysregulation verschiedener Hox-
Transkriptionsfaktoren durch MLL zurtuckgefuhrt (Armstrong et al., 2002;
Rozovskaia et al., 2001; Yeoh et al., 2002). Neben der pro-leukdmischen Rolle
chimarerer MLL-Fusionsproteine, reguliert auch das native MLL verschiedene
Hox-Transkriptionsfaktoren, wie z.B. HoxA7, HoxA9 und HoxA10 (Ernst et al.,
2004a; Nakamura et al., 2002; Yu et al., 1998). In MLL-Knockout Mausen
konnte zudem in vivo gezeigt werden, dass MLL unerlasslich fur die korrekte
Initiation verschiedener Hox-Gene wahrend der Embryonalentwicklung ist. Der
Knockout von MLL flhrt unter anderem zu einer drastischen Stérung der
physiologischen Hamatopoese und letztlich zu embryonaler Letalitat (Ernst et
al., 2004a; Ernst et al., 2004b; Hess et al., 1997; Yagi et al., 1998; Yu et al.,
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1995). Funktionell vermittelt MLL, im Zusammenspiel mit zusatzlichen Proteinen
in Form eines stabilen Superkomplexes, die Methylierung von Histon H3 an
Lysin K4 (H3K4) (Nakamura et al., 2002; Terranova et al., 2006). Die di- oder
tri-Methylierung im Promoterbereich von MLL-Zielgenen an H3K4 wirkt fordernd
auf den transkriptionellen Status dieser Promotoren (Bernstein et al., 2002;
Santos-Rosa et al., 2003; Strahl et al., 1999). Eine direkte Promoteraktivierung
durch Bindung und H3K4-Methylierung konnte fur HoxA9 in HelLa-Zellen und
HoxC8 in einer murinen Fibroblasten Zell-Linie bereits nachgewiesen werden
(Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002).

1.3.2. Posttranskriptionelle Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren

Die bisher bekannten Mechanismen posttranskriptioneller Hox-Regulation
lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. So kann z.B. durch den aktiven Import
von Hox-Transkriptionsfaktoren aus dem Zytosol Uber die Kernporenkomplexe
in den Zellkern oder durch den Ausschluss aus dem Zellkern die Fahigkeit zur
Transaktivierung von Zielgenen moduliert werden (Dintilhac et al., 2004; Kirito
et al., 2004; Komuves et al., 2000). Zusatzlich kann die DNA-Bindungsaffinitat
der Hox-Transkriptionsfaktoren im Zellkern sowohl direkt, durch chemische
Modifikationen wie der Phosphorylierung oder aber durch die Interaktion mit
verschiedenen Co-Faktoren gesteuert werden (Merabet et al., 2003; Moens and
Selleri, 2006; Vijapurkar et al., 2004).

1.3.2.1. Hox Co-Faktoren

Der hohe Grad an Konservierung innerhalb der Homeodomane von Hox-
Transkriptionsfaktoren resultiert in einer stark ahnelnden Bindung an DNA-
Zielsequenzen der Konsensus-Sequenz 5-TTNAT-3’ in vitro, was die Frage
aufwirft, wie die Spezifitat der Hox-Transkriptionsfaktoren in vivo sichergestellt

wird (Hoey and Levine, 1988; Laughon, 1991). Heute weil3 man, dass die
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Spezifitat durch Interaktion der Hox-Transkriptionsfaktoren mit Co-Faktoren
erreicht wird, die in Abhangigkeit des jeweils gebildeten Hox/Co-Faktor
Komplexes, die Bindungsspezifitat beeinflussen (Mann and Affolter, 1998;
Mann and Chan, 1996). Die Mehrzahl an bisher bekannten Hox Co-Faktoren
sind Proteine der TALE-Familie (engl.: three amino acid loop extension), die
ihrerseits in die 2 Subgruppen der Meis - und PBC-Proteine unterteilt ist (Moens
and Selleri, 2006). Die meisten Hox-Proteine sind zu einer Interaktion mit PBX
(einer Subgruppe der PBC-Proteine) in der Lage. Die Interaktion der Hox-
Paraloge 1-9 mit PBX wird Uber die Hexapeptid-Sequenz, N-terminal zu ihrer
Homeodomane, vermittelt (Chang et al., 1995; Knoepfler and Kamps, 1995;
Neuteboom et al., 1995; Passner et al., 1999; Phelan et al., 1995; Piper et al.,
1999). Fur HoxA10 konnte zudem eine Hexapeptid-unabhangige Bindung mit
PBX1 gezeigt werden (Chang et al., 1996). Die Komplexbildung mit Meis ist nur
fur die ABD-B Hox-Paraloge 9 und 10 beschrieben (Shen et al., 1997). Fur den
Hox-Transkriptionsfaktor A9 wurde auch die Bildung eines trimeren Komplexes
mit Meis1 und PBX2 in myeloiden Zellen beschrieben (Shen et al., 1999). Die
funktionelle Relevanz der Hox Co-Faktoren konnte bisher zum Beispiel anhand
der CYBB-Gens, welches fiir die gp91™"*-Komponente des phagozytiren
Respirationskomplex kodiert, aufgezeigt werden. Dieses Gen wird durch HoxA9
im Komplex mit PBX1 aktiviert, wahrend es durch Bindung von HoxA9 und
Meis1 reprimiert wird (Bei et al., 2005). Ebenso ist das Potential von HoxA9 zur
malignen leukdmischen Transformation primarer Stammzellen des
Knochenmarks, von einer spezifischen Interaktion mit Meis1 abhangig, wahrend
PBX1 hier unwirksam ist (Kroon et al., 1998). Ebenfalls fur HoxA9 konnte
gezeigt werden, dass sowohl die Fahigkeit zur endogenen Komplexbildung mit
PBX1, als auch die in vitro DNA-Bindungsaffinitat durch Proteinkinase C (PKC)
vermittelte Phosphorylierung von HoxA9 an Serin 204 vermindert werden kann
(Vijapurkar et al., 2004). Obwohl Anstrengungen unternommen wurden, um die
Sequenz-Spezifitdt der verschiedenen Hox/Co-Faktor Komplexe bestimmen zu
koénnen, bleibt eine genaue Vorhersage bis heute sehr schwierig (Ebner et al.,
2005). Neuere Untersuchungen bringen zusatzlich die Proteinfamilie der Smads

in den Blickpunkt der posttranskriptionellen Hox-Regulation. Die funktionelle
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Interaktion von Hox-Transkriptionsfaktoren mit Smad-Proteinen konnte am
Beispiel des Osteopontin-Promoters (OPN) aufgezeigt werden. Dieser Promoter
steht unter der reprimierenden Kontrolle von HoxC8 (Shi et al., 1999), jedoch
fuhrt die Stimulation mit BMP zu einer Verdrangung von HoxC8 durch Smad1
und somit zur Aktivierung der OPN-Expression (Shi et al.,, 1999; Wan et al.,
2001). Smad6 wirkt hingegen am gleichen Promoter als Co-Repressor von
HoxC8 (Bai et al., 2000). Eine ahnliche Regulation des OPN-Promoters konnte
auch fur HoxA9 nachgewiesen werden. Die Stimulation mit TGF-g resultiert hier
in einer Bindung von Smad4 an den transkriptionellen Repressor HoxA9 und
verdrangt diesen vom Promoter. Gleichzeitig fuhrt die Bindung von Smad3 an
den OPN-Promoter zu einer Aktivierung (Shi et al., 2001). Diese Befunde
verdeutlichen das Potential von Hox-Transkriptionsfaktoren zur differentiellen

Regulation von Zielgenen (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5. Kontext-abh&ngige Hox-Funktionen (modifiziert nach Merabet et al., 2005)
(Merabet et al., 2005). A) Zelltyp-abhangiger Kontext. Ein spezifisches Hox-Protein bt
unterschiedliche Funktionen, in Abhangigkeit der im jeweiligen Zelltyp vorhandenen Co-
Faktoren aus. B) Zielgen-abhangiger Kontext: Durch Bindung unterschiedlicher Co-Faktoren in
einer Zelle, kann ein Hox-Gen sowohl als Aktivator als auch als Repressor des gleichen

Zielgens agieren.
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1.3.2.2. Regulation der Hox-Lokalisation

Der Transport von Transkriptionsfaktoren aus oder in den Zellkern ermdglicht
die schnelle Regulation von Genen, da es keiner Neusynthese des
Transkriptionsfaktors bedarf. NFkB ist eines von vielen Beispielen fur einen
solchen Transkriptionsfaktor. NFkB ist unter physiologischen Bedingungen an
den Inhibitor IkappaB gebunden, was zu einer Retention im Zytosol fuhrt. Durch
Stimulation mit dem pro-inflammatorischen Stimulus TNFa kommt es zur
Degradation des Inhibitors und nukledrem Import von NFkB. Dies resultiert
letztlich in der Aktivierung inflammatorischer Gene (Turpin et al., 1999). Die
intrazellulare Lokalisation ist auch fur die funktionelle Regulation von Hox-
Transkriptionsfaktoren von Bedeutung (Kirito et al., 2004). In immaturen
hamatopoetischen Stammzellen lokalisiert HoxA9 vorwiegend im Zytosol der
Zellen. Nach Stimulation mit dem Zytokin Thrombopoietin, kommt es jedoch, in
Abhangigkeit von einer Komplexbildung mit Meis1 zu einem nuklearem Import
von HoxA9 (Kirito et al., 2004). Der aktive Im- oder Export eines Proteins durch
den Kernporenkomplex des Zellkerns wird durch die kleine GTPase Ran
vermittelt und setzt den Besitz eines Kernimport- (NLS) bzw. Kernexport-
Signals (NES) voraus (Moore and Blobel, 1994). HoxA9 besitzt 2 NLS im
Bereich der Homeodomane, die einen solchen Kernimport vermitteln kdnnen
(Kirito et al., 2004). Eine Exklusion von HoxA9 und HoxB6 aus dem Zellkern
wurde Uber dies durch alternatives Splicen der mRNA beschrieben. In beiden
Fallen kommt es zu einem Verlust der Homeodomane und der darin
enthaltenen NLS-Sequenzen (Dintilhac et al.,, 2004; Komuves et al., 2000).
Auch die nukleare Lokalisation der Hox Co-Faktoren Meis und PBX wird durch
NLS und NES reguliert, wobei Meis1 primar nuklear lokalisiert und die nukleare
Lokalisation des zytoplasmatischen PBX1, in nicht vollstandig aufgeklarter
Weise, von einem Co-Import mit Meis1 abzuhangen scheint (Abu-Shaar et al.,
1999; Saleh et al., 2000a). Ob die Regulation des Kern Im- und/oder Exports
von Hox Co-Faktoren auch direkt mit einer Translokation gebundener Hox-

Transkriptionsfaktoren einhergeht, ist bisher nicht im Detail geklart, jedoch wird
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fur Meis1 ein solcher Vorgang wahrend des Kernimports von HoxA9 nach

Stimulation mit Thrombopoietin vermutet (Kirito et al., 2004).
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1.4. Fragestellung

Endothelzellen bilden die luminale Barriere zum Blutstrom und agieren unter
anderem als Sensoren und Transduktoren fur Stimuli des umgebenden Milieus.
Die funktionelle Interaktion mit ihrer Umgebung wird dabei durch eine Vielzahl
zellularer Funktionen, wie z.B. Migration, GefalRformierung oder Proliferation
gewahrleistet.

Homeobox-Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation von Proliferation,
Migration und Differenzierungsprozessen in verschiedenen Zellen beteiligt,
wobei insbesondere fir HoxA9 und HoxD3 wichtige Funktionen auch in
Endothelzellen beschrieben sind. Hox-Transkriptionsfaktoren stellen somit

interessante Kandidaten fur die Regulation endothelialer Zellfunktionen dar.

Ziel dieser Arbeit sollte es daher sein, die funktionelle Relevanz verschiedener
Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen zu untersuchen. Der Schwerpunkt
sollte hierbei auf Hox-Transkriptionsfaktoren mit bekannter oder potentieller
Relevanz fur die Endothelzellbiologie liegen, zu denen neben HoxA9 und
HoxD3 auch HoxB4 und HoxB5 gehoren. Untersucht werden sollten hierbei

insbesondere folgende Aspekte:

1. Analyse von Expression und Funktion der bisher nicht in Endothelzellen

beschriebenen Hox-Transkriptionsfaktoren HoxB4 und HoxB5.
2. Analyse der funktionellen Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren auf

transkriptioneller als auch auf post-transkriptioneller Ebene in Endothelzellen

sowie deren Relevanz fur pro-angiogene Endothelzell-Funktionen.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Zellen

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen

aufgelistet.
Zelltyp Anmerkungen
HUVEC Humane vendse Nabelschnurendothelzellen (Fa. Cambrex)
HMVEC Humane mikrovaskulare Endothelzellen (Fa. Cambrex)
HEK293 Humane embryonale Nieren Epithelzellen (transformierte Zell-Linie)
EPC Endotheliale Progenitorzellen aus humanem Peripherblut

Tab. 2.1. Verwendete Zellen

2.2. Nahrmedien

In der folgenden Tabelle sind die zur Kultivierung humaner Zellen verwendeten

Nahrmedien aufgelistet.

Zelltyp Medium Zusatze
HUVEC | Endothelial cell basal | 10% fotales Kalberserum (FCS), Fa. Boehringer
medium (EBM), Fa. | Mannheim, hEGF (10 pg/ml), Hydrocortison (1
Cambrex pg/ml), Bovine brain extract (3 pug/ml), Gentamycin
Sulfat (50 pg/ml, Amphotericin-B (50 mg/ml). Alle
Fa. Cambrex
HMVEC | Endothelial cell basal | 10% FCS, Fa. Boehringer Mannheim, EGM®-MV
medium-2  (EBM-2), | Bullet Kit, Fa. Cambrex
Fa. Cambrex
HEK293 | DMEM 4500 Glucose | 10% hitzeinaktiviertes FCS,
with Glutamax, Fa. | Penicillin/Streptomycin (500 U/ml), Fa. Gibco
Gibco

Tab. 2.2. Nahrmedien
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2.3. Kultivieren von Endothelzellen

Humane vendse Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden in EBM in T-75
Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit bis zur 3. Passage kultiviert. Zum Passagieren wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit 6 ml Phosphatpuffer (PBS; GibcoBRL,
Karlsruhe) gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA (Boehringer Mannheim) bis
zum Abrunden der Zellen inkubiert. Nach Absaugen des Trypsins, wurden die
Zellen mit einem Zellschaber (Greiner) in 10 ml Medium abgeldst und zur
Zellerhaltung in 250 ml-Zellkulturflaschen ausgebracht und fir 18 h kultiviert.
Zur Durchfuhrung der Versuche wurde die Zellzahl bestimmt und je nach
Versuchsansatz 3,5 - 4,5 x 10° Zellen in 6 cm-Zellkulturschalen (Greiner)

ausgebracht und fur 18 h kultiviert.

2.4. Kultivieren von humanen embryonalen Nieren Epithelzellen (HEK293)

HEK293 wurden in DMEM 4500 inkl. Zusatze in T-75 Zellkulturflaschen
(Greiner, Frickenhausen) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Das FCS wurde durch Inkubation bei 56°C fur 30 min hitzeinaktiviert. Zum
Passagieren wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 6 ml Phosphatpuffer
(PBS; GibcoBRL, Karlsruhe) gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA
(Boehringer Mannheim) bis zum Abldsen der Zellen inkubiert. Durch Zugabe
von 7 ml Kulturmedium wurde die Enzymreaktion abgestoppt. Im Anschluss
wurde die Zellsuspension durch Zentrifugation (5 min, 200 x g) pelletiert. Das
Pellet wurde in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellen zur weiteren

Kultivierung in neue 250 ml Flaschen ausgebracht.
2.5. Klonierungen aus humaner cDNA
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden verschiedene Plasmid-Konstrukte

generiert. Die Klonierung von HoxB4, HoxB5, HoxD3 und Meis1 erfolgte durch

mRNA-Isolation, reverse Transkription und anschlieRende Amplifikation mittels
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PCR aus

HUVEC. Klonierungs-Schnittstellen

und Zielvektoren sowie

Oligonukleotid-Primer Sequenzen sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt
(Tab. 2.3a und Tab. 2.3b).

Konstrukt Insert Zielvektor Schnittstellen 5'-3’

HoxB4-myc HoxB4wt | pcDNA3.1 myc/His (Fa. Xhol / EcoRI
Invitrogen)

HoxB4-GFP HoxB4wt | pEGFP-C3 (Fa. Clontech) Xhol / EcoRI

HoxB5-myc HoxB5wt | pcDNA3.1 myc/His (Fa. Invitrogen) Xhol / EcoRI

HoxB5-GFP HoxB5wt | pEGFP-C3 (Fa. Clontech) Xhol / EcoRI

HoxD3-myc HoxD3wt | pcDNA3.1 myc/His (Fa. BamHI / Hind Il
Invitrogen)

Meis1-myc Meis1wt pcDNA3.1 myc/His (Fa. Xhol / EcoRI
Invitrogen)

Tab. 2.3a. Klonierte Plasmidkonstrukte

Konstrukt sense Primer (553 antisense Primer (5 53)
HoxB4- CTCGAGGTGGGCAATTCCCAGAAA | GAATTCCCGCGTGCGGGGGCACTA
GFP TTAATGG GAG
HoxB4-myc | CTCGAGGGGCAATTCCCAGAAATT | GAATTCGAGCGCGCGGGGGCCTCC
AATGGCT ATTG

HoxB5- CTCGAGTCCAAAATCACCCAAATG | GAATTCGGCGGGCTCAGGGCTGGA

GFP AGCTCG AGG

HoxB5-myc | CTCGAGCCAAAATCACCCAAA GAATTCGGGCTGGAAGGCGCTGCC
TGAGCTCGT AGC

HoxD3-myc | GGATCCGGCAGTGAAGGATACAG | AAGCTTCAGATGCGTCAGTTTGGGA
TGGTAG GC

Meis1-myc | CTCGAGGAAGTAGGAAGGGAGCC | GAATTCCATGTAGTGCCACTGCCCC
AGAGAG TCCA

Tab. 2.3b. Oligonukleotid-Primer zur Klonierung aus cDNA. Restriktions-

Schnittstellen sind unterstrichen.
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2.6. Plasmidpreparation

Samtliche Plasmidpraparationen wurden mit kommerziell erwerblichen Kits zur
Spin-, Midi- oder Maxipraparation von Plasmid-DNA (Fa. Qiagen) durchgefuhrt.
Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde photometrisch bestimmt. Als

saubere DNA wurde ein Quotient OD2gonm/2sonm = 1,6 — 1,8 angesehen.

2.7. Isolation von RNA aus Saugerzellen

Die Isolation von RNA aus Saugerzellen erfolgte durch Aufschluss der Zellen
uber QlAshredder™-Saulchen und anschlieBende RNA-Aufreinigung mittels
RNeasy®-Saulchen (beides Fa. Qiagen) nach Herstellerangaben. Zuséatzlich
erfolgte ein optionaler Verdau mit DNase (Fa. Qiagen), um eventuelle

Kontaminationen mit genomischer DNA auszuschliel3en.

2.8. RT-PCR und real-time PCR

Die Untersuchung der Expression verschiedener Gene erfolgte durch reverse
Transkription der mRNA in cDNA unter Nutzung eines M-MLV Reverse
Transkriptase Systems (Fa. Invitrogen) und anschlielliende semiquantitative
Analyse mittels konventioneller PCR (Fa. Invitrogen) oder quantitativer Analyse
mittels Lightcycler gestutzter real-time PCR. Als Gleichladungskontrolle wurde
die Expression der GAPDH untersucht und die Expression der verschiedenen
Gene als Quotient mit GAPDH angegeben. Die semiquantitative Auswertung
der PCR-Ergebnisse erfolgte nach Auftrennung der DNA-Fragmente in einem
Agarosegel densitometrisch mittels Scion Image-Software (Scion Corporation).
Die quantitative real-time PCR erfolgte mittels LightCycler® FastStart DNA
Master SYBR Green | Kit (Fa. Roche) unter Verwendung des LightCycler 2.0
und der LightCycler3 Software (Fa. Roche). Alle fur RT-PCR und Lightcycler

Studien verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle 2.4 aufgeflhrt.
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RT-PCR sense primer (5 ->3) antisense primer (5'-3)
HoxA9 gcccggtgcegctctecttcge catcctgcggttctggaaccag
HoxB3 ctgctctcttcggaggctattc ctgttgctagtggcactggtagg
HoxB4 gtcccactccgegtgcaaagag cagagcgcgtgggcgatctcc
HoxB5 ggcttcgagctgctccctgtce ggctgatgtgaagcttcctcatce
HoxB9 gcacgaagtggccagactcctc gctggaagtgaggggctaggac
HoxD3 agaaggctgcttactatgaaaaccc acaagtagcggttgaagtggaattc

MLL cagctatcctctcagatccatc ccttgtctttccggactttctg
EphB4 cctgctatccctgcacctcttc ctgatccaatggtgttagagtgg
Integrin aV cacttctctgggcactttgctc cactgatttgttgatttaggatgt
Integrin a5 gaccagagttacgggactcaactg cttggtccattgcacagcetgtgg
Integrin 1 tgagtgcaaccccaactacactg gtctggaccagtgggacactctg
Integrin B3 gtgaatgtgtcccaagaatccag cttctctagatcccctcgegcttc
Meis1 ggtacgacgatctaccccattac gtcattgacagaggagcccatgc
GAPDH tcaccatcttccaggagcgagatc gagaccacctggtgctcagtgtag
ChIP sense primer (5'->3) antisense primer (5'-3’)
HoxA9 P1 aatgcgatttggctgcttttttatg tcaatctagccttgtctctgtac
HoxA9 P2 gggagacgggagagtacagagac cgtccagcagaacaataacgcg
HoxA9 P3 caactactacgtggactcgttc gtgatggtggtggtacaccgc
HoxD3 P4 gtagtggattgtcattgagtggg cctgcctcccaagttgacaaag
HoxD3 P5 ggttaggctgtttggtgcaggtg cataggtcagctccctggtctc
HoxD3 P6 cacctccttagtccccctggtc ctgtggtgaggactgtggtttttg
Lightcycler sense primer (5 >3) antisense primer (5'-3)

HoxA9 aaaaacaacccagcgaa caaatggcatcactcgtc
HoxB3 ctgctctcttcggaggctattc ctgttgctagtggcactggtagg
HoxB4 gtcccactccgegtgcaaagag cagagcgcgtgggcgatctcc
HoxB5 ggcttcgagcetgctcectgtce ggctgatgtgaagcttcctcatcc
HoxB9 gcacgaagtggccagactcctc gctggaagtgaggggctaggac
HoxD3 agaaggctgcttactatgaaaaccc acaagtagcggttgaagtggaattc

MLL cagctatcctctcagatccatc ccttgtctttccggactttctg
Meis1 ggtacgacgatctaccccattac gtcattgacagaggagcccatgc
GAPDH ttggtatcgtggaaggactca tgtcatcatatttggcaggttt

Tab. 2.4. Verwendete Oligonukleotide fir RT-PCR, ChIP und Lightcycler
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2.9. Protein-Isolation aus Saugerzellen

Die Zellen wurden auf Eis mit kaltem PBS gewaschen und anschliefiend mit
einem Zellschaber (Fa. Greiner) von der Kulturschale abgeldst. Durch
Zentrifugation (5 min, 700 x g, 4°C) wurden die Zellen pelletiert. Das Zellpellet
wurde in 200 ul Lysispuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM
NazVOg4; 1mM EDTA; 1 mM EGTA, 1% Triton; 2,5 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM
R-Glycerolphosphat; 1 mM PMSF; 1 ug/ml Leupeptin) resuspendiert und fur 20
min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation (20.000 x g, 15 min, 4°C) wurde das
Proteinlysat von unloslichen  Zellbestandteilen  getrennt und  die

Proteinkonzentration im Uberstand mittels Bradford-Reagenz bestimmt.

2.10. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz

Je 2 yl Proteinlysat wurde mit 798 pl H,O und 200 pl Bradford-Reagenz (Fa.
BIO-RAD) gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Als Referenz wurden 798 pl
H,O mit 200 pl Protein-Farbereagenz sowie 2 ul Lysispuffer verwendet. Die
Messung der Absorption des entstandenen Protein-Farbstoffkomplexes erfolgte
im Spektralphotometer bei = 595 nm. Die Proteinkonzentration wurde anhand

einer Rinderserumalbumin (BSA)-Eichkurve errechnet.

2.11. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Protein-Proben wurden mit 4x-Probenpuffer (250 mM Tris/HCI pH 6.8, 8%
SDS, 40% Glycerin, 0,04% Bromphenolblau, 200 mM DTT) versetzt und 5 min
bei 100°C gekocht. Die Auftrennung der Proteine nach Molargewicht erfolgte
mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmli, wobei die Proteine
zunachst durch ein Sammelgel (1 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,4% SDS) horizontal
fokussiert werden, um dann mit Eintritt in das Trenngel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8;
0,4% SDS), der GroRe nach separiert zu werden. Die GréRenbestimmung
erfolgte anhand eines Standards, welcher farblich markierte Proteine bekannter

Grolle enthalt (Fa. BIO-RAD). Verwendet wurde das Gelelektrophoresesystem
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Mini Protean Il (Fa. BIO-RAD). Die Separation der Proteine erfolgte bei 80 V
Spannung im Sammelgel und wurde auf 120 V bei Eintritt in das Trenngel
erhoht. Als Laufpuffer wurde 0,25 M Tris, 0,96 M Glycin und 1% SDS verwendet

2.12. Transfer von Proteinen (Western-Blot)

Beim Western-Blotting werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem
Trenngel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)- oder Nitrocellulose-Membran
transferiert und dort immobilisiert. Der Transfer der Proteine auf die Membran
erfolgt durch anlegen eines elektrischen Feldes, das senkrecht zum Trenngel
verlauft. Die PVDF-Membranen (Immobilon-P, Fa. Millipore) wurden durch
Vorbehandlung aktiviert. Hierzu wurden diese 1 min in Methanol inkubiert und
anschlielfend 2 min in H,O gewassert. Das Gel, die vorbehandelte Membran
und 6 Whatman 3MM Papiere wurden in Transferpuffer (0,05 M Tris; 0,038 M
Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol) aquilibriert und luftblasenfrei zwischen zwei
,scotch pads® eingelegt und vertikal in die mit Transferpuffer geflllte Wet-Blot-
Kammer (Fa. BIO-RAD) eingehangt. Der Proteintransfer erfolgte 1,5 -2 h bei 20
W konstant und 4°C. Der Nachweis gebundener Proteine erfolgte

immunzytochemisch.

2.13. Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen

Der Nachweis von transferierten Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgte unter
Verwendung spezifischer Antikdrper gegen das zu untersuchende Protein.
Hierzu wurde die Transfermembran zunachst durch Inkubation mit TBS/TWEEN
(50 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 0,1% Tween-20) + 3%
Magermilchpulver (Fa. Topfer, Dietmannsried) oder 3% Rinderserumalbumin
(Fa. Merck), abhangig vom eingesetzten Antikorper, fur 2h unter leichter
Rotation abgesattigt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Membran mit
einem spezifischen Antikorper in geeigneter Verdinnung bei 4°C Uber Nacht.
Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS/TWEEN erfolgte die

Inkubation mit einem Meerettichperoxidase-gekoppeltem Zweitantikorper,
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welcher gegen den Fc-Teil des Erstantikorpers gerichtet ist. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit TBS/TWEEN erfolgte der Nachweis des zu
untersuchenden Proteins durch Inkubation mit ECL-Reagenz (Fa. Amersham),
welches zur Emission von Chemilumineszenz des Zweitantikdrpers fihrt. Diese
wurde mittels geeigneten Filmmaterials (Hyperfim-ECL, Fa. Amersham)
detektiert und sichtbar gemacht. Nach Belichtung erfolgte die Entwicklung der
in einem AGFA Curix 60. Die

Blockierungsreagenzien bzw. des Zweitantikbrpers sowie alle Waschschritte

Filme Inkubationen der Membran mit
wurden auf einem Schuttelinkubator der Fa. IKA-Labortechnik durchgefuhrt. In
der folgenden Tabelle sind alle im Western-Blot verwendeten Antikorper
aufgelistet (Tab. 2.5).

Zweitantikorper
Erstantikdrper Einsatz Blockierung Hersteller
(alle 1:6000)
anti-HoxA9 1:1500 5% BSA Upstate anti-Rabbit-HRP
anti-HoxD3 1:1000 3% Milch Zymed anti-Rabbit-HRP
anti-EphB4 1:400 3% Milch Santa Cruz anti-Rabbit-HRP
anti-di-methyl-Histon | 1:5000 3% BSA Upstate anti-Rabbit-HRP
H3 (Lys4)
anti-eNOS 1:4000 3% BSA BD anti-Mouse-HRP
Biosciences
anti-myc 1:250 3% Milch Santa Cruz anti-Mouse-HRP
anti-Tubulin 1:2500 3% Milch Dianova anti-Mouse-HRP

Tab. 2.5. Antikérper far den Einsatz im Western-Blot

2.14. Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Proteinen

Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis von intrazellularen Proteinen erfolgte
im Falle von Fusionsproteinen mit GFP (engl.: green fluorescent protein) direkt
unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops und digitaler Kamera (Axiovert
100, Axiocam, Axiovision Software, Fa. Carl Zeiss, Gottingen). Der indirekte

Nachweis von Proteinen erfolgte unter Verwendung spezifischer Farbstoffe
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oder fluoreszenz-gekoppelter Antikérper. Hierzu wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert (15 min,
RT). Nach Permeabilisierung mit Triton-X-100 (0,25%) und Blockierung von
unspezifischen Bindungsstellen mit BSA (1%) fur je 15 min bei Raumtemperatur
erfolgte der Nachweis der zu untersuchenden Proteine durch Inkubation mit
einem spezifischen Farbstoff oder fluoreszenz-gekoppelten Antikérper in
geeigneter Verdunnung und Inkubationsdauer. Die Farbung der Zellkerne
erfolgte nach dreimaligem Waschen mit PBS durch 3-mindtige Inkubation mit
4,6 Diamino-2-Phenylindol (DAPI). AnschlieRend wurden die Praparate mit
Fluoromount Medium (Fa. Dako) eingebettet und wie zuvor erwahnt mittels

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

2.15. Chromatin-Immunoprazipitation (ChlIP)

Die Chromatin-Immunoprazipitation wurde zum Nachweis transkriptionell-
aktiver Chromatin-Bereiche, welche sich durch di- oder tri-Methylierung an
Histon H3 Lysin K4 auszeichnen angewendet. Hierzu wurden die Zellen durch
Zugabe von 1% Formaldehyd zum Kulturmedium far 10 min fixiert. Bei diesem
Vorgang werden alle DNA-gebundenen Proteine im Komplex mit der
gebundenen DNA fixiert. Anschlielend werden die fixierten Zellen 1 x mit
kaltem PBS gewaschen und dann mit einem Zellschaber abgeldst und durch
Zentrifugation pelletiert (5 min, 500 x g, 4°C). Das Zellpellet wurde im Anschluss
fur 5 min auf Eis lysiert um die Zellkerne zu erhalten (50 mM Tris pH 8.0, 2 mM
EDTA, 0,1% NP-40, 10% Glycerol, Protease-Inhibitor-Cocktail, Fa. Roche). Die
Zellkernfraktion wurde nach Zentrifugation mit einem zweiten Lysispuffer
aufgeschlossen (50 mM Tris pH 8.0, 5 mM EDTA, 0,1% SDS) und die nukleare
DNA durch Sonifikation mit Ultraschall fragmentiert (Branson Sonifire 450, Fa.
Branson, USA). Die Protein/DNA-Komplexe wurden dann mit einem anti-di-
methyl-Histon H3 (Lys4) Antikorper (Fa. Upstate) Uber Nacht bei 4°C auf einem
Rotator inkubiert und am Folgetag mit Protein-A/G Agarose Beads
immunprazipitiert. Nach mehrfachem Waschen wurden die Proben dann

entweder zur Analyse mittels Western-Blot oder zum Nachweis der Promoter-
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Bindung in einer PCR verwendet. Der schematische Ablauf einer ChIP ist in

Abb. 2.1 dargestellt. Die verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle 2.4

aufgelistet.
di-methyliertes Histon H3
Lysin K4
| o e
e Crosslinking
AN v
g l Sonifizieren
um Histone gewundene DNA
e
M
Lésen des DNA/
entwundene DNA Protein- Komplexes Tmmunprézipitation
‘\ (anti-di-methyl-H3K4)
l PCR
[ Gelanalyse
S —
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Abb. 2.1. Schematische Darstellung der Chromatin-Immunoprazipitation

2.16. Transfektion von Zellen mit Oligonukleotiden

Die Transfektion von HUVEC mit Oligonukleotiden erfolgte zur Suppression
spezifischer mMRNAs unter Verwendung von siRNAs (engl.: small interfering
RNA). Hierzu wurden HUVEC (3,5 x 10° Zellen/6 cm Kulturschale) mit siRNA in
einer Endkonzentration von 160 nM mittels GeneTrans Il (Fa. MoBiTec) oder
TranspassR2 (Fa. NEB) nach Angaben der Hersteller transfiziert. Als Kontrolle
diente eine als ,scrambled“ bezeichnete Oligonukleotidsequenz, welche zu

keinerlei Bindung an bekannte humane mRNA-Sequenzen in der Lage ist

-30 -



Material und Methoden

(NCBI BLAST-Suche). Die verwendeten siRNA-Sequenzen sind in Tab. 2.6
aufgefihrt.

Bezeichnung (Zielgen) Sequenz (sense: 553"
HoxA9 siRNA ucaacaaagaccgagcaaa
HoxB4 siRNA gaaggaauuucacuacaac
HoxB5 siRNA gggaguauacggaaacaaa
MLL siRNA | gcuacugaucuugaaucaa
MLL siRNA I cgaucaaaugcccgccuaa

scrambled siRNA agcgugaugcuagcagagg

Tab. 2.6. Verwendete siRNA-Oligonukleotide

2.17. Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Zur Transfektion mit Plasmid-DNA wurden 3 pg DNA in 150 pl serumfreiem
EBM verdunnt und nach Zugabe von 18 ul Superfect-Reagenz (Fa. Qiagen)
kurz gevortext und fur 10 min inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden
die Zellen 2 x mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde der Transfektions-
Ansatz mit 1,2 ml serumhaltigem EBM gemischt und dieser auf die Zellen
gegeben. Nach 3-stindiger Inkubationszeit wurden die Zellen 1 x mit PBS
gewaschen und frisches Kulturmedium auf die Zellen gegeben. Die
Uberexpression von Proteinen ist 18-24 h nach Transfektion auf Proteinebene

nachweisbar.

2.18. Bestimmung der Proliferation maturer Endothelzellen

Die Proliferationsrate von Zellen kann anhand des Einbaus von Brom-deoxy-
Uridin (BrdU) in die zellulare DNA wahrend der mitotischen S-Phase gemessen
werden. Hierzu werden Zellen 30 min mit 10 uM BrdU bei 37°C, 5% CO; und
95% Luftfeuchtigkeit inkubiert wobei es zum Einbau des Thymidin-Analogons

BrdU in die neu-synthetisierte DNA proliferierender Zellen kommt. Im Anschluss
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kann das inkorporierte BrdU mit fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern markiert
werden, was eine durchflulzytometrische Analyse der Zellen mittels FACS im
Hinblick auf ihren mitotischen Status ermdglicht. Die Durchfuhrung der BrdU-
Analyse erfolgte mit einem kommerziell erwerblichen System (Fa. BD
Biosciences) wie im Folgenden am Beispiel einer 6 cm Kulturschale

beschrieben.

Durchfiihrung der Bestimmung von Proliferation mittels BrdU

1. Zugabe von 10 yM BrdU zum Kulturmedium und Inkubation der Zellen fiir weitere 30 min bei
37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit.

. Abnehmen des Kulturmediums und Waschen der Zellen mit kaltem PBS.

. Ablésen der Zellen durch Inkubation mit 500 pl Trypsin fir 2 min bei 37°C.

. Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von 3 ml serumhaltigem Kulturmedium.

. Pelletieren der Zellen durch Zentrifugation (200 x g / 5 min / 4°C).

. Uberstand absaugen und Zellpellet 1x mit kaltem PBS waschen.

. Pellet in 100 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer resuspendieren, dann 15 min bei RT inkubieren.

. Zugabe von 1ml Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation (1500 x g / 3 min / 4°C)

. Uberstand absaugen und Pellet in 100 pl Cytoperm Plus-Puffer resuspendieren, dann 10 min

© 0 N OO o0~ ODN

auf Eis inkubieren.

10. Zugabe von 1 ml Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation (1500 x g / 3 min / 4°C)

11. Uberstand absaugen und Pellet in 100 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer resuspendieren und 5
min auf Eis inkubieren.

12. Zugabe von 1 ml Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation (1500 x g / 3 min / 4°C)

13. Uberstand absaugen und Pellet in 100 pyl DNase | (300 pg/ml) resuspendieren und 1h bei
37°C inkubieren

14. Zugabe von 1 ml Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation (1500 x g / 3 min / 4°C)

15. Uberstand absaugen und Pellet in 50 ul Perm/Wash-Puffer resuspendieren, dann Zugabe
von 20 pl anti-BrdU-Antikoérper (bzw. Isotyp-Kontrolle) und Inkubation 20 min bei RT.

16. Zugabe von 1 ml Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation (1500 x g / 3 min / 4°C)

17. Uberstand absaugen und Zugabe von 10 ul 7AAD, dann 10 min bei RT Inkubieren

18. Zugabe von 300 ul PBS und Messung der Proben mittels FACS

-32-



Material und Methoden

2.19. Messung der Apoptoserate maturer Endothelzellen

Apoptotische Zellen lassen sich anhand typischer Charakteristika, die unter
anderem morphologische Veranderungen beinhalten, charakterisieren. Zu
diesen Veranderungen zahlen unter anderem Veranderungen der
Plasmamembran, wie z.B. der Verlust der Membranasymmetrie, eine
Kondensation des Zytoplasmas und des Kerns sowie eine internukleosomale
Spaltung der DNA. Zu den frihen Ereignissen der Apoptose zahlt der Transport
des Phospholipids Phosphatidylserin (PS) von der Membraninnenseite an die
Membranaulienseite. Diese Exposition von PS kann durch Annexin V, einem
35-36 kDa grof3en Phospholipid-bindenden Protein mit hoher Affinitat fur PS,
detektiert werden. Die Bindung von Annexin V an PS kann anschliel’end
durchflulizytometrisch analysiert werden. Flr die Untersuchungen wurden die
Zellen mit 500 ul Trypsin abgel6st (2 min, 37°C) und die Reaktion durch Zugabe
von 3 ml Kulturmedium abgestoppt. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in
50 ul Annexin-V-Binding-Puffer (Fa. PharMingen) resuspendiert und mit 2,5 pl
PE-konjugierten Annexin V (Fa. PharMingen) sowie 2,5 ul 7-AAD zum
Nachweis nekrotischer Zellen (Fa. PharMingen) flr 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlielRend wurde die Zellsuspension mit Annexin V-Binding-Puffer

auf 300 pl aufgeflllt und sofort mittels FACS analysiert.
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Abb. 2.2. Bestimmung der Apoptoserate mittels FACS. A) Sortierung der Zellen nach
GrolRe. B) Ungeféarbte, in A eingeschlossenen Kontrolle. C) Sortierung nach Annexin V (PE) und
7-AAD markierten Zellen.
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2.20. Luciferase-Reportergen-Assay

Mit Reportergen-Systemen kann unter anderem der regulative Einfluss von
Transkriptionsfaktoren auf die Transaktivierung spezifischer Promotoren in vitro
untersucht werden. Hierzu wird der zu untersuchende Promoter oder
Promoterbereich vor ein so genanntes Reportergen kloniert, was dessen
Expression unter die genetische Kontrolle dieses Promoters bringt. Das Enzym
Luciferase ist ein haufig verwendetes Reportergen, da die Synthese der
Luciferase durch Inkubation des Zell-Lysats mit deren Substrat Luciferin in einer
Enzymreaktion resultiert, welche luminometrisch gemessen werden kann. Die
Transaktivierung des Promoters kann somit indirekt quantifiziert werden. Fur die
durchgefuhrten Reportergen-Studien wurden HEK293 Zellen mit einem
Luciferase-Reportergen-Plasmid unter der Kontrolle eines 3,5 kb langen
Fragments des eNOS-Promoters (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Huige Li, AG Forstermann (Li et al., 1998)) sowie einem HoxA9wt-Plasmid und
einem Leerplasmid (pcDNA3.1, Fa. Invitrogen) oder Meis1wt-Plasmid
kotransfiziert. 24 h nach Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen durch
Inkubation mit 1x Reporter-Puffer (Fa. Promega) und Schockgefrieren der
Zellen in flussigem Stickstoff. Nach Zentrifugation des Lysats (2 min, 1000 x g,
4°C) erfolgte die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat im Uberstand mittels
eines Luminometers (Lumat LB9510, Fa. Berthold). Hierzu wurden je 100 ul
Luciferase-Reagenz mit 20 ul Proteinlysat gemischt und die Lumineszenz fur 10
sek. im Luminometer gemessen. Der erhaltene Wert wurde als ,relative light
units“ (RLU) angegeben. Von diesem Wert wurde anschliellend der Messwert
einer Probe ohne Proteinlysat (nur Reporter-Puffer) als Hintergrund abgezogen.
Um die Luciferase-Aktivitat zu berechnen wurde der Proteingehalt der einzelnen
Proben wie unter Punkt 2.10 beschrieben gemessen und so die eingesetzte
Proteinmenge ermittelt. Die Luciferase-Aktivitat ergibt sich aus dem Quotienten

der RLU geteilt durch die eingesetzte Proteinmenge als RLU/ug Protein.
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2.21. Bestimmung der migratorischen Kapazitat maturer Endothelzellen

mittels , Scratched Wound* Assay

Far den ,Scratched Wound"* - Assay wurden HUVEC in Kulturschalen (& 6 cm,
Fa. Greiner), die vorher mit einer Orientierungslinie markiert wurden, bis zur
Konfluenz bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei Konfluenz
wurde mit einem Zellschaber eine ca. 14 mm breite Wunde entlang der
Orientierungslinie in den Zell-Monolayer geschabt (engl.: scratch), das
Kulturmedium erneuert und der Abstand zwischen den Enden der intakten
Endothelschichten an 5 festgelegten Punkten im Abstand von je 5 mm
mikroskopisch ausgemessen. AnschlielRend wurden die Zellen fur weitere 24h
Stunden kultiviert und erneut die Breite der Wunde an denselben 5 Punkten
ausgemessen. Der Aufbau des ,Scratched Wound“ Assay ist in der folgenden
Abbildung schematisch dargestellt (Abb. 2.3).

»Scratched Wound“ Assay

HUVEC-
Monolayer

«—>
Wunde*

Abb. 2.3. Schematische Darstellung des
LScratched Wound* Assay
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2.22. In vitro Matrigel Assay

Der in vitro Matrigel Assay dient zur Analyse des angiogenen Potentials maturer
Endothelzellen indem man die Fahigkeit der Zellen zur Selbstorganisation und
Ausbildung gefaldartiger Strukturen auf einer 2-dimensionalen Matrigel-Matrix
untersucht. Hierbei werden 1x10° HUVEC auf eine mit 200 pl Matrigel (Fa. BD
Biosciences) beschichteten 12-well Platte (Fa. Greiner) ausgebracht und fur 24
h inkubiert. Die Analyse der gebildeten gefalartigen Strukturen erfolgte
softwaregestitzt mittels Durchlichtmikroskop (Mikroskop Axiovert 100, Axiocam,
Axiovision Software, Fa. Carl Zeiss) anhand von je 5 Gesichtsfeldern durch

Messung der Gesamtlange gebildeter gefal3artiger Strukturen.

2.23. Der Spharoid-Assay

Ahnlich dem in vitro Matrigel Assay stellt auch der von Korff et al. entwickelte
Spharoid-Assay (Korff and Augustin, 1998) eine Mdglichkeit zur Untersuchung
endothelialer Funktionen dar, wobei der Aufbau dieses Assays so gewahlt ist,
dass insbesondere die als ,Sprouting” bezeichnete Fahigkeit zur Ausbildung 3-
dimensionaler gefalartiger Strukturen der Endothelzellen aus einem
multizellularen Endothelzell-Verband heraus untersucht werden kann. Aufgrund
dieser 3-Dimensionalitdt kommt das Verhalten der Endothelzellen der in vivo
Situation naher als der 2-dimensionale in vitro Matrigel Assay. Fur den
Spharoid-Assay wurden HUVEC in EBM Kulturmedium mit 0,2% (w/v)
Carboxymethylcellulose (Fa. Sigma) resuspendiert und je 400 HUVEC pro well
in eine 96-well, nicht-adhasive U-Boden Platten (Fa. Greiner) ausgebracht.
Wahrend einer 18-stliindigen Inkubation bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kommt es zur Aggregation der Endothelzellen und Ausbildung
eines runden Spharoids. Anschliellend wurden die Spharoide mit einem sterilen
Plimper (Fa. Copan) geerntet und durch Zentrifugation mit niedriger g-Kraft (2
min, 200 x g, RT) pelletiert. Die Spharoide einer 96-well Platte wurden dann in 1
ml Suspension (80% Kulturmedium mit 0,2% (w/v) Carboxymethylcellulose und

20% fotalem Kalberserum) vorsichtig resuspendiert und im Verhaltnis 1:1 mit
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einer Kollagen-Lésung (adjustiert auf pH: 7,4) gemischt. Nach 2-minutiger
Vorinkubation bei RT wurde je 1 ml der Spharoid-Suspension (enthalt 48
Spharoide / entspricht einer Versuchs-Bedingung) in eine 24-well Platte (Fa.
Greiner) Uberfuhrt und sofort fur weitere 5 min bei 37°C inkubiert, um die
Polymerisation des Kollagens zu induzieren. 30 min nach Polymerisation der
letzten Versuchsbedingung erfolgte entweder eine Stimulation mit bFGF (30
ng/ml) oder VEGF (50 ng/ml) oder die Zugabe von 100 pl Kulturmedium ohne
Stimulus (Basalbedingung). Nach 24-stindiger Inkubation der Spharoide kann
die kumulative Gesamtlange der gebildeten Sprouts pro Spharoid als Mal3 flr
das angiogenetische Potential der Endothelzellen mikroskopisch ausgewertet
werden. Der Aufbau des Spharoid-Assays ist in der folgenden Abbildung noch

einmal schematisch dargestellt (Abb. 2.4).

4-12 h 24 h 48 h

Organisation Aggregation  Aussprossung

Abb. 2.4. Schematische Darstellung der Sphéaroid-Bildung maturer
Endothelzellen (modifiziert nach Korff et al., 1998) (Korff and Augustin, 1998)

2.24. Shear Stress Exposition

HUVEC (4 x 10° Zellen) wurden in 6 cm Kulturschalen (Fa. Falcon) ausgebracht
und mit einem konischen Kegelplattenviskosimeter laminarer Schubspannung
von 15 dynes/cm? fiir verschiedene Zeitpunkte exponiert. Durch die

gleichmalige Rotation des Konus im Kulturmedium entsteht eine definierte
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laminare Schubspannung t (Shear Stress), die auf den Endothelzell-Monolayer
wirkt. Die verwendeten Apparaturen wurden von Dr. R. Popp und Prof. R.
Busse (Universitat Frankfurt, Physiologie) zur Verfligung gestellt. Die Shear
Stress Applikation ist in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt (Abb.
2.5).

Winkelgeschwindigkeit o Abb. 2.5. Shear Stress

Rotierender Konus

Applikation mit einem

konischen Kegelplatten-

—————

=
Endothelzellen X

Viskosimeter (modifiziert nach
Noris et al., 1995) (Noris et al., 1995)

T = nmion

T = Shear Stress

1 = Medium-Viskositat

w = Winkelgeschwindigkeit
. = Konuswinkel

2.25. Statistik

Die erhobenen Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Die n-Zahlen
beziehen sich auf die jeweilige Anzahl an unabhangig durchgeflhrten
Experimenten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test
mit der Software von Excel bei Vergleich zweier Werte oder einer
Varianzanalyse mit ANOVA und folgendem LSD (Least Significant Difference)-
Test mit der Software von SPSS bei Signifikanzberechnungen zwischen
mehreren Werten. Ein p-Wert von weniger als 0,05 (*) wurde als signifikant

bezeichnet.
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3. Ergebnisse

Um die Relevanz von Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen zu
untersuchen wurde in den folgenden Experimenten zunachst deren Expression,
Lokalisation und Regulation sowie die Auswirkung der genetischen Suppression
auf verschiedene Funktionen von Endothelzellen untersucht. Im Anschluss
erfolgten dann Untersuchungen zur Bedeutung der Histon-Methyltransferase
MLL als transkriptioneller Regulator von Hox-Transkriptionsfaktoren fur die

Funktion von Endothelzellen.

3.1. Analyse der Expression von Hox-Transkriptionsfaktoren in

verschiedenen Zelltypen

Zur Analyse der Funktion von Homeobox-Transkriptionsfaktoren in
Endothelzellen wurde zunachst die mRNA-Expression von verschiedenen Hox-
Transkriptionsfaktoren im Microarray untersucht. Neben humanen vendsen
Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden auch humane mikrovaskulare
Endothelzellen (HMVEC) untersucht. Da sowohl CD34" hamatopoetische
Progenitorzellen, als auch endothelialen Progenitorzellen aus Peripherblut
(EPC) und humane mononuklearen Zellen (MNC) in vitro zu Endothelzellen
differenziert werden kdnnen (Asahara et al., 1997; Fernandez Pujol et al., 2000;
Schmeisser et al., 2001), wurde die Hox-Expression auch in diesen Zelltypen
als potentiellen endothelialen Vorlauferzellen untersucht (Abb. 3.1). Fokussiert
wurde dabei auf Hox-Transkriptionsfaktoren von potentieller oder bekannter
Relevanz fir die Endothelzellbiologie. Es zeigte sich, dass die Hox-
Transkriptionsfaktoren A9, BS und B7 am starksten in HUVEC exprimiert sind
(Abb. 3.1 a-c), wahrend sich die hochste Expression von HoxD3 in
mikrovaskularen Endothelzellen zeigt (Abb. 3.1d). In EPC sind alle
untersuchten Hox-Transkriptionsfaktoren im Vergleich zu HUVEC nur schwach
exprimiert (Abb. 3.1 a-d).
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Abb. 3.1. Differentielle Expression verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren in
verschiedenen Zelltypen. Microarray-Expressionsanalyse verschiedener Hox-Transkriptions-
faktoren. Die dargestellten Werte sind MittelwertetSEM; n=3-4. Der Hox-Transkriptionsfaktor

HoxA9 war in dieser Datenbank mit 2 unterschiedlichen ,Sonden“ vertreten.

Um die mittels Microarray erhobenen Daten zur differentiellen Expression der
verschiedenen Hox-Transkriptionsfaktoren zu verifizieren, wurden zusatzlich
RT-PCR Analysen durchgefihrt (Abb. 3.2). Neben den im Microarray
enthaltenden Hox-Transkriptionsfaktoren A9, B5, B7 und D3, wurde zusatzlich
die Expression von HoxB4 und HoxB9 untersucht. In Ubereinstimmung mit den
Microarray-Daten, zeigte sich auch in der RT-PCR die jeweils groRte
Expression der Hox-Transkriptionsfaktoren A9, B5 und B7 in HUVEC
verglichen mit HMVEC und EPC (Abb. 3.1 und 3.2 a/b/d/e). Die HoxD3
Expression war zwischen HUVEC und HMVEC nicht unterschiedlich, jedoch
deutlich verringert in EPC (Abb. 3.2 a/g). Die im Microarray nicht enthaltenden

Hox-Transkriptionsfaktoren HoxB4 und HoxB9 sind in differenzierten
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Endothelzellen (HUVEC) exprimiert, wobei die Expression von HoxB9 nur in
HUVEC detektiert werden konnte (Abb. 3.2 a/c/f). Endotheliale Progenitorzellen
zeigten fur alle untersuchten Hox-Transkriptionsfaktoren mit Ausnahme von

HoxB4, das deutlich niedrigste Expressionslevel (Abb. 3.2 a-g).
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Abb. 3.2. Semiquantitative Analyse der Hox-Expression in verschiedenen
Zelltypen. A-G) Die Expression verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren in HUVEC,
HMVEC oder EPC wurde mittels RT-PCR untersucht. A) Ein reprasentatives Gel ist gezeigt.
GAPDH diente als Ladungskontrolle. B) Semiquantitative Analyse der Hox-Expression. Daten
sind MittelwertexSEM. n=2.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass differenzierte Endothelzellen eine

Vielzahl von Hox-Transkriptionsfaktoren exprimieren, was eine Relevanz fur

endotheliale Zellfunktionen nahe legt.
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3.2. Untersuchung der Funktion verschiedener Hox-Transkriptions-
faktoren in Endothelzellen

Nach der Analyse der Expression verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren,
wurde nun deren funktionelle Relevanz in Endothelzellen untersucht.
Grundsatzlich bieten sich zur Funktionsanalyse von Transkriptionsfaktoren zwei
Méglichkeiten an. Zum einen kann man durch ektopische Uberexpression des
Transkriptionsfaktors einen Funktionsgewinn (engl.: gain of function) oder aber
durch Suppression der genetischen Information, einen Funktionsverlust (engl.:
loss of function) simulieren. Da sowohl HoxA9, als auch HoxB4 und HoxB5 in
HUVEC exprimiert sind, erfolgten die Untersuchungen zur funktionellen Rolle
dieser Hox-Transkriptionsfaktoren nach siRNA-vermittelter Suppression der
genetischen Information auf mMRNA-Ebene. Wie in Abb. 3.3 dargestellt, flhrte
die Transfektion von HUVEC mit siRNA zu einer deutlichen und fir das

jeweilige Zielgen spezifischen Reduktion der mRNA Expression.

Abb. 3.3. Spezifitdt der verwendeten

0]

2

scrambled

HoxA9 siRNA
HoxB4 siRNA
HoxB5 siRNA

H

SiRNAs. HUVEC wurden mit siRNAs

HoxA9 “ gegen verschiedene Hox-Transkriptions-
faktoren transfiziert. 24h nach
HoxB4 _ Transfektion wurde die Expression der
HoxB5 = Hox-Transkriptionsfaktoren mittels RT-
PCR untersucht. Dargestellt ist ein
GAPDH = représentatives  Agarosegel. GAPDH

diente als Gleichladungskontrolle.
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3.2.1. Der Hox-Transkriptionsfaktor HoxB5 beeinflusst die Morphologie
von Endothelzellen

Endothelzellen lagern sich im konfluenten Verband typischerweise so aneinander
an, dass man von einer polygonalen, pflastersteinartigen Morphologie spricht.
Um den Einfluss von Hox-Transkriptionsfaktoren auf die Morphologie von
Endothelzellen zu untersuchen, wurde die genetische Information verschiedener
Hox-Transkriptionsfaktoren durch Transfektion von HUVEC mit siRNA

supprimiert.

scrambled HoxA9 siRNA

HoxB4 siRNA HoxB5 siRNA

Abb. 3.4. Morphologie von HUVEC nach Transfektion mit Hox siRNAs. HUVEC
wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNAs gegen verschiedene Hox-
Transkriptionsfaktoren transfiziert. 24h nach Transfektion wurde die Zellmorphologie

durchlichtmikroskopisch analysiert (5x VergroRerung), n>3.

Die Transfektion mit scrambled Oligonukleotiden bzw. siRNAs gegen HoxA9
oder HoxB4 hatte keinen sichtbaren Effekt auf die Zellmorphologie (Abb. 3.4).
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Die Transfektion mit HoxB5 siRNA resultierte hingegen in einer deutlichen
morphologischen Veranderung des Zellmonolayers. So nahmen die HUVEC
nach Behandlung mit HoxB5 siRNA eine elongierte, leicht spindelférmige
Morphologie an (Abb. 3.4). Da die Morphologie von Endothelzellen malfigeblich
Uber den kontraktilen Apparat des Actinomysin-Skeletts reguliert wird, wurde
das Actin Zytoskelett der Endothelzellen durch Inkubation mit fluoreszenz-
gekoppeltem Phalloidin angefarbt. Es zeigte sich, dass die Suppression von
HoxB5 in einer Veranderung der Actin-Organisation unter Zunahme an Actin
Stress-Fasern resultiert (Abb. 3.5).

scrambled HoxA9 siRNA HoxB4 siRNA HoxB5 siRNA

Actin

DAPI

Abb. Die genetische Suppression von HoxB5 resultiert in einer
Reorganisation des Actin Zytoskeletts. HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden
oder siRNAs gegen verschiedene Hox-Transkriptionsfaktoren ftransfiziert. 24h nach
Transfektion erfolgte die Farbung des Actin Zytoskeletts mittels Alexa-Fluor 488-Phalloidin

sowie der Zellkerne mittels DAPI (5x VergréRerung).

Die interzellulare Ubertragung mechanischer Kréafte durch den Actinomyosin-
Apparat erfolgt durch Zell-Adhasions-Molekule der Cadherin-Familie. Da sich
die 2-dimensionale Morphologie der Zellen im konfluenten Verband durch
Anfarben der Zell-Zell-Kontakte besser darstellen lasst, wurden neben dem
Actin  Zytoskelett auch die Zell-Zell-Kontakte nach Suppression der
verschiedenen Hox-Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierzu wurde das von

HUVEC exprimierte VE-Cadherin mit einem fluoreszenz-gekoppeltem
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Antikérper immunzytochemisch angefarbt. Nach Transfektion mit siRNA gegen
HoxA9 oder HoxB4 siRNA blieb die Morphologie der lateralen VE-Cadherin
Zell-Zell Kontakte im Vergleich zu scrambled transfizierten Kontrollzellen
erhalten (Abb. 3.6). Die siRNA gegen HoxB5 induzierte eine starke Elongation
der Endothelzellen bei gleichzeitigem Verlust der typischen Pflasterstein-
Morphologie (Abb. 3.6).

scrambled HoxA9 siRNA HoxB4 siRNA HoxB5 siRNA
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Abb. 3.6. Analyse der lateralen Zell-Zell Kontakte. HUVEC wurden mit scrambled

Oligonukleotiden oder siRNAs gegen verschiedene Hox-Transkriptionsfaktoren transfiziert. 24h

VE-Cadherin

DAPI

nach Transfektion erfolgte der immunzytochemische Nachweis des humanen VE-Cadherins

(63x VergréRerung).

3.2.2. Einfluss von Hox-Transkriptionsfaktoren auf die in vitro
GefalRbildung

Im folgenden Abschnitt sollte nun die Relevanz der Hox-Transkriptionsfaktoren
A9, B4 und B5 fir pro-angiogene Endothelzellfunktionen naher untersucht
werden. Hierzu wurde zunachst die Fahigkeit von Endothelzellen zur Ausbildung
gefalartiger Strukturen mittels Matrigel-Assay untersucht. Bei diesem Vorgang
der Selbstorganisation von Endothelzellen zu netzartigen gefalRahnlichen
Strukturen sind neben Zell-Matrix Adhasionsmolekilen der Integrin-Familie auch

Zell-Zell-Adhasionsmolekile wie PECAM oder das zuvor untersuchte VE-
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Cadherin von Bedeutung. Wie fur HoxA9 bereits beschrieben, resultiert siRNA-
vermittelte Suppression in einer signifikanten Hemmung der Gefal3bildungs-
fahigkeit (Abb. 3.7 a/b) und (Bruhl et al., 2004). Die Transfektion mit siRNA
gegen HoxB4 fuhrt hingegen zu einer leichten, jedoch signifikanten Zunahme
sowohl der Gesamtlange an Gefalstrukturen, als auch der Anzahl an
Verzweigungspunkten, wobei die Gefal3strukturen weniger differenziert sind. Die
Transfektion mit siRNA gegen HoxB5 hatte keinen Effekt auf die
Gefalstrukturbildung (Abb. 3.7 a-c).
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Abb. 3.7. Die Hox-Transkriptionsfaktoren HoxA9 und HoxB4 beeinflussen die
Fahigkeit von Endothelzellen zur Ausbildung geféRartiger Strukturen in vitro.
HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNAs gegen verschiedene Hox-
Transkriptionsfaktoren transfiziert. A) Reprasentative gefaRartige Strukturen sind dargestellt.
B/C) Die Quantifizierung von Lange und Verzweigungspunkten der gefalartigen Strukturen
erfolgte durch Analyse von je 5 Gesichtsfeldern pro Ansatz. B) Gesamtgefal’lange; Daten sind
MittelwertexSEM;  *p<0,01 vs. scrambled; #p<0,05 vs. scrambled; n=3. C)
Verzweigungspunkte; Daten sind Mittelwerte+SEM; *p<0,01 vs. scrambled; #p<0,05 vs.

scrambled; n=3.
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3.2.3. Einfluss von Hox-Transkriptionsfaktoren auf das Sprouting von

Endothelzellen

Die Untersuchung der 2-dimensionalen Ausbildung gefalartiger Strukturen auf
einer Matrigel Matrix wird zur Analyse des angiogenetischen Potentials von
Endothelzellen herangezogen. Die so genannte in vitro ,tube formation“ kommt
der 3-dimensionalen in vivo Situation jedoch nur begrenzt nahe. Aus diesem
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scrambled HoxA9 siRNA HoxB4 siRNA HoxB5 siRNA
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Abb. 3.8. Relevanz von Hox-Transkriptionsfaktoren fir das in vitro Sprouting
von Endothelzellen. HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNAs gegen
verschiedene Hox-Transkriptionsfaktoren transfiziert. Das in vitro Sprouting wurde mittels
Spharoid-Assay analysiert. A) Darstellung reprasentativer Spharoide. B) Quantitative Analyse
der kumulativen Sproutlange pro Spharoid. Daten sind MittelwertezSEM; *p<0,05 vs.
scrambled; #p<0,01 vs. scrambled + bFGF; §p<0,01 vs. scrambled; $p<0,05 vs. scrambled +
bFGF; n=3-4.
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Grund wurde mit einer weiteren Methode zusatzlich die Fahigkeit zur 3-
dimensionalen Ausbildung gefaRartiger Strukturen (engl.: sprouting) der
Endothelzellen nach Hox-Supression in einem ,Spharoid-Modell* untersucht.
Dabei wird den Endothelzellen in einem ersten Schritt dass Aggregieren zu
einem 3-dimensionalen Spharoid ermdglicht. AnschlieBend werden die so
entstandenen Spharoide dann in ein semisolides Gel Uberfihrt, in dem ein 3-
dimensionales Sprouting der Endothelzellen untersucht werden kann (Korff and
Augustin, 1998). Im Vergleich zu scrambled transfizierten Kontrollzellen, fuhrte
die Transfektion mit siRNA gegen HoxA9 oder HoxB4 zu einer signifikanten
Hemmung des Sprouting von HUVEC um ca. 50% sowohl unter
Basalbedingungen, als auch nach Stimulation mit dem pro-angiogenen
Wachstumsfaktor bFGF. Die Transfektion mit siRNA gegen HoxB5 zeigte
keinen Effekt auf das Sprouting (Abb. 3.8 a/b).

3.2.4. Untersuchung von Proliferation und Apoptose

Mit den vorangegangenen Methoden wurden funktionelle Aspekte wie in vitro
Gefalbildung und Sprouting nach Hox-Supression untersucht. Da eine
Reduktion des angiogenetischen Potentials in diesen Assays z.B. auch durch
einen Anstieg der Endothelzell-Apoptose zu erklaren ware, wurden nun auch
die Apoptose und die Proliferation von HUVEC nach siRNA-Transfektion
untersucht. Die Endothelzell-Proliferation wurde, wie unter 2.1.8 beschrieben,
nach Inkorporation des Thymidin-Analogons Brom-deoxy-Uridin (BrdU) mittels
FACS in siRNA-transfizierten Zellen analysiert. Es zeigte sich, dass die
Transfektion mit siRNA gegen HoxB5 zu einer signifikant gesteigerten
Endothelzell-Proliferation im Vergleich zu scrambled transfizierten Zellen fuhrt.
Die siRNA gegen HoxA9 hatte keinen Effekt auf die Endothelzell-Proliferation,
wahrend die Transfektion mit siRNA gegen HoxB4 zu einem leichten, jedoch
nicht signifikanten Anstieg der Proliferation fihrte (Abb. 3.9 a). Die Messung
der Endothelzell-Apoptose erfolgte durch Zellfarbung mit dem Farbstoff

Annexin V und anschlielender Quantifizierung mittels FACS. Es zeigte sich
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jedoch kein signifikanter Einfluss auf die Apoptoserate nach Suppression der
untersuchten  Hox-Transkriptionsfaktoren im Vergleich zu scrambled
transfizierten Zellen (Abb. 3.9 b).

A) Proliferation B) Apoptose
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Abb. 3.9. Einfluss von Hox-Transkriptionsfaktoren auf die Endothelzell-Apoptose
und Proliferation. HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNAs gegen
verschiedene Hox-Transkriptionsfaktoren transfiziert. A) Analyse der Endothelzell-Proliferation
mittels BrdU. Daten sind MittelwertetSEM *p<0,05 vs. scrambled; n=4. B) Analyse der
Endothelzell-Apoptose mittels Annexin V. Daten sind Mittelwerte+SEM; n=3.

3.2.5. Regulation der eNOS durch Hox-Transkriptionsfaktoren

Die endothelialen NO-Synthase (eNOS) ist funktionell eines der bedeutendsten
Enzyme fur Endothelzellen und stellt somit einen fiur Endothelzellen
charakteristischen Marker dar. In kirzlich publizierten Studien von Rossig et al.,
konnte gezeigt werden, dass die eNOS auf transkriptioneller Ebene von HoxA9
reguliert wird und die siRNA-vermittelte Suppression von HoxA9 mit einer
Reduktion der eNOS auf Proteinebene einhergeht, was eine direkte Relevanz
von Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen aufzeigt (Rossig et al., 2005).
Daher wurde nun auch der Einfluss von HoxB4 und HoxB5 auf die eNOS-

Expression untersucht. Wie in Abb. 3.10 dargestellt, fuhrt die Transfektion mit
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siRNA gegen HoxB5 zu einer signifikanten Reduktion der eNOS im Western-
Blot verglichen mit scrambled transfizierten Zellen. Die siRNA gegen HoxB4
hatte hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die eNOS-Expression (Abb.
3.10 a/b).
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Abb. 3.10. Regulation der eNOS durch HoxB5. HUVEC wurden mit scrambled
Oligonukleotiden oder siRNA gegen HoxB4 oder HoxB5 transfiziert. 48h nach Transfektion
erfolgte die Analyse der eNOS-Expression mittels Western-Blot. A) Reprasentativer Western-
Blot. Tubulin dient als Gleichladungskontrolle. B) Quantitative Analyse der eNOS-Expression.
Daten sind MittelwertetSEM. *p<0,05, n=5-8.

3.3. Regulation der Hox Transkriptionsfaktoren

In den vorangegangenen Abschnitten wurde neben der Hox-Expression
insbesondere auch der funktionelle Effekt nach gezielter genetischer
Suppression von Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen mittels siRNA
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass Hox-Transkriptionsfaktoren unter anderem
an der Regulation verschiedener funktioneller Aspekte wie Proliferation oder
der angiogenetischen Fahigkeit zur Ausbildung 2- und 3-dimensionaler
gefalartiger Strukturen in vitro beteiligt sind. Diese Daten unterstreichen daher

die Relevanz von Hox-Transkriptionsfaktoren fur die Endothelzellbiologie. Im
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nachsten Abschnitt soll die Lokalisation und Regulation der Hox-

Transkriptionsfaktoren naher untersucht werden.

3.3.1. Untersuchung der intrazellularen Hox-Lokalisation

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit von Hox-
Transkriptionsfaktoren zur Regulation von Zielgenen auf post-translationaler
Ebene durch Veranderung der subzellularen Lokalisation moduliert werden
kann (Dintilhac et al., 2004; Kirito et al., 2004; Komuves et al., 2000). So konnte
z.B. fur HoxA9 gezeigt werden, dass es zwischen Zytosol und Zellkern
transloziert (Kirito et al., 2004). Um diesen regulatorischen Aspekt auch in
Endothelzellen zu Uberprifen, wurde daher die Lokalisation von HoxA9, HoxB4
und HoxB5 in HUVEC untersucht. Hierzu wurden die Hox-
Transkriptionsfaktoren als Fusionsproteine mit GFP (engl. green fluorescent
protein) in HUVEC Uberexprimiert und deren Lokalisation fluoreszenz-
mikroskopisch bestimmt. Wie in Abb. 3.11 gezeigt, weisen alle untersuchten
Hox-Transkriptionsfaktoren eine nukleare Lokalisation in HUVEC auf, wahrend
GFP alleine sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch lokalisiert. Um eine
mogliche regulatorische Translokation der Hox-Transkriptionsfaktoren aus dem
Zellkern in das Zytosol zu induzieren, wurden die transfizierten HUVEC mit
verschiedenen Stimuli behandelt. Neben den anti-angiogen wirkenden
Faktoren Angiostatin und Endostatin, wurde auch das pro-angiogen wirkende
VEGF untersucht. Als pro-inflammatorischer Stimulus wurde TNFa eingesetzt.
SchlieRlich wurde noch der Effekt hoher Glucose, als typisches Merkmal der
Diabetis sowie der Histon-Deacetylase-Inhibitor Butyrat untersucht. Wie in Abb.
3.11 dargestellt, induzierte keiner der getesteten Stimuli eine Veranderung, der
ausschlielich nuklearen Lokalisation der Hox-Transkriptionsfaktoren tGber den

gesamten Beobachtungszeitraum.
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Kontrolle Angiostatin Endostatin VEGF TNF-o. Glucose Butyrat
(1uM) (60ng/ml)  (50ng/ml)  (100ng/ml) (50 mMM) (2mM)

Abb. 3.11. Intrazellulare Lokalisation von Hox-Transkriptionsfaktoren. HUVEC
wurden mit GFP oder verschiedenen Hox-Transkriptionsfaktoren als Fusionsproteine mit GFP
transfiziert. Die Stimulation mit Angiostatin (1 uM), Endostatin (50 ng/ml), VEGF (50 ng/ml),
TNFa (100 ng/ml), Glucose (50 mM) oder Butyrat (2 mM) erfolgte Gber einen Zeitraum von 8h.
Die Lokalisation wurde alle 30 min Uberpruft. Die dargestellten Bilder sind jeweils reprasentativ

fur den gesamten Beobachtungszeitraum

3.3.2. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch Co-Faktoren

Neben der Lokalisation der Hox-Transkriptionsfaktoren spielen, wie unter
Kapitel 1.3.2.1 und 1.3.2.2 beschrieben, auch transkriptionelle Co-Faktoren der
Meis und PBX-Familie eine wichtige Rolle bei der Regulation von Hox-
Transkriptionsfaktoren. Diese kénnen sowohl direkt die Funktion von Hox-
Transkriptionsfaktoren durch Modulation der Zielsequenz-Spezifitat, als auch
indirekt durch Beeinflussung ihrer intrazellularen Lokalisation regulieren. Die im
folgenden Abschnitt durchgefihrten Untersuchungen befassen sich daher
neben der Expression dieser Co-Faktoren auch mit deren Einfluss auf die

Funktion von Hox-Transkriptionsfaktoren.
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3.3.2.1. Differentielle Expression von Hox Co-Faktoren der Meis- und PBX-

Familie

Als Ausgangspunkt fur funktionelle Untersuchungen der Hox Co-Faktoren
wurde zunachst deren Expression in verschiedenen Zelltypen untersucht. Wie
zuvor unter Kap. 3.1.1 beschrieben diente auch hier eine Microarray-
Datenbank als Grundlage fur die Expressionsanalyse. Wie in Abb. 3.12 a/b
gezeigt, sind Meis1, Meis2 und PBX1 am starksten in mikrovaskularen Zellen
und HUVEC exprimiert. PBX2 ist am starksten in Monozyten exprimiert

wahrend PBX3 eine ahnlich starke Expression in allen Zelltypen aufweist.
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3.3.2.2. Der Hox Co-Faktor Meis1 wird in HUVEC aktiv degradiert

Ausgehend von der mittels Microarray erhobenen Expressions-Analyse
erschien Meis1 als ein fur Endothelzellen interessanter Co-Faktor, da er zum
einen in HUVEC exprimiert wird (Abb. 3.12 a und 3.13 b) und zum anderen als
Co-Faktor von HoxA9 beschrieben wurde (Shen et al., 1999). Deshalb sollte
nun die funktionelle Relevanz der Interaktion zwischen Meis1 und HoxA9 in
HUVEC untersucht werden. Hierzu wurde humanes Meis1 als myc-
Fusionsprotein in einen Vektor zur ektopischen Uberexpression in HUVEC

kloniert. Wie in Abb. 3.13 a gezeigt, fihrte die Transfektion von HUVEC

b)

Meis1-myc #1
Meis1-myc #1
Meis1-myc #2

—
(3]
x
=
©
=

H,0
LP
H,0
Meis1
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| Meis1-myc #2

Meis1 GAPDH

Abb. 3.13. RT-PCR zum Nachweis der Meis1-Uberexpression. A) HUVEC wurden mit
einem Leerplasmid oder Meis1-myc Plasmiden aus 2 verschiedenen Klonierungsansatzen (#1
und #2) transfiziert. Der Nachweis der Uberexpression erfolgte 24 h nach Transfektion mittels
RT-PCR unter Verwendung der Klonierungsprimer. GAPDH diente als Gleichladungskontrolle.

B) Nachweis des endogenen Meis1 mittels RT-PCR unter Verwendung effektiverer RT-PCR
Primer.

mit dem Meis1-Plasmid zu einer deutlichen Uberexpression von Meis1 auf
mRNA-Ebene. Ein Nachweis der Uberexpression auf Proteinebene mittels
Western-Blot konnte jedoch zunachst nicht erbracht werden. Der Nachweis des
myc-Tag fusionierten HoxB4 im gleichen Western-Blot diente als Positiv-

Kontrolle fur den Myc-Antikorper sowie den generellen Transfektions-Erfolg
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(Abb. 3.14). Das Fehlen des Meis1-Signals in den Leerplasmid transfizierten
Zellen konnte durch Verwendung effektiverer RT-PCR-Primer auf eine zu
geringe Zyklenzahl der PCR bzw. die Ineffektivitdt der verwendeten Primer
zuruckgefuhrt werden (Abb. 3.13 b).

HoxB4-myc
Meis1-myc

o
-

T —— — « unspezifische Bande
50 kDa »

HoxB4-myc melp -

e e €= Tubuiin (Reprobe)

Abb. 3.14. Western-Blot zur Analyse der Meis1-Uberexpression. HUVEC wurden mit einem
Leerplasmid (LP), HoxB4-myc oder Meis1-myc transfiziert. 24 h nach Transfektion erfolgte der
Nachweis der ektopischen Uberexpression auf Proteinebene mittels Western-Blot gegen den
myc-Tag. Das vorhergesagte Molekulargewicht fir HoxB4 bzw. Meis1 betragt 27,6 bzw. 43,1
kDa (SwissProt Vorhersage).

Da dieser Befund einen aktiven Degradationsprozess von Meis1 auf
Proteinebene in HUVEC nahe legte, wurde untersucht, ob eine Stabilisierung
des Uberexprimierten Meis1-Proteins durch Inhibition des Ubiquitin-
Proteasomen-Komplexes mit Lactacystin mdglich ist. Da die aktive Degradation
von Meis1 auch einen moglichen Regulationsmechanismus darstellen konnte,
wurde neben der Inhibition des Proteasomen-Komplex auch der Effekt der
Stimulation mit dem pro-inflammatorischen Stimulus TNFa oder dem pro-
angiogenen Wachstumsfaktor VEGF auf die Meis1 Proteinstabilitat mittels
Western-Blot untersucht. Wie in Abb. 3.15 dargestellt fuhrte die Hemmung des
Ubiquitin-Proteasomen-Komplexes mit Lactacystin zu einer Stabilisierung des
uberexprimierten Meis1-myc auf Proteinebene. Das uUberexprimierte Meis1-myc

konnte nun sowohl mit einem AntikOrper gegen den myc-Tag, als auch mit

-55.-



Ergebnisse

einem Antikérper gegen Meis1 nachgewiesen werden. Die Stimulation mit

TNFa oder VEGF hatte keinen Effekt auf die Degradation von Meis1.

Leerplasmid Meis1-myc
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Abb. 3.15. Meis1 wird in HUVEC auf Proteinebene degradiert. HUVEC wurden mit
einem Leerplasmid oder Meis1-myc-Plasmid transfiziert. Die Stimulation mit Lactacystin (40
MM), TNFa (50 ng/ml) oder VEGF (50 ng/ml) erfolgte 6h nach Transfektion flr weitere 14h. Der
Expressionsnachweis erfolgte mittels Western-Blot unter Verwendung eines Antikdrpers gegen

den Myc-Tag. Tubulin dient als Gleichladungskontrolle.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Degradation von Meis1-myc um einen
artifiziellen Prozess handelt, der auf die Fusion von Meis1 mit dem ,Myc-Tag"
zuruckzufihren ist oder um einen Zelltyp-spezifischen Vorgang, wurde das
klonierte Meis1-myc Konstrukt in HEK293 Zellen Uberexprimiert und dessen
Expression anschlielend im Western-Blot untersucht. Es zeigte sich, dass es
in HEK293 Zellen zu keiner Degradation des Meis1-myc Proteins kommt. Der
Nachweis der erfolgreichen Uberexpression konnte in diesem Zelltyp auch
ohne Stimulation mit dem Proteasomen-Komplex Inhibitor Lactacystin, sowohl
mit einem Antikorper gegen den myc-Tag, als auch mit einem Antikorper gegen
humanes Meis1 erbracht werden (Abb. 3.16). Die Degradation von Meis1 stellt

somit einen aktiven und zellspezifischen Prozess dar. Eine Computer-

-56 -



Ergebnisse

LP
Meis1-myc

I

anti-
cMyc

Meis1-myc

|a kDa-Marker
LP

[
3

r
J

anti-
Meis1

Abb. 3.16. Uberexpression von
Meisl-myc in HEK293. HEK293
wurden mit einem Leerplasmid oder
Meis1-myc Plasmid transfiziert. Der
Nachweis der Meis1-myc
Uberexpression erfolgte 24h nach
Transfektion mittels  Western-Blot
unter Verwendung eines Myc-Tag-

bzw. Meis1-Antikorpers.

gestutzte Analyse der Meis1-Proteinsequenz mit der Software PESTfind kam

zu dem Ergebnis, dass Meis1 mit hoher Wahrscheinlichkeit einem durch

PEST-Sequenzen vermittelten Abbau durch den Proteasomen-Komplex

unterliegt (Abb.

3.17). Die Analyse der funktionellen Bedeutung dieses

Degradations-Prozesses, ist daher ein wichtiger Aspekt, zukunftiger Studien.

250 HSGDNSSEQGDGLDNSVASPSTGDDDDPDK 279
PESTfind score: +17.43

Abb. 3.17. Analyse der Meisl Proteinsequenz auf PEST-Sequenzen. Die Analyse

der Meis1 Prote

insequenz erfolgte mit der

zuganglichen Software PESTfind

(https://emb1.bcc.univie.ac.at/content/view/21/45/). Dargestellt ist die Aminosaure-Sequenz der

vorhergesagten PEST-Sequenz.

3.3.2.3. Die HoxA9-vermittelte Induktion des eNOS Promoters wird durch

Meis1l moduliert.

Fir HoxA9 konnte gezeigt werden, dass es die endotheliale NO-Synthase

(eNOS) durch direkte Bindung des Promoters transaktiviert (Rossig et al.,
2005). Da Meis1 als Co-Faktor von HoxA9 dessen Bindungs-Spezifitat
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modulieren kann, wurde der funktionelle Einfluss von Meis1 auf die
Transaktivierung des eNOS-Promoters durch HoxA9 untersucht. Aufgrund des
Befundes, dass Meis1 in HUVEC nur unphysiologisch durch Stimulation mit
dem Proteasomen-Komplex-Inhibitor Lactacystin stabilisiert werden kann,
wurden die Transaktivierungsexperimente mittels Luciferase Reportergen-
Assay in HEK293 durchgefihrt. Wie in Abb. 3.18 dargestellt, kommt es nach
Kotransfektion eines eNOS-Reporter-Plasmids mit einem HoxA9wt-Plasmid zu
einer signifikanten Transaktivierung des eNOS-Promoters, im Vergleich zur

Kotransfektion mit einem Leerplasmid.
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Abb. 3.18. Meis1l moduliert die eNOS Promoter-Transaktivierung durch HoxA9.
HEK293 wurden mit einem eNOS-Reportergen-Plasmid, welches 3,5 kb des humanen eNOS-
Promoters enthalt, und einem Leerplasmid (Kontrolle), dem eNOS-Reportergen-Plasmid und
HoxA9wt oder eNOS-Reportergen-Plasmid, HoxA9wt und Meis1wt Kkotransfiziert. Das
Verhaltnis der Plasmide zueinander wurde wie angegeben gewahlt. Die Analyse der
Reportergen-Transaktivierung erfolgte 24h nach Transfektion durch luminometrische Messung

der Luciferase-Aktivitat. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte+SEM; n=3.

Die Kotransfektion des eNOS-Reporter-Plasmids, HoxA9wt und Meis1wt,
resultierte hingegen in einer signifikanten Hemmung der Promoter-
Transaktivierung auf Kontrollniveau. Zusammenfassend zeigen diese Daten
somit, dass die Expression des Hox Co-Faktors Meis1 in HUVEC einem

Zelltyp-spezifischen Degradations-Mechanismus auf Proteinebene unterliegt.

- 58 -



Ergebnisse

Die funktionelle Rolle von Meis1 als transkriptionellem Co-Faktor von HoxA9
konnte zudem durch Uberexpression von Meis1 in HEK293 aufgezeigt werden.
Hier inhibiert Meis1 die etablierte Regulation der eNOS durch HoxA9 und agiert

somit als Regulator der HoxA9-Funktion.

3.3.3.1. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch laminare

Schubspannung

Laminare Schubspannung (engl. shear stress) ist ein wesentlicher
mechanischer atheroprotektiver Faktor, da diese durch Induktion der NO-
Synthese einen anti-apoptotischen Effekt auf Endothelzellen ausubt (Traub and
Berk, 1998).
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Abb. 3.19. Transkriptionelle Hox-Regulation durch Shear Stress. HUVEC wurden
{iber einen Zeitraum von 24 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert. Die mMRNA
wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert und die Hox- bzw. eNOS Expression mittels
RT-PCR untersucht. GAPDH diente als Ladungskontrolle. Daten sind Mittelwerte+SEM und als

% im Vergleich zur statischen Kontrolle gezeigt. n=5.
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Klrzlich wurde publiziert, dass HoxA9 durch Shear Stress transkriptionell
reguliert wird (Rossig et al., 2005). Daher wurde der regulative Einfluss von
Shear Stress auch auf weitere Hox-Transkriptionsfaktoren in HUVEC
untersucht. Um sicherzustellen, dass der applizierte Shear Stress einen
funktionellen Effekt auf die Zellen hatte, wurde zusatzlich auch die Expression
der eNOS, als typischem Shear Stress-regulierten Gen, bestimmt (Boo and Jo,
2003; Davis et al., 2004). Ahnlich wie bereits durch Réssig et al. beschrieben
(Rossig et al., 2005), resultierte die Applikation von Shear Stress in einer
Steigerung der HoxA9-Expression beginnend nach 6 h und einem Maximum
nach 24 h (Abb. 3.19 b). HoxB4 und HoxB5 zeigen einen leichten Anstieg der
Expression in den ersten 3-13 h nach Shear Stress Applikation (Abb. 3.19 c/d),
wahrend HoxB9 keine expressionelle Regulation Uber den Verlauf von 24 h
zeigen (Abb. 3.19 e). HoxD3 ist biphasisch durch Shear Stress reguliert, so
nimmt die Expression mit Beginn der Shear Stress Applikation nach 3 h
zunachst ab, erreicht nach 6 h wieder Kontrollniveau und steigt dann bis zu
einem Expressionsmaximum nach 13 h, welches auch nach 24 h erhalten
bleibt (Abb. 3.19 f). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass insbesondere
HoxA9 und HoxD3 durch langere Shear Stress Exposition, transkriptionell

aktiviert werden.

3.3.3.2. Shear Stress reguliert die Histon-Methyltransferase MLL

Die molekularen Grundlagen der Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren
durch Shear Stress konnten bisher nicht aufgeklart werden. Die Tatsache, dass
diese Daten einen regulativen Einfluss von Shear Stress auf mehrere Hox-
Transkriptionsfaktoren aufzeigten, lieR jedoch einen globalen Regulations-
Mechanismus als wahrscheinlich erscheinen. Ausgehend von dem Befund
dass die Histon-Methyltransferase MLL als essentieller genetischer Regulator
verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren wahrend der Embryonalentwicklung
beschrieben ist (Ernst et al., 2004a; Nakamura et al., 2002; Yu et al., 1998) und

bekannt ist, dass Shear Stress uber Chromatin Remodulierung einen
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regulatorischen Einfluss auf die Transkription von Zielgenen austbt (llli et al.,
2003), wurde daher untersucht, ob Shear Stress MLL reguliert. Wie in Abb.
3.20 dargestellt resultiert die Exposition von HUVEC mit Shear Stress in einem

signifikanten Anstieg der MLL-Expression nach 24 h.
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Abb. 3.20. Die Histon-Methyltransferase MLL wird durch Shear Stress reguliert. HUVEC
wurden (iber einen Zeitraum von bis zu 24h laminarem Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert.
Die mRNA wurde wie angegeben zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert. A) RT-PCR-
Analyse der MLL Expression. GAPDH diente als Gleichladungskontrolle. B) Semiquantitative
Analyse der MLL Expression. Daten sind MittelwertextSEM und als % im Vergleich zur

statischen Kontrolle gezeigt. n=4

3.4. Die Rolle der Histon-Methyltransferase MLL im Kontext endothelialer

Zellfunktionen

Die Rolle der Histon-Methyltransferase MLL ist bisher hauptsachlich als
epigenetischer  Regulator der  Hox-Genexpression  wahrend der
Embryonalentwicklung untersucht worden. Eine Rolle als Regulator
endothelialer Zellfunktionen ist bisher nicht beschrieben worden. Der Befund,
dass Shear Stress MLL in differenzierten Endothelzellen reguliert, warf die

Frage auf, in wiefern MLL funktionell fur differenzierte Endothelzellen von
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Bedeutung ist. Um die funktionelle Bedeutung von MLL in Endothelzellen zu
untersuchen, wurde daher zunachst der Effekt der siRNA-vermittelten
Suppression von MLL auf die HUVEC Migration und das Sprouting untersucht.
Um die Spezifitat der Suppression sicherzustellen, wurden zwei verschiedene
siRNAs mit unterschiedlichen MLL-Bindungssequenzen etabliert. Wie in Abb.
3.21 a dargestellt, waren beide siRNAs funktionell wirksam. Die Reduktion von
MLL auch auf Proteinebene wurde =zusatzlich mittels Western-Blot
nachgewiesen (Abb. 3.21 b).

a) b)
. =
il — — — [T R
siRNA: scr MLL#I MLL#II siRNA: scr MLL#I

Abb. 3.21. Nachweis der siRNA-vermittelten Reduktion von MLL. HUVEC wurden
mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNAs gegen MLL (wie dargestellt) transfiziert. 48h nach
Transfektion erfolgte die Analyse der MLL-Expression mittels RT-PCR (A) bzw. Western-Blot
nuklearer Zellfraktionen (B). Als Gleichladungs-Kontrolle dienten GAPDH (A) bzw.
Topoisomerase | (B).

Funktionell resultierte die genetische Suppression von MLL sowohl in einer
signifikanten Hemmung der Endothelzell-Migration, als auch des Sprouting im
Spharoid-Assay (Abb. 3.22), was die Bedeutung von MLL fur die Funktion
differenzierter Endothelzellen unterstreicht. Die transkriptionelle Aktivierung von
MLL-Zielgenen durch Methylierung an Histon H3 Lysin K4 im Promoterbereich
wird durch die katalytische SET-Domane des Proteins vermittelt. Daher wurde
in einem zweiten Versuchsansatz untersucht, ob der beobachtete Effekt direkt
von der Methyltransferase-Aktivitat von MLL abhangig ist. Hierzu wurden die
Migration und das Sprouting von HUVEC nach biochemischer Inhibition der
Methyltransferase-Aktivitat untersucht. Da ein spezifischer Inhibitor fir MLL

derzeit nicht verfligbar ist, wurde der Methyltransferase-Inhibitor 5'-deoxy-5'-
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(methylthio)adenosine (MTA) verwendet. Fir diese Substanz konnte eine
Inhibition der di- und tri-Methylierung von Histon H3 Lysin K4 gezeigt werden
(Huang et al., 2006).

a) b)
scrambled MLL siRNA# MLL siRNA #ll
1.2 T i
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_g = 0O Kontrolle
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(%Fg 8001
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siRNA: scr MLL #l

Abb. 3.22. MLL reguliert die pro angiogene Endothelzell-Funktionen Migration
und Sprouting. A/C: HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden siRNA gegen MLL (# I)
transfiziert. A) Die migratorische Kapazitat wurde mittels Scratched Wound Assay 24h nach
Transfektion bestimmt. *p<0,05 vs. scrambled, n=3. B) HUVEC wurden mit scrambled
Oligonukleotiden oder 2 verschiedenen siRNAs gegen MLL (# | bzw. # Il) transfiziert und das
Sprouting im Spharoid-Assay untersucht. Reprasentative Spharoide sind dargestellt. C)
Quantitative Analyse der MLL-Suppression auf das Sprouting von HUVEC unter basal bzw.
bFGF (30 ng/ml) induzierten Bedingungen. *p<0,01 vs. scrambled, #p<0,01 vs. scrambled +
bFGF, n=3. Daten sind MittelwertetSEM.

Wie in Abb. 3.23 dargestellt, resultierte die Hemmung der Methyltransferase-

Aktivitat, sowohl zu einer dosisabhangigen Inhibition der Migration (Abb.
3.23a), als auch des Sprouting (Abb. 3.23b). Um nun zusatzlich zu

- 63 -



Ergebnisse

untersuchen, ob Methyltransferase-Aktivitdt auch von Bedeutung fur die
Expression von Hox-Transkriptionsfaktoren ist, wurde diese nach Behandlung
mit MTA mittels RT-PCR untersucht. Hier zeigte sich, dass insbesondere die
Expression der beiden Shear Stress-regulierten Hox-Transkriptionsfaktoren

HoxA9 und HoxD3 bereits durch niedrige MTA-Konzentrationen von 1 mM

a) b) c)
1001 100 1 g
[0) ()]
= c =
5 3% *
s " 50
= Z 7 #
0 —— 1 0 - ‘ [ |
- 1 5 - 1 5 - 1 5
MTA (mM) MTA (mM) MTA (mM)

Abb. 3.23. Methyltransferase-Aktivitat ist essentiell fur Migration und Sprouting.
HUVEC wurden mit verschiedenen Dosen MTA (1 und 5 mM) bzw. DMSO als Kontrolle
stimuliert. A) Analyse der Migration mittels Scratched Wound Assay. *p<0,05 vs. Kontrolle, n=3.
B) Analyse der Sprouting Kapazitdt im Spharoid-Assay. *p<0,05 vs. Kontrolle, #p<0,01 vs.
Kontrolle, n=3. Daten sind MittelwertezSEM und als % Kontrolle dargestellt. C) Analyse der
Regulation verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren nach Stimulation mit MTA mittels RT-
PCR. GAPDH diente als Ladungskontrolle.

deutlich inhibiert wird, wahrend die Paraloge HoxB9 und HoxB3 bei dieser
Konzentration nicht reguliert werden (Abb. 3.23c). Bei hoheren Konzentrationen
von 5 mM wirkt MTA auch auf HoxB9 und HoxB3 inhibierend (Abb. 3.23c), was
mit der bereits erwahnten Unspezifitdt des Inhibitors erklart werden kann.
Dieser Befund untermauert somit die besondere Bedeutung der katalytischen
Methyltransferase-Aktivitat von MLL fur die Regulation von Migration und
Sprouting und kann zusatzlich als Hinweis auf eine funktionelle Rolle von Hox-

Transkriptionsfaktoren in diesem Zusammenhang gewertet werden.
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3.4.1. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch MLL

Wie im vorangegangenen Abschnitt aufgezeigt, reguliert MLL die Migration und
das Sprouting von Endothelzellen. Da MLL ein etablierter transkriptioneller
Regulator verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren ist und sich die
Expression von Hox-Transkriptionsfaktoren dosisabhangig durch
Methyltransferase-Hemmung inhibieren lie, wurde der Einfluss von MLL auf
die Expression von Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen untersucht.
Hierzu wurde die Expression von MLL mittels siRNA inhibiert. Um eine
quantitative Aussage zur Regulation potentieller MLL-Zielgene zu ermdoglichen,
kam in diesen Studien neben der semiquantitativen RT-PCR, auch die ,real
time“ PCR mittels Lightcycler zum Einsatz (3.24 a/b). Wie in Abb. 3.24
dargestellt fuhrte die Transfektion mit 2 verschiedenen siRNAs gegen MLL zu
einer signifikanten Reduktion von MLL auf RNA-Ebene (Abb. 3.24 a/b). In
Ubereinstimmung mit der fir MLL beschriebenen Funktion als transkriptioneller
Aktivator des HoxA9 Promoters in HeLa-Zellen (Nakamura et al., 2002), ging
die Inhibition von MLL durch beide verwendeten siRNAs auch in HUVEC, mit
einer Reduktion der HoxA9-Expression einher (Abb. 3.24 a/b). Zusatzlich zeigte
sich eine Reduktion der Expression von HoxD3, das bisher nicht als Zielgen
von MLL beschrieben worden ist (Abb. 3.24 a/b). Die Regulation von HoxA9
und HoxD3 konnte Uber dies zusatzlich auch mittels Western-Blot
nachgewiesen werden (Abb. 3.24 c/d). Die Expression der HoxA9 bzw. HoxD3
Paraloge HoxB9 und HoxB3 sowie der Hox-Transkriptionsfaktoren B4, und B5
wurde durch die siRNAs gegen MLL nicht reguliert (Abb. 3.24 a/b). Die
Aktivierung von MLL ist daher spezifisch fur die Expression der Hox-
Transkriptionsfaktoren HoxA9 und HoxD3 in differenzierten Endothelzellen

notwendig.
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Abb. 3.24. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch MLL. A/B: HUVEC
wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder 2 verschiedenen siRNAs gegen MLL (siRNA #l +
siRNA #ll) transfiziert. 48h nach Transfektion wurde die mRNA isoliert und die Expression von
MLL sowie verschiedener Hox-Transkriptionsfaktoren mittels RT-PCR und Lightcycler
untersucht. A) Darstellung einer reprasentativen RT-PCR. GAPDH diente als
Gleichladungskontrolle. B) Quantitative Analyse der MLL und Hox-Expression mittels
Lightcycler. Daten sind MittelwertetSEM und als % scrambled dargestellt. *p<0,01 vs.
scrambled, #p<0,05 vs. scrambled, n=3. C/D) HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden
oder siRNA gegen MLL (# |) transfiziert. C) Western-Blot Analyse der HoxA9-Expression zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion. Tubulin diente als Ladungskontrolle. D)
Western-Blot Analyse der HoxD3-Expression 48h nach Transfektion.
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3.4.2. Die Promotoren von HoxA9 und HoxD3 sind Ziel von Histon H3

Lysin 4 Methylierung

Die katalytische SET-Domane der Methyltransferase MLL methyliert das Histon
H3 an Lysin K4 (H3K4) und fuhrt dadurch zur Aktivierung von Hox-Promotoren
(Milne et al., 2002). Um zu prifen, ob MLL direkt an der transkriptionellen
Regulation von HoxA9 und HoxD3 beteiligt ist, wurden daher Chromatin-
Immunoprazipitations- (ChIP) Studien durchgeflhrt. Die Immunprazipitation
wurde mit einem Antikdrper gegen di-methyliertes H3K4 durchgefihrt. Der
Nachweis auf Promotermethylierung erfolgte mittels PCR gegen verschiedenen
Promoterregionen (Abb. 3.25 a). Wie in Abb. 3.25 b gezeigt, konnte
sichergestellt werden, dass der fur die Immunprazipitation verwendete

Antikoérper auch in der ChIP geeignet ist.

a) b)
I100 pr
HoxA9 —> / IP: ant?—d?-methyI-K4-H3
/ IB: anti-di-methyl-K4-H3
= : ——
P1 P3 di-methyl-
1 kb ‘ K4-H3— .
HoxD3  FH—— [ /
/ co ChiP
Ps —
P4 P6
c) HoxA9 d) HoxD3
A —
PS L e i
gl e——
DNA Input co ChIP H,O DNA Input co ChIP H,0

Abb. 3.25. Die Promotoren von HoxA9 und HoxD3 werden an Histon H3 Lysin 4
methyliert. Chromatin-lmmunoprazipitationen wurden mit HUVEC Lysaten unter Verwendung
eines Antikorpers gegen di-methyliertes H3K4 durchgefiihrt. A) Schematische Darstellung der
mittels PCR nachgewiesenen Promoterregionen. B) Nachweis der Immunprazipitation mittels
Western-Blot. C/D) Reprasentative PCRs zum Nachweis der Methylierung in den HoxA9 und

HoxD3 Promoterregionen. Co = Antikérper Kontrolle, Input = sonifizierte DNA vor IP. n=3.
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Es zeigte sich, dass HoxA9 nur in den Promoter-Regionen P1 und P2 eine
Methylierung an H3K4 aufweist, wahrend es zu keiner Methylierung in der
Exon-Region P3 kommt (Abb. 3.25 c). Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
Daten aus HelLa-Zellen (Dou et al., 2005; Nakamura et al., 2002) Fur HoxD3
hingegen zeigt sich sowohl eine Methylierung an H3K4 in den Promoter-
Regionen P4 und P5, als auch in der kodierenden Exon-Region P6 (Abb. 3.25
d). Das Auftreten von di-Methylierungen an H3K4 auch in kodierenden
Genbereichen wurde von Bernstein et al., als Zeichen transkriptioneller Gen-
Aktivitat beschrieben (Bernstein et al., 2002) und steht somit im Einklang mit

der aktuellen Literatur.

3.4.3. Funktionelle Relevanz von Hox-Transkriptionsfaktoren als

regulatorische Zielgene von MLL

Wie in Abb. 3.22 a dargestellt, ist MLL an der Regulation der Migration von
Endothelzellen beteiligt. Da HoxA9 als ein wichtiger Regulator der Migration
von Endothelzellen beschrieben ist (Bruhl et al., 2004), sollte nun der kausale
Zusammenhang zwischen MLL und HoxA9 im Kontext der Migration untersucht
werden. Hierzu wurden Kotransfektionsstudien durchgefuhrt. Wie in Abb. 3.26
dargestellt, war es durch ektopische Uberexpression von HoxA9 bei
gleichzeitiger Suppression von MLL durch siRNA maglich, der MLL-vermittelten
Migrations-Hemmung partiell entgegenzuwirken. Das ,,Axon guidance“ Molekdul

T Abb. 3.26. HoxA9 wirkt der MLL-
%100. __ *l vermittelte Hemmung der Migration
*g 75 ] entgegen. HUVEC wurden mit scrambled
Z‘\o oder MLL siRNA # 1) und einem
g 507 Leerplasmid oder HoxA9wt kotransfiziert.
g 251 Analyse der Migration mittels Scratched
= 0 Wound Assay. *p<0,05 vs. mock+MLL

Plasmid: mock HoxA9 mock HoxA9 siRNA, n=4. Daten sind Mittelwerte+tSEM
siRNA:  scr scr MLL MLL und als % Kontrolle dargestellt.
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EphB4, ist als Rezeptor des EphB2-Liganden maf3geblich an der korrekten
vaskularen Morphogenese wahrend der Embryonalentwicklung (Gerety et al.,
1999) beteiligt und zudem wichtig fur die Migration von Krebszellen (Masood et
al., 2006). Da EphB4 kurzlich als ein Zielgen von HoxA9 bei der Migration von
Endothelzellen beschrieben wurde (Bruhl et al., 2004), war es das Ziel weiterer
Untersuchungen, ob MLL die Migration von HUVEC Uber HoxA9 und EphB4
reguliert. Hierzu wurde zunachst der Effekt der siRNA-vermittelten Suppression
von MLL auf EphB4 untersucht. Wie in Abb. 3.27 dargestellt, fUhrte die
Transfektion mit siRNA gegen MLL zu einer signifikanten Reduktion von EphB4
auf RNA-Ebene.

a) b)
120 T
%E 100
%% 60
20 A
siRNA: scr MLL 0 T
siRNA: scr MLL

Abb. 3.27. MLL reguliert die Expression des EphB4-Rezeptors. A/B) HUVEC
wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder siRNA gegen MLL (# I) transfiziert. 48h nach
Transfektion wurde die EphB4-Expression mittels RT-PCR untersucht. A) Darstellung einer
représentativen RT-PCR. GAPDH diente als Gleichladungskontrolle. B) Semiquantitative
Analyse der EphB4-Regulation durch MLL. *p<0,05 vs. scrambled, n=3. Daten sind

Mittelwerte=SEM und als % scrambled dargestellt.

3.4.4. MLL reguliert die Endothelzell-Migration tber HoxA9 und EphB4

Um nun die funktionelle Achse MLL—HoxA9—EphB4 naher zu untersuchen,
wurde die Expression des EphB4-Rezeptors in Kotransfektionsexperimenten,
wie bereits zuvor in Abb. 3.26 fur die Migration beschrieben analysiert. Hier
zeigte sich, dass die Suppression von MLL, wie zuvor beschrieben, mit einer

Inhibition der EphB4-Expression einhergeht. Durch Kotransfektion eines

- 69 -



Ergebnisse

HoxA9wt-Plasmids war es hier im Vergleich zur Kotransfektion mit einem
Leerplasmid moglich, der MLL siRNA-vermittelten Reduktion der EphB4-
Expression signifikant entgegenzuwirken (Abb. 3.28). Die beobachtete
Kapazitat von  HoxA9, der MLL-vermittelten  Migrationshemmung
entgegenzuwirken, lasst sich daher auf die Regulation der EphB4-Expression

zuruckfuhren.
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Abb. 3.28. MLL reguliert EphB4 tber HoxA9 in Endothelzellen. HUVEC wurden mit
scrambled Oligonukleotiden oder MLL siRNA (# |) und einem Leerplasmid oder HoxA9wt-Plasmid
transfiziert. A) RT-PCR Analyse der EphB4, HoxA9 und MLL-Expression. Ein reprasentatives Gel
ist gezeigt. GAPDH dient als Gleichladungskontrolle B) Semiquantitative Analyse der EphB4-
Expression. Daten sind MittelwertezSEM; *p<0,05; n=6. C) Western-Blot Analyse der EphB4-

Expression. Tubulin dient als Gleichladungskontrolle.
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3.4.5. Funktionelle Rolle von HoxD3 im Kontext der Endothelzell-Migration

Einer der wenigen Hox-Transkriptionsfaktoren neben HoxA9 mit bekannter
Relevanz fur endotheliale Funktionen ist HoxD3. Als Regulator der Integrine
aVP3 sowie a5p1 greift es unter anderen direkt in die migratorische Kapazitat
von Endothelzellen ein (Boudreau et al.,, 1997; Boudreau and Varner, 2004).
Da HoxD3, ebenso wie HoxA9 durch MLL reguliert wird (Abb.3.24 a/b/d) und
sowohl der HoxD3 Promoter, als auch kodierenden Genregionen di-
Methylierungen an Histon H3 Lysin K4 aufweisen (Abb. 3.25 d), war ein
funktioneller Einfluss von MLL auf die Migration auch Uber HoxD3 denkbar. Wie
zuvor fur HoxA9, wurden daher auch fur HoxD3 Kotransfektionsstudien mit
dem funktionellen ,Readout” der Migration im Scratched Wound Assay
durchgefuhrt. Auch hier konnte ein ahnlich kompensatorischer Effekt auf die

MLL siRNA-induzierte Hemmung der Migration nachgewiesen werden, wie er

a b
) ) MLL
125 ¥ HoxD3
?5 100 __ aV-Integrin
5 #
o\‘g 75 B3-Integrin
C
kel ab-Integrin
B 50
2
= 95 B1-Integrin
0 GAPDH
siRNA:  scr scr MLL  MLL siRNA:  scr  scr  MLL MLL
Plasmid: mock HoxD3 mock HoxD3 Plasmid: mock HoxD3 mock HoxD3

Abb. 3.29. Funktioneller Einfluss von MLL auf HoxD3 und Integrine. HUVEC
wurden mit scrambled oder MLL siRNA (# 1) und einem Leerplasmid oder HoxD3wt
kotransfiziert. A) Analyse der Migration mittels Scratched Wound Assay. *p<0,05 vs.
mock+scrambled, #p<0,05 vs. mock+MLL siRNA, n=3. Daten sind Mittelwerte+SEM und als %
Kontrolle dargestellt. B) RT-PCR Analyse der Expression von MLL, HoxD3 sowie Integrin-
Untereinheiten. GAPDH ist diente als Gleichladungskontrolle.
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bereits fir HoxA9 gefunden wurde (Abb. 3.29 und Abb. 3.26). Um die kausale
Ursache fur diesen Effekt aufzuklaren, wurde die Expression der Integrin-
Untereinheiten aV, B3, a5, und B1 unter den verschiedenen Kotransfektions-
bedingungen mittels RT-PCR untersucht. Hier zeigte sich in Einklang mit der
aktuellen Literatur, dass HoxD3 zu einer transkriptionellen Induktion der
Integrin-Untereinheiten a5 und B3 ist, wahrend es nach Transfektion mit siRNA
gegen MLL sowohl zu einer Reduktion der HoxD3, als auch der beiden
genannten Integrin-Untereinheiten kommt. Die Integrin-Untereinheiten oV und

1 werden nicht reguliert.

3.4.6. Die Rolle von HoxA9 und HoxD3 im Kontext des MLL-abh&ngigen
Sprouting von Endothelzellen

Die Migration von Endothelzellen im 2-dimensionalen Scratched Wound Assay
umfasst funktionell primar Aspekte der Zell-Proliferation und des Spreading
(engl.: Ausbreiten, Ausdehnen) (Dimmeler et al., 2000; Tamura et al., 1998).
Das Sprouting im 3-dimensionalen Spharoid-Assay ist hingegen ein wesentlich
komplexerer Vorgang, der unter anderem die Degradation und Invasion in die
Kollagen Matrix, die Elongation der Zellen und Ausbildung gefalartiger
Strukturen sowie die Transition von Proliferation zu Differenzierung beinhaltet
(Yang et al., 2004). Daher wurde die funktionelle Rolle von HoxA9 und HoxD3
nach Suppression von MLL auch im Spharoid-Assay untersucht. Da wie zuvor
beschrieben, sowohl HoxA9 als auch HoxD3 einen partiell kompensatorischen
Effekt auf die MLL-abhangige Hemmung der Migration von HUVEC ausuben
(Abb. 3.26 und 3.29 a), wurden auch fur die Untersuchung des Sprouting im
Spharoid-Assay, Kotransfekionsansatze zur funktionellen Analyse von HoxA9
und HoxD3 gewahlt. Im Gegensatz zur Analyse der Migration, besalien weder
HoxA9 noch HoxD3 im Spharoid-Assay das Potential, den MLL-abhangigen
Verlust der Sprouting-Kapazitat zu kompensieren (Abb. 3.30). Ein
vergleichbares Resultat ergab sich auch nach adenoviraler Uberexpression von

HoxA9 (n=1, Daten nicht gezeigt), was eine mdglicherweise unzureichende
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Transfektionseffizienz als nicht ursachlich fir dieses Ergebnis erscheinen lasst.
Um einem potentiell synergistischen Effekt von HoxA9 und HoxD3 Rechnung
zu tragen, wurde das Sprouting auch nach gleichzeitiger Uberexpression von

HoxA9 und HoxD3 untersucht (Abb. 3.30 c). In diesem Versuchsansatz kam es
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Abb. 3.30. HoxA9 und HoxD3 kénnen den MLL-abhangigen Verlust der Sprouting
Kapazitat nicht kompensieren. A) HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder
MLL siRNA # Il und einem Leerplasmid oder HoxA9wt transfiziert. Das Sprouting wurde mittels
Spharoid-Assay analysiert. Daten sind MittelwertetSEM und als % Kontrolle dargestellt. n=2.
B) HUVEC wurden mit scrambled Oligonukleotiden oder MLL siRNA # Il und einem
Leerplasmid oder HoxD3wt transfiziert. Das Sprouting wurde mittels Spharoid-Assay analysiert.
Daten sind MittelwerteSEM und als % Kontrolle dargestellt. n=4. C/D) HUVEC wurden mit
scrambled Oligonukleotiden oder MLL siRNA # Il und einem Leerplasmid oder
HoxA9wt+HoxD3wt transfiziert. Das Sprouting wurde mittels Spharoid-Assay analysiert. Daten
sind MittelwertexSEM und als % Kontrolle dargestellt. #p<0,05 vs. scrambled+mock, *p<0,01

vs. scrambled+mock. n=4.
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zwar zu einem gesteigerten Sprouting durch simultane Uberexpression von
HoxA9 und HoxD3 in den scrambled kotransfizierten Zellen, jedoch blieb auch
hier ein kompensatorischer Effekt auf den MLL-abhangigen Verlust der
Sprouting Kapazitat aus. Der Erfolg, der simultanen Uberexpression von HoxA9
und HoxD3 sowie die Wirksamkeit der siRNA wurde mittels RT-PCR
sichergestellt (Abb. 3.30 d). Der Effekt von MLL auf das Sprouting von
Endothelzellen scheint daher Uber zusatzliche Faktoren mediiert zu werden, die

bisher nicht bekannt sind.
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4. Diskussion

Homeobox-Transkriptionsfaktoren sind wichtige Regulatoren der embryonalen
Morphogenese und modulieren Funktionen differenzierter Zellen, wie z.B.
Proliferation, Migration, Wundheilung und Angiogenese (Botas, 1993; Care et
al., 2001; Leroy et al., 2004; Myers et al., 2000; Myers et al., 2002). Bis heute
sind wesentliche Aspekte der Regulation und Funktion von Hox-
Transkriptionsfaktoren in differenzierten Endothelzellen noch weitgehend
unbekannt. Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war deshalb, die funktionelle Rolle
von bekannten, als auch von bisher noch nicht beschriebenen Hox-
Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen zu untersuchen. Des Weiteren sollten
verschiedenen Mechanismen zur funktionellen Regulation von Hox-
Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen sowie schlieBlich die Bedeutung der
als Hox-Regulator etablierten Histon-Methyltransferase MLL im Kontext pro-

angiogener Endothelzell-Funktionen untersucht werden.

4.1. Auswahl von Hox-Transkriptionsfaktoren zur funktionellen Analyse

Die funktionelle Relevanz einiger Hox-Transkriptionsfaktoren fur differenzierte
Endothelzellen konnte wahrend der letzten Jahre aufgezeigt werden. Neben
HoxD3, HoxB3 und HoxD10, die vor allem an der Regulation von Zell-
Adhasionsproteinen der Integrin-Familie sowie Endothelzell-Migration und
Angiogenese beteiligt sind (Boudreau et al., 1997; Boudreau and Varner, 2004,
Myers et al., 2000; Myers et al., 2002), ist insbesondere HoxA9 von besonderer
Relevanz, sowohl fur endotheliale Progenitorzellen, als auch flir das angiogene
Potential differenzierter Endothelzellen (Bruhl et al., 2004; Rossig et al., 2005).
FUr HoxB4 war bisher keine funktionelle Rolle in differenzierten Endothelzellen
beschrieben, jedoch fordert HoxB4 in Zellen der hamatopoetischen Linie die
Stammzellexpansion und wird als potentieller Marker undifferenzierter Zellen
diskutiert (Antonchuk et al., 2002). Im Gegensatz zu HoxB4, ist HoxBS als

transkriptioneller Aktivator des flk-1 Promoters wichtig fur die Differenzierung
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von Vorlauferzellen in die endotheliale Linie (Wu et al., 2003). Diese scheinbar
gegensatzliche Wirkweise von HoxB4 und HoxB5, machte diese beiden Hox-
Transkriptionsfaktoren zu interessanten Kandidaten fur eine detaillierte Analyse
der Funktion in differenzierten Endothelzellen.

Die Expression auf mRNA-Ebene konnte flr beide Hox-Transkriptionsfaktoren
in humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) nachgewiesen werden.
Insbesondere die HoxB5-Expression konnte hierbei als deutlich ausgepragt in
differenzierten Zellen (HUVEC, HMVEC) gezeigt werden, wahrend es nur
schwach in den wenig differenzierten EPCs exprimiert wird. Im Hinblick auf die
beschriebene Funktion von HoxB5 als Differenzierungs-Induzierender Faktor
(Wu et al., 2003), ist es daher z.B. denkbar, dass HoxB5 nach Induktion der
endothelialen Differenzierung, auch fur deren weitere Progression und
schliel3lich fur die Aufrechterhaltung des Differenzierungs-Status (z.B. in
HUVEC) von Bedeutung ist.

Im Vergleich dazu wies HoxB4 eine ahnlich starke Expression in EPCs und den
beiden differenzierten Zelltypen HUVEC und HMVEC auf. Die ahnlich stark
ausgepragte Expression von HoxB4 in HUVEC und EPC ist ein Hinweis auf
eine bisher nicht bekannte Funktion in maturen Endothelzellen, da es bisher nur
von Relevanz in Stamm- und Progenitorzellen beschrieben wurde. Da fur
HoxB4 eine dosisabhangige Wirkweise beschrieben wurde (Kaushansky, 2005;
Klump et al., 2005), ware ein Nachweis von HoxB4 in den unterschiedlichen
Zelltypen auf Proteinebene sehr aufschlussreich. Dies konnte aber aufgrund
des Fehlens geeigneter Antikorper im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht
werden. Die in HUVEC ausgepragte Expression der ebenfalls untersuchten
Hox-Transkriptionsfaktoren HoxA9, HoxB9, HoxB7 und HoxD3 steht im
Einklang mit der Literatur und wurde fir HoxA9 und HoxD3 auch mittels
Western-Blot gezeigt (Belotti et al., 1998; Boudreau et al., 1997; Bruhl et al.,
2004; Care et al., 2001). Die HoxD3 Expression im Microarray deckt sich nicht
mit den Ergebnissen der RT-PCR, in der eine starke Expression von HoxD3 in
HUVEC gefunden wurde. Diese Diskrepanz ist moglicherweise auf
Unterschiede in der Konfluenz bzw. dem proliferativen Status der verwendeten

Zellen zurUckzufuhren, da bekannt ist, dass die HoxD3 Expression in
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Endothelzellen stark von diesen beiden Aspekten abhangig ist (Hansen et al.,
2003).

4.2. Die Bedeutung von Hox-Transkriptionsfaktoren fir endotheliale

Zellfunktionen

Um Aussagen Uber die Relevanz dieser Hox-Transkriptionsfaktoren fur
differenzierte Endothelzellen zu machen, wurde die Expression der einzelnen
Hox-Transkriptionsfaktoren spezifisch inhibiert. Neben Auswirkungen auf die
Zellmorphologie, Proliferation, Apoptose und Expression der eNOS als
Endothel-spezifischem Markerprotein, wurde auch die Fahigkeit zur
funktionellen Interaktion der Endothelzellen untersucht. Hierbei wurde speziell
das pro-angiogene Potential im 2-dimensionalen Matrigel und im 3-
dimensionalen Sphéroid Assay analysiert.

Ein Charakteristikum von HUVEC in Kultur ist die Ausbildung geschlossener
Monolayer, die eine typische pflastersteinartige Morphologie aufweisen (de
Groot et al., 1995). Im Gegensatz zur Situation in vivo, bei der die
Endothelzellen aufgrund des Blutflusses einer laminaren oder turbulenten
Schubspannung ausgesetzt sind, unterscheiden sich zur Konfluenz gebrachte
Endothelzellen in Kultur kaum in Bezug auf die Organisation ihres Actin-
Zytoskeletts (Colangelo et al., 1994). Die Reorganisation des Actin-Zytoskeletts
und die Ausbildung von Actin-Stressfasern parallel zum Blutfluss, erfolgt in vivo
typischerweise als Reaktion vaskularer Endothelzellen auf erhdhten
hamodynamischen Stress, wie er in Regionen mit besonders ausgepragten
Flussgeschwindigkeiten auftritt (Wong et al., 1983).

Nach HoxB5 Funktionsblockierung durch RNA-Interferenz (RNAi) zeigten
HUVEC eine Zunahme an Stressfasern, die mit einem Verlust der
plastersteinartigen Anordnung einherging. Im Gegensatz dazu hatte die
Suppression von HoxB4 und HoxA9 keinen Einfluss auf die Zellmorphologie. In
Kultur kann die Ausbildung von Actin-Stressfasern z.B. durch Stimulation der

Endothelzell-Migration mit VEGF induziert werden. Neben der Ausbildung von
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Actin-Stressfasern sind hierbei verschiedene zellularer Signaltransduktions-
wege von Bedeutung. Eine zentrale Rolle konnte hier z.B. flr die kleinen
GTPasen Rho und Rac (Hiramoto et al., 2006; Katoh et al., 2006) sowie des
P13-Kinase/Akt Signaltransduktionswegs (Dimmeler and Zeiher, 2000; Morales-
Ruiz et al., 2000; Zheng and Liu, 2006) aufgezeigt werden. Als ein mdglicher
Mediator der durch HoxB5-Suppression induzierten Veranderung des Actin-
Zytoskeletts konnte hier die kleine GTPase RhoA oder ihre Effektorkinase
ROCK agieren. Durch Aktivierung von RhoA/ROCK kommt es zur Ausbildung
von Actin-Stressfasern (Amano et al., 1997; Uehata et al., 1997; Wojciak-
Stothard et al., 2006). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression
der eNOS uber RhoA/ROCK durch Reduktion ihrer mRNA-Stabilitat, reguliert
wird (Ming et al., 2002). Dies stimmt mit den hier gefundenen Daten nach
HoxB5 Suppression Uberein (Stressfasern, Reduktion der eNOS).
Widersprichlich ist der Befund das RhoA auch als wichtiger Regulator wahrend
der Angiogenese beschrieben wurde (Hoang et al., 2004), was einen
funktionellen Effekt auf das in vitro Sprouting nach HoxB5-Suppression nahe
legen wirde, der in dieser Arbeit nicht gefunden wurde. So konnte gezeigt
werden, das die Uberexpression von konstitutiv aktivem RhoA in vivo die
Neovaskularisation fordert, wahrend dominant negatives RhoA diese inhibiert.
Hierbei ist jedoch anzumerken, dass die Autoren dieser Studie einen
funktionellen Effekt von RhoA nur in vivo gefunden haben, wahrend RhoA in
vitro keine Effekte auf die pro-angiogene Funktionen wie Migration oder
Proliferation hatte (Hoang et al., 2004).

Die ebenso angesprochene Proteinkinase Akt scheint im Zusammenhang mit
der Reorganisation des Actin-Zytoskeletts nach HoxBS5-Suppression, keine
zentrale Rolle zu spielen. Die mit einer HoxB5-Suppression ebenso gefundene
Reduktion der eNOS auf Proteinebene stinde im funktionellen Widerspruch mit
der fur Akt beschriebenen Funktion als Aktivator der eNOS durch
Phosphorylierung an Serin 1177 (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999;
Michell et al., 1999).

Neben der Reduktion der eNOS auf Proteinebene, konnte nach HoxB5-

Suppression eine gesteigerte Proliferation der Endothelzellen gemessen
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werden. Fur Stickstoffmonoxid konnten dosisabhangig sowohl pro-proliferative,
als auch anti-proliferative Effekte in Endothelzellen aufgezeigt werden (Heller et
al., 1999; Ridnour et al., 2005; Zanetti et al., 2000). Hierbei scheinen
insbesondere niedrige NO-Konzentrationen (<0,1 yM) einen pro-proliferativen
Effekt auszuuben (Ridnour et al., 2005). Ein kausaler Zusammenhang zwischen
der Reduktion der eNOS und der gesteigerten Proliferation nach HoxB5-
Suppression ist daher vorstellbar.

Die ldentifizierung von HoxB5 Zielgenen als Mediatoren der beobachteten
Effekte in HUVEC, ist daher ein wichtiges Anliegen weiterfihrender Studien, zur
Aufklarung der funktionellen Rolle von HoxB5 in Endothelzellen.

Das angiogenetische Potential von Endothelzellen spiegelt sich unter anderem
in ihrer Fahigkeit zur Selbstorganisation zu gefalartigen Strukturen wieder
(Watanabe et al., 2005). Hierbei spielt jedoch insbesondere das umgebende
Milieu eine entscheidende Rolle. Wahrend Proliferation die primare Aktivitat von
Endothelzellen in 2-dimensionalen Kulturschalen ist, rucken Differenzierungs-
prozesse mit zunehmender Interaktionsfahigkeit der Zellen mit der Umgebung
in den Vordergrund (Yang et al.,, 2004). Diese graduelle Transition von
Proliferation zu Differenzierung ist mdglicherweise eine Ursache flr den
fehlenden Effekt der HoxB5-Suppression bei der Analyse der in vitro
Gefalbildungsfahigkeit sowie des Sprouting im Spharoid-Assay. Im Gegensatz
zu HoxB5 RNAI konnte nach HoxB4 und HoxA9 Suppression in HUVEC ein
anti-angiogener Effekt im Matrigel- und im Spharoid Assay beobachtet werden.
Die essentielle Rolle von HoxA9 fur die Ausbildung und Aufrechterhaltung von
Gefalstrukturen im Matrigel-Assay steht im Einklang mit bereits publizierten
Daten von Bruhl et al., und konnte funktionell mit einer Dysregulation des
EphB4-Rezeptors in Zusammenhang gebracht werden (Bruhl et al., 2004). Die
Familie von Eph-Rezeptoren und ihren membranstandigen Ephrin-Liganden
konnte unter anderem als wichtige Regulatoren fur die morphologische
Ausbildung neuronaler und vaskularer Netzwerk-Strukturen gezeigt werden
(Palmer and Klein, 2003; Zimmer et al., 2003). Neben der Bedeutung flur die
Endothelzell-Migration (Bruhl et al., 2004; Steinle et al., 2002) ist EphB4 auch

relevant fur die Migration von Krebszellen (Masood et al., 2006) und deren
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Metastasierungspotential (Xia et al., 2005). Die funktionelle Relevanz von
EphB4 auch fir das 3-dimensionale Sprouting von Endothelzellen im Spharoid
Assay konnte zudem erst kurzlich nachgewiesen werden (Fuller et al., 2003).
Die beobachtete Inhibition der Sprouting-Kapazitat nach HoxA9-Suppression,
ist daher mit einem gestérten EphB4-Signalling zu erklaren. Untersuchungen
zur funktionellen Involvierung der Achse HoxA9/EphB4 fliir das Sprouting von
Endothelzellen wurden im Rahmen dieser Arbeit im Kontext der Regulation
durch die Histon Methyltransferase MLL durchgefihrt und werden an anderer
Stelle (4.4.4) ausfuhrlich behandelt.

Ahnlich wie es fir HoxA9 der Fall ist, scheint auch HoxB4 eine wichtige Rolle
fur das Sprouting von Endothelzellen zu spielen. Der Vergleich des
funktionellen Effektes der HoxA9-Suppression mit der HoxB4-Suppression im
Matrigel-Assay, lasst hierbei allerdings unterschiedliche Mechanismen als
kausal erscheinen. Wahrend HoxA9-defiziente Endothelzellen zu keiner
Etablierung gefallartiger Strukturen in der Lage sind, lagern sich HoxB4-
defiziente Zellen zu deutlich weniger differenzierten Strukturen zusammen. Die
Ausbildung 3-dimensionaler Strukturen im Spharoid-Assay umfasst noch
weitere zellulare Vorgange zu denen unter anderem die Ausbildung
intrazellularer Vakuolen, die Degradation und Invasion in die Kollagen-Matrix,
Zell-Elongation und Anlagerung der Zellen aneinander gehoren (Yang et al.,
2004). Eine Beeintrachtigung des Differenzierungspotentials und eine mogliche
Stérung beim Aneinanderlagern der Zellen, wie sie die Ergebnisse des
Matrigel-Assay nahe legen, sind daher mogliche Ursachen fur die
eingeschrankte Sprouting-Kapazitat nach HoxB4-Suppression.

Im Kontext der bekannten HoxB4 Funktionen in embryonalen Stammzellen
wirkt dieses Ergebnis erstaunlich. Als potenter Inhibitor der Differenzierung wird
HoxB4 zur Expansion von Stammzellen eingesetzt (Antonchuk et al., 2002;
Bowles et al., 2006; Miyake et al., 2006). Dieses Ergebnis zeigt daher zum
einen, dass HoxB4 in der Tat eine funktionelle Bedeutung in differenzierten
Zellen besitzt und zum anderen, dass es sich hierbei vermutlich um eine

andere Funktion handelt, als es in undifferenzierten Stammzellen der Fall ist.
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Bisher gibt es keine Untersuchungen, die die Funktion von HoxB4
mechanistisch aufklaren konnten. Um den differentiellen Wirkmechanismus von
HoxB4 in embryonalen Stammzellen und in den hier untersuchten
Endothelzellen zu erklaren, bieten sich verschiedene Ansatze an. Neben der
bekannten dosis-abhangigen Wirkweise von HoxB4 (Kaushansky, 2005; Klump
et al.,, 2005), kdonnten z.B. auch transkriptionelle Co-Faktoren eine wichtige
Rolle spielen. Dass die Bildung unterschiedlicher Hox/Co-Faktor Komplexe die
Funktion eines Hox-Transkriptionsfaktors in Abhangigkeit des jeweiligen
Zelltyps modulieren kann, ist mehrfach beschrieben worden (Bei et al., 2005;
Mann and Affolter, 1998; Mann and Chan, 1996). Auch der im Rahmen dieser
Arbeit gezeigte Einfluss von Meis1 auf die Kapazitat von HoxA9, den eNOS-
Promoter zu transaktivieren, verdeutlicht die besondere Bedeutung von

transkriptionellen Co-Faktoren.

L-Arginin NO

NADPH %
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Abb. 4.1. Bedeutung von Hox-Transkriptionsfaktoren fur Funktionen

differenzierter Endothelzellen.

Zusammenfassend hat die Funktionsanalyse von Hox-Transkriptionsfaktoren
mit bisher unbekannter Relevanz fir Endothelzellen im Rahmen dieser Arbeit

eine Rolle von HoxB4 und HoxB5 flir verschiedene funktionelle Aspekte wie
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Proliferation, 2-dimensionale Netzwerkformierung sowie das 3-dimensionale
Sprouting in HUVEC aufzeigen koénnen, die in Abb. 4.1 noch einmal
zusammengestellt sind. Von grolRer Bedeutung in weiterfUhrenden
Untersuchungen wird die Identifikation spezifischer Zielgene sein, um ein
besseres Verstandnis fur die zu Grunde liegenden Signaltransduktionswege zu

erhalten.

4.3. Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen durch

Co-Faktoren, Lokalisation und Shear Stress

Der Befund, dass HoxB4 und HoxB5 an der Regulation verschiedener
Endothelzell-Funktionen beteiligt sind, erweitert das Repertoire an Hox-
Transkriptionsfaktoren mit Bedeutung fur differenzierte Endothelzellen. Jedoch
zeigt die Vielfalt an beobachteten Effekten nach Hox-Suppression in HUVEC
(siehe Punkt 4.2), wie sehr sich die verschiedenen Hox-Transkriptionsfaktoren
im Hinblick auf diese funktionelle Bedeutung unterscheiden. Umso
entscheidender stellte sich daher die Frage nach Regulationsmechanismen.

Der wahrscheinlich bedeutendste Mechanismus ist hierbei die Regulation der
Zielgen-Spezifitat durch Bindung von transkriptionellen Co-Faktoren wie PBX
oder Meis (Bei et al., 2005; Hoey and Levine, 1988; Laughon, 1991; Mann and
Affolter, 1998; Mann and Chan, 1996). Ein interessanter Co-Faktor fir HoxA9
ist Meis1, da fur HoxA9 und Meis1 sowohl ein direktes Bindungsvermdogen
(Shen et al., 1999), als auch die differentielle Regulation des HoxA9-Zielgens
CYBB in myeloiden Zellen durch Interaktion zwischen HoxA9 und Meis1 bzw.
Pbx1 beschrieben ist (Bei et al., 2005). Da fur HoxA9 die Transaktivierung des
eNOS-Promoters bereits durch Reportergen-Analysen sowie durch den
Nachweis der direkten Bindung an den eNOS Promoter in HUVEC gezeigt
werden konnte (Rossig et al., 2005), wurde ein funktioneller Einfluss von Meis1
in der HoxA9 vermittelten Transaktivierung des eNOS-Promoters analysiert.
Tatséachlich war es durch Uberexpression von Meis1 in HEK293 Zellen méglich,

die Transaktivierung des eNOS-Promoters durch HoxA9 zu inhibieren und ist
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somit in die Wirkung von HoxA9 zu modulieren. Interessanterweise konnte in
HUVEC keine funktionelle Rolle von Meis1 nachgewiesen werden, da es zwar
auf mRNA Ebene exprimiert wird, das Protein jedoch einem konstitutivem
Degradierungsprozess durch den Ubiquitin-Proteasomen-Komplex unterliegt.
Nur durch die artifizielle Zugabe des Proteasomen-Komplex Inhibitors
Lactacystin, konnte das Protein stabilisiert und im Western-Blot nachgewiesen
werden.

Die Beobachtung, dass Meis1 in HUVEC, nicht jedoch in HEK293 Zellen
abgebaut wird, deutet auf einen Zelltyp-spezifischen Degradationsprozess hin.
Es stellt sich daher die Frage, nach der Regulation und Bedeutung der
endothelspezifischen Degradation von Meis1. Dass insbesondere Meis1 einer
Regulation durch gezielte Degradation unterliegen kdnnte, legt vor allem eine in
silico Analyse der Proteinsequenz nahe. Diese zeigt eine ausgepragte PEST-
Sequenz von AS 250-279 innerhalb des Meis1-Proteins. Solche PEST-
Sequenzen sind oftmals Merkmal von Proteinen, die einem schnellen Abbau
durch den Proteasomen-Komplex unterliegen (Garcia-Alai et al., 2006).
Zusatzliche Hinweise flur eine gezielte Degradation von Meis1, lassen sich aus
funktionellen Untersuchungen des nahe verwandten TALE Homeobox-Proteins
Prep1 ableiten. In Studien von Ferretti et al. konnte gezeigt werden, dass
Prep1-defiziente Mause eine verminderte Expression von Meis1 sowie PBX1
und PBX2 auf Proteinebene, nicht jedoch auf mMRNA-Ebene aufweisen. Diese
Beobachtung wird mit einer regulatorischen Stabilisierung dieser Proteine
erklart, die z.B. Meis1 vor einer Degradation durch den Proteasomen-Komplex
schitzt (Ferretti et al., 2006). Der Verlust von Prep1 geht zudem mit einer
funktionellen Stérung angiogener Vorlauferzellen einher, die sich in weniger
organisierten kapillaren Strukturen der embryonalen Allantois manifestiert
(Ferretti et al., 2006). Obwohl diese Beobachtung nicht direkt auf die Reduktion
von Meis1 zurlckfihren lasst, kdnnte sie dennoch ein mdglicher Hinweis auf
eine Funktion von Meis1 in Vorlauferzellen hindeuten, die mit zunehmender
Differenzierung der Zellen unterdriickt wird. Eine regulative Degradation von
Meis1 konnte weiterhin zum Beispiel als potentieller Schutzmechanismus vor

maligner Entartung myeloider Zellen sein. In diesem Zelltyp kann es durch
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genetische Mutationen von HoxA9, z.B. durch Fusion mit dem
Kernporenprotein NUP98, zu akuter myeloider Leukamie (AML) kommen
(Nakamura, 2005; Takeda et al., 2006). Erst kurzlich konnte gezeigt werden,
dass die Rezeptor-Tyrosinkinase Flt3 eine wichtige Rolle bei der Induktion
aggressiver AML durch Kollaboration mit HoxA9-Nup98 spielt. Meis1 ist hierbei
von Bedeutung, da F/t3 durch Meis1-Uberexpression in myeloiden Zellen
induziert wird (Palmqvist et al., 2006). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
ein dominant trans-aktivierendes Meis1 durch Fusion mit Vp16, als autonomes
Onkogen in myeloiden Zellen agiert, dass die normalerweise kombinierten
Funktion von Meis1 und HoxA9 bei der Induktion aggressiver AML ausubt
(Wang et al., 2006).

Die funktionelle Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch andere Co-
Faktoren der Meis/Prep- und/oder PBC-Familie in HUVEC ist aufgrund der
geringen Bindungsspezifitdt der Hox-Transkriptionsfaktoren, dennoch als
wahrscheinlich anzusehen. Die Bedeutung der gefundenen Degradation von
Meis1 in Endothelzellen aber auch deren potentielle Relevanz als regulativer
Mechanismus in anderen Zelltypen wie z.B. EPCs, ist ein sehr interessanter
Gesichtspunkt, nicht nur im Bezug auf Transaktivierung des eNOS Promoters.
Je nach Zielgen konnen Hox/Co-Faktor Komplexe als transkriptionelle
Aktivatoren oder als transkriptionelle Repressoren wirken (Gebelein et al., 2004;
Kobayashi et al., 2003; Saleh et al., 2000b). So wird z.B. der HoxB1/Pbx1
Komplex durch Bindung der HDAC1 an Pbx1 vom Repressor zum Aktivator
(Saleh et al.,, 2000b). Genauere Untersuchungen zur Expression und
Regulation von Hox Co-Faktoren sind daher wichtige Gesichtspunkte fur
zukinftige Studien zur Rolle von Hox Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen.
Neben der Interaktion mit Co-Faktoren wurde auch die Regulation von Hox-
Transkriptionsfaktoren durch Modulation ihrer intrazellularen Lokalisation sowie
die transkriptionelle Regulation durch laminare Schubspannung untersucht.
HoxB4-GFP und HoxB5-GFP sowie HoxA9-GFP lokalisieren unter basalen
Zellkulturbedingungen im Zellkern von HUVEC. Da fur verschiedene Hox-
Transkriptionsfaktoren eine funktionelle Regulation durch Ausschluss aus dem
Zellkern gezeigt werden konnte (Dintilhac et al., 2004; Komuves et al., 2000),
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deutet die gefundene nukledre Lokalisation auf eine Rolle bei der
transkriptionellen Regulation von Genen hin. Im Einklang mit dieser These,
stinde auch die Beobachtung, dass sich ein aktiver Export dieser Hox-
Transkriptionsfaktoren aus dem Zellkern, mit keinem der getesteten Stimuli

induzieren liel}.

Der regulative Einfluss laminarer Schubspannung auf die transkriptionelle
Expression von Hox-Transkriptionsfaktoren konnte flir HoxA9 bereits
nachgewiesen werden (Rossig et al., 2005). Neben HoxA9 erwies sich in dieser
Arbeit auch HoxD3 als ein durch Shear Stress reguliertes Gen. HoxD3 stellt
neben HoxA9 einen von wenigen Hox-Transkriptionsfaktoren mit beschriebener
Funktion in Endothelzellen dar und ist wichtig fur die Angiogenese. Hierbei
agiert es als positiver Modulator der Expression von Integrinen sowie Matrix-
degradierender  Proteinasen (Chen et al.,, 2004). Auch  Dbei
Wundheilungsprozessen und der Migration von Endothelzellen ist HoxD3 als
wichtiger Regulator beschrieben (Boudreau and Varner, 2004; Hansen et al.,
2003). Diese Funktionen von HoxD3 decken sich mit den Effekten von Shear
Stress auf Endothelzellen. Shear Stress fuhrt sowohl in vitro zu einer
gesteigerten Endothelzell-Migration und Wundheilung (Albuquerque et al.,
2000; Tardy et al.,, 1997; Urbich et al., 2002), als auch in vivo zu einer
verbesserten  Migration auf implantierten Stents und verbesserter
Reendothelialisierung (Sprague et al., 1997; Wu et al., 1995).

Die upstream liegenden Signaltransduktions-Mechanismen, die zu einer
verstarken Expression von HoxA9 oder HoxD3 durch Shear Stress fuhren, sind
bisher nicht bekannt. Von besonderer Bedeutung in diesem Kontext ist die
modgliche Rolle der Histon-Methyltransferase MLL als Regulator angiogener
Funktionen von Endothelzellen. Die hier gezeigte Regulation von MLL durch
Shear Stress in Endothelzellen, gibt erstmals Hinweise auf die potentielle
Mdglichkeit zur globalen Modulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch

Shear Stress.
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4.4. Die Regulation angiogener Endothelzell-Funktionen durch die Histon-
Methyltransferase MLL

Die Histon-Methyltransferase MLL wurde im Rahmen dieser Arbeit als
spezifischer Regulator der HoxA9 und HoxD3 Expression in differenzierten
Endothelzellen identifiziert. Die Regulation pro-angiogener Funktionen von
Endothelzellen durch MLL ist von besonderer Bedeutung und wird im nachsten
Abschnitt ausfluhrlich diskutiert.

4.4.1. Epigenetische Genregulation durch Shear Stress

Die Exposition von Endothelzellen mit laminarer Schubspannung resultiert in
einer Aktivierung multipler intrazellularer Signaltransduktionswege, die z.B.
uber ERK1/2 (Jalali et al., 1998), (PI3K)/Akt (Fisslthaler et al., 2000), und die
p38 MAP-Kinase (Surapisitchat et al., 2001) mediiert werden und fuhrt letztlich
zur transkriptionellen Aktivierung so genannter ,immediate early genes® (Chen
et al., 1999; Hsieh et al., 1993; llli et al., 2003). Als Shear Stress regulierte
Gene wurden z.B. NFkB, CREB oder AP1 beschrieben, die ihrerseits an der
Regulation einer Vielzahl endothelspezifischer Gene beteiligt sind (de Nigris et
al., 2003; Korenaga et al., 1997; Lan et al., 1994). Interessanterweise werden
auch Transkriptionsfaktoren der Smad-Proteinfamilie durch Shear Stress
reguliert (Brown et al.,, 1999; Topper et al., 1997). Smad-Proteine kdnnen
ebenso wie Mitgliedern der Meis/Prep- und PBC-Familie, als transkriptionelle
Hox Co-Faktoren agieren (Bai et al., 2000; Shi et al., 1999; Wan et al., 2001).

Fir einige Gene konnte gezeigt werden, dass ihr transkriptioneller Status
aulBerdem uber die Zuganglichkeit des Chromatins flr Transkriptionsfaktoren
reguliert wird (Jenuwein and Allis, 2001). Eine wichtige Rolle spielen hierbei
insbesondere  Histon-modifizierende Enzyme. Zu den am besten
charakterisierten Klassen Histon-modifizierender Enzyme zahlen die Familien
der Histon-Acetyltransferasen (HAT) sowie ihrer Antagonisten den Histon-
Deacetylasen (HDAC) (Chen et al., 2001; Jenuwein and Allis, 2001). Die
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epigenetische Kontrolle von Genen durch Shear Stress, konnte flr diese
Klassen Histon-modifizierender Enzyme bereits aufgezeigt werden. So
resultiert die Exposition von Endothelzellen mit Shear Stress z.B. in einer
verstarkten Acetylierung an Histon H3 in den Promotoren verschiedener
.mmediate early” Gene, wie z.B. dem proto-Onkogen c-fos (llli et al., 2003; llli
et al., 2005). Die Acetylierung von Histonen stellt jedoch neben der
Phosphorylierung, poly(ADP-Ribosylierung), Ubiquitinierung, Sumoylierung und
Methylierung, nur eine von vielen regulatorischen Histon-Modifikationen dar
(Lachner et al., 2003; Mizzen et al., 1998; Spencer and Davie, 1999; Wu and
Grunstein, 2000). Die Histon-Methyltransferase MLL wurde im Rahmen dieser
Arbeit als erstes Histon-methylierendes Enzym identifiziert, dass auf
Expressionsebene durch Shear Stress reguliert wird. Dass die Methylierung
von Histonen durch die Exposition mit Shear Stress direkt induziert wird, konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Diese Maoglichkeit liegt
jedoch nahe, da bekannt ist, dass bereits acetyliertes Histon H3 bzw. H4 auch
praferentielles Ziel fur Histon Methylierung ist (Annunziato et al., 1995; Hendzel
and Davie, 1991). Umgekehrt konnte am Beispiel des Kollagenase-Gens
gezeigt werden, dass hier eine Methylierung an H3K4, mit einer
nachgeschalteten Acetylierung einhergeht (Wang et al., 2001). Es wird daher
vermutet, dass Histon-Acetyltransferasen (HATSs) und Histon-
Methyltransferasen (HMTs) einen synergistischen Einfluss auf die
transkriptionelle Regulation von Zielgenen austben (Annunziato et al., 1995;
Hendzel and Davie, 1989; Hendzel and Davie, 1991; Hendzel and Davie,
1992).

4.4.2. Regulation von Hox-Genen durch die Histon-Methyltransferase MLL

Die epigenetische Regulation von Hox-Transkriptionsfaktoren durch die Histon-

Methyltransferase MLL ist unter anderem fir HoxA7, HoxA9 und HoxA10 sowie

HoxC8 wahrend der Embryonalentwicklung bzw. am Beispiel der ex vivo

Differenzierung embryonaler Stammzellen gezeigt worden (Ernst et al., 2004b;
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Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002; Yu et al.,, 1998). In dieser Arbeit
konnte MLL erstmals als Regulator von HoxA9 sowie HoxD3 in differenzierten
Endothelzellen beschrieben werden. Dies ist besonders interessant im Hinblick
darauf, dass wie in Abschnitt 4.3 beschrieben, MLL ebenso wie HoxA9 und
HoxD3 durch Shear Stress reguliert werden.

Es ist bekannt, dass die katalytische SET-Domane von MLL die Methylierung
von Histon H3 an Lysin K4 vermittelt (Milne et al., 2002) und dass die di- oder
tri-Methylierung an H3K4 mit einer Aktivierung des transkriptionellen Status von
Zielgenen verbunden ist (Sims and Reinberg, 2006). Im Gegensatz zur
Acetylierung von Histonen an konservierten Lysin-Resten, die zu einer
Verminderung der positiven Ladung und Abnahme der Bindungsaffinitat zur
negative geladenen DNA einhergeht, hat die Methylierung keinen Einfluss auf

die Gesamtladung der Histone (Rice and Allis, 2001). Es wird daher vermutet,

MLL (HRX)

CxxC

DNA DNMT- Zinc-
Bindung Homologie Finger

CREB
Bindung

d
Slany RK PNAS 2005

HoxA9 Promoter

Nakamura T Mol Cel 2002
Dou Y Cell 2005

Abb. 4.2. Transkriptionelle Regulation durch den MLL-Superkomplex (modifiziert
nach Slany RK, PNAS, 2005)

dass der positive Effekt einer di- oder tri-Methylierung von H3K4 auf den
transkriptionellen Status von Zielgenen durch zusatzliche Faktoren vermittelt

wird, die solche ,Methylierungs-Signale“ selektiv erkennen und binden kénnen
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(Wysocka et al., 2005; Wysocka et al., 2006). Wie durch Nakamura et al.
aufgezeigt stellt MLL nur einen Anteil eines stabilen Superkomplexes von
mindestens 27 Proteinen dar. Dieser Protein-Superkomplex besitzt neben der
Fahigkeit zur spezifischen Methylierung von H3K4 auch eine intrinsische
Histonacetylierungs- als auch Histon-Deacetylierungs-Aktivitat (Nakamura et
al.,, 2002). Abb. 4.2 stellt ein Modell des komplexen Zusammenspiels von
Histon-Methylierung und Acetylierung am Beispiel des HoxA9-Promoters dar
(Nakamura et al., 2002; Slany, 2005). Die zuvor angesprochene synergistische
Wirkung von Methylierung und Acetylierung ist hier am Beispiel der Histon-
Methyltransferase MLL und der durch MLL rekrutierten Histon H4 Lysin K16
Acetyltransferase MOF dargestellt (Dou et al., 2005).

4.4.3. Bedeutung der SET-vermittelten Methylierung von H3K4 fir die
transkriptionelle Regulation von HoxA9 und HoxD3

Die transkriptionelle Kontrolle von HoxA9 und HoxD3 durch MLL wurde im
Rahmen dieser Arbeit durch drei verschiedene Untersuchungsansatze
analysiert. Durch Suppression der MLL-Expression, konnte die generelle
Bedeutung von MLL flr diese beiden Hox-Gene nachgewiesen werden, deren
transkriptionelle Expression direkt von MLL abhangig war. Hinweise zur
funktionellen Relevanz der H3K4 Methylierungskapazitat der SET-Domane von
MLL, wurden durch den Nachweis der typischen H3K4 di-Methylierung in den
Promotoren von HoxA9 und HoxD3 in HUVEC erbracht, wie sie fur HoxA9 in
HelLa Zellen bereits gezeigt werden konnte (Nakamura et al., 2002). Die
Suppression von MLL hatte eine Inhibition der Migration sowie einen nahezu
vollstandigen Verlust der Sprouting-Kapazitat zur Folge. Diese beobachteten
biologischen Effekte nach MLL-Suppression, konnte auch durch die
pharmakologische Inhibition der intrinsischen Methyltransferase-Aktivitat von
MLL simuliert werden, was deren funktionelle Relevanz zusatzlich untermauert.
Da der verwendete pharmakologische Inhibitor MTA nicht spezifisch fur die
katalytische Aktivitat der MLL SET-Domane ist, kann dieser Effekt jedoch auch
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durch die Inhibition weiterer Methyltransferasen verursacht worden sein (Song
and Ghosh, 2004). Die besondere Sensititivat von HoxA9 bzw. HoxD3, wie sie
bereits in geringer Dosierung (1 mM) nach Behandlung mit dem
Methyltransferase-Inhibitor MTA gefunden wurde, lasst eine Bedeutung der
Methyltransferase-Aktivitat von MLL fur die beobachteten Effekte jedoch als
wahrscheinlich erscheinen. Der Einfluss von hochdosiertem MTA (5 mM) auch
auf andere Hox-Transkriptionsfaktoren, reflektiert die zuvor erwahnte
Unspezifitat des Inhibitors.

Die Bedeutung der katalytischen SET-Domane fur die transkriptionelle
Aktivierung von Zielgenen, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Milne et al.
konnten zeigen, dass MLL spezifisch an den HoxC8-Promoter bindet und die
SET-Domane dort die Methylierung an H3K4 katalysiert. Die gleiche Gruppe
fand jedoch, dass auch ein MLL-Fusionsprotein, ohne katalytische SET-
Domane, zu einer Aktivierung des HoxC8-Promoters in der Lage ist (Milne et
al., 2002). Fur diese Diskrepanz gibt es verschiedene Erklarungsansatze. So
wird z.B. vermutet, dass die transkriptionelle Aktivierung von MLL-Zielgenen
auch Uber Mechanismen reguliert werden kann, die keiner Methylierung an
H3K4 bediurfen. Da z.B. die Methylierung an Histon H3 Lysin K9 mit einer
Repression der Transkription korreliert (Jenuwein and Allis, 2001), konnte MLL
auch als transkriptioneller Aktivator wirken, indem es dieser Methylierung an
H3K9 entgegenwirkt (Milne et al., 2002). Zusatzlich ist der bereits erwahnte
synergistische  Effekt von  Histon-Methyltransferasen  und  Histon-
Acetyltransferasen zu nennen, der sich in der Rekrutierung der Histon K4 Lysin
K16 Acetyltransferase MOF durch MLL an den HoxA9-Promoter in HeLa-Zellen
widerspiegelt (Dou et al., 2005). Die Fahigkeit zur Rekrutierung von MOF in
den MLL-Superkomplex, konnte auch fur MLL-Fusionsproteine mit trunkierter
SET-Domane nachgewiesen werden (Dou et al., 2005). Argumente fur eine
wichtige Rolle der H3K4-Methylierung konnten von Dorrance et al. am Beispiel
der Promotoren von HoxA7 und HoxA9 aufgezeigt werden (Dorrance et al.,
2006). So resultiert die genetische Translokation von MLL auf Chromosom
11923 durch Fusion mit einem von 40 moglichen Genen, immer in einem

Verlust der katalytischen SET-Domane, die durch den Fusionspartner ersetzt
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wird (Zeleznik-Le et al., 1994). Vor diesem Hintergrund wurde eine genetische
Mutation des MLL-Gens beschrieben, bei der es zu einer im Leserahmen
liegenden partiellen Tandem Duplikation kommt. Im Gegensatz zu den zuvor
erwahnten Translokationen fuhrt diese Mutation zu einem verstarkt aktiven
MLL-Fusionsprotein, dessen katalytische SET-Domane erhalten bleibt (Caligiuri
et al., 1994). Diese MLL-Mutation resultiert in Mausen in einer verstarkten
Methylierung an H3K4 in den Promotoren von HoxA9 und HoxA7 und stutzt
somit die Bedeutung der methylierungs-katalysierenden MLL SET-Domane
(Dorrance et al., 2006). Ob die MLL-vermittelte H3K4-Methylierung letztlich
ursachlich fir die transkriptionelle Regulation von HoxA9 und HoxD3 in HUVEC

ist, lasst sich aus den gewonnen Daten nicht mit Sicherheit schliel3en.

4.4.4. Funktionelle Bedeutung von MLL fur Endothelzell-Funktionen

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Effekte der siRNA-vermittelten
Suppression von MLL, konnten erstmals eine direkte Relevanz von MLL fir
pro-angiogene Endothelzell-Funktionen, wie Migration und Sprouting in vitro
aufzeigen. In vivo ist die embryonale Vaskulogenese in MLL-defizienten
Mausen kaum beeintrachtigt (Ernst et al., 2004a), jedoch ist dies
madglicherweise auf die frihe embryonale Letalitat dieser Tiere zurtckzuflhren,
was eine Detektion moglicher angiogenetischer Defekte in spateren
Entwicklungsstadien verhindert. Um die zellularen Mediatoren der
beobachteten MLL-Effekte zu identifizieren, wurde die funktionelle Rolle der
beiden MLL-Zielgene HoxA9 und HoxD3 und ihrer downstream liegenden
Effektoren in HUVEC untersucht. Die besondere Bedeutung von HoxA9 als
Regulator verschiedener endothelialer Gene, wie z.B. der eNOS, oder des
VEGF-Rezeptor 2 (KDR), ebenso wie die funktionelle Relevanz fur Prozesse
wie die Endothelzell-Migration oder die Ausbildung Gefalartiger Strukturen auf
Matrigel ist in Vorarbeiten von Bruhl et al. und Rossig et al. beschrieben
worden (Bruhl et al., 2004; Rossig et al., 2005). Als ein im Kontext der
Migration beschriebenes Zielgen von HoxA9 in HUVEC (Bruhl et al., 2004),
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erwies sich der EphB4-Rezeptor als besonders interessant. Die Familie von
Eph-Rezeptoren und ihrer Ephrin Liganden ist in einer Vielzahl zellularer
Prozessen von funktioneller Bedeutung. Neben der Formierung des vaskularen
Netzwerks sind diese z.B. auch von Bedeutung fur die synaptische Plastizitat,
die Proliferation von Stammzellen und Zell-Migration (Bruhl et al., 2004; Palmer
and Klein, 2003; Zimmer et al., 2003). Durch gezielte HoxA9 ,Rescue“-
Experimente konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Suppression von
MLL unter anderem in einer Inhibition der HoxA9/EphB4-Achse resultiert und
so funktionell in die Migration von Endothelzellen eingreift. Als besonders
beeindruckend konnte Uber dies gezeigt werden, dass die MLL-vermittelte
Inhibition der Migration nicht exklusiv iber HoxA9 vermittelt zu werden scheint,
sondern auch uber HoxD3 durch Regulation der Integrin-Untereinheiten o5 und
B3. Dieser Befund steht im Einklang mit der funktionellen Rolle von HoxD3, wie
sie fur die Endothelzell-Migration und die Angiogenese beschrieben ist
(Boudreau and Varner, 2004; Chen et al.,, 2004). Mit HoxA9 und HoxD3
konnten somit 2 Hox-Transkriptionsfaktoren mit funktioneller Bedeutung flr den
pro-angiogenen Aspekt der Migration, als spezifische MLL-Zielgene in
Endothelzellen aufgezeigt werden.

Erstaunlicherweise scheint der Einfluss von MLL auf das Sprouting von
Endothelzellen Uber zusatzliche Mechanismen vermittelt zu werden, die Uber
die Regulation des EphB4-Rezeptors bzw. der Integrine oVB3 und ab5p1
hinausgehen. Wahrend sowohl HoxA9, als auch HoxD3 zu einer partiellen
Kompensation der MLL-vermittelten Migrations-Hemmung in der Lage waren,
konnte der Verlust der Sprouting-Kapazitat nicht kompensiert werden. Auch die
Beobachtung, dass die Suppression von HoxA9 zu einer nur etwa 50-
prozentigen Hemmung des Sprouting fuhrt, wahrend die Suppression von MLL
dieses nahezu vollstandig unterbindet, legt Mechanismen nahe, die Uber
HoxA9 und HoxD3 hinausgehen. Die besondere Rolle von HoxA9 und HoxD3
als Mediatoren pro-angiogener Funktionen durch MLL, wird jedoch durch die
Beobachtung gestarkt, dass die Hox-Transkriptionsfaktoren HoxB4 und B5
sowie das HoxA9-Paralog HoxB9 bzw. das HoxD3-Paralog HoxB3 keiner

Regulation durch MLL unterlagen. Ein interessanter Aspekt zukunftiger Studien
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kann in diesem Zusammenhang auch die funktionelle Rolle von HoxC8 sein.
HoxC8 wurde als ein direktes Zielgen von MLL beschrieben (Milne et al., 2002)
und ist zudem in embryonalen Fibroblasten an der Regulation von Proteinen
beteiligt, die in eine Vielzahl zellularer Prozesse, wie z.B. Adhasion, Migration
und Apoptose eingreifen (Lei et al., 2005).

Madgliche zusatzliche Faktoren von Relevanz fir das Sprouting neben EphB4
und den durch HoxD3 regulierten Integrinen, finden sich in der Kinase ERK
sowie der p38 MAP-Kinase. Wie bereits erwahnt, ist das 3-dimensionale
Sprouting von Endothelzellen ein wesentlich komplexerer Vorgang, als die 2-
dimensional ausgerichtete Migration in vitro, bei der primar das Spreading und
die Proliferation im Vordergrund stehen (Dimmeler et al., 2000; Tamura et al.,
1998). Fur das 3-dimensionale Sprouting von Endothelzellen in vitro konnte
gezeigt werden, das dieser Prozess mit einer Transition von Proliferation zu
Differenzierung einhergeht. Dieser Ubergang ist mit einer funktionellen
Veranderung des ERK-Signaltransduktionsweges verbunden, welcher die

Viabilitat der differenzierenden Endothelzellen aufrechterhalt. Zudem kommt
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Abb. 4.3. Rolle von MLL fur pro-angiogene Endothelzell-Funktionen
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es zu einer Modulation der p38 MAP-Kinase, die mutmalilich fir eine
Reduktion der Proliferation verantwortlich ist (Yang et al., 2004). Die siRNA-
vermittelte Suppression von HoxB4 resultierte in einer ahnlich stark
ausgepragten Inhibition des endothelialen Sprouting, wie es auch nach HoxA9-
Suppression der Fall ist. HoxB4 wurde jedoch nicht als von MLL reguliertes
Gen gefunden. Dies ist ein zusatzlicher Hinweis auf die notwendige Integritat
des komplexen Zusammenspiels verschiedener Signaltransduktionswege
wahrend des Sprouting. Ein schematischer Uberblick, Gber die gefundene Rolle

von MLL fUr pro-angiogene Funktionen ist in Abb. 4.3 dargestellt.
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5. Zusammenfassung

Die funktionelle Integritat des Endothels ist von essentieller Bedeutung fur den
Organismus. Die Entstehung und Progression vaskularer Erkrankungen, wie
z.B. der Atherosklerose, ist daher oftmals ursachlich mit einer Dysfunktion des
Endothels verbunden. Vor diesem Hintergrund ist insbesondere die Aufklarung
der molekularen Grundlagen der Regulation von Endothelzellfunktionen, ein
zentraler Aspekt heutiger Forschung. Homeobox- (Hox) Transkriptionsfaktoren
nehmen eine Schlisselposition bei der Regulation einer Vielzahl zellularer
Prozesse, wie Proliferation, Migration und Gewebe-spezifischer Differenzierung
ein. Die Identifikation sowie die Analyse der Funktion und Regulation von Hox-
Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen, leistet deshalb einen wichtigen
Beitrag zum Verstandnis der Endothelzellbiologie. Als ein zentraler Befund
dieser Arbeit, konnte mit der Histon-Methyltransferase MLL erstmals die
funktionelle Rolle eines epigenetischen Hox-Regulators auch in differenzierten
Endothelzellen nachgewiesen werden. MLL erwies sich hierbei von essentieller
Bedeutung fur pro-angiogene Endothelzell-Funktionen. Die bedeutende Rolle
von MLL bei der Migration von Endothelzellen konnte mit der transkriptionellen
Regulation der beiden Hox-Transkriptionsfaktoren HoxA9 und HoxD3 in
Verbindung gebracht werden, die hier erstmals als direkte Zielgene von MLL in
Endothelzellen beschrieben wurden. Als funktionelle Mediatoren der MLL-
abhangigen Migration konnten zudem der EphB4-Rezeptor sowie die Integrine
oVB3 und abp1, als Zielgene von HoxA9 bzw. HoxD3 nachgewiesen werden.
Neben der Migration konnte fir MLL auch eine essentielle Rolle fir das
Sprouting von Endothelzellen nachgewiesen werden, die sich im Gegensatz
zur Migration, nicht auf die Regulation von HoxA9 oder HoxD3 zurlckfuhren
lieR. Diese Beobachtung lasst auf die Involvierung zusatzlicher MLL-
abhangiger Faktoren schliel3en, und verdeutlicht damit die zentrale Rolle von
MLL bei der Regulation komplexer, pro-angiogener Prozesse in Endothelzellen.
Uber die genannte Rolle von MLL hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit das
Wissen um Hox-Transkriptionsfaktoren mit funktioneller Relevanz flr

Endothelzellen, um die beiden Hox-Transkriptionsfaktoren HoxB4 und HoxB5
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erweitert werden. Hier konnte flir HoxB4 eine Rolle flr die Fahigkeit von
Endothelzellen zur Ausbildung zwei- und 3-dimensionaler Gefal3strukturen
nachgewiesen werden, wahrend HoxB5 in die Proliferation, die Expression des
endothelialen Markergens eNOS sowie die morphologische Beschaffenheit von
Endothelzellen eingreift. Zusatzlich konnte die Rolle von transkriptionellen Hox
Co-Faktoren, als Modulatoren von Hox-Funktionen, am Beispiel der Interaktion
von Meis1 und HoxA9 bei der Transaktivierung des eNOS-Promoters

aufgezeigt werden.
Zusammenfassend leisten die hier gezeigten Daten einen Beitrag zum

Verstandnis der Rolle von Hox-Transkriptionsfaktoren als molekulare

Regulatoren endothelialer Zellfunktionen.
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6. Abkirzungsverzeichnis

AA
Abb.
ad
Abd-B
Antp
APS
7-AAD
bFGF
bp
BrdU
BSA
bzw
CD
cDNA
DAPI
dest.
DTT
DNA
EDTA
eNOS
et al.
EZ

Fa
FACS
FCS

GAPDH
Hox
HUVEC
kb

Aminosaure

Abbildung

auf

Abdominal-B

Antennapedia

Ammoniumpersulfat
7-Amino-Actinomycin

engl.: basic fibroblast growth factor
Basenpaare

Bromdeoxyuridin

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

engl.: cluster of differentiation

engl.: complementary DNA

4,6 Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid
destilliert

Dithiothreitol

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
endotheliale NO-Synthase

und andere

Endothelzellen

Firma

engl.: Fluorescence-Activated Cell Sorting
Fotales Kalberserum

Gramm oder Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Homeobox

engl.: Human Umbilical Venous Endothelial Cell

Kilobasen
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kDa
MAPK
MP

n.s.
NF«xB
NO

oD
PBS
RNA
RT
SEM
TNFa
VE-Cad
VEGF

wit

Kilodalton

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
Milchpulver

Anzahl der Versuche

nicht signifikant

engl.: Nuclear factor kappa B
Stickstoffmonoxid

optische Dichte
Phosphat-gepufferte Saline
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Standardfehler des Mittelwertes
Tumor Nekrose Faktor alpha

eng.: vascular endothelial cadherin
engl.: vascular endothelial growth factor
Wildtyp
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