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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Hodenfunktion unterliegt einer vielschichtigen und komplexen Kontrolle durch
endo-, auto- und parakrine Faktoren. Einer dieser Faktoren kénnte VEGF (vascular
endothelial growth factor) sein. Da VEGF sehr potente Eigenschaften als Stimulator
der vaskularen Permeabilitat im Hoden aufweist, kdnnte er eine Schllsselfunktion bei

der Aufrechterhaltung der Hodenfunktion innehaben.

Die geplante Forschungsarbeit hat das Ziel, VEGF und seine hormonelle Regulation
im Hoden, speziell in Leydig-Zellen, zu charakterisieren. Dafir wurde als

Modellsystem die Tumor-Leydig-Zelllinie MA-10 verwendet.

Im ersten Teil der Arbeit wurde mit Hilfe von RT-PCR und Northern-Hybridisierung
bestimmt, welche VEGF-Isoformen in Leydig-Zellen vorkommen. Weiter wurde
untersucht, durch welche Signalkaskade die Expression von VEGF in Leydig-Zellen
reguliert wird. Durch Stimulation der Leydig-Zellen mit einem Gonadotropinhormon,
Steroiden und Inhibitoren der Steroidbiosynthese konnte gezeigt werden, dass die
Expression von VEGF durch das Gonadotropinhormon hCG Uber eine cAMP-
abhangige Proteinkinase A-Signalkaskade und durch das Steroidhormon
Progesteron reguliert wird. Ausserdem wurden vergleichende Untersuchungen Uber
die Expression der Gene von StAR (steroidogenic acute regulatory protein) und 303-
HSD (3 Beta-Hydroxydehydrogenase), die einer LH/hCG-vermittelten Regulation
unterliegen, durchgefihrt. StAR ist fur den Transport des Cholesterins von der
aulderen zur inneren Mitochondrienmembran (der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Steroidbiosynthese) verantwortlich und 3R3-HSD ist ein Enzym, das an
der Umwandlung von Pregnenolon in Progesteron beteiligt ist. Die Expression von
StAR und 3R-HSD wurden durch Northern-Blot-Analysen untersucht.

Band-Shift-Analysen und Transfektionsstudien zeigten, dass die Transkriptions-
faktoren Sp1 und Sp3 konstitutiv an die proximale Region des Maus-VEGF-
Promotors binden und durch cAMP, nicht aber durch Progesteron, innerhalb von 6
Stunden stimuliert werden konnten. Die cytosinreiche Sequenz -723/-693 in der
distalen Promotorregion, die im humanen VEGF-Promotor nicht vorhanden ist, wurde

auch durch cAMP reguliert. Funktionelle Analysen zeigten eine basale Repression
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der distalen Region, die durch den stimulatorischen Effekt von cAMP wieder
aufgehoben wurde. An der basalen Repression kdnnte die cytosinreiche Sequenz -

723/-693 beteiligt sein. Jedoch muss diese Annahme weiter untersucht werden.

Zusammenfassend zeigen meine Daten, dass die VEGF-Expression sowohl durch
Gonadotropin als auch durch das Steroidhormon Progesteron reguliert wird. Die
Gonadotropin-vermittelte VEGF-Expression wurde durch die cAMP-abhangige
Proteinkinase A-Signalkaskade und zusatzlich durch Progesteron Uber einen
unbekannten Signalweg stimuliert. Die VEGF-Expression wurde durch cAMP
induziert, indem es die Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an den
Promotor aufregulierte. Zusatzlich konnte ein 50 kDa grofes, noch nicht
identifiziertes Protein an die distale cytosinreiche Sequenz binden. Auch diese
konstitutive, basale Bindung konnte durch cAMP weiter stimuliert werden. Welche
Rolle die cytosinreiche Sequenz sowie die Repression des distalen Promotorbereichs

in der VEGF-Expression spielt, bedarf weiterer Untersuchungen.
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2. Einleitung

21 Aufbau des Hodens

Der Hoden ist eine endokrine Druse. Er ist von einer Bindegewebshille umgeben,
von welcher zarte Scheidewande in die Tiefe ziehen und mehr als 200 Lappchen
abgrenzen. In jedem Lappchen findet man 2-3 gewundene Tubuli seminiferi
(Hodenkanalchen), in deren Epithel wahrend des Reifevorgangs aus Ursamenzellen
Spermien entstehen (Spermatogenese). Zwischen den Tubuli seminiferi, im
Interstitium, liegen die Leydig-Zellen, die das mannliche Steroidhormon Testosteron

produzieren.

Der Hoden wird wegen seiner unterschiedlichen Aufgaben in zwei Kompartimente,
die Tubuli seminiferi und das Interstitium, unterteilt (Abb.1). In den Tubuli seminiferi
befinden sich sowohl Keimzellen als auch Sertolizellen, die miteinander in Kontakt
stehen. Das Interstitium besteht neben den Leydig-Zellen noch aus Blut- und
Lymphkapillaren, Nerven, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und

Mesenchymzellen.
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Abb. 1 Querschnitt durch den Hoden (nach Payne et al., 1996):
1. BlutgefalRe im Interstitium, 2. Leydig-Zellen, 3. Spermatogonien,

4. Spermatozyten, 5. Spermien, 6. Sertoli-Zellen
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2.2 Regulation der testikuldaren Funktion

Kontrolle und Regulierung der testikularen Funktion erfolgen Uberwiegend durch die
Hormone des Hypophysenvorderlappens LH (luteinisierendes Hormon) und FSH
(Follikel-stimulierendes Hormon). FSH reguliert die Spermatogenese und die Sertoli-
Zellfunktion. LH ist fur die Regulation der Testosteronsynthese in Leydig-Zellen
verantwortlich. Ferner gibt es eine Vielzahl autokrin und parakrin wirkender
Substanzen, die an der Regulation der Hodenfunktion beteiligt sind (Ergun et al.,
1994, 1996). Die beiden Gewebskompartimente, die Tubuli seminiferi und das
Interstitium, sind beim Menschen hauptsachlich durch die Mikrovaskulatur und bei
anderen Spezies, wie der Ratte oder der Maus, zusatzlich durch Lymphgefalie
miteinander verbunden. Um eine optimale Produktion des Steroidhormons
Testosteron zu gewahrleisten, sind die Leydig-Zellen auf eine ausreichende
Blutversorgung zur Nahrstoff- und Sauerstoffaufnahme angewiesen (Ergln et al.,
1995). Daher ist anzunehmen, dass die Permeabilitat der Mikrovaskulatur im Hoden

eine wichtige Rolle fur die Funktion der Leydig-Zellen spielt (Ergun et al., 1994).

Die Mikrovaskulatur des Hodens ist dadurch gekennzeichnet, dass sie eine enge
Beziehung zu den Leydig-Zellen und zu den Tubuli seminiferi aufweist (Ergun et al.,
1996). Die Leydig-Zellen im Interstitium bilden dichte, von Fibrozyten gesdumte
Zellverbande, die die Blutkapillaren umschlieRen. AuRerdem wird vermutet, dass die
Mikrovaskulatur Mechanismen enthalt, die wichtig fir endo- und parakrine
Regulationen sind. Es gibt Hinweise, dass die Mikrovaskulatur mit Rezeptoren fur
Androgene und Ostrogene ausgestattet ist (Ergiin et al., 1994; Bergh et al., 1992).
Die Mikrovaskulatur wird nicht nur von Steroidhormonen, die von Leydig-Zellen
sezerniert werden, sondern auch von vasoaktiven Substanzen (Mukhopadhyay et al.
1995; Saez et al., 1994) beeinflusst. Die enge Assoziation zwischen Kapillaren und
Leydig-Zellen ist auch aus Untersuchungen des Hodens einiger Tiere mit saisonal
bedingten reversiblen Regressionen ersichtlich. Ebenso sind auch proliferierende
Tumore des Hodens auf eine ausreichende Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr
angewiesen, die nur durch eine dichte Kapillarisierung (Tumor-Angiogenese)
gewabhrleistet werden kann. Diese Daten deuten auf eine zentrale Rolle der Leydig-

Zellen in der Gefalbiologie und in der Angiogenese von Tumoren im Testes hin.
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Vermutlich wirken Wachstumsfaktoren und die gefalaktiven Substanzen hierbei

Zusammen.

2.3 Signaltransduktion

Die Signale des LH-Rezeptors werden durch G-Proteine vermittelt (Dixon et al.,
1986). Charakteristisch  fur einen Rezeptor mit G-Protein-gekoppelter
Signaltransduktion, wie den LH-Rezeptor, ist seine Struktur mit sieben putativen
Transmembrandomanen (Dixon et al., 1986). Das aminoterminale Ende des Peptids
ist extrazellular und das carboxyterminale Ende intrazellular. Es wurde
nachgewiesen, dass nicht nur Leydig-Zellen, sondern auch Endothelzellen der
Kapillaren im Hoden mit LH-Rezeptoren ausgestattet sind (Ghinea et al., 1995;
Breucker, 1982).

Wie Abb. 2 zeigt, fihrt die Bindung von LH an seinen Rezeptor, der in der
Zellmembran der Leydig-Zellen integriert ist, zur Aktivierung des stimulierenden G-
Proteins (Gs). G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten (o, 3 und y). Die durch
LH verursachte Konformationsanderung des Rezeptors bewirkt, dass ein
gebundenes GDP der a-Untereinheit durch GTP ersetzt wird, was zur Abdissoziation
der a-Untereinheit von dem Gs-Komplex fuhrt (Strosberg, 1996). Die stimulierte o-
Untereinheit lagert sich an die Adenylatzyklase an. Das durch die Ga-Untereinheit
aktivierte Enzym katalysiert die Bildung von cAMP aus ATP, so dass der Anstieg des
intrazellularen cAMPs ein frihes, messbares Ereignis darstellt (Milligan et al., 1989).
Der intrazellulare "second messenger" cAMP leitet das Signal in der Zelle weiter,
indem er die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Diese Proteinkinase besteht aus zwei
regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten. Wenn jeweils zwei cAMP-
Molekule an die regulatorischen Untereinheiten binden, dissoziieren die katalytischen
Einheiten ab und phosphorylieren Proteine, die unter anderem auch die
Steroidbiosynthese erhéhen (Swillens et al., 1990). Die Zeit von der Aktivierung des
Rezeptors durch LH bis zur Steroidproduktion dauert nur wenige Minuten
(Watermann, 1995; Austin et al., 1979).
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- extrazellular
M| | LH Rezeptor
Plasmamembran
U :
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Plasmamembran

extrazellular

Abb. 2 Regulation der Steroidbiosynthese in Leydig-Zellen
Die nahere Beschreibung der schematischen Darstellung siehe obigen Text
PKA: Proteinkinase A besteht aus zwei regulatorischen (R) und zwei katalytischen

(C) Untereinheiten
24 Biosynthese der Steroidhormone in Leydig-Zellen

Hormone sind chemisch sehr unterschiedlich und werden in drei Gruppen eingeteilt.
Einige sind niedermolekulare Aminosaureabkommlinge, wie z.B. Adrenalin und
Thyroxin. Andere sind Polypeptide oder Proteine, z.B. Oxytocin, Insulin und das
thyroidstimulierende Hormon (TSH). Die dritte Gruppe der Hormone, die Steroide,
besteht aus Cholesterinderivaten. Zur Gruppe der Steroidhormone gehdren die
Glucocorticoide, Mineralocorticoide und alle Sexualsteroidhormone, wie z.B.
Ostrogen, Testosteron und Progesteron. Sie werden in der Nebennierenrinde, in den
mannlichen und weiblichen Keimdrusen und wahrend der Schwangerschaft auch in

der Plazenta gebildet.
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Cholesterin, die Ausgangssubstanz fur die Steroidbiosynthese, wird den
verschiedenen Organen und Geweben Uber zwei Wege zur Verfligung gestellt: Gber
die de novo Synthese aus Acetyl-CoA oder uber die Mobilisierung des “Low Density
Lipoproteins” (LDL), bei Nagetieren durch das “High Density Lipoprotein” (HDL)
(Gwynne und Mahaffe, 1989). Cholesterin wird durch LDL bzw. HDL als
Cholesterinester transportiert, in die Zellen durch rezeptorvermittelte Endozytose
aufgenommen und anschlieBend als vesikularer Lipidtropfen im Zytoplasma
gespeichert. Die Synthese der Steroidhormone in den Zellen findet hauptsachlich in
den Mitochondrien statt (Simpson und Boyd, 1966,1967; Yago und Ichii, 1969;
Churchill und Kimura, 1979). Wahrend der Steroidproduktion wird der
Cholesterinester durch das Enzym Cholesterinesterhydrolase im Zytosol in
Cholesterin umgewandelt (Stone und Hechter, 1954) und gelangt in I6slicher Form
zur ausseren Mitochondrienmembran (van Meer, 1989; Schroeder et al., 1991;
Jefcoate et al., 1992). StAR (steroidogenic acute regulatory protein) vermittelt dann
den Transport von Cholesterin von der duReren zur inneren Mitochondrienmembran
(Liscum und Dahl, 1992; Jefcoate et al., 1992; Stocco und Clark, 1996), wo es an der
Matrix auf das Enzym P450scc trifft (side chain cleavage enzym) (Ferguson 1962,
1963; Garren et al., 1965, 1966). Der erste Schritt der Biosynthese ist die
Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon (Stone und Hetcher, 1954), die durch
dieses Enzym katalysiert wird. Anschliefiend wird Pregnenolon durch das Enzym 303-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3R3-HSD) in Progesteron umgewandelt (Sulimovici
et al.,, 1973; Chapman et al., 1992; Cherradi et al., 1994, 1995, 1997; Sauer et al.,
1994). Spatestens nach der Pregnenolon-Umwandlung erfolgt der Transfer des
gebildeten Progesterons aus den Mitochondrien in das endoplasmatische Retikulum
zur Synthese von Testosteron (Abb. 3). Progesteron, das weibliche Sexualhormon,
wird in Mineral- sowie Glucocorticoide umgewandelt. In den Leydig-Zellen dient
Progesteron hauptsachlich als Ausgangssubstanz flir Testosteron. Zielzellen kénnen
Testosteron  Uber  zytoplasmatische  Rezeptoren  aufnehmen und in
Dihydroxytestosteron (DHT) umwandeln. Zusatzlich findet in den Leydig-Zellen eine

geringe Produktion von Gestagenen und Ostrogenen statt.
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DE NOVO SYNTHESE LIPOPROTEINE

N

CHOLESTERIN
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] l
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(DHEA ]

ANDROSTENDION
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Abb. 3 Testosteronsynthese in Leydig-Zellen
Aminoglutethemid (AGT) inhibiert das P450 scc-Enzym und damit die Umwandlung von

Cholesterin in Pregnenolon

Die in Abb. 3 gezeigte Biosynthese wird hauptsachlich durch gonadotrope Hormone
reguliert. Die Androgensynthese, durch die das Endprodukt Testosteron gebildet
wird, wird durch einen Ruckkopplungsmechanismus der Hypothalamus-Adeno-
hypophysen-Achse kontrolliert. Im Hypothalamus wird das ,Gonadotropin Releasing
Hormon“ (GnRH) gebildet und ausgeschuttet. Es gelangt in die Hypophyse und
bewirkt dort die Freisetzung von LH und FSH, die auf dem Blutweg zu den Leydig-
Zellen gelangen und dort an ihre spezifischen Rezeptoren in der Plasmamembran
binden (Abb. 4). Bereits eine 1%ige Besetzung der Rezeptoren reicht aus, um eine
maximale Stimulation der Steroidbiosynthese zu erzielen (Mendelson et al.,1975). In
vitro kann die Testosteronsynthese in Leydig-Zellen neben LH auch durch das
humane Choriongonadotropin (hCG) stimuliert werden (Sharpe et al., 1976, Purvis et
al., 1977; Haour et al., 1977). Das hCG ist ein Proteinhormon, das von der Plazenta

gebildet wird. Da reines LH aus der Hypophyse nur schwer erhaltlich ist, wird hCG in
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der Forschung haufig verwendet, weil es die gleiche Wirkung wie LH hat und sich
leicht aus dem Harn schwangerer Frauen gewinnen lasst. LH und hCG binden und

stimulieren denselben Rezeptor.

Hypophysenvorderlappen -
.

.ACTH

Neben-

‘.
rmz@emese
. = -
- -
o -
- -
o -

nieren
rinde

\ e BP) *#
rtohzellen

Androgen Kortisol Leydigzellen - I.

Abb. 4 Schematische Darstellung der hormonellen Regulation der Hoden-Funktion
(modifiziert nach Matsumoto et al., 1992)

wie im obigen Text naher beschrieben

25 Charakterisierung des StAR (steroidogenic acute regulatory protein)

-Gens und -Proteins

StAR ist ein 30 kDa grofes Protein, welches aus den Mitochondrien einer Maus-
Tumor-Leydig-Zelllinie (MA-10-Zellen) gereinigt wurde (Clark et al., 1994). Die das
StAR-Protein kodierende DNA wurde aus Maus (Clark et al., 1994), Mensch
(Sugawara et al., 1995) und Rind (Hartung et al., 1995) isoliert. Die aus den
Nukleotidsequenzen abgeleiteten Aminosauresequenzen zeigen im Vergleich dieser
Spezies eine fast 84 %ige Homologie untereinander. Die Genstruktur von StAR

wurde bei Maus und Mensch charakterisiert (Sugawara et al., 1995a, b; Caron et al.,
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1997). Das gesamte Gen besteht aus 7 Exons und 6 Introns, wobei die Exons 3-6 bei
Maus und Mensch in der GréRRe identisch sind. Das StAR-Gen befindet sich auf dem
humanen Chromosom an Position 8p 11.2. Ein StAR-Pseudogen wurde auf
Chromosom 13 entdeckt. Die cDNA ist 1456 bp lang. Das offene Leseraster (ORF)

von 852 Nukleotiden kodiert fir 284 Aminosauren.

Die Expression von StAR wird hauptsachlich durch die Proteinkinase A (PKA)-
abhangige Signaltransduktion reguliert. Daneben spielt auch die Proteinkinase C
(PKC) eine Rolle fir die Regulation der StAR-Expression (Kiriakidou et al., 1996).

2.6 Aktivierung der Steroidhormonrezeptoren

Im Gegensatz zu den Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen befinden sich
die Steroidhormonrezeptoren im Zytosol oder im Zellkern. Die Rezeptoren, die kein
Hormon gebunden haben, sind Teil eines Multiproteinkomplexes, der aus dem
Rezeptor, zwei Molekulen Hsp90 (heat shock protein, Molekulargewicht von 90 kDa)
und mehreren anderen Hsp-Proteinen (Hsp 70, Hsp 56) besteht. Nach Bindung des
Liganden dissoziieren die Hsp-Proteine vom aktivierten Rezeptor. Der Rezeptor
bindet dann als Dimer an sein Response-Element im Promotor und aktiviert die

Transkription des Zielgens.

2.7 Charakterisierung des Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular
Permeability Factor (VEGF/VPF)

2.71 Struktur, Funktion und Expression der VEGF-Isoformen

Fur den physiologischen Ablauf der Angiogenese (der Bildung neuer Blutgefale) und
fur das Wachstum von Tumoren spielen angiogenetische Faktoren wie VEGF, ECGF
(Endothelial Cell Growth Factor) und PDGF (Platelet Derived Growth Factor) eine
wichtige Rolle. VEGF weist sehr potente Eigenschaften als Stimulator der vaskularen
Permeabilitat auf (Ergiin, 1994). Als ein Permeabilitatsfaktor ist VEGF 50.000-fach
potenter als Histamin. Daher wird VEGF auch VPF (Vascular Permeability Factor)
genannt (Connoly et al., 1989; Senger et al., 1983). VEGF ist ein Homodimer und

besteht aus zwei identischen Untereinheiten, die durch Disulfidbricken miteinander
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verbunden sind. Es ist ein Heparin bindendes Glykoprotein und ist stabil gegen Hitze
und Sauren. Durch SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese) wurde festgestellt, dass sein Molekulargewicht 46
kDa betragt (Ferrara et al., 1992; Shifern et al., 1994).

Das VEGF-Gen befindet sich auf dem humanen Chromosom an Position 6p 12 (Wei
et al., 1996). Das VEGF-Gen besteht aus acht Exons, die durch sieben Introns
voneinander getrennt sind (Abb. 5). Durch alternatives Spleilen der mRNA
entstehen verschiedene Isoformen des VEGF-Polypeptids mit jeweils
unterschiedlicher Lange (Tisher et al., 1991; Houck et al., 1992). Aufgrund der Lange
der abgeleiteten Aminosauresequenzen wurden die Namen der VEGF-Isoformen
vergeben (Keith et al., 1991). VEGFp wird durch alle acht Exons und ein
zusatzliches Exon 6A kodiert. Dem VEGFgo-Transkript fehlt Exon 6A. Dem
Transkript, das fur VEGF 5 kodiert, fehlen die Exons 6 und 6A. Der vierten VEGF-
Isoform VEGF45 fehlt Exon 7. Einer anderen VEGF-Isoform, VEGF4»24, fehlen die
Exons 6, 6A und 7. Die Isoformen VEGF 21 und VEGF65 kommen am haufigsten vor,
VEGFg9 in geringerem Male. Eine sehr selten vorkommende Isoform ist VEGF 0.
Die SpleiBvarianten wurden nach ihrer Bindungsaffinitat zu Heparin charakterisiert
(Poltorak et al., 1997). Die groferen Isoformen (VEGF20s und VEGF1g9) sind stark
basisch und als zellulare oder perizellulare Heparinsulfat-Proteoglykane in der
extrazellularen Matrix gebunden. Die kleineren Isoformen (VEGF21 und VEGF145)
haben dagegen eine geringere Affinitat zu Heparinsulfat, weswegen sie in der
extrazellularen Flissigkeit 16slich sind und frei diffundieren kénnen (Houck et al.,
1992; Klagsbrun et al.,, 1993; Park et al, 1993). VEGFs nimmt eine
Zwischenstellung ein, wobei einige der Molekule frei diffundieren und andere an der

extrazellularen Matrix gebunden werden (Park et al., 1993).

Alle Isoformen von VEGF wirken mitogen auf Endothelzellen und erhohen die
Permeabilitat der BlutgefaRe (Houck et al., 1992). VEGF spielt bei der Regulation der
Proliferation von Endothelzellen, sowohl in differenzierten als auch in entarteten
Geweben, eine wichtige Rolle (Bacic et al., 1995; Keyt et al.,, 1996). Sowohl die
matrixgebundenen Isoformen, die durch proteolytische Prozesse freigesetzt werden,
als auch die kleineren frei diffundierenden wirken an ihren Zielzellen Uber ihre

Rezeptoren.
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Abb. 5 Genstruktur der verschiedenen Isoformen von humanem VEGF
(nach Whittle et al, 1999)

Alle Varianten stammen von dem gleichen Gen ab und entstehen durch alternatives

Spleilien.

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen der VEGF-Isoformen der Nagetiere sind
gegenuber den humanen jeweils um eine Aminosaure verkurzt, wie z.B. VEGFgs,
VEGF1s und VEGF. Fast alle Gewebe der Nagetiere exprimieren die
verschiedenen Splei-Varianten (Bacic et al., 1995). Die VEGF-Isoform, die
hauptsachlich im Herz und in der Lunge der Ratte vorkommt, kodiert fur VEGF g5 (ca.
50% der gesamten VEGF-mRNA). Im Gehirn und in der Niere kommt VEGF 44 zu ca.
25% vor. In der Milz sind VEGF 164 und VEGF 1y in vergleichbarer Menge vertreten.
VEGF20 kommt auRerdem in der Niere, Lunge, im Herz und im Gehirn vor. Im
Pankreas werden die kleineren Isoformen von VEGF (VEGF2 und VEGF464) sehr
stark exprimiert (Bacic et al., 1995; Keyt et al., 1996). Bis jetzt wurde die Expression
der Isoform VEGF 45 im humanen Uterus (Charnock-Jones et al., 1993), der Plazenta
und in mehreren Tumorzelllinien aus den weiblichen Reproduktionsorganen
beobachtet. Vor kurzer Zeit wurde die Expression von VEGF 45 in Lunge und Penis
der Ratte beschrieben. VEGF,ps wird wie VEGF145 in humaner fotaler Leber und
Plazenta sowie in der Lunge und dem Penis der Ratte exprimiert (Burchardt et al.,

1999).
12
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2.7.2 Die VEGF-Familie

Zur VEGF-Familie gehoren vier weitere Wachstumsfaktoren: PDGF (platelet derived
growth factor), PIGF (placenta growth factor), VEGF-B und VEGF-C (Abb.6). Sie

werden allgemein auch VRF (vascular related factor) genannt. Die

Aminosauresequenzen von VEGF und PIGF zeigen eine limitierte, aber deutliche

Homologie von 18% bzw. 53% zu den Sequenzen der A- bzw B-Kette von PDGF
(Maglione et al., 1991).

2 3 45 6 7 8
we 1 | mE BB
1 2 3 45 6 6A 7 8
veee 1 | -||\|Y/I|:1
1 2 3 45 6 7
L R mm—
12 3 4 5 6 7
ocFA A1 | MmN [
12 3 a 5 6 7
el 41 | WM E B C |

Genstruktur der Mitglieder der humanen VEGF-Familie (nach Townson et
al., 1996)

Alle Mitglieder werden von jeweils einem Gen kodiert und zeigen untereinander eine

deutliche Homologie in ihrer abgeleiteten Aminosaduresequenz. Die dargestellten

Transkripte kodieren fiir verschiedene Splei3-Varianten von vascular related factor
(VRF), vascular endothelial growth factor (VEGF), placenta growth factor (PIGF), platelet
derived growth factor (PDGF-A und PDGF-B).

2.7.3 Charakterisierung des VEGF-Promotors der Maus

Shima et al. isolierten 1996 das Gen fur VEGF aus der Maus. Sie zeigten, dass eine
1.2 kb lange 5’-flankierende Sequenz ausreichend fur die Promotoraktivitat war.
Ahnlich wie der humane VEGF-Promotor enthélt der murine Promotor weder eine
TATA-Box noch eine CCAAT-Konsensussequenz fur die RNA-Polymerase ll-initiierte

Transkription. Jedoch befinden sich GC-reiche Regionen, die
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Konsensusbindungsmotive flr den Transkriptionsfaktor Sp1 sein kénnten, 50-80 bp
stromaufwarts relativ zur Transkriptionsstartstelle. Sequenzanalysen der 1,2 kb
langen Region enthullten die Anwesenheit einer Anzahl potentieller cis-
regulatorischer Elemente. Konsensusbindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren
Sp1, Sp3, AP-2, AP-1, HIF-1, GCN-4, RAP-1, Egr und Gata-1 sind vorhanden. Im
Gegensatz zum humanen Promotor gibt es zusatzlich zwei
Konsensusbindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor NF-kxB an den Positionen -90

und -185 bp relativ zu der Startstelle im murinen Promotor.

Die ,Primer-Extensionsanalyse“ der Transkriptionsinitiationsstelle zeigt, dass die
MRNAs aus Mensch und Maus eine ungewohnlich lange untranslatierte 5’-Region
(5’-UTR) von ca. 1 kb besitzten (Tisher et al., 1991).

Die Transkriptionsinitiationsstelle und zahlreiche Regionen innerhalb des proximalen
murinen Promotors teilen signifikante Ahnlichkeiten in Sequenz und Organisation mit
dem humanen Homolog, wobei die Promotoren insgesamt eine Ahnlichkeit von

66.1% aufweisen.

2.7.3.1 Familie der Sp1-Transkriptionsfaktoren

Sp1 ist ein sequenz-spezifischer Transkriptionsfaktor, der an das Konsensus-Motiv
5-GGGGCGGGGC-3’ bindet. Die Sequenzspezifitat fur diese GC-Boxen ist durch
die Zinkfinger-DNA-Bindungsdomane gegeben. Sp1 gehdrt zu den Faktoren, die
durch Phosphorylierung an den Promotor gebunden werden (Kadonaga et al., 1987).
Weitere Mitglieder der Sp-Genfamilie sind Sp2, Sp3 und Sp4. Sp3 kann auch als

Repressor die Transkription negativ regulieren (Hagen et al., 1987).

2.7.3.2 Familie der Egr-Transkriptionsfaktoren

Die Mitglieder der Egr-Familie binden an die Konsensus-Sequenz 5'-
GCGGGGGCGAGCGGGGGCG-3". Auch diese Transkriptionsfaktoren haben als
DNA-Bindungsdomane eine Zinkfingerstruktur, die derjenigen des Sp1-Faktors sehr
ahnlich ist. Zu dieser Familie gehdren die Transkriptionsfaktoren Egr-1, Egr-2, Egr-3
und Egr-4 (Joseph et al., 1988; Patwardhan et al., 1991). Tourtellotte et al. (2000)
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beobachteten erniedrigte Konzentrationen von LH und Testosteron im Serum
mannlicher Egr-4/Egr-1-mutierter Mause. Diese Daten demonstrierten, dass die LH-
Hormon-Regulation und die Steroidbiosynthese in Leydig-Zellen auch von Egr-1 und
Egr-4 abhangig sind. Egr-1 kann auch als Repressor auf die Transkription gewisser
Gene wirken, indem er die Bindung von Sp1 an die mit dem Egr-1-Motiv
Uberlappende Sp1-Bindungsstelle verhindert und folglich die Stimulation durch Sp1
hemmt (Huang et al., 1997).

2.7.3.3 Familie der AP-2-Transkriptionsfaktoren

AP-2-Transkriptionsfaktoren binden spezifisch an die DNA-Konsensus-Sequenz 5°-
CCCCAGGC-3'. Zu den Mitgliedern der AP-2-Familie gehéren AP-2a, AP-23 und
AP-2y. AP-2 wird durch zwei verschiedene Signalkaskaden aktiviert: Die eine
involviert die durch Phorbolester und Diazylglyzerin aktivierte Proteinkinase C und

die andere die cAMP-abhangige Proteinkinase A (Christenson et al., 1997).

Faktoren Mw Faktoren Mw
Sp1 95/105* kDa Sp3 90 kDa
Egr-1 75-80 kDa AP-2a 50 kDa
Egr-2 56 kDa AP-23 50 kDa
Egr-3 46 kDa AP-2y 54 kDa
Tabelle | Molekulargewicht (MW) der verschiedenen Transkriptionsfaktoren,

die potentielle Bindungsaktivitat fir den murinen VEGF-Promotor be-

sitzen. *phoshoryliert.

274 Angiogenese und VEGF-Expression

Wahrend der embryonalen Entwicklung ist die Kapillarisierung oder die Bildung der
Blutgefalle (Angiogenese) sehr stark von verschiedenen Wachstumsfaktoren wie
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor) abhangig (Ferrara et al., 1989; Mayerhofer A. et al., 1990). In adulten
Organismen ist sie sehr selten. VEGF kommt in adulten Organismen in den meisten

Tumorzellen vor, wie z.B. in Lungen-, Blasen- und Fibrokarzinomen, Leukamien,
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Gliomen und Lymphomen. Ein weiteres Beispiel fur die Bildung neuer Gefalte im
adulten Organismus ist die Wundheilung von geschadigten Geweben (Shweiki et al.,
1992; Folkmann et al., 1992). In den weiblichen Reproduktionsgeweben werden z. B.
in verschiedenen Phasen des Menstruationszyklus Blutgefal3e gebildet. Im Ovar und
Uterus gibt es klare Beweise fur zyklusabhangiges Wachstum und Regression der
Blutgefal’e (Folkmann et al., 1992; Ferrara et al., 1997).

In differenzierten Zellen ist VEGF z.B. in Endothelzellen, aktivierten Makrophagen,
Keratinozyten, glatten Muskelzellen und Leydig-Zellen nachweisbar (Shweiki et al.,
1993). Bei Krankheiten wie z.B. Krebs, Retinopathia Diabetis und rheumatoider
Arthritis kann Angiogenese vorkommen, die durch eine verringerte Sauerstoff-
Konzentration im Gewebe (Hypoxie) induziert wird (Dvorak et al.,1991; Shweiki et al.,

1992) und so die notwendige Versorgung der entarteten Zellen gewahrleistet.

2.7.5 Physiologische Bedeutung von VEGF

Durch Stimuli wie Hypoxie, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone werden
Expression und Sekretion von VEGF induziert. Dabei werden die Isoformen VEGF 1
und VEGF g5 16slich und diffundieren. Diese Proteine aktivieren sowohl interstitielle
Kollagenasen, Plasminogenaktivatoren (PA) und Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
(PAI-1) als auch Plasmaproteine. Aus aktiviertem Plasminogen entsteht Plasmin, das
die an der extrazellularen Matrix gebundenen VEGF-Isoformen, VEGFg9 und
VEGF,06, abspaltet. Bei diesem Prozess wird das proteolytische Spaltprodukt
VEGF41o frei, das diffundieren kann. Dieses Spaltprodukt wurde zuerst in vivo
beobachtet (Keyt et al., 1996). Bei endothelialen Zellen werden daher zwei
verschiedene Mechanismen fur die VEGF-Expression postuliert: 1. Expression der
durch alternatives Spleilien entstehenden, frei diffundierenden Isoformen VEGF 21
und VEGF+es5; und 2. Expression der matrixgebundenen Spleil3varianten, VEGF g
und VEGFy06, aus denen nach Aktivierung der Protease die kurzere, I6sliche Isoform
VEGF+10 abgespalten wird. Die Proteolyse wird beendet, wenn PAI aktiviert wird und
die Funktion von PA inhibiert (Abb. 7).

VEGF1o bindet an VEGF-Rezeptoren in der Zellmembran und stimuliert die

endotheliale Zellproliferation (Ferrara et al., 1997). Da die kleineren Ioslichen
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Isoformen von VEGF sehr leicht durch die Membran diffundieren kdbnnen, sind sie

moglicherweise fur die Permeabilitat der Blutgefalle bedeutsam.

Hypoxia
Transforming Events
Cytokines
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Abb. 7 Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von VEGF auf das

vaskuldare Endothelium des Menschen (nach Ferrara et al., 1997)

2.8 VEGF-Rezeptoren und Signaltransduktion

VEGF bindet mit hoher Affinitat an zwei verschiedene Rezeptoren, die zur Familie der
Proteintyrosinkinasen (PTK) gehdren. Alle PTK-Rezeptoren haben eine
Transmembrandomane, die die Moleklle in einen intrazelluldren und einen
extrazellularen Bereich teilt. Der extrazellulare Bereich ist die ligandbindende
Domane und der intrazytoplasmatische Bereich ist zustandig fur die Tyrosinkinase-
Enzymaktivitat. PTK-Rezeptoren werden nach der Struktur ihrer extrazellularen
Domane in verschiedene Familien eingeteilt (Heldin, 1996). Die wichtigsten davon
sind EGFR (epidermal growth factor receptor), IRF (insulin receptor), PDGFR
(platelet derived growth factor receptor), FGFR (fibroblast growth factor receptor),
NRF (neurotrophin receptor), HGFRF (hepatocyte growth factor receptor) und
VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor). Mehr als 50 verschiedene PTK-

Rezeptoren sind bis jetzt bekannt (Abb. 8).
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Die Liganden fur diese Rezeptoren sind l|6sliche Proteine und wirken meistens
innerhalb des Gewebes, in dem sie synthetisiert werden. Einige andere Liganden, die
membrangebunden sind, stimulieren die Rezeptoren der unmittelbar benachbarten
Zellen durch Zell-Zellkontakte.

VEGFR1  VEGFR2 VEGFR 3
(Flt-1) (Flk-1/KDR) (Flt-4)

S SIVED IR e
()= vrr =EhmViGFCI =Gy, viGrs:

Endothelzelle

Abb. 8 Die Rezeptoren von VEGF und VRF (modifiziert nach Ferrara et al., 1997)

Es gibt drei verschiedene VEGF-Rezeptoren: VEGFR 1 (Flt-1, fms-like Tyrosine
Kinase), VEGFR 2 (FIk-1, Foetalleber-Kinase-1/KDR), der eine Domane mit Kinase-
Aktivitat enthalt, und VEGFR 3 (FIt-4). Die extrazellularen Domanen von Flt-1,
KDR/Flk-1 und FIt 4 haben sieben Immunglobulin-ahnliche Domanen und eine
intrazellulare Domane (Mustonen et al., 1995), die die PTK tragt. VEGF (Neufeld et
al., 1994) und PIGF (Maglione et al., 1991) haben Bindungsaffinitdt zu diesen
Rezeptoren. VEGF bindet mit hoher Affinitat an Flt-1 und KDR (Shweiki et al., 1993).
An die Flk-1 Rezeptoren binden zusatzlich PDGF und PIGF (Ullrich et al., 1990;
Rosnet et al., 1993).

Die Signaltransduktion von VEGF-Rezeptoren ist bis jetzt noch nicht vollstandig

beschrieben. Die Bindung von VEGF an seine Rezeptoren bewirkt eine
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Konformationsanderung. Die aktivierten Rezeptoren Ubertragen ein Signal, das zur
Proliferation der Blutgefalte (Angiogenese) fuhrt (Kaipainen et al., 1993; Breier et al.,
1992). Die intrazellulare Tyrosinkinase phosphoryliert zuerst Phospholipase-Cy (PLC-
v) und zwei aneinander gebundene Proteine. Vermutlich induziert die intrazellulare
Src-Homologie-2-(SH2)-Domane von PLC-y die Phosphorylierungen von
Phosphatidylinositol-3-Kinase und Ras-GTPase-aktivierten Proteinen. Schliesslich
fuhrt  dieser Mechanismus zu einer Steigerung der  zytosolischen

Kalziumionenkonzentration (Terman et al., 1992; Guo et al., 1995).

2.9 Ziel der Arbeit

Leydig-Zellen im Hoden sind auf eine ausreichende Blutversorgung zur Nahrstoff—
und Sauerstoffaufnahme angewiesen, um eine optimale Produktion des
Steroidhormons Testosteron zu gewahrleisten. Die Mikrovaskulatur im Hoden ist fur
die Blutversorgung verantwortlich. Daher ist anzunehmen, dass die Permeabilitat der
Mikrovaskulatur im Hoden eine wichtige Rolle fur die Funktion der Leydig-Zellen
spielt. Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass VEGF und seine Rezeptoren im

menschlichen Hoden exprimiert werden (Ergin et al., 1995).

Das Ziel dieses Projektes war, die Regulation der Expression des
Permeabilitdtsfaktors VEGF im Hoden, insbesondere in den Leydig-Zellen, zu
charakterisieren und den Einfluss der Gonadotropine und der Steroidhormone zu
analysieren. Hierfir wurden mit molekularbiologischen Methoden die Regulation der

VEGF-Expression auf mRNA- und auf Protein-Ebene untersucht.

Im Gegensatz zum humanen Promotor wurde der murine Promotor bislang kaum
untersucht. Band Shift-Analysen und Transfektionsstudien wurden durchgefuhrt, um
zu bestimmen, ob die Gonadotropine LH und/oder hCG und Steroidhormone den
Promotor des Maus-VEGF-Gens aktivieren und welche Transkriptionsfaktoren in
ruhenden und stimulierten Leydig-Zellen binden kénnen. Es sollte ferner die Lage
und Funktion wichtiger regulatorischer Elemente des Maus-VEGF-Promotors

untersucht werden.
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Um die Regulation der VEGF-Expression zu analysieren, wurde die Tumor-Leydig-
Zelllinie MA-10 als Modellsystem benutzt. Durch ihre hohe Wachstumsrate ist eine
ausreichende Menge von Zellen fur in vitro Untersuchungen leicht verfugbar.
Weiterhin ist bekannt, dass VEGF als angiogenetischer Faktor beim Wachstum von
Tumoren eine bedeutende Rolle spielt und daher vermutlich auch in diesen

Tumorzellen in ausreichender Menge exprimiert wird.
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3. Material und Methoden

31 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zelllinie

Alle Zellkultur-Experimente wurden mit der aus Leydig-Zellen der Maus abgeleiteten
Tumorzelllinie  (MA-10-Zellen)  durchgefuhrt. Die  MA-10-Zellen  wurden
freundlicherweise von Dr. Mario Ascoli, Vanderbilt Medical School, Tennessee, USA

(Ascoli et al., 1981) zur Verfugung gestellt.

3.1.2 Kulturbedingungen

Material:
Alle Chemikalien, deren Bezugsquelle nicht besonders aufgefihrt ist, wurden von der

Firma Sigma-Aldrich bezogen.

- Kulturmedium: DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s Medium mit 3.7 g/l
Natriumbicarbonat) wurde im Verhaltnis 1:1 mit Ham’s F12-Medium (1.24 mgl/l
Phenolrot und 1.176 g/l Natriumbicarbonat) gemischt. Dieser DMEM/HF12-Mischung
wurden 7.5 % HS (Pferdeserum), 2.5 % FCS (fotales Kalberserum), 2 %
Penicillin:Streptomycin (Verdinnung 1:50 bei 10.000 U/ml), 1 % Glutamin und 0.1 %
BSA (Merck) zugesetzt.

Methode: Die Kultivierung der Zellen erfolgte stets bei 36°C unter CO,-Atmosphare
(5%). Die MA-10-Zellen wurden im Kulturmedium bis zur Konfluenz angezogen. Nach
der Trypsin/EDTA-Behandlung wurde die Zellzahl unter einem Mikroskop mit einer
Neubauer-Zellkammer bestimmt und eine geeignete Zellzahl fir die weitere

Kultivierung verwendet.

3.1.3 Stimulierung der Zellen

Vor der RNA-Isolierung (Kap. 3.2.1), der Protein-Extraktion (Kap. 3.3.1) und dem
ELISA (Kap. 3.3.3) sowie nach der Transfektion der Zellen (Kap. 3.2.14) wurden die

kultivierten Zellen mit verschiedenen Substanzen stimuliert, um deren Auswirkungen
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auf die Genexpression zu untersuchen. Die Stimulation der MA-10-Zellen erfolgte in
serumfreiem Medium unter Zusatz von 1% BSA und jeweils einer der folgenden
Substanzen: Humanes Choriongonadotropinhormon (hCG), 8-Br-cAMP, Progesteron
(Prog), Dexamethason (Dex), Dehydroxytestosteron (DHT) und Aminoglutethimid

(AGT). Als Kontrolle dienten jeweils nicht stimulierte Zellen.

Nach der Stimulation wurden die MA-10-Zellen je nach durchzufuhrendem Versuch
unterschiedlich weiter bearbeitet. Fur die ELISA-Versuche wurde der gesamte
Uberstand abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt. Fiir die RNA-Isolierung und
Kernprotein-Extraktion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und bei 3000 rpm flr
10 min zentrifugiert. Nach der Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet (Kap.
3.3.1) bei —80 °C aufbewahrt. Tabelle Il zeigt eine Zusammenstellung der fiir die
Stimulierung verwendeten Substanzen, deren Endkonzentration im Kulturmedium

(f.c.) und die Dauer der Stimulation.

Substanz (Abkurzung, Firma) Endkonz. im|Stimulationszeit
Medium (Stunden)
Humane  Choriongonadotropinhormon  (hCG,|4 ng/ml jeweils 20 oder 6

Roche Molecular Biochemicals)

8-Br-cAMP (Biolab) 1 mM jeweils 20 oder 6
Progesteron (Prog, Sigma) 10 pg/mi jeweils 20 oder 6
Dexamethason (Dex., Sigma) 10" M 20
Dehydroxytestosteron (DHT, Sigma) 10" M 20
Aminoglutethimid (AGT) 5 ug/ml 20

Tabelle II: Ubersicht iiber die Substanzen, die fiir die Stimulierung der Zellen

verwendet wurden
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.21 Isolierung der Gesamt-RNA aus MA-10-Zellen
Material:

- ,RNA-Clean" Lésung (AGS GmbH)
- Isopropanol (Merck)

- Ethanol (Merck)

- DEPC-Wasser (Roth)

Methode: Das bei -80 °C eingefrorene Pellet (Kap. 3.1.3) der stimulierten oder nicht-
stimulierten MA-10-Zellen wurde fur die RNA-Isolierung weiterverwendet. Die
Isolierung von Gesamt-RNA aus MA-10-Zellen erfolgte mit einer "RNA-Clean"-

Ldsung:

Etwa 10°® Zellen wurden mit 2 ml "RNA-Clean"-Lésung (Uberschichtet und
homogenisiert. Zu je 2 ml Homogenat wurden 0.2 ml Chloroform hinzugefugt und die
Suspension fir 15 sek kraftig gemischt. Nach Inkubation fir 5 min auf Eis und
Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C fiir 15 min wurde die obere, RNA enthaltende
wassrige Phase (von der unteren organischen Phase und der Interphase)
abgenommen. Die RNA wurde durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol zu der
abgenommenen oberen Phase (iber Nacht bei -20 °C gefallt. Nach einer 15 miniitigen
Zentrifugation bei 4 °C und 12.000 x g wurde die RNA mit 80 %igem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in 30 ul DEPC-Wasser
resuspendiert. Die Konzentration und Reinheit der isolieten RNA wurde
photometrisch bestimmt. Der Reinheitsquotient Azso/Azs0 lag gewohnlich zwischen 1,8
und 2,0. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der gewonnenen RNA wurden
gewohnlich zwei deutliche Banden sichtbar: eine 1,9 kb- und eine 4,7 kb-Bande, die
jeweils die 18S- und 28S-Bande der ribosomalen RNA enthalten. Deren
Degradationsgrad gab ebenfalls Auskunft Gber die Reinheit und Qualitat der isolierten
RNA.
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3.2.2. Reverse Transkription (RT) der isolierten RNA

Material:
- cDNA-Synthese-Kit (Gibco BRL)

Methode: Die Erststrang-cDNA-Synthese oder Reverse Transkription wurde mit
einem cDNA-Synthese-Kit durchgefuhrt. Die RNA wurde in Gegenwart von
Nukleotiden und dem Oligo-dT-Primer, der an den 3'-Poly(A)*-Schwanz der mRNA
bindet, durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT) in die entsprechende cDNA

umgeschrieben.

Fir die Umwandlung der RNA in cDNA wurden 2-5 ng isolierter RNA mit 500 pg
Oligo-(dT)-Primer versetzt und mit sterilem bidest H,O auf ein Gesamtvolumen von
20 pl gebracht. Dann wurden die Ansatze fiir 10 min bei 70 °C inkubiert und sofort auf
Eis gesetzt. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden folgende Reagenzien
dazupipettiert und gemischt: 4 ul 5 facher Erststrangpuffer, 2 ul 0.1 M DTT, 1 ul 10
mM dNTP (Gemisch aus dATP, dGTP, dCTP, dTTP bei neutralem pH) und 1 nul (200
U) Superscript Il Reverse Transkriptase. Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 h bei 42°C
inkubiert. Die enzymatische Aktivitdt wurde durch Erhitzen auf 70°C fir 15 min

gestoppt. Danach wurde der Ansatz mit H,O auf 100 ul aufgefulit.

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Material:

- Ficoll (Merck)

- 10 x Puffer (Gencraft)

- dNTP Mix (Pharmacia)

- 5 U/ul Tag-DNA-Polymerase (Gencraft)

- 100 bp Langenstandard (Roche Molecular Biochemicals)

Die verwendeten Primer setzten sich wie folgt zusammen:
- GAPDH-Primer (Eurogentech):

Sense-Primer: 5'- GTCTTCACCACCATGGAG -3'
Antisense-Primer: 5'- GTCATGGATGACCTTGGC -3'
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- VEGF-Primer (Eurogentech):

Sense-Primer: 5'- GCACCCACGACAGAAGGAGAG -3'

Antisense-Primer: 5- TGTGACAAGCCAAGGCGGTGA -3'

VEGF-Primer sind in Exon 2 und Exon 8 des VEGF-Gens lokalisiert. Genbank
U43836 und U43837 [siehe Abb. 12, Kap. 4.2]

- StAR-Primer (Eurogentech):

Sense-Primer: 5'- CAACAACCAGGAAGGCTGGAAG -3'

Antisense-Primer: 5'- GTTGCCTGCTGCCGCCGCAG -3'

Methode: Mit den synthetisierten cDNA-Proben wurden PCRs unter Verwendung der
VEGF- und StAR-Primer durchgefuhrt. GAPDH-Primer wurden in dem Kontrollansatz
benutzt, um zu Uberprufen, ob Uberall die gleiche Menge an cDNA verwendet wurde.

In den PCR-Reaktionsgefallen wurden folgende Substanzen zusammenpipettiert:

5 ul Ficoll

5 ul 10 x Puffer

1 ul 10 mM dNTP Mix
0.5 ul 100 pmol/ul 5' VEGF- oder StAR-Primer
0.5 ul 100 pmol/ul 3' VEGF- oder StAR-Primer
0.3 ul 100 pmol/ul 5 GAPDH-Primer
0.3 ul 100 pmol/ul 3' GAPDH-Primer
0.1 ul 5 U/ul Tag-DNA-Polymerase

Gesamtes Volumen : ad 50 pl

Die Reaktion wurde in der PCR-Maschine bei folgenden Temperaturen durchgefihrt:

Denaturierung: 2 min bei 95°C
Primer Anlagerung 75 sek bei 66°C 30 Zyklen
Verlangerung: 45 sek bei 72°C

Die PCR-Produkte wurden in einem 1.5 %igen Agarosegel analysiert. Als

Langenstandard wurde 1 ug der 100 bp-Leiter aufgetragen.
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3.24 Gelelektrophorese von DNA

Material:

- 50 x TAE: 242 g Tris (Roth), 57.1 ml Eisessig (Merck) und 100 ml 0.5 M EDTA pH
8.0 wurden mit H,O auf 1 | aufgeflllt und autoklaviert.

- 10 x Ladepuffer: 0.4 % Bromphenolblau (Merck), 0.4 % Xylenzyanol (Sigma)

- 25 % Ficoll Typ 400 (Merck)

- Ethidiumbromid (Merck)

- Agarose (Gibco BRL)

- 100 bp Langenstandard (Gibco BRL)

Methode:

Die physikalische Grundlage dieser Methode ist die Wanderung von geladenen
Molekulen im elektrischen Feld. Aufgrund der negativen Ladungen der
Phosphatgruppen wandert die DNA durch das Gel in Richtung Anode. Abhangig von
der Grof’e der DNA wandern die Molekule unterschiedlich schnell und werden so im
Gel aufgetrennt. Diese Technik wird haufig sowohl fur die Identifizierung von DNA-
Fragmenten (analytisch) als auch zur Aufreinigung und Isolierung der DNA
(praparativ) eingesetzt. Die Nukleinsaure wird durch den in die DNA interkalierenden
Farbstoff Ethidiumbromid im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Es wurden je nach GroRe der zu analysierenden DNA-Fragmente 0.7-2.0 %ige
Agarosegele gegossen und mit  Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1ug/ml )
versetzt. Die Proben wurden mit Ladepuffer auf ein Gel geladen und in 1 x TAE
Elektrophorese-Laufpuffer fur 1-2 h bei 100 V aufgetrennt. Nach der Auftrennung
wurden die Banden im Gel unter einem UV-Leuchttisch analysiert und das Gel
fotografiert. Die Ermittlung der Fragmentgrosse der Proben erfolgte durch Vergleich

mit dem DNA-Langenstandard.
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3.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Material:
- Reinigungs-Kit (easy pure Kit, Biozym)

Methode: Fur die Isolierung der DNA aus Agarosegelen wurde der Reinigungs-Kit
easy pure Kit der Firma Biozym verwendet. Der Reinigungs-Kit basiert auf einer
Silicamatrix, die sowohl einzel- als auch doppelstrangige Uber 40 bp grolRe DNA-
Molekule bindet. Die Aufreinigung der gewunschten DNA erfolgte in drei Schritten:
das Binden an die Matrix, Waschen zur Entfernung der ungebundenen DNA und das

Eluieren der gebundenen DNA.

Die DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarose-
Gel ausgeschnitten und gewogen. Es wurde das dreifache Volumen Salzlésung
zugegeben. Die Agarose wurde nun bei 55 °C fir 5 min geschmolzen. Fir die
Bindung der DNA wurden 6.5-10 ul Bindungspuffer zugegeben, intensiv gemischt und
bei RT fur 5 min inkubiert. Anschlielfend wurde kurz zentrifugiert, das Pellet in 1 ml
Waschlésung resuspendiert und fur 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde noch
einmal kurz zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet vollstéandig
getrocknet. Zur Elution der DNA wurde das getrocknete Pellet in 10-20 ul TE-Puffer
resuspendiert und fur 5 Min bei RT inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 1

min wurde der Uberstand, der die DNA enthalt, abgenommen und bei 4 °C gelagert.

3.2.6 Klonierung

3.2.6.1 Fill-in-Reaktion

Material:

- 2 U/ul Klenow-Enzym (Roche Molecular Biochemicals)

Methode: Die aus der mMRNA gewonnene cDNA wurde wie oben beschrieben (Kap.
3.2.2) mit spezifischen VEGF-Primern amplifiziert und das DNA-Fragment aus dem
Agarosegel isoliert und gereinigt (Kap. 3.2.5). Mit dem Klenow-Enzym wurden die

Uberhangenden Enden des gereinigten PCR-Produktes (VEGF) mit Nukleotiden
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komplementar aufgefullt. Das Klenow-Enzym hat keine 5—3’-Exonukleaseaktivitat
und das entstehende Produkt besitzt glatte Enden. Diese Fill-in-Reaktion war
notwendig, weil der Vektor, in den das DNA-Fragment kloniert werden sollte, mit
Restriktionsenzymen geschnitten wurde, die glatte Enden erzeugen. Der
Reaktionsansatz bestand aus 5 ul PCR-Fragment (VEGF) und 1 pul Klenow-Enzym (2
u/ul).

3.2.6.2 Linearisierung des Vektors

Material:
- Srf | (Roche Biochemicals)

Methode: Der fiir die Klonierung verwendete Vektor pCR-Script™SK(+) wurde mit der
Restriktionsendonuklease Srf | nach Vorschrift des Herstellers geschnitten. Srf |
erkennt die Nukleotidsequenz 5’-GCCCGGGC-3’ und schneidet dort DNA-Fragmente
mit glatten Enden.

3.2.6.3 Ligation

Material:

- “Kloning Kit” (Stratagene)

Methode: Die Ligation wurde mit dem "PCR-Script™ SK (+) Kloning Kit” durchgefiihrt.
Unter Ligation versteht man die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen

einer freien 5’-Phosphatgruppe und einer freien 3’-OH-Gruppe der DNA-Molekdle.

Hierzu wurden aquimolare Mengen der zu klonierenden DNA (VEGF-Fragment) mit
Vektor-DNA (,PCR-Script“) zusammengebracht und durch Zugabe von T4-DNA-
Ligase miteinander verknupft. Der Kontrollansatz enthielt nur den Vektor und nicht
das zu klonierende Fragment. Nach der Transformation werden hier keine oder
zumindest weniger Klone als in dem eigentlichen Ansatz erwartet.

Der Ligationsansatz enthielt:
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5 ul 10 ng/ul PCR-Script VeKtor
5 ul 10 ng/ul VEGF-Fragment
5 yl 10 x PCR-Script-Puffer
2.5 ul 10 mM dNTP
5 ul 5 U/pl Srf | Restriktionsenzym
5 ul T4 DNA Ligase
Gesamtvolumen: ad 50 pl

Der Ligationsansatz wurde fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend

wurden kompetente Bakterien E. coli DH5a mit den Ligationsansatzen transformiert.
3.2.7 Herstellung der kompetenten Bakterien

Material:

- Tfb I Lésung: 500 ml einer Lésung aus 30 mM Kalium-Acetat (Merck), 50 mM
MnCl; (Merck), 100 mM KCI (Merck), 10 mM CaCl, (Merck), 150 g/l Glyzerin (Sigma)
herstellen, den pH-Wert auf 5.8 einstellen und die Losung steril filtrieren.

- Tfb Il Lésung: 100 ml einer Losung aus 10 mM Na-MOPS, 75 mM CaClz, 10 mM
KCI, 150 g/l Glyzerin herstellen, den pH-Wert auf 7.0 einstellen und die Ldsung steril
filtrieren.

- Bakterienstamm: E. coli DH5q. (Life Technologies)

Methode: Je 5 ml LB-Medium wurden mit je einer Bakterienkolonie, welche von einer
Agarplatte stammt, angeimpft und fiir 2 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Mit
dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur angeimpft und diese bei 37 °C im Schiittler
so lange inkubiert, bis eine optische Dichte von 0.5-0.6 bei 550 nm erreicht wurde.
Danach wurde die Kultur auf Eis gekuhlt und fur 5 min bei 2300 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde bei 4 °C in 40 ml (per 100 ml Startkultur) Tfb-I-Lésung resuspendiert und
fiir 15-20 min auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation fir 5 min bei 4 °C
und 1850 rpm wurde das Pellet in 4 ml (per 100 ml Startkultur) Tfb-ll-Lésung
resuspendiert. 200 pl-Aliquots dieser Suspension wurden zuerst in flissigem
Stickstoff eingefroren und danach bei -80 °C gelagert. Die so vorbereiteten Bakterien

wurden fur die Transformation verwendet.
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3.2.8 Transformation

Material:

- SOC-Medium: SOB-Medium bestand aus 2.0 % Bacto-Trypton, 0.5 % Hefe-Extrakt,
0.05 % NaCl, 10 mM MgCl,. Dazu 20 mM Glucose mischen und steril filtrieren.

- “Kloning Kit” (Stratagene)

- Tetrazyklin/Ampicillin (Sigma)

Methode: Die bei -80°C eingefrorenen kompetenten Bakterien wurden auf Eis
aufgetaut, leicht gemischt, und je 40 pl Bakteriensuspension wurden in 15 ml
Falcontubes uberfihrt. Die kompetenten Bakterienzellen wurden mit 0,7 upl B-
Mercaptoethanol gemischt (Endkonzentration 25 mM). Die Mischung wurde fir 10
min auf Eis gestellt und zwischendurch leicht gemischt. 2 pl der zu transformierenden
DNA wurden zu den Zellen gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde
der Transformationsansatz fiir 45 sek bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und
anschlielend 2 min auf Eis gestellt. Die Transformationsansatze wurden in insgesamt
450 pl auf 42 °C vorgewarmtem SOC-Medium gegeben und ca. 1 h bei 37 °C und
225-250 rpm geschdttelt. Von dieser Mischung wurden unterschiedliche Mengen (50,
100, 150 pl usw.) auf LB-Agarschalen (inklusive 25 pg/ml Tetrazyklin oder 100 pg/ml

Ampicillin) ausgestrichen.

Um zwischen rekombinanten und nicht rekombinanten Klonen unterscheiden zu
konnen, wurde die o-Komplementation des aminoterminalen Fragmentes des R-
Galaktosidase-Gens (lacZ-Gen), welches im Vektor enthalten ist, genutzt. In das
lacZ-Gen ist die Klonierungsstelle inseriert. Der carboxyterminale Anteil des Enzyms
wird im Genom der Bakterien exprimiert. Bei der Transformation einer Wirtszelle mit
einem komplementationsfahigen Vektor erganzen sich in der Zelle, nach Induktion
durch IPTG, beide Proteintermini zu einem aktiven Enzym, das das Substratanalogon
X-Gal zu einem blauen Farbstoff hydrolysiert. Eine Insertion fremder DNA in die
Klonierungsstelle des Vektors und damit in das R-Galactosidase-Gen flhrt zum
Verlust der Komplementationsfahigkeit, erkennbar an farblosen (rekombinanten)
Plaques/Kolonien. Zur Durchfuhrung wurden dem auszuplattierenden pBluescript-
Transformationsansatz 40 pl 40 mg/ml X-Gal und 40 uyl 100 mM IPTG zugesetzt und
die Platten Giber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.2.9 Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien

Material:

- LB-Medium: 10 g LB (Sigma) ad 500 ml H,O Iésen und autoklavieren. Fur die Agar-
Platten werden 7.5 g Bactoagar (Difco laboratories, USA) dazugeflgt.

- TELT-Lysis-Puffer fur Minis: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 62.5 mM EDTA, 0.4 % Triton
X-100, 2.5 M LiCl

- Lésung E1 (Maxi, zur Resuspendierung der Zellen) [Genomed]: 50 mM Tris-HCI, pH
8.0, 10 mM EDTA, RNase A (100 pg/ml)

- Lésung E2 (Maxi, Zelllyse) [Genomed]: 0.2 M NaOH, 1% SDS

- Lésung E3 pH 5.5 (Maxi, Neutralisierung) [Genomed]: 3 M Kaliumacetat

- Lésung E4 pH 5.0 (zur Saulenaquilibrierung) [Genomed]: 600 mM NaCl, 100 mM
Natriumacetat, 0.15 % Triton X-100, Essigsaure

- Lésung E5 pH 5.0 (zum Waschen der Saule) [Genomed]: 800 mM NaCl, 100 mM
Natriumacetat, Essigsaure

- Lésung E6 pH 8.5 (zur DANN-Elution) [Genomed]: 1.25 M NaCl, 100 mM Tris-HCI

- TE-Puffer pH 7.5: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

Methode: Fur die Animpfung des Kulturmediums wurden farblose Kolonien von der
Agarplatte gepickt, da diese das rekombinante pBluescript-Plasmid enthalten. Je
nach gewunschter Menge der zu praparierenden DNA wurden entweder 3,5 ml (Mini—
Praparation) oder 500 ml (Maxi-Praparation) Kulturmedium mit einer Bakterienkolonie
angeimpft. Dem Medium wurde Ampicillin (Endkonzentration von 100 pg/ml)
zugesetzt. Die Kulturen wurden Uber Nacht bei 37 °C unter starkem Schiitteln
inkubiert.  Am nachsten Tag wurden die Bakterien durch eine funfminutige
Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 rpm pelletiert. Das Medium wurde abgegossen
und das so gewonnene Pellet bei der Mini- und Maxipraparation unterschiedlich

weiterbearbeitet.
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3.2.10 Minipraparation von Plasmid-DNA (TELT-Praps)

Material:

- Phenol (Merck)

- Chloroform (Merck)

- Isoamylalkohol (Merck)
- Ethanol (Merck)

Methode: Es wurde nach dem Protokoll Telt-Minipraparation (Holmes und Quigley,
1981) gearbeitet.

Das Bakterien-Pellet wurde in 250 ul TELT-Lysis-Puffer resuspendiert und 5 min auf
Eis inkubiert. Anschliessend wurden 250 ul (10 mg/ml) frisch angesetzte Lysozym-
Losung dazugegeben. Danach wurde der Ansatz fir 1 min im Wasserbad bei 70°C
erhitzt und fir 5 min auf Eis gestellt. Anschliessend wurde fur 10 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde zuerst zweimal mit einem Volumen Phenol/Chloroform und danach
einmal mit Chloroform (Chloroform+Isoamylalkohol; 24:1) extrahiert. Nach Inkubation
(15 min, RT) wurde das Pellet mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und

in 25-50 ul TE-Puffer resuspendiert.

FUr die Restriktionsanalyse wurden 1-2 ul der Praparation eingesetzt. Die Ausbeute

der Plasmid-Praparation lag bei 7 ug DNA.

3.2.11 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Methode: Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit dem Maxiprap Kit (Genomed)
durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 10 ml Lésung E1 resuspendiert und in Nalgene-
Rohrchen Uberfuhrt. Um die Zellen zu lysieren, wurden 10 ml Losung E2 zu dem
Ansatz pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach der Zelllyse (5 min, RT) wurden 10 ml
Lésung E3 zugegeben und anschlieRend 10 min bei 20 °C und 17.000 rpm
zentrifugiert. Der plasmidhaltige Uberstand wurde sofort in ein 50-ml-Réhrchen
uberfuhrt und auf zwei Genomed-500-Saulen, die vorher mit je 30 ml Losung E4
aquilibriert worden waren, verteilt. Die Saulen wurden jeweils mit 60 ml Loésung E5

gewaschen und die DNA in 15 ml Lésung E6 in Nalgene-Réhrchen eluiert. Die DNA-
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Lésung wurde mit 10.5 ml Isopropanol versetzt. Nach Zentrifugation flr 30 min bei 4
°C und 13.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 1 ml 70 %igem
Ethanol gewaschen und mit 70 %igem Ethanol in 1.5-ml-Reagenzgefalle uberfuhrt
und fiir 10 min bei 4 °C und 14.000 rpm erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde 5-10
min luftgetrocknet und in 100-250 ul TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute lag bei
200 pg Plasmid-DNA.

Die so isolierte Plasmid-DNA wurde nach dem Restriktionsverdau durch eine
Agarosegelelektrophorese charakterisiert. Die auf diese Weise praparierte DNA

eignete sich fur eine anschlielende Sequenzierungsreaktion.

3.212 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Material:
- Sac | (Roche Molecular Biochemicals)
- EcoR | (Roche Molecular Biochemicals)

- 1 x Reaktionspuffer (Roche Molecular Biochemicals)

Methode: Mit Restriktionsendonukleasen lassen sich DNA-Molekile an spezifischen
Stellen, sogenannten Erkennungssequenzen, spalten. Die meisten Restriktions-
enzyme vom Typ Il erkennen Tetra-, Penta- oder Hexanukleotidsequenzen, von
denen die Mehrzahl Pallindrome darstellen. Die hydrolytische Spaltung der beiden
DNA-Strange erfolgt innerhalb der Erkennungssequenz, dabei kdénnen entweder
glatte Enden (blunt ends) oder bei versetzter Spaltung 3'- bzw. 5'-Uberstehende
Enden (sticky ends) entstehen. Das 3'-Ende tragt dabei immer eine Hydroxylgruppe,
das 5'-Ende eine Phosphatgruppe. Die durch Restriktion entstehenden Fragmente
konnen isoliert und fir die Herstellung von DNA-Sonden oder flir Ligationen

eingesetzt werden.

Je nach Menge des gewilnschten Fragments, das isoliert werden sollte, wurden
unterschiedliche Mengen des fragmenttragenden Plasmides eingesetzt, gewohnlich 1
bis 2 pg. Pro ug DNA wurden 2-5 U des betreffenden Restriktionsenzymes in 1 x
Reaktionspuffer (Endvolumen 30 pl) angesetzt. Es wurde zuerst mit dem
Restriktionsenzym Sac | fiir 2 h bei 37 °C und danach mit EcoR | fir 2 h bei 37 °C
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geschnitten. Die Auftrennung der so erhaltenen Fragmente erfolgte Uber

TAE/Agarosegele.

3.2.13 DNA-Sequenzierung

Material:

- "ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit" (Perkin Elmer)
- T3-Primer 5' AAATTA ACC CTC ACT AAA GGG 3

- T7-Primer 5' AAT ACG ACT CAC TAT AGG GC 3'

Methode: Fur die Sequenzierung wurde der ABI PRISM Dye Terminator Cycle

Sequencing Kit verwendet.

Das Prinzip der Sequenzierung beruht darauf, dass ein Oligonukleotid (Primer)
bekannter Sequenz an einen definierten Abschnitt des denaturierten DNA-Moleklils
hybridisiert (annealing). Die DNA-Polymerase verlangert das Oligonukleotid nach

Zugabe freier Nukleotide komplementar zu dem Matrizenstrang (template).

Der Reaktionsansatz bestand aus:

8 pl Terminator-Premix (A-Dye Terminator, C-Dye Terminator, G-Dye Terminator, T-
Dye Terminator, Tris-HCI pH 9.0, MgCl,, hitzeresistente Pyrophosphatase und Taq
DNA Polymerase)

500 ng Template DNA

10 pmol/ul T3 und T7 Primer

Endvolumen 20 pl

Der Ansatz wurde in einer PCR-Maschine bei folgenden Temperaturen amplifiziert:

Denaturierung: 3 min bei 95 °C
Primer-Anlagerung: 1 min bei 65 °C 36 Zyklen
Verlangerung: 1 min bei 72 °C

Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz in 1.5-ml-Mikrozentrifugengefasse

Uberfuhrt und 2 pl einer 3 M Natriumacetat-Lésung pH 4,6 dazugegeben. Danach
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wurden 50 pl 95 %iger Ethanol zu dem Ansatz gegeben, gut gemischt und fir 10 min
auf Eis gestellt. AnschlieRend wurde bei 4 °C und 14.000 rpm fur 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 250 pl 70 %igem
Ethanol gewaschen. Nach Entfernung des Ethanols wurde das Pellet getrocknet. Fur
die automatische Sequenzierung wurden die Proben an das Institut fur Zellbiochemie

und Klinische Neurobiologie (UKE) geliefert.
3.214 Transfektion und Luciferaseassay
3.2.14.1 Transiente Transfektion von Zellen

Material:

Verwendete Plasmide

- pCMV-lacZ: Das Plasmid enthalt die Sequenz des E. coli lacZ-Genes, welches
konstitutiv durch einen CMV-Promotor transkribiert wird (Promega).

- Das promotorlose Luciferase-Reporterplasmid pGL2-basic (Promega)

- Die Luciferase-Reporterkonstrukte des VEGF-Promotors aus Maus bestanden aus:
5’-deletiertem Fragment von 1.6 kb (-1217/Start pLuc)

5’-deletiertem Fragment von -772 bis +400 (pLuc Apa/Start)

5"-deletierten Fragment von -449 bis +400 (pLuc Mlu/Start)

- LipofectAmine™ Reagent* (GibcoBRL)

Methode:

Der benutzte Vektor pGL2-basic besitzt keine eukaryontischen Promotor- oder
Enhancerelemente und eignet sich daher besonders gut fur die Untersuchungen von
putativen regulatorischen Elementen. Diese kénnen in die MCS vor der kodierenden
Sequenz fiur die Luciferase kloniert und ihre Aktivitat mit einem kommerziell

verfugbaren Luciferaseassay-Kit untersucht werden.
Es wurden die oben dargestellten 3 Luciferase-Reporterkonstrukte des VEGF-

Promotors der Maus konstruiert und ihre Aktivitat nach Stimulierung der Zellen mit

unterschiedlichen Substanzen untersucht.
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Plasmide, die fur die Transfektion der Zellen mit anschlieRendem Reportergenassay
verwendet wurden (Reporterkonstrukte), enthielten demnach einen der oben
beschriebenen Promotor-Abschnitte vor der fur das Enzym Luciferase kodierenden
Sequenz. Wird der Promotor aktiviert, startet die Transkription und Translation des

Luciferasegens.

Nach Einbringen dieser Plasmide in eukaryontische Zellen (Transfektion) werden die
Promotorsequenzen auf diesen Plasmiden vorubergehend (transient) ein Teil der
Gesamt-DNA der Zelle. Das bedeutet, dass die Zelle durch eigene Proteine (z.B.
Transkriptionsfaktoren) die Aktivitat des Promotors beeinflussen kann. Sie liefert
prinzipiell die Faktoren, die fur eine basale Transkription des zu untersuchenden
Promotors nétig sind. Durch die Zugabe bestimmter Substanzen wie z.B. Hormone
kann die Expression des Gens verandert werden, dadurch |a3t sich die

Promotoraktivitat untersuchen.

Fur die Testtransfektion mittels Lipofektion wurde das kationische liposomale
Transfektionsreagenz ,LipofectAmine™ Reagent* verwendet. Es wurden 4.5 X 10°
Zellen pro 6 er Well ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Zellen mit 8 ug Plasmid-DNA transfiziert. Die Transfektion erfolgte
nach dem Protokoll des Herstellers. Zum Vergleich wurden die Zellen auf3er mit den
entsprechenden Plasmiden zusatzlich mit jeweils 1.5 ug pCMV-lacZ pro Well
kotransfiziert. In diesen Fallen wurde parallel zu dem Luciferaseassay (Kap. 3.2.14.2)

ein B-Galaktosidaseassay (Kap. 3.2.14.3) durchgeflhrt.
3.214.2 Luciferaseassay

Material:

- Lysisreagenz (Roche)

- Luciferase-Substrat-Reagenz (Roche)
- Kunststoffrohrchen (Sarstedt)

- Luminometer (LB 9501, Berthold)

Methode: Fur die Durchfuhrung des Luciferaseassays wurden die Zellen nach der

Transfektion und Stimulation zweimal mit PBS gewaschen und anschlielRend mit 100
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Ml Lysisreagenz versetzt. Die Platten wurden flir 15 min inkubiert und das Lysat
anschliessend in Reaktionsgefasse Uberfihrt. Die Proben wurden fir ca. 10 sek bei

14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur Messung auf Eis aufbewahrt.

Zur Messung der Proben wurden 50 ul Zellextrakt mit 100 pl Luciferase-Substrat-
Reagenz in einem Kunststoffrohrchen durch Schwenken gemischt, anschlie3end
wurde die Lumineszenz der Probe in einem Luminometer gemessen. Die Messzeit

betrug im allgemeinen 5 sek.
3.2.14.3 R-Galaktosidaseassay

Material:
- Galacto-Light™ & Galacto-Light Plus™ (Tropix)

Methode: Die bei der Transfektion mit dem Vektor pCMV-lacZ in den Zellen
konstitutiv exprimierte R-Galaktosidase gilt sowohl bei unstimulierten als auch bei
stimulierten Proben als eine gute Kontrolle zum Uberprifen der
Transfektionseffizienz. Die Messung der R-Galaktosidaseaktivitat war auch dann
erforderlich, wenn die zu vergleichenden Proben aus Ansatzen stammten, die mit
unterschiedlichen Promotorkonstrukten transfiziert wurden. So konnten mit Hilfe des
R-Galaktosidaseassays die Ergebnisse des Luciferaseassays auf eine Bezugsgrolie

normalisiert werden.

Aus dem Zellextrakt der transfizierten Zellen konnte dann nicht nur die
Luciferaseaktivitat, sondern auch die R-Galaktosidaseaktivitat der Proben bestimmt
werden. Dazu wurde wieder ein System verwendet, das auf dem Prinzip der
Chemolumineszenz-Detektion basiert. In dem Assay wurde zunachst durch die
Aktivitat der R-Galaktosidase das Substrat ,Galacton plus® bei neutralem pH-Wert
deglykosyliert und angereichert. Durch Anhebung des pH-Wertes wurde eine
Lichtreaktion induziert, die im Luminometer gemessen werden konnte. Die Starke der
Lichtreaktion (Messzeit: 5 sek) der einzelnen Proben korreliert mit dem Anteil an -

Galaktosidase in den Proben und folglich mit der Transfektionseffizienz.
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3.215 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen und

Durchfiihrung von Northern Blots

Material:

- 20 x MOPS-Puffer: 92.52 g MOPS (ICN), 50 ml 1 M Na-Acetat, 20 ml 0.5 M EDTA
pH 7.0 wurden mit H,O auf 1 L aufgefullt.

- 10 x RNA-Ladepuffer: 50 % Glycerin, 1 mM EDTA, 0.4 % Bromphenolblau, 0.4 %
Xylencyanol

- 20 x SSC: 3.0 M NaCl (Merck), 0.3 M Na-Citrat (Merck)

- Formaldehyd (Merck)

- Formamid (Merck)

- RNA-Leiter (Gibco BRL)

- Nylonmembran (Nytran N, Schleicher & Schuell)

Methode: Die Auftrennung der RNA-Molekile erfolgte in 1.3 %igen
Agarose/Formaldehydgelen: 1.95 g Agarose wurden in 115.5 ml H,O geschmolzen,
auf 70°C abgekihlt, 7.5 ml MOPS-Puffer (20 x), 27 ml 37 %iges Formaldehyd und 8

pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurden zugegeben und das Gel gegossen.

Die RNA-Proben (je 20 pg) wurden mit 2 pul 20 x MOPS-Puffer, 7 ul 37%igem
Formaldehyd und 20 ul deionisiertem Formamid versetzt und mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 50 pl gebracht, anschlieRend fiir 20 min bei 65 °C denaturiert,
mit 4 ul 10 x Ladepuffer versetzt und auf das Gel geladen. Als Langenmarker wurden
gleichbehandelte Proben eines 0.24-9.5 kb RNA-Langenstandard (je 8 Q)

eingesetzt.

Die Elektrophorese erfolgte in 1 x MOPS bei 20 V Uber Nacht. Das Gel wurde unter
UV-Licht fotografiert, um die Position und Intensitat der 18S- und 28S-rRNA-Banden

und die des Langenstandards zu dokumentieren.

Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran erfolgte mittels Kapillar-Blot in 24 bis
28 h in 10 x SSC. Anschliessend wurde die Membran luftgetrocknet und die RNA
durch UV-Bestrahlung (3 min auf dem Transilluminator, die RNA-Seite der UV-Quelle

zugewandt) an die Membran fixiert (UV-Crosslinking).
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3.2.16 Radioaktive Markierung spezifischer DNA Sonden:
Random-Oligo(N)e-Priming (Feinberg & Vogelstein, 1983)

Material:

- Sonden:

VEGF-Sonde: 494 bp, zwischen bp 165 und bp 659 im VEGF-Gen lokalisiert
StAR-Sonde: 262 bp, zwischen bp 339 und bp 601 im StAR-Gen lokalisiet
3R’-HSD-Sonde: 535 bp, zwischen bp 1 und bp 535 im 3R-HSD-Gen lokalisiert
GAPDH-Sonde: 198 bp, zwischen bp 341 und bp 539 im GAPDH-Gen lokalisiert

- Nap-Puffer pH 6.8: 1 M Na;HPO4 + 1 M NaH2PO4

- Markierungspuffer: 5 M Tris-HCI, pH 6.9, 0.1 M MgSQO4, 1 mM DTT, 1 mM dATP, 1
mM dGTP, 1 mM dTTP

- Random primer (Pharmacia)

- BSA (Sigma)

- 2 U/ul Klenow (Roche Molecular Biochemicals)

- 0-?P-dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham Redivue)

- Sephadex-Saule (NAP™ 5 Columns Sephadex™ G-25, Pharmacia)

- Beta-Szintillationszahler (Czerenkov-Zahlung, ,LS 1701%, Beckmann)

Methode: Als Sonden bezeichnet man spezifische, einzelstrangige DNA- oder RNA-
Molekule, die eingesetzt werden, um eine bestimmte Population von DNA- oder RNA-
Molekulen, die zu der eingesetzten Sonde komplementar sind, nachzuweisen. Diese
Sonden werden radioaktiv oder nichtradioaktiv markiert und z.B. in Northern- und
Southern-Blot-Hybridisierungen oder in in-situ-Hybridisierungen eingesetzt. Das
heterogene Gemisch der Oligonukleotide (random primer) dient der DNA-Polymerase
als Primer zur Initiation der komplementaren Strangsynthese an doppel-
/einzelstrangigen DNA- oder RNA-Matrizen. Diese Primer hybridisieren statistisch an
viele Positionen der Matrize. Durch die Verwendung eines markierten dNTPs
(radioaktiv oder nichtradioaktiv) kénnen gleichmalig markierte Sonden hergestellt
werden, wobei die radioaktiv markierten Sonden eine hohe spezifische Aktivitat
aufweisen (Feinberg und Vogelstein 1983,1984).
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Die zu markierende aufgereinigte DNA wurde zuerst mit einem Uberschuft an random
primer-Molekllen versetzt: Fur die Sondenpolymerisation wurden 50 ng
doppelstrangige Matrizen-DNA und 100 ng/ul random primer zusammengemischt.
Diese Mischung wurde zur Denaturierung von Template und Primern fir 10 min bei
95 °C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 5 pl Oligo-
Markierungspuffer, 1 yl BSA (10 ug/ul), 2 pl Klenow (2 U/ul) und 6 pl a-P dCTP
wurde der Ansatz mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 ul gebracht. AnschlieRend
wurde fir 45 min bei 42 °C inkubiert. Der Reaktionsabbruch erfolgte durch Zugabe
von 1 ul 0.5 M EDTA.

Da das Klenowfragment der DNA-Polymerase | keine 5'—3'-Exonukleaseaktivitat
besitzt, wird das radioaktive Produkt exklusiv durch "primer extension", nicht durch

"nick translation" gebildet und wird auch nicht wieder abgebaut.

Die Aufreinigung der markierten Sonde erfolgte Uber eine Sephadex-Saule. Nach der
Aquilibrierung der Saule mit 3 x 2,5 ml 10 mM Nap-Puffer wurden die radioaktiven
Proben (in 500 yl NaP-Puffer) aufgetragen und mit 1 ml NaP-Puffer eluiert. 5 ul des
Eluats wurden im Beta-Szintillationszahler gemessen. Je nach spezifischer Aktivitat
wurden  unterschiedliche @ Mengen der markierten Sonde fUr die

Hybridisierungsreaktionen eingesetzt.
3.217 Hybridisierung von Northern Blots

Material:

- Waschlésungen: Waschldsung |: 500 ml Lésung aus 2 x SSC und 0.1 % SDS
Waschlosung II: 500 ml Lésung aus 0.1 x SSC und 0.5 % SDS

- Hybridisierungslosung (Ultrahyb, Ambion)

- X-OMAT AR oder BIOMAX-MS Réntgenfilm (Kodak)

Methode: Alle hier verwendeten Sonden wurden mit der unter Kap. 3.2.16
beschriebenen Methode radioaktiv markiert. Die Blotmembran wurde in ca. 4-5 ml
Hybridisierungsldsung fiir 1-2 h bei 42 °C prahybridisiert. Nach einem zehnminitigen
Denaturierungsschritt bei 95 °C wurde die radioaktiv markierte Sonde zu der

Hybridisierungsldsung gegeben. Es wurden 1-2 x 10° cpm/ml Lésung eingesetzt. Die
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Hybridisierung erfolgte G.N. bei 42°C. Am nachsten Tag wurde der Blot zweimal
gewaschen, zuerst mit Waschlésung | bei 65 °C fur 10 min und dann mit
Waschlosung Il bei gleicher Temperatur fur 30 min. Dieser Waschschritt wurde noch
einmal wiederholt. Die Membran wurde feucht in Folie eingeschweil3t und unter
BIOMAX-MR Rontgenfilm und Verstarkerfolie bei -80°C fiir unterschiedliche Zeiten

exponiert.

3.3 Proteinchemische Methoden
3.31 Kernproteinextraktion aus Zellen
Material:

- Puffer A (hypotonischer Homogenisierungspuffer): 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM
KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, steril filtrieren. Kurz vor Gebrauch 1 mM DTT und
0.5 mM PMSF zusetzen.

- Puffer B (RNA Extraktionspuffer): 7 M Harnstoff, 1% SDS, 0.35 M NaCl, 20 mM
EDTA, 10 mM Tris pH 7.5

- Puffer C (Nuklear Extrakt Puffer): 20 mM HEPES pH 7.9, 25 ml 100 %iges Glycerol,
0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, steril filtrieren. Kurz vor Gebrauch 1 mM DTT
und 0.5 mM PMSF zusetzen.

- NP-40 (Sigma)

Methode: Die Kernproteine wurden aus den MA-10-Zellen isoliert und in EMSA-
Versuche (siehe unten) eingesetzt, um ihre Bindung an DNA zu untersuchen. Dafur
wurden 1-2 x 10° Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und in Eppendorf-Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Danach wurde fur 15 sek zentrifugiert und das Zellpellet in 300 ul Puffer A
resuspendiert und flr 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 20 ul 10 % NP-40 zu
der Zellsuspension gegeben, kraftig gemischt und fur 60 sek zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die RNA-Isolierung bei -80 °C eingefroren. Das Pellet, welches
die Kernproteine enthielt, wurde in 100 ul eiskaltem Puffer C resuspendiert. Die
Suspension wurde bei 4 °C fiir 20 min geschiittelt. Danach wurde bei 4°C fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in kleinen Mengen aliquotiert und in

Flussigstickstoff bei —80 °C eingefroren. Von dem eingefrorenen Kernextrakt wurde
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eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuhrt. Jeweils 8 ug Protein wurde flr

eine Bandshift-Reaktion im Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.3.2 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass freie DNA schneller durch ein
elektrophoretisches Feld wandert als solche, an die Proteine gebunden sind. Um die
Bindung von Kernproteinen an spezifischen Promotor-Elementen zu untersuchen,
verwendet man radioaktiv markierte doppelstrangige Oligonukleotide, welche die zu
untersuchenden Sequenzen enthalten, und inkubiert diese mit Kernprotein-Extrakten.
Durch Zugabe spezifischer Antikorper oder Kompetitor-DNA (nicht radioaktiv
markierte Oligonukleotide) kann die Identitat des gebundenen Proteins ermittelt
werden. Nach der Inkubation kdnnen die Proben in einer nicht-denaturierenden
PAGE aufgetrennt und anschlie®Bend nach dem Trocknen der Gele durch

Autoradiographie analysiert werden.

3.3.2.1 Herstellung der doppelstrangigen Oligonukleotide

Material:
EMSA-OQOligonukleotide (Eurogentec):
- 5-TGGGGGTGGAGCTAGATTTCCTCTTTTTCT-3’ (bp -52 bis -23)

- 5-AGACCGTCCCCGGGGCGGGTCTGGGCGGGGCTTGGG-3' (bp-84 bis -48)
- 5-CGAAAGGCGGTGCCTGGCTCCACCAGACC-3’ (bp -108 bis -80)
-5-ACTCCCCCCCCCCCGTAACCCCCTCCCCACA-3 (bp -723 bis -693)

- 5-GGATCCAGCGGGGGCGAGCGGGGGCGA-3’ (Egr Konsensus-Sequenz)

- 5-GATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT-3' (AP-2 Konsensus-Sequenz)

Methode: Es wurden jeweils sense- und antisense-Oligonukleotide mit
komplementaren Sequenzen hergestellt. Die Anlagerung der Einzelstrange erfolgte
in 50 mM NaCl. Jeweils 20 pmol sense- bzw. antisense-Oligonukleotid wurden in
einem Volumen von 50 pl fiir 15 min bei 70 °C im Wasserbad inkubiert und danach
bei 37 °C im Wasserbad langsam abgekiihlt. Die Anlagerung der komplementéren

Strange erfolgte unterhalb der spezifischen Schmelztemperatur des Doppelstranges.
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3.3.2.2 Markierung der Sonden mit y*2 P-ATP durch T4-Polynukleotidkinase

Material:

- 150 mM STE-Puffer pH 8: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 7 mM NaCl
- 10 x PNK-Puffer (Biolabs)

- 20 U T4 PNK (Biolabs)

- ATP (Amersham Redivue)

- Saule (ProbeQuantTM G-50 Micro columns, Amersham Pharmacia)

Methode: Die zu verwendenden Sonden wurden am 5’-Ende durch Phosphorylierung
mit T4-Polynukleotidkinase unter Verwendung von y*?P-ATP (3000 Ci/mmol)
radioaktiv markiert. Nach der Markierung wurden die Proben gereinigt und die
Radioaktivitait nach Cerenkov gemessen. Die Radioaktivmarkierung der Sonde

wurde nach dem folgenden Schema durchgefuhrt:

In einem Eppendorf-Reaktionsgefal® wurden folgende Substanzen

zusammenpipettiert:

5 ul DNA (1 pmol/ul)
2 ul 10 x PNK Puffer

3 ul [y*? P] ATP (3000 Ci/mmol)
2 ul 20 U/ul T4 PNK

8 ul H.0

Der Ansatz wurde bei 37 °C fiir 45 min inkubiert und das Enzym durch Inkubation bei
65 °C fur 10 min inaktiviert. Danach wurde der Ansatz in 30 pl STE-Puffer auf die
zuvor nach Herstellerangaben vorbereiteten Saulen (ProbeQuantTM G-50 Micro
columns) gegeben und fur 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Fur die Messung der
Radioaktivitdt wurden 2 pl des Saulen-Eluats mit 98 ul STE-Puffer gemischt und

jeweils 50 pl Aliquots fur die Messung verwendet.
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3.3.2.3 Bindungsreaktion

Material:

- 3 x Bindungspuffer: 25 % Ficoll, 1 M HEPES pH 7.9, 3 M KCI, 0.5 M EDTA, 1 M

DTT, 10 mg/ml BSA, auf ein Gesamtvolumen von 1.5 ml mit H,O auffullen

- Poly dI-dC (Amersham Pharmacia Biotech)

- Antikorper:

- Sp1: monoklonaler Antikorper gegen ein Epitop am C-terminus des humanen
Sp1-Proteins aus der Maus (Santa Cruz). Dieser Antikorper zeigt keine
Kreuzreaktion mit anderen Mitgliedern der Sp1-Familie.

- Sp3: polyklonaler Antikérper gegen ein Epitop am C-terminus des humanen
Sp3-Proteins aus dem Kaninchen oder der Ziege (Santa Cruz). Dieser
Antikdrper zeigt keine Kreuzreaktion mit anderen Mitgliedern der Sp3-Familie.

- Egr-2: polyklonaler Antikérper gegen ein Epitop am C-terminus des Maus-Egr-
2 aus dem Kaninchen (Santa Cruz). Dieser Antikérper zeigt keine
Kreuzreaktion mit anderen Mitgliedern der Egr-Familie.

- Ap-2: polyklonaler Antikdrper gegen ein Epitop am C-terminus des humanen
Ap-2a-Proteins aus dem Kaninchen (Santa Cruz). Dieser Antikorper zeigt

keine Kreuzreaktion mit anderen Mitgliedern der AP-2-Familie.

Methode: Die unter 3.3.1 isolierten Kernproteine wurden mit den hergestellten
radioaktiven Sonden zusammengebracht, um auf diese Weise Proteine zu

charakterisieren, die an der DNA binden.

Fur diese Bindungsreaktion wurden 5 ul 3 x Bindungspuffer, 0.4 ug Poly dI-dC als
unspezifischer DNA-Kompetitor und 1 pl 0.3 pg/pl Lachssperm-DNA (wurde zuvor fur
5 min bei 100 °C denaturiert und danach direkt auf Eis abgekiihlt) zusammen-
pipettiert. Es wurden unmarkierte, doppelstrangige Oligonukleotide als spezifische
DNA-Kompetitoren in 250-fachem molarem Uberschuf® und 4-8 fmol 8000 cpm 5'-
markiertes Oligonukleotid als Sonde eingesetzt. Danach wurden 8 pg Nuklearextrakt
dazupipettiert. Der Ansatz wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 15 pul aufgefulit
und flr 15 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde das gesamte Volumen

eines Ansatzes auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und aufgetrennt.
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Fur die Supershift-Experimente wurden 4 pl der spezifischen Antikorper eingesetzt.
Zuerst wurde der Bindungsansatz mit der Sonde 15 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe des spezifischen Antikorpers wurde er noch einmal fur 15 min bei RT
inkubiert und die Proben anschliefend auf Polyacrylamidgele aufgetragen und

elektrophoretisch getrennt.

Das Gel wurde auf Whatman 3 MM-Papier fixiert und 1h getrocknet. Die
Expositionszeit richtete sich nach der spezifischen Aktivitat der markierten DNA. Fur
die Exposition wurde ein Réntgenfilm aufgelegt und meistens {iber Nacht bei —80 °C

exponiert.
3.3.2.4 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Material:

- 10 x TBE pH 8: 108 g Tris, 55 g Borat (Merck), 40 ml 0.5 M EDTA, auf 1 L mit H,O
auffullen und autoklavieren

- Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg. (Merck)

- APS (Sigma)

- TEMED (Sigma)

- Rontgenfilm (Fuiji)

Methode: Zwei Glasplatten (20 x 20 cm) wurden mit 1.2-mm-Abstandshaltern
zusammengeklammert. 50 ml 6 %ige Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg. wurden mit 1.25
ml 10 x TBE versetzt (f.c. 0.25 x TBE), 50 pyl TEMED und 300 uyl 10 % APS
dazugemischt. Danach wurde das Gel gegossen. Die Polymerisation wurde durch die
Zugabe von TEMED und APS gestartet. Nach der Polymerisation wurde ein Vorlauf
von 2 h mit 5 pyl DNA-Ladepuffer durchgefuhrt, um die Qualitdt des Gels zu
uberprufen, danach wurden die vorbereiteten Proben (gesamtes Volumen 15 pl)
aufgetragen und das Gel fur 2-2,5 h bei 150-200 V laufen gelassen. Als Laufpuffer
diente 0,25 x TBE.
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3.3.3 ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)

Das aus den MA-10-Zellen ins Kulturmedium sezernierte Progesteron und VEGF-
Protein wurden durch ELISAs quantifiziert. Sowohl flr Progesteron als auch flr
VEGF wurden die Zellen in einer Dichte von ca 1.5 x 10° Zellen pro Well (je 1 ml) auf
einer 12-Well-Platte ausplattiert und fur 24 h kultiviert. Danach wurden die Zellen in
Serum-freiem Medium mit verschiedenen Substanzen fur 20 h stimuliert. Nach der

Stimulation wurde der Uberstand abgenommen und bei —20 °C aufbewahrt.
3.3.3.1  Progesteron-ELISA

Material:

- E-NAP-Puffer pH 4.0: 0.20 M Natriumacetat, 0.90 % NaCl, 0.20 % BSA, 0.01 %
Thimerosal; Lagerung bei 4 °C.

- Progesteron-Antiserum: 11 ul Progesteron-Antiserum mit 8.8 ml E-NAP-Puffer
mischen. Lagerung bei 4 °C.

- Progesteron-11a-Biotin (Tracer): 10 pl Progesteron-Tracer mit 10.0 ml E-NAP-
Puffer mischen. Lagerung bei 4 °C.

- HRP-Streptavidin-Lésung: 20 ul 167 pug/ml Stammlésung zu 22 ml kaltem E-PBS-
Puffer mischen. Lagerung bei 4 °C.

- E-PBS-Puffer: 0.10 M Natriumphosphat, 0.15 M NaCl, 0.005 M EDTA, 0.20 % BSA,
0.01% Thimerosal, pH 4.0; Lagerung bei 4 °C.

- HRP-Substratlésung: 500 pl Substratpuffer, 500 pl 0.2% H20,, 500 yl 0.5% TMB
auf 25 ml H,O auffillen. Lagerung RT ; im Dunklen lagern.

- Substratpuffer: 4.80 M Na-Acetat, 0.24 M Citronensaure, 0.2 % H20,, Lagerung RT;
im Dunklen lagern.

- Waschpuffer: 0.02 Gew.-% Tween 20 in H,0, 0.5 % NaCl. Lagerung bei 4 °C.

Methode: Es handelt sich um einen kompetitiven Doppelantikdrper-
Enzymimmunoassay mit Solid-Phase-Technik. Die immunologische Reaktion findet
an den mit Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorpern beschichteten Vertiefungen der ELISA-

Microplatten statt. Der Testablauf Ial3t sich in drei Schritte unterteilen:
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Der erste Reaktionsschritt ist die Assay-Inkubation. Bei diesem Schritt konkurrieren
das Progesteron aus den Kultur-Uberstanden und ein Progesteron-Biotin-Derivat
(Tracer) um die Bindung an den zugesetzten Kaninchen-Anti-Progesteron-Antikorper.
Die entstehenden Progesteron- und Progesteron-Biotin-Antikorper-Komplexe werden
gleichzeitig vom Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper an die Vertiefungen der Platten
gebunden. Fur die Assay-Inkubation wurden Kulturiberstande in unterschiedlichen
Verdunnungen mit 50 pl Progesteron-Biotin-Derivat und 100 pl Progesteron-
Antikdrper direkt in die Vertiefungen der Platten pipettiert und 20 h bei 4 °C inkubiert.

Im zweiten Reaktionsschritt wird an Streptavidin gekoppelte Horseradish-Peroxidase
(HRP) zugegeben, die dann selektiv nur von dem biotinhaltigen Immunkomplex (Uber
Streptavidin) gebunden wird. Daftr wurden 0,2 ml HRP-Streptavidin pro Vertiefung
zugegeben. Die Platten wurden abgedeckt und fiir 30 min bei 4-6 °C inkubiert.

Der dritte Reaktionsschritt ist die HRP-Substrat-Inkubation. Die Uber den Immun-
komplex an die Platten gebundene HRP setzt das farblose Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) zu einem blauen Farbstoff um, der nach H,SO4-Zugabe
eine gelbe Farbe annimmt. Die Farbentwicklung des Chromogens ist abhangig von
der an die Platten gebundenen Enzymmenge und damit umgekehrt proportional zur

gesuchten Progesteron-Konzentration.

Vor der Substratzugabe wurden die Platten viermal mit Puffer gewaschen und
danach fur 3-5 min bei RT abgedeckt. 250 pl HRP-Substratiésung wurden pro
Vertiefung zupipettiert, der Ansatz fur 40 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Anschlieend wurden 50 pyl 2 M H,SO4 dazupipettiert und die Farbreaktion im

Photometer bei 450 nm gemessen.
3.3.3.2 VEGF-ELISA

Dieser Versuch wurde mit dem von der Firma R & D System erarbeiteten Protokoll

durchgefluihrt. Die Reagenzien stammten ebenfalls von der gleichen Firma.
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Prinzip des Assays:

Es handelt sich um eine quantitative Sandwich-Elisa—Technik. Mikroelisa-Platten
werden mit gereinigten polyklonalen Antikorpern gegen Maus-VEGF beschichtet.
Dann werden die Kulturiberstande zusammen mit Standard und Kontrolle
aufgetragen. Das in den Proben vorhandene VEGF bindet an den Antikérper. Nach
dem Waschen wird der zweite enzymgekoppelte Antikorper zugegeben. Nach einem
weiteren Waschschritt wird das Substrat aufgetragen, welches von dem Enzym zu
einem blauen Produkt umgesetzt wird. Die Zugabe der Stoplésung verwandelt die
blaue Farbe in eine gelbe. Die Intensitat der Farbreaktion wird am Photometer
gemessen und ist proportional zu dem in den Proben vorhandenen VEGF. Durch
Vergleich mit dem Standard kann so die Menge an VEGF in den Proben ermittelt
werden. Von dem gelieferten Standard wurde eine Konzentrationsreihe von 500
pg/ml bis 7.8 pg/ml hergestellt. Pro Well wurden 50 ul Assay Diluent pipettiert, dazu
jeweils 50 pl Standard, Kontrolle oder Probe gemischt. Die Platte wurde vorsichtig
fur 1 min geschuttelt. Danach wurde die Platte abgedeckt und fir 2 h bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte mehrmals (mindest. 5 mal) mit
Waschpuffer gewaschen. 100 ul Antikérper-Konjugat wurden pro Well zugegeben
und noch einmal fur 2 h bei RT inkubiert. Die Platte wurde 5 mal gewaschen und
anschliessend wurden 100 ul Substratidsung pro Well pipettiert. Nach 30-minutiger
Inkubation wurde die Farbreaktion mit 100 pl Stoplésung beendet. Anschliessend
wurde der Ansatz im Photometer bei 450 nm gemessen. Nach dem Auftragen der
Konzentrationswerte des Standards gegen dessen MelRwerte wurde eine Eichgerade
erstellt. Durch Einsetzen der jeweiligen Proben-MefRwerte lie sich die Proben-

Konzentration ermitteln.

34 Hilfsprogramme

- ,NIH ImageQuant* version 1.62, Molecular Dynamics

- http://genomic.sanger.ac.uk
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4. Ergebnisse

4.1 Biosynthese von Progesteron in MA-10-Zellen

In  Maus-Tumor-Leydig-Zellen wird nach der Bildung von Progesteron die
Steroidbiosynthese von Testosteron weitgehend unterbunden, was auf einen Defekt
der 17a-Hydroxylase in den Tumorzellen zurtickzufihren ist (Lacroix et al., 1979).
Daher wird als Parameter der Steroidbiosyntheseleistung Progesteron gemessen.
Fir die Messung wird von den kultivierten Zellen das Medium gesammelt und darin

das von den Zellen sezernierte Progesteron mittels ELISA bestimmt.

411 Messungen von in das Kulturmedium sezerniertem Progesteron nach
der Stimulation der MA-10 Zellen mit unterschiedlichen

Konzentrationen von hCG und 8-Br-cAMP

Wie in Kap. 3.1.2 beschrieben wurde, wurden MA-10-Zellen mit Trypsin/EDTA
behandelt und die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop bestimmt. In einer 12-Well-
Platte wurden 1.5 x 10° Zellen pro Well in Kulturmedium ausgeséat. Nach einer 24
stindigen Kultivierung der Zellen wurde die Stimulation der Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von hCG und 8-Br-cAMP fur 20 h durchgeflhrt.
Die Behandlung der Zellen mit verschiedenen Hormonen wurde mit serumfreiem

Kulturmedium durchgefuhrt.

Anschliefend wurde das aus den Zellen ins Kulturmedium sezernierte Progesteron
quantifiziert. Eine reprasentative Standardkurve des ELISAs ist in Abb. 9 dargestellt.
Die Auswertung der Quantifizierungen zeigte, dass hCG und 8-Br-cAMP die

Progesteronproduktion dosisabhangig stark induzieren (Abb. 10).
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Abb. 9 Graphische Darstellung einer reprasentativen Progesteron-Standardkurve
fur den Progesteron-ELISA .
Auf der obigen Standardkurve ist die optische Dichte fir jeden Standard auf der Y-Achse
gegen die Konzentration von Progesteron auf der X-Achse geplottet. Es wurde in einem
ELISA-Reader (SLT) bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Der Verlauf der
Kurve reflektiert die gemessene Farbentwicklung der Enzymreaktion, die umgekehrt
proportional zur Menge des Progesterons ist. Die Werte der Proben kénnen dann mit

Hilfe der Standardkurve abgelesen werden.

50



Ergebnisse

A
400
S  300-
N
o
=
& 200-
(]
k7]
o |
o 100§
o
(o))}
c
0 | | | I |
0 2 3 4 5
hCG [ng/ml]
B
300+
L
o
9
g 200-
c
o
9
(7]
g, 100+
4
o 3
(o))
c
0 | | | | 1

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

8-Br-cAMP [mM]

Abb. 10  Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von hCG (A) bzw. cAMP (B) auf
die Produktion des Progesterons in MA-10-Zellen
Die quantitative Bestimmung des aus MA-10-Zellen ins Kulturmedium sezernierten
Progesterons wurde nach Stimulation der Zellen mit hCG (ng/ml) und 8-Br-cAMP (mM) in
den oben angegebenen Konzentrationen durchgefihrt. Die Zellen wurden 20 h im
serumfreien Kulturmedium bei 36 °C inkubiert.
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41.2 Zeitkinetik der Freisetzung von Progesteron in das Kulturmedium
nach Stimulation mit 8-Br-cAMP

Um den zeitlichen Verlauf der Sekretion von Progesteron zu analysieren, wurden
MA-10-Zellen mit 1 mM 8-Br-cAMP stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde
das Kulturmedium gesammelt und fur ELISA-Messungen eingesetzt. Fur die
Quantifizierungen der sezernierten Produkte wurde das Kulturmedium von MA-10-
Zellen, die mit 8-Br-cAMP stimuliert wurden, mit dem Kulturmedium unstimulierter
MA-10-Zellen verglichen. Die Progesteronproduktion ins Kulturmedium konnte nach
4- stundiger Behandlung der MA-10-Zellen mit 8-Br-cAMP detektiert werden. Von
diesem Zeitpunkt an stieg die Menge sezernierten Progesterons kontinuierlich an, bis
zum Behandlungszeitpunkt von ca. 28h bzw. 20h ein Sattigungsbereich erreicht
wurde (Abb. 11).
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Abb. 11  Zeitkinetik von cAMP-induzierter Progesteron-Biosynthese in MA-10-
Zellen
Die in das Kulturmedium sezernierten Produkte wurden nach der Stimulation der Zellen,
in Abwesenheit (basal) oder Anwesenheit von 1 mM 8-Br-cAMP quantifiziert. Die Zellen
wurden in serumfreiem Kulturmedium bei 36 °C inkubiert. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3 Versuchen. ***P<0.001, im

Vergleich zum Basalwert.
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4.2 Regulation der VEGF- und StAR-Expression durch hCG/cAMP in MA-
10-Zellen

Ziel dieses Arbeitsabschnittes war, Hinweise auf eine Transkription des VEGF-Gens

und somit auf eine potentielle Expression der Proteine in Leydig-Zellen zu finden.

II
- -
1 2 3 45 66A7 @8

VEGF

Abb. 12  Struktur der vier Isoformen des humanen VEGF-Gens
Die Pfeile zeigen die Lokalisierung der VEGF-Primer (I, sense Primer und Il, antisense
Primer) in Exons 2 und 8 an (nach Keith et al., 1991). Zur humanen Sequenz zeigen die
Sequenzen der von mir verwendeten 5'- bzw. 3'-Primer der Ratte eine 83.3 %ige bzw.
95.5 %ige Homologie (Keith et al., 1991; Redmer et al., 1996).
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4.2.1 Nachweis der VEGF- und StAR-mRNA durch RT-PCR

MA-10-Zellen wurden wie in Kap. 3.1.2 beschrieben kultiviert. Die Inkubationen
wurden in Abwesenheit oder Anwesenheit von hCG oder 8-Br-cAMP durchgefuhrt.
Danach wurde RNA aus den Zellen isoliert und die Gesamt-RNA extrahiert (Kap.
3.2.1) und in einer reversen Transkription wurden 2.5 ug jeder RNA-Probe in cDNA
umgeschrieben (s. Kap. 3.2.2).

PCR-Analysen wurden mit spezifischen Primern fir VEGF und StAR sowie zur
Kontrolle mit GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Die cDNA fir das
konstitutiv exprimierte Gen GAPDH konnte in allen Ansatzen in ahnlicher Menge

amplifiziert werden, was fur eine gute und vergleichbare Integritat der cONAs sprach.

Amplifizierungen mit VEGF-spezifischen Primern (Lokalisation siehe Abb.12)
ergaben drei Fragmente mit einer Grof3e von 380, 480 und 520 bp (Abb. 13 A, B).
Diese Fragmente entsprechen den VEGF-Splei3-Varianten VEGF 2, VEGF+s4 und
VEGF1g. Alle drei Fragmente waren bereits in unstimulierten Zellen (basal)
nachweisbar. Die Inkubation der Zellen mit hCG (Abb. 13 A) oder 8-Br-cAMP (Abb.
13 B) fuhrte jedoch zu einer signifikanten Zunahme der PCR-Fragmente, was auf
eine verstarkte Expression des VEGF-Gens in Anwesenheit beider Faktoren

hindeutet.
Die Amplifizierungen mit StAR-spezifischen Primern zeigten ebenfalls die

Anwesenheit von Transkripten im unstimulierten Zustand und eine Zunahme nach
Inkubation mit hCG (Abb. 13 C) und 8-Br-cAMP (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 13: Nachweis von VEGF (A, B) und StAR (C) mRNA in MA-10 Zellen durch RT-
PCR
RNA wurde aus zwei unterschiedlichen Passagen von MA-10-Zellen isoliert, die in
Abwesenheit (basal) oder Anwesenheit von hCG (4 ng/ml) bzw. 8-Br-cAMP (1 mM)
inkubiert worden waren. Nach reverser Transkription zu cDNA wurden 30 Zyklen der
PCR-Amplifikation mit spezifischen Primern durchgefihrt. Referenzreaktionen mit
GAPDH-spezifischen Primern und Kontrollreaktionen in Abwesenheit von cDNA sind

gezeigt.
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4.2.2 Nachweis von VEGF- und StAR-Transkripten durch Northern Blot-

Analysen

MA-10-Zellen wurden wie in Kap. 3.1.3 beschrieben in Abwesenheit oder
Anwesenheit von hCG und 8-Br-cAMP inkubiert. Nach RNA-Extraktion wurden die
RNA-Molekule in einem 1.3 %igen Agarose-Formaldehyd-Gel aufgetrennt und
anschliellend auf eine Nylon-Membran transferiert. Hierfir wurden jeweils 20 ug
Gesamt-RNA eingesetzt. Die membrangebundene RNA wurde mit einer radioaktiv
(**P) markierten VEGF-Sonde (494 bp lang) hybridisiert (sieche auch Kap. 3.2.16).
Nach Waschen unter stringenten Bedingungen (Kap. 3.2.17) wurden die
Hybridisierungssignale 1-2 Tage auf einem Biomax-MR Film mit Intensivierungs-

Screen exponiert.

Die Hybridisierungssignale entsprachen den erwarteten VEGF-Transkripten: 1.8 kb
(VEGF12), 2.4 kb (VEGF164) und 4.4 kb (VEGF+gs) (Abb.14 A). Hierbei zeigte sich,
dass das VEGFs4-Protein die am haufigsten vorkommende Isoform in den MA-10-
Zellen ist. Die Inkubation der Zellen mit hCG fuhrte zu einer dramatischen Zunahme
des 2.4 kb langen VEGF-Transkriptes. Auch 8-Br-cAMP bewirkte eine Zunahme von
VEGF-mRNA. Interessanterweise war in diesem Fall die Zunahme auf zwei
Transkripte (VEGF 120 und VEGF 144) beschrankt, wahrend das 4.4 kb grof3e VEGF 1gs-
Transkript durch 8-Br-cAMP nicht hochreguliert wurde.

GAPDH, ein konstitutiv exprimiertes Gen, das in jedem Gewebe gleich exprimiert
wird, wurde als Kontrolle verwendet, um die Menge der geladenen RNA zu
vergleichen. Die densitometrische Auswertung der Signale (Abb. 14 B) zeigte, dass
hCG und 8-Br-cAMP die Menge der VEGFs4-Transkripte jeweils etwa dreifach
erhohte. Zur Quantifizierung wurde das VEGFqgs-Transkript ausgewahlt, da
Messungen auf Proteinebene (s. Kap. 4.2.3) ebenfalls mit dieser Spleil3-Variante

durchgefuhrt wurden.
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164 (2.4 kb)
2 hCG
3 8-Br-cAMP
120 (1.8 kb)
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basal hCG 8-Br-cAMP

Einfluss von hCG und 8-Br-cAMP auf die VEGF-Genexpression in MA-10-

Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 4 ng/ml hCG beziehungsweise 1 mM 8-Br-cAMP fiir 20 h bei 36 °C
inkubiert. RNA wurde isoliert und jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Spur fur Northern Blot-
Analysen mit einer VEGF-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer
GAPDH-Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale von VEGF g,
durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willklrlich auf 100% gesetzt
wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3

Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.
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Entsprechende Untersuchungen wurden zum direkten Nachweis von StAR-
Transkripten durchgefiihrt. Auch hierfiir wurde eine radioaktiv (*P) markierte StAR —

spezifische Sonde verwendet (s. Kap. 3.2.16).

Auch in diesem Fall konnten drei Hybridisierungssignale mit kalkulierten mRNA-
Langen von 1.6, 2.7 und 3.4 kb detektiert werden. Im Vergleich zu dem
stimulatorischen Effekt durch 8-Br-cAMP konnte hCG die StAR-Genexpression nicht
so dramatisch stimulieren (Abb. 15 A). Die densitometrische Auswertung der
Experimente zeigte, dass hCG die Expression der StAR-Transkripte um den Faktor 3
und 8-Br-cAMP um den Faktor 8 erhéhte (Abb. 15 B).
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Abb. 15 Einfluss von hCG und 8-Br-cAMP auf die StAR-Genexpression in MA-10-

Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 4 ng/ml hCG beziehungsweise 1 mM 8-Br-cAMP fiir 20 h bei 36 °C
inkubiert. RNA wurde isoliert und jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Spur fir Northern Blot-
Analysen mit einer StAR-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer
GAPDH-Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale (3.4 kb, 2.7 kb
und 1.6 kb) durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkiirlich auf
100% gesetzt wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen

von jeweils 3 Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.
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Weitere Studien dienten dem Zweck, die Anwesenheit des Enzyms 3-Beta-
Hydroxydehydrogenase (33-HSD) zu belegen sowie eine mogliche Beeinflussung
durch hCG/cAMP zu untersuchen. Dieses Enzym ist an der Umwandlung von

Pregnenolon in Progesteron an der inneren Mitochondrienmembran beteiligt.

Zum direkten Nachweis der 3B-HSD-Transkripte wurde eine radioaktiv (**P)
markierte 3R3-HSD-spezifische Sonde (1.8 kb lang) verwendet (s. Kap. 3.2.16), mit
der ein Transkript von 1.8 kb detektiert werden konnte (Abb. 16 A).

Im Gegensatz zu den beobachteten positiven Effekten durch hCG und 8-Br-cAMP
auf die VEGF- und StAR-Genexpression bewirkte die Inkubation der Zellen mit cAMP
eine Reduktion der 3R-HSD-Genexpression, wahrend kein Effekt von hCG auf das
1.8 Kb grofRe 3R-HSD-Transkript (Abb. 16 A) ersichtlich ist. GAPDH wurde auch hier
als Kontrolle benutzt. Die densitometrische Auswertung der Signale zeigte, dass
cAMP-Anwesenheit zu einer etwa zweifachen Reduktion der 3R3-HSD-Genexpression
fuhrt (Abb. 16 B).
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Einfluss von hCG und 8-Br-cAMP auf die 3R-HSD-Genexpression in MA-10-

Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 4 ng/ml hCG beziehungsweise 1 mM 8-Br-cAMP fiir 20 h bei 36 °C
inkubiert. RNA wurde isoliert und jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Spur fur Northern Blot-
Analysen mit einer 33-HSD-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer
GAPDH-Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale von jeweils 3
Versuchen durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkiirlich auf
100% gesetzt wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen

von jeweils 3 Versuchen.
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4.2.3 Expression von VEGF-Protein in MA-10-Zellen

Parallel zu quantitativen Bestimmungen der Progesteron-Synthese wurden auch
Quantifizierungen zur Sekretion des VEGF-Proteins durchgefuhrt. Fir diese
Bestimmung wurde ebenfalls das gesammelte Kulturmedium verwendet und VEGF
mittels ELISA nachgewiesen. Mit dieser Methode wird die Isoform VEGFqs4
detektiert, die hauptsachlich sezerniert wird. Abbildung 17 zeigt eine reprasentative
VEGF-Standardkurve.
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Abb. 17 Graphische Darstellung einer reprasentativen VEGF-Standardkurve fiir den
VEGF-ELISA
Auf der obigen Standardkurve ist die optische Dichte fir jeden Standard auf der Y-Achse
gegen die Konzentration von VEGF auf der X-Achse geplottet. Es wurde in einem ELISA-
Reader (SLT) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Der Verlauf der Kurve
reflektiert die gemessene Farbentwicklung der Enzymreaktion, die proportional zur
Menge des VEGF-Proteins ist. Die Werte der Proben kdnnen dann mit Hilfe der

Standardkurve abgelesen werden.
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4.2.3.1 Messungen von in das Kulturmedium sezerniertem VEGF-Protein
nach Stimulation der MA-10-Zellen mit unterschiedlichen

Konzentrationen von hCG und 8-Br-cAMP

Wie in Kap. 3.1.2 beschrieben, wurden MA-10-Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt
und die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop bestimmt. In einer 12-Well-Platte wurden
1.5 x 10° Zellen pro Well mit Kulturmedium ausgesat. Nach einer 24-stiindigen
Kultivierung wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von hCG und
8-Br-cAMP fur 20 h stimuliert. Die Behandlung der Zellen mit verschiedenen

Hormonen wurde in serumfreiem Kulturmedium durchgefihrt.

Anschlie®end wurde das aus den Zellen ins Kulturmedium sezernierte VEGF-Protein
quantifiziert. Die Auswertung der Quantifizierungen zeigte, dass hCG und 8-Br-cAMP
in der Lage sind, die VEGF-Proteinsynthese dosisabhangig zu stimulieren (Abb.18).
Die Daten dieser Quantifizierung fur die Sekretion von VEGF4g4-Protein stehen im

Einklang mit dem Ergebnis der Detektion von VEGF 64 kodierenden Transkripten.
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Abb. 18 Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von hCG (A) bzw. cAMP (B) auf

die Expression des VEGF-Proteins in MA-10-Zellen

Die Messung fir die quantitative Bestimmung des aus MA-10-Zellen ins Kulturmedium
sezernierten VEGF-Proteins wurde nach der Stimulation mit den oben angezeigten
Konzentrationen von hCG (ng/ml) und 8-Br-cAMP (mM) durchgefiihrt. Die Zellen wurden
20 h in serumfreiem Kulturmedium bei 36 °C inkubiert.
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424 Zeitkinetik der Stimulation der VEGF-Genexpression durch cAMP

Fiar diese Untersuchungen wurden MA-10-Zellen unterschiedlich lange mit 8-Br-
CcAMP inkubiert. Danach wurde aus den Zellen Gesamt-RNA isoliert und die RNA-
Molekuile in einem 1.3 %igen Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt. Zur Detektion
von VEGF-Transkripten wurde als Sonde eine 494 bp lange VEGF-cDNA-Sequenz
verwendet (s. Kap. 3.2.16). Die Expositionszeit betrug 2 Tage mit einem
hochempfindlichen Film bei -80°C (Biomax MR).

Die Resultate dieser Untersuchungen zeigten, dass 8-Br-cAMP die VEGF-
Expression schon nach 4 h auf transkriptioneller Ebene induziert. Nach 20 h wurde
ein Sattigungsbereich erreicht. Dies betrifft die Hybridisierungssignale bei 1.8 kb
(VEGF120) und 2.4 kb (VEGF164). Interessanterweise war noch ein zusatzliches ca.
2.2 kb langes Transkript erkennbar, das wahrend der Inkubation mit 8-Br-cAMP
hochreguliert wurde (Abb. 19 A).

GAPDH, ein konstitutiv exprimiertes Gen, das in jedem Gewebe gleich exprimiert
wird, wurde als Kontrolle benutzt, um die Menge der aufgetragenen RNA zu
vergleichen. Die densitometrische Auswertung der Signale zeigte, dass 8-Br-cAMP
die VEGF-Genexpression nach 20 h etwa 2-2.5 fach erhohte (Abb. 19 B).
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Abb. 19  Zeitkinetik der cAMP-induzierten VEGF-Genexpression in MA-10-Zellen
A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 1 mM 8-Br-cAMP fiir unterschiedliche Zeit bei 36 °C inkubiert. RNA
wurde isoliert und jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Spur fiir Northern Blot-Analysen mit
einer VEGF-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-Sonde
als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale von VEGF4 durch
densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100% gesetzt wurde.
Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3

Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.
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4.2.5 Zeitkinetik der VEGF-Proteinfreisetzung in das Kulturmedium nach
Stimulation mit 8-Br-cAMP

Um den zeitlichen Verlauf der Sekretion von VEGF-Protein zu analysieren, wurden
MA-10-Zellen mit 1 mM 8-Br-cAMP stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde
das Kulturmedium gesammelt und fur ELISA-Messungen eingesetzt. Fur die
Quantifizierungen der sezernierten Produkte wurden Proben von stimulierten mit
unstimulierten Zellen verglichen. VEGF+s4 konnte nach 4-stindiger Behandlung mit 8-
Br-cAMP detektiert werden. Von diesem Zeitpunkt an stieg die Menge des
sezernierten VEGF 64 kontinuierlich an, bis zum Behandlungszeitpunkt von ca. 28h

bzw. 20h ein Sattigungsbereich erreicht wurde (Abb. 20).
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Abb. 20 Zeitkinetik der cAMP-induzierten Expression des VEGF-Proteins in MA-10-
Zellen
Die ins Kulturmedium sezernierten Produkte wurden nach der Stimulation der Zellen in
Abwesenheit (basal) oder Anwesenheit von 1 mM 8-Br-cAMP quantifiziert. Die Zellen
wurden in serumfreiem Kulturmedium bei 36 °C inkubiert. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3 Versuchen. ***P<0.001, im
Vergleich zum Basalwert.
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4.3 Regulation der VEGF-Expression durch das Steroidhormon
Progesteron
4.3.1 Aminoglutethimid, ein Inhibitor der Steroidhormon-Biosynthese,

inhibiert die VEGF-mRNA-Expression

Um zu untersuchen, ob cAMP direkt oder indirekt Uber die Steroidhormone auf die
VEGF-Expression einwirken kann, wurden MA-10-Zellen mit 1 mM 8-Br-cAMP in
Abwesenheit (basal) oder in Anwesenheit von 5 pg/ml Aminoglutethimid (AGT)
inkubiert. Die Produktion der Steroidhormone wird durch Zugabe von Substanzen
wie AGT unterbunden. AGT inhibiert die Aktivierung des P450 side chain cleavage
(P450 SCC)-Enzyms, das an der inneren Mitochondrienmembran die Umwandlung
des Cholesterins zu Steroidhormonen ermdoglicht. Die Steroidhormon-Biosynthese
wird durch cAMP stimuliert. Nach der Isolierung der RNA wurden die RNA-Molekule
in einem 1.3 %igen Agarose-Formaldehyd-Gel aufgetrennt und anschlieend auf
eine Nylon-Membran transferiert. Hierfir wurden jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro
Spur eingesetzt. Die membrangebundene RNA wurde mit einer radioaktiv markierten
VEGF-Sonde hybridisiert (Kap. 3.2.16).

AGT inhibierte die 8-Br-cAMP-stimulierte VEGF-Expression beider Transkripte von
1.8 kb (VEGF12) und 2.4 kb (VEGF164) (Abb. 21 A). GAPDH wurde auch hier als
Kontrolle verwendet, um die mRNA-Expression zu vergleichen. Die densitometrische
Auswertung der VEGF-Transkripte zeigte, dass AGT auf die basale VEGF-
Expression keinen Effekt hat, aber die 8-Br-cAMP-stimulierte VEGF-Expression um
etwa 20% reduzierte (Abb. 21 B).
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Abb. 21 Einfluss von AGT und 8-Br-cAMP auf die VEGF-Genexpression in MA-10-
Zellen
A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 5 ug/ml AGT und/oder 1 mM 8-Br-cAMP fiir 20 h bei 36 °C inkubiert.
RNA wurde isoliert und jeweils 20 uyg Gesamt-RNA pro Spur fir Northern Blot-Analysen
mit einer VEGF-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-
Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale von VEGFqs4 durch
densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100% gesetzt wurde.
Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3
Versuchen.
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4.3.2 Aminoglutethimid, ein Inhibitor der Steroidbiosynthese, inhibiert die
VEGF-Proteinproduktion in MA-10-Zellen

Entsprechende Untersuchungen wurden zur Quantifizierung des sezernierten VEGF-
Proteins wie auch des sezernierten Progesterons durchgefuhrt. Aufgrund der
teilweisen Inhibition der VEGF-Transkription durch AGT wurde untersucht, ob AGT
auch die 8-Br-cAMP-stimulierte VEGF-Proteinproduktion hemmen kann. Dafur
wurden MA-10-Zellen mit 8-Br-cAMP in Abwesenheit oder Anwesenheit von 5 pg/mi
AGT fur 20 h inkubiert. AnschlieBend wurden das von den MA-10-Zellen in das

Kulturmedium sezernierte Progesteron und VEGF-Protein gemessen.

Das Ergebnis zeigte, dass AGT nicht nur die 8-Br-cAMP-stimulierte

Progesteronproduktion, sondern auch die VEGF 154-Proteinproduktion inhibierte.

400~
— \VEGF

S 1 Prog.
S 3004 =
3
=
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5 2004
L
>
(@)
< 100+ I

JHT

basal AGT cAMP AGT+cAMP

Abb. 22  Einfluss von AGT und 8-Br-cAMP auf die Progesteronproduktion und die
Expression des VEGF-Proteins in MA-10-Zellen
Messungen zur Bestimmung des aus MA-10-Zellen sezenierten Progesterons und
VEGF-Proteins ins Kulturmedium. Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium bei 36
°C in Abwesenheit (basal) oder Anwesenheit von 5 pug/ml AGT und/oder 1 mM 8-Br-

cAMP fir 20 h inkubiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen

von jeweils 3 Versuchen.
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4.3.3 Effekt der Steroidhormone auf die VEGF-Genexpression

Die Inhibition der 8-Br-cAMP-stimulierten VEGF-Genexpression durch AGT weist
darauf hin, dass 8-Br-cAMP entweder direkt oder indirekt Uber Steroidhormone die
VEGF-Expression reguliert. Aus diesem Grund wurden MA-10-Zellen in Abwesenheit
(basal) und in Anwesenheit von verschiedenen Steroiden (Progesteron,
Dexamethason und Dihydroxytestosteron) inkubiert. Daflr wurden MA-10-Zellen mit
107 M Dihydroxytestosteron (DHT), 107 M Dexamethason (Dex) oder 10 pg/ml
Progesteron inkubiert. Unterschiedliche Konzentrationen der Steroide wurden
eingesetzt, weil MA-10-Zellen einen nuklearen Androgen- und Glucocorticoidrezeptor
besitzen, jedoch keinen nukledaren Progesteronrezeptor. Progesteron bindet
moglicherweise mit schwacher Bindungsaffinitdt an den Glucocorticoid- und
Androgenrezeptor. Daher wurde eine erhohte Konzentration von Progesteron

verwendet.

Nach Isolation der Gesamt-RNA und Auftrennung der mRNA-Molekile in einem Gel
wurden die RNA-Moleklle auf eine Nylon-Membran transferiert. Hierfir wurden
jeweils 20 yg Gesamt-RNA pro Spur eingesetzt. Die membrangebundene RNA
wurde mit einer *P-markierten VEGF-Sonde (494 bp lang) hybridisiert. Nach zwei
Tagen Exposition konnten Hybridisierungssignale auf den Autoradiogrammen

detektiert werden.

Die Untersuchung zeigte, dass Progesteron die VEGF-Expression schon nach 6 h
auf transkriptioneller Ebene induziert und nach 20 h eine maximale Zunahme erreicht
wird (Abb. 23 A). Es wurden die Hybridisierungssignale 1.8 kb (VEGF120) und 2.4 kb
(VEGF164) detektiert. Wie schon vorher beobachtet (Abb. 19 A, B Kap. 4.2.4), war
interessanterweise auch in diesem Fall in ca. 2.2 kb langes zusatzliches Transkript
erkennbar, das nach Inkubation mit Progesteron hochreguliert wurde. Die
densitometrische Auswertung der VEGF-Transkripte zeigte, dass eine zweifache
Zunahme der VEGF mRNA-Expression durch Progesteron (Abb. 23 B) erfolgte.
Jedoch zeigten DHT und Dex keinen Effekt auf die VEGF-Expression (Abb. 24 A, B
und C).
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Abb. 23  Einfluss von Progesteron in Abhéangigkeit von der Zeit auf die VEGF-

Genexpression in MA-10-Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 10 ug/ml Progesteron fir unterschiedliche Zeit bei 36 °C inkubiert. RNA
wurde isoliert und jeweils 20 uyg Gesamt-RNA pro Spur fiir Northern Blot-Analysen mit
einer VEGF-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-Sonde
als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale von VEGFq durch
densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100% gesetzt wurde.
Standardabweichungen von jeweils 3

Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/-

Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.
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Abb. 24  Einfluss von Progesteron, Dex und DHT auf die VEGF-Genexpression in
MA-10-Zellen
A, B: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 10 ug/ml Prog., 10" M Dex. beziehungsweise 10" M DHT fiir 20 h bei
36 °C inkubiert. RNA wurde isoliert und jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Spur flr Northern
Blot-Analysen mit einer VEGF-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit
einer GAPDH-Sonde als Kontrolle hybridisiert. C: Quantifizierung der Signale von
VEGF 64 durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100%
gesetzt wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von

jeweils 3 Versuchen.
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434 Progesteron induziert die VEGF-Proteinproduktion

Die inhibierende Wirkung von AGT, sowohl auf die Biosynthese des Progesterons als
auch auf die Sekretion des VEGF-Proteins, steht im Einklang mit den Ergebnissen
auf transkriptioneller Ebene. Um entsprechend den Einfluss der Steroidhormone auf
die VEGF-Proteinproduktion zu untersuchen, wurden MA-10-Zellen mit 107 M
Dihydroxytestosteron (DHT), 10”7 M Dexamethason (Dex) oder 10 pg/ml Progesteron
(Prog) inkubiert. AnschlieBend wurde das ins Kulturmedium sezernierte VEGF-
Protein quantifiziert. Das Ergebnis der Quantifizierungen zeigte, dass Progesteron
auch die Sekretion des VEGFg4-Proteins stimuliert (Abb. 25). Hingegen hatten die
anderen Steroidhormone (DHT oder Dex) keine Effekte auf die Regulation der
VEGF-Proteinexpression in MA-10-Zellen (Abb.26).
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Abb. 25
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Abb. 26
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Einfluss von Progesteron auf die Expression des VEGF-Proteins in MA-10-
Zellen

Quantitative Bestimmung des aus MA-10 Zellen ins Kulturmedium sezernierten VEGF 1¢4-
Proteins. Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium bei 36 °C in Abwesenheit
(basal) oder Anwesenheit von 10 ug/ml Progesteron beziehungsweise 1 mM 8-Br-cAMP
fur 20 h behandelt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von

jeweils 3 Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.

7500+
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basal Dex. DHT 8-Br-cAMP

Einfluss von Dex und DHT auf die Expression des VEGF-Proteins in MA-10-
Zellen

Quantitative Bestimmung des aus MA-10 Zellen ins Kulturmedium sezernierten VEGF 4¢4-
Proteins. Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium bei 36 °C in Abwesenheit
(basal) oder Anwesenheit von 107 M Dex., 107 M DHT beziehungsweise 1 mM 8-Br-
cAMP fir 20 h inkubiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen

von jeweils 3 Versuchen.
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44 Regulation der StAR-Genexpression durch das Steroidhormon
Progesteron
441 Aminoglutethimid, ein Inhibitor der Steroidhormon-Biosynthese,

inhibiert die StAR-mRNA-Expression

Das StAR-Gen wird direkt durch cAMP induziert. Zur Untersuchung, ob AGT eine
Wirkung auf die cAMP stimulierte StAR-Expression ausuben kann, wurde die
entsprechende Untersuchung wie bei VEGF durch Northernblot-Analyse mit einer

StAR-spezifischen Sonde durchgeflnhrt.

Das Ergebnis zeigt ebenfalls die Anwesenheit von Transkripten im unstimulierten
Zustand und eine 20 %ige Inhibition der durch 8-Br-cAMP stimulierten StAR-
Genexpression in Anwesenheit von AGT (Abb. 27 A und 27 B). Es wurden wie
erwartet drei starke Hybridisierungssignale von 1.6, 2.7 und 3.4 kb (Abb. 27 A)
detektiert.
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Abb. 27  Einfluss von AGT und 8-Br-cAMP auf die StAR-Genexpression in MA-10-
Zellen
A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 5 pg/ml AGT und/oder 1 mM 8-Br-cAMP fiir 20 h bei 36 °C inkubiert.
RNA wurde isoliert und jeweils 20 uyg Gesamt-RNA pro Spur fir Northern Blot-Analysen
mit einer StAR-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-
Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale (3.4 kb, 2.7 kb und 1.6 kb)
durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100% gesetzt
wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3
Versuchen.
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4.4.2 Effekt der Steroidhormone auf die StAR-Genexpression

Wie schon zuvor die Regulation der VEGF-Expression durch verschiedene
Steroidhormone wurde auch die StAR-Expression durch ein Steroidhormon (10 pug/mli
Progesteron) induziert. Es wurden drei starke Hybridisierungssignale von 1.6, 2.7
und 3.4 kb der StAR-Transkripte detektiert (Abb. 28 A). Die densitometrische
Auswertung der Transkripte zeigte, dass eine etwa dreifache Erhohung der StAR-
mMRNA-Expression durch Progesteron (Abb. 28 B) vorlag.
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Abb. 28 Einfluss von Progesteron auf die StAR-Genexpression in MA-10-Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 10 pg/ml Prog. fur 20 h bei 36 °C inkubiert. RNA wurde isoliert und
jeweils 20 yg Gesamt-RNA pro Spur fur Northern Blot-Analysen mit einer StAR-Sonde
verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-Sonde als Kontrolle
hybridisiert  B: Quantifizierung der Signale (3.4 kb, 2.7 kb und 1.6 kb) durch
densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willkirlich auf 100% gesetzt wurde.
Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3

Versuchen. ***P<0.001, im Vergleich zum Basalwert.
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Wie zuvor bei VEGF wurde auch bei StAR der Einfluss verschiedener
Steroidhormone auf die Expression mit Hilfe von Northern Blots und einer StAR-

spezifischen Sonde untersucht.

Die Untersuchung zeigte, dass die Steroidhormone DHT und Dex im
Konzentrationen von 107 M im Gegensatz zu Progesteron keinen Einfluss auf die
StAR-Genexpression hatten. Zur Kontrolle wurde die Transkriptmenge in
unstimulierten Zellen mit der in den hormonbehandelten verglichen (Abb. 29 A und
B).

80



Ergebnisse

A
1 2 3
StAR
3.4 kb
1 basal
| 2.7kb 2 Dex.
‘% 3 DHT
1.6 kb
GAPDH (1.4 kb)
B
150
100+
%
50
0_
basal Dex DHT

Abb. 29 Einfluss von Dex und DHT auf die StAR-Genexpression in MA-10-Zellen

A: Die Zellen wurden in serumfreiem Kulturmedium in Abwesenheit (basal) oder
Anwesenheit von 107 M Dex. beziehungsweise 10”7 M DHT fiir 20 h bei 36 °C inkubiert.
RNA wurde isoliert und jeweils 20 uyg Gesamt-RNA pro Spur fur Northern Blot-Analysen
mit einer StAR-Sonde verwendet. Dieselbe Membran wurde auch mit einer GAPDH-
Sonde als Kontrolle hybridisiert. B: Quantifizierung der Signale (3.4 kb, 2.7 kb und 1.6 kb)
durch densitometrische Auswertung, wobei der basale Wert willklrlich auf 100% gesetzt
wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichungen von jeweils 3

Versuchen.
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4.5 Analyse des VEGF-Promotors der Maus

Bis jetzt konnte die hormonelle Regulation der VEGF-Expression in MA-10 Leydig-
Zellen auf mRNA- und Protein-Ebene mit Hilfe von Northern-Hybridisierung und
ELISA-Analysen nachgewiesen werden. Um zu untersuchen, welche Regionen im
Promotor zur Aktivierung der VEGF-Expression fuhren und welche
Transkriptionsfaktoren an der Stimulation beteiligt sind, werden in diesen Abschnitt
funktionelle Assays (Transfektionen) und Bindungsanalysen (Gelshifts/EMSAS)

beschrieben.

Promotoranalysen zeigen, dass der murine VEGF-Promotor potentielle
Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren Sp1, AP-2, AP-1, HIF-1, NF-kB, GCN-
4, RAP-1, Egr und Gata-1 enthalt. Eine 1.2-kb lange 5’-flankierende Region des
murinen VEGF-Gens besitzt Promotoraktivitat (Shima et al., 1996). Weitere Analysen
uber die Regulation des VEGF-Promotors der Maus wurden bis jetzt jedoch nicht
durchgefuhrt.

Abb. 29 zeigt die Homologie zwischen den Sequenzen -294/+12 des humanen und
-250/+12 des murinen Promotorbereichs. Die Region -40/-135 des humanen
Promotors spielt in der basalen wie auch in der aktivierten Expression, die durch die

Transkriptionsfaktoren Sp1, Sp3 und Ap2 vermittelt wird, eine wichtige Rolle.
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Abb. 29  Vergleich der Sequenzen der 5°-flankierenden Region des humanen (h) und murinen (m)
VEGF-Gens, basierend auf dem Programm Wilbur-Lipman DNA Alignment. Identische
Basen sind zwischen den beiden Sequenzen dargestellt. Potentielle Bindungsstellen fiir
die Transkriptionsfaktoren Sp1, Egr-1, AP-2, NF-xB und Oct-1 sind schattiert und wurden
durch das Programm AliBaba (Universitat Magdeburg) ermittelt. Der Pfeil kennzeichnet
die Startstelle. Die Sequenzen -109/-81, -86/-50 und -53/-24, die fir die Gelshift-Analysen

verwendet wurden, sind fett gedruckt.
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Abb. 30 Schematische Darstellung des murinen VEGF Promotors
Die Restriktionsstellen fiir die Enzyme Apa und Mlu und die potentiellen Bindungsstellen

fur die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Egr sind eingezeichnet.

4.5.1 Funktionelle Analyse des VEGF-Promotors

Gemass den Ergebnissen auf transkriptioneller Ebene (Northern Blot-Analysen) und
auf Proteinebene (ELISA) konnen cAMP und Progesteron die VEGF-Expression
stimulieren. Deshalb war es interessant zu untersuchen, wo (welche Bereiche) und
wie (Uber welche Transkriptionsfaktoren) 8-Br-cAMP und Progesteron den Promotor

aktivieren kdnnen.

In den Transfektionsversuchen wurden die folgenden Reporterplasmide (Abb. 30)
verwendet, die freundlicherweise von Prof. P.A. D’Amore (1996) zur Verfligung
gestellt wurden:

- plLuc-basic, das promotorlose Luciferase-Reporterplasmid pGL2,

- pLuc 1.6 kb, das Luciferase-Reporterplasmid mit dem klonierten 1.6 kb langen
Fragment des VEGF 5°-Gens (-1217 bis +400), das die 1.2 kb lange 5°-
flankierende Sequenz, die Transkriptionsstartstelle und 0.4 kb der 5'-
untranslatierten Region enthalt (Shima et al. 1996) (Abb. 30),

- pLuc Apa/Start, das Luciferase-Reporterplasmid mit dem klonierten 5°-
deletierten Fragment von -772 bis +400 (Shima et al. 1996) (Abb.30),
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- und pLuc Mlu/Start, das Luciferase-Reporterplasmid mit dem klonierten 5°-
deletierten Fragment von -449 bis +400 (Shima et al. 1996) (Abb. 30).

Fiir den Transkriptionsassay wurden 4.5 x 10° MA-10-Zellen mit den verschiedenen
oben genannten Reporterkonstrukten und dem Kontrollplasmid, das das Gen fir das
Enzym 3-Galaktosidase enthalt, mit Hilfe von Lipofektamin fur 6 h transfiziert (s. Kap.
3.2.14.1). Danach wurden die transfizierten Zellen in serumfreiem Medium fur 6 h
mit 1 mM 8-Br-cAMP stimuliert. Schlie3lich wurden die Zellen geerntet, lysiert und die
Luciferaseaktivitat in einem Luminometer gemessen (Kap. 3.2.14.2). Um
Schwankungen in der Transfektionseffizienz in den einzelnen Ansatzen
auszugleichen, wurde die R-Galaktosidase-Aktivitat der Proben gemessen. Die
Luciferase-Messergebnisse wurden mit Hilfe der 3-Galaktosidase-Resultate fur jeden

einzelnen Ansatz normalisiert (Kap. 3.2.14.3).

Der in Abb. 31 A dargestellte transiente Transfektionsversuch zeigt die durch 8-Br-
cAMP induzierten Promotoraktivitaten aller drei Reporterplasmide pLuc Mlu/Start

(-449/+400), pLuc Apa/Start (-772/+400) und pLuc 1.6 kb (-1217/+400) im Vergleich
zur basalen Induktion der Plasmide in MA-10-Zellen. Daneben zeigt Abb. 31 B einen
vergroRerten Auszug der basalen Aktivitaten aus Abb. 31 A, wobei pLuc Mlu/Start
gegenuber dem promotorlosen Luciferase-Konstrukt pLuc basic zu einer 1.5-fach
und pLuc 1.6 kb zu einer 3.5-fach erhdhten basalen Luciferase-Aktivitat fuhrte,
wahrend pLuc Apa/Start gegenuber pLuc basic eine um 15 % und gegenuber pLuc
Miu/Start eine um 50 % erniedrigte basale Aktivitat hervorrief (Abb. 31 B). Diese
Daten zeigen, dass die Milu/Start- und 1.6 kb/Apa-Regionen fur die basale
Aktivierung und die Apa/Mlu Region fur die basale Repression der Transkription
verantwortlich sind. Wie aus Abb. 31 A ersichtlich, nahm die Starke der Stimulation
durch 8-Br-cAMP kontinuierlich mit der Lange der Promotorfragmente zu. 8-Br-cAMP
konnte somit auch die basale Repression der Region Apa/Mlu wieder aufheben.
Transfektionsstudien mit den gleichen Reporterplasmiden und 50 ng/ml hCG als

Stimulius zeigten ahnliche Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 31 Funktionelle Analysen des murinen VEGF-Promotors: Auswertung eines
Transfektionsversuchs mit den Reporterplasmiden pLuc basic, pLuc Mlu/Start, pLuc
Apa/Start und pLuc 1.6 kb und der anschlieBenden Stimulation der MA-10-Zellen mit 1
mM 8-Br-cAMP flr 6 h (A). VergroRerter Auszug der basalen Werte aus Diagramm A (B).
Die Signale des Referenzplasmids pCMV LacZ, dass das 3-Galaktosidaseenzym kodiert,
wurden fir die Normalisierung der Variabilitdt in der Transfektionseffizienz benutzt. Die
Aktivitaten sind relativ zu jener des pLuc basic Reporterplasmids, das willkirlich auf

100 % gesetzt wurde. Dieser Versuch wurde dreimal wiederholt.
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4.5.2 Bindungsanalysen am murinen VEGF-Promotor

4.5.2.1 Untersuchung der Bindungsaktivitat des VEGF-Promotors

Um die Bindungsaffinitdt der verschiedenen Promotorregionen, die potentielle
Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Egr enthalten, zu
analysieren, wurden EMSAs (Electrophoretic Mobility Shift Assay) mit vier
verschiedenen Sequenzen, -53/-24, -86/-50, -109/-81 und -723/-693 (Abb. 30), des
Maus-VEGF-Promotors durchgefihrt.

FuUr die Gelshiftassays wurden die radioaktiv markierten Sonden mit Kernprotein von
MA-10-Zellen inkubiert, bevor die DNA/Protein-Komplexe auf einem 6 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden. Zur Kompetition wurde ein Uberschuss der
jeweiligen nicht markierten Sequenz hinzugefugt (Kap. 3.3.2). Mit jeder
Promotorregion konnte eine spezifische konstitutive Bindung des Kernextrakts

detektiert werden.

Abb. 32 zeigt zwei prominente DNA/Protein-Komplexe, C1 und C3, die mit den
Sequenzen -53/-24 und -86/-50 gebildet wurden. Im Vergleich zu diesen beiden
Regionen zeigt die Region -109/-81 nur schwache Bindungsaktivitat, was mit der
Uberlappenden Sp1-Bindungsstelle erklart werden kénnte (siehe auch Abb. 30).
Hingegen zeigt die Bindungsreaktion mit der promotorfernen Sequenz -723/-693
zusatzlich einen prominenten C6 Komplex und vier kleinere und schneller wandernde
Komplexe C7-10.
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Abb. 32

NE X| x| x| x| x| x|x|x
-723/-693 | X | X
-53/-24 X| X
-86/-50 X| X
-109/-81 X| x| x
Kompetitor X X X X

C% - ! . -—

&35 -

ol bt

C5

C6 &

C7-10 &

unspezifisch - -~ "
freie Sonde

Bindung zwischen Kernprotein und verschiedenen Regionen des VEGF
Promotors

Fir Gelshiftstudien wurden verschiedene Promotorregionen (-723/-693, -53/-24, -86/-50
und -109/-81) mit 8 ug Kernprotein von MA-10-Zellen (NE) inkubiert. Kompetitionen
wurden jeweils mit 2500 fmol der gleichen Sequenz, jedoch nicht markiert, durchgefuhrt.
C1, C2, C3, C4, C5, C6 und C7-10 kennzeichnen die spezifischen DNA/Protein-
Komplexe. Die unspezifischen Banden konnten durch die Zugabe der jeweiligen

Kompetitoren nicht verdrangt werden.
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4522 Stimulation des VEGF-Promotors mit 8-Br-cAMP

Der Maus-VEGF-Promotor enthalt weder ein cAMP-Response-Element noch eine
Bindungsstelle fur den Progesteronrezeptor. Um zu Uberprifen, ob die
verschiedenen Promotorregionen mit 8-Br-cAMP oder Progesteron stimulierbar sind,
wurden Kernextrakte von unbehandelten, mit 8-Br-cAMP oder Progesteron

behandelten MA-10-Zellen mit den verschiedenen Promotorsequenzen inkubiert.

Die Auftrennung der DNA/Protein-Komplexe in einem Polyacrylamidgel (Abb. 33)
zeigte, dass nach Stimulation mit 8-Br-cAMP die DNA/Protein-Komplexe C1 und C3
starker auftraten als im unstimulierten Basalzustand. 8-Br-cAMP regulierte auch die
an der Sequenz -723/-693 gebundenen C6- und C7-10-Komplexe auf. Hingegen war
Progesteron nicht fahig, die Bindungsaktivitat dieser Promotor-Fragmente zu
stimulieren. Der jeweilige Kernextrakt stammte von MA-10- Zellen, die fur 6 Stunden
mit 8-Br-cAMP oder Progesteron stimuliert wurden. Wurde Kernextrakt von MA-10-
Zellen, die fur 20 Stunden mit diesen Substanzen stimuliert worden waren, fir
Gelshift-Experimente verwendet, konnte keine Stimulation der Faktoren C1, C3, C6
und C7-10 durch 8-Br-cAMP beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies ist in
guter Ubereinstimmung mit der Stimulation durch 8-Br-cAMP auf mRNA- und
Protein- Ebene, denn nach 20 Stunden erreichte die mit 8-Br-cAMP stimulierte

VEGF-Expression ein Plateau.
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NE/unstim. | x X X
NE/cAMP X X X
NE/Prog X X X
-53/-24 x| x| x
-86/-50 X | x| x
-723/-693 x| x| x

(g‘1
2
3

C4

C5
C6

C7-10

unspezifisch

freie Sonde

Abb. 33  Einfluss von 8-Br-cAMP und Progesteron auf die Bindung des Kernproteins
an die verschiedenen Promotorregionen
Fir Gelshiftstudien wurden verschiedene Promotorregionen (-723/-693, -53/-24 und
-86/-50) mit 8 ug Kernprotein von unstimulierten und von 6 h mit 1 mM 8-Br-cAMP oder
10 pg/ml Progesteron stimulierten MA-10-Zellen (NE) inkubiert. C1, C2, C3, C4, C5, C6

und C7-10 kennzeichnen die spezifischen DNA/Protein-Komplexe.
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4.5.2.3 Untersuchung der Bindungsaktivitat in der distalen Promotorregion
(-793/-693)

Um zu untersuchen, welche Transkriptionsfaktoren an die distale Sequenz binden,
wurde zur Bindungsreaktion zwischen der radioaktiven Sonde -723/-693 und dem
Nuklearextrakt aus unstimulierten MA-10-Zellen ein Uberschuss an Kompetitoren, die
die Konsensussequenz flur die Transkriptionsfaktoren Egr oder AP-2 enthalten,
hinzugefigt. Diese Konsensussequenzen wurden deshalb als Kompetitoren
eingesetzt, da die distale Region Sequenzen enthalt, die den Bindungsstellen fur die
Faktoren Egr und AP-2 ahnlich sind.

Diese Untersuchungen zeigten, dass beide Konsensusmotive fur Egr und AP-2 nicht
mit den gebildeten Komplexen C6 bzw. C7-10 kompetitieren konnten. Diese

Komplexe enthalten daher wahrscheinlich weder Egr noch AP-2 (Abb. 34).

Egr X
AP2
NE |[x |[x|x |x

Kompetitoren

X

Co do @ e
oall & & §

unspezifisch L -

freie Sonde

Abb. 34 Kompetitionsstudien mit den Konsensus-Sequenzen fiir die Faktoren Egr
und AP-2
Fir Gelshiftstudien wurde die distale Promotorregion (-723/-693) mit 8 ug Kernprotein
von MA-10-Zellen (NE) inkubiert. Kompetitionen wurden jeweils mit 2500 fmol der
Konsensus-Sequenz fiir Egr-2 oder AP-2 durchgefiihrt. C6 und C7-10 kennzeichnen die

spezifischen DNA/Protein-Komplexe.
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4.5.2.4 Analyse der Transkriptionsfaktoren, die an die proximale und die

distale Promotorregion binden

Um zu untersuchen, ob die Komplexe C1 und C3, die an Sequenzen mit potentiellen
Bindungsstellen fur die Proteine Sp1 und Sp3 binden, tatsachlich diese Proteine
enthalten, wurden verglichende Gelshift-Studien mit rekombinantem Sp1 und
Supershift-Studien mit Antikdrper gegen Sp1 und Sp3 durchgefuhrt. Abb. 35 A zeigt,
dass die Bindungsreaktion zwischen rekombinantem Sp1-Protein und der Sequenz -
86/-50 einen verzdgerten Komplex bildet, der mit dem C1-Komplex exakt in gleicher
Hohe wandert. Supershift-Studien mit spezifischen Antikdrpern gegen Sp1 und Sp3
(Abb. 35 B) zeigen, dass der C1-Komplex Sp1 und der C3-Komplex Sp3 enthalt. Die
Komplexe C6 und C7-10, die keine Kompetition mit den Konsensussequenzen fur
die Faktoren Egr und AP-2 zeigten, reagierten auch nicht mit einem spezifischen

Antikorper gegen Egr-2 beziehungsweise AP-2.
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NE
Sp1 Prot.
Sp1 Ab

c1*
C1
C3

Abb. 35

NE X[X | X [ X |[X|[X[X|X|[X|[X]|X]|X

Sp1 Ab X X X

X Sp3 Ab X X X

X | X Egr-2 Ab X

X AP-2 Ab X

-53/-24 X | x| X

- -86/-50 X % [ x

.. -723/-693 X X | X |X |X|X

C6
C7-10
unspezifisch

Supershift-Experimente mit Antikérpern gegen Sp1, Sp3, Egr-2 und AP-2

A: FUr die Gelshiftstudie wurde die radioaktiv markierte Promotorregion -53/-24 mit 8 ug
Kernprotein von MA-10-Zellen (NE) oder mit rekombinantem Sp1-Protein inkubiert. Der
Supershift wurde mit einem spezifischen Antikdrper (Ab) gegen das rekombinante Protein
Sp1 erzielt.

B: Die Gelshiftstudien wurden mit verschiedenen Promotorregionen (-723/-693, -53/-24
und -86/-50) und Kernextrakt aus unstimulierten MA-10-Zellen durchgefiuhrt. Dass die
Supershifts mit den spezifischen Antikdrpern gegen Sp1 und Sp3 gebildet wurden, ist an
den schwacheren Komplexen ersichtlich. Die Supershifts selbst sind teilweise nicht
sichtbar, da sie wegen ihrer Grofke in den Geltaschen hangen geblieben sind. C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C7-10, C1* (Supershift von Sp1) und C3* (Supershift von Sp3)
kennzeichnen die spezifischen DNA/Protein-Komplexe.
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5. Diskussion

5.1 Regulation der VEGF-mRNA-Expression und -Proteinsynthese durch
cAMP und Progesteron

In  vorhergehenden Studien wurde durch unsere Arbeitsgruppe das
Expressionsmuster von VEGF und seiner Rezeptoren im humanen Hoden analysiert.
Ergun et al. (1995) zeigten, dass VEGF und seine Rezeptoren in Leydig- und Sertoli-
Zellen exprimiert werden. Wir erweiterten diese Analysen fur Maus und Ratte, die ein
ahnliches Expressionsmuster zeigen. Shweiki et al. (1993) konnten die VEGF-
Expression in Maus-Leydig-Zellen durch in situ-Hybridisierung nachweisen. Weiterhin
konnte in Granulosazellen aus Rinderovarien demonstriert werden, dass durch die
Stimulation der Adenylatzyklase die Expression von VEGF auf transkriptioneller
Ebene erhoht wird (Garrido et al., 1993). Christenson et al. (1997) beschrieben, dass
LH/hCG bei Primaten in vivo direkt die VEGF-Expression sowohl in nicht
luteinisierten als auch in luteinisierten Granulosazellen regulieren. Chasalow et al.
(1979) beschrieben, dass hCG sowohl die Produktion des Testosterons als auch die
Konzentration des cAMPs im Hoden induziert, und demonstrierten eine Erhéhung der
cAMP- und Testosteron-Konzentration durch hCG in Leydig-Zellen nach zwei

Stunden.

Die Steroidbiosynthese wird in Leydig-Zellen durch LH stimuliert, dabei bindet LH an
seine G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Die Wechselwirkung zwischen LH und
dem LH-Rezeptor fuhrt zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase in der Zelle. Dieses
Enzym katalysiert die Bildung von cAMP aus ATP. Der intrazellulare ,second
messenger‘ cAMP leitet dann das Signal in der Zelle weiter, indem er an die
Proteinkinase A (PKA) bindet und die PKA dadurch aktiviert. Die PKA phosphoryliert
dann einige zellulare Proteine, z. B. verschiedene Transkriptionsfaktoren. Dies fuhrt
zur Promotoraktivierung und Genexpression und schlieB3lich zur Aufregulierung der

Steroidbiosynthese in Leydig-Zellen (Dufau, 1984).

Um zu dberprufen, ob in Leydig-Zellen hCG neben der Stimulation der
Steroidbiosynthese auch eine Wirkung auf VEGF hat, wurden MA-10-Zellen mit hCG

und cAMP stimuliert. Zeitkinetik-Experimente zeigten einen deutlichen Anstieg
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sowohl der VEGF-Transkripte als auch des aus den Zellen sezernierten VEGF-
Proteins bereits nach 4 Stunden. Dies bedeutet, dass hCG die Expression von VEGF

uber die cAMP/PKA- abhangige Signalkaskade stimulieren kann.

Da hCG/LH und cAMP die Hauptregulatoren der Steroidbiosynthese in Leydig-Zellen
sind, war es interessant zu untersuchen, ob cAMP die VEGF-Genexpression direkt
oder indirekt Uber die Stimulation von Steroidhormon induziert. AGT, ein
Steroidbiosynthesehemmer, welcher das P450scc-Enzym inhibiert und die
Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon blockiert, inhibiert damit die
Progesteron-Produktion in MA-10-Zellen. Meine vorliegende Untersuchung der
Genexpression zeigt, dass AGT nicht nur die Progesteron-Produktion inhibieren
konnte, sondern auch im kleineren Ausmafl die cAMP- stimulierte VEGF-Produktion
auf transkriptioneller und Proteinebene hemmt. Zum ersten Mal konnte gezeigt
werden, dass die Steroidbiosynthese auch einen Einfluss auf die Synthese von
VEGF hat. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Regulation der VEGF-
Expression auch von der Steroidhormonbildung in Leydig-Zellen abhangig sein

konnte.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass VEGF auch durch Steroidhormone
reguliert werden kann. So zeigten Levine et al. (1998), dass Androgene einen
direkten Einfluss auf die Induktion der VEGF-Produktion in Prostatazellen haben.
Sone et al. (1996) demonstrierten, dass Progesteron auch in kultivierten
retinalepithelialen Zellen die VEGF-Expression induziert. Klekamp et al. (1997)
beschrieben, dass Dexamethason in den glatten Muskelzellen der Lunge die durch
Hypoxie induzierte VEGF-Expression auf transkriptioneller Ebene hemmt. Meine
Beobachtungen zeigten, dass nur Progesteron, jedoch nicht andere Steroide wie
Testosteron oder Dexamethason, die VEGF-Expression stimulieren konnten. Da
Leydig-Zellen keinen konventionellen Nuklearrezeptor flr Progesteron besitzen,
muss der Wirkungsmechanismus, Uber den Progesteron das VEGF-Gen aktiviert,
naher analysiert werden. Mdglicherweise Ubt Progesteron seine Wirkung uUber einen

neuen membrangebundenen Rezeptor aus (El-Hefnawy et al., 2000).

Durch Northern Blot-Analyse konnte ich drei VEGF-Transkripte, die der zu
erwartenden Grolle der VEGF-Splicevarianten (VEGF1gs, VEGF164 und VEGF12)
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entsprachen, detektieren. Die Hauptisoform davon ist VEGFs4. Zusatzlich konnte ich
noch ein weiteres VEGF-mRNA-Transkript beobachten, das moglicherweise die
VEGF-Isoform VEGF 45 sein konnte, die Poltorak et al. (1997) als eine neue VEGF-
Isoform charakterisierten. Diese VEGFqss-Isoform kommt ebenso selten vor wie
VEGF206. VEGF 45 wird sowohl in weiblichen als auch in mannlichen Reproduktions-
organen (Burchardt et al. 1999) exprimiert. Es hat die gleiche Affinitdt zu Heparin
wie das humane VEGFs5. VEGF445 induziert die endotheliale Zellproliferation und
Angiogenese in vivo, ferner die Permeabilitdt der Blutgefasse. Somit hat VEGF 145
einen ahnlichen Wirkungsmechanismus wie VEGF421 und VEGF45 (Poltorak et al.
1997). Vermutlich ist VEGF 45 weniger aktiv als VEGF 165, da diese Isoform anstelle
des Exons 7 das Exon 6 enthalt (Kondo et al. 1995). Diese Variabilitat der Exons 6
und 7 zwischen VEGFq45 und VEGF 45 fuhrt zu einer Konformationsanderung des
VEGF-Protein/Rezeptorkomplexes und zur Anderung in der Aktivitat von VEGF (Keyt
et al. 1996). Durch meine Resultate konnte ich zeigen, dass VEGF 45 durch cAMP
und Progesteron stimuliert wird und diese Isoform auch in Leydig-Zellen eine Rolle

spielen konnte.

5.2 Regulation des VEGF-Promotors

Durch Northern Blot-Analyse und ELISA konnte ich auf transkriptioneller sowie
Proteinebene zeigen, dass in die Regulation der VEGF-Expression der ,second
messenger‘ cAMP und das Steroidhormon Progesteron involviert sind. Im zweiten
Teil meiner Untersuchung erfolgt eine Studie uber den VEGF-Promotor der Maus,
um die Rolle von cAMP und Progesteron in der Genexpression naher zu analysieren.
Da bisher keine Studien Uber die Regulation des Maus-VEGF-Promotors
durchgefuihrt wurden, beschreiben meine Daten zum ersten Mal die Regulation des

Maus-Promotors und erganzen diejenigen des humanen VEGF-Promotors.

Durch Promotor-Sequenzanalysen, Kompetitionen und Supershift-Experimente mit
spezifischen Antikdrpern konnten die Transkriptionsfaktoren, die an den Promotor
binden, naher charakterisiert werden. Durch Transfektionassays konnte bestimmt

werden, welche Promotorregion in der Regulation des VEGF-Gens eine Rolle spielt.
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5.2.1 Zusammenfassung der Literatur liber die Expression des humanen
VEGF-Promotors

Der humane VEGF-Promotor enthalt Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren
AP-2, Sp1 und Sp3 (Tischer et al., 1991) und zusatzlich Bindungsstellen fir AP-1
und HIF-1 (Levy et al. 1995, Forsythe et al. 1996). Verschiedene Substanzen und
Zustande stimulieren die Expression von VEGF, so z.B. cAMP, Steroidhormone,
Glucose, Hypoxie, Kobaltionen, Stickstoffoxid (NO), Wachstumsfaktoren und
Zytokine. Analysen des humanen VEGF-Promotors identifizierten eine GC-reiche
Region zwischen Position 85 und 50 stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle mit
drei potentiellen Bindungstellen fur die Transkriptionsfaktoren Sp1, die mit zwei Egr-
1/AP-2 Stellen Uberlappen. Gel-Shift und Antikdrper-Supershift-Experimente zeigten,
dass sowohl Sp1 als auch Sp3 konstitutiv an diese Region binden. Zudem konnte in
PDGF-induzierten NIH3T3-Zellen eine erhdhte VEGF-Genexpression festgestellt
werden. Die Bindung von Sp1 und Sp3 erfolgte an dieser Sequenz (Finkenzeller et
al. 1997). Gille et al. (1997) konnten beschreiben, dass der Transkriptionsfaktor AP-2
der Hauptfaktor in der Stimulation des humanen Promotors durch TGF-B in A431-
Zellen ist. Sie zeigten auch, dass Sp1 am Promotor konstitutiv bindet. Yoshida et al.
(1997) demonstrierten, dass Sp1 flr die Stimulation der VEGF-Transkription durch
TNF-a erforderlich ist. Milanini et al. (1998) berichteten, dass die Region zwischen -
88 und -66 konstitutiv die Transkriptionsfakoren Sp1 und AP-2 bindet und dass die
Aktivierung der p42/p44-MAP-Kinase die Bindung dieser Faktoren erhoht. Die
Wechselwirkung zwischen dem ligandaktivierten Ostrogenrezeptor o. (ERa) und dem
Transkriptionsfaktor Sp3 als trimeres Protein mit der Region -66/-47 flhrte zur
geringeren VEGF-Transaktivierung (Stoner et al. 2000). Zhang et al. (2000)
definierten eine Region zwischen -135 und -48 im VEGF-Promotor, die fur die
Inhibition der VEGF-Promotoraktivitdt durch das Wild-Typ-Protein p53 in
Sarcomazellen notwendig war. Der Transkriptionsfaktor Sp1 ist an dieser Repression
des Promotors beteiligt. Eine HIF-1 Bindungsstelle zwischen -985 und -939
induzierte die VEGF-Expression nach der Stimulation durch Hypoxie (Forsythe et al.
1996). Der humane VEGF-Promotor enthalt vier Motive fur den AP-1-Faktor an den
Positionen -621, -1521, -2265 und -2930. In Keratinocyten ist nur die Position -621
funktionell und verantwortlich fir die durch TPA (12-0-Tetradecanoylphorbol-13-
Acetat) vermittelte VEGF-Expression (Diaz et al. 2000).
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Zusammenfassend zeigen die obigen Befunde, dass die proximale Promotorregion
(-90/-50) fur die basale und induzierte Transkription des humanen VEGF-Gens
verantwortlich ist. Diese GC-reiche Region wird konstitutiv durch die Proteine Sp1,
Sp3 und AP2 gebunden. Die Stimulation dieser Sequenz mit Zytokinen, Steroiden
und MAP-Kinase fuhrt zu einer weiteren Aktivierung der Genexpression, die durch

entsprechende Transkriptionsfaktoren vermittelt wird (Tabelle 1lI).

Promotorregion | Faktoren Regulation durch Ref.
-85/-50 Sp1, Sp3 PDGF Finkenzeller et
al. (1997)
-88/-65 AP-2 TGF-R Gille et al. (1997)
Sp1 TNF-a Yoshida et al.
(1997)
-88/-66 Sp1, AP-2 |p42/p44 MAP Kinase | Milanini et al.
(1998)
-66/-47 ERa, Sp3 Ostrogen Stoner et al.
(2000)
-135/-48 Sp1 P 53 (wt) Zhang et al.
(2000)
-635/-614 HIF Hypoxie Forsythe et al.
(1996)
-985/-939 AP-1 TPA Diaz et al. (2000)
Tabelle Il Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse in der Literatur tiber die Regulation des

humanen VEGF Promotors.

5.2.2 Regulation des murinen VEGF-Promotors

Durch meine Bindungsstudien mit den Sequenzen -53/-24 und -86/-50 konnte ich
zeigen, dass beide Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 konstitutiv an die proximale
VEGF-Promotorregion in MA-10-Zellen binden. Zudem wurde ein Sequenz- und
Transkriptionsfaktoren-Vergleich mit dem humanen Promotor erstellt, welcher eine
basale Regulation in dieser Region zeigte. Zusatzlich konnte ich nachweisen, dass 8-

Br-cAMP die VEGF-Transkription stimulieren konnte, die durch die groRere

98



Diskussion

Bindungsaktivitat von Sp1 und Sp3 an diese Promotorregion zwischen -109 und -24
vermittelt wurde. Die durch cAMP stimulierte Bindungsaktivitat von Sp1 und Sp3
konnte nur fir 6 Stunden beobachtet werden, was in guter Ubereinstimmung mit der
Stimulation durch 8-Br-cAMP auf mRNA- und Protein-Ebene ist, da nach 20 Stunden

die mit 8-Br-cAMP stimulierte VEGF-Expression ein Plateau erreicht.

Der Transkriptionsfaktor AP-2 spielt in der Regulation des proximalen Promotors des
humanen VEGF-Gens eine bedeutende Rolle. AP-2 hat ein Molekulargewicht von 50
kDa (s. Kap. 2.7.3 Tabelle I) und kdnnte im DNA/Protein-Komplex C5 enthalten sein.
Der DNA/Protein-Komplex C5 entstand mit der Sequenz -86/-50. Eine Aufregulierung
dieses Komplexes durch 8-Br-cAMP und Progesteron konnte jedoch nicht
beobachtet werden, und es scheint, dass dieser Faktor in der Regulation des
murinen VEGF-Promotors nicht eine solche bedeutende Rolle wie in der Expression

des humanen VEGF-Gens spielt.

Die distale Promotorregion -723/-693 besteht zu 75 % aus Cytosin und enthalt zwei
putative cis-aktive Elemente flr den Transkriptionsfaktor Sp1, wobei das 5°-Element
mit der Bindungsstelle fir den Faktor Egr Uberlappt. Diese Region ist ebenfalls in die
zellulare cAMP-Antwort involviert. Kompetitionen mit einem Konsensusmotiv fir die
Egr-Protein-Familie und fur das AP-2 Protein und Supershift-Analysen mit einem
spezifischen Antikorpern gegen Egr-2 und AP-2 zeigten, dass in den Komplexen C6
und C7-10 weder Egr noch AP-2 enthalten ist. Weitere Untersuchungen missen
durchgefuihrt werden, um die Faktoren, die an diese Region binden, naher zu

charakterisieren.

Meine Transfektionsstudien bestatigten die Resultate der Promotorstudien, die
zeigten, dass 8-Br-cAMP diese proximale Region stimuliert. Zusatzlich ergaben die
funktionellen Analysen eine schwachere basale Aktivierung des Reporterplasmids
Luc-Apa/Start im Vergleich zum Luc-Mlu/Start-Vektor in MA-10-Zellen. Von diesen
Daten kann abgeleitet werden, dass die Apa/Mlu-Region fur die basale Repression
verantwortlich ist. In diesem Promotorbereich liegt die cytosinreiche Sequenz -723/-
693 mit dem cis-aktiven Element fur Sp1 und dem mit Sp1 Uberlappenden Egr-
Element. Attraktive Kandidaten fur die Repression waren die Egr-Proteine. Huang et

al. (1997) berichteten, dass die Funktion von Egr-1 in der Herunterregulierung
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bestimmter Promotoren durch die Kompetition mit Sp1 fur die Bindung an eine
Sequenz, die ein mit dem Sp1-Motiv Uberlappendes Egr-1-Motiv hat, erklart werden
kann. Dies konnte auch hier der Fall sein, da der Komplex C6 die Bindung von Sp1
und Sp3 an die cytosinreiche Region verdrangt und deshalb eine
Herunterregulierung dieses Promotorbereichs bewirkt. Die Mitglieder der Egr-Familie
scheiden aber wahrscheinlich aus, teilweise durch ihr Molekulargewicht (s. Kap. 2.7.3
Tabelle I) und durch die fehlende Kompetition des Egr-Konsensusmotivs mit dem
DNA/Protein-Komplex und dem fehlenden Supershift mit einem spezifischen
Antikorper gegen Egr. Weitere Analysen sind notwendig, um die Faktoren, die fur die
basale Repression verantwortlich sind, zu bestimmen und zu klaren, ob die
Repression uberhaupt durch diese Region erfolgt. Die mit Progesteron
durchgefuhrten Promotoranalysen ergaben, dass dieses Steroid die Bindung der
Transkriptionsfaktoren Sp1, Sp3 und der Faktoren C6 und C7-10 an ihre Sequenz
nicht verstarken konnte. Welche Promotorregion und welche Faktoren Progesteron

stimuliert, bedarf einer weiteren Untersuchung.

5.3 Regulation der StAR- und 3R-HSD-mRNA-Expression in MA-10-Zellen

Northern Blot- und PCR-Studien in MA-10-Zellen zeigten, dass hCG und cAMP nicht

nur die VEGF-Expression, sondern auch die StAR-Expression stimulieren.

Eine Aufregulierung aller drei StAR-mRNA Transkripte von 3.4, 2.7, und 1.6 kb (Clark
et al., 1994) konnte in MA-10-Zellen beobachtet werden. Clark et al. (1997)
berichteten, dass die Expression des StAR-Proteins innerhalb von 30 min mit hCG
bzw. cAMP stimuliert und eine maximale Sattigung innerhalb von 4 Stunden erreicht
wird. Meine Ergebnisse bestatigten diese Beobachtungen und zeigten zusatzlich
eine weitere Zunahme der StAR-Expression nach 20 Stunden. Progesteron induziert
wie bei VEGF auch die StAR-mRNA-Expression, dagegen haben andere
Steroidhormone wie Dexamethason oder Dihydroxytestosteron keine Einwirkung auf
die Regulation der StAR-Genexpression in MA-10-Zellen. Da cAMP zusatzlich die
StAR-Expression aufreguliert und dies folglich die Progesteronproduktion in MA-10-
Zellen erklart, hat dieses auch eine positive Ruckkoppelung auf die VEGF-

Expression.
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Wahrend das Gonadotropinhormon einen stimulatorischen Effekt auf die Expression
von VEGF und StAR hatte, wurde die Expression von 3B-HSD, die fir die
Umwandlung von Pregnenolon in Progesteron verantwortlich ist, durch hCG bzw.
cAMP gehemmt. Diese Ergebnisse bestatigen die Untersuchung einer anderen
Arbeitsgruppe. Tang et al. (1998) beschrieben, dass die 3R3-HSD-mRNA-Expression
durch hCG inhibiert wird. Zwei Isoformen von 3R-HSD werden in Leydig-Zellen
exprimiert, wobei die Isoform | durch das Gonadotropinhormon reguliert wird,
wahrend dieses Hormon keinen Einfluss auf die Isoform Il hat. Die Beobachtungen in
meiner Studie bestatigten, dass die Expression der 1.8 kb langen Isoform | durch
hCG bzw. cAMP gehemmt wird. Tang et al. (1998) erklarten diesen inhibitorischen
Effekt von hCG auf die 3R-HSD-Transkription durch einen negativen
Riickkoppelungsmechanismus, wahrscheinlich um ein  UberschieRen der
Steroidproduktion zu verhindern. Wie bereits oben erwahnt, stimuliert cAMP die
StAR-Proteinsynthese. Dies flhrt zu einem verstarkten Transport von Cholesterin an
die innere Mitochondrienmembran. Nach der Umwandlung von Cholesterin in
Pregnenolon wird Pregnenolon durch die 3R-HSD in Progesteron umgewandelt.
Jedoch reduziert cAMP die Transkription von 33-HSD. Wahrend cAMP eine positive
Ruckkoppelung auf die StAR-Expression hat, hat es eine negative Ruckkoppelung
auf die 3R-HSD, die einen Schritt spater an der Steroidbiosynthese beteiligt ist,
wahrscheinlich um eine ausbalancierte Feinregulation der Progesteronsynthese zu

erreichen.

Ich fuhrte keine vergleichende Untersuchung Uber den StAR-Promotor durch, da
ausfuhrliche Analysen bereits durch mehrere Arbeitsgruppen gemacht wurden. Fur
die basale Aktivierung des VEGF-Promotors scheint Sp1 ein wichtiger Regulator zu
sein. SF-1 ist ein wichtiger basaler Regulator der StAR-Expression (Jhang et al.,
1996; Carlone et al., 1997) und im Gegensatz zu Sp1 wird SF-1 nicht durch cAMP
reguliert (Caron et al. 1997). Eine AP-1 ahnliche Bindungsstelle zeigt auch die basale
transkriptionelle Aktivitat (Reinhart et al. 1999; Silvermann et al. 1999). Beide
Promotoren, sowohl der des VEGF- als auch der des StAR-Gens, werden durch
cAMP reguliert. Im Vergleich zum VEGF-Promotor, der keine cAMP-Response-
Elemente aufweist, besitzt der StAR-Promotor eine proximale cAMP-regulierte
Region, die durch C/EBPR, GATA 4 und noch nicht identifizierte

Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Christenson et al. 1999; Clavia et al. 2000).

101



Diskussion

5.4 Regulation von VEGF durch die von der Proteinkinase A abhangigen

Signal-Kaskade

Wie in Abb. 36 dargestellt, stimuliert LH/hCG die Steroidbiosynthese durch die von
der cAMP- abhangigen Proteinkinase A (PKA) vermittelten Signalkaskade in Leydig-
Zellen. Die Bindung von hCG an einen G-Protein-gekoppelten LH-Rezeptor aktiviert
die Adenylatzyklase und fuhrt zur Erhdhung des intrazellularen cAMP-Spiegels. Der
,second messenger® cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die auf
transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene die StAR-Expression reguliert. Das
neusynthetisierte StAR-Protein transportiert Cholesterin von der aul3eren zur inneren
Mitochondrienmembran. Dort wird Cholesterin durch das Enzym P450 scc in
Pregnenolon umgewandelt. AGT, ein Steroidbiosyntheseinhibitor, kann diesen Schritt
der Umwandlung und damit die Progesteronproduktion hemmen. Pregnenolon wird
weiter in Progesteron wie auch in Testosteron und Glucocorticoid umgewandelt. Wie
cAMP-stimuliertes Progesteron die VEGF-Expression aktiviert, ist unbekannt und
muss weiter untersucht werden (Abb 36). Zusatzlich hat cAMP direkt einen Einfluss
auf die VEGF-Genexpression. Da sich jedoch kein cAMP-Response-Element im
VEGF-Promotor befindet, reguliert cAMP wahrscheinlich die de novo-Synthese eines

Transkriptionsfaktors, der dann an den VEGF-Promotor bindet.
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Abb 36 Die Signalkaskade in MA-10-Zellen

Die nahere Beschreibung der schematischen Darstellung siehe obigen Text

5.5 Physiologische Bedeutung von VEGF im Hoden

VEGEF diffundiert aus der Zelle und unterstitzt die Permeabilitat der Blutgefale und
sorgt dadurch mdglicherweise fiur eine Erhdhung der Temperatur im Hoden. Diese
Hypothese wird durch Befunde aus Untersuchungen an Mausen unterstutzt. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von VEGF im Hoden zur Infertilitat
fuhrt (Korpelainen et al., 1998). Vermutlich verursacht eine Zunahme der Dichte an
Kapillaren eine komplette Arretierung der Spermatogenese. Diese Daten zeigen,
dass VEGF bei der Spermatogenese eine wichtige Rolle spielen konnte und
moglicherweise auch fur die Aufrechterhaltung anderer testikularer Funktionen

zustandig ist.

Um die Wirkung von VEGF zu verstehen, ist es notwendig, die Regulation der VEGF-
Expression im Hoden detailliert zu charakterisieren. Aus den vorliegenden
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Untersuchungen wurden grundlegende Informationen gewonnen, die die Basis flr
eine wirtschaftliche Nutzung von VEGF oder eines synthetischen Agonisten bzw.

Antagonisten bei der Kontrolle der mannlichen Fertilitat bzw. Sterilitat liefern.

Weiterhin ist bei pathologischen Veranderungen, wie zum Beispiel bei
Hodentumoren, ein Therapieansatz denkbar, bei dem die Wirkung von VEGF
blockiert wird, das heif’t, der Tumor soll keine ausreichende Blutversorgung erhalten,
damit sein Wachstum inhibiert wird. Hierfur konnten Antagonisten von VEGF

eingesetzt werden, die daflir sorgen, dass VEGF an den Zielzellen nicht wirken kann.
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APS
bp
BSA
cAMP
CaCl
cDNA
cpm
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dNTP
DEPC
DMEM
DNA
DTT
ds

E. coli
EDTA
EGTA
EtBr
EtOH
f.c.
FCS

GAPDH

hCG
HCI
HEPES
IPTG

Abkiirzungen und Glossar

Abkilirzungen

Ammoniumpersulfat

Basenpaare

Rinderserum-Albumin

cyklisches Adenosinmonophosphat
Kalziumchlorid

komplementare DNA
Zahlereignisse pro Minute
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Desoxynukleosidtriphosphat
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
Dithiotreitol

doppelstrangig

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycoltetraacetat
Ethidiumbromid

Ethanol

final concentration (Endkonzentration)
fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Erdbeschleunigung
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
hour (Stunde)

humanes Choriongonadotropin
Salzsaure
Hydroxyethylpiperazinethansulfat
Isopropylthio-D-galaktosid

117



Abkiirzungen und Glossar

Kac

kb

KCI
kDa
LB-Medium
LiCl
MCS
MgCl
MnCl
MOPS
mMRNA
NaOH
NaCl
NAP-Puffer
NP-40
oD
PAGE
PBS
PMSF
PNK
rem
RT
RLE
SDS
SH2
SSC
STE
TAE
TBE
TE
TEMED
Tris

U

UKE

Kaliumacetat

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Luria Bertani-Medium
Lithiumchlorid

multiple Klonierungsstelle
Magnesiumchlorid

Manganchlorid
4-Morpholinpropansulfonsaure
Boten-RNA

Natriumhydroxid

Natriumchlorid
Natriumphosphat-Puffer

Nonidet P-40

Optische Dichte bei einer Wellenlangevon x nm
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polynukleotidkinase
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

relative Lichteinheiten
Natrium-Dodecylsulfat

src homology region 2
Natriumchlorid/Natriumcitrat-Puffer
Natrium/Tris/EDTA-Puffer
Tris/Acetat/EDTA-Puffer
Tris/Borat/EDTA-Puffer
Tris/EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Einheiten (Units)

Universitatskrankenhaus Eppendorf
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UN
UTR
uv

\Y
X-Gal

7.2 Glossar

Antisense-Strang

Antisense-Primer
Assay

Blotten

Blunt ends

Primer

Sense-Strang

Sense-Primer

Supershift

Template
Tracer
Well

Uber Nacht

untranslatierte Region

Ultraviolett

Volt
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galaktosid

zur mRNA komplementarer DNA-Strang

der Sequenz des antisense-Stranges
entsprechender Primer

Test/Untersuchung

Ubertragen von DNA/RNA auf Membranen

nicht Gberhangende Enden eines doppelstrangigen
DNA-Fragmentes nach Restriktionsverdau oder
PCR mit entsprechenden Enzymen (glatte Enden)
Oligonukleotid, welches als Startermolekul fur DNA-
Polymerasen dient (Bsp.: PCR, reverse
Transkription von RNA)

der mRNA entsprechende DNA-Strang

der Sequenz des sense-Stranges entsprechender
Primer

Retardierung eines Protein-DNA-Komplexes im Gel
durch Zugabe von spezifischen Antikdrpern. Dieser
weist eine langsamere Laufgeschwindigkeit auf als
der Protein-DNA-Komplex ohne Antikorper
Matrizen-DNA

Markiertes Zielprotein

Vertiefung in einer Zellkulturplatte, auf welche in
6/12/24 Wells unterschiedliche Zellen getrennt von
einander zur Transfektion bzw. ELISA ausgesat

werden konnen
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