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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Endotheliale Adherens Junctions werden von VE-Cadherin Molekilen aufgebaut, die Gber
Bindung an die Catenine mit dem Cytoskelett verankert sind. Dissoziierung des
Zellkontaktes mit Antikbrpern gegen VE-Cadherin erleichtert die Auswanderung von
Leukozyten. Allgemein wird die Tyrosin-Phosphorylierung des VE-Cadherin-Catenin
Komplexes im Zusammenhang mit der Regulierung der Stabilitdt des Zell-Zellkontaktes
gesehen. In Vorarbeiten wurde die Vaskulare Endotheliale Protein-Tyrosin Phosphatase
(VE-PTP) als Interaktionspartner von VE-Cadherin identifiziert, dessen Induktion die
parazellulare Permeabilitéat transfizierter CHO-Zellen herabsetzt und deren Aggregation
verstarkt (Nawroth et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde als Hauptprojekt die Bedeutung von endogener VE-PTP
fur die VE-Cadherin - abhangige Zellkontaktintegritat in Endothelzellen untersucht. Dabei
wurde gezeigt, daR die Phosphatase bei gleichbleibender Gesamtexpression auf der
Zelloberflache mit steigender Konfluenz verstarkt im endothelialen Zellkontakt lokalisiert ist.
Dies korreliert mit einer verstarkten Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin sowie der
verminderten VE-Cadherin-Phosphorylierung in konfluentem gegeniber weniger dichtem
Endothel. Eine Inhibition der VE-PTP Expression in humanen primaren Endothelzellen
durch siRNA fuhrt zu verstarkter Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin und erhdht die
transendotheliale Migration von Neutrophilen um 60 %. VE-PTP wurde daher erstmalig als
wichtiger Faktor fur die Aufrechterhaltung der Integritat der VE-Cadherin - vermittelten

Endothelzellbarriere bei der transendothelialen Migration von Leukozyten etabliert.

In zwei Nebenprojekten wurde zum einen die Auswirkung der Stimulierung des
endothelialen Adhéasionsmolekiils Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) auf VE-
Cadherin geprift, zum anderen wurde nach VE-PTP assoziierten Proteinen gesucht. Nach
Ligation von ICAM-1 durch Quervernetzung mit Antikérpern wurde eine transient erhéhte
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin nachgewiesen. Der Effekt wird durch die
pharmakologische Inhibition von Kinasen der Src-Familie unterbunden. Dies etabliert VE-
Cadherin als Ziel der ICAM-1 abhéangigen Signaltransduktion nach Aggregation des
Molekils auf der Zelloberflache. Das cis-Golgi lokalisierte Typ-Il Transmembranprotein
GPP130 wurde biochemisch als neues VE-PTP interagierendes Protein isoliert. Beide
Proteine sind in HUVEC partiell kolokalisierbar. Der Golgi-Luminale Teil von GPP130 ist flr
die Interaktion mit VE-PTP hinreichend. Ob die Assoziation von GPP130 mit VE-PTP flr

die Prozessierung der Phosphatase relevant ist, bleibt noch aufzuklaren.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Endotheliale Zell-Zellkontakte

Endothelzellen gehéren zu den wichtigsten zellularen Bestandteilen von Blutgefal3en,
deren innere GefalBwand sie auskleiden. lhre Hauptaufgabe besteht in der raumlichen
Trennung von Blut und Gewebe. Zuséatzlich kontrollieren sie die selektive Permeabilitat der
BlutgefalBwand fiur Proteine und Zellen des Blutes. Jene besonderen Eigenschaften
erhalten Endothelzellen durch ein spezialisiertes transzellulares System von
Transportvesikel (vesiculo-vacuolare Organellen, Dvorak et al., 1996) und das koordinierte
Offnen und SchlieBen von Zell-Zellkontakten (Stevens et al., 2000). Solche Systeme
mussen einer strengen Regulierung unterliegen, um die endotheliale Integritat zu wahren
und die Gefalie vor einer unkontrollierten Erh6hung der Permeabilitdt zu schitzen.
Endothelzellen bilden, wie auch Epithelzellen, miteinander feste Zellkontakte, die
"Junctions” genannt werden. Junctions werden durch Transmembranproteine gebildet, die
fur die homophile Zell-Zell Adhasion verantwortlich sind. Sie binden ihrerseits an
spezifische intrazellulare Partner, welche die Verankerung mit dem Cytoskelett und damit
die Festigung der Struktur vermitteln (Vestweber, 2000; Bazzoni & Dejana, 2004, Dejana,
2004). Sowohl in Epithelzellen als auch Endothelzellen sind zwei wichtige Arten von
Junctions sehr ausfihrlich beschrieben : Die "Adherens Junction" (AJ) und "Tight Junction"
(TJ). Sie sorgen fir die Abdichtung von Zellschichten und die Stabilitat des Zell-
Zellkontaktes. "Gap Junctions" dienen der Kommunikation zwischen Zellen. AuRerdem sind
die epithelzellspezifischen "Desmosomen” bekannt, sowie die "Complexus Adhaerentes" in
Endothelzellen.

Ein wesentlicher Unterschied beider Zelltypen ist die Organisation der Zellkontakte. Im
Gegensatz zu polarisierten Epithelzellen besitzen Endothelzellen eine weit weniger strikte
Anordnung der Junctions. In ersteren versiegeln die Tight Junctions hé&ufig die apikale
Seite der Kontaktstelle benachbarter Zellen. Auch in Endothelzellen erfiillen sie diese
Aufgabe und sind besonders gut an der Blut-Hirn Schranke sowie grol3en Arterien
entwickelt. In den postkapillaren Venolen hingegen, in denen vornehmlich die
Extravasation der Leukozyten stattfindet, sind die TJ entweder stark reduziert oder gar
nicht vorhanden. Hierdurch wird den Immunzellen die Einwanderung ins Gewebe
erleichtert (Simionescu & Simionescu, 1991). Epitheliale Adherens Junctions befinden sich
mehr basal im Zellkontakt und geben ihm zusatzliche Stabilitat. In Endothelzellen liegen TJ
und AJ oft vermischt entlang des Zell-Zellkontaktes vor (Anderson & van ltallie, 1995).
Abbildung 1.1 gibt einen Uberblick iiber die molekulare Zusammensetzung von Junctions

in Endothelzellen, auf die in den folgenden Kapiteln ndher eingegangen wird.
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Abbildung 1.1 : Die molekulare Zusammensetzung endothelialer Junctions

1.1.1 Tight Junctions

Tight junctions sind morphologisch als dicht benachbarte Plasmamembranen definiert, die
teilweise fusioniert zu sein scheinen ("Kissing points"). Dabei erscheinen sie in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Gefrierbruch-Praparaten als quervernetzte
Strange partikularer Fibrillen innerhalb der Membran (siehe Abb. 1.2). Verschiedene
Zelltypen zeigen betrachtliche Variationen in Anzahl und Verflechtung der TJ-Strange. Sie
erfillen die Aufgabe einer Diffusionsbarriere zwischen den apikalen und basolateralen
Plasmamembran-Bereichen der Zelle, die sich in ihrer Zusammensetzung aus integralen
Membranproteinen und Lipiden unterscheiden. AulRRerdem versiegeln sie den
parazellularen Spalt zwischen Zellen (Vestweber, 2000; Tsukita et al., 2001). Dabei
erlauben die TJs eine selektive Permeabilitdt gegeniber Proteinen verschiedener Grofie
und Ladung (Gumbiner, 1993).

Die molekulare Zusammensetzung von TJ ist sehr komplex, sie bestehen sowohl aus
Transmembran- als auch intrazellularen Proteinen. Als integrale Membranproteine der TJ
sind Occludine, Claudine und die JAMs (Junctional Adhesion Molecule) bekannt, wobei
Occludin und Claudin in den "Kissing points” zu finden sind. Intrazellular finden sich an der
TJ die Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3, sowie PAR-3/ASIP und AF-6/Afadin und andere.
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Abbildung 1.2 : Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Tight Junction. Links TEM, rechts
Gefrierbruch. Pfeile weisen auf "Kissing Points". Mv = Mikrovilli, Ap = Apikale Membran, Bl =
Basolaterale Membran. Aus Tsukita et al., 2001.

Occludin wurde als erstes TJ-Protein identifiziert. Es lokalisiert direkt in den TJ-Stradngen
(Furuse et al.,, 1993), und seine Uberexpression erhéht die transepitheliale Resistenz
(TER) in Zellen von Séugetieren (Balda et al., 1996; McCarthy et al., 1996). Daher tragt
Occludin vermutlich zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion in Epithelien bei. Dies wird
durch Experimente mit mutiertem Occludin gestiutzt, die eine erhoéhte parazelluléare
Permeabilitat zur Folge hatten (Bamforth et al.,1999). Ein mdglicher Beitrag von Occludin
zur interzelluldren Adhé&sion wurde durch eine Studie von Van ltallie & Anderson 1997
vorgeschlagen, in der eine erhohte Zell-Aggregation von Occludin-transfizierten
Fibroblasten demonstriert wurde. Andererseits besitzen die Epithelien Occludin-homozygot
defizienter Mause morphologisch intakte TJs mit unbeeintrachtigter Barrierefunktion, was
wiederum gegen eine direkte Beteiligung von Occludin am Aufbau der TJ spricht (Saitou et
al., 1998 + 2000).

Claudine bilden eine Proteinfamilie mit 24 Mitgliedern. lhre Expression variiert betrachtlich
in verschiedenen Geweben. Claudin-5 beispielsweise wird vorwiegend in Endothelzellen
exprimiert, Claudin-11 in Oligodendrozyten und Sertoli-Zellen (Furuse et al., 1998b, Morita
et al., 1999a-c). In transfizierten Fibroblasten sind Claudin-1 und -2 in der Lage, TJ-Strange
an Zellkontakten aufzubauen und Occludin zu rekrutieren (Furuse et al., 1998; Kubota et
al., 1999). Die Untersuchung der Hunde-Epithelzellinien MDCK | und Il haben zum
Verstandnis der Rolle der Claudine bei der Barrierefunktion der TJ beigetragen. MDCK |
Zellen exprimieren kein Claudin-2. Anhand von Uberexpressionsstudien und Null-
Mutationen im claudin-1 Gen konnte eine positive Korrelation der Claudin-1 Expression mit
der TJ-Stabilitat abgeleitet werden (McCarthy et al., 2000; Furuse et al., 2002). Weiterhin
wurde durch Mutationsstudien die Mdglichkeit aufgezeigt, da? Claudine als elektrostatische

Barriere fur lonen dienen kdnnten (Colegio et al., 2002 + 2003). Claudine bilden gleichsam
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das "Rickgrat" der Tight Junction, wobei vermutlich die Kombination verschiedener

Claudine deren Barriereeigenschaften bestimmit.

Weitere Transmembranproteine der TJ gehéren zur Immunglobulin-Superfamilie. Hier ist

vor allem JAM-A zu nennen. JAM-A wird sowohl in Epithel- als auch Endothelzellen
exprimiert und kolokalisiert dort gemeinsam mit Komponenten der TJ in der apikalen
Region des parazellularen Spaltes (Martin-Padura et al., 1998). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen ergaben allerdings, dal3 JAM-A kein integraler Bestandteil der TJ-Stréange
ist. Zudem fuhrt die ektopische Expression von JAM-A in Fibroblasten nicht zur Bildung der
charakteristischen TJ-Strange, was auf eine von den Claudinen abweichende Funktion
hindeutet (Itoh et al.,, 2001). Zahlreiche Studien belegen die homophile trans-Interaktion
von JAM-A auf benachbarten Zellen (Schneeberger & Lynch, 2004). Die Blockierung von
JAM-A mit Antikorpern oder rekombinanten Fragmenten verhindert den Aufbau eines
elektrischen Widerstandes (TER), was die Rolle des Molekils fur die Funktion der TJ
illustriert (Bazzoni et al., 2000; Liang et al., 2000; Liu et al., 2000).

Von den intrazellularen TJ-Komponenten sind die Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 die am

intensivsten studierten. Sie gehdren zur Familie der MAGUK ("Membrane Associated
Guanylate Kinase") Proteine, die aus einer katalytisch inaktiven Guanylatkinase-Doméne,
mehreren PDZ-Domé&nen und einer SH3-Domé&ne bestehen. MAGUK Proteine spielen eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion, indem sie Membranproteine biindeln (Fanning &
Anderson, 1999). Samtliche dieser Domé&nen dienen der Interaktion zwischen Proteinen,
was die Rolle der ZO-Proteine als Adaptoren unterstreicht. Eine Reihe von Transmembran-
proteinen der TJ binden an ZO-1, darunter die Claudine, Occludin, JAMs, aber auch ZO-2
und ZO-3 (zur Ubersicht : Bazzoni & Dejana, 2004; Schneeberger & Lynch, 2004). Uber
den N-terminalen Bereich bindet ZO-1 an Transmembranproteine, der C-terminale Bereich
dient als Anker fur das Aktin-Cytoskelett (Fanning et al., 2002). Seine vielfaltigen
Interaktionen lassen auf eine Funktion von ZO-1 als "Scaffolding Protein" schliel3en,
welches moglicherweise die Infrastruktur fir den koordinierten Aufbau der TJ bietet.

Durch die Rekrutierung zahlreicher Proteine wird offenbar ein grof3er makromolekularer
Komplex an der cytoplasmatischen Seite der Tight Junction gebildet, welcher Gber ZO-1
und ZO-2 mit dem Cytoskelett verbunden ist. Dies kénnte EinfluR auf die Stabilitat der TJ
haben, aber auch von Bedeutung fir die regulierte Offnung von Zellkontakten und die
Aufrechterhaltung von Zellform und Polaritdt sein (Dejana, 2004). In Zusammenhang
hiermit ist die Rekrutierung von Proteinen, welche mit der Etablierung der Zell-Polaritat in
Verbindung stehen, durch die TJ von Interesse. Zu besagten Proteinen gehtren PAR-3,
PAR-6 und aPKC (Schneeberger & Lynch, 2004).
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1.1.2 Desmosomen und Complexus Adhaerentes

In Epithelien wird die Adhasion zwischen Zellen durch Desmosomen stabilisiert. Dies ist
aufgrund der hohen mechanischen Belastung der Zellschicht notwendig. Desmosomen
werden von den Transmembranproteinen Desmoglein und Desmocollin gebildet (Schwarz
et al., 1990). Diese gehoren zur Cadherin-Familie und binden Uber ihren intrazellularen Tell
an Desmoplakin | und II, Plakoglobin und verwandte Molekile der Plakoglobin-Familie.
Morphologisch bilden Desmosomen einen zentralen Plaque, welcher als Ankerpunkt far

intermediare Keratin-Filamente dient (Schmidt et al., 1994).

Endothelzellen bilden anstelle von Desmosomen die strukturell @hnlichen Complexus
Adhaerentes (Schmelz et al.,, 1993 + 1994). Dort ist VE-Cadherin das zentrale
Adhasionsmolekil, welches intrazelluldar an Plakoglobin und Desmoplakin bindet. Der
Komplex ist mit Vimentin-Filamenten verbunden (Valiron et al., 1996; Lampugnani &
Dejana, 1997).

1.1.3 GAP-Junctions

Zusatzlich zur Zell-Zell Adhasion vermittelt eine andere Art von Junction die
Kommunikation zwischen Zellen. Diese Struktur wird von Connexinen (Cx) aufgebaut. Drei
Connexine (Cx43, Cx40 und Cx37) werden im Endothel exprimiert, wo sie in einem
hexameren Connexon organisiert sind. Connexone bilden durch direkte Apposition Kanéle
zwischen Zellen, durch die lonen und kleine Molekile diffundieren kdénnen (Simon &
Goodenough, 1998).

1.1.4 Adherens Junctions

1.1.4.1 Der Cadherin-Catenin Komplex

Adherens Junctions werden in sehr friihen Stadien zellularer Kontakte von Cadherinen
gebildet. Den AJs folgt die Ausbildung der Tight Junctions. In einigen zellularen Systemen
verhindert die Blockierung von AJs durch Antikorper die nachfolgende Ausbildung von TJs
(Behrens et al., 1985; Gumbiner et al., 1988).

Bei Cadherinen handelt es sich um Transmembran-Zelladhdsionsmolekiile, die Uber ihre
extrazellulare Domane calciumabhangig homophil miteinander interagieren und tber den

cytoplasmatischen Teil mit dem Aktin-Cytoskelett verbunden sind. Cadherine gehotren zu
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einer Superfamilie einkettiger Molekile, die weiter in zwei Subklassen eingeteilt werden.
Bislang sind Uber 15 klassische Cadherine beschrieben (Vestweber, 2000). Das primare
Cadherin der epithelialen Adherens Junction ist E-Cadherin (Vestweber & Kemler, 1985).
Endothelzellen exprimieren dagegen VE-Cadherin, welches 1991 identifiziert wurde und als
spezifisches Markerprotein fur diesen Zelltyp dient (Suzuki et al., 1991; Lampugnani et al.,

1992). VE-Cadherin wird auf Endothelzellen sdmtlicher Geféal3e exprimiert.

Cadherine  besitzen funf extrazellulare homologe Cadherin-Doménen, eine
Transmembrandoméane und einen cytoplasmatischen Teil. Der extrazellulare Teil bildet
Homodimere und beherbergt die Calcium-Bindungsstellen. Abhéngig von der
extrazellularen Calcium-Konzentration nimmt das Cadherin verschiedene Konformationen
an. Fiur E-Cadherin wurde bei steigender Ca** Konzentration ein Ubergang von der
monomeren Struktur Uber cis-Dimere zur trans-Interaktion mit der Bildung reil3verschluf3-
ahnlicher Strukturen nachgewiesen (Pertz et al., 1999). Uber die genaue Natur der
Dimerisierung ist die Literatur geteilter Meinung. Vermutlich werden laterale cis-
homodimere gebildet, die wiederum Uber die aminoterminalen Cadherin-Doméanen Kopf-zu-
Kopf Kontakte in trans bilden (Vincent et al., 2004). Es liegen aber auch Daten vor, die
mehrere homophile Bindungsstellen entlang des extrazellularen Teils beschreiben
(Chappuis-Flament et al., 2001; Corada et al., 2002). Abbildung 1.3 gibt einen Uberblick

Uber die denkbaren Varianten der Cadherin Dimerisierung.

Der cytoplasmatische Teil von VE-Cadherin ist hochgradig homolog zu dem anderer
klassischer Cadherine. Er vermittelt die Interaktion mit den Cateninen, welche ihrerseits an
das Cytoskelett binden (Kemler, 1993; Aberle et al., 1996). Die Assoziation mit den
Cateninen ist flr die Cadherin-abhéngige Adhéasion notwendig. Abbildung 1.1 zeigt die
Zusammensetzung des Cadherin-Catenin Komplexes an der Adherens Junction. Der
carboxyterminale Abschnitt des cytoplasmatischen Teiles von VE-Cadherin beherbergt die
Bindungsstellen fur B-Catenin und Plakoglobin (y-Catenin). Diese beiden Proteine sind
homolog und enthalten 10-13 "Armadillo-repeats”, die ein Merkmal vieler an Signalwegen
beteiligter Proteine sind. Sowohl B-Catenin als auch Plakoglobin binden an a-Catenin, das
den Komplex mit Aktinfilamenten verankert (Ben-Ze'ev & Geiger, 1998; Vleminckx &
Kemler, 1999). Ein weiterer Bindungspartner von VE-Cadherin ist p120, ein Protein mit
Homologie zu p-Catenin und Plakoglobin (Anastasiadis et al., 2000). Die pl120
Bindungsstelle an VE-Cadherin liegt jedoch, im Gegensatz zu der fiir andere Catenine, im
membranproximalen Bereich des cytoplasmatischen Teils (Abb. 1.3). p120 assoziiert nicht
mit a-Catenin oder anderen Aktin-bindenden Proteinen (Thoreson et al., 2000). ZO-1, das

als Bestandteil der Tight Junctions gilt, liegt in frihen Stadien mit der Adherens Junction
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organisiert vor. Ursache hierfir ist seine Bindung an a-Catenin, die nach Bildung der

Junction zugunsten einer Lokalisation von ZO-1 in der TJ verloren geht (Itoh et al., 1997).

Obwohl in der AJ am starksten exprimiert, ist VE-Cadherin nicht das einzige endotheliale
Cadherin : N-Cadherin wird in den meisten untersuchten Endothelzellen in vergleichbaren
Mengen gefunden. Dort ist es allerdings nicht in der AJ lokalisiert, sondern diffus auf der
Zelloberflache verteilt. Bei Ko-Transfektion beider Cadherine verhindert VE-Cadherin die
Lokalisation von N-Cadherin an Zellkontakten. Diese Kompetition kénnte auf verschiedene
Funktionen der Cadherine in Endothelzellen hinweisen : VE-Cadherin fordert die
homotypische Interaktion zwischen Endothelzellen, N-Cadherin die Verankerung mit
anderen N-Cadherin-exprimierenden Zellen wie glatten Muskelzellen und Perizyten
(Navarro et al.,, 1998). Die Konzentrierung von N-Cadherin an der basalen Seite von
Endothelzellen wurde im Gehirn nachgewiesen, wo Kontakte mit Peri- und Astrozyten
stattfinden (Liebner et al., 2000). Weiterhin wurden P- und T-Cadherin in Endothel

gefunden, sowie ein als VE-Cadherin-2 bezeichnetes Protein (Bazzoni & Dejana, 2004).

EC1 -
EC4 Calcium- T
Bindungsstellen
Membran-proximale
Doméne (p120 Bindung)
i PLHALE 1 (NI RL R LR HHHHHHH_HUIHHH H(}ﬁtmEmﬂﬂi{mﬂﬁi ORI GOUT
| Catenin-bindende
Doméne L ] || || |
VE-Cadherin Cis-Dimer  \_ v

Trans-Dimere

Abbildung 1.3 : Schematische Darstellung der VE-Cadherin Domanenstruktur und Modelle fir die
Cadherin-basierte Adhasion (verandert nach Vincent et al., 2004)
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1.1.4.2 Der Nectin-Afadin Komplex

Dieser Komplex wurde in Epithelzellen beschrieben. Obwohl Komponenten im Endothel zu
finden sind, ist dort wenig Uber seine Funktion bekannt. Bekannte Proteine des Komplexes
sind Nectin, Afadin und Ponsin. Nectine sind eine Familie Calcium-unabh&ngiger
Immunglobulin-&hnlicher Zelladh&dsionsmolekiile, von denen zur Zeit vier Mitglieder
bekannt sind. Uber ihren cytoplasmatischen Teil binden sie an Afadin (AF-6), welches
Nectin mit dem Aktin-Cytoskelett verbindet. Ponsin schlie3t sich dem Komplex an und
bindet an Afadin, Vinculin und a-Catenin. Dies liefert die molekulare Grundlage fir eine
Interaktion mit den Cadherinen, mit denen Nectin und Afadin kolokalisierbar sind
(Takahashi et al., 1999; Takai et al., 2003). Daher kénnten diese Proteine eine Funktion bei
der Organisation von Adherens Junctions besitzen. Allerdings handelt es sich nicht um
exklusive Interaktionspartner der AJ. Afadin wurde als Partnerprotein von JAM-A
identifiziert (Ebnet et al., 2000), und Fukuhara et al. fanden 2002 Hinweise auf eine
Beteiligung von Nectin an der Lokalisation von JAM in den TJs. Daher laf3t sich keine
strikte Zuordnung des Nectin-Afadin Komplexes zur AJ oder TJ vornehmen,

maoglicherweise ist er generell am Aufbau verschiedener Junctions beteiligt.

1.1.5 Zelladhasionsmolekiile ohne strukturelle Einte ilung in Junctions

Endothelzellen exprimieren auch Adhasionsmolekiile, die zwar am interendothelialen
Zellkontakt konzentriert, aber nicht eindeutig der AJ oder TJ zuzuordnen sind. Von jenen
Molekilen ist PECAM-1 (Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule - 1) am
ausfuhrlichsten untersucht. Als Transmembranprotein gehort es zur Immunglobulin-
Superfamilie und wird auf Endothelzellen, Leukozyten und Thrombozyten exprimiert
(Newman, 1997). In subkonfluenten Endothelzellen ist PECAM diffus Uber die
Zelloberflache verteilt und wird bei Etablierung der ersten Zell-Zellkontakte in selbigen
konzentriert, was fur eine homophile Interaktion spricht (Albelda et al., 1991).

AulRer homophilen Kontakten interagiert PECAM-1 heterophil mit a3 Integrinen (Piali et
al., 1995). Zusammen mit weiteren Daten spricht dies fur eine Beteiligung des Molekiils an
der transendothelialen Migration von Leukozyten. Blockierung von PECAM-1 mit
Antikérpern verhindert die TEM von Neutrophilen und Monozyten (Muller et al., 1993). Die
Analyse PECAM-1 homozygot defizienter Mause zeigte, dald Neutrophile dieser Tiere zwar
in Endothel einwandern kénnen, aber im letzten Schritt zwischen der Zellschicht und
Basalmembran stecken bleiben (Thompson et al., 2001). Neuere Daten weisen auf die
Notwendigkeit einer sequenziellen Interaktion der Leukozyten mit PECAM und anderen

Zelladhasionsmolekiilen fir die effiziente Transmigration hin. Vor allem CD99 scheint an
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der TEM von Leukozyten malRgeblich beteiligt zu sein (Schenkel et al., 2002; Bixel et al.,
2004).

PECAM-1 besitzt eine Funktion als Signalmolekil, wobei der Mechanismus noch nicht
vollstdndig aufgeklart wurde. Das Molekdl verfugt intrazellular dber zwei ITIMs
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif; Newman, 1999) und vermutlich auch ein
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif; Lu et al., 1997). Uber diese
Motive, die bei Aktivierung Tyrosin-phosphoryliert werden, bindet PECAM unter anderem
an die Phosphatase SHP-2 und phosphoryliertes -Catenin (llan et al., 1999-2003). Daher
kénnte PECAM-1 eine &hnliche biologische Bedeutung wie den Cadherinen zukommen
und deren Funktion Uber Interaktion mit Komponenten des MAPK Signalweges modulieren,
da SHP-2 Teil jener Signalkaskade ist (Perkins et al., 1992; Sheibani et al., 2000; llan &
Madri, 2003).

Weitere endotheliale Zellkontaktproteine sind S-endo 1 (CD146) und Endoglin. S-endo 1 ist
ein Immunglobulin-&hnliches Molekil, das homophile Zelladhéasion induziert (Bardin et al.,
2001). Endoglin wird in grof3er Menge auf vaskularen Endothelzellen exprimiert und
lokalisiert an interendothelialen Zellkontakten. Es funktioniert als akzessorisches Protein fur
Rezeptoren der TGF-B Superfamilie (Transforming Growth Factor, Barbara et al., 1999).
Endoglin "knock-out" Mause besitzen einen &hnlichen vaskuldren Phanotyp wie VE-

Cadherin-defiziente Tiere (Bourdeau et al., 1999).

1.2 Die Beteiligung der Adherens Junction an Signal  prozessen

Neben der Ausbildung und Stabilisierung der Zell-Zellkontakte sind die VE-Cadherin-
Catenin-Komplexe an Signaltransduktionswegen beteiligt. Bis heute wurden zwei Modelle
der Signalweiterleitung etabliert. Einerseits kénnen freie cytosolische Komponenten des
Komplexes direkt mit Transkriptionsfaktoren assoziieren und die Expression definierter
Proteine des Zellwachstums und der Differenzierung regulieren. Andererseits interagiert
der Komplex mit aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ist an deren Signalweiterleitung

beteiligt.

1.2.1 Signalisierung durch die Catenine

Einige intrazellulare Proteine der Junctions besitzen neben der Aufgabe der Verankerung
des Cadherin-Catenin Komplexes mit dem Aktin-Cytoskelett die Eigenschaft, als

cytosolische Proteine Signalfunktionen zu tGbernehmen. Die transkriptionelle Aktivitat von
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Cateninen ist gut untersucht. B-Catenin, Plakoglobin und pl120 kénnen sowohl in
Assoziation mit den Cadherinen als auch frei im Cytoplasma vorliegen und im Zellkern
durch Bindung an Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen beeinflussen.
[B-Catenin ist ein wichtiger Bestandteil des Wnt-Signaltransduktionsweges, der eine
Schlusselrolle fur die Zellspezifizierung wahrend der Embryonalentwicklung spielt.
Zahlreiche Mitglieder der Wnt Familie signalisieren Uber die transkriptionelle Aktivitat von -
Catenin (Bienz & Clevers, 2000; Gottardi et al., 2002). Die Regulierung der Aktivitat findet
Uber Phosphorylierung von N-terminalen Serin und Threonin Resten von
cytoplasmatischem B-Catenin statt. Diese wird konstitutiv von Casein | a Kinase und GSK-
3 (Glycogen Synthase Kinase - 3) ausgelbt und fuhrt zur Degradierung des Catenins im
Proteasom (Liu et al., 2002). Signale der Wnt-Kaskade verhindern die Phosphorylierung
und erhdhen dadurch die cytoplasmatische Menge von B-Catenin, das in den Nucleus
gelangt und dort an die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF bindet (T-Cell Factor / Lymphoid
Enhancer Factor, Novak & Dedhar, 1999). Eine fehlerhafte Regulierung der Signalisierung
kann die Ursache fir Krebs sein. Die Liste der durch B-Catenin regulierten Gene ist lang;
viele von ihnen sind flr die Zellteilung oder Apoptose von Bedeutung (Bienz & Clevers,
2000; Polakis, 2000).

Die Cadherin-Catenin Bindung konnte auch die Menge an freiem cytoplasmatischen
Catenin regulieren. Dies wird durch die Beobachtung gestiitzt, dal3 mutiertes oder
fehlendes E-Cadherin zu einer Erh6hung des Anteils an ungebundenem [(-Catenin im
Cytoplasma fiihrt, verbunden mit dessen erhdhter Aktivitat als Signalprotein (Gottardi et al.,
2001). Zudem verhalt sich die Cadherin-Expression umgekehrt proportional zur Invasivitat
und Proliferation von Tumoren (Takeichi, 1993).

Die Bindung von B-Catenin an E-Cadherin wird ebenfalls Gber Phosphorylierung reguliert.
Die Phosphorylierung von Tyrosin-654 auf (-Catenin verringert seine Affinitat fir den
cytoplasmatischen Teil von E-Cadherin um das Sechsfache (Roura et al., 1999). Zusétzlich
spielt auch Ser- und Thr- Phosphorylierung fir die Cadherin-Catenin Bindung eine Rolle.
Eine aktuelle Arbeit von Gottardi & Gumbiner, 2004 favorisiert zwei verschiedene
molekulare Formen von [-Catenin. Die monomere, cytosolische Form (bt die
Signalfunktionen aus, eine dimere Form, welche mit a-Catenin assoziiert vorliegt, bindet
vornehmlich an das Cadherin und vermittelt die adhasive Funktion der Catenine. Diese
verschiedenen Formen von (3-Catenin werden in C.elegans durch die Expression mehrerer
Gene bereitgestellt (Korswagen et al., 2000), bei Vertebraten durch Modifikationen auf
Proteinebene. Als Modifikationen sind zum einen die beschriebene Phosphorylierung
bekannt, zum anderen wurde kirzlich das inhibitorische Peptid ICAT (Inhibitor of B-Catenin

and TCF-4) vorgestellt, welches mit B-Catenin um dessen Bindung an TCF kompetiert.
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Neben der Inhibition des Wnt-Signalweges konnte ICAT auch Konsequenzen fir die
Cadherin-abhéangige Zelladhasion haben (Tago et al., 2000; Gottardi & Gumbiner, 2004b).

Plakoglobin bindet ebenfalls an TCF/LEF, allerdings Uber eine andere Bindungsstelle als [3-
Catenin (Miravet et al., 2002). Die Effekte auf Zellproliferation bei Ubermafiger Aktivitat
sind bei beiden Proteinen &hnlich, jedoch kann Plakoglobin nicht die Funktion von [3-

Catenin ersetzen (Zhurinsky et al., 2000).

In Endothelzellen ist wenig Uber die Rolle von -Catenin als Transkriptionsfaktor bekannt.
VE-Cadherin ist jedoch sehr wahrscheinlich an der Kontaktinhibition des Zellwachstums
beteiligt, indem es die transkriptionelle Aktivitdt von B-Catenin inhibiert (Caveda et al.,
1996; Venkiteswaran et al., 2002).

1.2.2 Signalisierung unter Beteiligung von VE-Cadhe rin

Die gezielte Deletion des VE-Cadherin Genes in Mausen hat den Tod der betroffenen Tiere
am Tag E 9,5 in utero zur Folge. Der Grund hierfir liegt nicht in der fehlerhaften Anordnung
der Endothelzellen im primitiven vaskularen Plexus, sondern im fehlenden Umbau und
Reifungsprozel3 dieser Strukturen. Dies fuhrt bereits am Tag E 875 - E 9.0 zu
Endothelzellen, die voneinander und von der Basalmembran abgeldost im vaskuldren
Lumen verstreut sind. Zudem zeigen die Tiere starke Defekte in der Herzentwicklung. Die
VE-Cadherin Defizienz oder Deletion des cytoplasmatischen Teils bewirkt in Endothelzellen
den programmierten Zelltod durch Apoptose und blockiert den VEGF-A
Signaltransduktionsweg, welcher fir das Uberleben von Endothelzellen wichtig ist.
Molekulare Ursache hierfur ist in normalem Endothel die Assoziation von VE-Cadherin mit
VEGFR-2, 3-Catenin und PI-3-Kinase (Phosphatidyl-Inositid-3 Kinase). Letztere Ubermittelt
nach VEGF-Stimulation tiber Akt ein Uberlebens-Signal an Bcl-2 und wirkt tiber Tiam und
Rac auf das Aktin-Cytoskelett (Carmeliet et al., 1999).

Die Konzentrierung von VE-Cadherin am Zell-Zellkontakt fiihrt, wie auch von anderen
Cadherinen bekannt, zur Aktivierung von PI-3 Kinasen und der Phosphorylierung von Akt
(Yap et al.,, 1997). Der Vorgang wird effizienter, wenn nach VEGF-Stimulierung der
VEGFR-2 und PI-3 Kinase mit dem VE-Cadherin-Catenin Komplex assoziieren. Fir diese
Assoziation ist gemaR Carmeliet et al. die Catenin-Bindungsstelle notwendig, nicht jedoch
die p120 Bindungsstelle.

Andere Rezeptoren fiur Wachstumsfaktoren, so der FGF- und EGF-Rezeptor, sind als
ebenfalls Interaktionspartner von Cadherinen bekannt. Auch die EGFR - E-Cadherin
Interaktion findet Uber B-Catenin statt (Hoschuetzky et al., 1994; El-Hariry et al., 2001;
Dumstrei et al., 2002).
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VE-Cadherin ist als wichtiger Modulator des VEGFR-2 Signaltransduktionsweges etabliert.
Bei geringer Zelldichte fuhrt die Stimulierung der Zellen mit VEGF zu einer starken
Autophosphorylierung und Aktivierung des VEGF-Rezeptors-2. In der Folge bewirkt das
VEGF-Signal die verstarkte Proliferation und Motilitdét der Zelle. Bei hoher Zelldichte
induziert VEGF kaum noch die Tyrosin-Phosphorylierung des Rezeptors. Nach Zugabe von
blockierenden Antikdrpern gegen VE-Cadherin oder Entzug von divalenten Kationen aus
dem Medium konfluenter Endothelzellen kann die VEGF-abhangige Autoaktivierung des
Rezeptors jedoch wieder hergestellt werden (Rahimi & Kazlauskas, 1999). Fir die
Kontaktinhibition von Zellen wurde die Notwendigkeit einer [(-Catenin-vermittelten
Assoziation des VEGFR-2 mit VE-Cadherin gezeigt. Diese fihrt in konfluenten
Endothelzellen, mdglicherweise unter Beteiligung der Phosphatase DEP-1, zur
verminderten Signalisierung des VEGF-Rezeptors an die proliferationsférdernden Proteine
ERK/MAPK (Extracellular Signal-Regulated Kinase/Mitogen Activated Protein Kinase)
(Lampugnani et al., 2003). Die VEGFR-2 Signalisierung an Akt, welche ein Uberlebens-
Signal darstellt, ist bei hoher Zelldichte nicht betroffen (Dejana, 2004).

Ein weiterer Partner im VE-Cadherin Signalisationskomplex ist das Adapterprotein Shc,
welches als Komponente des RAS Signaltransduktionsweges gilt. Die Interaktion setzt die
Stimulierung der Zelle mit VEGF und Tyrosin-Phosphorylierung des cytoplasmatischen
Teils von VE-Cadherin voraus. Dadurch wird Shc vermutlich Gber eine mit dem Komplex
assoziierte Phosphatase dephosphoryliert, wodurch es nicht mehr RAS aktivieren kann. Da
der RAS Signaltransduktionsweg Uber ERK/MAPK das Zellwachstum fordert, setzt die
Bindung von Shc an VE-Cadherin mdglicherweise die Halbwertzeit des mitogenen Stimulus
von VEGF herab (Zanetti et al., 2002).

Die Konzentrierung von VE-Cadherin an der Adherens Junction hat einen Effekt auf die
Aktivierung der GTPasen Rac und RhoA. Die Implikation von Rho und Rac in der
Organisation von Zellkontakten und dem Aktin-Cytoskelett ist bereits fir epitheliales E-
Cadherin bekannt (Nusrat et al., 1995; Nakagawa et al., 2001). Tiam, ein Rac Guanosin-
Austausch Faktor, ist in VE-Cadherin-abhangiger Weise an der AJ lokalisiert.
Wabhrscheinlich wird Tiam von VE-Cadherin Uber PI-3-Kinase-Induktion aktiviert und
rekrutiert, was wiederum Rac aktiviert. Die Aktivierung von Rac bewirkt unter anderem eine
Aktin-Umverteilung in Endothelzellen, welche fir die Ausbildung der typischen Morphologie
dieser Zellen verantwortlich ist (Lampugnani et al., 2002). Weiterhin besitzt es vermutlich
Funktionen bei Wachstum, Migration und Differenzierung von Zellen (Ridley et al., 2001).
Rac ist als Negativ-Regulator fiir Rho etabliert, und das Gleichgewicht von Rho und Rac ist

ein wichtiger Faktor fur die Cadherin-basierte Zelladhasion in Fibroblasten (Braga et al.,
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1997; Hordijk et al., 1997). Eine Storung des Gleichgewichtes zu erhdhter Rho Aktivitat
verandert die Morphologie von NIH3T3 Fibroblasten hin zu einem epithelialen Phanotyp
(Sander et al., 1999; Zondag et al., 2000b).

VE-Cadherin und PECAM-1 wurden als Mechanosensoren beschrieben. Endothelzellen
sind in der Vaskulatur stets hohen Flussigkeits-Scherkréaften ausgesetzt, welche die
Zusammensetzung des VE-Cadherin Komplexes beeinflussen. Nach Ausiben von
Scherkréaften auf Endothel wurde eine Dissoziierung von a-Catenin und SHP-2 von VE-
Cadherin beobachtet, sowie eine verstarkte Bindung von VEGFR-2 an den VE-Cadherin-f3-
Catenin Komplex (Ukropec et al., 2002; Shay-Salit et al., 2002). Osawa et al. beschrieben
2002 PECAM-1 als Mechanosensor fir Scherkrafte in Flissigkeiten. Interessanterweise
zeigte besagte Gruppe unter Scherkraften eine verstarkte Assoziation von PECAM-1 mit
SHP-2.

1.3 Protein-Tyrosin Phosphatasen

Phosphorylierung ist ein bedeutender Mechanismus fir zahlreiche wichtige Aspekte der
Physiologie von Eukaryoten. Das Hinzufiigen oder Entfernen von Phosphatresten an
Tyrosin-Seitenketten kann ein Erkennungsmotiv fUr Protein-Protein Interaktionen bilden,
die Stabilitat eines Proteines kontrollieren und die Aktivitdt von Enzymen modulieren.

Im Vergleich zur Phosphorylierung im Allgemeinen wird Tyrosin Phosphorylierung nur in
vielzelligen Organismen extensiv genutzt. Sie dient der Kommunikation zwischen und
innerhalb von Zellen, der Regulierung von Form und Motilitdt der Zelle, Proliferation und
Differenzierung, sowie zellularen Prozessen wie Regulierung der Transkription und
Transport von Stoffen. Die Tyrosin Phosphorylierung spielt auch eine wichtige Rolle bei der
Koordinierung dieser Vorgange zwischen benachbarten Zellen wéhrend der
Embryogenese, Organentwicklung, Gewebe-Homoostase und im Immunsystem. Stérungen
der Protein-Tyrosin Phosphorylierung sind die Ursache zahlreicher menschlicher
Erkrankungen von Krebs bis zu Immunschwéche (Mustelin et al., 2002 + 2002 b; Alonso et
al., 2004). Etwa 30 % der zellularen Proteine sind Phosphoproteine, wobei der Grof3teil an
Serin- und Threonin Seitenketten phosphoryliert ist. Die mit einem Anteil von 0,01 - 0,05 %
der Gesamtphosphorylierung recht niedrige Tyrosin-Phosphorylierung steigt nach
Stimulierung der Zelle mit Wachstumsfaktoren oder nach onkogenischer Transformation
stark an, bis auf das 100-fache des normalen Niveaus (Zhang, 2002).

Tyrosin Phosphorylierung ist ein reversibler und dynamischer ProzelR3. In der Zelle bilden
die Aktivitdten von Protein Tyrosin Kinasen (PTKs) , welche die Tyrosin-Phosphorylierung

katalysieren und Protein Tyrosin Phosphatasen (PTPs) , die fur die Dephosphorylierung
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verantwortlich sind, ein Gleichgewicht. Bis vor kurzem lag der Fokus von Studien zur
Tyrosin Phosphorylierung von Proteinen fast ausschlielich auf den PTKs. PTPs wurden
fur "housekeeping"-Gene gehalten, welche in geringer Anzahl in der Zelle vorkommen und
wenig Spezifitat besitzen. In den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, daf? diese Ansicht
ganzlich falsch ist. PTPs umfassen eine grof3e Superfamilie von verwandten Enzymen, die
strikten Regulationsmechanismen unterworfen sind und wichtige Funktionen bei vielen
Signalwegen in der Zelle ausiben. Zudem besitzen PTPs eine hohe Spezifitat fur
bestimmte phosphorylierte Proteine, teilweise sogar fur spezielle Phosphorylierungsstellen
an den Substraten (Tonks & Neel, 2001).

1.3.1 Die PTP-Familie

Im menschlichen Genom befinden sich 107 Gene fir Protein-Tyrosin Phosphatasen, die
sich in vier PTP-Familien einordnen lassen (Alonso et al., 2004). Abbildung 1.4 gibt einen
Uberblick (ber die Mitglieder der Klasse-1 Cystein-basierten Familie, welche mit 99
Mitgliedern die weitaus groRte Gruppe darstellt. Ihre Mitglieder zeichnen sich durch ein
besonderes Signatur-Motiv H-C-X-X-G-X-X-R (HCxsR) im aktiven Zentrum aus. Das hoch
konservierte Cystein innerhalb der Signatur dient in allen PTPs zur Hydrolyse des
Phosphatrestes am Zielprotein (Li & Dixon, 2000). Die Klasse-1 Cystein-basierte Familie
wird weiter in "klassische PTPs" und "dual specificity PTPs (DSPs)" eingeteilt, zu denen
auch PTEN gehort. Die 38 zur Zeit bekannten klassischen PTPs hydrolysieren
ausschlieB3lich phosphorylierte Tyrosine (pTyr), wohingegen die 61 bekannten DSPs
typischerweise auch Serin- (pSer) und Threonin- (pThr) Seitenketten dephosphorylieren.
Die Klasse-2 und Klasse-3 Cys-basierten und die Klasse-4 Asp-basierten PTPs enthalten
zusammen sieben Mitglieder, wobei die Einteilung in diese Gruppen noch als vorlaufig
betrachtet werden muf3 (Alonso et al., 2004). Sie werden hier nicht naher behandelt.
PTP1B und CD45 sind prototypische Mitglieder der Kklassischen PTPs, auf die im

Folgenden naher eingegangen wird. Sie besitzen eine oder zwei PTP-Domanen, bei denen
es sich um konservierte strukturelle Motive von etwa 250 Aminoséuren handelt. Diese
enthalten auch das aktive Zentrum. Die Struktur des aktiven Zentrums einer PTP bestimmt
deren Spezifitdt fur pTyr oder pSer und pThr (Barford et al., 1994). Klassische PTPs

werden weiter unterteilt in Transmembran-Rezeptordhnliche PTPs (RPTPs) und

intrazellulare nicht-Rezeptor PTPs (NRPTPs). Ausschlaggebend fir die Einteilung sind die

flankierenden Sequenzen der Phosphatase-Domane(n). Flankierende Sequenzen
regulieren die katalytische Aktivitdt der PTPs sowohl direkt als auch indirekt durch

Interaktion mit anderen Proteinen.
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Abbildung 1.4 : Die Klasse -1 PTP-Superfamilie (abgewandelt nach Tonks & Neel, 2001)

1.3.1.1 Nicht-Rezeptor PTPs (NRPTPS)

Eine der am besten charakterisierten Modell-Phosphatasen ist PTP-1B. Diese NRPTP
besitzt eine N-terminale klassische PTP-Doméane und eine carboxyterminale regulatorische
Sequenz. Sie agiert als Negativregulator fir den Insulin-Signaltransduktionsweg.
Homozygot defiziente Mause fur PTP-1B weisen eine verstarkte Insulinrezeptor
Autophosphorylierung und erhéhte Sensitivitat gegen Insulin im Skelettmuskel, nicht aber
im Fettgewebe auf. Zudem sind sie vor nahrungsbedingter Fettleibigkeit geschiitzt
(Elchebly et al., 1999; Klaman et al., 2000). Trotz der Expression der Phosphatase in
beinahe allen Geweben, sind PTP-1B ” Mause gesund und fertil. Keine erhéhte Inzidenz
fur Krebs ist feststellbar. Dies ist erstaunlich, da PTP-1B in zahlreichen
Signaltransduktionswegen von Wachstumsfaktoren involviert ist (Byon et al., 1998; Zhang
2001) und gibt einen Hinweis auf die gewebespezifische Aktivierung von PTP-1B. In nicht
betroffenen Zelltypen wird ihre Funktion durch andere Phosphatasen kompensiert. PTP-1B
war die erste Phosphatase, deren Kristallstruktur aufgeklart wurde (Barford et al., 1994).
Anhand der Strukturdaten wurden spezielle Punktmutanten entworfen, welche zwar die
feste Bindung eines phosphorylierten Substrates, nicht aber die Hydrolyse des

Phosphatrestes erlaubten. Mit Hilfe jener Mutanten konnte der EGF Rezeptor als weiterer

16



Einleitung

potentieller Interaktionspartner von PTP-1B identifiziert werden (Flint et al., 1997). Solche

"Substrate Trapping" Mutanten kamen auch in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz.

Die 17 Mitglieder der cytosolischen NRPTPs besitzen besonders viele Strukturmotive zur
Interaktion mit anderen Proteinen. Die Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 sind gut
untersuchte Beispiele dafir, wie die Kooperation zwischen der Phosphatase-Domane und
Protein-Interaktions Doménen Einflu3 auf die Substratspezifitat und Aktivitat des Enzyms
hat. Beide PTPs sind eng miteinander verwandt (ca. 60 % Sequenzidentitat) und besitzen
eine vergleichbare Topologie : Sie sind jeweils mit zwei aminoterminalen SH2-Domanen,
welche an phosphorylierte Tyrosine binden, und einer PTP-Domane ausgestattet. In
Abwesenheit von Liganden falten sich die SH2-Domanen Uber das aktive Zentrum der
Phosphatase, wodurch der Zugang zu Substraten blockiert wird (Hof et al., 1998). Sobald
die SH2-Domanen von SHP-1 oder SHP-2 einen phosphorylierten Liganden binden, nimmt
das Enzym eine offene Konformation mit 100-facher Erhéhung der Aktivitat an. Unter
physiologischen Bedingungen bringt die Bindung von Liganden an die SH2-Domane das
phosphorylierte Substrat in Apposition zur PTP-Doméane (Pei et al., 1994; Pluskey et al.,
1995).

SHP-1 ist ein Negativ-Regulator zahlreicher hematopoietischer Signalwege, welche durch
Cytokin-, Wachstumsfaktor-, Antigen-Rezeptoren und Zelladhdsionsmolekiile aktiviert
werden (Tamir et al., 2000). In diesen Signalwegen wird SHP-1 meistens durch seine SH2-
Doméne zu den Rezeptoren rekrutiert. Ein Beispiel fir die direkte Bindung mit SHP-1 sind
die inhibitorischen Rezeptoren CD22, Pir-B/p91A, Shps-1/Sirpal und der "Killer Inhibitory
Receptor" von NK Zellen (Ravetch & Lanier, 2000). SHP-2 dagegen fungiert meistens als
Positiv-Regulator. Fibroblasten von SHP-2 homozygot defizienten Mausen zeigen Defekte
in verschiedenen Signalkaskaden von Wachstumsfaktoren (Saxton et al., 1997; Shi et al.,
1998) und Integrinen (Yu et al., 1998; Oh et al., 1999). SHP-2 beeinflul3t die EGF-Rezeptor
Signaltransduktion positiv (Qu et al., 1999). Die SHP-2 Homologe aus Drosophila und
C.elegans sind ebenfalls wichtige positive Komponenten von Wachstumsfaktor-Rezeptor
Signaltransduktionswegen (Van Vactor et al., 1998).

Die Spezifitdt der Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 wurde anhand von Proteinchiméaren
beider Molekile in-vivo untersucht. Aus den Studien ging hervor, dal} die
Phosphatasedoméanen die Determinanten flr Substratspezifitdt enthalten (Tenev et al.,
1997). Diese Daten sprechen fir ein kombinatorisches Spezifitdts-Modell, in welchem die
Phosphatase durch flankierende Domanen wie der SH2-Domane an den richtigen Ort in
der Zelle rekrutiert wird. Durch die Phosphatasedoméane findet dann die Auswahl des
korrekten Substrates statt (Tonks & Neel, 2001). Wie dies genau geschieht, ist zur Zeit
noch unklar. Kristallstrukturen von PTP-Substrat-Komplexen kénnten (Uber den

Mechanismus Aufschlul? geben.
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1.3.1.2 Rezeptor PTPs (RPTPs)

Die meisten RPTPs besitzen zwei Phosphatasedoménen, der Grund hierfir ist jedoch
unbekannt. In fast allen Fallen ist bei ihnen die zweite, carboxyterminale PTP-Domane
kata-lytisch inaktiv, konnte aber regulatorische Funktionen austiben. Eine Ausnahme bildet
die Typ-lll Unterfamilie, der DEP-1 und VE-PTP angehéren. Sie besitzen eine grof3e Zahl
von Fibronectin-1ll Motiven im extrazellularen Teil und nur eine Phosphatasedoméne. Alle
klassischen RPTPs besitzen eine helikale Transmembrandoméane und befinden sich
hauptséchlich an der Plasmamembran, wo sie mit der extrazellularen Umgebung
interagieren konnen. Bis auf PTPa und PTPe besitzen alle RPTPs ausgedehnte
extrazellulare Doméanen mit verschiedenen Strukturmotiven (siehe Abb. 1.4).

RPTPs werden, wie der Name andeutet, aufgrund der Organisation ihrer extrazellularen
Domane fir Rezeptoren gehalten. Daher konnte die Interaktion mit Liganden ihre Spezifitat
zumindest teilweise bestimmen. Allerdings sind bisher nur wenige Liganden fir RPTPs
bekannt.

Einige RPTPs, darunter RPTPu und RPTPK, interagieren miteinander durch homophile
Bindung von Molekilen auf benachbarten Zellen (Brady-Kalnhay, 1998). Dies gibt Anlafl3 zur
Vermutung einer Funktion von RPTPs bei Vorgangen, die durch den Kontakt von Zellen
eingeleitet werden, wie der Inhibition von Zellwachstum. Kirzlich wurde eine Beteiligung
von DEP-1/CD148 bei der Kontaktinhibition von VEGF-induzierter Proliferation in
Endothelzellen vorgeschlagen (Lampugnani et al., 2003).

Andere RPTPs besitzen Eigenschaften von Zelladhasionsmolekilen und sind an der
Bildung von Zellkontakten beteiligt (Brady-Kalnay & Tonks 1995). Die Phosphatase RPTP
{/B beispielsweise spielt eine Rolle bei der neuronalen Migration. Sie wird an der
Oberflache von Glia-Zellen exprimiert und ist ein Ligand des axonalen
Zellerkennungsmolekiles Contactin. Diese Interaktion leitet das Auswachsen von Neuriten
an Glia-Axon Kontaktstellen ein (Peles et al., 1995). Weitere interessante RPTP {/f -
Interaktionspartner sind N-CAM, Ng-CAM und Tenascin (Milev et al., 1994), die eine
Beteiligung der Phosphatase bei der Entwicklung des Zentralnervensystems nahelegen.
Am besten charakterisiert ist jedoch die Interaktion von RPTP ¢/ mit Pleiotrophin, welche
zu einer Inhibition der Phosphatase fihrt und die Migration von cortikalen Neuronen der
Ratte in-vitro fordert (Maeda et al., 1998).

Die hematopoietische Phosphatase CD45, welche zu den am intensivsten studierten
Phosphatasen gehort, interagiert Uber die extrazellulare Doméane mit Galectin-1. Folge der
Interaktion ist eine verringerten Aktivitdt der Phosphatase in-vitro (Walzel et al., 1999).
Stamenkovic et al. beschrieben 1991 das B-Zell-spezifische Oberflachenprotein CD22, ein
inhibitorisches  Signalmolekil, als Interaktionspartner fir eine CD45-Isoform. Die

Bedeutung der Interaktion ist jedoch unklar.
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Fir die Phosphatase RPTP Lar wurde eine Interaktion mit dem Laminin/Nidogen Komplex
Uber die finfte extrazellulare FN-11I-Domé&ne gezeigt die von Bedeutung fir die Adhasion

der Zelle an Komponenten der Extrazellularen Matrix sein kdnnte (O'Grady et al., 1998).

Die strukturelle Analyse von RPTPa fihrte zur Hypothese einer Liganden-induzierten
Inhibition von RPTPs durch Dimerisierung (Bilwes et al., 1996). Die Hypothese erfuhr
Unterstitzung durch die Analyse von RPTPa - Mutanten und die in-vitro Beobachtung der
Dimerisierung auf der Zelloberflache (Jiang et al., 1999 + 2000). Transgene Mause mit
mutiertem, konstitutiv aktivem CD45 besitzen einen letalen Phanotyp, der die
Notwendigkeit der dimerisierungsabhéangigen Negativ-Regulierung von CDA45 in-vivo
bekraftigt (Majeti et al., 2000). Ob das Modell auf andere PTPs unter physiologischen
Bedingungen ubertragbar ist, bleibt allerdings fraglich; die strukturelle Analyse von RPTPu
(Hoffmann et al., 1997) und RPTP Lar (Nam et al., 2000) schlief3t eine Inaktivierung dieser
Phosphatasen durch Dimerisierung aus.

Zudem konnte die Kkatalytisch inaktive Phosphatasedomane der meisten RPTP
Unterfamilien durch Bindung an regulatorische Proteine eine Rolle bei der Wahl des
Substrates spielen. Einige solcher Bindungspartner beeinflussen die subzelluléare
Lokalisierung der Phosphatase. Dies wurde gezeigt fir Fodrin als Bindungspartner fur
CD45 (Lokeshwar et al., 1992) und Liprin fir RPTP Lar (Serra-Pages et al., 1998).

Generell prasentiert die Modulierung der Aktivitat und Auswahl von Substraten durch
Bindung von RPTPs an Proteinpartner einen potentiellen Mechanismus zur Dirigierung der

Funktion der Phosphatasen.

1.3.2 Die Bedeutung von Phosphatasen fiir den Zellko ntakt

Einige Nicht-Rezeptor PTPs sind als Assoziationspartner des Cadherin-Catenin Komplexes
beschrieben worden. Ukropec et al. fanden 2000 in Endothelzellen folgende Korrelation :
Nach Thrombin-Stimulierung des Endothels ist eine transiente Phosphorylierung der
Catenine, nicht jedoch von VE-Cadherin selbst nachweisbar. Die Phosphorylierung geht
mit einer gleichzeitigen SHP-2 Dissoziierung vom VE-Cadherin-Catenin Komplex einher. In
der gleichen Studie werden biochemische Hinweise fir [-Catenin als direkten SHP-2-
Interaktionspartner gezeigt. In einer weiteren Arbeit wurde demonstriert, dafll die
Applikation von Scherkraften auf Endothel die Phosphorylierung von VE-Cadherin-
assoziiertem B-Catenin zur Folge hat. Dies korreliert mit einer gleichzeitigen Dissoziierung

von a-Catenin und SHP-2 vom VE-Cadherin Komplex (Ukropec et al., 2002).
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PTP-1B wurde als regulatorische Phosphatase fir N-Cadherin beschrieben.
Uberexpression einer katalytisch inaktiven Form von PTP-1B bewirkte eine verminderte
Cadherin-vermittelte Zelladhasion in L-Zellen, die N-Cadherin konstitutiv exprimieren.
Sowohl die katalytisch aktive als auch inaktive Form von PTP-1B sind aber in der Lage, an
N-Cadherin zu binden. Auch hier scheint der Effekt der Phosphatase auf der
Dephosphorylierung von B-Catenin zu beruhen, welche die Cadherin-Aktin Bindung
verstarkt (Balsamo et al., 1996 + 1998).

Interessanterweise interagieren auch zahlreiche Rezeptor-PTPs mit dem Cadherin-Catenin
Komplex. In verschiedenen Geweben sind PTPuU und PTPk als ein Bindungspartner von
Cadherinen und Cateninen (sowohl a und ) identifiziert worden, wobei zur PTPu
Interaktion mit E-Cadherin widersprichliche Daten vorliegen (Brady-Kalnay et al., 1995 +
1998, Zondag et al., 1996). Jedoch ist PTPu als funktioneller Interaktionspartner von N-
Cadherin beschrieben. Beide Molekile interagieren miteinander durch direkte Bindung der
cytoplasmatischen Doménen in Retina-Zellen. Die Herabregulierung der PTPu-Expression
durch Antisense Technologie bewirkt ein vermindertes Auswachsen von Neuriten aus
Retina Explantations-Kulturen auf N-Cadherin-, nicht jedoch auf Laminin- oder L1-
Substraten (Burden-Gulley & Brady-Kalnay, 1999). Zondag et al. zeigten 2000 eine
Interaktion zwischen RPTPu und p120°", nicht aber mit B-Catenin. p120°" wird von der
Phosphatase in-vitro dephosphoryliert, fir die Bindung sind beide Phosphatasedomanen
notwendig. PTPk bindet an B-Catenin und y-Catenin/Plakoglobin in-vitro und in-vivo. Die
Expression der Phosphatase wird durch Zelldichte reguliert und -Catenin ist ein Substrat
fur PTPK in-vitro (Fuchs et al., 1996). Neben den bereits erwahnten Liganden fir RPTP /3
(siehe oben) kann auch diese Phosphatase p-Catenin in-vitro binden und dessen
Dephosphorylierung katalysieren. Die Inhibition der Phosphatase durch Zugabe von
Pleiotrophin, welches an deren extrazellulare Doméane bindet, bewirkt eine drastische
Zunahme der B-Catenin Tyrosin Phosphorylierung (Meng et al., 2000).

Einige Arbeiten demonstrieren die Lokalisation von Rezeptor-Protein Tyrosin
Phosphatasen an Zell-Zell- und Zell-Substrat Kontakten. Dies gilt vornehmlich fir RPTPs
vom Typ lla, zu denen RPTP Lar gehort und die den Typ Il Phosphatasen in ihrer
extrazellularen Doméane ahneln. Liprin-a und Lar lokalisieren in Fibroblasten gemeinsam in
"Focal Adhesions" (Serra-Pages et al.,, 1998). "Focal Adhesions" sind Kontaktstellen
zwischen Zellen und dem darunterliegenden Substrat. Zahlreiche cytoskelettale- und
Signalproteine sind an solchen Strukturen konzentriert (Sastry & Burridge, 2000).

Weiterhin sind RPTP Lar und RPTPao in der "Adherens Junction” zwischen benachbarten
Zellen lokalisiert. Jene Zell-Zellkontakte werden von Cadherinen aufgebaut (siehe oben ).

In Ubereinstimmung hiermit wurden Plakoglobin und B-Catenin als direkte biochemische
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Interaktionspartner des intrazellularen Teils von Lar nachgewiesen (Aicher et al., 1997).
Weitere Studien bestéatigen die Bindung von B-Catenin und RPTP Lar (Kypta et al., 1996;
Muller et al.,, 1999). Experimente in Drosophila argumentieren fir eine funktionelle
Interaktion von Dlar mit N-Cadherin, welche bei der Regulierung der Fihrung von

Photorezeptor-Axonen von Bedeutung ist (Johnson & van Vactor, 2003).

In einer Reihe von Studien wurde zudem die Bedeutung der Zelldichte, welche Einflu auf
die Stabilitdt der Adherens Junction hat, fur die Aktivitat von Phosphatasen demonstriert.
Paradebeispiel hierfir ist die Density Enhanced Phosphatase DEP-1, deren Expression
und Aktivitat mit steigender Konfluenz zunimmt (Ostmann et al., 1994). Die Bedeutung von
DEP-1 fur das GefalRsystem wurde durch die Analyse einer homozygot defizienten Maus
demonstriert, die eine Funktion von DEP-1 fir die Regulierung der Proliferation von
Endothelzellen und deren Interaktion mit Perizyten nahelegt (Takahashi et al., 2003).
Suzuki et al. zeigten 2000, daf? kontaktinhibierte HUVECs durch die Behandlung mit dem
PTP-Inhibitor Natrium Pervanadat zum Wiedereintritt in den Zellzyklus gezwungen werden
kénnen. Folglich kann eine Beteiligung von PTPs an Mechanismen erwartet werden,
welche die Proliferation von Endothelzellen betreffen. Dies wurde durch die kurzlich
veroffentlichte Arbeit von Lampugnani et al., 2003 bestatigt.

In vaskularen Endothelzellen wurde die zelldichteabhangige Zunahme von Pervanadat-
sensitiver Phosphataseaktivitat als Ursache fir die Herunterregulierung von p42/p44 MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) diskutiert. Die Inhibition der p42/p44 MAPK Aktivitat
durch den Zell-Zellkontakt ist ein wichtiger Schritt beim Verlassen des Zellzyklus in
Endothelzellen (Vinals & Pouyssegur, 1999). Auch die Expression von hPTP-B mRNA
nimmt mit steigender Zelldichte zu und reflektiert so die Zunahme der Gesamtaktivitat von

membrangebundenen PTPs (Gaits et al., 1995).

1.3.3 Die Vaskulare Endotheliale Protein-Tyrosin Ph  osphatase

Die vorliegende Arbeit nimmt zum Teil die Daten zweier Publikationen der jingeren
Vergangenheit zur Grundlage weiterfihrender Studien, welche die Bedeutung der
Vaskularen Endothelialen Protein-Tyrosin Phosphatase (VE-PTP) fur Vorgange im
Endothel untersuchen.

Fachinger et al. isolierten 1999 eine Rezeptor-PTP, deren mRNA wahrend der gesamten
Entwicklung der Maus spezifisch in vaskularen Endothelzellen exprimiert wird. Sie ist das
murine Homolog zur bereits 1990 beschriebenen humanen Typ Il Phosphatase hPTPJ
(Krueger et al., 1990). hPTP ist nicht zu verwechseln mit RPTP{/(3, bei der es sich um

eine Typ V Phosphatase handelt. VE-PTP wurde als Interaktionspartner des
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endothelspezifischen Angiopoietin-Rezeptors TIE-2 beschrieben, den es in-vitro
dephosphoryliert. Die VE-PTP-TIE-2 Interaktion wird von den intrazellularen Doméane
beider Proteine vermittelt. Im Gegensatz dazu war keine Interaktion zwischen VE-PTP und
der ebenfalls endothelspezifischen Rezeptor-Tyrosin Kinase VEGFR-2 nachweisbar.
Kirzlich wurde VE-Cadherin erstmalig als direkter Ligand der extrazellularen VE-PTP-
Doméne beschrieben. Die jeweils membranproximale Cadherin- bzw. Fibronectin-Ill-
Doméne der Molekiile sind fur die Interaktion ausreichend. In transfizierten Zellsystemen
konnte eine VE-PTP-abhéngige Dephosphorylierung von VE-Cadherin gezeigt werden.
Parallel hierzu wurde eine verminderte parazellulare Permeabilitat und verstarkte
Aggregation transfizierter CHO-Zellen gemessen. Dies demonstriert eine erhdhte VE-
Cadherin-vermittelte Stabilitdt des Zellkontaktes nach Induktion von VE-PTP (Nawroth et
al., 2002).

1.4 Die Adherens Junction und vaskulare Permeabilit at

Wie bereits erwahnt, kontrollieren Endothelzellen die Passage von Plasmaproteinen und
zirkulierenden Blutzellen. Hierfir kommen der tanszellulare Weg durch die Endothelzelle
hindurch oder der parazellulare Weg durch Licken am endothelialen Zell-Zellkontakt in
Frage. Allerdings wurde von den meisten Wissenschaftlern die parazellulare Route als
generelles Paradigma akzeptiert (Vestweber, 2000; Luscinskas et al., 2002; Engelhardt &
Wolburg, 2004).

Eine Studie, welche die Vorgange bei der Transmigration von Leukozyten durch Endothel
mittels Echtzeit-Mikroskopie unter Zuhilfenahme eines VE-Cadherin-GFP (Green
Fluorescent Protein) Fusionsproteines untersuchte, etablierte die Beteiligung von VE-
Cadherin fur die Transmigration in Form der transienten und reversiblen Bildung einer
Licke im VE-Cadherin positiven Zellkontakt, die nach Durchtritt des Leukozyten wieder
verschlossen wurde. Es konnte ausschlieBlich Transmigration auf parazellularem Wege
beobachtet werden (Shaw et al., 2001).

Fur VE-Cadherin wurde eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Permeabilitat in-vitro und
in-vivo demonstriert. Transfektion von humanem VE-Cadherin in CHO Zellen fihrt zu
verminderter parazellularer Permeabilitdt und Migration von Zellen (Breviario et al., 1995).
Die Blockierung der trans-Dimerisierung von VE-Cadherin und die Ausbildung von
Zellkontakten durch monoklonale Antikérper fihrt zu einer verringerten elektrischen
Resistenz endothelialer Zellschichten und der erhéhten Auswanderung von Neutrophilen in
einem in-vivo Peritonitis-Modell (Gotsch et al., 1997).

In einer Arbeit von Corada et al., 1999 bewirkte die Injektion von Antikérpern gegen VE-

Cadherin in Mause eine erhohte vaskulare Permeabilitat im Herzen und in der Lunge und
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veranderte selektiv die Lokalisation von VE-Cadherin am Zellkontakt. Andere Zellkontakt-
Proteine wie PECAM-1 und JAM wurden nicht beeinflul3t. Aufgrund der Variation des
Effektes auf verschiedene Organe kann die Bedeutung von VE-Cadherin fiir die Kontrolle
der vaskuldren Permeabilitat moglicherweise von der Struktur anderer Zellkontakte oder
der Position innerhalb der Vaskulatur abhé&ngen. Dies wird auch durch die Beobachtung
gestutzt, dall die Adherens Junction in schnell wachsenden Gefal3en andere
Charakteristika besitzt als in ruhender Vaskulatur. So ist das Gefal3system von Tumoren
besonders empfindlich gegentber einigen VE-Cadherin blockierenden Antikdrpern, die
keinen Effekt auf die systemische Vaskulatur austiben (Corada et al., 2002; Liao et al.,
2002).

Ergebnisse von Huang et al. belegten 1993 die Abnahme des elektrischen Widerstandes
einer Endothelzellschicht nach Bindung von Neutrophilen an die apikale Zellmembran. Die
Bindung bewirkte die Freisetzung von intrazellularem Ca®'. Die Blockierung jener
Freisetzung durch membrangangige Chelatoren verhinderte auch die Neutrophilen-
induzierten Effekte im Endothel. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung der
intrazellularen  Freisetzung von Calcium durch Histamin, Thrombin und der
antikorpervermittelten Stimulierung von Zelladhasionsmolekile von Interesse (Rotrosen &
Gallin, 1986; Laposata et al., 1983; Lorenzon et al., 1998). In einer weiteren Studie
demonstrierten Hixenbaugh et al., 1997 die Phosphorylierung der leichten Myosinkette als
Folge der Bindung von aktivierten Neutrophilen an Endothelzellen und dadurch bedingt den

Aufbau von isometrischer Spannung.

1.4.1 Tyrosin Phosphorylierung

Die Tyrosin-Phosphorylierung von Komponenten des endothelialen Zell-Zellkontaktes
kénnte einen wichtigen Mechanismus zur Kontrolle der vaskuldren Permeabilitat darstellen.
Fur Cadherin-Catenin Komplexe ist die Tyrosin-Phosphorylierung gut belegt, sie wird im
Zusammenhang mit der Adhasivitat der Zellen gesehen (Daniel & Reynolds, 1997). In

Kapitel 1.3.2 wurde zudem die Bedeutung von PTPs fur den Zellkontakt erlautert.

Die Zugabe von Substanzen, welche die Permeabilitdit von Endothel erhéhen, fihrte im
Falle von Thrombin, VEGF und Histamin zu einer verstarkten Tyrosin-Phosphorylierung
von VE-Cadherin-assoziierten Proteinen oder VE-Cadherin selbst.

Fur Thrombin ist der Effekt auf die Dissoziierung der Phosphatase SHP-2 vom VE-
Cadherin-Catenin Komplex zuriickzufiihren, obgleich nach Stimulierung nur die Tyrosin-

Phosphorylierung der Catenine erhoht ist. Zusatzlich ist mikroskopisch eine veranderte
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Lokalisierung von AJ-Komponenten in der Zelle und biochemisch ein Zerfall des VE-
Cadherin-Catenin  Komplexes zu verzeichnen. Die Wirkung von Thrombin auf die
endotheliale Permeabilitdt und den VE-Cadherin Komplex wird durch Protein-Kinase C
(PKC) Inhibitoren unterdriickt (Rabiet et al., 1996; Ukropec et al., 2000).

Histaminzugabe zu hoch konfluentem Endothel fihrt zu einer verstarkten Tyrosin-

Phosphorylierung von VE-Cadherin und assoziierten Cateninen, verbunden mit einer VE-
Cadherin Dissoziierung vom Cytoskelett. Der Effekt wurde nicht in Zellen beobachtet, die
erst kurze Zeit konfluent waren. Allerdings fuhrt Histamin unabhé&ngig von der Zelldichte zu
einer Erhohung der parazellularen Permeabilitdt (Andriopoulou et al., 1999).

Die Stimulierung von Endothel mit VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) fuhrt in-vitro
zu einer schnellen und transienten Phosphorylierung des Cadherin-Catenin-Komplexes,
verbunden mit einer erhéhten Permeabilitaét und Umverteilung von VE-Cadherin von den
Zell-Kontaktstellen (Esser et al., 1998; Wright et al., 2002). In einer aktuellen Studie wurde
in-vivo der VEGF-abhangige Zerfall eines Komplexes aus VE-Cadherin, VEGFR-2 und 3-
Catenin demonstriert. Der Zerfall geht mit der erhéhten Phosphorylierung aller
Komponenten des Komplexes einher. Die pharmakologische Inhibition von Src-Kinasen
zeigte deren Notwendigkeit fir den VEGF-vermittelten Effekt auf VE-Cadherin und seine

assoziierten Partner (Weis et al., 2004).

Ahnliche Effekte lassen sich nach Zugabe von aktivierten Neutrophilen zu vendsem
Endothel feststellen. Nach Inkubation erhdht sich die Permeabilitdit von coronaren
Endothelzellen fur Albumin. Des weiteren wurde in der Immunfluoreszenz eine
Umverteilung von VE-Cadherin und [-Catenin festgestellt. Die Tyrosin-Phosphorylierung

beider Molekiile war nach Stimulierung signifikant erhéht (Tinsley et al., 1999).

Die Transformation von Huhner-Epithelzellen mit Src-Kinasen fihrt zu einer veranderten
Zell-Morphologie mit spezifisch beeintrachtigten Adherens-Junctions. Weiterhin a3t die
Behandlung dieser Zellen mit Pervanadat darauf schlie3en, dal3 Zell-Zellkontakte Orte mit
sehr hoher Aktivitdt von Protein-Tyrosin Kinasen sind (Volberg et al.,, 1991+1992).
Verschiedene Mitglieder der Familie der Src-Kinasen sind am Zellkontakt konzentriert und
kénnen den Cadherin-Catenin-Komplex effektiv an seinen Tyrosin-Resten phosphorylieren
(Tsukita et al., 1992; Matsuyoshi et al., 1992). Folge der Phosphorylierung ist, wie fur E-
und N-Cadherin gezeigt, eine reduzierte Adhasion, die wahrscheinlich auf der verminderten
Assoziation der Catenine mit dem Cytoskelett beruht (Behrens et al., 1993; Hamaguchi et
al., 1993). Das Hauptsubstrat fir Src Kinasen in dem Cadherin-Catenin-Komplex ist -
Catenin, und die Tyrosin-Phosphorylierung von B-Catenin korreliert mit einer N-Cadherin

Dissoziation vom Aktin Cytoskelett (Balsamo et al., 1996). Dies spricht flr das Konzept der
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Anderung des Zell-Zellkontaktes durch Phosphorylierung von Komponenten der Cadherin-

Catenin Komplexe.

Durch in-vitro Daten ist inzwischen die Veranderung der Zusammensetzung der Adherens
Junction mit steigender Zelldichte gut belegt. In subkonfluenten Zellen liegt VE-Cadherin
stark Tyrosin-phosphoryliert vor und bindet vorwiegend an (-Catenin und p120. Dagegen
ist in hoch konfluenten Zellen der Assoziationsgrad mit Plakoglobin (y-Catenin) hdéher und
p120 niedriger. Zudem ist eine geringere Tyrosin-Phosphorylierung des VE-Cadherin-

Catenin Komplexes bei hoher Zelldichte zu verzeichnen (Lampugnani et al., 1995 + 1997).

1.4.2 Assoziation mit dem Cytoskelett

Die verringerte Tyrosin-Phosphorylierung bei hoher Zelldichte ist mit einer verstarkten
Assoziation des VE-Cadherin-Catenin Komplexes mit dem Aktin-Cytoskelett korreliert
(Bazzoni & Dejana, 2004). Dies wird generell Uber den Anteil der Proteine in der
Detergens-unléslichen Fraktion bestimmt. Die Transfektion der cytoplasmatischen VE-
Cadherin-Doméne in Endothelzellen fihrt zu einer verminderten Bindung von VE-Cadherin
an das Cytoskelett und erhdhter vaskularer Permeabilitéat. Eine mdgliche Erklarung hierfir
ist die Kompetition des Konstruktes mit endogenem VE-Cadherin um die Bindung mit (3-
Catenin (Guo et al, 2004). Zudem st eine cytoplasmatische VE-Cadherin
Deletionsmutante, der die B-Catenin Bindungsstelle fehlt, zwar noch Bestandteil des Zell-
Zellkontaktes und zur Vermittlung von calciumabhéngiger Zell-Zell Aggregation befahigt,
jedoch weitaus weniger effektiv im Aufbau einer Permeabilitatsbarriere fir hochmolekulare
Substanzen. Dies laRt den Schlu3 zu, dal die Assoziation mit dem Aktin-Cytoskelett
vermutlich nicht fur die erste Etablierung von Zell-Zellkontakten, wohl aber fir deren

Verfestigung notwendig ist (Navarro et al., 1995).

In allen beschriebenen Fallen ist die Zunahme der Permeabilitat von Endothel durch
exogene Substanzen mit der Dissoziierung von VE-Cadherin vom Cytoskelett verbunden
(Lampugnani et al., 1997; Andriopoulou et al., 1999). In Epithelzellen wurden &hnliche
Beobachtungen fur E-Cadherin gemacht (Kuroda et al., 1998; Vasioukhin et al., 2000).
Diese Studien etablierten das Protein IQGAPL, einen Effektor flr die GTPasen Rho, Cdc42
und Racl, als Negativ-Regulator fiir die Cadherin-vermittelte Zell-Zell Adh&sion.

Der Mechanismus funktioniert bei Aktivierung von IQGAP1 uber die Verdrangung von a-
Catenin von seinem Bindungspartner [(3-Catenin, was zur Dissoziierung des Cadherin-
Catenin Komplexes vom Aktin-Cytoskelett und letztlich der Zellen selbst fihrt. Cdc42 und

Racl fordern die Cadherin-vermittelte Zell-Zell Adhasion, indem sie IQGAP1 inhibieren.
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Eine physiologische Bedeutung kommt dem System nach der Behandlung von MDCK-II
Zellen mit Hepatocyte Growth Factor zu, die zur Separation der Zellen voneinander fuhrt
(Ho et al., 1999; Fukata et al., 2001) .

1.5 Transendotheliale Migration von Leukozyten

Die Transmigration von Leukozyten durch das Endothel bei Entziindungsprozessen ist ein
fein regulierter und aktiver Prozel3 fur alle beteiligten Zellen. Endothelzellen kommt hierbei
eine besondere Bedeutung zu, da sie die Transmigration kontrollieren und férdern. Dieses
Kapitel soll einen kurzen Uberblick iiber die Adasionskaskade geben und wird sich auf die

parazellulare Transmigration durch endotheliale Zell-Zellkontakte beschrénken.

Das Immunsystem in Vertebraten dient dem Schutz des Organismus vor pathogenen
Mikroorganismen, koérperfremdem biologischen Material und entarteten korpereigenen
Zellen. Zu diesem Zweck zirkulieren spezialisierte Zellen des Immunsystems im Blutstrom.
Granulozyten und Makrophagen des angeborenen Immunsystems wandern, beispielsweise
bei Bakterienbefall, in periphere Gewebe und |6sen eine Entziindungsreaktion aus. Neben
der Phagocytose der Krankheitserreger und Prozessierung derer Antigene fir das adaptive
Immunsystem werden von den Zellen Entziindungsmediatoren ausgeschuttet. Diese
dienen als Botenstoffe flr weitere Leukozyten und induzieren die Expression von
Transmembranproteinen auf der Oberflache von Endothelzellen, welche die Auswanderung
von Leukozyten aus der Vaskulatur erleichtern.

Lymphozyten, zu denen T- und B-Zellen gehéren, sind spezialisierte Zellen, die
kérperfremde Antigene Uber spezifische Rezeptoren erkennen. Tritt ein solcher Fall ein,
vermehren sie sich durch Zellteilung und bekampfen das fremde Antigen durch Aktivierung
von Makrophagen oder B-Zellen, die wiederum Antikdrper sezernieren. Zudem schitten
auch Lymphozyten entziindungsférdernde Botenstoffe aus. Um ihrer Aufgabe gerecht zu
werden, zirkulieren Lymphozyten standig zwischen Blutbahn und lymphatischen Organen.
Hierfir missen sie die GefalBwand der Vaskulatur oder des lymphatischen Systems

Uberwinden

1.5.1 Die Leukozyten-Adhasionskaskade

Die Auswanderung der Leukozyten aus dem Blut stellt somit einen der zentralen Schritte
fur die Funktion des Immunsystems dar. Er erfordert eine strenge Regulierung, um

Ubermafige Auswanderung zu verhindern und die Barrierefunktion der Blutgefalie aufrecht
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zu erhalten. Diese Regulierung findet auf der Ebene der Interaktion zwischen Leukozyten
und Endothelzellen statt (Panes & Granger, 1998). Die Interaktion wird in vier Schritte einer

Adhasionskaskade unterteilt, die in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt ist.

Selektine

- -
Chemokine -
- Integrine >

Immunglobulin Superfamilie

(== (= (== (= = ==

1. Anbindung und Rollen —> FlieRrichtung

O \/&Aktlwerung 3. Feste Adhéasion des Blutes

4. Transmigration

Entziindungsreiz

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Leukozyten-Adhasionskaskade

Im _ersten Schritt vermitteln Selektine die schnelle Anheftung des Leukozyten an das

Endothel, gefolgt vom "Rollen" auf der Endothelzelle. Selektine, von denen bislang drei
Vertreter bekannt sind, binden an die Zuckerreste stark glykosylierter Selektin-Liganden auf
Leukozyten. Dieser Prozel3 ist schnell und erfolgt mit hoher Affinitdat, um das effektive
Festhalten des Leukozyten im Blutstrom zu gewéhrleisten (Vestweber & Blanks, 1999).
Nach dem ersten Kontakt mit der Endothelzelle rollen die Leukozyten in FlieRrichtung des
Blutstromes auf der GefalRwand entlang.

Auf der Endothelzelle werden E- und P- Selektin exprimiert, auf Leukozyten L- Selektin. Als
Liganden fiir Selektine dient die Zuckerstruktur Sialyl-Lewis® (S-Le*), welche auf Proteinen
und Lipiden gefunden wird. S-Le* wird von Selektinen {iber eine Lectin-Doméne gebunden
(Patel et al., 2002).

Im zweiten Schritt findet die Aktivierung der rollenden Leukozyten statt, die von einer

transienten zur festen Adhasion ans Endothel fihrt und von Chemokinen vermittelt wird.
Diese Botenstoffe sind kleine Moleklle, welche auf der Oberflache von Endothelzellen
prasentiert werden, z.B. durch Bindung an Proteoglykane (Tanaka et al., 1993). Zur Zeit
sind Uber 40 humane Chemokine bekannt, die in ihrer Wirkung zum Teil Uberlappende
Funktionen besitzen (Ebnet & Vestweber, 1999). Ihnen gemeinsam ist die Interaktion mit

G-Protein gekoppelten Chemokin-Rezeptoren auf den Leukozyten (Ward et al., 1998;
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Mantovani, 1999). Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zu einer morphologischen Veranderung

der Leukozyten und der Aktivierung ihrer Integrine (Laudanna et al, 2002).

Im dritten Schritt kommt es zu einer festen Adh&sion der Leukozyten mit der Gefa3wand.

Hieran sind Zelladh&sionsmolekile aus der Familie der Integrine und der Immunglobulin-
Superfamilie beteiligt. Integrine sind transmembrane Glykoproteine, die aus einer a- und -
Untereinheit aufgebaut sind. Nach Aktivierung kommt es zur Konformationséanderung von
einer gebogenen, inaktiven zu einer aufrechten, aktiven Form (Hynes, 2002). Die
Leukozyten-Integrine a3, (LFA-1) und ayp. (MAC-1) binden an ICAM-1 (Intercellular Cell
Adhesion Molecule) auf der Endothelzelle, LFA-1 bindet auch an ICAM-2. Zahlreiche
weitere Interaktionen von Leukozyten-Integrinen mit Liganden der Immunglobulin

Superfamilie sind gezeigt worden (Stuiver & O'Toole, 1995; Panes & Granger, 1998).

Im vierten Schritt findet die Transmigration der Leukozyten durch das Endothel statt, die

sehr zigig innerhalb weniger Minuten vollzogen wird. Zundchst bewegen sich die
Leukozyten zu den endothelialen Zell-Zellkontakten. Voraussetzung hierfir ist eine
dynamische, aber trotzdem feste Bindung durch die Integrine, damit die Zellen einerseits
genug Bewegungsfreiheit fir die Suche nach Zellkontakten haben, andererseits aber nicht
immobilisiert werden. Fur die parazellulare Transmigration werden die Zellkontakte des
Endothels transient gedffnet und nach Durchgang des Leukozyten wieder verschlossen,
was ein komplexes Zusammenspiel zahlreicher Adhasionsmolekile erfordert (Vestweber,
2000; Engelhardt & Wolburg, 2004).

1.5.2 Der parazelluldre Weqg durch den Zellkontakt

Fur die Migration von Leukozyten ist die Interaktion von LFA-1 und MAC-1 mit ICAM-1 von
grol3er Bedeutung. Die Bindung von endothelialem ICAM-1 durch LFA-1 auf dem Leukozyt
bewirkt die Ausbildung von Mikrovilli-artigen Ausstilpungen der Endothelzelle, welche
jenen umgibt (Carman et al., 2003). Eine ahnliche Struktur, in der die Molekule ICAM-1 und
VCAM-1 angereichert sind, wurde 2002 von Barreiro et al. beschrieben. Folglich scheint die
Endothelzelle eine spezielle Plattform zum Andocken von Leukozyten zu bilden, in der
zudem Komponenten des Cytoskeletts und dessen modifizierende Proteine akkumuliert
sind. FUr die Transmigration von Leukozyten ist die cytoplasmatische Domane von ICAM-1
von Bedeutung, wohingegen der extrazellulare Teil allein die Adhadsion von T-Zellen
vermitteln kann (Greenwood et al., 2003; Lyck et al., 2003). Der intrazellulare Teil von
ICAM-1 aktiviert verschiedene Signaltransduktionswege in den Endothelzellen, die eine

Veranderung des Cytoskeletts zur Folge haben (siehe Kapitel 1.6 ).
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Die Zelladhdsionsmolekille VE-Cadherin und PECAM-1 sind fir die Extravasation von
Leukozyten von Bedeutung. Kapitel 1.4 befal3te sich bereits mit der Rolle von VE-Cadherin
fur die vaskulare Permeabilitait. PECAM-1, welches aufRerhalb der AJ lokalisiert ist, wurde
als erstes Transmembranprotein des Zellkontaktes mit der Transmigration von Leukozyten
in Verbindung gebracht. Seine Rolle fir die Transmigration wurde in Kapitel 1.1.5
angesprochen. Untersuchungen unter Einsatz des chronischen Entziindungsmodells EAE
(Experimentelle Autoimmun Encephalitis) wiesen auf eine erhthte zellulare Infiltration in
entziindetes Gewebe PECAM-1 defizienter Mause hin. Dies spricht flr eine negative
Regulierung der Leukozyten-Diapedese durch PECAM-1. Nach einem Entziindungsreiz
zeigt PECAM-1 defizientes Endothel zudem eine verzdgerte Wiederherstellung der
Integritat des Zell-Zellkontaktes, wie durch Permeabilititsmessungen beobachtet wurde
(Gréasser et al., 2002; Tada et al., 2003).

Weitere Zelladhasionsmolekile mit Funktionen fur die Transmigration sind JAM-A und
CD99. Antikdrper gegen JAM-A inhibieren die Diapedese von Leukozyten in-vitro und in-
vivo (Del Maschio et al., 1999). Endotheliales JAM-A bindet LFA-1 auf aktivierten T-Zellen
und vermittelt in-vitro die Transendotheliale Migration von Neutrophilen und Monozyten
(Ostermann et al., 2002; Martin-Padura et al., 1998). Weitere Mitglieder der JAM Familie
kénnen ebenfalls an Integrine binden und unterstiitzen daher moglicherweise auch die
Migration von Leukozyten (Ebnet et al., 2004).

CD99 ist ein Zelladh&sionsmolekil, dessen Bedeutung bei der Transmigration erst kirzlich
beschrieben wurde. Es ist in der Lage, homophile Interaktionen einzugehen. Antikérper
gegen dieses Molekil inhibieren die Transmigration von Monozyten auf halbem Wege
durch den Zellkontakt. Dies spricht fur eine mogliche Funktion von CD99 bei der Migration
durch die Junction selbst. Eine direkte Beteiligung von CD99 als Adhasionsmolekil an der
Transmigration ist allerdings fraglich, da offenbar eine Quervernetzung durch Antikorper
stattfinden muf3, was fir einen Effekt durch Signalisierung spricht (Schenkel et al., 2002;
Bixel et al., 2004). Im Gegensatz hierzu wird PECAM-1 eine Rolle bei der Passage der
Leukozyten durch die perivaskulare Basalmembran zugeschrieben (Wakelin et al., 1996;
Thompson et al., 2001).
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1.6 ICAM-1 Signalwege

Bei der festen Adhésion von Neutrophilen ist die Interaktion von [,-Integrinen mit
endothelialem ICAM-1 gut untersucht und von grofRer Bedeutung fir die nachfolgenden
Schritte (siehe auch Kapitel 1.5). Diese Interaktion fuhrt, wie neuere Arbeiten belegen, zu
Signalprozessen sowohl in Neutrophilen als auch in der Endothelzelle. In letzteren sind
drastische Anderungen der Morphologie wéhrend der Leukozyten-Extravasation zu
verzeichnen. In Kapitel 1.4 wurden die Folgen der Zugabe von Leukozyten fur die Integritat
des Zellkontaktes erwahnt. Die Freisetzung von intrazellularem Calcium und die
Phosphorylierung von AJ- und Cytoskelett-Bestandteilen gelten als Voraussetzung fur die
Transmigration durch Endothel. In weiteren Studien wurden Calcium-unabhangige
Mechanismen vorgeschlagen, welche den Umbau des endothelialen Cytoskelettes bereits
nach der Adhasion von aktivierten Neutrophilen an Endothel untersuchten. Jene
Mechanismen beinhalten die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Radikalen (ROS) und
Intermediaten des Phosphatidyl-Inositol Signalweges (Wang & Doerschuk, 2000; Wang et
al., 2001).

In diesem Kapitel soll die Rolle von ICAM-1 als Signalmolekul dargestellt werden, welches
fur Vorgange in der Endothelzelle nach der Adhasion von Leukozyten von Bedeutung ist.
ICAM-1 ist ein Transmembran-Glykoprotein der Immunglobulin Superfamilie. Es besitzt flnf
extrazellulare 1g-ahnliche Doméanen und einen kurzen cytoplasmatischen Teil (Simmons et
al., 1988). Die erste und dritte Ig-&hnliche Domane sind verantwortlich fir Dimerisierung
des Molekils und Bindung an die Leukozyten [,-Integrine LFA-1 und MAC-1 (Marlin &
Springer, 1987; Diamond et al., 1999). ICAM-1 wird auf verschiedenen Zelltypen exprimiert,
darunter Leukozyten und Endothelzellen. Seine konstitutive Expression auf der
Zelloberflache kann in Endothel durch eine Reihe proinflammatorischer Stimuli
heraufreguliert werden, darunter Cytokine wie TNF-a oder LPS (Van de Stolpe & Van der
Saag, 1996; Roebuck & Finnegan, 1999). Der intrazellulare Teil von ICAM-1, der in der
Ratte nur 27 Aminosauren umfaft, kann mehrere cytoplasmatische Proteine binden.
Darunter sind Komponenten des Cytoskeletts wie a-Actinin, 3-Tubulin und ERM Proteine
(Ezrin/Radixin/Moesin), die als Linker zwischen Aktin-Cytoskelett und integralen
Membranproteinen fungieren. Die Bindung von Ezrin an ICAM-1 bendtigt Phosphatidyl-4,5-
Bisphosphat (PIP,), was eine Regulierung der ICAM-1 Verankerung durch den
Phosphatidyl-Inositol Signalweg nahelegt (Heiska et al., 1998). Signalmolekile kdnnten
phosphorylierungsabhdngig zum cytoplasmatischen Teil von ICAM-1 rekrutiert werden, der

drei potentiell phosphorylierbare Tyrosine und eine (wenig homologe) ITIM Sequenz
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enthalt. Entsprechend wurde fir phosphoryliertes ICAM-1 die Assoziation mit SHP-2 in-
vitro gezeigt (Pluskota et al., 2000).

Die ICAM-1 vermittelte Signalisierung kann Uber Ligation des Molekils durch Antikorper,
Fibrinogen oder der Zugabe von Leukozyten zu Kkultivierten Endothelzellen in-vitro
untersucht werden. Mit Hilfe dieser experimentellen Systeme wurde die Beteiligung des

Molekdls an einigen intrazellularen Signaltransduktionswegen gezeigt.

1.6.1 Der Rho-Signhalweqg

Die Quervernetzung von ICAM-1 durch Antikdrper oder Adhéasion von Lymphozyten fuhrt
zur Bildung von Aktin-Stressfasern in Gehirn-Endothelzellen (Adamson et al., 1999). Damit
in Einklang steht die Beobachtung der verstarkten Phosphorylierung der cytoskelett-
assoziierten Proteine p130Cas, FAK (Focal Adhesion Kinase) und Paxillin (Etienne et al.,
1998). Aus friheren Studien an Fibroblasten ist eine sehr @hnliche Veranderung des
Cytoskelettes nach Aktivierung der GTPase Rho bekannt (Nobes & Hall, 1995).
Vorbehandlung von Endothelzellen mit dem Rho-spezifischen Inhibitor C3-Transferase
verhindert in der Tat die Ausbildung von Stressfasern, sowie die Phosphorylierung der
genannten Proteine nach ICAM-1 Quervernetzung. Ferner sind Endothelzellen nach
Inhibition von Rho nicht mehr in der Lage, die Transmigration von Monozyten zu
unterstiitzen (Strey et al., 2002). Eine mogliche Funktion von Rho kdnnte hierbei die
Aggregation von Rezeptoren auf der Oberflache der Zelle sein, welche die Interaktion mit
Monozyten vermitteln. Diese Aggregation wird sowohl durch Inhibitoren fiir Rho als auch
fur die Aktin-Polymerisation (Cytochalasin D) verhindert (Wojciak-Stothard et al., 1999).

Neben der offensichtlichen Bedeutung von Rho fir die ICAM-1 abhangige Signalisierung
und der Migration von Lymphozyten durchs Endothel ist auch in Epithelzellen eine
Beteiligung fir Rho an der Organisation des Aktin-Cytoskeletts und der Integritat der

Junctions gezeigt worden (Nusrat et al., 1995, siehe auch Kapitel 1.2.2).

1.6.2 Signalisierung durch PKC und p60 °'°

Der erste, nach T-Zell- oder antikorpervermittelter ICAM-1 Aktivierung gefundene
Signalweg in Endothelzellen war die erhdhte Aktivitat der cytosolischen Tyrosin Kinase
p60°%°. Verbunden damit ist die verstarkte Phosphorylierung des Src-Substrates Cortactin,
ebenfalls ein Aktin-bindendes Protein (Durieu-Trautmann et al., 1994). Der Befund wurde
entscheidend durch eine Arbeit erweitert, in der die ICAM-1 abhangige Aktivierung der

Phospholipase-C,; (PLC ;) durch Phosphorylierung demonstriert wurde. PLCy Aktivierung
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fuhrt in der Zelle zur Produktion von Inositolphosphat und der Freisetzung von Calcium. Die
Freisetzung von intrazellularem Calcium hat die Aktivierung von Protein-Kinase C (PKC)
zur Folge, welche als direkter Aktivator von p60°° identifiziert wurde. Weiterhin sind FAK
und Paxillin PKC-Substrate (Etienne-Manneville et al., 2000). FAK ist bereits seit langerem
als mogliches Ziel der Phosphorylierung durch Src bekannt (Schaller et al., 1994).
Abbildung 1.6 gibt einen schematischen Uberblick tber die ICAM-1 abhangige
Signalisierung durch Rho und Src.

ICAM-1
Crosslink

Abbildung 1.6 : ICAM-1 Signalwege und deren zelluléare Ziele (grin).

Zusammengefaldt wirkt ICAM-1 offenbar Uber zwei unabhéngige Mechanismen der
Signaltransduktion. Der Rho-abhéngige Weg ist exklusiv fiur die Phosphorylierung von
p130°® verantwortlich, die PKC- und Calcium-abhangige Route vermittelt Uber die
Aktivierung von p60°° die Phosphorylierung von Cortactin. Fir FAK und Paxillin scheint
dagegen eine Konvergenz beider Signalwege vorzulegen, die den Umbau des
Cytoskelettes in der Zelle beglnstigt. Die Ligation von ICAM-1 kénnte mitverantwortlich fur
die Erhéhung des intrazellularen Calcium-Spiegels in Endothelzellen sein, welche nach
Adhasion von Leukozyten beobachtet wurde (Huang et al., 1993; Pfau et al., 1995; Clayton
et al., 1998).

Diese komplexe Antwort des Endothels auf die Adhasion von Leukozyten reflektiert deren

aktive Rolle bei der Transmigration.
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1.7 Zielsetzung der Dissertation

Der VE-Cadherin-Catenin Komplex ist von grof3er Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der
endothelialen Barrierefunktion. Eine Regulierung des Zellkontaktes kann auf der Ebene der
direkten Modifikation von Komponenten der endothelialen Adherens Junction stattfinden.
Beispiel hierfir ist die Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin oder assoziierten

Partnern.

Unsere Arbeitsgruppe hat in Vorarbeiten gezeigt, dal3 die Protein-Tyrosin Phosphatase VE-
PTP ein direkter Assoziationspartner von VE-Cadherin ist und in transfizierten CHO-Zellen
die adhasive Funktion von VE-Cadherin beeinflul3t. Ungeklart ist jedoch, ob eine derartige
Regulierung unter physiologischen Bedingungen im Endothel stattfindet.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte daher die Bedeutung der VE-PTP - VE-
Cadherin Interaktion fir den endothelialen Zellkontakt untersucht werden. Vorrangiges Ziel
war die Erforschung der Relevanz der endogenen Phosphatase in Endothelzellen fir die
Funktion von VE-Cadherin in Bezug auf die Stabilitat der Adherens Junction. Versuche zur
parazellularen Permeabilitdt und transendothelialen Migration von polymorphonukledren
Neutrophilen dienten als Indikator fir die Stabilitat des Zellkontaktes.

Weiterhin wurde geplant, durch Immuncytologie und Immunhistochemie Erkenntnisse Uber
die subzellulare Lokalisation von VE-PTP und Verteilung im embryonalen und adulten

Gewebe der Maus zu gewinnen.

Zudem sollte die Suche nach neuen Interaktionspartnern fir VE-PTP Aufschlul3 tber ihre
biologische Funktion geben. Als Teilprojekt der vorliegenden Dissertation sollte die
Auswirkung der Leukozytenadhdsion an Endothel auf die Phosphorylierung von VE-
Cadherin untersucht werden. Um einen Teilaspekt dieser Adhésion zu betrachten, wurden
Quervernetzungsexperimente mit Antikorpern gegen endotheliales ICAM-1 durchgefihrt,

das ein wichtiger Bindungspartner fir Leukozyten [2-Integrine ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Reagenzien

Artikel Hersteller Nummer
2-Propanol J.T. Baker 8067

30 % Acrylamid/Bisacrylamidlésung | Roth 3029.1
3-Aminotriazol Sigma-Aldrich A-8056
AEC Tabletten (3-amino- Sigma-Aldrich A-6926
ethylcarbazol)

Agarose Biorad 162-0134
Ampicillin Roche 835269
Aprotinin Roche 1583794
APS Bio-Rad 161-0700
Bacto-Agar Becton-Dickinson 214030
Bacto-Pepton Difco 0123-17
Benzamidin Sigma-Aldrich B-6506
Borséure Roth 6943
BPB Sigma-Aldrich B-7021
CacCl, Merck 1.02382.1000
CHCl, Roth 6340.1
Complete™.-Proteaseinhibitoren, Roche 1873580
EDTA frei

Coomassie Sigma-Aldrich B-0149
Dextrose Merck 1.08337
Dimethylformamid Sigma-Aldrich D-4254
DMSO Roth 4720.1
dNTP Mix Stratagene 200415
DTT Dithiotreitol Roche 708964
EDTA Roth 8043.2
Essigsaure Roth 3738.2
Ethanol J.T.Baker 8006
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich E-1510
Glutaraldehyd, 25%-L6sung Sigma-Aldrich G5882
Glutathion Sigma-Aldrich G-6013
Glycerol Merck 1.04092.1000
Glycin J.T.Baker 4059-06
Harnstoff J.T.Baker 0345

HCI 1M Lésung Bernd Kraft GmbH 01041.3
HCI 37% Roth 4625.2
Heparin Sigma-Aldrich H-3149
HEPES Sigma-Aldrich H-9136
IPTG Isopropyl-Thiogalactopyranosid | Sigma-Aldrich 1-6758
Isopropanol J.T.Baker 8067

KCI Merck 1.04936.1000
KHCO; J.T.Baker 2940-01
Leupeptin Roche 1034626
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LiAc Sigma-Aldrich L-6883
Magermilchpulver Ratio

Methanol J.T. Baker 8045

MgCl, J.T. Baker 0162

MgSO, Merck 5886.0500
Na,HPO, Merck 1.06586.0500
NaCl J.T. Baker 0278

NaH,PO, Merck M.06346
NaH,PO, Merck 1.06346.1000
NaHCO; Biochrom L-1703

NaOH J.T. Baker 0288

NaOH 1M Lésung Bernd Kraft GmbH 01030.3
Na-Orthovanadat Sigma-Aldrich S6508
Natriumacetat J.T. Baker 0256

NH,CI Merck A168345
Pepstatin A Roche 1359053
Phenol/Chloroform Roth A156.2

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma-Aldrich P 7626

Ponceau S Serva 33427

rATP Pharmacia 27-2056-01
Saccharose Merck 7654.1000

SDS Calbiochem 428023

TEMED Biorad 1610801

TRIS Sigma-Aldrich T-1503
Tryptonpepton Becton-Dickinson 0230-15-5
Tween 20 Merck 8.22184.0500
X-Gal Calbiochem 03-36-0001
Xylen Cyanol FF Sigma-Aldrich X-4126

Yeast Extrakt Becton-Dickinson 212750

Yeast N, Base Difco 0919-15-3

2.1.2 Spezielle Chemikalien, Reagenzien und Kits

Artikel Hersteller Nummer
Abi BigDye Applied Biosystems | 4336697
AMAXA Cell Line Nucleofection Kit V Amaxa VCA-1003
AMAXA HUVEC Nucleofection Kit V2.0 Amaxa VPB-1002
Amplify™ Amersham NAMP100
BCA Protein Assay Kit zur Proteinbestimmung Pierce 23227

BD CellFix Becton Dickinson 340181
DAKO Biotin Blocking System DAKO X 0590
DAKO fluorescent Mounting Medium DAKO S 3023
DAKO Pen DAKO S 2002
E.coli TOP10 chemisch kompetente Zellen Invitrogen C 4040-03
FITC-Dextran, 40 kDa Molecular Probes D-1844
Gene Jammer transfection reagent Stratagene 204131
Glutathion Sepharose Amersham 175132-01
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche 1754 785
Hunde-Mikrosomenmembranen (Canine Promega Y4041
Microsomal Membranes)
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Inhibitor fir Rho-assoziierte Kinase ROCK-I Calbiochem 688001
Inhibitor fur Src-Kinasen SU-6656 Calbiochem 572635
Kaiser's Glyceringelatine Merck 1.09242
Methionin, *S markiert Amersham AG 1594
PerfectPrep GelCleanup Kit fir DNA-Fragmente | Eppendorf 0032-007.740
Pfu cloned DNA-Polymerase Stratagene 6000159
Premix fur DNA-Sequenzierung, enthélt
BigDye™ gekoppelte di-desoxyNTPs
Protein A Sepharose CL 4 B Amersham 170780-01
Protein G Sepharose 4 FastFlow Amersham 170618-01
QIlAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen 12263
Qiagen DyeEx Spin columns Qiagen 63206
Qiagen RNAlater Qiagen 76104
Qiagen RNEasy Midi Kit Qiagen 75142
Rinder-Serum Albumin lyophilisiert (BSA Sigma-Aldrich A9647-100g
Fraction V)
Sakura Tissue-TEK Vogel GmbH, 4583
Giessen
Super Signhal West pico chemiluminescent Pierce 34080
substrate
Superscript Il RT Reverse Transkriptase Invitrogen 18064-071
T4 Quick Ligation Kit New England M2200S
Biolabs
TNT T7 Quick coupled Transcription / Promega L1170
Translation system
TOPO T/A cloning Kit pCR 2.1 - TOPO Invitrogen K4500-01
Triton X-100 10% in H,0 Roche 1332481
Vectastain ELITE ABC Kit fur die Vector Laboratories |P4-6102
Immunhistochemie
2.1.3 Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur
Artikel Hersteller Nummer
Transwell Filter 6,5 mm mit 0,4 uM Polycarbonat Membran | Corning Inc. 3413
Cell Lifter Corning Inc. 3008
Zellkulturschale 6-Well 353046
Zellkulturschale 24-Well 353047
Zellkulturschale 96-Well BD Falcon 353072
Zellkulturschale 60 mm 353002
Zellkulturschale 100 mm 353003
Zellkulturschale 15 cm 353025
15 ml Plastikréhrchen Corning
50 ml Plastikréhrchen Conrnin
Eppendorf-Reaktionsgedalde Eppendorf
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2.1.4 Kommerzielle Medien und Puffer fur die Zellkul  tur

Artikel Hersteller Nummer
DMEM Gibco BRL 11971-025
M-199 Gibco BRL 31150-022
PBS Biochrom L 182-10
Trypsin-EDTA Biochrom L11-004
Penicillin / Streptomycin 100 x PAA P11-010
L-Glutamin 100 x PAA M11-004
Na-Pyruvat 100 x Gibco BRL 11360-039
MEM non-essential Amino acids Gibco BRL 11140-035
B-Mercaptoethanol fur die Zellkultur Gibco BRL 31350-010
HANK's balanced Salts (HBSS) Gibco BRL 14170-088
Fotales Rinderserum FCS Lot # P217304 PAN P30-1502
Fotales Rinderserum FCS Lot # S04073S1810 Bio West S1810
Citratlésung 3,13 % Apotheke

Histopaque 1077 Sigma-Aldrich 1077-1
Histopaque 1119 Sigma-Aldrich 1119-1
Gelatine Sigma-Aldrich G-1393
Laminin Sigma-Aldrich L2020
TNF-a, human rekombinant Sigma-Aldrich T6674

2.1.5 Haufig verwendete Puffer und Stammldésungen

80 g NaCl und 1,6 g Na,HPO, wurden in 800 ml H,O bidest. geldst, der pH-

54 g TRIS, 27,5 g Borsaure und 5 ml 0,5 M EDTA wurden in 1 | H,O geldst.

181,1 g Dinatriummethylendiaminotetraacetat x 2 H,O wurden in 800 ml H,O

10 x PBS:
Wert auf7,4 eingestellt und das Volumen auf 1000 ml aufgefullt.
TBS: 10 mM Tris/HCL pH 7,4 + 150 mM NacCl
5 x TBE:
20% SDS: 20 g Natriumdodecylsulfat wurden in 100 ml H,O bidest. bei 65T gelost
0,5 M EDTA:
bidest. geldst, der pH-Wert mit 20 g NaOH auf pH 8,0 eingestellt, das
Volumen auf 1 | aufgefullt und autoklaviert.
10 x TE: 100 mM Tris/HCI (pH 7,6) und 10 mM EDTA
DEPC-H,0:

Dest. H,O wurde auf 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) eingestellt, tber

Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und autoklaviert.
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2.1.6 Spezielle Gerate

Mikroskope

Axiovert 25

Axiovert 200M (CLSM)

Axioskop 2 (Fluoreszenzmikroskop)
+ Digitalkamera: Model 2.1.1
Telaval 31

TSC SP (CLSM)

Zentrifugen

Centrifuge 5417R
Megafuge 1.0
Optima™ TL
Sorval RC5C plus
Varifuge 3.0R

Proteinbiochemie/Molekularbiologie

ABI” Prism 377 Sequenator
Gel Dryer, Model 583
Gene Pulser Il & Pulse Controller Il

Mini-Protean Il Gelelektrophoresesystem

PCR-Cycler T-Gradient

PCR-Cycler UNO I

Netzadapter: Power PAC1000
Netzadapter: Phero-Stab 0652

~Semi dry blot“-Apparatur TransBlot SD
~Wet blot“-Apparatur

Sonstige

Bio-Imaging-Analyzer Fujix BAS1000
CASY™TT sc1

Cell Harvester

FACSCalibur

Entwickler Curix 60
Fluoromax-2

French Pressure Cell Press

Fuji Imaging Plate Type BASIIIs
Inkubator BB6060

Inkubator Modell 600

Innova 4300

Lambda Fluoro 320

LS6500 Scintillation Counter
Millipore Q-Plus PF

SpeedVac AES 1000
UV-Spektrometer Gene Quant Il
VIS-Spektrometer UV-1202

Hersteller

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Diagnostic Instruments, Inc., USA
Zeiss Gottingen

Leica, Mannheim

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau
Beckmann Coulter, Miinchen
Sorval DuPont, Newtown, USA
Heraeus Instruments, Hanau

Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Fuji Photo Film CO., LTD, Japan
Scharfe-System GmbH, Reutlingen
Inotech AG, Dottikon, Schweiz
Becton Dickinson, SanJose, USA
Agfa, Kdln

Jobin-Yvon, Grasbrunn

SLM Instruments, Rochester, USA
Fuji Photo Film CO., LTD, Japan
Heraeus Instruments, Hanau
Memmert, Schwabach

Brunswick Scientific GmbH, Nurtingen
Bio-Tek Instruments, Winooski, USA
Beckmann Coulter, Miinchen
Millipore, Bedford, MA, USA

Savant Instruments, Farmingdale, USA
Pharmacia Biotech, Freiburg
Shimadzu, Duisburg
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2.1.7 AntikOrper

2.1.7.1 Primare Antikorper

Antigen (Reaktivitat) Klon Isotyp Hersteller
Endomucin (murin) 7C7.1 Ratte IgG2a Eigene, Nanotools
ESAM (murin) 1G8.2 Ratte IgG2a Eigene, Nanotools
GPP130 (murin, GPP130 (polyklonal) |Kaninchen IgG | Covance PRB-144C
human und andere)
GPP130 (human) GPP130 (monoklonal) | Maus 1gG1 Hans-Peter Hauri, Basel
ICAM-1 (murin) YNI-1 Ratte IgG2a Nanotools
ICAM-1 (murin) 25Z2C7 Ratte IgG2a Nanotools
Mannosidase Il (murin) | Mann.ll (polyklonal) Kaninchen IgG | Univ. of Georgia, CCRC
Phosphotyrosin (alle) |PY-20 Maus 1gG2b BD Transduction 610012
VE-Cadherin (human) |CD144 Maus IgG1 k | BD Transduction 555661
VE-Cadherin (human) |Cadherin 5 Maus IgG1 k | BD Transduction 610252
VE-Cadherin (murin) | C5 (polyklonal) Kaninchen IgG | Eigene
VE-Cadherin (murin) 11D4.1 Ratte IgG2a Eigene, Nanotools
VE-PTP (murin) 89.1 Ratte IgG2a Eigene, Nanotools
VE-PTP (murin) 91.1 Ratte IgG2a Eigene, Nanotools
VE-PTP (murin) 109, 109.1, 109.3 Ratte IgG2a Eigene Aufreinigung
VE-PTP (murin, VEPTPc (polyklonal) |Kaninchen IgG | Eigene Aufreinigung
human)
[B-Catenin (murin, 14 Maus 1gG1 BD Transduction 610193
human)
2.1.7.2 Sekundare Antikorper

Bezeichnung Kopplung Hersteller

F(ab")2 Ziege anti Ratte

F(ab")2 Ziege anti Maus

F(ab"2 Ziege anti Kaninchen

[auch aus dem Esel]

Streptavidin

Peroxidase (PO)

Jackson Immunoresearch,
Dianova, Hamburg

Schaf anti Ratte 1gG (ab6847)

Keine

Biozol (Abcam)

F(ab")2 Ziege anti Ratte

F(ab)2 Ziege anti Maus

F(ab"2 Ziege anti Kaninchen

[auch aus dem Esel]

PE, Cy2, FITC / DTAF,
Cy3, Texasrot TR

Jackson Immunoresearch,
Dianova, Hamburg

2.1.8. Enzyme

Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben,

von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), Gibco BRL (Karlsruhe) und

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.
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2.1.9 Verwendete Zellinien

Zellinie Beschreibung Bezugsquelle / Referenz
bENnd.3 Endothelioma aus Gehirn-Mikrokappillaren, Prof. Dr. Werner Risau, MPI
Polyoma Middle-T transformiert Bad Nauheim

bEnd.5 Siehe bEnd.3

MyEnd Endotheliom aus Myokard, Polyoma Middle-T Golenhofen et al., 2002
transformiert

HUVEC Humane primare Endothelzellen aus Eigene Praparation
Nabelschniren

HEK293-A [Humane Nieren-Epithelzellinie, infiziert mit SV- | Graham et al., 1977
40 Virus

COs-7 Primaten Nieren-Epithelzellinie, infiziert mit SV- | Gluzman et al., 1981

40 Virus

2.1.10 Verwendete Vektoren und DNA-Konstrukte

Name Beschreibung Bezugsquelle / Referenz

pEF6/myc-His A Expressionsvektor fur Invitrogen, Groningen,
eukaryotische Zellen Niederlande

pcDNA3 Expressionsvektor fur Invitrogen, Groningen,
eukaryotische Zellen Niederlande

pCR2.1-TOPO TA Klonierungsvektor mit lacZ, Invitrogen, Groningen,
Amp', Kan', ColE1 origin, T7 Niederlande

und SP6 promotor

pCMV6-XL4 Klonierungsvektor und Origene Technologies
Expressionsvektor fir Inc.,Rockville, USA
eukaryotische Zellen

pGEX-3T Expressionsvektoren fir Amersham Biosciences,
Glutathion-S-Transferase Freiburg
Fusionsproteine

pRK5 Expressionsvektor fir
eukaryotische Zellen Millauer et al., 1993

GST-VE-PTP C-Terminales 1058 bp cDNA Fachinger et al., 1995

Fragment in pGEX-3T

GST-VE-PTP R/A

Wie pGEX3T-VE-PTP mit
Substratbindungsmutation R/A

Fachinger et al., 1995

GST-VE-PTP C/S

Wie pGEX3T-VE-PTP mit
Substratbindungsmutation C/S

Fachinger et al., 1995

VE-PTP full length

(MG 37)

Die gesamte cDNA von VE-
PTP wurden in eine EcoRl/Sall
Shnittstelle des Vektors
pCMV6-XL4 Kloniert.

David Shima, ICRF London

GPP130 full length Die gesamt cDNA von murinem | Diese Arbeit
GPP130 in pCDNA-3
DCSIGN-GPP130 Konstrukt aus dem N-Term. von | Diese Arbeit

DC-SIGN R1 und der TM und
C-Terminus von murinem
GPP130 in pCDNA-3
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Aufzucht und Lagerung von  E.coli

Die Aufzucht von Bakterien erfolgte in der Flussigkultur oder Petrischale bei 37<C, falls
nicht anders angegeben. Als Nahrung diente Standard LB-Medium bzw. LB-Agar mit
Selektionsantibiotika (100ug/ml Ampicillin). Zur langfristigen Lagerung der Bakterien bei —
80T wurde 1 ml Gber-Nacht Kultur mit 330 pl 100% Gl ycerin versetzt und gut gemischt.

2.2.1.2 Fallung von DNA

Plasmid-DNA wurde aus wassrigen Losungen durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat
pH 5,2 und dem 2,5-fachen Vol. 100 % Ethanol fir 2 h bei —80C gefallt. Das Prézipitat
wurde durch Zentrifugation bei 20.000 x g und 4 fuir 30 Min abzentrifugiert und das Pellet
in 70 % Ethanol gewaschen. Nach Trocknen wurde die DNA in ddH,O oder TE-Puffer

resuspendiert.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Aufreinigung von Nukleinsduren wurden Plasmid-Praparations Kits der Firmen Roche
und Qiagen eingesetzt. Das Qiagen ,QlAfilter Plasmid Maxi Kit* wurde fir Préparationen im
grol3en (mg-) Mal3stab verwendet, wie sie vor allem fir Transfektionen bendtigt werden.
Das Protokoll des Herstellers wurde eingehalten.

Zur Sequenzierung von DNA fand das ,High Pure Plasmid Isolation Kit* von Roche

Verwendung. Nach dem Herstellerprotokoll erhalt man sehr reine Plasmid-DNA, die fur

Sequenzierungsreaktionen geeignet ist.

2.2.1.4 Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA, welche nach obigem (2.2.1.3) Protokoll prépariert wurde, konnte in folgender
Reaktion zur Sequenzierung nach der Di-Desoxyribonukleotid-Methode (Sanger) im

Uniklinikum eingesetzt werden :
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200 - 400 ng Plasmid-DNA (in ddH,0)

2 pl Premix (enthalt BigDye™ Farbstoffe und DNA Polymerase)
1 pl Primer (10 pM in ddH,0)

ad 10 pl ddH,0

Die Elongations-Reaktion fand nach folgendem Protokoll in einem Standard-PCR Gerét

statt :
Schritt 1 : 96T 4 Min
Schritt 2 : 96C 15 Sek
Schritt 3 : Tan 15 Sek
Schritt 4 : 60C 2Min = Schritt 2, 30 x
Schritt 5 : 4C  ad infinitum

Nach Abschlu’ der Reaktion wurden 10 ul ddH,O zugegeben und tberschissiger Farbstoff
mit Hilfe von ,DyeEx Spin Columns® (Qiagen) nach Herstellerprotokoll entfernt. Die
Sequenzierung erfolgte auf einem ,ABlI PRISM Kapillar - Sequencer’ im

Universitatsklinikum.

2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurel6s ungen

Nukleinsduren absorbieren ultraviolettes Licht der Wellenlange A=260 nm maximal. Die
Konzentrationsbestimmung Uber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von 260 nm errechnet sich aus der ODyg nm , der Verdiinnung und einem fir

DNA, RNA bzw. Oligonukleotiden spezifischem Multiplikationsfaktor.

c [ug/ml] = ODygo X VX F

wobei ¢ = Konzentration der Ausgangslosung, OD,s = optische Dichte bei 260 nm
Wellenlange, V = Verdinnungsfaktor und F = Multiplikationsfaktor (50 flr doppelstrangige
DNA, 40 fur RNA, 37 fir einzelstrangige DNA, 20 fur einzelstrangige Oligonukleotide) ist.
Diese Art der Nukleinsdurebestimmung eignet sich nur fur Lésungen mit einer
Mindestmenge von 2,5 ug Nukleinsauremenge / ml und sehr gut gereinigte Préaparation.
Aus dem Verhaltnis der ODg0 nm Und der ODygo ny €rhélt man aul3erdem eine Aussage uUber
Proteinkontaminationen in der LOsung. Eine proteinfreie Nukleinsaure-lbsung weist ein
Verhaltnis von 1,8-2,0 auf. Fir eine weitere Konzentrations-bestimmung bei Nukleinsauren

wurde eine Gelelektrophorese mit einem Konzentrationsstandard durchgefihrt.
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2.2.1.6 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Bendtigte Puffer :

DNA Probenpuffer:  30% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol FF

In Agarosegelen kdonnen DNA-Fragmente von 0,2 — 25 kb voneinander getrennt und
identifiziert werden. Um DNA unter einem Transilluminator bei einer Wellenldnge von 366
nm zu visualisieren, gibt man der Agarose Ethidiumbromid zu, das mit der DNA interkaliert
und bei entsprechender Wellenldnge leuchtet. Mit dieser Methode kbdnnen
Proteinfragmente mit einer Konzentration von 5 ng nachgewiesen werden. Es wurden Gele
mit 0,8 — 1,5% Agarose (w/v) benutzt, wobei die Agarose in 1 x TBE-Puffer durch kurzes
Aufkochen geldst wurde. Zu dem Agarosegel wurden nach Abkthlen auf 60C 0,2 pg/ml
Ethidiumbromid zugegeben und das Gel in eine horizontale Gelapparatur gegossen. Nach
Aushérten des Gels wurde der Taschenformer entfernt und das Gel mit 1 x TBE-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Ldsungen wurden mit 0,2 Vol. 5 x DNA Probenpuffer versetzt und
in die Taschen der erstarrten Agarose gegeben. Um die Groflen der DNA Fragmente
zuordnen zu kdénnen wurde ein DNA-Standard benutzt. Die gelektrophoretische Trennung
erfolgte bei 100 V. Fir die Analyse des Gels wurde das in der DNA interkalierende
Ethidiumbromid auf einem Transilluminator (A = 366 nm) visualisiert und mit Hilfe einer

Videokamera dokumentiert.

2.2.1.7 Isolierung von RNA aus Organen oder Zellen  (Qiagen RNEasy Kit)

Von der Firma bereitgestellte Losungen: Lysis-Puffer RLT
Waschpuffer RW 1
Waschpuffer RPE

Von den zur RNA - Entnahme vorgesehen Organen oder Zellen werden ca. 100 mg sofort
in RNAlater - Reagenz von Quiagen gelegt, was eine Stabilisierung der RNA fiir spatere
Benutzung ermdglichte. Lagerung erfolgt bei RT bzw. 4C. Die restlichen Gewebe werden

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80C gel agert.

Das Saulenmaterial der Qiagen-RNeasy-Saulen hat eine Kapazitat fir das Aufreinigen von
RNA aus maximal 30 mg Mausgewebe. Zur RNA - Praparation werden dann ca. 30 mg
Gewebe aus der RNAlater Regenz entnommen, sofort 600 pl RLT - Puffer hinzugefiigt und

mit dem Ultraturrax 40 sec lang durchgéngig zerkleinert. Nach diesem
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Homogenisationsschritt sind die Proben bei RT zwar recht stabil, eine zigige
Weiterverarbeitung ist aber ratsam. Es folgt eine dreiminitige Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit in der Eppendorfzentrifuge bei RT, der Uberstand wird in ein neues E -
Cup uberfuhrt, 1 Vol RNAse - freies 70%iges Ethanol hinzugeftgt und durch Auf - und
Abpipettieren untergemischt. Dabei bildete sich meist ein Prézipitat, das allerdings den
folgenden Schritt, in welchem die Probe auf die Sdule aufgetragen wurde, nicht stdrt. Durch
15 sec Zentrifugieren bei 8.000 x g (ca. 10.000 rpm) in der Eppendorf - Zentrifuge findet die
Bindung der im Uberstand befindlichen RNA an das Saulenmaterial statt. Bei einem
Probenvolumen von tber 700 pl muf? dieser Schritt wiederholt werden.

Der Durchflu? wird verworfen und die Saule einmal mit 700 pul RW1 - Puffer gewaschen,
die Saule in ein neues 2 - ml - Cup Uberfhrt und noch zweimal mit 500 ul RPE - Puffer
gewaschen, wobei nach dem zweiten Mal 2 Min lang bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert wird, um die Membran der Saule von Ethanolresten zu befreien. AnschlieRend
erfolgt die Elution der RNA in ein neues 1,5 ml - E - Cup 1 Min bei 8.000 x g mit 50 pl
DEPC - Wasser. Diese RNA Lésung ist dann einige Tage bei 4°C oder mehrere Monate bei
- 80°C haltbar.

2.2.1.8 Herstellung von cDNA-Pools durch Reverse Tr  anskription von Maus
RNA

Messenger-RNA (mMRNA) aus den Maus Endothelzellinien bEnd.3 und MyEnd wurde
mittels Reverser Transkriptase in cDNA transkribiert, welche als Ausgangsmaterial fur
PCR-Amplifikationen von murinen DNA Fragmenten diente. Die RT-Reaktion setzte sich

folgendermalRen zusammen :

Reverse Transcriptase Puffer* 1x
MRNA 5ug
Oligo dT Oligonukleotide 40 uM
dNTPs 4 mM
DTT 1mM
RNAse Inhibitoren 20U
Superscript Il Reverse Transcriptase 25U
DEPC H20 ad 25 ul

* Pufferzusammensetzung : 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 30 mM KCI, 8 mM MgCl.,.

Die Reaktion fand bei 37T fur 1 h statt und wurde durch Hitzeinaktivierung bei 95C flr 5

Min beendet.
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2.2.1.9 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen und hydrolysieren kurze, definierte
Nukleotidsequenzen der DNA. Die Restriktionsenzyme wurden in den jeweils mitgelieferten
Reaktionspuffern inkubiert. Die Reaktion wurde bei den empfohlenen Temperaturen (meist
37C) fur 1 h durchgefuhrt und durch Hitzeinaktivierung der Enzyme (10 Min 65C)

beendet.

2.2.1.10 Dephosphorylierung / Kinasierung von DNA

Bei der Ligation von Vektor— und Insert— DNA (ber eine einzige Restriktionsschnittstelle
stellt sich das Problem der Selbstligation der Vektorenden. Dieses wird durch die
Dephosphorylierung der 5’-Vektorenden und Phosphorylierung der 3'-Insertenden
verhindert. Die Phosphorylierung der Insertenden wurde durch Inkubation von 20 pmol
Insert-DNA mit 20 nmol rATP und 10 Units der T4 Polynucleotide Kinase (PNK) nach
Angaben des Herstellers erreicht. Die Dephosphorylierung der Vektorenden wurde durch
Inkubation von 1 pmol Vektor DNA / Unit Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) fur 10 Min
bei 37C erreicht. Die derart behandelte DNA wurde jeweils bei 65T fir 15 Min

Hitzeinaktiviert oder Uber eine Gelelektrophorese gereinigt.

2.2.1.11 Klonierung von GPP130 aus Maus cDNA-Pools

In Pull-Down Experimenten wurde das Golgi-Protein GPP130 als Interaktionspartner von
VE-PTP identifiziert. Zur n&heren Untersuchung dieser Interaktion wurde GPP130 aus der
Maus in den eukaryotischen Expressionsvektor pCDNA 3 kloniert. GPP130 ist aus der
Ratte und dem Menschen bereits kloniert, jedoch nicht aus der Maus.

Hierfir wurde auf ENSEMBL eine "BLAST-Search” im Maus-Genom durchgefiihrt, um das
murine Homolog des Ratten GIMPc Proteines zu finden. Ergebnis war ein vorhergesagtes
Gen mit hoher Homologie zu GPP130 aus der Ratte, dessen Transkript 2049 Basenpaare

umfalfdt.

Strategie : Anhand dieses Transkriptes wurden spezifische Primer mit Restriktions-
schnittstellen zur Amplifikation der Sequenz aus Maus cDNA-Pools entworfen. Das
resultierende PCR-Produkt wurde direkt restriktionsverdaut und in den gleichermal3en

geschnittenen Zielvektor ligiert.
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Primer Sequenz5' -3’ Tm
5' GPP130 full length | CGAGGATCCGCCACCATGGGAAACGGGATGT |66T
GCTCC
3' GPP130 full length | GCGGAATTCTTACTACATTTCAGCTCTGCGAT |62TC
GTGA

Der 5' Primer enthalt eine Kozak-Sequenz und eine BamHI-Restriktionsschnittstelle, der 3'
Primer zwei Stopcodons und eine EcoRI- Restriktionsschnittstelle. Folgende PCR-Reaktion

wurde zur Amplifikation von murinem volle-LaAnge GPP130 durchgefiihrt.

Reaktion : 10 x Pfu Puffer 5ul
Primer 5 GPP130 full length (10 pM) 3ul
Primer 3' GPP130 full length (10 pM) 3ul
dNTP Mix (25 uM jedes Nukleotides) 0,6 ul
0,1 MDTT 1ul
Pfu-Polymerase 1ul (2,5 V)
cDNA aus bEnd.3 Endothelioma 40 ng (1 ub
Nukleasefreies Wasser 35,4 ul
PCR-Programm : Schritt 1 94C 45 Sekunden
Schritt 2 94C 45 Sekunden
Schritt 3 60C 45 Sekunden
Schritt 4 72C 3 Minuten -> Schritt 2, 38 x
Schritt 5 72C 10 Minuten
Schritt 6 4C  ad infinitum

Das resultierende PCR-Produkt von ca. 2050 bp wurde auf einem 1 % Agarosegel
aufgetrennt und ausgeschnitten. Aufreinigung des Fragmentes mit dem "PerfectPrep Gel
Cleanup Kit" von Eppendorf.

AnschlieBend  direkter Verdau des Fragmentes mit BamHI und EcoRlI
Restriktionsendonukleasen. Das verdaute Fragment wurde erneut aus einem Agarosegel

aufgereinigt und mit einem BamHI-EcoRI-geschnittenen pCDNA 3 Vektor ligiert .

Ligation : pPCDNA 3 Vektor, BamHI-EcoRI geschnitten 50 ng
GPP130 full length, BamHI-EcoRI geschnitten 57 ng
ad 10 ul H,O
2 X T4 Quick Ligase Puffer 10 pl
T4 Quick DNA-Ligase 1l
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Ligation bei Raumtemperatur fur 15 Minuten. Anschlielend Transformation von E.coli
TOP10 (Invitrogen) nach Herstellervorschrift. Von den gewachsenen Kolonien wurden
DNA-Minipraparationen zur Kontrolle mit BamHI und EcoRI verdaut. Im positiven Fall ist
ein DNA-Fragment bei ca 2 kb (Insert) und bei 5,4 kb (Vektor) sichtbar. Positive Klone
wurden sequenziert.

Die Sequenz stimmte bis auf eine stille Punktmutation exakt mit der des vorhergesagten
Genes aus ENSEMBL uberein. Damit gilt das murine GPP130 als kloniert! Die Sequenz
findet sich im Anhang A .

2.2.1.12 Klonierung einer DC-SIGN R1 - GPP130 Chima re

Fur weiterfihrende Untersuchungen zur Interaktion von GPP130 und VE-PTP wurde ein
Konstrukt kloniert, welches den aminoterminalen, cytoplasmatischen Teil von DC-SIGN R1
und den carboxyterminalen Teil inklusive der Transmembrandoméane von GPP130 besitzt.
DC-SIGN R1 ist, wie GPP130, ein Typ-2 Transmembranprotein.

Strategie : Zur Klonierung wurde eine BstYI-Restriktionsschnittstelle in der GPP130
Sequenz genutzt, durch welche der gesamten Aminoterminus bis auf ein Triplett entfernt
werden kann. Corboxyterminal wurde die bereits vorhandene EcoRI - Schnittstelle der
volle-L&dnge Sequenz genutzt (siehe vorheriges Kapitel ). Das GPP130 BstYI-EcoRI
Fragment wurde mit einem EcoRI-BstYl PCR-Fragment von DC-SIGN R1 in pCDNA 3

ligiert. Schema (nicht proportional !):

1. Bsty! BstYl  EcoRl
35 1842
mGPP130  NH; | [ T™] COOH
in pCDNA 3 < 2049 bp >

+ BstY| Teilverdau,
dann EcoRI Restriktion gy Ecorl

35 1842
[ T™]
< 2014 bp >
2. ECORI iveusurrnranns Bsty|
................ - . bt
mDC-SIGNRL ~ NH, | [ T™M] | COOH =P
in pEF-6 V5/HIS +—— 1220bp —— PCR Produkt,
<+—190 bp—» EcoRI und BstYI
Verdau
3.
BstYI BstYI EcoRlI
EcoRlI BstYI 35 1842
+ ——— + [
<+—190 bp—> «————— 2014 bp >
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Die GPP130 cDNA Sequenz enthélt zwei BstYI-Schnittstellen bei 35 bp und 1842 bp. Das
gewunschte Stick wurde folglich im Teilverdau mit BstYl (30C, 15 Min) und anschliel3end
mit EcoRlI als 2014 bp Fragment ausgeschnitten und Uber ein Gel gereinigt. Verdaut wurde
das zuvor klonierte und sequenzierte GPP130 in pCDNA 3.

Der DC-SIGN Aminoterminus wurde Uber PCR mit spezifischen Primern amplifiziert :

Primer Sequenz5b'-3" Tm

5' DCSIGN-GPP130 CGAGAATTCGCCACCATGCACCAGGGGACA |60TC
GCG

3' DCSIGN-GPP130 TGGAAGATCCGGACTTGGCTGTGTCCCG 60C

Der 5' Primer enthalt eine EcoRI-Schnittstelle und Kozak-Sequenz, der 3' Primer eine
BstYI-Schnittstelle. Folgende PCR-Reaktion wurde zur Amplifikation des DC-SIGN R1

Aminoterminus durchgefihrt.

Reaktion : 10 x Pfu Puffer 5ul
Primer 5' DCSIGN-GPP130 (10 uM) 3ul
Primer 3' DCSIGN-GPP130 (10 uM) 3ul
dNTP Mix (25 uM jedes Nukleotides) 0,6 ul
0,1 MDTT 1ul
Pfu-Polymerase 1ul (2,5 V)
DC-SIGN R1 in pEF-6 V5/His 20 ng (2 pl)
Nukleasefreies Wasser 34,4 ul
PCR-Programm : Schritt 1 94C 45 Sekunden
Schritt 2 94T 45 Sekunden
Schritt 3 55C 45 Sekunden
Schritt 4 72C 20 Sekunden - Schritt 2, 30 x
Schritt 5 72C 10 Minuten
Schritt 6 4C  ad infinitum

AnschlieRend Zugabe von 1 ul TAQ-Polymerase, 10" bei 72<C. Durch die Anheftung von 3'
Adenin-Nukleotiden ist eine Zwischenklonierung in den pCR2.1 TOPO - Vektor (Invitrogen)
maoglich. Dies ermdglicht eine schnelle "Sicherung" des Fragmentes zur Sequenzierung
und Amplifikation in Bakterien.

Das PCR-Produkt von ca. 190 bp wurde auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und
ausgeschnitten. Aufreinigung des Fragmentes mit dem "PerfectPrep Gel Cleanup Kit" von
Eppendorf, Ligation in pCR2.1 TOPO und Transformation in E.coli TOP10 nach
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Herstellerangaben. Das Fragment wurde im TOPO-Vektor erfolgreich sequenziert und
anschlieend mit BstYl und EcoRI Restriktionsendonukleasen verdaut. Erneute
Aufreinigung aus einem Agarosegel. Ligation mit dem GPP130 Fragment und einem
EcoRlI-geschnittenen pCDNA 3 Vektor.

Ligation : PCDNA 3 Vektor, EcoRI geschnitten 50 ng
GPP130 BstYI - EcoRI geschnitten 50 ng
DC-SIGN R1 EcoRlI - BstYl Fragment 6 ng
ad 10 ul H,O
2 X T4 Quick Ligase Puffer 10 pl
T4 Quick DNA-Ligase 1l

Ligation bei Raumtemperatur fur 15 Minuten. AnschlieBend Transformation von E.coli
TOP10 (Invitrogen) nach Herstellervorschrift. Von den gewachsenen Kolonien wurden
DNA-Minipraparationen zur Kontrolle mit Hindlll verdaut. Bei richtiger Orientierung des
Inserts sind Fragmente bei 6661 bp, 713 bp und 225 bp sichtbar. Positive Klone wurden
zur Kontrolle EcoRI verdaut, um die GrdlRe von Insert (2,2 kb) und Vektor (5,4 kb) zu
Uberprifen. Sequenzierung der Klone ergab eine korrekt fusionierte DC-SIGN - GPP130

Chimare !

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Gewebehomogenaten

Zur Herstellung von Totallysaten aus Mausgeweben werden die entsprechenden Organe
aus der Maus entnommen und direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren. Lagerung bei
-80<T.

Fur Harnstoff-Lysate werden gefrorene Gewebestlickchen auf Eis im Kdhlraum in 8 M

Harnstoff in H,O direkt sonifiziert, bis sie zerstort sind. Das Gewebevolumen sollte 100 pl
nicht Uberschreiten, das Puffervolumen sollte das 3-5-fache des Gewebevolumens
betragen. Das Homogenat wird 15 Min bei >20.000 x g abzentrifugiert und vom Uberstand
eine Proteinbestimmung durchgeftihrt.

Vom Uberstand wird bei Bedarf ein Aliquot mit 3 x SDS Probenpuffer (siehe 2.2.2.3)

versetzt, 5 Min bei 95T gekocht und auf ein Gel aufge tragen.
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Far Triton X-100 Lysate wird von den Organen die gewinschte Menge entnommen und

mindestens 9 Vol Lysispuffer zugegeben.

Lysispuffer : 1 x TBS (100 mM NacCl, 20 mM Tris HCI pH 7,4)
5 mM EDTA
1 mM PMSF, Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin
1 % vol Triton X — 100

Die Gewebe werden mechanisch im Puffer mit einer spitzen Schere zerkleinert und mit
dem Ultra - Turrax homogenisiert. Der Ultra - Turrax sollte in TBS + Proteinaseinhibitoren
vorbehandelt und zwischen den Geweben gespilt werden. Sollte das Lysat nicht
hinreichend homogenisiert werden kénnen, wird ein Sonicator-Schritt (3 x 20 Sekunden)
hinzugefiigt. Zentrifugation zur Klarung des Lysates 15 Min. bei >20.000 x g, sowie ggf. 1 h
bei > 100.000 x g (bei Einsatz des Lysates in einer IP). Werden kleine Lysatvolumina flr
Analysen auf SDS-Gelen bendtigt, wird nach einer Proteinbestimmung die gewinschte

Menge Lysat mit 3 x SDS-Probenpuffer versetzt, gekocht und aufgetragen.

2.2.2.2 Proteinbestimmung im Mikroansatz mit dem "Pi  erce BCA Protein
Assay Reagent"

Diese Methode zur Bestimmung der Konzentration von Proteinproben beruht auf dem
Prinzip der Bildung eines violetten Komplexes aus Bicinchonin-Saure und Kupfer in
alkalischer Umgebung. Hierfiir werden in einer Biuret-Reaktion Cu®* lonen durch Proteine
in Gegenwart von Natronlauge zu Cu** reduziert. Bicinchonin-Saure bildet mit Cu'* den o.g.
Komplex. Da sich die Konzentration von Kupfer-l-lonen proportional zur
Proteinkonzentration in der Losung verhalt, liefert der Assay eine verlal3liche und sensitive
Methode zur Proteinbestimmung. Die Extinktion der Losung wird nach Abschlul3 der
Reaktion bei 562 nm im Photometer gemessen.

Der Versuch wird mit einem von Pierce unter der Katalognummer 23227 angebotenen Kit

nach Herstellerangaben auf der Mikrotiterplatte durchgefihrt.

2.2.2.3 SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)  zur Auftrennung von
Proteinen

Die SDS PAGE trennt Proteine nach ihrem Gewicht auf. Dazu werden die Proteine
vollstandig denaturiert und mit SDS beladen, damit ein konstantes Masse / Ladung -

Verhdltnis entsteht, das es ermdglicht, innerhalb eines Geles bei gegebener elektrischer
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Feldstarke verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten einzelnen Molekulargewichten
zuzuordnen. Diese Geschwindigkeit ist zum Logarithmus des Molekulargewichtes
umgekehrt proportional.

Gele bestehen aus Sammel - und Trenngel, ersteres erlaubt die Konzentrierung der

Proteine in scharferen Banden, letzteres die eigentliche Auftrennung.

Apparatur : "Mini-Protean 11" von BioRad
Elektrodenpuffer : 25 mM Tris/HCI pH 6,8

192 mM Glycin

in ddH,O

3 x SDS-Probenpuffer : 375 mM Tris/HCI pH 6,8
6 % SDS

30 % Glycerin

0,01 % Bromphenolblau

50 mM DTT

Benotigte Puffer/Losungen fir Gele verscheidener Prozentigkeit :

Lésung Trenngel 6 % Trenngel 12 % Sammelgel 4 %
H,O 5,45 ml 3,45 ml 3,05 ml
30 % Acrylamid / 0,8 % 2ml 4 ml 0,65 ml
Bisacrylamid

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 + 2,5ml 2,5ml

0,4 % SDS

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 + 1,25 ml
0,4 % SDS

10 % APS 50 ul 50 ul 25 ul
TEMED 5ul 5ul 5ul
Totalvolumen 10 ml 10 ml 5ml

Zuerst wird das Trenngel gemal der Tabelle gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet.
Sobald es polymerisiert ist, wird das Isopropanol entfernt und das Sammelgel Uber das
Trenngel gegossen. Ein Kamm wird eingesteckt und nach dem Auspolymerisieren des
Sammelgels gezogen, die Taschen werden mit H,O gespilt. Die gewlnschte
Proteinmenge wird in Solubilizer 5 Min bei 95T gek ocht, kurz anzentrifugiert und auf das
Gel geladen. Nach Auffillen der Gelkammer mit Laufpuffer wird das Gel 10 Min bei 85V,
dann bis zum Ende bei 175 V gefahren.
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2.2.2.4 Coomassie - Farbung von SDS - Gelen

Farbeldsung : 0,5 % (w/v) Coomassie Blau R
50 % (w/v) Ethanol
10 % (w/v) Essigsaure
in H,O

Entfarber : 50 % Methanol
10 % Essigséaure
in H,O

Die Gele werden Uber Nacht in Farbeldsung auf der Wippe geschwenkt, anschlieRend in
Entfarber entfarbt. AnschlieBend kénnen die Gele in H,O rehydriert und in einem

Geltrockner getrocknet werden.

2.2.2.5 Silberfarbung von Proteinen im SDS Gel

Fur den sehr sensitiven Nachweis von elektrophoretisch separierten Proteinen wurde eine

nach Blum abgewandelte Silberfarbung eingesetzt.

Bendtigte Losungen :

Fixierer: 50 % Methanol

10 % Essigsaure

Natriumthiosulfat-Stock: 0,43 g Natriumthiosulfat pro 5 ml H,O

Natriumthiosulfat-Losung: 75 pl vom Natriumthiosulfat-Stock in 50 ml H,O

Silbernitrat-Lésung: 0,1 g AgNOs in 50 ml ddH,O

Entwickler: 3 g Na,COz+ 25 pul Formaldehyd (37%) + 3ul vom
Natriumthiosulfat-Stock in 50 ml ddH,O

Fir 1 Gel reichen 50 ml Lésung. Das Gel wird fur 0,5 h in den Fixierer eingelegt, 3 mal fur
30 Minuten mit 50% Ethanol gewaschen und dann fir genau eine Minute in
Natriumthiosulfatldsung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Aqua bidest. fir exakt

20 Sekunden wird das Gele fur 20 Minuten mit der Silbernitratldsung behandelt. Nach
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nochmals zweimaligem Waschen in ddH,O fir je 20 Sekunden erfolgt die Entwicklung fiir 2
- 5 Minuten in Entwicklerldsung. Die Reaktion wird mit Fixierer fir 10 Minuten abgestoppt,
wenn die Flecken dunkel genug sind. Nach mehrmaligem Waschen in Aqua bidest.

verblieben die Gele bis zum Trocknen in Wasser + 2% Glycerin.

2.2.2.6 Nachweis von Proteinen mit Antikorpern (Wes  ternblot)

Bendétigte Puffer :

TBS-Tween : 1 xTBS + 0,1 % Tween-20 (v/v)

Blockierungspuffer : TBS-Tween + 5 % Magermilchpulver (w/v)
oder TBS-Tween + 2 % BSA (w/V)

Standardmafig wurden Membranen nach dem Transfer der Proteine vor der eigentlichen
Blockierung fur 30 Min in TBS-Tween inkubiert. Dies fuhrt zu deutlich weniger Hintergrund.
Blockiert wird anschlieRend fur 1 h in Blockierungspuffer.

Zugabe der Antikorper erfolgte ebenfalls in Blockierungspuffer. Primare Antikérper wurden
in einer Konzentration von 1 pg / ml eingesetzt. Die Membran wurde fir 1 h bei
Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 C in der Losung belassen. Dreimaliges Spulen mit
TBS-Tween fur 5 Min entfernt ungebundene primare Antikérper. Peroxidasegekoppelte
sekundéare Antikorper wurden in einer Verdinnung von 1 : 10000 fur 30 Min bei
Raumtemperatur eingesetzt. Danach wurde die Membran griindlich 6 x fir 10 Min mit TBS-
Tween gewaschen. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Chemilumineszenz mit dem

~super Signal ECL Reagent” von Pierce nach Herstellerangaben.

2.2.2.7 Elektrotransfer von Proteinen ("Semidry"-We  sternblot)

Um die in der SDS - PAGE (2.2.2.3) getrennten Proteine fir immunologische
Nachweisverfahren auf eine Nitrocellulose - oder PVDF - Membran zu Gberfiihren, wurden
sowohl das "Semidry" Verfahren als auch das Tank - Blotten durchgefuhrt. "Semidry"-

Transfer erwies sich als vorteilhaft fir Phosphotyrosinblots.
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Elektrodenpuffer : 48 mM Tris
39 mM Glycin
0,37 % SDS
10 % Methanol
in ddH,0

Hierzu werden drei diinne Whatman-Filterpapiere und die Nitrozellulose - Membran in der
GroRRe des zu blottenden Gels kurz in Elektrodenpuffer aquilibriert, dann luftblasenfrei auf
die "Semidry"-Apparatur gelegt. Das Gel wird vom Sammelgel befreit und ebenfalls kurz in
Puffer aquilibriert und auf die Membran gelegt. Den Abschluf? bilden drei weitere Whatman
- Filter, welche in Puffer getrankt auf das Gel gelegt werden. Es folgt die Kathodenplatte.
Der Blotvorgang erfolgt mit einer Stromstarke von 2 mA/cm Gelflache fir 30 Min und
hochstens 25 V.

Das Schema illustriert den Vorgang :

O Kathodenplatte ---

3 Whatmanfilter in Laufpuffer
[ ] Gel
EE = Membran

3 Whatmanfilter in Laufpuffer
G Anodenplatte +++

2.2.2.8 Nasstransfer von Proteinen ("Tankblot")

Das Blotten von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen durch das Tankblot Verfahren hat
bei relativ hohem Zeitaufwand den Vorteil, einen vollstdndigeren Transfer und saubere
Membranen zu gewahrleisten. Daher kam diese Methode vor allem bei Ko-

Immunoprazipitationsexperimenten zum Einsatz.

Elektrodenpuffer : 14,4 g Glycin
3 g Trizma-Base
400 ml Methanol
ad 2000 ml ddH,O
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Der Aufbau der Apparatur erfolgte im Prinzip wie beim "Semi-dry" Blot, allerdings unter
Verwendung jeweils eines dicken Whatman-Filters statt dreier diinner.
Nach Auffiillen des Tankes mit Elektrodenpuffer wurden die Proteine fir 2 h bei 250 mA

geblottet.

2.2.2.9 Dehybridisierung der Antikérper von Blotmem branen

Um gebundene Antikérper von einer Blotmembran zu entfernen, wurde sie

folgendermalRen behandelt:

5 Min spilen in ddH,O
5 Min Inkubation in 0,2 N NaOH + 1 % SDS
5 Min spilen in ddH,O

Alles bei RT unter sanftem Wippen. Bei dieser Prozedur bleiben die Proteine auf der
Membran erhalten und koénnen zur erneuten Inkubation mit einem anderen Antikorper

verwendet werden.

2.2.2.10 Phosphotyrosinblot

Um die zelldichteabhangige Phosphorylierung von VE-Cadherin in Endothelzellen zu
untersuchen, wurde VE-Cadherin immunprazipitiert und die Tyrosin-Phosphorylierung mit

Antikdrpern nachgewiesen.

Bendétigte Losungen :

Erntepuffer fur adharente Zellen: 1x PBS mit 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 10 pg/mi
Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin A

1 ml Pervanadat-Stock 10 mM : 100 pl 10 x PBS
200 pl Na-Orthovanadat (50 mM)
200 pl ddH,O
500 pl H,0O, (500ul H,O, Stock 37% in 50 ml ddH,0)
- 15 Min RT, Ldsung wird gelb
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Lysispuffer fir Phosphotyrosin : 20 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM CacCl,
1 % v/v Triton X-100
1 Complete™ Tablette auf 50 ml Puffer
1/1000 vol. Pervanadat Stock

TBS + 0,1 % (v/v) Tween 20 zum Waschen der Blots (TBS-T)

Aussaat der Zellen : bEnd.3 Zellen oder HUVEC werden mit Trypsin-EDTA von

konfluenten 15cm Zellkulturplatten abgeldst, zentrifugiert, in Medium resuspendiert und mit

der Neubauer Zahlkammer gezahlt. 5 x 10° Zellen pro 15cm Platte oder 2 x 10° Zellen
pro 10 cm Platte werden ausgesat (Gelatinisieren notwendig!), dies entspricht "Tag 0" des
Experimentes.

Kultivierung : bEnd.3 Zellen erhalten alle drei Tage Medienwechsel, HUVEC alle zwei
Tage.

Proben : Je nach Experiment wird die bendtigte Anzahl Platten zu bestimmten Tagen nach
Aussaat durch 3 x Waschen mit PBS und Abschaben mit Erntepuffer geerntet, bei 500 rpm
und 4<C fur 10' abzentrifugiert und in flissigem N, schockgefroren. Die Pellets werden bis

zur Lyse bei -20C gelagert. Pervanadat-behandelte Z ellen werden am jeweiligen Tag vor

dem Ernten folgendermal3en behandelt : Der Pervanadat-Stock wird direkt nach Abschlul
der Synthese 1:5 in H,0 verdinnt. Von der Verdinnung wird 1 ml direkt auf die Platte mit
20 ml Medium gegeben und 5 Min bei RT unter gelegentlichem Schwenken inkubiert (=100
UM Endkonzentration). Nach den 5 Min wird die Platte sofort 3 x mit PBS + 1mM Mg*" +
1mM Ca®* gewaschen und geerntet.

Lyse der Zellen : Die gefrorenen Zellpellets werden in 1 x Lysispuffer fir Phosphotyrosin

lysiert (ca. 1 ml pro 15 cm Platte, gleiches Volumen fir alle Pellets !). Die Lyse findet bei
4<C fur 1 h auf End-over-End Schdttler statt. Wahrend der Lyse wird der VE-Cadherin
Antikorper fur die IP an 30 pl Protein-G-Sepharose in 1 ml Lysispuffer fur 1 h vorgekoppelt.
Nach der Lyse wird das Lysat wird bei 30.000 rpm und 4°C fir >30' abzentrifugiert. Um
vergleichbare Mengen VE-Cadherin zu prazipitieren, wird von den Uberstanden nach der
Zentrifugation Ein BCA-Test durchgefihrt. Anhand der erhaltenen Proteinkonzentrationen
werden die Lysatvolumina fir jede IP auf den gleichen Gesamtproteingehalt eingestellt.

Immunprézipitation : Die vorgekoppelten Beads werden abzentrifugiert (5000 rpm, 3 Min in

Eppendorf-Zentrifuge oder 1500 rpm, 10 Min in Heraeus) und zu den eingestellten Lysaten
gegeben. Die IP findet fir 1 h bei 4C statt (End-over-End Schdittler).
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Waschen der Beads : Nach der IP werden die Beads abzentrifugiert, ggf. in E-Cup

tberfuhrt und 3 x mit Lysispuffer gewaschen. Elution in 40 pl 1 x SDS Samplepuffer + DTT,
95< fiir 5 Min.

Western Blot : Auftrag der Proben auf 6% PAA Gele, Transfer auf Nitrozellulose mit
Semidry-Westernblot Apparatur (2.2.2.7).

Blockieren der Membran findet in 1 % BSA in TBS-Tween + 1/500 Vol. Pervanadat-Stock

fur 1 h bei RT statt. Magermilchpulver ist ungeeignet, da es Phosphatasen enthélt, die

einen Nachweis von Tyrosin-Phosphat unmaéglich machen !!

Antikérperinkubation : Anti Phosphotyrosin-AK PY-20 wird 1 : 1000 in Blockierungs-Puffer
verdinnt, Membran wird 60 Min bei RT oder Uber Nacht bei 4T inkubiert. Nach 3 x 5 Min
Waschen mit TBS-T : Zugabe des Sekundarantikbrpers Ziege anti Maus-Peroxidase 1 :
10.000 fur 30 Min. Waschen fur 5 x fur 10 Min In TBS-Tween + 1/500 vol Pervanadat-
Stock. AnschlieRend ECL-Reaktion und Film-Exposition.

2.2.2.11 Ko-Immunoprazipitation

Um die Interaktion zweier oder mehrerer Proteine biochemisch zu untersuchen, wurden
Ko-Immunoprazipitationen durchgefihrt. Hierflr wird ein Protein mit Hilfe von Antikérpern
prazipitiert und geblottet. Der mutmafliche Interaktionspartner wird im Westernblot
nachgewiesen.

Dieses Protokoll wurde fir den Nachweis der Interaktion von VE-PTP und VE-Cadherin in
bEnd.3 und HUVEC erstellt, aber kann nach Modifikation nattrlich auch fiir andere

Interaktionen benutzt werden.

Bendétigte Loésungen :

Lysispuffer "klassisch" : 20 mM Imidazol pH 6,8
100 mM NacCl
5 mM EDTA
1 % v/v Triton X-100
1 Complete™ Tablette auf 50 ml Puffer

Die Kultivierung, Ernten und Lyse erfolgt analog zum Protokoll " Phosphotyrosinblot
2.2.2.10". Die Zellen wurden fur mindestens 2 h in Lysispuffer "klassisch" lysiert. Lysate
wurden fur 20 Min bei 30.000 x g und 4T zentrifugi ert, anschlieRend fir mindestens 1 h

bei 100.000 x g und 4 <€ in der Ultrazentrifuge. Einstellen der gleichen Proteinmenge pro
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IP Uber einen BCA-Test. Die eigentliche Prézipitation erfolgt fir mindestens 1 h mit 5 pg
Antikorper und 30 pl Protein G Sepharose bei 4C auf dem End-over-End Schiittler.
Waschen der Beads 5 x mit Lysispuffer, gefolgt von Standard-Gelelektrophorese und
Transfer der Proteine im Tankblot (2.2.2.8).

Blockieren der Membran mit 5 % Magermilchpulver in TBS-Tween, Inkubation mit 1 pg / mi
primarem Antikorper fir 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4C. Nach 3 x 5 Min Waschen mit
TBS-T : Zugabe des peroxidasegekoppelten Sekundarantikorpers 1 : 10.000 fur 30 Min.
Waschen fur 5 x fur 10 Min In TBS-Tween AnschlieRend ECL-Reaktion und Film-

Exposition.

2.2.2.12 Transiente Transfektion von eukaryontische  n Zellen

Zur heterologen Expression von Proteinen in eukaryontischen Zellen wurde das
"GeneJammer" Transfektionsreagenz von Stratagene (#204131) eingesetzt. Das System
basiert auf der Bildung von Komplexen aus Plasmid-DNA und kationischen Lipiden, welche
von der Zelle aufgenommen werden. Im Zellkern erfolgt dann die Transkription vom
transfizierten Plasmid, welches das Zielgen unter der Kontrolle eines starken viralen
Promoters enthalten sollten.

Fur eine erfolgreiche Transfektion sollte die optimale Konzentration von GeneJammer-
Reagenz und DNA fir jedes Konstrukt und jede Zellinie individuell bestimmt werden. Far
die Transfektion von COS-7 und 283A Zellen auf 100 mm-Zellkulturplatten erwies sich

folgendes Protokoll als erfolgreich :

Die Zellen sollten fur die Transfektion ca. 70 % konfluent sein.

24ul GeneJammer Reagenz wurden in 750 pl DMEM fir 10 Min in einem
Polystyrolréhrchen inkubiert. Insgesamt 4 pg steriler Plasmid DNA in H,O (Maxi-
Préaparation) wurden zugefiigt und sanft geschittelt, 10 Min inkubieren. Diese Ldsung
wurde tropfenweise und unter Schwenken zu einer 100 mm Zellkulturplatte mit 6 ml
serumhaltigem Medium gegeben. Expression der Proteine fiir 48 h.

Die Zellen konnten dann lysiert oder fur die Immunfluoreszenz fixiert werden.
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2.2.2.13 ICAM-1 Quervernetzung auf bEnd.5 Endothelio ma

ICAM-1 ist ein kostimulatorisches Immunglobulin-&hnliches Zelladh&asionsmolekiil, welches
bei der Extravasation von Leukozyten eine wichtige Rolle spielt. Seine Interaktionspartner
auf Leukozytenseite sind die (2-Integrine LFA-1(0f3;) und MAC-1 (awB2).
Antikdrpervermittelte Ligation von ICAM-1 fihrt zur Phosphorylierung und Aktivierung von
zellularen Signaltransduktionsproteinen (p60%° und Rho), welches die Phosphorylierung
von Cytoskelettkomponenten Cytoskelettkomponenten und einer Lockerung von
Zellkontakten zur Folge hat. Dies unterstitzt die Leukozytenextravasion.

Aufgrund der Auswirkungen auf den Zellkontakt wurde die Phosphorylierung von VE-

Cadherin nach ICAM-1 Crosslinking untersucht.

Bendtigte Puffer und Reagenzien:

bEnd.5 Medium (+/- Serum) : siehe 2.2.3.1. Serum-freies Medium enthélt kein FCS.

PBS (Dulbecco)

Humanes TNF-a, 5 nM in serumfreiem Medium

Antikorper : Ratte anti ICAM-1 YNI-1 und 25ZC7 monoclonal, Schaf anti
Ratte polyclonal (von Biozol). Dieser Antikoérper wird 3 X
gegen 500 ml PBS dialysiert, da er Azid und Thimerosal als

Konservierungsmittel enthalt.

Inhibitoren (optional): Src-Inhibitor SU-6656 (5 uM)
Rho-Inhibitor Y-27632 (10 uM)

1 x Lysispuffer : 20mM Tris-HCI pH 7,4 + 150mM NaCl + 1 % Triton X-100 +
1mM CaCl2 + 50 pM Na-Orthovanadat + 1 Complete-

Proteaseinhibitor - Tablette

Fir ein Crosslinking — Experiment werden funf konfluente 60mm Platten bEnd.5 bendtigt.
Diese Zellen werden 16-18 h vor Beginn des Experimentes TNF-a stimuliert und Serum-
gehungert. Beides wird in einem Arbeitsgang durch Absaugen des Standard-Mediums und
Zugabe von 2 ml serumfreiem Medium mit 5 nM TNF- a erledigt. Dies fuhrt bei bEnd.5 zu

einer verstarkten Oberflachenexpression von ICAM-1.
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Zum eigentlichen Crosslink werden je 10 pg/ml YNI-1 und 25ZC7 in serumfreiem Medium
verdinnt (1,5 ml pro Platte) und fir 30 Min auf die Zellen gegeben. Die Zugabe von
Inhibitoren ist an dieser Stelle optional. Eine Platte (Zweitantikérper-Kontrolle) wird ohne
Antikorper inkubiert.

Nach Ablauf der 30 Minuten werden die Antikdrper 2 x kurz mit warmem PBS
heruntergespuilt. Nach kurzem Abtropfen auf einem nassen Tuch werden auf jede Platte
1,5 ml serumfreies Medium mit 20 ug / ml Sheep-anti Rat Polyclonal (Biozol) gegeben.
Auf eine der Erstantikorper-behandelten Platten wird nur Medium gegeben (Erstantiktrper
Kontrolle).

Nun werden die Platten in den Brutschrank gestellt und zu den angegebenen Zeiten (5 Min,
bis 30 Min) entnommen und lysiert. Die Lyse erfolgt durch dreimaliges Sptlen der Platte
mit warmem PBS, kurzem Abtropfen und anschlieRender Zugabe von 1 ml eiskaltem

Lysispuffer . Unmittelbar darauf werden die Zellen in Lysispuffer mit einem Cell-Lifter von
der Platte gekratzt und mit der Pipette in ein Eppendorf-Gefald auf Eis tberfuhrt. Dort
verbleiben die Zellen, bis alle Proben nach 30 Min entnommen sind. Die eigentliche Lyse
erfolgt auf dem End-over-End Schuttler im Kihlraum far 1h.

Nach einer 30-minitigen Zentrifugation bei ca. 20.000xg (14.000 rpm in der Eppendorf-
Zentrifuge) und 4T wird VE-Cadherin mit 3 pg C5-Se rum und 30 ul Protein A — Sepharose
fur 1 h immunprazipitiert

Der Blot und Nachweis von VE-Cadherin sollte nach dem Protokoll far

Phosphotyrosinblots (2.2.2.10)  erfolgen!

2.2.2.14 Expression und Reinigung von GST-Fusionspr  oteinen in E.coli

Das Glutathione-S-Transferase (GST) Fusionsprotein System dient der Expression,
Aufreinigung und Detektion von Fusionsproteinen, die in E.coli produziert werden. Die
Fusionsproteine kdnnen zu Interaktionsstudien mit Proteinen in vitro oder Prazipitations-
Experimenten aus Zellysaten verwendet werden.

GST-Fusionsproteine der cytoplasmatischen Phosphatasedoméane von VE-PTP wurden flr
biochemische Interaktionsstudien eingesetzt. Hierfir wurden die Proteine in E.coli BL-21
exprimiert und an Glutathion-Sepharose gekoppelt. Der BL21-Stamm zeichnet sich durch
eine reduzierte proteolytische Aktivitat aus, die auch die Reinigung groRRerer

Proteinmengen erméglicht.
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Bendétigte Puffer :

Lysepuffer : PBS + 1 % Triton X-100 und jeweils 1uM PMSF, DTT,
Aprotinin, Leupeptin, PepstatinA

Pro Konstrukt wurde eine 50 ml iber-Nacht Vorkultur angeimpft. Diese wurde in 450 ml LB-
Medium mit 100pg/ml Ampicillin gegeben, was eine ODgy von ca. 0,2 ergab. Die Kultur
wurde bei 30C unter Schiitteln bis zu einer OD gy von 0,5 - 0,6 kultiviert (etwa 1 h). Dann
wurde IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben, was die Expression der
unter dem LacZ-Operon befindlichen Fusionsproteine induzierte. Expression der Proteine
fur 1 h bei 30<C. Eine langere Expression sollte vermi eden werden, da sich sonst "inclusion
bodies" mit schwer I6slichem Protein bilden kénnen.

Die Bakterien wurden im TLA1500 Rotor bei 6000 x g fur 15 Min abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 30 ml eiskaltem Lysepuffer resuspendiert und tiber zwei Passagen in der French-
Press (alle Teile vorgekinhlt ) aufgeschlossen.

Abzentrifugieren des Lysates bei 30.000 x g und 4C im SS34 Rotor fir 30 Min. Die GST-
Fusionsproteine wurden dann direkt an 500 pl Glutathion-Sepharose gekoppelt, welche
vorher mindestens 1 h in Lysepuffer vorinkubiert wurde. 500 pl Sepharosekugeln bieten
eine ausreichende Kapazitat fir ca. 500 ml Bakterienkultur. Die Kopplung der Proteine an
die Sepharose findet fur nur 15 Min statt, da die Bindung von GST an Glutathion sehr stark
und praktisch irreversibel ist.

Die gekoppelten Sepharosekugeln werden durch Zentrifugation gesammelt und
folgendermafRen gewaschen : 3 x PBS, 3 x PBS + 1 M NaCl, 1 x PBS, resuspendieren und
Lagerung in Lysepuffer fir mindestens 1 h vor Verwendung. Ein Coomassie-Gel sollte zur

Uberpriifung der Qualitat mit einem Aliquot der Proteine gefahren werden.

2.2.2.15 In-vitro Transkription/Translation von Proteinen

Die gekoppelte in-vitro Transkription und Translation von Proteinen (IVT) in einem zellfreien
System bietet die Mdglichkeit der Untersuchung eines Proteines, von dem nur die cDNA
vorhanden ist. Das Protein wird von einem Expressionsplasmid transkribiert und
gleichzeitig im Kaninchen-Reticulozytenlysat translatiert. Radioaktiv markierte Aminosauren
ermdglichen den Nachweis des Proteines durch Autoradiographie.

Fur die IVT wurde das "TNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System"
(Promega # L1170) nach Anleitung unter Verwendung von Hunde-Mikrosomenmembranen

(Promega # Y4041) eingesetzt. Zur Programmierung des Lysates wurden jeweils 1 ug
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Plasmid-DNA einbgesetzt, die vorher durch Ethanol-Fallung und Aufnahme in DEPC-H,0O

RNAsefrei gereinigt wurde. Eine in-vitro Transkription wurde folgendermyf3en angesetzt :

TNT-Quick Mastermix : 40 pl

%S Methionin : 2ul

Plasmid-DNA : 1pg (1pl)

Hunde-Mikrosomenmembranen: 2 pl

DEPC-H,0 ad 50 pl 2h Reaktion bei 30T (Wasserbad).

2.2.2.16 Fluorographie

Nach Standard Gelelektrophorese wurden die gele fiir 30 Min in Amplify™ Lésung + 2 %

(viv) Glycerin eingelegt und getrocknet. Exposition auf Réntgenfilm oder Phosphoimager™.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Standardbedingungen fir die Zellkultur

Eukaryontische Zellen wurden stets unter der Sterilbank gehandhabt und im Brutschrank
bei 37C und 100% relativer Luftfeuchtigkeit kultivi ert. Abhangig vom Zelltyp wurden der
CO; Gehalt und Mediumzusammensetzung variiert. Alle Zellen wurden bei Konfluenz mit
Trypsin-EDTA abgeldst und fir 5 Min bei 180 x g zentrifugiert. Nach Aufnahme in Medium
konnten die Zellen in der gewlnschten Dichte passagiert werden. Zellkulturplatten wurden
gegebenenfalls fir mindestens 30 Min gelatinisiert. Zellkulturmedien, PBS und alle
weiteren Losungen und Puffer fur die Zellkultur wurden grundsatzlich vor Benutzung im

Wasserbad auf 37C erwarmt.

Zellen Medium CO, | Handhabung
MyEnd DMEM + 10 % FCS (Bio West) + 1 % Penicillin /
Streptomycin + 1 % L-Glutamin
bEnd.3 Wie MyEnd, aber zusatzlich + 1 % nicht-essentielle 10 % | 0,2 % Gelatine
bEnd.5 Aminosauren + 1 % Na-Pyruvat + 1 %o -
Mercaptoethanol
HUVEC M-199 + 20 % FCS (PAN) + 1 % Penicillin / 0,5 % Gelatine
Streptomycin + 1 %0 ECGS (8%) + 1% Heparin (10%)
COsSs-7 DMEM + 10 % FCS (PAN) + 1 % Penicillin / 5%
Streptomycin + 1 % L-Glutamin
HEK293-A |[Wie COS-7
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2.2.3.2 Einfrieren von Zellen

Einfriermedium: 10% DMSO + 50 % FCS + 40 % DMEM bzw. M199

Die Zellen werden trypsiniert, in Medium aufgenommen und in der Megafuge bei 500 x g
fiir 5 Min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wird das Zellpellet in 1 ml kaltem
Einfriermedium resuspendiert, schnell in vorgekiihite Kryordhrchen (-80°C) tiberfiihrt und in
einem Metallblock einen Tag lang langsam auf -80°C abgekiihlt. Die endgiiltige Lagerung

erfolgt in flissigem Stickstoff.

2.2.3.3 Auftauen und Revitalisieren von Zellen

Nach der Entnahme des Kryoréhrchens aus dem N, - Tank wird es etwa 1 Min bei RT
gehalten und dann im 37°C warmen Wasserbad unter Schwenken aufgetaut, bis nur noch
ein kleiner Eiskern vorhanden ist. Die Zellsuspension wird entnommen, in 5 ml Medium
uberfiihrt und die Zellen in der Zentrifuge pelletiert (500 x g, 5 Min). Der Uberstand wird
schnell und sorgfaltig abgesaugt, die Zellen in warmem Medium aufgenommen und
ausplattiert. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt, um Reste von DMSO zu

entfernen.

2.2.3.4 Immuncytochemie durch indirekte Immunfluore szenz

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz lassen sich die Expression und Verteilung von
Proteinen in fixierten Zellen oder Geweben nachweisen. Dazu wird das Protein von einem
spezifischen Erstantikorper gebunden, welcher wiederum durch einen Fluoreszenzgruppen

- gekoppelten Zweitantikorper nachgewiesen wird.

Immuncytologie an bEnd.3 Endothelioma verschiedener Dichte :

Alle Schritte werden bei Raumtemperatur ausgefthrt, falls nicht anders angegeben.

Um eine moglichst gute Morphologie der Zellen zu gewéhrleisten, wurden die
Immunfarbungen auf Transwell-Filtern (Corning # 3413) durchgefiihrt. Diese wurden fir 30
Min nach Herstellerangaben im Brutschrank mit Laminin (Sigma-Aldrich # L2020)
beschichtet und anschlie3end fiir 1 h unter der Sterilbank getrocknet. In die obere Kammer
der Filter wurden 1 x 10* Zellen bEnd.3 in 100pl Medium ausgesét, in die untere Kammer
wurden 600 pl Medium gegeben, um hydrostatischen Druck zu verhindern. Kultivierung im

Brutschrank, Medienwechsel alle 2 Tage. Unter diesen Bedingungen erreichen bEnd.3
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nach vier Tagen Konfluenz. Je nach Experiment wurden Zellen nach zwei Tagen
(subkonfluent), finf Tagen (24 h konfluent) und acht Tagen (96 h konfluent) betrachtet.

Die Filter wurden am Tag der Immunfarbung 3 x kurz in PBS gesplilt (Becherglas) und
direkt fur 10 Minuten in eiskaltem Methanol (-20C) im Gefrierschrank fixiert. Danach
wurden die Zellen fir 20 Min in PBS rehydriert und mit 1 % BSA in PBS (w/v) fur
mindestens 1 h blockiert. Primére Antikorper fur die Immunfarbung wurden in angegebener

Konzentration fur 1 h in Blockierungslésung auf die Filter gegeben.

Antigen Antikérper Verdiinnung
VE-PTP Ratten-mAk 109.1/ 109.3 10 pug / ml
Polyklonales Kaninchenserum VEPTPc 2ug/ ml
VE-Cadherin Ratten-mAk 11D4.1 10 pg / ml
Polyklonales Kaninchenserum C5 5pug/ml
GPP130 Maus-mAk anti GPP130
Polyklonales Kaninchenserum GPP130 1:1000
Mannosidase Il | Polyclonales Kaninchenserum Mann. |l

Filter wurden 3 x fur 5 Min in PBS gewaschen und erneut fur 20 Min blockiert. Zugabe des
sekundéaren Antikorpers fur 30 Min. Fluoreszenzgruppen-gekoppelte Antikbrper wurden
grundsatzlich in einer Verdinnung von 1:300 eingesetzt. Eine Liste findet sich unter
2.1.7.2. Die Inkubation sollte bei Dunkelheit stattfinden; es empfiehlt sich vorher eine
funfmindtige Zentrifugation des Antikdrpers bei 14.000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge). Die
Filter werden dann 5 x flr 5 Min in PBS gewaschen und kurz in ddH,0 eingelegt. Dann
werden die Membranen aus den Filtern ausgestanzt und auf einen Objekttrager Uberfihrt
(Zellen nach oben). Eindeckeln mit DAKO fluorescent Mounting Medium, Uber Nacht
ausharten.

Die Praparate sollten im konfokalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet werden, da die
Filtermatrix eine starke Eigenfluoreszenz besitzt und im normalen Fluoreszenzmikroskop

die Zellen Uberstrahlt.
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2.2.3.5 Immunhistologie am Kryoschnitt

Alle Schritte werden bei Raumtemperatur ausgefuhrt, falls nicht anders angegeben.

Bendétigte Losungen :

PBS + Azid : 150 ml PBS + 1 M NaNj3 (Endkonz.) + 500 pl H,O; (37%)

Losung A: 0,2 M Essigsaure in dd H,O

Losung B : 0,2 M Natrium Acetat in dd H,O

Acetatpuffer : 74 ml Loésung A + 176 ml Losung B pro Liter H,O. pH 4,7 einstellen !

Immunhistochemische Farbungen wurden an Gefrierschnitten von Maus Embryonen und
adultem Gewebe durchgefihrt. Zur Verstarkung des Signals wurde ein Biotin-Streptavidin-
Peroxidasekomplex System der Firma Vector Laboratories eingesetzt.

Daflir wurden Verpaarungen von C57 BI/6 Mausen angesetzt und Embryonen der Stadien
E7.5, E10.5, E12.5 und E14.5 entnommen. Zusatzlich wurden die Organe Leber, Niere,
Gehirn und Herz prapariert. Samtliche Gewebe wurden zum Ausbluten in eine Petrischale
mit eiskaltem PBS gelegt. AnschlieBend wurden sie in ein Aluminium-Tépfchen Gberfuhrt,
welches zur Hafte mit Tissue-TEK™ Cryo-matrix gefilllt war. So lassen sich die Gewebe,
vor allem Embryonen, gut fiir die spateren Schnitte positionieren. Das Topfchen wird dann
vorsichtig mit Tissue-TEK aufgefillt und auf einen Trockeneis Block gestellt. Das Praparat
gefriert dann zlgig von unten nach oben und kann bei -80C gelagert werden.

Eingebettete Gewebe werden am Cryo-Mikrotom in etwa 7 uM dicke Scheiben geschnitten
und auf einen warmen Objekttrager gelegt, was zum sofortigen Schmelzen der Sektionen
fuhrt. Diese Objekttrager konnen entweder sofort fixiert oder weiterhin bei -80C gelagert
werden.

Die Fixierung der Objekte erfolgte, nach Auftauen und Umranden des Gewebes mit einem
DAKO-Pen, fur 10 Min in eiskaltem Methanol (-20C). Dazu sollten die Objekttrager in eine
Glaskuvette im Gefrierschrank gestellt werden. Nach Fixierung werden die Praparate fur
einige Minuten in 1 x PBS rehydriert.

Zur irreversiblen Hemmung der endogenen Peroxidase werden die Praparate fir 15 Min in
PBS + Azid getaucht. In Geweben mit sehr hoher endogener Peroxidase Aktivitat, wie der
Leber, kann dieser Schritt auf 30 Min verlangert werden. In jedem Fall sollte die Lésung
frisch angesetz werden.

Die Objekte werden fur mindestens 30 Min mit 2 % BSA in PBS blockiert. Hierfir werden
etwa 100 pl der Lésung in den mit dem DAKO-Pen markierten Kreis pipettiert. Die

Flussigkeit kann sich so nicht unkontrolliert verteilen.
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Der primare Antikdrper wird, nach Abklopfen der Blockierungslosung, in 1 % BSA in PBS
verdinnt auf das Gewebe pipettiert. Inkubation fir 1 h in einer feuchten Kammer . Die

Tabelle gibt Aufschluf? Uber die eingesetzten Antikdrper und ihre Verdinnung.

Antigen Antikdrper Verdiinnung
Ratten-mAk 89.1 Uberstand unverdiinnt

VE-PTP Ratten-mAk 109.1 100 pg / ml oder Uberstand unverd.
Polykl. Kaninchenserum VEPTPc |2 pg / ml

ESAM Ratten-mAk 1G8.2 2ug/ ml

Endomucin | Ratten-mAk 7C7.1 Uberstand 1:10 verd.

Daraufhin wurden die Objekttrager 1 x kurz und 3 x 5 Min in PBS gewaschen (Kuvette). Um
unspezifische Bindungsstellen fir Streptavidin im Gewebe zu blockieren, wurde das
"DAKO Biotin Blocking System" nach Anleitung eingesetzt.

Die Sekundarantikoérper anti Ratte-Biotin bzw. anti Kaninchen-Biotin wurden 1 : 800 in 1 %
BSA verdinnt und 30 Min mit dem Gewebe hybridisiert. Praparate dann 1 x 5 Min in PBS
waschen. Nun wird die nach Anleitung hergestellte Vectastain Streptavidin-
Peroxidasekomplexlésung fur 30 Min auf die Schnitte gegeben. . Praparate 1 x kurz und 3
x 5 Min in PBS waschen.

Fur die Substratreaktion werden je 150 ml kalter (4°C) und warmer (37C) Acetatpuffer
bendtigt. Die AEC-Substratlosung, welche von der Peroxidase zu einem roten, unldslichen
Farbstoff umgesetzt wird und SEHR GIFTIG ist, wird vorbereitet, indem 3 Tabletten AEC in
7,5 ml N,N-Dimethylformamid gelést werden (vor Licht schiitzen). Die Losung wird zu 150
ml warmem Acetatpuffer gegeben und in eine Kiivette faltenfiltriert. Unmittelbar vor der
Reaktion werden 75 pl H,O, (37%) zugegeben. Dann werden die Objekttrager fir 10 Min
im Dunklen in die Substratlosung gestellt. Die Reaktion wird fur 5 Min in kaltem
Acetatpuffer gestoppt. Praparate zum Neutralisieren kurz in PBS stellen.

Gegenfarbung fur 8 - 10 Sekunden (!) in filtrierter Meyer's Hamalaunlosung. Préparate
sofort fir 10 Min in Leitungswasser (!) blauen und in Kaiser's Glyceringelatine eindecken.

Auswertung der Objekte im Lichtmikroskop.

2.2.3.6 DurchfluBcytometrie (FACS) an bEnd.3 Endoth  elioma

Die DurchfluRcytometrie ermdglicht die Analyse der Expression von Oberflichenmolekilen
auf Zellen. Die zu untersuchenden Proteine werden mit primaren Antikbrpern markiert,
welche durch Fluoreszenzgruppen-gekoppelte Sekundarantikérper gebunden werden.
Diese ermdglichen einen Nachweis Uber Excitation mit und Emission von Licht einer

bestimmten Wellenlange.
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Wahrend der Analyse werden die Grol3e und die Granularitat der Zellen sowie die Intensitét
der Fluoreszenzemission ermittelt. Anhand dieser Daten laf3t sich einer definierten Zell-
Population ein Fluoreszenzsignal zuordnen, welches Aufschlud Gber den Expressionsgrad
eines bestimmten Molekiiles an der Oberflache gibt. Zudem kodnnen verschiedene
Zelltypen in einer gemischten Population anhand der Expression bestimmter

Markerproteine getrennt voneinander analysiert werden.

Bendétigte Losungen:

Zum Ablosen : PBS + 5 mM EDTA Endkonzentration
FACS-Puffer : PBS + 3 % FCS (PAN) + 0,04 % Natriumazid

bEnd.3 Endothelioma verschiedener Dichte wurden fur 30 Min mit PBS-EDTA von der
Zellkulturschale abgeldst und in kaltem (4C) FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellzahl
wurde durch Zahlen mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. An dieser Stelle konnten die
Zellen durch Zugabe von BD CellFix™ fiir 20 Min auf Eis fixiert werden. Nach Fixierung
werden die Zellen 1 x mit FACS-Puffer gewaschen. Ca. 6 x 10° Zellen wurden jeweils in
den Rundboden-Napf einer 96-Well Zellkulturplatte gegeben und in der Heraeus-Zentrifuge
bei 1400 rpm fir 3 Min abzentrifugiert. Resuspendieren der in 100 pul FACS-Puffer, welcher
den priméren Antikdrper enthalt und Inkubation fir 1 h auf Eis. Die Tabelle gibt die

eingesetzten Antikérper und deren Verdinnung an.

Antigen Antikérper Verdiinnung
VE-PTP Ratten-mAk 109.3
VE-Cadherin Ratten-mAk 11D4.1 10 pg / ml

Isotypkontrolle [ Ratten-mAk IgG2a

Nach zweimaligem Waschen mit 200 pul FACS-Puffer wurde die Zellen in 100 pl FACS
Puffer + 1 ul Esel Anti Ratte-PE Zweitantikdrper resuspendiert und 30 Min auf Eis (dunkel)
inkubiert. Nach weiteren drei Waschen mit 200 ul FACS Puffer wurden die Zellen mit einem
FACS-Calibur Geréat analysiert.
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2.2.3.7 siRNA vermittelter "Knock-Down" der Express ion von Proteinen

Um die Expression von Proteinen durch siRNA Technologie auszuschalten, wurden
spezifische doppelstrangige RNA-Oligonukleotide mit Homologie zur mRNA des
Zielproteins bei AMBION bestellt. Die Oligonukleotide werden als doppelstrangige RNA
getrocknet in 20 nmol Aliquots geliefert, und kénnen bei —20T gelagert werden. Bei Bedarf
wird die RNA mit (mitgeliefertem) nukleasefreiem Wasser rekonstituiert. Im vorliegenden
Fall werden 20 nmol RNA in 266ul H,0 aufgenommen, was eine Konzentration von 1 pg/ul

ergibt.

Folgende Oligonukleotide kamen in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz:

Oligo Sequenz 5' - 3'

hPTP-f3 sense 5' - GACAGUAUGAGGUGGAAGUtt - 3
hPTP-f antisense 5' - ACUUCCACCUCAUACUGUCtt - 3

mVE-Cadherin sense 5' - CUGUGAAUUCACCCAGGGAtt - 3

mVE-Cadherin antisense 5' - UCCCUGGGUGAAUUCACAGtt - 3'
Kontrolle sense 5' - GGCCCCAACGCCCAAGAAGtt - 3

Kontrolle antisense 5' - CUUCUUGGGCGUUGGGGCC tt - 3

Silencing von hPTP-3 in HUVEC :

Die Transfektion der HUVECs erfolgt mit dem AMAXA Nucleofector nach Protokoll mit dem
AMAXA "HUVEC Nucleofection Kit V2.0". Fur anfangliche Experimente wurden den
Herstellerangaben entspechend 1 x 10° Zellen mit 5 pg dsRNA transfiziert. Noch bessere
Ergebnisse lassen sich mit 2 x 10° HUVEC Zellen und 6 pg dsRNA erzielen.

Die Zellen werden nach Transfektion auf gelatinisierter (30’ mit 0,5% Gelatine in PBS)
Zellkulturware ausplattiert, welche vorgewarmtes HUVEC-Medium enthélt (siehe 2.2.3.1).
Diese Bedingungen fihren zu einer starken Reduzierung der VE-PTP Expression bis 48 h

nach Transfektion.

Silencing von VE-Cadherin in bEnd.3:

bEnd.3 Endothelioma, welche generell schwer transfizierbar sind, kbnnen sehr effizient mit
SiRNA unter Verwendung des AMAXA "Cell Line Nucleofection Kit V" transfiziert werden.
Hierfirr sollte mit 1,1 x 10° bEnd.3 Zellen und 3 pg dsRNA nach Vorschrift vorgegangen
werden.

Die bEnd.3 werden anschlieRend auf gelatinisierter Zellkulturware (1 h mit 0,2% Gelatine in
PBS) ausplattiert.
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2.2.3.8 Praparation von humanen Granulozyten aus Vol  Iblut

Far Transmigrationsversuche (TMA) auf HUVEC werden frische humane Granulozyten (mit
Neutrophilen) benétigt. Man nehme daher ca. 20 ml Blut vom Menschen fur die

Préparation.

Bendtigte Losungen :

Isotonische 0,9 % (w/v) NaCl — Losung mit 10% (v/v) Citratpuffer

Histopaque 1077 & Histopaque 1119 (Sigma-Aldrich)

PMN — Medium : HBSS + 25 mM HEPES (Invitrogen)
ACK — L6sung : 0.15 M NH.CI, 1 mM KHCO3, 0.1 mM Na,-EDTA
TMA — Medium : 10 % (v/iv) FCS (PAN), 1 % Glutamin, 25 mM HEPES in DMEM

Alles bei RT Il Nur Polypropylen verwenden, KEIN P olystyrol, KEIN Glas !!!

Nach der Entnahme wird das Blut in den Citratpuffer-Réhrchen fir 10 Min gewippt, dann in
15 ml Falcon-Rohrchen Uberfihrt.

Zentrifugation bei 180 x g (1000 rpm) fr 20 Min, ohne Bremse auslaufen lassen. Der
Plattchen-haltige Uberstand wird bis ca. 1 cm tiber dem Buffy-Coat abgesaugt, das Blut mit
NacCl-Citratpuffer auf das Original-Volumen aufgefiillt.

Nochmal Zentrifugation bei 180 x g (1000 rpm) fir 20 Min, ohne Bremse auslaufen lassen.
Der Plattchen -haltige Uberstand wird wieder bis ca. 1 cm iiber dem Buffy-Coat abgesaugt,
das Blut mit NaCl-Citratpuffer auf das doppelte Original-Volumen aufgefillt (am besten im
50 ml Tube). Begann man mit 20 ml Vollblut, sollte man jetzt 40 ml Plattchen-depletiertes
Blut+Citratpuffer haben.

In zwei 50ml Tubes werden Histopaque-Gradienten gegossen : Pro Gradient wird 10 ml
Histopaque 1077 ins Tube gegeben und mit 10 ml Histopaque 1119 unterschichtet. Hierflr
10ml-Spritze und lange Kanile benutzen. Auf einen Gradienten werden jetzt VORSICHTIG
20ml des plattchen-depletierten Blutes aufgelagert (mit einer Pipette).

Zentrifugation bei 750 x g (1800 rpm) fir 30 Min, ohne Bremse. Der Uberstand wird bis
kurz vor die Granulozyten-Schicht abgesaugt. Die Granulozyten-Schicht wird mit einer
Plastikpipette abgenommen (ca. 5 ml), in ein neues 15 ml Falcon wberfuhrt und mit PMN

Medium auf 10 ml aufgefllt. Zentrifugieren bei 1200 rpm, 10 Min. Waschen bei zu viel
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Histopaque ggf. wiederholen. Das Pellet erscheint klein und rot. Zur Erythrozytenlyse wird
das Pellet in 2 ml ACK-L6sung resuspendiert und 3’ bei RT stehengelassen. Sofortige
Zentrifugation bei 1200 rpm, 5 Min. Pellet in PMN-Medium aufnehmen und Zellen zahlen.
Zentrifugieren 1200 rpm, 10 Min, Zellen in passendem Volumen TMA-Puffer aufnehmen.
OPTIONAL : Farbung der Zellen mit 2 pl CellTracker Orange / ml Medium fir 45’ im
Brutschrank vor TMA !

2.2.3.9 Transmigrationsversuch auf Deckglaschen

Der Transmigrationsversuchdient bietet ein Mittel, um Effekte auf die Integritat der
endothelialen Adherens Junction zu quantifizieren. Hierbei laBt man humane

polymorphonukledre Neutrophile (PMNs) durch eine HUVEC-Zellschicht transmigrieren.

Bendtigte Losungen :

0,5 % Gelatine in PBS

HUVEC-Medium : Med.199 + Earle’s salts (Invitrogen) + 20 % (v/v) FCS (PAN) + 1%
Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) + 1/1000 vol. 10% Heparin-Lsg +
1/1000 vol. 8% ECGS Isg.

PMN — Medium : HBSS + 25 mM HEPES (Invitrogen) auf Raumtemperatur

PBS + 1 mM MgCl, + 1 mM CacCl,

13mm Deckglaschen werden in eine 24 Well-Zellkulturschale mindestens 30 Min
gelatinisiert. Hernach wird die Gelatine abgesaugt und 400 pul HUVEC-Medium / Well zum
Aquilibrieren im Brutschrank zugegeben.

24 h vor dem eigentlichen Versuch werden die HUVECs nach Protokoll Si-RNA behandelt.
Von diesen Zellen werden 3 x 10° auf ein Coverslip gegeben. Hierfiir empfiehlt es sich, den
AMAXA Transfektionsansatz (2 x 10° Zellen + 6 pg dsRNA) in 3,9 ml warmem HUVEC-
Medium aufzunehmen, was 4 x 10° Zellen / 100p! entspricht. Davon werden dann 600 pl /
Well (= 3 x 10° Zellen) ausgesat. Eine hTNF-a Stimulation mit 5 nm TNF-a
Endkonzentration (1/100 Stock) sollte fur 16-20 h vor dem Assay durchgefiihrt werden.
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Eigentlicher TMA : Nach etwa 24 h sollten die Si-RNA transfizierten HUVECs eine
konfluente Zellschicht auf den Deckgldschen gebildet haben. Zu dieser Zeit ist der

Silencing-Effekt von VE-PTP am grofiten.

Humane Granulozyten wurden nach dem obigen Protokoll prapariert. Wahrenddessen wird
das Medium von den HUVECs auf den Coverslips durch 300l frisches (ohne TNF-a)
ersetzt. 4 x 10° Granulozyten werden in 100 ul TMA — Medium zu einem Well + Deckglas
pipettiert. Nach 10-20 Min sind zahlreiche Neutrophile durch das Monolayer migriert und
als graue, lichtundurchlassige Ovale zu erkennen.

Die Deckglaser werden jetzt 3 x mit PBS + Mg + Ca gewaschen & die Zellen fir 30 Min mit
2 % Glutaraldehyd in PMN-Medium auf Eis fixiert. Nach weiteren 3 x Waschen werden die
Glaser mit Glyceringelatine eingedeckt und im Phasenkontrast betrachtet. Der Versuch

kann auch gestaffelt durchgefiihrt werden, um verschiedene Migrationszeiten anzusehen.

2.2.3.10 Untersuchung der parazellularen Permeabili  tat von Endothelzellen

Um die Integritdt der endothelialen Adherens Junction experimentell zu untersuchen,
kénnen Endothelzellen auf Transwell-Filtern ausgesat werden, welche die Diffusion von
niedermolekularen Farbstoffen durch die Zellschicht hindurch erlauben. Nach Zugabe des
Farbstoffes in die obere Kammer der Filter findet, abhdngig von der Festigkeit der Zell-
Zellkontakte, eine unterschiedlich starke Diffusion der Farbe in die untere Kammer statt. In

dieser Arbeit wurden Permeabilitdtsversuche mit HUVEC und bEnd.5 durchgeftihrt.

HUVEC nach siRNA von VE-PTP :

Nach Transfektion mit siRNA (2.2.3.7) wurden 5 x 10* Zellen auf einen Transwell-Filter
(Costar #3413) ausgesat. Die Transwell-Filter wurden fir mindestens 30 Min mit 0,5 %
Gelatine in PBS gelatinisiert. Die Zellen werden in 100 pl Medium in die obere Kammer des
Filters pipettiert und etwa 15 Min bei Raumtemperatur unter der Sterilbank belassen. Dies
fuhrt zu einem gleichméafRigen Absetzen der Zellen, was fir den Versuch essentiell ist !
Danach wurden die Filter in den Brutschrank tberfihrt, um die Zellen fir einige Stunden
anwachsen zu lassen. Dann werden 600 ul HUVEC-Medium in die untere Kammer des
Filters gegeben und die Zellen Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. 24 h nach der
Transfektion haben die HUVECs eine konfluente Zellschicht gebildet. Nun werden 10 pl
einer 2,5 mg/ml 40 Kilodalton FITC-Dextran-Losung (Molecular Probes) in die obere

Kammer gegeben. Hierzu sollte die Losung als Tropfen von der Spitze einer feinen Pipette
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auf die Oberflache des Mediums "aufgesetzt" werden. So werden mechanische Irritationen

der Zellen vermieden. Die Diffusionszeit betragt 30 Minuten bei 37C .

bEnd.5 nach ICAM-1 "Crosslinking" :

Die Versuche mit bEnd.5 Endothelioma wurden im Prinzip &hnlich wie mit HUVECs
durchgefihrt. Konfluente bEnd.5 wurden von 100 mm Zellkulturplatten abgeltst und auf
Transwell-Filtern (Costar # 3413) ausgesat. Dabei wurde schlicht ein Teilungsveraltnis von
1:1,2 eingehalten, damit die Zellen mdglichst schnell konfluent wurden. Die Zellen wurden
wieder in 100 pl Medium zur oberen Filterkammer gegeben und 15 Min absetzen gelassen.
Nach einigen Stunden im Brutschrank wurden 600 pl Medium in die untere Kammer
gegeben. Die Zellen erhielten 7-8 Tage Zeit, um eine konfluente Zellschicht zu bilden.
Medienwechsel alle 2 Tage.

17 h vor dem eigentlichen Versuch wurde in die untere Kammer frisches serumfreies
Medium mit 5 nm TNF-a gegeben, wie fur die ICAM-1 Querverentzung erforderlich (siehe
2.2.2.13). Nach Absaugen der oberen Kammer wurden sofort 100 pl serumfreies Medium
mit je 10 pg/ml primaren ICAM-1 Antikorpern zugefugt und 30 Min inkubiert. Nach
Umsetzten der Filter in eine untere Kammer mit frischen 600 pl Medium wurde die obere
kammer absaugen und 100 pl serumfreies Medium mit 20 pg/ml sekundéarem Antikorper
und 0,5 mg/ml 40 kDa FITC-Dextran (Molecular Probes) fir 1 h bei 37 T zugegeben.

Nach Beendigung der Diffusionszeit werden die Filter aus der unteren Kammer enthommen
und dabei einmal an der Wand des Wells abgestreift. Nach etwa 10 Min in einer dunklen
Box zum Aquilibrieren auf Raumtemperatur wird die Fluoreszenz jedes Wells in einem

Fluorimeter gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zu VE-PTP und VE-Cadherin

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die in der Arbeitsgruppe Vestweber
begonnenen Studien zur Vaskularen Endothelialen Protein Tyrosin Phosphatase VE-PTP
fortgefihrt. Die Assoziation mit VE-Cadherin und die biologische Funktion des Molekuls
sollten weiter charakterisiert werden. Zusatzlich wurde die gewebespezifische Verteilung

der Phosphatase untersucht.

3.1.1 VE-PTP Lokalisation im Endothel

In Vorarbeiten wurde durch in-situ Hybridisierung eine endotheliale Expression von VE-
PTP sowohl im Embryo als auch in neugeborenen Mausen gezeigt (Fachinger et al., 1999).
Um diesen, auf die Transkriptionsebene beschrankten Befund zu bestdtigen und zu
erweitern, wurden immunhistologische Untersuchungen am Embryo und an adulten
Organen der Maus durchgefuhrt. Weitere Vorarbeiten beschrieben die Interaktion von VE-
PTP mit dem endothelialen Zelladh&sionsmolekil VE-Cadherin tber die extrazellularen
Doménen beider Proteine (Nawroth et al., 2002). Voraussetzung hierfir ist die zumindest
zeitweise rdumliche Né&he der Molekile in der Zelle. Daher wurde in immuncytologischen

Studien die subzellulare Lokalisation von VE-PTP untersucht.

3.1.1.1 Untersuchung der gewebespezifischen Verteilu  ng von VE-PTP mittels
Immunhistochemie

Zum Zeitpunkt der vorhergehenden Studien waren noch keine Antikoérper gegen VE-PTP
vorhanden, welche erfolgreich in Immunfarbungen einsetzbar gewesen waren. Mit der
Herstellung und Charakterisierung von monoklonalen Antikérpern gegen VE-PTP durch
Roman Nawroth und Ute Ipe sind jetzt Voraussetzungen geschaffen, welche die
immunhistochemische Untersuchung der Verteilung der Phosphatase erlauben. Der mAk
109 und Subklone reagiert mit der murinen VE-PTP und ist fir Immunfluoreszenz,
Immunhistochemie und Westernblot / Immunprazipitation sehr gut geeignet. Das
polyklonale Serum VE-PTPc reagiert mit dem murinen sowie humanen Protein und ist
effektiv fir biochemische Anwendungen einsetzbar.

Fir die Untersuchung wurden Embryonen und Organe von Wildtyp Mausen des Stammes

C57 BL/6 in eine Cryo-Matrix eingebettet. Gefrierschnitte der Gewebe wurden wie in

73



Ergebnisse

2.2.3.5 beschrieben fixiert und mit primaren und sekundaren Antikdrpern inkubiert und
angefarbt. Untersucht wurden Sagittalschnitte von Embryonen der Stadien E 7,5; E 10,5; E
12,5 und E 14,5, sowie die Organe Herz, Leber, Niere und Gehirn von adulten Mausen.
Abbildung 3.1 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse. Von den
untersuchten Embryonalstadien und adulten Organen sind E 14,5 (Abb. 3.1 a-f) und
Schnitte vom Herz und der Leber (Abb. 3.1 g-0 ) abgebildet.

Im Embryo fallt die intensive Farbung von groRen Gefal3en auf, wie in Bild 3.1 b. Das Bild
zeigt den Verlauf der dorsalen Aorta. Die das Gefal3 auskleidenden Endothelzellen deutlich
VE-PTP positiv. Kleinere GefalRe sind meist schwacher gefarbt, wie im Herz (Bild 3.1 a)
und in der Lunge (Bild 3.1 c) zu sehen ist. Die Verteilung von VE-PTP wurde in
Serienschnitten mit den endothelialen Markerproteinen ESAM (Nasdala et al., 2002) und
Endomucin (Samulowitz et al., 2002) verglichen. Das Verteilungsmuster von ESAM,
obwohl der eingesetzte Antikorper deutlich starkere Signale produziert, stimmt stets mit
dem von VE-PTP (berein. Dadurch kann auf eine endotheliale Expression der
Phosphatase geschlossen werden. Auf Epithelien des Darmes und der Lunge (Bild 3.1
b+c, Sternchen), welche anhand ihrer kolumnaren Morphologie erkennbar sind, 1a3t sich
hingegen kein VE-PTP nachweisen. Bild 3.1 f zeigt ein Kontrollpr&parat, welches ohne
primaren Antikérper gefarbt wurde. Darauf sind keine unspezifischen Signale sichtbar.

In_adulten Organen verhdlt sich die Expression von VE-PTP analog zur Situation im

Embryo. Kleinere Gefal3e, welche im Herz zwischen den Kardiomyozyten (Bild 3.1 g ) und
in der Leber zwischen den Hepatozyten (Bild 3.1 j) verlaufen, sind schwach VE-PTP
positiv. ESAM als endothelialer Marker zeigt ein vergleichbares Verteilungsmuster wie VE-
PTP (Bilder 3.1 h+k ). GroRRe Gefalle zeigen wiederum vergleichsweise deutliche VE-PTP
Signale, wie in der Leber (Bild 3.1 m ) dargestellt. Hier stimmt die VE-PTP- Lokalisation mit
der von ESAM und auch Endomucin Uberein (Bild 3.1 n+o ).

Ein interessanter vorlaufiger Befund ergibt sich im direkten Vergleich der Verteilungsmuster
von VE-PTP und Endomucin. In einigen Fallen wurde deutlich, dal} groRe ESAM-positive
Gefalie stets VE-PTP, aber haufig kein Endomucin exprimieren. Ein Beispiel ist auf Abb.
3.1 g-i im Herz zu sehen. Kleine Gefalie sind positiv fir alle drei Proteine, das grof3e Gefal
hingegen exprimiert kein Endomucin. In der Leber findet sich ein Beispiel fur ein grol3es
Gefal3, welches positiv fur VE-PTP, ESAM und Endomucin ist (Abb. 3.1 m-o0). Hierbei
kénnte es sich um die dorsale Aorta handeln. Endomucin wird préferentiell auf ventsem
Endothel exprimiert, wobei eine arterielle Expression auf der dorsalen Aorta nachgewiesen
wurde (Brachtendorf et al., 1999; Samulowitz et al., 2002). Eine differentielle Expression
von VE-PTP und Endomucin kdnnte einen Hinweis auf die arterielle Lokalisation der
Phosphatase geben (S. Baumer, personliche Mitteilung). Néahere Untersuchungen zu

diesem Thema sind im Gange.
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Embryo E 14,5
@&y4 X 4R

VE-PTP

ESAM

VE-PTP

ESAM

Endomucin

Abb. 3.1 : VE-PTP wird im Endothel exprimiert. (a-f ) : Lokalisation auf Cryoschnitten von
Mausembryonen. Schnitte von C57BI/6 Embryonen im Stadium E 14,5 wurden mit einem
Antikoérper gegen VE-PTP (a-c) oder gegen ESAM (d+e) angefarbt. (f) : Kontrolle ohne priméren
Antikoérper. Die Pfeilspitzen markieren den Verlauf der dorsalen Aorta, der Stern markiert
kolumnares Epithel aus der Lunge (c) und dem Darm (b+e) Balken : 50 um

(g-0) : Lokalisation auf Cryoschnitten von adulten Organen. Schnitte von Organen adulter
C57BI/6 Mause wurden mit Antikdrpern gegen VE-PTP (g, j, m), gegen ESAM (h, k, n) oder gegen
Endomucin (i + o) gefarbt. Zur Kontrolle ist ein Préparat ohne ersten Antikdrper abgebildet (I).
Dargestellt sind Schnitte aus dem Herz (g-i) und aus der Leber (j-0). Balken : 250 pm
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Zusammenfassend bestatigen die Experimente den drspringlichen Befund einer
endothelialen Lokalisation von VE-PTP auf Proteinebene. Nicht gezeigt sind Aufnahmen,
welche unter Verwendung der mAbs 89.1 und 91.1 sowie des polyklonalen Antikdrpers
VEPTPc gegen VE-PTP entstanden und die gezeigten Daten bestatigen. Die
immunhistologischen Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf eine epitheliale
Expression von VE-PTP.

Weiterhin wurden Versuche an Paraffinschnitten von adulten Organen und Embryonen
durchgefiihrt. Diese fiuhrten jedoch mit den verfiigbaren VE-PTP Antikorpern, die nicht

paraffingdngig sind, zu keinem Ergebnis.

3.1.1.2 Untersuchung der subzellularen Verteilungvo  n VE-PTP mittels
Immuncytologie

Die in Vorarbeiten begonnenen Untersuchungen zur Funktion von VE-PTP in CHO-Zellen
lassen eine Expression der Phosphatase an der Zelloberflaiche erwarten. Dort kann sie mit
dem Adherens Junction Protein VE-Cadherin interagieren und die beschriebenen Effekte
auf den Zellkontakt ausiiben (Nawroth et al., 2002).

Um die subzellulare Lokalisation von VE-PTP zu untersuchen, wurden bEnNd.3
Endothelioma wie in 2.2.3.4 beschrieben fixiert und mit dem monoklonalen Antikorper
109.1 angefarbt, der gegen die extrazellulare VE-PTP-Domane gerichtet ist (Abb. 3.2 a-c).
Dabei fiel eine zelldichteabhdngige Veranderung der Lokalisation von VE-PTP auf. In
subkonfluenten Endothelioma ist VE-PTP nur in intrazelluldaren Kompartimenten
nachweisbar, nicht jedoch an der Zelloberflache (Bild 3.2 a). bEnd.3, welche ca. 24 h vor
Fixierung Konfluenz erreichten, zeigen schwache und unregelmafige VE-PTP-Signale an
Zell-Zellkontakten (Bild 3.2 b). Allerdings ist VE-PTP im Grofiteil der Zellen dieses
Dichtestadiums weiterhin vorwiegend intrazellular nachweisbar. Erst in hoch konfluenten
Endothelioma ist VE-PTP deutlich an Zellkontakten zu sehen. Die Zellen in Bild 3.2 ¢
erreichten Konfluenz 96 h vor Fixierung. In solchen Praparaten weist der Uberwiegende
Teil der Zellen deutliche VE-PTP-Signhale am Zell-Zellkontakt, jedoch kaum noch in
intrazellularen Kompartimenten auf. Kolokalisationsexperimente mit Golgi- und friihen
endosomalen Markern ergaben keinen schlissigen Hinweis auf die Identitat des
intrazellularen Bereiches, der in weniger dichten bEnd.3 positiv fir VE-PTP ist (Daten nicht
gezeigt, siehe aber auch Kapitel 3.3.3).

In feiner abgestuften Experimenten wurde der Zeitpunkt der beginnenden Lokalisation von
VE-PTP am Zellkontakt etwa parallel zur einsetzenden Konfluenz bestimmt. Deutliche
Signale am Zellkontakt finden sich etwa 48 h nach Erreichen der Konfluenz in einer

signifikanten Zahl von Zellen des Pr&parates (nicht gezeigt). Im direkten Vergleich
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zwischen Abb. 3.2 ¢, welche mit dem mAk 109.1 gegen VE-PTP entstand und Abb. 3.2 d,
fur die das polyklonale VEPTPc Serum eingesetzt wurde, fallt die deutlich héhere Qualitat
der unter Verwendung des mAbs entstandenen Aufnahmen auf. Dennoch zeigen beide
Antikorper eine Lokalisation von VE-PTP im Zellkontakt hoch konfluenter Endothelioma.
Zur Klarung der Frage, ob VE-PTP und VE-Cadherin miteinander kolokalisieren, wurden
sehr dichte bEnd.3 Zellen untersucht, welche 72 h vor Fixierung konfluent wurden. Fur die
Immunfarbung wurden das polyklonale Serum VE-PTPc und der VE-Cadherin mAk 11D4.1
eingesetzt. Obwohl die VE-Cadherin-Signale deutlich starker sind als die VE-PTP Féarbung,
lant sich in der Doppelfluoreszenz eine gute Kolokalisation beider Proteine zeigen (Abb.
3.2 d-f).

D 24 h konfluent C 96 h konfluent

A subkonfluent

€ vVE-cadherin f Kolokalisation

Abb. 3.2 (a-c) : VE-PTP lokalisiert verstarkt in Ze llkontakten auf bEnd.3 Endothelioma
steigender Dichte. Die Zellen wurden auf Transwell-Filtern ausgeséat und waren zum Zeitpunkt der
Immunfarbung mit dem mAk 109.1 gegen VE-PTP subkonfluent (a), 24 h konfluent (b) oder 96 h
konfluent (c). Der Pfeil markiert VE-PTP an Zellkontaktstellen.

(d-f) : VE-PTP und VE-Cadherin kolokalisieren in ho  ch konfluenten bEnd.3 Endothelioma. 72
h konfluente Zellen auf Transwell-Filtern wurden mit einem polyklonalem Antikdrper gegen VE-PTP
(d) und mAk 11D4.1 gegen VE-Cadherin gefarbt (e). (f) zeigt die Doppelfarbung. Unter (d-f) sind Z-
scans von Praparaten abgebildet. Pfeile weisen auf Bereiche mit VE-PTP und VE-Cadherin
Kolokalisation. Der Balken entspricht 20 pm.
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Die Experimente ergaben, dall VE-PTP in bEnd.3 Endothelioma mit steigender Dichte
zunehmend am Kontakt zwischen benachbarten Zellen lokalisiert ist. Erste Signale werden
mit Erreichen der Konfluenz sichtbar. Subkonfluenten Zellen zeigen VE-PTP in der
Immunfluoreszenz nur in einem intrazellularen, perinuklearen Kompartiment. In konfluenten
Zellen ist VE-PTP mit VE-Cadherin im Zell-Zellkontakt kolokalisierbar.

Experimente mit humanen primaren Endothelzellen (HUVEC) ergaben vergleichbare
Ergebnisse. Der einzig verfigbare Antikérper gegen humanes VE-PTP ist ein polyklonales
Kaninchenserum, welches in der Immunfluoreszenz Bilder von nur mafiger Qualitat liefert

(vgl. auch Kap. 3.3.3). Daher wurde auf eine grafische Darstellung der Daten verzichtet.

3.1.1.3 Untersuchung der dichteabhangigen Zelloberf  lachenexpression von
VE-PTP mittels DurchfluRcytometrie

Die verstarkte Lokalisation von VE-PTP am Zell-Zellkontakt mit steigender Zelldichte
kénnte mehrere Ursachen haben : Zum einen ware die Hochregulierung der VE-PTP
Synthese auf Transkriptionsebene mdglich. Auch eine Umverteilung von intrazellular
gespeichertem VE-PTP an die Zelloberflache ware denkbar. In beiden Féllen sollte die
Oberflachenexpression der Phosphatase mit steigender Zelldichte zunehmen. Alternativ
ware eine konstante Oberflachenexpression von VE-PTP mit einer gezielten Rekrutierung
der Phosphatase zum Zellkontakt bei steigender Zelldichte mdglich.

Daher wurde die Zelloberflichenexpression von VE-PTP auf bEnd.3 Endothelioma
verschiedener Dichte mittels DurchfluBcytometrie (FACS, 2.2.3.6) untersucht. Hierfur
wurden Zellen, welche zum Zeitpunkt der FACS-Farbung bis zu 96 h konfluent waren,
entweder mit Antikdrpern gegen VE-PTP (mAk 109.3) oder mit einer Ratte-lgG2a
Isotypkontrolle gefarbt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.3 dargestellt.

(=] (=] o
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A subkonfluent b 24 h konfluent C 96 h konfluent
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Abb. 3.3 : VE-PTP Oberflachenexpression auf bEnd.3  Endothelioma steigender Dichte bleibt
unverandert. bEnd.3 Zellen, welche (a) subkonfluent, (b) 24 h konfluent und (c) 96 h konfluent
waren, wurden fxiert und im FACS auf Oberflachenexpression von VE-PTP (griin) hin untersucht.
Blaue Flache : Isotypkontrolle.
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In mehreren unabhangigen Experimenten wurde deutlich, dall VE-PTP bei steigender
Zelldichte konstant an der Zelloberflache exprimiert bleibt. Dieses Ergebnis wurde sowohl
mit fixierten als auch mit unfixierten Zellen bestatigt. Zusammen mit dem Befund der
verstarkten dichteabhdngigen Kontaktlokalisation von VE-PTP (siehe 3.1.1.2) spricht es fur
eine zelldichteabhé&ngige Konzentrierung von VE-PTP am Zellkontakt.

Zusétzliche Untersuchungen zur VE-PTP Lokalisation an der Zelloberfliche durch
Oberflachenbiotinylierung sowohl von adharenten als auch in Suspension befindlichen
Zellen lieferten keine schliissigen Ergebnisse (nicht gezeigt).

Die  Ergebnisse der Versuche deuten auf eine konfluenz-unabhangige
Gesamtoberflachenexpression von VE-PTP hin. Bei steigender Zelldichte scheint die in
subkonfluenten Zellen diffus auf der Zelloberflache verteilte VE-PTP gezielt in den
Zellkontakt umgelagert zu werden. Die Bedeutung der intrazellularen Akkumulation der

Phosphatase in Endothelioma geringer Dichte ist in diesem Zusammenhang unklar.

3.1.1.4 siRNA-induzierter "Knock-down" von VE-Cadher in hat keinen Einflufd
auf die Lokalisation von VE-PTP

VE-Cadherin als Interaktionspartner von VE-PTP ist bereits bei der Ausbildung der
frihesten Zellkontakte ein essentieller und standiger Bestandteil der endothelialen
Adherens Junction. Auch in subkonfluenten Zellen ist es im Zell-Zellkontakt lokalisiert
(Lampugnani et al., 1995). Die in den beiden vorangegangenen Kapiteln beschriebene
dichteabhangige Umlagerung von VE-PTP an den Zellkontakt kdnnte daher mechanistisch
Uber eine Rekrutierung durch VE-Cadherin erklart werden.

Um die Bedeutung von VE-Cadherin fir die VE-PTP Lokalisation zu Uberprifen, wurde VE-
Cadherin in bEnd.3 Endothelioma mittels siRNA inhibiert (siehe 2.2.3.7). Ein eventueller
Effekt auf die Verteilung von VE-PTP sollte anschlieend in immuncytologischen Studien
Uberprift werden. Abbildung 3.4 faldt die Ergebnisse zusammen.

Abb. 3.4 a-c demonstriert die deutlich verminderte Expression von VE-Cadherin nach
SiRNA in der Immunfluoreszenz (Bilder 3.4 a-b ) und im Westernblot (Bild 3.4 c). In der
Immunfluoreszenz wurde VE-Cadherin mit einem polyklonalen Kaninchenserum (C5)
nachgewiesen, VE-PTP mit dem mAk 109.3. 24 Stunden nach Transfektion von bEnd.3
Zellen mit dsRNA Oligonukleotiden wurden Totallysate mit dem mAk 11D4.1 auf die VE-
Cadherin Proteinexpression hin untersucht. Die sichtbare stark verringerte VE-Cadherin
Expression nach RNA-Interferenz erholt sich nach 48 h jedoch wieder auf Kontrollniveau
(nicht gezeigt). Dadurch kann auf einen hohen Turn-Over des Cadherins geschlossen

werden.
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VE-Cadherin - sSiRNA Kontroll - siRNA

va VE-Cadherin b VE-Cadherin 3 C Westernblot

SiRNA : VEC Kont. TL

Blot : b H
VE-PTP

=

d verre € vVE-cadherin f Kolokatisation

VE-Cadherin siRNA

k VE-Cadherin Kolokalisation

N ve-cadherin O Kolokalisation

Kontroll-siRNA

Abb. 3.4 : Knock-Down von VE-Cadherin in bEnd.3 dur  ch siRNA hat keinen Einflul3 auf die
Lokalisation von VE-PTP in den Zellkontakten. (a-c) : VE-Cadherin spezifische siRNA fihrt zu
verringerter Expression des Proteines in bEnd.3 endothelioma. VE-Cadherin Immunfarbung in (a+b).
Der Stern kennzeichnet eine untransfizierte Zelle mit normaler VE-Cadherin Expression. (c) zeigt
einen Westernblot 24 h nach Transfektion des VE-Cadherin spezifischen Oligonukleotids (VEC) und
Kontroll-Oligonukleotid (Kont.). TL ist bEnd.3 Totallysat. (d-0) : Lokalisation von VE-PTP, VE-
Cadherin und Kolokalisation (siehe Bilduberschriften) 24 h nach Transfektion von VE-Cadherin
SiRNA (d-) oder Kontroll siRNA (m-0). (j-) zeigen Z-scans der in (g-i) gezeigten Préparate. Pfeile
verweisen auf Regionen mit VE-PTP, aber ohne VE-Cadherin Expression. Balken = 20 pm.
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Die Experimente mufdten folglich innerhalb von 24 h nach der Transfektion durchgefihrt
werden. Daher wurden die Endothelioma in sehr hoher Dichte (1 x 10° Zellen pro
Transwell-Filter) ausgesat, um bereits nach 24 h eine gut sichtbare Kolokalisation von VE-
PTP und VE-Cadherin im Zellkontakt zu erreichen. Abb. 3.4 m-o zeigt, dal3 dies moglich
ist. Auch nach dem gezielten Ausschalten von VE-Cadherin durch siRNA bleibt VE-PTP
deutlich am Zellkontakt lokalisiert, wie in Abb. 3.4 d-l zu sehen. Die VE-PTP Signale
markieren den Verlauf der Zell-Zellkontakte, welche im Vergleich zur Kontrolle fast kein VE-
Cadherin mehr aufweisen. In den Z-scans der Praparate 3.4 j-I wird deutlich, dal VE-PTP

entlang des gesamten parazellularen Spaltes lokalisiert ist.

Dieser Versuch zeigt, dal’ siRNA vermitteltes Ausschalten von VE-Cadherin keinen Einfluf
auf die Lokalisation von VE-PTP am Zellkontakt hat.

3.1.2 Die VE-PTP - VE-Cadherin Interaktion

VE-PTP und VE-Cadherin sind biochemische und funktionelle Interaktionspartner, wie von
Nawroth et al., 2002 gezeigt wurde. In Endothelzellen kommt es allerdings erst nach
Erreichen einer hohen Zelldichte zu einer Kolokalisation der beiden Proteine. Daher stellt
sich die Frage, ob die konfluenzabhéngige Umlagerung von VE-PTP an den Zellkontakt die

Assoziation der Phosphatase mit VE-Cadherin beeinflul3t.

3.1.2.1 VE-PTP und VE-Cadherin assoziieren verstarkt  mit steigender
Zelldichte

Um eine mogliche Dichteabhéngigkeit der VE-PTP - VE-Cadherin Interaktion zu
unteruchen, wurden Ko-Immunprazipitationsexperimente (IP) an bEnd.3 Endothelioma und
HUVEC verschiedener Konfluenz durchgefiihrt (2.2.2.11).

Als Material dienten ca. 2,5x10’ Zellen bEnd.3 beziehungsweise ca. 5x10’ Zellen HUVEC
pro IP. Nach Lyse der Zellen wurden fir jede Prazipitation gleiche Mengen zellularer
Proteine Uber das Lysatvolumen eingestellt, um den Assoziationsgrad beider Proteine in
unterschiedlich konfluenten Zellen vergleichen zu kénnen. VE-PTP wurde jeweils mit einem
polyklonalen Kaninchenserum (VEPTPc) immunprézipitiert und assoziiertes VE-Cadherin
mit dem mAk 11D4.1 (bEnd.3) beziehungsweise mAk CD-144 (HUVEC) nachgewiesen.
Zur Kontrolle erfolgte der Nachweis von VE-PTP anschliel3end auf der gleichen Membran
mit dem mAk 109.3 (bEnd.3) oder dem Serum VEPTPc (HUVEC). VE-Cadherin wurde

zusatzlich in den Triton-Zelllysaten der verschieden konfluenten Kulturen detektiert.
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Abb. 3.5 a zeigt die Ko-IP von VE-PTP und VE-Cadherin in bEnd.3. Untersucht wurden
Zellen, welche die Konfluenz 24 h beziehungsweise 96 h vor der Lyse erreicht hatten. Wie
in Kapitel 3.1.1.2 beschrieben, findet erst bei hoher Zelldichte eine nachweisbare
Lokalisation von VE-PTP im Zellkontakt statt. Im Vergleich zu Zellen, die erst kurz vor der
Lyse Konfluenz erreichten, weist VE-PTP in den schon langere Zeit konfluenten Zellen eine
sichtbar erhdhte Assoziation mit VE-Cadherin auf, welches in der Maus als 120 Kilodalton
Bande sichtbar ist. Die VE-Cadherin Expression in der Zelle bleibt jedoch unverandert
(siehe Blot im Lysat).

Die gleiche dichteabh&ngige Zunahme der Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin kann
ebenfalls in HUVEC demonstriert werden (Abb. 3.5 b). In diesem Fall wurde das
Experiment zeitlich feiner abgestuft. hPTP-$3, das humane Ortholog von VE-PTP, wurde
aus Zellen, welche 24 h, 48 h und 72 h vor der Lyse Konfluenz erreichten,
immunprazipitiert. 72 h Konfluenz stellt die héchstmaogliche Dichte dar, die unter Standard-
Zellkulturbedingungen bei HUVEC erreicht werden kann. Zur Kontrolle wurde jeweils eine
IP mit Kaninchen-1gG durchgeflhrt.

In den kirzlich konfluenten Zellen kann unter den gegebenen Bedingungen kein VE-PTP-
assoziiertes VE-Cadherin nachgewiesen werden. Erst mit steigender Dichte wird ko-
immunprazipitertes humanes VE-Cadherin als Bande bei 130 Kilodalton detektierbar.
Dagegen bleibt auch in HUVEC Triton-Zelllysaten die VE-Cadherin Expression mit

zunehmender Dichte unverandert.

a b.END-3 b Huvec
P | VE-PTP |Kontr. IP: | VE-PTP | Kontr.
Konfluenz : 24h 96h 96h Konfluenz: 24h 48h 72h 72h

e - 4 O
VE-PTP VE-PTP .2!
207 207

Blot : Blot :
. —_ :
VE-Cadherin 117 - VE-Cadherin . —_ -
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VE-Cadherin s S e s VE-Cadherin o g -
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Abb. 3.5 : VE-PTP und VE-Cadherin assoziieren verst arkt mit zunehmender Zelldichte in
bEnd.3 und HUVEC. VE-PTP wurde mit einem polyklonalen Kaninchenserum aus Zellen
immunprézipitiert, welche die Konfluenz 24h bis 96h vor der Lyse erreicht hatten. VE-Cadherin mit
einem apparenten Molekulargewicht von 120 kDa (Maus) bzw. 130 kDa (Mensch) wurde im
Westernblot mit mAbs nachgewiesen. (a) : bEnd.3 Endothelioma, (b) : HUVEC. Als Kontrolle fur die
Immunpréazipitation diente Kaninchen-1gG.
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Zusammenfassend demonstrieren die Ko-Immunprézipitationsexperimente in zwei
verschiedenen Zellsystemen eine mit steigender Zelldichte verstarkte Assoziation von VE-
PTP und VE-Cadherin. Die VE-Cadherin Expression in der Zelle bleibt dagegen mit

zunehmender Konfluenz unverandert.

3.1.2.2 Untersuchung der VE-Cadherin Phosphorylieru  ng bei steigender
Zelldichte

Die Dephosphorylierung von VE-Cadherin und anderen Komponenten der endothelialen
Adherens Junction wird in der Literatur im Zusammenhang mit einer Verfestigung der
Zellkontakte bei steigender Konfluenz gesehen (Daniel & Reynolds, 1997). Lampugnani et
al. zeigten 1997 eine zelldichteabhangige Abnahme der VE-Cadherin Phosphorylierung in
HUVEC. Allerdings wurden in dieser Publikation die Zellen mehrere Minuten mit
Pervanadat, einem membrangdngigen, sehr starken Inhibitor von Protein-Tyrosin
Phosphatasen vorbehandelt, um die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin berhaupt
nachweisen zu kénnen.

Fir die vorliegende Arbeit wurde auf die Inhibition von PTPs in lebenden Zellen verzichtet,
um die Phosphorylierung von VE-Cadherin bei steigender Zelldichte im nativen Zellkontext
zu untersuchen. Um die bereits publizierten Ergebnisse zu reproduzieren, wurden aber
auch Pervanadat-behandelte Zellen eingesetzt. VE-Cadherin wurde wie in 2.2.2.10
beschrieben aus unterschiedlich  konfluenten bEnd.3 und HUVEC-Kulturen
immunprazipitiert und auf Nitrozellulose transferiert. Analysiert wurde die VE-Cadherin
Phosphorylierung in subkonfluenten, sowie in kirzlich- (24 h) und hoch-konfluenten (72
bzw. 96 h) Zellen. Als Material fiir die IPs dienten jeweils ca. 5x10° Zellen HUVECS, sowie
ca. 1 x 10’ Zellen bEnd.3. Der Proteingehalt pro IP wurde nach Proteinbestimmung uber
das Lysatvolumen angeglichen. Die Analyse der VE-Cadherin Phosphorylierung erfolgte im
Westernblot mit einem gegen phosphorylierte Tyrosine gerichteten mAk (PY-20), der
Nachweis des prazipitierten Cadherins erfolgte auf einem separaten Gel oder nach
Dehybridisierung mit den mAbs Cadherin-5 und 11D4.1.

Abb. 3.6 a zeigt das Ergebnis der Experimente fir bEnd.3. In unbehandelten Zellen ist
keine Anderung der VE-Cadherin Phosphorylierung mit zunehmender Zelldichte feststellbar
(linke Seite). Nach Vorbehandlung der Zellen mit Pervanadat fir 5 Min ist eine steigende
Phosphorylierung von VE-Cadherin mit zunehmender Konfluenz der Zellen sichtbar (rechte
Seite). Dies gilt auch fir ein assoziiertes Protein bei ca. 100 kDa, welches sich in seiner

Phosphorylierung wie VE-Cadherin verhalt. Murines VE-Cadherin lauft im Gel als Bande
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bei ca. 120 kDa und wurde jeweils in einem parallelen Blot mit dem mAk 11D4.1
nachgewiesen.

bEnd.3 Endothelioma sind zur Immortalisierung mit dem "Polyoma Middle-T" Antigen
transfiziert (PyM-T). Hierbei handelt es sich um ein virales Protein, welches unter anderem
mit der Kinase pp60°° assoziiert vorliegt (Courtneidge & Smith, 1983). Transformation der
Zellen mit PyM-T greift stark in das zellulare Gleichgewicht aus Phosphorylierung und
Dephosphorylierung ein. Zur Betrachtung der endogenen VE-Cadherin Tyrosin-
Phosphorylierung wurden daher humane Priméarzellen (HUVECS) untersucht.

a b.END-3
nativ 5 Min Pervanadat

IP: | VE-Cadherin | | VE-Cadherin |
Konfluenz : Subk. 24 h 96 h Subk. 24 h 96 h
prosposn ™ 3." — T -
Phosphotyrosin “

— - - a — L

97 97

Blot : e - . - 126 ‘ ‘ ”
VE-Cadherin '

97

97

b HUVEC

nativ 5 Min Pervanadat
IP: | VE-Cadherin | CASK | VE-Cadherin | CASK
Konfluenz : Subk. 24 h 72h 72h Subk. 24 h 72h 72h

Blot :
Phosphotyrosin

Blot :
VE-Cadherin

Abb. 3.6 : VE-Cadherin Phosphorylierung nimmt mit s teigender Zelldichte ab. VE-Cadherin
wurde aus bEnd.3 (a) oder HUVEC (b) immunprazipitiert, welche die Konfluenz bis zu 96 h vor der
Lyse erreicht hatten. Dargestellt sind IPs aus Zellen, welche mit (rechts) oder ohne (links)
Pervanadat behandelt wurden. Tyrosin-Phosphorylierung und die VE-Cadherin Proteinmenge
wurden im Blot nachgewiesen. Der Pfeil gibt die Position von VE-Cadherin an. Als Kontrollantikdrper
fur die IPs diente ein monoklonaler CASK Antikorper.
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Abb. 3.6 b zeigt in HUVEC eine verringerte VE-Cadherin-Phosphorylierung bei
zunehmender Dichte der Zellen. VE-Cadherin lauft als Bande bei 130 Kilodalton. In
Pervanadat-unbehandelten Zellen (linke Seite) sind zuséatzlich phosphorylierte
Assoziationspartner von VE-Cadherin zu sehen: Ein Protein bei 110 Kilodalton (vermutlich
a-Catenin), dessen Phosphorylierung ebenfalls mit steigender Zelldichte abnimmt, sowie
Proteine bei ca. 90, 95 und 115 Kilodalton, deren Phosphorylierung sich nicht andert. Der
zugehoérige VE-Cadherin  Westernblot demonstriert nach Dehybridisierung der

Phosphotyrosinmembran vergleichbare prazipitierte Mengen VE-Cadherin in jeder IP.

Das Ergebnis in unbehandelten Zellen wird sogar nach Vorbehandlung der Zellen mit
Pervanadat erhalten (Abb. 3.6 b rechte Seite): Selbst nach Inhibition von Tyrosin-

Phosphatasen nimmt die Phosphorylierung von VE-Cadherin mit steigender Konfluenz ab.

Allerdings weicht die Phosphorylierung der ko-prazipitierten Proteine deutlich von der
Situation in unbehandelten Zellen ab : Die Proteine, welche in nativen Zellen bei 95 und
115 kDa sichtbar sind, &ndern in Pervanadat-behandelten Zellen, sofern nachweisbar, ihre
Phosphorylierung nicht. An der Position von a-Catenin bei 110 kDa ist kein
Phosphotyrosin-Signal sichtbar. Zusatzlich erscheinen bei ca. 90 kDa und 100 kDa
Proteinpartner, deren Tyrosin-Phosphorylierung ebenfalls mit steigender Konfluenz
abnimmt. Bei diesen Proteinen handelt es sich hdchstwahrscheinlich um y-Catenin und f3-
Catenin, deren Tyrosinphosphorylierung ohne Pervanadat-Vorbehandlung der HUVECSs in
der Zelle kaum oder gar nicht nachweisbar ist. In den Spuren der Kontroll-IPs, fir die ein
Maus-monoklonaler CASK-Antikdrper zum Einsatz kam, lauft ein Protein bei ca. 100 kDa :
CASK.

Insgesamt steht das Ergebnis, obwohl auf eine Inhibition von Phosphatasen mit
Pervanadat verzichtet wurde, im Einklang mit den bereits publizierten Daten von
Lampugnani et al., welche in HUVEC ebenfalls eine Dephosphorylierung von VE-Cadherin
bei steigender Zelldichte beschrieben. In PyM-T transfizierten Endothelioma ist der Effekt

nicht zu beobachten.

Die Experimente demonstrierten weiterhin den starken Eingriff der Pervanadat-Behandlung
in die Grundphosphorylierung zellularer Proteine Uber eine bloRe Amplifikation des
Phosphotyrosin-Signales, wie von Lampugnani et al. behauptet, hinaus. Durch die Stérung
des empfindlichen Gleichgewichtes zwischen Kinasen und Phosphatasen in der Zelle a3t
die Vorbehandlung mit Pervanadat keinen objektiven Rickschluf3 auf die Phosphorylierung
von Proteinen im nativen Zellkontext zu. Im Falle von VE-Cadherin ist die Phosphorylierung

mit und ohne Pervanadat vergleichbar, flr assoziierte Proteine gilt dies nicht.
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3.1.3 Untersuchung der VE-PTP Funktion mittels sSiRN A

Aufgrund der in den beiden vorherigen Kapiteln dargestellten Daten ergibt sich eine
Koinzidenz zwischen der Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin und seiner
Assoziation mit der Tyrosin-Phosphatase VE-PTP, da beide Effekte verstarkt bei
steigender Zelldichte auftreten. Es kann daher eine Beteiligung von VE-PTP an der
Regulierung der VE-Cadherin Funktion tiber dessen Phosphorylierung in Betracht gezogen

werden.

Die experimentelle Prifung diese Hypothese erfordert Methoden =zur direkten
Manipulierung der VE-PTP Expression in der Zelle. Endothelioma, welche aus homozygot
defizienten Mausen (Knock-Out Mausen) gewonnen wurden, befinden sich im Stadium der
Charakterisierung, und werden ein wichtiges Werkzeug zur Aufklarung der VE-PTP
Funktion sein. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit waren diese Zellen jedoch noch nicht
verfugbar. Daher wurde die relativ neue, aber bereits weit verbreitete Technologie der
RNA-Interferenz (siRNA) zum Ausschalten der VE-PTP Expression in Endothelzellen

eingesetzt (siehe Einleitung).

3.1.3.1 Etablierung von siRNA fur VE-PTP in HUVEC

Um die Bedeutung von VE-PTP fur die VE-Cadherin Phosphorylierung zu testen, wurde ein
SiRNA System zum selektiven Ausschalten der VE-PTP-Expression in HUVEC etabliert.
HUVEC wurden mit dem AMAXA Transfektionssystem mit doppelstrdngigen RNA-
Oligonukleotide transfiziert, wie in 2.2.3.7 beschrieben. Zu verschiedenen Zeiten nach dem
Ausplattieren der Zellen wurden Totallysate hergestellt, von denen nach einer
Proteinbestimmung gleiche Proteinmengen auf ein Gel aufgetragen und geblottet wurden.
Abb. 3.7 a zeigt Westernblots mit Antikbrpern gegen VE-PTP (polyklonales Serum
VEPTPc) und B-Catenin (mAk anti 3-Catenin). Von den sechs getesteten Oligonukleotiden
fuhren zwei (# 82 und # 317) zu einer sehr deutlichen Reduktion der VE-PTP
Proteinexpression nach 24 h. Die Expression von B-Catenin ist dagegen nicht betroffen.

Der siRNA Effekt auf die VE-PTP Expression ist allerdings relativ kurzlebig, wie in Abb. 3.7
b dargestellt. Hier wurden Totallysate zu drei Zeitpunkten nach der Transfektion hergestellt
und auf VE-PTP und B-Catenin Expression hin analysiert. 48 h nach Transfektion des
aktivsten Oligonukleotides #82 hat sich der VE-PTP Proteingehalt bereits deutlich erhoht;
72 h nach Transfektion liegt er wieder auf Kontrollniveau. Das inaktive Oligonukleotid # 128

zeigt zu keiner Zeit einen Effekt auf die Expression von VE-PTP oder (3-Catenin. Eine
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Optimierung der Transfektionsbedingungen fiihrt zu einer weiteren Verbesserung des
SiRNA induzierten Knock-downs der VE-PTP Expression in HUVEC (siehe folgendes
Kapitel 3.1.3.2).

SiRNA bietet in HUVEC die Mdglichkeit, die Expression von VE-PTP fir 24 - 48 h zu

verringern. Der Effekt ist nach einem Tag am ausgeprégtesten.

a
Oligo #: | 45 | 81 |82 | 128 | 141 | 317 |HUV|
=1~ - | -~ kb —]
VE-PTP

207
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Blot :
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Zeit : 24h|48h|72h 24h |48h|72h HUV
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VE-PTP T N — -—
207

Blot : _

B-Catenin 117 “——— — — — -

95

Abb. 3.7 : Knock-Down von VE-PTP mittels doppelstra  ngiger RNA-Oligonukleotide in HUVEC.
Doppelstrangige RNA Oligonukleotide wurden mit dem AMAXA System in HUVEC transfiziert. Der
Nachweis von VE-PTP erfolgte im Westernblot mit einem polyklonalen Serum, von (-Catenin mit
einem mAk. (a) : Test der sechs Oligonukleotide.  Totallysate der Zellen wurden nach 24 h
hergestellt und gleiche Proteinmengen (BCA-Test) auf ein Gel aufgetragen. Die Oligonukleotide Nr.
82 und 317 fuhren zu einer deutlich verringerten Expression von VE-PTP, nicht jedoch von [3-
Catenin. (b) : Zeitkinetik des siRNA induzierten Knock-Downs von VE-PTP. 24 h, 48 hund 72 h
nach Transfektion mit dem inhibierenden Oligonukleotid # 82 und dem inaktiven Oligonukleotid #
128 wurden die Zellen lysiert und gleiche Proteinmengen auf ein Gel aufgetragen. Nach 48 h ist der
SiRNA-Effekt des Oligonukleotids # 82 bereits deutlich vermindert. Zur Kontrolle der Protein-
Expression wurde Lysat von nicht-transfizierten HUVECs mit untersucht (HUV).
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3.1.3.2 Knock-down von VE-PTP mittels siRNA fuhrt zu einer erhdhten VE-
Cadherin Phosphorylierung in HUVEC

Im Folgenden wurde untersucht, ob VE-PTP in Endothelzellen VE-Cadherin
dephosphoryliert und als Kandidaten-Phosphatase zur Regulierung von dessen Funktion in
Betracht kommt. Sollte zwischen der verstarkten VE-PTP - VE-Cadherin Assoziation und
der verringerten VE-Cadherin Phosphorylierung in konfluenten Zellen ein Zusammenhang
bestehen, mifite das selektive Ausschalten von VE-PTP bei hoher Zelldichte eine erhdhte

Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin zur Folge haben.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde VE-PTP in HUVECs mittels siRNA inhibiert und
VE-Cadherin mit dem mAk CD-144 immunprazipitiert. Die Tyrosinphosphorylierung von
VE-Cadherin wurde im Westernblot mit dem mAk PY-20 detektiert und das prazipitierte
Protein auf der gleichen Membran nach Dehybridisierung mit dem mAk Cadherin-5
nachgewiesen. Die VE-PTP Expression nach siRNA wurde in den Lysaten mit dem
polyklonalen Serum VEPTPc Uberprift. Abb. 3.8 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen
Experimentes.

Die VE-PTP-Expression im Triton-Lysat ist nach siRNA gegen das humane Ortholog der
Phosphatase (hPTP-B) im Vergleich zur Kontrolle stark verringert. Die VE-Cadherin
Tyrosinphosphorylierung nimmt nach siRNA gegen VE-PTP deutlich zu. Es wurden gleiche
Mengen Protein immunprazipitiert, wie der Blot gegen VE-Cadherin zeigt.

Problematisch fur das Experiment gestaltete sich der Diskrepanz zwischen dem
Assoziationsgrad von VE-PTP und VE-Cadherin, welcher in HUVEC erst bei hoher
Zelldichte gut nachweisbar wird (siehe Kapitel 3.1.2.1 ), und dem relativ kurzlebigen siRNA
Effekt auf VE-PTP (siehe Kapitel 3.1.3.1 ). Die experimentellen Bedingungen muf3ten daher
so gewahlt werden, daf3 innerhalb von maximal 48 h ein mdglichst hoher Assoziationsgrad
von VE-PTP und VE-Cadherin erreicht wird. Daher wurden fir jede einzelne IP zwei
Transfektionen zu einer Zelldichte von tber 3 x 10° Zellen / 60mm Zellkulturschale
zusammengelegt, wodurch die Zellen sofort zu einem konfluenten Zellrasen wuchsen. 48 h
nach der Transfektion und bei sehr hoher Zelldichte wird der Effekt von VE-PTP auf die

VE-Cadherin Tyrosinphosphorylierung biochemisch analysierbar.
ZusammengefalRt  sprechen die  Ergebnisse fir eine  VE-PTP-abhangige

Dephosphorylierung von VE-Cadherin in HUVECs. Damit kommt VE-PTP als Kandidaten-
Phosphatase fur die Regulierung der VE-Cadherin Phosphorylierung in Frage.
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SiRNA : VE-PTP Kontrolle
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Abb. 3.8 : Inhibition von VE-PTP mittels siRNA fuhr t zu verstarkter VE-Cadherin
Phosphorylierung in HUVEC. VE-Cadherin wurde aus HUVEC immunprazipitiert, welche mit
SsiRNA-Oligonukleotiden gegen VE-PTP oder Kontroll-Oligonukleotiden transfiziert wurden. Tyrosin-
Phosphorylierung und die prazipitierte VE-Cadherin Proteinmenge wurden im Blot nachgewiesen.
Die siRNA bewirkt eine stark verminderte Expression von VE-PTP in den Lysaten, wie anhand des
Blots gezeigt.

3.1.3.3 siRNA-induziertes Ausschalten von VE-PTP in  HUVECS fuhrt zu
erhohter transendothelialer Migration von Polymorph onukledren Neutrophilen

Die herrschende Meinung in der Literatur favorisiert das Modell einer relativ aufgelockerten
Adherens Junction in subkonfluenten Endothelzellen, welche durch stark phosphorylierte
VE-Cadherin Molekile aufgebaut wird. Mit steigender Zelldichte kommt es zu einer
Verfestigung der Zell-Zellkontakte, die mit einer verringerten VE-Cadherin
Phosphorylierung einhergeht (Bazzoni & Dejana, 2004, siehe auch Einleitung ). Die in
Kapitel 3.1.2.2 gezeigten Daten zur endogenen Tyrosin-Phosphorylierung von VE-
Cadherin in HUVEC stehen hiermit im Einklang.

Als eventuelle Erweiterung dieses Modells sprechen die in den letzten Kapiteln
vorgestellten Daten fir eine physiologisch regulierte Assoziation von VE-PTP und VE-
Cadherin, welche mit hoherer Zelldichte zunimmt und moglicherweise durch
Dephosphorylierung von VE-Cadherin zu einer Festigung der endothelialen Zell-

Zellkontakte beitragt.

Um die Bedeutung von VE-PTP fur die VE-Cadherin Funktion zu untersuchen, wurden
Versuche zur transendothelialen Migration (TEM) von Neutrophilen mit HUVEC
durchgefuhrt. Der TEM-Versuch dient hierbei als Indikator fur die Integritéat des
Zellkontaktes. Sollte VE-PTP bei der VE-Cadherin-abhédngigen Etablierung von festen

Zellkontakten ein Rolle spielen, mufte das Ausschalten der Phosphatase bei hoher
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Zelldichte zu einer Auflockerung des Zellkontaktes und damit zur verstarkten TEM von
Neutrophilen durch eine Endothel-Zellschicht flhren.

Fur den Versuch wurden HUVECs mit siRNA Oligonukleotiden gegen VE-PTP oder
Kontroll-Oligonukleotiden transfiziert und in sehr hoher Dichte in 24-well Zellkulturschalen
ausgesat, welche ein Deckglaschen enthielten (2.2.3.9). Die Zellen konnten so auf dem
Deckglas anwachsen und nach Fixierung mikroskopisch untersucht werden. 24 h nach
Transfektion wurden zu den Zellen humane Granulozyten gegeben, welche
polymorphonukledre Neutrophile (PMNs) enthalten. Nach Transmigration durch die
HUVEC Zellschicht sind diese lichtmikroskopisch von adhéarenten, nicht transmigrierten
PMNs gut unterscheidbar (siehe Abb. 3.9 b). Zuséatzlich wurden in den Versuchen
HUVECSs eingesetzt, welche vor Zugabe der Neutrophilen fir 2 h mit einem monoklonalen
Antikbrper gegen VE-Cadherin oder p-Catenin behandelt wurden. Beide Antikérper
besitzen den gleichen Isotyp und Hersteller. Der verwendete mAk Cadherin-5
beeintrachtigt die Stabilitat der Adherens Junction, indem er an die extrazellulare Domane
von VE-Cadherin bindet und die parazellulare Permeabilitat von HUVECs erhoht (Corada
et al., 2001).

Abb. 3.9 a zeigt die Auswertung eines reprasentativen Experimentes. Das siRNA
vermittelte Ausschalten von VE-PTP hat einen signifikanten Anstieg der TEM von
Neutrophilen zur Folge (schwarzer Balken). Zwei zur Kontrolle transfizierte unverwandte
Oligonukleotide, darunter ein gegen die cytosolische Kinase CSK gerichtetes, haben
keinen Effekt auf die Transmigration (weil3e Balken). Die Destabilisierung der endothelialen
Adherens Junction durch Vorinkubation der HUVECs mit Cadherin-5 Antikérpern fuhrt zu
einem starken Anstieg der TEM (dunkelgrauer Balken). Die KontrollantikGrper gegen [3-

Catenin bewirken dagegen keine veranderte Transmigration (hellgrauer Balken).

Die Experimente argumentieren flr eine wichtige Rolle von VE-PTP bei der
transendothelialen Migration von Neutrophilen. Dieser Effekt ist Uber eine verstarkte
Phosphorylierung von VE-Cadherin nach Ausschalten von VE-PTP und eine damit
verbundene Abnahme der Stabilitat des Zell-Zellkontaktes in HUVEC erklarbar.
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Abb. 3.9 : Inhibition von VE-PTP mittels siRNA in H UVEC fiihrt zu erhéhter Transmigration
von Neutrophilen. HUVEC wurden mit verschiedenen dsRNA Oligonukleotiden transfiziert
(schwarze und weil3e Balken), bzw. mit Antikérpern gegen VE-Cadherin und Beta-Catenin behandelt
(graue Balken) und auf Deckglaschen ausgesat. Humane Neutrophile wurden zu den HUVEC
gegeben, und der Prozentsatz der transmigrierten Zellen bezogen auf die Kontrolle dargestellt. (a) :
Auswertung eines reprasentativen Experimentes. [0 = p<0.001. Phasenkontrast-Bilder nach 21-
minltiger Transmigration von PMNSs. Pfeile markieren transmigrierte Neutrophile, die wie dunkle
Ovale aussehen. Adhéarente Zellen erscheinen als lichtbrechende Kugeln.
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3.1.3.4 siRNA-induziertes Ausschalten von VE-PTP in  HUVECSs fihrt zu
veranderter parazellularer Permeabilitat

Um einen weiteren Hinweis auf die funktionelle Beteiligung von VE-PTP an der Integritat
des endothelialen Zellkontaktes zu erhalten, wurden Permeabilitdtsversuche an HUVEC
durchgefuhrt. Diese Versuche fanden auf Transwell-Filtern statt. In Abhangigkeit von der
Zellkontaktstarke kann FITC-Dextran auf parazellularem Wege mehr oder weniger effizient
durch die Zellschicht diffundieren.

Hierfir wurden HUVECs mit siRNA Oligonukleotiden gegen VE-PTP oder Kontroll-
Oligonukleotiden transfiziert und in hoher Dichte auf Transwell-Filter ausgesét (2.2.3.10).
Als Kontrolle wurden auch HUVECs mit den in 3.1.3.3 verwendeten Antikorpern gegen VE-

Cadherin und B-Catenin vorinkubiert.
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Abb. 3.10 : Knock-Down von VE-PTP mittels siRNA fih rt zu veranderter parazellularer
Permeabilitat in HUVEC. HUVEC wurden mit verschiedenen dsRNA Oligonukleotiden transfiziert
(schwarze und weil3e Balken), bzw. mit Antikdrpern gegen VE-Cadherin und Beta-Catenin behandelt
(graue Balken) und auf Transwell-Filtern ausgesat. Die relative parazellulare Permeabilitat von 40
kDa FITC-Dextran im Vergleich zur Kontrolle ist dargestellt. O0: p < 0,05, [11: p < 0,001

Das Ergebnis eines reprasentativen Versuches ist in Abb. 3.10 gezeigt. Die siRNA gegen
VE-PTP fuhrt im Vergleich zur Kontrolle zu einem statistisch signifikanten Anstieg der
Permeabilitat um ca. 20 %. Sie hebt sich jedoch nicht gegen den Effekt des Kontroll-

Antikorpers ab, der einen vergleichbaren Effekt bewirkt. Die Inkubation der Zellen mit
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Cadherin-5 Antikérpern fihrt zu einem stark erhohten Anstieg der parazellularen
Permeabilitat.

HUVECSs sind nur schlecht fir Diffusionsversuche auf Transwell-Filtern geeignet, da sie
sehr empfindlich z.B. auf Anderungen des pH-Wertes im Medium oder mechanische
Stérung durch Zupipettieren von L6sungen reagieren. Die TEM-Versuche auf
Deckglaschen boten die Mdglichkeit, den HUVEC Zellrasen direkt zu beurteilen und
beispielsweise Lécher von der Auswertung auszuschlieRen. Eine vergleichbare Beurteilung
des Zellrasens auf Transwell-Filtern ist durch Gegenfarbung der Zellen beispielsweise mit
Filipin mdglich. Allerdings kommt es bei der Farbeprozedur selbst aufgrund der zahlreichen
notwendigen Waschschritte bereits zu Léchern im Zellrasen, die eine objektive Bewertung

des Experimentes erschweren.

Die Ergebnisse der Permebilitdtsversuche sind nur bedingt aussagekraftig und kénnen
nicht als Unterstitzung fir die aus den TEM-Versuchen gewonnen Daten dienen, welche
fur eine Beteiligung von VE-PTP an der Aufrechterhaltung eines festen Zell-Zellkontaktes in

Endothelzellen hoher Dichte sprechen.
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3.2 Untersuchungen zum Effekt der Ligation von ICAM -1 auf die
VE-Cadherin-Phosphorylierung

Das "Intercellular Cell Adhesion Molecule -1" (ICAM-1) ist ein wichtiges kostimulatorisches
Zelladhasionsmolekil, welches unter anderem auf Endothel und Leukozyten exprimiert
wird. Endotheliales ICAM-1 vermittelt die feste Adhasion von Leukozyten lber die Bindung
an deren PB2-Integrine LFA-1 und MAC-1 und spielt daher eine wichtige Rolle beim
mehrstufigen Modell der Leukozyten-Extravasation (siehe Einleitung ).

Die antikdrpervermittelte Ligation von ICAM-1 ("Crosslink”) hat, wie in zahlreichen
Vorarbeiten untersucht wurde, eine tiefgreifende Umorganisation des Cytoskeletts zur
Folge. Dies wird uber die direkte Phosphorylierung von Cytoskelett-assoziierten Proteinen
oder von Komponenten der Signalwege, welche diese Molekile zum Ziel haben, erreicht.
Umstrukturierungen am Cytoskelett sind eine Voraussetzung fur die Transmigration von
Leukozyten (fir Ubersichtsartikel : Greenwood et al., 2002, Wang & Doerschuk, 2002).

3.2.1 ICAM-1 abhangige Phosphorylierung von VE-Cadh erin

Wegen der Bedeutung von ICAM-1 fir die Transmigration von Leukozyten lag die
Vermutung nahe, daR VE-Cadherin, welches ein fir den endothelialen Zell-Zellkontakt
wichtiges Zelladhasionsmolekil ist, ebenfalls ein Ziel der ICAM-1 Signalwege sein kénnte.
Um diese Hypothese und deren funktionelle Konsequenzen zu testen, wurden Ligations-
Versuche mit ICAM-1 Antikoérpern an bEnd.5 Endothelioma durchgefuhrt.

3.2.1.1 ICAM-1 Ligation fuhrt zu transienter Phospho  rylierung von VE-
Cadherin in Endothelioma

Aufgrund der in der Einleitung zusammengefaldten Vorarbeiten, welche die Implikation von
ICAM-1 in wichtige zellulare Signalwege demonstrieren, wurde die Untersuchung einer
ICAM-1 abhangigen Modulierung der VE-Cadherin Phosphorylierung vorgeschlagen.

Hierfir wurden Immunpréazipitationen von VE-Cadherin aus bEnd.5 Endothelioma nach
"Crosslink" von ICAM-1 durchgefihrt. bEnd.5 sind aufgrund ihrer Morphologie flr
funktionelle Versuche gut geeignet und exprimieren, im Gegensatz zu bEnd.3, nach TNF-a
Stimulation groRe Mengen ICAM-1 auf der Zelloberflache. Wie in 2.2.2.13 beschrieben,
wurden 60 mm Zellkulturschalen bEnd.5 mit einer Kombination von zwei mAbs gegen
ICAM-1 behandelt (primarer Antikoérper). Fir den eigentlichen "Crosslink™ wurden die an die

Zellen gebundenen mAbs mit einem polyklonalen Serum quervernetzt (sekundarer
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Antikorper). Zu definierten Zeiten nach Zugabe des sekundéren Antikorpers wurden die
Zellen lysiert und VE-Cadherin mit einem polyklonalen Kaninchenserum (C5)
immunprazipitert. Die VE-Cadherin Phosphorylierung wurde im Westernblot mit einem mAk
spezifisch fur Tyrosin-Phosphate (PY-20) nachgewiesen, das prazipitierte Protein mit dem
mAk 11D4.1.

Abbildung 3.11 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes. Im
Phosphotyrosinblot sind die Signale dreier phosphorylierter Proteine sichtbar : VE-Cadherin
bei ca. 117 kDa (Pfeil), sowie zwei assoziierte Proteine bei ca. 100 und 95 kDa. Bei ihnen
handelt es sich hdchstwahrscheinlich um a- und B-Catenin. Der in den Spuren 3-7
durchgefuhrte "Crosslink" von ICAM-1 zeigt eine voribergehende Zunahme der
Phosphorylierung von VE-Cadherin 15-20 Min nach Zugabe des sekundaren Antikorpers.
Nach 30 min ist die Phosphorylierung wieder auf das Ausgangsniveau zurtickgegangen.
Parallel werden auch die Catenine verstarkt phosphoryliert, wenn auch nicht in gleichem
MalRe wie VE-Cadherin. Der direkte Nachweis von VE-Cadherin auf der gleichen Membran

nach Dehybridisierung demonstriert vergleichbare immunprazipitierte Proteinmengen.
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Abb. 3.11 : Ligation von ICAM-1 fihrt zu transiente  r Phosphorylierung von VE-Cadherin in
bEnd.5 Endothelioma. bEnd.5 wurden mit Antikérpern gegen ICAM-1 (Spur 3-7) inkubiert und mit
einem polyklonalen Sekundarantikdrper fir 5 - 30 min ligiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit
ICAM-1 Antikérpern (Spur 1) oder nur mit sekundarem Antikdrper (Spur 2) behandelt, zusétzlich
wurden die Zellen mit Antikérpern gegen Endomucin (7C7.1) allein (Spur 8) inkubiert, bzw. fur 20
Min mit Sekundarantikérpern quervernetzt (Spur 9). Nach Immunprazipitation von VE-Cadherin
wurden die Tyrosin-Phosphorylierung und VE-Cadherin  Proteinmenge im Westernblot
nachgewiesen. Die Pfeile verweisen auf VE-Cadherin.
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Die Kontrollen fur das Experiment sind in den Spuren 1-2 und 8-9 zu sehen. Hier wurde fir
den ICAM-1 "Crosslink" auf den priméaren (Spur 2), beziehungsweise auf den sekundéren
Antikorper (Spur 1) verzichtet und die VE-Cadherin Phosphorylierung nach 20 Min
analysiert. Zudem wurde ein mAk gegen das Oberflachenantigen Endomucin (7C7.1) als
priméarer Antikorper allein (Spur 8) oder nach 20-mindtigem "Crosslink” mit dem
sekundaren Antikdrper (Spur 9) eingesetzt. Diese Kontrollen fiihrten zu keiner verstarkten

Phosphorylierung des Cadherins.

Fiur eine transiente VE-Cadherin Phosphorylierung ist eine Quervernetzung mit sowohl
primaren als auch sekundaren Antikdrper gegen ICAM-1 notwendig. Der Effekt ist 15-20
Min nach "Crosslink" nachweisbar und nimmt anschlie3end wieder ab. Zusammenfassend
argumentieren die Ergebnisse fir VE-Cadherin als neues Ziel der ICAM-1 abhangigen

Signaltransduktionswege.

3.2.1.2 Beteiligung von Src - Kinasen an der ICAM- 1 vermittelten
Phosphorylierung von VE-Cadherin

Wie in der Einleitung beschrieben, aktiviert die Quervernetzung von ICAM-1 die
Proteinkinase pp60°° und die GTPase Rho. Beide Signalwege Uberschneiden sich in ihrer
Wirkung auf das Aktin-Cytoskelett. Aufgrund neuer Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe
Vestweber erscheint eine Beteiligung von Src-Kinasen an der Regulierung der VE-
Cadherin Funktion auRerst wahrscheinlich (Baumeister et al., Manuskript eingereicht).
Zudem wurde von Wang et al., 2003 eine Aktivierung von Src-Kinasen nach ICAM-1
Ligation in humanen mikrovaskularen Endothelzellen gezeigt. Dagegen hat die Inhibition
von Rho durch Mikroinjektion einer dominat-negativen Mutante oder des spezifischen Rho-
Inhibitors C3-Transferase in Endothelzellen keinen Effekt auf die VE-Cadherin Lokalisation
und Bildung neuer endothelialer Zell-Zellkontakte (Braga et al., 1999). Daher wurde die
Beteiligung von Src-Kinasen an der transienten Phosphorylierung von VE-Cadherin nach
ICAM-1 Ligation untersucht.

Hierfir wurden bEnd.5 Endothelioma mit einem sehr spezifischen pharmakologischen
Inhibitor fir Kinasen der Src-Familie behandelt : SU-6656. Die Zugabe des Inhibitors zu
den Zellen oder von DMSO in Kontrollexperimenten erfolgte fir 30 Min wéahrend der
Inkubation mit den priméren mAbs gegen ICAM-1. Danach wurden die Zellen analog zu
den Versuchen des vorherigen Kapitels mit dem sekundaren Antikérper behandelt und zu

den angegebenen Zeiten lysiert. Abb. 3.12 zeigt das Ergebnis der Versuche.
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Die Kontrollbehandlung der Zellen mit DMSO fuhrt nach 17,5 minttigem Crosslink, einem
Zeitpunkt, der zwischen 15 und 20 Minuten gewahlt wurde, zu einer deutlich verstarkten
Phosphorylierung von VE-Cadherin, wie auch in 3.2.1.1 dargestellt. Die Hemmung von Src-
Kinasen mit SU-6656 verhinderte diese ICAM-1 abhangige Phosphorylierung. Die
assoziierten Catenine sind auch nach Src-Inhibition stark phosphoryliert, obwohl die
Gesamtphosphorylierung von Proteinen auf der Membran schwacher ist als in der DMSO-
Kontrolle. Nach Dehybridisierung der Membran wurde im Westernblot vergleichbare

Mengen prazipitiertes VE-Cadherin nachgewiesen.

Aufgrund der hohen Spezifitdt des eingesetzten Inhibitors fir Kinasen der Src-Familie
(Blake et al., 2000), kann auf eine direkte Beteiligung von Src-Kinasen bei der ICAM-1-

ligationsabhangigen Phosphorylierung von VE-Cadherin geschlossen werden.

IP : VE-Cadherin + DMSO + Src-Inhibitor
2.Ak 5 175" 30 2Ak 5 17,5 30°
Blot : 117 117
Phospho-Tyrosin = D S S
Blot - - ——
VE-Cadherin
o5 5

Abb. 3.12 : Inhibition von Src-Kinasen verhindert d ie ICAM-1-abhéangige VE-Cadherin
Phosphorylierung. bEnd.5 Endothelioma wurden mit Src-Kinase Inhibitor SU-6656 oder DMSO
behandelt. ICAM-1 wurde mit monoklonalen Antikbérpern und mit einem polyklonalen
Sekundarantikorper fir 5 - 30 min quervernetzt. Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit sekundarem
Antikoérper (2.Ak) behandelt. Nach Immunprazipitation von VE-Cadherin wurden die Tyrosin-
Phosphorylierung und VE-Cadherin Proteinmenge im Westernblot nachgewiesen. Die Pfeile
verweisen auf VE-Cadherin.
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3.2.2 ICAM-1 abhangige Anderung der Assoziation von VE-PTP und VE-
Cadherin

Wie in Kapitel 3.1.3.2 gezeigt, fuhrt der siRNA-induzierte Ausfall von VE-PTP in HUVEC
zu einer erhéhten Phosphorylierung von VE-Cadherin. Zur Beantwortung der Frage, ob im
umgekehrten Falle die Manipulierung der VE-Cadherin-Phosphorylierung eine veranderte
Assoziation mit VE-PTP zur Folge hat, sind in HUVEC jedoch die experimentellen
Mdglichkeiten nicht gegeben. Die Maus-Endotheliomalinie bEnd.5 bietet dagegen mit der
Quervernetzung von ICAM-1 die Mdglichkeit, die Phosphorylierung von VE-Cadherin
vortibergehend zu erhdhen. Da jenes "Crosslinking" einen Teil der Adhasionskaskade von
Leukozyten an Endothel simuliert, ist auch die Frage nach der Auswirkung auf den
Zellkontakt berechtigt. Wie in der Einleitung ausgefiihrt, ist die Destabilisierung der
endothelialen Adherens Junction eine notwendige Voraussetzung fir die Transmigration
von Leukozyten durch den parazellularen Spalt. Nach erfolgter Migration muf3 die
Barrierefunktion des Endothels ziigig wiederhergestellt werden. Die schnelle und transiente
Veradnderung der Phosphorylierung des Cadherin-Catenin Komplexes kdnnte bei der
Lockerung der endothelialen Barrierefunktion wahrend der transendothelialen Migration

von Leukozyten von Bedeutung sein.

Daher wurde die ICAM-1 Quervernetzung im folgenden Experiment eingesetzt, um die
Assoziation von VE-Cadherin mit VE-PTP nach vortubergehend erhéhter Phosphorylierung
von VE-Cadherin zu untersuchen. Hierflr wurden Ko-Immunprazipitationen beider Proteine
durchgefuhrt. Als Material dienten bEnd.5 Endothelioma, welche auf 100 mm
Zellkulturschalen wie in 2.2.2.13 beschrieben mit priméren und sekundéren Antikoérpern
gegen ICAM-1 behandelt wurden. Zu den angegebenen Zeiten wurden die Zellen lysiert
und VE-PTP mit einem polyklonalen Kaninchenserum immunprazipitiert. Die Phosphatase
wurde im Westernblot mit dem mAk 109.3 nachgewiesen, das assoziierte VE-Cadherin mit
dem mAk 11D4.1.

Abb. 3.13 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes. Dort ist fiunf Minuten
nach "Crosslink" eine starke Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin sichtbar, welche
nach 17,5 und 30 Min abnimmt (Spur 3-5). In den Kontrollexperimenten (Spuren 1+2),
welche nach 5 Minuten analysiert wurden, ist ebenfalls eine verstarkte Assoziation nach
Zugabe der primaren, nicht jedoch der sekundaren Antikérper zu verzeichnen. Dies deutet
darauf hin, dal3 die Bindung der primaren Antikorper an ICAM-1 allein bereits eine
Verstarkung der Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin Uber ein Grundniveau heraus
(Spur 2) bewirkt.
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Allerdings kann die Zugabe der primaren Antikorper selbst bereits zu einer Quervernetzung
von ICAM-1 fuhren, da zwei monoklonale Antikdrper eingesetzt wurden, die gegen
unterschiedliche Epitope des Molekils gerichtet sind. Auf die Phosphorylierung von VE-
Cadherin hat der primare Antikdrper allein jedoch keinen Einflul3; fir diesen Effekt ist die
zusatzliche Quervernetzung ("Super Crosslink™) mit dem sekundaren Antikorper notig
(siehe Kapitel 3.2.1.1).

Die Bedeutung des kurzfristigen Anstieges der Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin
ist unklar, sie steht wahrscheinlich nicht im Zusammenhang mit der Phosphorylierung von
VE-Cadherin nach ICAM-1 "Crosslink".

IP: VE-PTP ICAM-15" |ICAM-1 Crosslink
1.Ak 2.Ak 5 175 30
1 2 3 4 5

Blot :
VE-PTP 207 =—

Blot :
. —_— - -
VE-Cadherin 117

Abb. 3.13 : ICAM-1 Crosslink verandert die Assoziat ion von VE-PTP und VE-Cadherin. bEnd.5
wurden mit Antikbrpern gegen ICAM-1 (Spur 3-5) inkubiert und mit einem polyklonalen
Sekundarantikorper fir 5 - 30 min quervernetzt. Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit ICAM-1
Antikérpern (Spur 1) oder nur mit sekundarem Antikérper (Spur 2) behandelt und nach 5 Min
analysiert. Nach Immunprazipitation von VE-PTP wurden koprazipitiertes VE-Cadherin sowie die
VE-PTP Proteinmenge im Westernblot nachgewiesen.

3.2.3 Parazelluldre Permeabilitdt nach ICAM-1 Crossl ink auf bEnd.5

Um die funktionellen Auswirkungen der ICAM-1 vermittelten transienten Phosphorylierung
von VE-Cadherin auf den Zell-Zellkontakt zu Uberpriufen, wurden an bEnd.5
Diffusionsversuche zur parazellularen Permeabilitdt vorgenommen. Dem bereits
ausgefuhrten Modell entsprechend (siehe Einleitung ) fihrt eine Zunahme der VE-
Cadherin Phosphorylierung zu einer Destabilisierung der Adherens Junction, verbunden

mit steigender parazellulare Permeabilitat. Ein lockerer Zellkontakt ware vorstellbar, da er
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den am Endothel adharierten Leukozyten die Transmigration erleichtern wirde. Unklar ist
jedoch, ob die Transmigration von Leukozyten zu einer erhdhten Permeabilitdt des
Endothels fuhrt. Beobachtungen von van Buul et al., 2002 lieRen keine verstarkte

endotheliale Permeabilitdt nach ICAM-1 Ligation erkennen.

Die Permeabilititsversuche wurden wie in 2.2.3.10 beschrieben mit bEnd.5 Endothelioma
auf Transwell-Filtern durchgefuhrt. Die Bedingungen fur die ICAM-1 Quervernetzung
wurden dem Versuchsaufbau entsprechend abgewandelt : Die Inkubation mit den priméaren
Antikorpern fand 45 Min statt, der sekundare Antikorper wurde zusammen mit 0,5 mg/ml 40
kDa FITC-Dextran fir 1 h zu den Zellen gegeben. Ein eventueller, "Crosslink"-bedingter
transienter Effekt auf die parazelluldare Permeabilitdt kdnnte so Uber die lange Diffusionszeit
hinweg integriert werden. Kirzere Inkubationszeiten sind aufgrund der langsamen Diffusion

des Farbstoffes schwer realisierbar.

Abb. 3.14 zeigt reprasentative Permeabilitdtsversuche. ICAM-1 "Crosslink” (Abb. 3.14 a)
fuhrt zu einer leichten Abnahme der parazellularen Permeabilitdt um ca. 20 % (Balken
"ICAM-1 XL"). Der gleiche Effekt ist auch nach Zugabe des primaren Antikorpers allein
sichtbar (Balken "ICAM-1 AK"). Die Zugabe des sekundaren Antikdrpers ohne den
primaren hat keinen Effekt auf die Permeabilitat (Balken "2. AK"). "Mock" gibt die Zugabe
von Medium ohne Antikdrper an, um Einflisse durch mechanische Stdérungen oder pH -
Anderung auszuschlieRen.

In Kontroll-Experimenten (Abb. 3.14 b), in denen der mAk 7C7.1 gegen Endomucin als
primarer Antikbrper eingesetzt wurde, ist eine leichte Abnahme der Permeabilitat um ca. 10
% nach "Crosslink" zu verzeichnen (Balken "7C7 XL"). Dieser Effekt tritt nur nach Zugabe
beider Antikérper auf (vgl. Balken "7C7 AK" und "2. AK"), und ist daher auf die
Quervernetzung des Oberflachenantigens zuriickzufihren. Weitere Experimente, in denen
niedermolekulares 4 Kilodalton FITC-Dextran zur Diffusion eingesetzt wurde, zeigten keine

Unterschiede in der Permeabilitat (nicht gezeigte Daten).

im Falle von ICAM-1 beruht der beobachtete Rickgang der Permeabilitat wieder allein auf
der Wirkung der primaren Antikérper. Auch in Kapitel 3.2.2 ist der beobachtete Effekt nicht
in Verbindung mit der Quervernetzung des Proteins durch den sekundaren Antikdrper zu
sehen. Wie bereits erwahnt, kdénnte die Zugabe des primaren Antikorpers selbst bereits zu
einer Ligation von ICAM-1 fuhren. Da im Kontrollversuch die Quervernetzung von
Endomucin schon zu einer leichten Reduktion der Permeabilitdt fuhrt, ist die

Aussagefahigkeit der Versuche zur parazellularen Permeabilitat insgesamt sehr fragwirdig.
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Abb. 3.14 : ICAM-1 Antikérper bewirken eine Abnahme der Permeabilitat von bEnd.5 Zellen.
bEnd.5 auf Transwell-Filtern wurden mit Antikérpern gegen ICAM-1 (@) inkubiert und mit einem
polyklonalen Sekundarantikérper fir 1h in Prédsenz von FITC-Dextran quervernetzt. Zur Kontrolle
wurden die Zellen nur mit Endomucin-Antikérpern (b) behandelt. Das Ergebnis der Diffusion ist als
relative Permeabilitdt bezogen auf die ,Mock“-Kontrolle ohne Antikérper dargestellt. Abkirzungen :
XL = Crosslink, Ak = Antikorper.
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3.3 Suche nach neuen VE-PTP Interaktionspartnern

Um weiteren Aufschlul3 tber die Funktion der Vaskuldren Endothelialen Protein-Tyrosin
Phosphatase (VE-PTP) zu erhalten, wurde auf biochemischem Wege nach
Interaktionspartnern gesucht. Kandidatenproteine sollten gelelektrophoretisch aufgetrennt

und massenspektrometrisch identifiziert werden.

3.3.1 Isolierung eines VE-PTP interagierenden Prote ines

Zur lIsolierung von potentiellen Bindungspartnern wurden Ko-Immunoprazipitationen mit
monoklonalen Antikérpern oder polyklonalem Serum gegen VE-PTP, sowie Pull-Down
Experimente mit humanen IgG-Chimaren des extrazellularen Teils von VE-PTP
durchgefuhrt. Diese Experimente ergaben leider keine interessanten potentiellen
Interaktionspartner oder Substrate von VE-PTP. Auf eine Darstellung der Ergebnisse wird

verzichtet.

3.3.1.1 Pull-Down Experimente mit GST-Fusionsprotei  nen unter Verwendung
von Endothelioma-Lysaten

Neben den oben genannten Versuchen zur Isolierung von VE-PTP-interagierenden
Proteinen wurden Pull-Down Experimente mit Glutathion-S-Transferase (GST) -
Fusionsproteinen der intrazellularen PTP-Domane durchgefuhrt. Abb. 3.15 gibt einen
Uberblick tber die eingesetzten Konstrukte, welche von Gregor Fachinger et al., 1999
kloniert wurden. Zum Einsatz kam ein Konstrukt, welches die Wildtyp-Phosphatasedomane
von VE-PTP enthielt; zusatzlich wurden zwei Aminosaure-Austauschmutanten des aktiven
Zentrums eingesetzt. Hierbei handelt es sich um einen Arginin/Alanin (R/A) und einen
Cystein/Serin (C/S) Austausch im aktiven Zentrum.

Wie in der Einleitung beschrieben, besitzen Protein-Tyrosin Phosphatasen
familientbergreifend stark konservierte Phosphatasedoménen. Die Strukturdaten der
Modellphosphatase PTP1B (Barford et al.,, 1994) konnten daher beim Entwurf der
Austauschmutanten fur VE-PTP als Grundlage dienen. Die Punktmutationen behindern die
Hydrolyse des Tyrosin-Phosphates, nicht jedoch die Bindung eines Substrates an die
Phosphatasedoméne (Ubersichtsartikel zur Struktur und Funktion von Protein-Tyrosin
Phosphatasen : Zhang, 1998 und 2002). Diese "Substrate-Trapping" Mutanten sind zur

Isolierung von potentiellen Interaktionspartnern besonders geeignet.
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Eingesetzte GST-Fusionsproteine :

PTP-Domane Extrazellularer Teil
[wt VE-PTP] LD = 0 0008000000000
GST ’
cstere -4
GST-PTP RIA '-"
GST-PTP C/S '-"

Abb. 3.15 : Schematische Darstellung der GST-Fusion sproteine, welche fur Pull-Down
Experimente zum Einsatz kamen. Verwendet wurde ein Konstrukt mit der Wildtyp C-terminalen
Phosphatasedomane von VE-PTP, welche an GST fusioniert vorliegt (GST-PTP), sowie zwei
Punktmutanten im aktiven Zentrum (GST-PTP R/A und C/S). Fusionsproteine wurden rekombinant
in E.coli exprimiert.

Die Fusionsproteine wurden wie in 2.2.2.14 beschrieben in E.coli exprimiert, gereinigt und
an Glutathion-Sepharose gekoppelt. GST ohne Fusionspartner diente als Kontrolle fir Pull-
Down Experimente in Lysaten von bEnd.3 Endothelioma. Diese Zellen wurden entweder im
nativen Zustand lysiert, oder nach 7-minitiger Behandlung mit Pervanadat, einem
potenten, membrangéngigen Inhibitor von Protein-Tyrosin Phosphatasen. Die Behandlung
mit Pervanadat fuhrt zur starken kinstlichen Tyrosin-Phosphorylierung von zellularen
Proteinen und sollte die Isolierung von phosphorylierten Interaktionspartnern von VE-PTP,
vor allem mit den "Substrate-Trapping" Mutanten, erleichtern. Als Ausgangsmaterial

wurden ca. 5x10’ Zellen bEnd.3 pro Pull-Down eingesetzt.

Abbildung 3.16 zeigt das Ergebnis der Pull-Downs, welche auf 6% und 12% SDS Gelen
aufgetrennt und silbergefarbt wurden. Zur Identifizierung von bakteriellen Proteinen, die
zusammen mit den GST-Fusionsproteinen an die Glutathion-Sepharose gekoppelt wurden,
befindet sich neben den eigentlichen Pull-Downs jeweils einer Probe des entsprechenden
Fusionsproteines. In Abb. 3.16 a ist im Pull-Down mit der Wildtyp-Phosphatasedoméne
von VE-PTP ein ca. 120 kDa grof3es Protein isoliert worden (Sternchen), welches nicht in
den Kontrollen zu sehen ist. Erstaunlicherweise ist das Protein nicht mit den VE-PTP
Punktmutanten isolierbar, zudem geht die Interaktion nach Behandlung der Zellen mit
Pervanadat verloren (vgl. Abb 3.16 b). Ebenfalls erstaunlich ist die Tatsache, dal3 der
Einsatz der "Substrate-Trapping" Mutanten keine zusatzlichen Kanditaten-Partnerproteine

ergab.
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Analoge Pull-Down Experimente mit verschiedenen anderen Zelllinien zeigten ebenfalls die
starke Interaktion der nativen VE-PTP - Phosphatasedoméne mit dem 130 kDa Protein.
Eine Ausnahme bildeten human Zellen, in denen das Protein nur sehr schwach interagiert
(Daten nicht gezeigt).

A b.END-3 ohne Pervanadat b b.END-3 mit Pervanadat
| GST | PTPwt | PTPR/A | PTPCIS | | GST | PTPwt | PTPR/A | PTPCIS |
|PD FP |PD FP| PD FP|| PD FP ‘ |PD  FP |PD FP| P"'I'D"‘F FP | PDF_ FP |

|

Abb. 3.16 : Pull-Down Experiment mit VE-PTP GST-Fus ionsproteinen. Lysate von nativen (a)
und Pervanadat-behandelten (b) bEnd.3 Endothelioma dienten als Grundlage fur Pull-Downs mit
GST-Fusionsproteinen des intrazellularen Teils von VE-PTP. Eingesetzt wurden die Wildtyp-
Phosphatasedoméane (PTP wt) sowie R/A (PTP R/A) und C/S (PTP C/S) Mutanten im aktiven
Zentrum. An Glutathion-Sepharose gekoppelte GST diente als Kontrolle. PD = Pull-Down Spur, FP =
Fusionsprotein Spur. Dargestellt sind silbergeféarbte 6% und 12 % Gele, der Stern in (a) markiert
einen VE-PTP Interaktionspartner.

3.3.1.2 Identifizierung eines Kandidatenproteines

Das im Pull-Down gefundene 120 kDa Protein wurde im praparativen Maf3stab aus MyEnd
Endothelioma aufgereinigt, in welchen es ebenfalls als Interaktionspartner der Wildtyp
PTP-Domane vorkommt. Hierfiir ca. 3x10° Zellen MyEnd lysiert und fiir einen praparativen

Pull-Down mit dem Wildtyp - PTP-GST Konstrukt eingesetzt. Das resultierende Gel wurde

104



Ergebnisse

Colloidal-Coomassie gefarbt, einer sehr sensitiven Farbemethode, die nicht mit
massenspektrometrischen Methoden zur Identifikation des Proteines interferiert. In
Zusammenarbeit mit Bernhard Kister von der Firma CellZome (Heidelberg) wurde das
Protein als GPP130 identifiziert. Die orthologen Proteine aus der Ratte und dem Menschen
heiRen GIMPc und GOLPH4, respektive. Jenes cis-golgi lokalisierte Typ-II
Transmembranprotein wurde 1987 erstmalig von Yuan et al. beschrieben. Das murine
Protein umfalRt 683 Aminosauren mit einem rechnerischen Gewicht von 80 Kilodalton,
besitzt aber ein apparentes Molekulargewicht von 130 kDa. Dies liegt zum einen an seinen
Calcium-bindenden Eigenschaften, zum anderen am hohen Gehalt saurer Aminosauren.

Abb. 3.17 gibt einen Uberblick tiber die strukturellen Merkmale des Proteines. Hier fallt der
kurze, aminoterminale Teil auf, der ins Cytoplasma ragt. Der Teil umfaldt nur 12
Aminosauren und mifRte aufgrund der Orientierung beider Proteine in der Zelle die
Interaktion mit VE-PTP vermitteln. Er enthélt eine potentielle PKA-Phosphorylierungsstelle.
Der weitaus grofdte Teil des Proteines ragt ins Lumen des Golgi-Apparates. Strukturelle
Merkmale dieser Region sind eine Membran-proximale Coiled-Coil Domane, welche fir die
pH-sensitive Lokalisation im cis-Golgi verantwortlich ist (Bachert et al., 2001), sowie ein
stark saurer Membran-distaler Bereich. Bislang beschriebene Eigenschaften von GPP130
sind eine Umverteilung des Proteines vom Golgi-Kompartiment zu den Endosomen nach
pH-Anderung oder Uberexpression (Linstedt et al., 1997, Puri et al., 2002). Eine Funktion

des Proteins ist bislang nicht bekannt.

Schematische Darstellung des Proteins

Golgi Coiled-Coil sauer
Membran
N
|
NH, COOH
Cytoplasmatischer —/ Transmembran-
Teil region

Abb. 3.17 : Schematische Darstellung von GPP130. Das Typ Il - Transmembranprotein besitzt
einen kurzen cytoplasmatischen Teil am Aminoterminus und eine grol3e Golgi-luminale,
carboxyterminale Region. Im carboxyterminalen Teil befindet sich eine Coiled-Coil Domé&ne und ein
ausgedehnter, sehr saurer Bereich, sowie eine N-Glykosylierungsstelle. Der Aminoterminus enthalt
eine potentielle PKA-Phosphorylierungsstelle.
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3.3.2 Uberpriifung der Interaktion von VE-PTP und GP  P130

Die vermutliche genomische Organisation des GPP130 Genes auf dem murinen
Chromosom 3 wurde ENSEMBL entnommen. Demnach erstreckt sich das Gen in 16 Exons
Uber einen Bereich von ca. 80 Kilobasen. Die ebenfalls vorhergesagt Messenger-RNA
diente als Grundlage fir die Klonierung der cDNA des murinen GPP130 in den
eukaryontischen Expressionsvektor pCDNA3 (siehe 2.2.1.11). Zudem wurde eine
aminoterminale Austauschmutante von GPP130 hergestellt, welche den cytoplasmatischen
Teil des Typ-ll Transmembranproteines DC-SIGN und den carboxyterminalen Teil von
GPP130 tragt (2.2.1.12, siehe Abb. 3.19 b). Mit den Konstrukten sollte die Spezifitat der

Interaktion von GPP130 und VE-PTP in biochemischen Versuchen untersucht werden.

3.3.2.1 Pull-Down mit GST-Fusionsproteinen und  in-vitro translatierten
Proteinen

Die direkte Interaktion beider Proteine wurde in einem zellfreien System mit in-vitro
translatiertem GPP130 und GST-Fusionsproteinen von VE-PTP uberprift. Hierfar wird
GPP130 unter Verwendung von Kaninchen-Reticulozytenlysat und radioaktiv markiertem
%3-Methionin und Cystein in-vitro von einem Expressionsplasmid transkribiert und im
gleichen Reaktionsansatz translatiert (siehe 2.2.2.15). Der Reaktion werden Hunde-
Mikrosomenmembranen hinzugefiigt, um eine posttranslationelle Prozessierung und
Glykosylierung des Transmembranproteines GPP130 zu ermdglichen. Die radioaktiv
markierten Proteine wurden mit den bereits beschriebenen GST-Fusionsproteinen von VE-
PTP inkubiert. GST Pull-Downs wurden technisch analog zur in 2.2.2.11 beschriebenen
Ko-Immunprazipitation durchgefiihrt. Pro Ansatz kamen 30 ul proteinbeladene
Sepharosekugeln und 10ul der in-vitro Translation zum Einsatz. Die Analyse der Pull-
Downs findet nach gelelektrophoretischer Trennung der Proteine durch Fluorographie oder

durch Belichtung einer Phospholmager™ Bildplatte statt.

Abb. 3.18 zeigt das Ergebnis der Studien mit in-vitro translatierten Proteinen. In Abb. 3.18
a wurde der Pull-Down mit VE-PTP GST Fusionsproteinen in Anwesenheit der in-vitro
translatierten Proteine durchgefiihrt. Die Signale deuten auf eine gleichermalRen starke
Affinitat von GPP130 zur Wildtyp Phosphatasedoméane wie zu den Punktmutanten hin,
ohne dabei an die GST Kontrolle zu binden. Dies steht nicht im Einklang mit den in Kapitel
3.3.1.1 gezeigten Daten, die keine Interaktion von GPP130 mit den VE-PTP

Punktmutanten demonstrierten.
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In Abb. 3.18 b befand sich im Pull-Down Reaktionsansatz zusétzlich Lysat von MyEnd
Endothelioma, so daf} die Interaktion unter &hnlichen Bedingungen wie bei der
ursprunglichen Isolierung von GPP130 stattfinden konnte. Verglichen mit 3.18 a andert sich
die Spezifitat der Interaktion merklich. In den Gelspuren der Punktmutanten sind
schwéchere Signale nachweisbar als nach Pull-Down mit der Wildtyp PTP-Domane. Es
muld bedacht werden, dall MyEnd Endothelioma endogenes, unmarkiertes GPP130
enthalten, welches mit dem markierten Protein um die Bindung an die GST-
Fusionsproteine konkurriert. Dies fuihrt zu einem proportional schwacheren Signal.
Trotzdem hat die Gegenwart von Endotheliomalysat eine ErhOhung der Spezifitat der
Bindung von GPP130 an VE-PTP mit intakter Phosphatasedomane zur Folge. Eine
maogliche Erklarung wére ein im Lysat vorhandenes Adapterprotein, welches die Interaktion

vermittelt.

Zusammengefaldt bestatigen die Pull-Down Experimente die Interaktion von VE-PTP mit
GPP130. Die Spezifitdt der Bindung nimmt in Gegenwart von Endothelzelllysat zugunsten

der Wildtyp-Phosphatasedomane von VE-PTP zu.

A Pull-Down ohne Endothelioma-Lysat b Pull-Down mit Endothelioma-Lysat
Pull-Down : GST PTP R/A CIS IVT Pull-Down: GST PTP R/A CIS IVT
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— ; ¥ 200
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Abb. 3.18 : Pull-down von in-vitro - translatiertem GPP130 mit VE-PTP GST-Fusionsprote inen.
(a) : Reaktionsansatz enthielt in-vitro translatierte Proteine. (b) : Reaktionsansatz enthielt in-vitro
translatierte Proteine und Endotheliomalysat (Aquivalent einer 15 cm Zellkulturschale). Pull-Down
mit den in Abb. 3.15 beschriebenen GST-Fusionsproteinen. Das in-vitro translatierte Protein wurde
jeweils zur Kontrolle mit auf das Gel geladen (IVT). Exposition der Gele auf Phospholmager Platten.

3.3.2.2 Ko-Immunpréazipitationsexperimente mit trans ient transfizierten Zellen

Fir die bisherigen biochemischen Studien zur Interaktion von VE-PTP mit GPP130 kamen
GST-Fusionsproteine zum Einsatz. Diese beinhalten jedoch nur den intrazellularen Teil von

VE-PTP. Der im Verhdltnis dazu sehr gro3e extrazellulare Teil und die
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Transmembrandomane von VE-PTP wurden in den GST Pull-Downs fur die Interaktion mit
GPP130 nicht bertcksichtigt.

Daher wurden Ko-Immunprézipitationsexperiment in transient transfizierten Zellen
durchgefuhrt, um die Interaktion beider Proteine voller Lange innerhalb der physiologischen
Umgebung eines zellularen Systems zu untersuchen. Hierfir wurden humane 293 A Zellen
mit eukaryontischen Expressionsplasmiden fir VE-PTP (pCMV-6 XL4 VE-PTP full length)
und GPP130 (pCDNA-3 GPP130 full length) transfiziert. Neben dem nativen GPP130 kam
auch die aminoterminale Austauschmutante zum Einsatz (p)CDNA-3 GPP130 ANH, DC-
SIGN). Die Zellen wurden als Transfektionssystem gewahlt, weil humanes endogenes
GPP130 kaum mit VE-PTP aus der Maus interagiert und daher die Interaktion der

transfizierten Proteine nur wenig durch Kompetition stéren kann.

a
Transfektion : VE-PTP + - + + IP IP
GPP130 + + - ANH, Kontr. GPP130
IP: VE-PTP
-
Blot : GPP130 — .
117
Transfektion : VE-PTP + ‘ + ‘ . + P . P .
GPP130 + + ANH, | Kontr. VE-PTP
IP : GPP130 ; -
o0 [ — -
Blot : VE-PTP
Konstrukte :
VE-PTP cooH ~(D-T-00000000000000000 \H,

™

Abb. 3.19 : Ko-Immunoprézipitation von VE-PTP und G = PP130 in transient transfizierten 293 A
Zellen. (&) : Humane HEK 293 A Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir murines volle-Léange
VE-PTP und murines volle-Ldnge GPP130, sowie eine aminoterminale GPP130
Substitutionsmutante (ANH,) transfiziert. Die Kopréazipitation wurde in beide Richtungen mit
Antikérpern gegen VE-PTP (mAk 109) und GPP130 (polyklonales Serum) durchgefuhrt. Zusétzlich
wurden die direkt prazipitierten Proteine geladen (jeweils rechte Spur), um deren Laufhdhe im Gel
zu demonstrieren. Der aminoterminale Teil von GPP130 ist fur die Interaktion mit VE-PTP nicht
notwendig. (b) : Schematische Darstellung der transfizierten GPP130-Konstrukte.
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Fur eine Immunprézipitation wurde eine 100mm Zellkulturschale 293A Zellen mit
GeneJammer™ (2.2.2.12) transfiziert. Nach 48 stiindiger Expression wurden die Zellen
lysiert und Immunprazipitationen mit mAk 109.3 gegen VE-PTP und einem polyklonalen
Kaninchenserum gegen GPP130 durchgefiihrt. Der Nachweis der Proteine fand im
Westernblot unter Verwendung der gleichen Antikérper statt. Abb. 3.19 a faf3t das Ergebnis
der Versuche zusammen, Abb. 3.19 b stellt die transfizierten Proteine schematisch dar.
Die Transfektion von VE-PTP und nativem GPP130 fuhrt zu einer deutlich nachweisbaren
Interaktion beider Proteine, sowohl nach Prazipitation von VE-PTP als auch von GPP130
(linke Spuren). GPP130 lauft im Gel als Doppelbande bei ca. 120-130 Kilodalton, VE-PTP
als einzelne Bande bei 200 Kilodalton. In den Kontrollen, fur die jeweils nur ein Protein
transfiziert beziehungsweise ein unspezifischer Antikérper fur die IP eingesetzt wurde ("IP
Kontr."), sind keine signifikanten Signale zu sehen.

Interessanterweise  interagiert VE-PTP  ebenfalls mit der aminoterminalen
Austauschmutante GPP130 ANH, DC-SIGN (mittlere Spuren). Dies laf3t den Schlul3 zu,
daR der carboxyterminale, Golgi-luminale Teil von GPP130 fir die Interaktion mit VE-PTP
ausreichend ist. Aufgrund der Orientierung der Proteine in der nativen Zelle lassen diese
Daten eine direkte Interaktion beider Proteine fragwirdig erscheinen. Ein Adapterprotein
ware in der Lage, die spezifische Interaktion zwischen VE-PTP und GPP130 zu vermitteln

(siehe Diskussion ).

3.3.3 Subzellulare Lokalisation von GPP130

Um eine Vorstellung von der Lokalisation von GPP130 und VE-PTP in der Zelle zu
erhalten, wurden subkonfluente HUVECs mit einem mAk gegen GPP130 (Geschenk von
Hans-Peter Hauri) und einem polyklonalen Kaninchenserum gegen VE-PTP (VEPTPCc)

angefarbt.

In Kapitel 3.1.1.2 wurde die dichteabhangige Umlagerung von VE-PTP an den Zell-
Zellkontakt ausgefihrt. Dabei fiel eine intrazelluldare Lokalisation der Phosphatase in
subkonfluenten Zellen auf, welche bei hoherer Zelldichte zugunsten einer verstarkten
Oberflachenlokalisation abnimmt. Fiur die in Abb. 3.20 dargestellten Immunfluoreszenz-
Aufnahmen  wurden subkonfluente HUVEC verwendet, welche VEPTP in einem
intrazellularen Kompartiment, und noch nicht am Zellkontakt exprimieren (Bild 3.20 a ). Die
Farbung mit dem GPP130 Antikdrper ergibt ein klar auf den Golgi-Apparat beschranktes
Signal (Bild 3.20 b). In der Doppelfarbung ist trotz der maRigen Qualitat der VE-PTP

Farbung eine teilweise Uberschneidung der Signale sichtbar (Bild 3.20 ¢ + d ).
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Die partielle Kolokalisation von VE-PTP und GPP130 in subkonfluenten Endothelzellen
gibt der biochemischen Interaktion beider Proteine eine raumliche Grundlage.

a VE-PTP

b GPP130

C Kolokalisatioh

Abb. 3.20 : Kolokalisation von VE-PTP und GPP130 in  HUVEC. Subkonfluente HUVEC wurden
mit polyklonalen Antikérpern gegen VE-PTP (a) und einem monoklonalen anti-GPP130 Antikdrper

(b) immungefarbt. Doppelfarbung in (c+d). Z-scan als Einschub in (d). Balken = 50 um, sofern nicht
anders angegeben.
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4. Diskussion

4.1 VE-PTP ist ein funktioneller Interaktionspartne  r von VE-
Cadherin

Der endotheliale Zell-Zellkontakt besitzt eine wichtige Funktion bei der Regulierung der
vaskuldren Permeabilitat. Dies ist von Bedeutung fir die Auswanderung von Leukozyten
und die Diffusion von Substanzen aus dem Blut in periphere Gewebe. Daher existieren
komplexe Regulationsmechanismen zur Kontrolle der vaskularen Permeabilitat, die unter
anderem Uber die Aktivierung von Zelloberflachenrezeptoren durch Wachstumsfaktoren,
Entzindungsmediatoren und Leukozyten wirken. Von den spezialisierten Kontakt-
strukturen, zu denen auch Tight Junctions, Desmosomen und Complexus Adhaerentes
zéhlen, kommt der Adherens Junction in Endothelzellen eine zentrale Bedeutung zu. In
postkapillaren Venolen existieren spezialisierte Endothelien, welche die massive
Auswanderung von Leukozyten in die peripheren lymphatischen Organe unterstitzen. Die
Kontaktbereiche dieser Endothelzellen werden hauptsachlich von AJs gebildet. VE-
Cadherin ist der wichtigste Bestandteil der Adherens Junction. Uber seinen extrazellularen
Teil bildet es homophile Zellkontakte, der intrazellulare Teil dient der Verankerung mit dem
Cytoskelett. Hierfur assoziiert VE-Cadherin mit den Cateninen und p120. Die Festigkeit der
Adherens Junction ist direkt proportional zur Assoziation des Cadherin-Catenin Komplexes
mit dem Cytoskelett (Vleminckx & Kemler, 1999; Vestweber, 2000).

Die Dynamik des Komplexes im Zuge der Etablierung von festen Zellkontakten oder der
transienten Erhohung der Permeabilitdt durch exogene Substanzen illustriert dessen
Bedeutung fiur die vaskulare Integritat. In konfluenten Zellen ist gegentber subkonfluentem
Endothel eine verminderte Bindung von pl120 an VE-Cadherin dokumentiert worden.
Gleichzeitig nimmt die Bindung von Plakoglobin an VE-Cadherin zu (Lampugnani et al.,
1995 + 1997). p120 wurde eine Funktion fur die Regulierung der Halbwertszeit von
Cadherinen tber Internalisierung und Degradierung zugeschrieben. Zudem ist es tber die
Bindung an Kinesin fir die schnelle Rekrutierung von N-Cadherin zu Zellkontaktstellen
nach Ca2+-DepIetierung verantwortlich (Chen et al., 2003; Davis et al., 2003, Xiao et al.,
2003). B-Catenin ist das Ziel zahlreicher Signaltransduktionswege und Assoziationspartner
mehrerer Phosphatasen, wodurch seine Beteiligung an der Regulierung des endothelialen
Zellkontaktes vermutet werden kann. Die Aktivierung des Whnt-Signaltransduktionsweges
fuhrt zur erhdhten Konzentration an freiem 3- und y- Catenin in der Zelle, was die verstarkte

Lokalisation des Cadherin-Catenin Komplexes in der Plasmamembran zur Folge hat. Dies
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erhoht die Cadherin-vermittelte Adhasion in einigen Zellinien (Bradley et al., 1993; Hinck et
al., 1994).

Wie in der Einleitung ausgefuhrt, geht die Tyrosin-Phosphorylierung von Komponenten der
Adherens Junction mit der Destabilisierung der Integritat des Zell-Zellkontaktes einher.
Dies kann mit einer Dissoziierung des Cadherin-Catenin Komplexes verbunden sein
(Rabiet et al., 1996), nach Stimulierung mit VEGF wurde jedoch kein Zerfall des VE-
Cadherin-Catenin  Komplexes beobachtet (Esser et al., 1998). Der genaue
phosphorylierungsabhdngige Mechanismus, der zur Lockerung des Zellkontaktes fiihrt, ist
noch nicht geklart. 3-Catenin selbst ist offenbar nicht fir die verminderte Zelladh&sion nach
erhohter Tyrosin-Phosphorylierung verantwortlich, wie anhand eines E-Cadherin-a-Catenin
Fusionsproteines gezeigt wurde. Vielmehr kénnten andere Junction-Proteine wie ERM-
Proteine und ZO-1 beteiligt sein (Takeda et al., 1995). Neuere Arbeiten schlagen die
Produktion von intrazellularen oxidativen Substanzen als Folge von Cytokin-Stimulierung
vor, die zur Phosphorylierung von VE-Cadherin und erhohter Permeabilitdt einer
endothelialen Zellschicht fihren (Nwariaku et al., 2004). Von Interesse ist in dieser Hinsicht
auch die Etablierung der Bedeutung der Rac-vermittelten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), welche die Phosphorylierung von Komponenten des VE-
Cadherin-Catenin Komplexes bewirken. Inhibition der Signalisierung durch ROS verhindert
die Migration von Endothelzellen, die eine transiente Reduktion der Zelladh&sion

voraussetzt (van Wetering et al., 2002).

Bei Anderung der endothelialen Zellkontaktintegritat ist haufig die Phosphorylierung von
VE-Cadherin betroffen. Ob es sich hierbei um die Ursache oder die Folge des Effektes auf
den Zellkontakt handelt, ist unklar. Der cytoplasmatische Teil von VE-Cadherin enthalt acht
potentielle Tyrosin-Phosphorylierungsstellen und interagiert, wie bereits erwéhnt, mit
unterschiedlichen Proteinen. Zu den Bindungspartnern von VE-Cadherin gehdren auch
Protein-Tyrosin Kinasen wie der VEGFR-2. Allerdings scheinen Cadherine im Gegensatz
zu ihren cytoplasmatischen Bindungspartnern seltener Substrate fir PTKs zu sein (Daniel
& Reynolds, 1997). Dennoch assoziieren sie mit Protein-Tyrosin Phosphatasen, von denen
sie auch dephosphoryliert werden kénnen (Nawroth et al., 2002).

In der Literatur ist die Tyrosin-Phosphorylierung des Cadherin-Catenin Komplexes an der
Adherens Junction mit der verminderten Integritdt des Zell-Zellkontaktes korreliert. Die
hohe Dynamik des Komplexes, welche die F&ahigkeit der Zelle widerspiegelt, auf
permeabilitatsverdndernde Reize schnell zu reagieren, setzt auch die zlgige
Regulierbarkeit der Phosphorylierung voraus. Daher verdienen Protein-Tyrosin
Phosphatasen als transiente oder feste Bestandteile des VE-Cadherin-Catenin Komplexes

besondere Beachtung.
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4.1.1 VE-PTP ist eine endothelspezifisch exprimiert e Phosphatase

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe monoklonaler Antikorper die Lokalisation von VE-
PTP wéahrend der Embryonalentwicklung und in adulten Organen der Maus untersucht.
Dabei wurde eine ausschlieRlich endotheliale Expression der Phosphatase gefunden
(Kapitel 3.1.1.1). Die VE-PTP Signale sind schwach verglichen mit anderen endothelialen
Oberflachenantigenen wie ESAM oder Endomucin und vor allem auf groRen GefalRen gut
nachweisbar.

Anhand der Immunfarbungen konnte die endotheliale VE-PTP Expression, die durch in-situ
Hybridisierung von Fachinger et al. 1999 gezeigt wurde, bestéatigt werden. Einige
interessante Befunde decken sich auf mMRNA und auf Proteinebene: In der vorliegenden
Arbeit konnte ebenfalls eine vorrangige Lokalisation der Phosphatase auf groRen Gefalien
gefunden werden, deren Endothel von einer dicken Schicht glatter Muskulatur umgeben ist.
Dies ist charakteristisch flr Arterien. Die Analyse der VE-PTP homozygot-defizienten
Maus, welche gegenwartig in der Arbeitsgruppe Vestweber durchgefiihrt wird, scheint den
Befund einer verstarkt arteriellen Lokalisation von VE-PTP zu bestatigen. Im altesten
untersuchten Embryonalstadium E14,5 gehdrte die Lunge ebenfalls zu den Organen mit
der starksten Expression der Phosphatase. Generell zeigten Gewebe mit ausgepragter
Vaskulatur starke Signale, vor allem der Choroid Plexus im Gehirn ab E 12,5 (nicht
gezeigt).

Zur Bestimmung der Endothelspezifitdt wurden Serienschnitte mit Antikdrpern gegen zwei
endotheliale Markerproteine, ESAM (Nasdala et al., 2002) und Endomucin (Samulowitz et
al., 2002), angefarbt. Beide AntikOrper zeigten in keinem Fall Signale auf Epithelien und
stimmten in kleinen GefalRen stets mit dem Verteilungsmuster von VE-PTP Uberein. Auf
grol3en Gefalen wurde héaufig eine Expression von VE-PTP und ESAM, nicht aber von
Endomucin gefunden. Endomucin wird, wie bereits erwahnt, préaferentiell auf ventsem
Endothel exprimiert. Eine Ausnahme hierzu ist jedoch die dorsale Aorta, die Endomucin
tragt und zudem stark positiv fur VE-PTP ist. In kleineren Gefal3en sind arterielle und
vendse Expression ohne geeignete Markerproteine schwer unterscheidbar, da beide
Gefalitypen im Gewebe direkt Ubereinander verlaufen und in Gefrierschnitten nicht
getrennt voneinander betrachtet werden kénnen. Eine Aussage beziglich der arteriellen
Lokalisation von VE-PTP ist anhand der immunhistologischen Daten nur fir groRe Gefal3e
maoglich, welche Unterschiede in der Expression der Markerproteine ESAM und Endomucin
aufweisen.

Besonderes Augenmerk bei der Analyse der immunhistologischen Farbungen lag auf einer
eventuellen epithelialen Expression von VE-PTP. Doch konnten weder im Embryo noch im
adulten Tier VE-PTP Signale auf solchen Geweben gefunden werden. Besonders deutlich

wird dies im kolumnaren Epithel der Lunge, welche klar von der VE-PTP-positiven
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Vaskulatur unterscheidbar ist. Weiterhin wurden Epithelzellinien im Westernblot auf die
Expression von VE-PTP hin untersucht. Von den vier Zellinien CMT, CSG, MTD1A und
EPH4 exprimieren nur CMT-Zellen VE-PTP, die anderen hingegen nicht (Daten nicht
gezeigt). Daher werden CMT-Zellen als Ausnahme zur generellen endothelspezifischen

Expression von VE-PTP betrachtet.

4.1.2 VE-PTP wird mit steigender Zelldichte in den endothelialen Zellkontakt
umgelagert

Die immuncytologischen Studien der subzellularen Verteilung von VE-PTP in bEnd.3
Endothelioma ergaben ein zunachst Uberraschendes Ergebnis : In subkonfluenten Zellen
ist VE-PTP nicht wie erwartet am Zell-Zellkontakt nachweisbar, sondern lediglich in einem
perinuklearen, intrazellularen Kompartiment. Da in Vorarbeiten VE-PTP jedoch als
Interaktionspartner der Zelloberflachenproteine TIE-2 und VE-Cadherin beschrieben wurde
(Fachinger et al., 1999; Nawroth et al., 2002), sollte die Phosphatase zumindest zeitweise
an der Plasmamembran lokalisierbar sein. Dies muf3 um so mehr gefordert werden, als VE-

PTP die den Zellkontakt stabilisierende Funktion von VE-Cadherin positiv reguliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mit steigender Zelldichte zunehmende Lokalisation
von VE-PTP am Zellkontakt gezeigt, wobei die Signale innerhalb der Zelle abnahmen
(Kapitel 3.1.1.2). Uber die Natur des VE-PTP-positiven intrazellularen Kompartimentes
kann nur spekuliert werden, da eine teilweise Kolokalisation mit Markern fir Golgi-Apparat
und friihe Endosomen mdglich ist. Die Robustheit der Farbung, gerade in subkonfluenten
Zellen, 4Rt jedoch eine physiologische Bedeutung vermuten, Uber die am Ende dieses
Kapitels noch diskutiert werden wird. In hoch konfluenten Endothelioma ist eine
Kolokalisation mit VE-Cadherin am Zellkontakt gut nachweisbar. Dies wird der zur
Interaktion mit VE-Cadherin geforderten Position von VE-PTP am Zellkontakt gerecht. Wie
spater ausgefuhrt, steht die dichteabhangige Kolokalisation der Phosphatase mit VE-

Cadherin im Zusammenhang mit der Assoziation beider Molekdle.

Die Untersuchung der Oberflachenexpression von VE-PTP auf Endothelioma mittels
DurchfluRcytometrie (Kapitel 3.1.1.3) ergab eine konstante Expression der Phosphatase
auf der Zelloberflache. Hierfir wurden die gleichen Dichtestadien untersucht wie in den
Immunfarbungen. Zusammen mit den immuncytologischen Beobachtungen spricht dies fur
eine dichteabhdngige Umlagerung von VE-PTP von der apikalen Oberflache der

Endothelzellen in deren Kontaktbereich. Die mit einsetzender Konfluenz sichtbare
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Konzentrierung des Molekils im Zellkontakt ist durch eine Rekrutierung von der Oberflache
in die Junction erklarbar.

Eine &hnliche Umlagerung wurde fur E-Cadherin in Pra-Implantationsembryonen der Maus
beobachtet. Dort befindet sich E-Cadherin gleichmaRig verteilt auf der apikalen Oberflache
von Blastomeren nicht-kompaktierter Morulae. Nach der Kompaktierung ist E-Cadherin in
den Zellkontakten der &ufReren Blastomeren sichtbar, nicht mehr auf deren Oberflache
(Vestweber et al., 1987). Dies spricht fur einen Mechanismus, der bei Ausbildung fester
Kontakte von Zellen gezielt Adhasionsmolekile in die Kontaktbereiche rekrutiert. Wie der

Mechanismus genau funktioniert, ist nicht bekannt.

Als weiterer Mechanismus ware eine Heraufregulierung der Expression von Phosphatasen
denkbar. Dies wurde fir die humane hPTP-3 auf mMRNA Ebene gezeigt (Gaits et al., 1995),
wobei sich diese Studie auf die Analyse der Transkription der Phosphatase beschrankte. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Protein-Expression untersucht, welche das Ergebnis der
oben genannten Studie nicht bestatigt. Eine verstarkte Transkription von VE-PTP kdnnte
allerdings auch auf einen zelldichteabhéngig erhdhten "Turn-over" der Phosphatase
schlielBen lassen, der bei konstanter Oberflachenexpression in konfluenten Zellen mehr
"Messenger-RNA" zur Aufrechterhaltung des Expressionsniveaus an der Oberflache
erfordert. Zur Klarung jener Frage wéaren "Pulse-Chase" Experimente an Endothelioma
verschiedener Dichte zur Bestimmung der Halbwertzeit von VE-PTP notwendig.

Die Expression der verwandten Typ-lll RPTP DEP-1 wird ebenfalls mit steigender
Zelldichte erhoht, hier steigt jedoch der Gesamtproteingehalt in der Zelle (Ostmann et al.,
1994). DEP-1 besitzt durch seine Funktion fur die Entwicklung der embryonalen Vaskulatur
ein &hnliches Wirkungsfeld wie VE-PTP (Takahashi et al.,, 2003). Auch die Typ llb
Phosphatasen PCP-2 und hPTP-k werden mit steigender Zelldichte verstarkt exprimiert
und lokalisieren in konfluenten Zellen am Zell-Zellkontakt. 3-Catenin ist ein Substrat fir
diese Phosphatasen (Fuchs et al., 1996; Yan et al., 2002). Fur RPTP Lar wurde 2002 von
Symons et al. eine zelldichteabh&ngige Expression gezeigt, die zudem von E-Cadherin
abhangig ist.

Im Gegensatz dazu ist die Expression von VE-PTP offenbar nicht fur die Lokalisation des
Molekills von Bedeutung. Ein bislang unbekannter Mechanismus kénnte fir die

Rekrutierung der Phosphatase in den Zellkontakt verantwortlich sein.

115



Diskussion

4.1.3 VE-PTP und VE-Cadherin assoziieren verstarkti n konfluenten
Endothelzellen

Die dichteabhéngige Umlagerung von VE-PTP in den Zellkontakt korreliert mit einer
verstarkten  Assoziation der Phosphatase mit  VE-Cadherin.  Durch  Ko-
Immunprazipitationsexperimente an bEnd.3 und HUVEC konnte gezeigt werden, dal3 zum
Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens der VE-PTP-Lokalisation im Zell-Zellkontakt beide
Proteine schwach miteinander interagieren. Dieser Zeitpunkt wird in bEnd.3 und HUVEC
mit einsetzender Konfluenz der Zellen erreicht. Mit fortschreitender Dichte der Kultur steigt
auch die Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin (Kapitel 3.1.2.1). Das Ergebnis wurde
in zwei verschiedenen Zelltypen von verschiedenen Spezies erhalten.

Die VE-Cadherin Expression bleibt mit steigender Zelldichte unverandert. Somit korreliert
der Assoziationsgrad der Molekile mit der Lokalisierbarkeit im Zellkontakt und nicht mit
deren Expression in der Zelle. Dadurch wird eine leichtere Ko-Immunprazipitierbarkeit unter
Bedingungen guter Oberflachenexpression beider Proteine impliziert. Solch eine
Expression ist stets in transient transfizierten Zellen der Fall (nicht gezeigt), an denen auch

die biochemischen Studien von Nawroth et al. durchgefuihrt wurden.

Eingangs und in der Einleitung wurde ausgefiihrt, welchen Anderungen der Cadherin-
Catenin Komplex bei steigender Zelldichte unterworfen ist (Kapitel 1.4). Hier wurde
deutlich, daR der Komplex in konfluenten Zellen dephosphoryliert wird und verstarkt mit
dem Cytoskelett assoziiert vorliegt. Besonders hervorhebenswert ist die Assoziation von y-
Catenin (Plakoglobin) mit VE-Cadherin, die, ahnlich wie VE-PTP, in konfluenten
Endothelzellen zunimmt. Die Expression von Plakoglobin wird auf Protein- und mRNA
Ebene mit steigender Zelldichte erhdht, und geht nach Verwundung einer konfluenten
endothelialen Zellschicht zurtick (Lampugnani et al., 1995). Offenbar &ndert sich der
Cadherin-Catenin Komplex im Zuge des Dichterwerdens der Zellen in seiner
Zusammensetzung.

Die Bedeutung von Phosphatasen fir den Komplex ist in mehreren Fallen gut dokumentiert
(Kapitel 1.3.2). Bislang konnte eine Funktion der Phosphatasen PTP1b und PTPu fur die N-
Cadherin Assoziation mit dem Cytoskelett gezeigt werden (Brady-Kalnay et al., 1995;
Balsamo et al., 1998). Weiterhin scheint SHP-2 von Bedeutung fir den VE-Cadherin-
Catenin Komplex zu sein, da die Assoziation dieser Phosphatase mit dem Komplex von
Zellkontakt-beeinflussenden Faktoren wie Thrombin-Stimulation und Applikation von
Scherkréaften abhéngt (Ukropec et al., 2000 + 2002).
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Die Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin ist ungewohnlich in der Hinsicht, dal3 sie
Uber die extrazellularen Doménen beider Proteine und nicht Uber die Bindung an [3-Catenin

stattfindet. Dies ist der erste berichtete Fall einer solchen Interaktion (Nawroth et al., 2002).

Aus friheren Vertffentlichungen ist bekannt, daf3 VE-Cadherin bereits in subkonfluenten
Endothelzellen am Zell-Zellkontakt lokalisiert ist (Lampugnani et al., 1995). Dies fihrte
zusammen mit der verstarkten Assoziation mit VE-PTP zur Hypothese einer VE-Cadherin-
abhangigen Rekrutierung der Phosphatase in den Zellkontakt. Daher wurde mittels siRNA
die VE-Cadherin - Expression in bEnd.3 Endothelioma voribergehend ausgeschaltet
(Kapitel 3.1.1.4). Wie dargestellt, &Rt sich die Expression des Cadherins fur etwa 24 h
stark verringern. Dies hat gegentber der Kontrolle jedoch keinen Einflu3 auf die VE-PTP
Lokalisation im Zell-Zellkontakt.

Allerdings berticksichtigt das Experiment mdglicherweise nur die Funktion von VE-
Cadherin bei der Aufrechterhaltung, nicht aber bei der Etablierung der VE-PTP Lokalisation
in der Junction. Die experimentellen Bedingungen muften aufgrund der transienten Natur
des siRNA-Effektes so gewahlt werden, dal® in sehr dicht ausgesaten Zellen bereits nach
24 h eine signifikante Kolokalisation von VE-PTP und VE-Cadherin im Zellkontakt sichtbar
wurde. Der gleiche Vorgang dauerte unter Ublichen Zellkulturbedingungen mindestens vier
Tage. Infolgedessen kdnnte VE-Cadherin, welches sich zum Zeitpunkt der Transfektion der
SiRNA Oligonukleotide noch an der Zelloberflache befindet, fir die Bildung von
Zellkontakten und eine mogliche Rekrutierung der Phosphatase ausreichen. Trotz des
hohen "Turn-overs" von VE-Cadherin setzt der siRNA Effekt unter Umstanden erst nach
erfolgter Umlagerung VE-PTPs in den Kontakt ein. In diesem Fall wére eine Rekrutierung
von VE-PTP durch VE-Cadherin an den Zellkontakt weiterhin nicht auszuschliel3en. Jedoch
ist ein normales VE-Cadherin Expressionsniveau fur die Aufrechterhaltung der VE-PTP
Lokalisation am Zellkontakt entbehrlich. Andererseits ist denkbar, daf3 die restliche Menge
VE-Cadherin, die trotz siRNA Behandlung noch exprimiert wurde, fur die VE-PTP

Lokalisation am Zellkontakt ausreicht.

Zur genaueren Addressierung der eventuellen Rekrutierung VE-PTPs an den Zellkontakt
muften VE-Cadherin-defiziente Endothelzellen auf die Lokalisation von VE-PTP hin
untersucht werden. Zum Vergleich waren mit VE-Cadherin retransduzierte Zellen
erforderlich. VE-Cadherin-defiziente Endothelioma werden gegenwartig von Ruth Funke in

der Arbeitsgruppe Vestweber hergestellt und charakterisiert.
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4.1.4 VE-Cadherin wird mit steigender Zelldichte De  phosphoryliert

Eine Korrelation, welche der VE-PTP - VE-Cadherin Assoziation Bedeutung beimif3t, ist die
abnehmende Phosphorylierung von Bestandteilen der Adherens Junction mit steigender
Zelldichte (Kapitel 3.1.2.2). Dies steht im Einklang mit dem allgemein akzeptierten Modell
einer Stabilisierung des Zellkontaktes in konfluentem Endothel bei gleichzeitiger Abnahme
der Phosphorylierung von Komponenten der AJ (Daniel & Reynolds, 1997) und der
beobachteten verminderten Zellkontaktstabilitdt bei erhéhter Tyrosin-Phosphorylierung des
Cadherin-Catenin Komplexes (Behrens et al., 1993; Hoschuetzky et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur in Pervanadat-behandelten Zellen, sondern
erstmalig auch in unbehandelten HUVEC eine verminderte VE-Cadherin Phosphorylierung
bei hoher Dichte nachgewiesen. Das bestétigt die Ergebnisse von Lampugnani et al., 1997,
wobei dort ausschlieRlich mit Pervanadat-inhibierten Zellen gearbeitet wurde.

VE-PTP koénnte als eine mit der Adherens Junction assoziierte Phosphatase die
Dephosphorylierung von VE-Cadherin  vermitteln und zu einer dichteabhéngigen
Stabilisierung des Zellkontaktes beitragen. Demgegeniber steht das Ergebnis in bEnd.3
Endothelioma. Native Zellen zeigen dort keine Veranderung der VE-Cadherin
Phosphorylierung, dagegen kommt es nach Inhibition von PTPs mit Pervanadat zu einer
verstarkten Phosphorylierung des Cadherins. Also ist die Situation in bEnd.3 und HUVEC
genau umgekehrt. Wie bereits erwahnt, sind bEnd.3 Endothelioma zur Immortalisierung mit
dem viralen "Polyoma - Middle T" Antigen transfiziert. "Middle T" interagiert in-vitro mit
pp60°°, deren Aktivitat stimuliert wird, sowie mit Zellmembranen (Courtneidge & Smith,
1983). Der "Middle T"-pp60°° Komplex enthalt zusatzlich die Ser/Thr-Phosphatase PP2A,
deren Funktion fur die transformierende Wirkung bendtigt wird (Glover et al., 1999). Die
transformierende Wirkung des Komplexes beruht auf der Imitation der Signale von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren tber die Bindung von PI-3-Kinase und Shc (Dilworth, 1995).
Wie in Kapitel 1.2.2 ausgefihrt, sind diese Proteine auch an der Signalisierung durch VE-
Cadherin beteiligt.

Die Ergebnisse an bEnd.3 sind dahingehend interpretierbar, da? mit steigender Zelldichte
gleichzeitig Kinase- und Phosphataseaktivitat an der Adherens Junction heraufreguliert
wird. In nativen bEnd.3 antagonisieren sich beide in ihrer Wirkung auf VE-Cadherin, daher
keine Anderung der Phosphorylierung. Nach Inhibition von Protein-Tyrosin Phosphatasen
durch Pervanadat ware die Zunahme der VE-Cadherin Phosphorylierung ein direktes Mal3
fur die steigende Kinaseaktivitat. Dies ist zwar verschieden von der Situation in HUVEC,
jedoch durchaus vertraglich mit der Beobachtung einer verstarkten Assoziation von VE-
PTP und VE-Cadherin in bEnd.3.
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In HUVEC, die nicht "Middle T" transfiziert sind, kommt es zu keiner ektopischen
Heraufregulierung von Kinaseaktivitdt an der Adherens Junction. Bei genauer Betrachtung
der Daten aus Kapitel 3.1.2.2 féllt in nativen Zellen ein drastischer Unterschied der VE-
Cadherin Phosphorylierung in subkonfluenten gegeniber konfluenten Zellen auf, in denen
die Cadherin-Phosphorylierung praktisch nicht mehr nachweisbar ist. In Pervanadat-
behandelten Zellen ist die Dephosphorylierung mit steigender Dichte weniger ausgepragt.
Da die Signale nach Inhibition von PTPs durch Pervanadat die Aktivitat der verbleibenden
Tyrosinkinasen wiederspiegeln, kann in HUVEC eine Abnahme von Kinaseaktivitat bei
steigender Zelldichte postuliert werden. Die verstarkte Aktivitat einer Tyrosin-Phosphatase
an der AJ wirde zur abnehmenden Kinaseaktivitat hinzuaddiert und die in nativen HUVECs
bei konfluenten Zellen beobachtete drastisch verringerte Phosphorylierung von VE-
Cadherin erklaren. Die Abnahme der VE-Cadherin Phosphorylierung bei steigender
Zelldichte konnte also auch in HUVEC direkt auf die Wirkung der verstarkt assoziierten
Phosphatase VE-PTP zuriickzufiihren sein.

Neben der Regulierung der Phosphataseaktivitat Gber deren Expression oder Bindung an
ihr Substrat ist auch die Regulierung Uber stimulatorische und inhibitorische Molekile
denkbar. Natdrliche Inhibitoren fir RPTPs sind sowohl als Bindungspartner fir die extra-
wie auch intrazellulare Doméane beschrieben. Fiur RPTP B/ ist Pleiotrophin als Ligand fur
die extrazellulare Domane beschrieben, der zu einer Inhibition der Phosphataseaktivitat
fuhrt. Infolgedessen steigt die Phosphorylierung von B-Catenin stark an. Die Bindung von
Phosphatase und Catenin ist unabhéngig von deren katalytischer Aktivitdt (Meng et al.,
2000). Inkubation von Jurkat T Zellen mit Galectin-1 fUhrte zu einer verringerten Aktivitat
der RPTP CD45. Galectin-1 und CD45 sind ko-immunprazipitierbar (Walzel et al., 1999).
Fur CD45 wurde auRerdem eine Aktivierung durch Bindung der intrazellularen Doméane an
Spectrin und Fodrin nachgewiesen (Lokeshwar et al., 1992).

Eine weitere interessante Option ist die Bildung eines "signalisierungskompetenten
Komplexes" in der Adherens Junction konfluenter Endothelzellen. In dem Szenario wirden
mit steigender Zelldichte Komponenten von Signalkaskaden am Zellkontakt akkumuliert.
Dieser, obwohl von hoher Festigkeit, ware in der Lage, schnell auf exogene Reize zu
reagieren. VE-PTP wirde so beispielsweise die Phosphorylierung des VE-Cadherin-
Komplexes, wie sie durch die Zugabe von aktivierten Neutrophilen zu Endothel beobachtet
wurde, zligig nach erfolgter Transmigration wieder revertieren kénnen (Tinsley et al., 1999).
In der Tat bewirkt die Stimulierung von Endothel mit Histamin nur in konfluenten Zellen eine
spezifische Phosphorylierung von VE-Cadherin, verbunden mit einer Dissoziation des
Cadherins vom Cytoskelett (Andriopoulou et al., 1999). Konfluenz-abhingige Anderungen
der Signaltransduktion sind fur den VEGF-Signalweg in Kapitel 1.2.2 der Einleitung

beschrieben.
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4.1.5 VE-PTP dephosphoryliert VE-Cadherin  in-vivo

Zu Untersuchung der VE-PTP Funktion in kultivierten priméren Endothelzellen (HUVEC)
wurde die Expression des Proteines mittels siRNA verringert. Wie in Kapitel 3.1.3.1
gezeigt, lafdt sich eine Inhibition der Phosphatase unter geeigneten Bedingungen bis zu 48
h nach Transfektion der Oligonukleotide aufrechterhalten. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang zu vermerken, dafl weder die Expression von VE-Cadherin noch [-
Catenin beeintrachtigt wird. Wie Eingangs erwahnt, kann eine verénderte Expression von
[B-Catenin die Zelladhasion durch Veradnderung der Expression des Cadherin-Catenin
Komplexes beeinflussen (Bradley et al., 1993; Hinck et al., 1994). Daher sollten die
beobachteten Effekte auf eine Involvierung der Struktur oder Funktion von VE-PTP
zurickzufuhren sein.

Das selektive Ausschalten von VE-PTP flhrt zu einer erhéhten Tyrosin-Phosphorylierung
von VE-Cadherin (Kapitel 3.1.3.2). Um den Effekt nachweisen zu koénnen, missen
maoglichst konfluente HUVECs untersucht werden. siRNA von VE-PTP in HUVECs
geringerer Dichte fuhrt zu einer nur unwesentlich erhéhten VE-Cadherin Phosphorylierung
(nicht gezeigte Daten). Der Befund kann im Zusammenhang mit der verstarkten VE-PTP -
VE-Cadherin Assoziation bei hoher Zelldichte gesehen werden und argumentiert fir eine
funktionelle Interaktion beider Proteine mit steigender Konfluenz des Endothels.

Trotz einiger mit dem Cadherin-Catenin Komplex assoziierten PTPs (siehe Kapitel 1.3.2) ist
bislang keine direkte Dephosphorylierung eines Cadherins durch eine Protein-Tyrosin
Phosphatase bekannt. Im Uberwiegenden Teil der Falle ist B-Catenin das Substrat der
Phosphatasen, allerdings bindet PTPu als einzige RPTP Uber die cytoplasmatische
Domaéne direkt an E-Cadherin (Brady-Kalnay et al., 1998).

Im vorliegenden Fall kann eine direkte Dephosphorylierung von VE-Cadherin durch VE-
PTP vermutet werden. Jedoch besteht die Mdglichkeit eines indirekten Effektes, der durch
einen zwischengeschalteten VE-PTP Effektor vermittelt wird. In Betracht kame
beispielsweise eine Kinase, die VE-Cadherin direkt phosphoryliert und durch VE-PTP
negativ reguliert wird. Die verstarkte Assoziation von Src-Kinasen mit dem Cadherin-
Catenin Komplex wurde in der Einleitung behandelt (Kapitel 1.4.1). Src Kinasen kdnnen E-
Cadherin und N-Cadherin, sowie assoziierte Catenine phosphorylieren (Behrens et al.,
1993; Hamaguchi et al., 1993). Weiterhin wird die VEGF-abh&angige Phosphorylierung von
VE-Cadherin nicht direkt durch den VEGFR-2 geleistet, sondern durch Aktivierung von Src-
Kinasen, die bevorzugt mit dem Rezeptor nach VEGF-Stimulierung assoziieren (Chou et
al., 2002; Lin et al., 2003). Zudem wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine Beteiligung

von Kinasen der Src-Familie an der Phosphorylierung von VE-Cadherin gezeigt (Kapitel
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3.2.1.1, siehe auch unten). Die Aktivitdt von Src-Kinasen selbst wird ebenfalls Uber die
Phosphorylierung eines inhibitorischen Tyrosinrestes reguliert (Piwnica-Worms et al.,
1987), welches wiederum das Ziel der inhibitorischen Kinase Csk ist (Nada et al., 1991).
Csk wurde von UIf Baumeister als Bindungspartner von VE-Cadherin identifiziert
(Baumeister et al., in Revision) und kéame theoretisch als Substrat fur VE-PTP in Betracht.
Fur CSK wurde bislang noch kein eindeutiger Regulationsmechanismus etabliert, der die

Funktion einer Phosphatase bendtigt.

4.1.6 Inhibition von VE-PTP erhoht die transendothe liale Migration von
Neutrophilen

Um die physiologische Bedeutung der VE-PTP in prim&ren Endothelzellen zu untersuchen,
wurden Versuche zur parazellularen Permeabilitat und Transmigration von
polymorphonukledren Neutrophilen unternommen. Dabei wurde nach Ausschalten von VE-
PTP eine gegenuber den Kontrollen auf 160 % erhdhte Transmigration von Neutrophilen
durch HUVEC-Zellschichten beobachtet (Kapitel 3.1.3.3). Die Vorbehandlung nicht-
transfizierter HUVECs mit einem die Funktion blockierenden Antikorper gegen VE-

Cadherin (Corada et al., 2001) fihrt zu einer Erhéhung der Transmigration auf Giber 200 %.

Wahrend der Transmigration von Leukozyten wird VE-Cadherin voribergehend aus dem
Zellkontakt verdrangt, um der Zelle die parazellulare Passage durch die Junction zu
ermdglichen (Allport et al., 1997; Shaw et al., 2001). Diese Passage vollzieht sich schnell
und bewirkt aufgrund des zlgigen Wiederverschlusses der Junction unter physiologischen
Bedingungen keine Erhéhung der parazellularen Permeabilitdit des Endothels (Muller,
2003). Allerdings erhoht sich durch die Injektion von Antikérpern gegen VE-Cadherin die
Permeabilitéat einer endothelialen Zellschicht in-vitro und in-vivo, was mit der verstarkten
Auswanderung von Leukozyten in periphere Gewebe verbunden ist (Gotsch et al., 1997;
Corada et al., 1999). Dies laRt darauf schlieBen, dalR eine feste Adherens Junction eine
Barriere fur die Migration von Neutrophilen darstellt. Die Lockerung der AJ durch
Phosphorylierung ihrer Komponenten, vor allem VE-Cadherin, kbénnte die transiente

Offnung des Zellkontaktes und damit die Transmigration erleichtern.

So gesehen kdnnte VE-PTP eine Rolle bei der Transmigration durch einen Effekt auf VE-
Cadherin zugeschrieben werden. Das Ausschalten der Phosphatase fihrt zur verstarkten
VE-Cadherin Tyrosin-Phosphorylierung. Wie in Kapitel 1.4.1 ausfiihrlich behandelt, ist die
Erh6hung der vaskularen Permeabilitdt durch Zugabe exogener Substanzen mit der

Phosphorylierung von AJ-Komponenten verbunden. Sofern der Anstieg der parazellularen
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Permeabilitat und die Transmigration von Leukozyten vergleichbare Vorgange in Bezug auf
den Zellkontakt darstellen, bekommt die Korrelation zwischen erhdhter VE-Cadherin
Phosphorylierung und Transmigration nach VE-PTP "Knock-Down" Giltigkeit.

Die parazellulare Permeabilitdt, welche meist durch Diffusion eines fluoreszierenden
Farbstoffes durch die endotheliale Zellschicht gemessen wird, ist ein direktes Malf fur die
Stabilitat des interendothelialen Kontaktes. Eine physikalische Destabilisierung der Zellen
fuhrt zu erhohter Diffusion des Farbstoffes. Der im Transmigrationsversuch als
Positivkontrolle eingesetzte VE-Cadherin Antikdrper tbt auch einen deutlichen Effekt auf
die parazellulare Permeabilitdt der Zellen aus (Kapitel 3.1.3.4). Insofern fuhrt der gleiche
Antikdrper zu erhdhter Permeabilitat und Transmigration, indem er endotheliale Junctions
durch Bindung an die membranproximalste VE-Cadherin-Domane destabilisiert (Corada et
al., 2001). Im Diffusionsversuch bewirkt die Inhibition von VE-PTP durch siRNA jedoch nur
eine geringe Erh6hung der Permeabilitat. Die Zugabe des Kontrollantikdrpers hat einen
ahnlichen Effekt wie die siRNA-Behandlung zur Folge, wodurch diese Versuche nicht zur
Bewertung einer VE-PTP-abhangigen Anderung der endothelialen Barrierefunktion
herangezogen werden konnen. Die Diffusion hochmolekularer Substanzen Uber eine
HUVEC-Endothelzellschicht ist offenbar mit technischen Schwierigkeiten verbunden, die
mit der Fragilitat der Zellschicht, zumal nach Elektroporation mit siRNA Oligonukleotiden,
zusammenhangen kénnen. Transendotheliale Resistenz ist die geeignetere Grof3e zur
Messung der parazellularen Diffusionsbarriere (Hans Schnittler, personliche Mitteilung).
Solche Messungen wurden versuchsweise unternommen, jedoch konnte bislang mit den

eingesetzten Zellen kein Aufbau einer Resistenz erreicht werden.

In einer kurzlich veroffentlichten Studie erhdhte die Inhibition von Protein-Tyrosin
Phosphatasen mit Pervanadat die parazellulare Permeabilitat von Endothelzellen und
fuhrte zur verstarkten Transmigration von Neutrophilen. Dies ging mit einer starken
Erh6hung der Tyrosin-Phosphorylierung, aber ohne den Zerfall des Cadherin-Catenin
Komplexes einher (Young et al., 2003). Dieses Ergebnis bekréftigt die Notwendigkeit von

PTPs zur Aufrechterhaltung der endothelialen Barrierefunktion.

Alternativ kdnnte VE-PTP selbst als Adhasionsmolekil agieren, das zur Stabilitat des Zell-
Zellkontaktes beitragt oder als Interaktionspartner fir Leukozyten dient. Die extrazelluléare
Domaéane von VE-PTP besteht aus 17 Fibronectin-lll-Doméanen und ist von beachtlicher
GroRe. Die homophile trans-Interaktion von RPTPs ist in einigen Faéllen als
zelladhasionsfordernd beschrieben worden, speziell RPTPu ist in dieser Hinsicht gut
untersucht (Brady-Kalnay et al., 1993; Brady-Kalnay & Tonks 1995). RPTPu enthalt

allerdings eine Immunglobulin- sowie eine Meprin-&hnliche Domé&ne, welche kirzlich als
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Vermittler der homophilen Interaktion der Phosphatase bestimmt wurden (Cismasiu et al.,
2004). Fur Typ lll RPTPs wie VE-PTP, denen solche Doménen fehlen, wurde bislang keine
homophile Wechselwirkungen gezeigt.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden Zelladh&sions-Versuche mit 32D Leukozyten
vorgenommen. Als Substrat dienten immobilisierte Fusionsproteine der extrazellularen
Doméne, sowie auf COS-7 und CHO Zellen exprimierte VE-PTP. Die Versuche lieRen
jedoch auf keine VE-PTP-vermittelte Adh&sion von Leukozyten schlieBen (Daten nicht
gezeigt). Im Falle einer Funktion von VE-PTP als Adhasionsmolekiil fir Leukozyten miuifite
nach Inhibition der Expression der Phosphatase eine verminderte Transmigration von

Neutrophilen postuliert werden, was dem beobachteten Effekt widersprache.

Eine direkte Beteiligung von VE-PTP an der Leukozyten-Diapedese ist, trotz der
beobachteten verstarkten Transmigration nach verminderter Expression des Molekuls
durch siRNA, nicht belegt. Der gemessene Effekt kénnte allein auf einer verringerten
Stabilitéat der Adherens Junction durch die verminderte Aktivitat der Phosphatase beruhen.
Solch ein Mechanismus mufte aber nicht zwangslaufig vom Leukozyt bei der
transendothelialen Migration aktiviert werden. Aufklarung in dieser Frage kénnten Versuche
in Anwesenheit von blockierenden Antikbrpern gegen den extrazelluldaren Teil der
Phosphatase bringen, welche die Transmigration von Leukozyten, nicht aber die Aktivitat
der Phosphatase zu inhibieren in der Lage wéren. Dadurch kénnte auf eine direkte

Beteiligung des Molekils am Vorgang der Transmigration geschlossen werden.

Denn die naheliegendste und attraktivste Erklarung fiur den VE-PTP-Effekt auf die
Transmigration von Neutrophilen ist die leukozytenvermittelte Aktivierung der Phosphatase
und dadurch bedingt die direkte oder indirekte Dephosphorylierung von VE-Cadherin
verbunden mit der Destabilisierung des Zellkontaktes. Es besteht eine Korrelation zwischen
der dichteabhangigen Umlagerung der Phosphatase in den endothelialen Zellkontakt, der
verstarkten Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin mit steigender Zelldichte und der
Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin in konfluenten HUVEC. Die
Inhibition der Expression der Phosphatase in Endothelzellen hoher Dichte fihrt zu einem
Anstieg der VE-Cadherin Phosphorylierung in HUVEC, verbunden mit einer erhéhten
transendothelialen Migration von Neutrophilen. VE-PTP wird fur die Aufrechterhaltung der

Integritat der endothelialen Adherens Junction bei hoher Zelldichte bendtigt.
Studien, die in der Arbeitsgruppe Vestweber durchgefihrt wurden, bestatigen zudem die

Notwendigkeit der katalytischen Doméane von VE-PTP flr die Festigung des VE-Cadherin

vermittelten Zell-Zellkontaktes. Nach Induktion einer Kkatalytisch inaktiven Form der
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Phosphatase in CHO Zellen, die VEGFR-2 und VE-Cadherin exprimieren, konnte kein
Effekt auf die parazellulare Permeabilitat und Zell-Zell Aggregation gezeigt werden (A.
Holtmann & S. Kloep, unveréffentlichte Daten). Fir eine weitere Untersuchung der
Beteiligung VE-PTPs an TEM von Leukozyten und Permeabilitdt werden gegenwartig von
Astrid Holtmann Endothelioma aus VE-PTP homozygot defizienten Mausen isoliert und mit
Wildtyp VE-PTP retransduziert. Zudem sind Permeabiliagtsversuche unter Einsatz von

Antikérpern gegen VE-PTP geplant.

4.2 VE-Cadherin ist ein Ziel der ICAM-1 Signalwege

ICAM-1 ist ein fir die Auswanderung von Leukozyten bedeutendes Zelladh&sionsmolekl
der Immunglobulin-Superfamilie. Die Ligation von ICAM-1 durch Antikérper oder Zugabe
von Leukozyten zu Endothel fihrt, wie in Kapitel 1.6 beschrieben, zur Aktivierung
intrazellularer Signaltransduktionswege, welche die Phosphorylierung von Komponenten
des Cytoskelettes und dessen Reorganisierung zur Folge haben. Obgleich die direkte
Beteiligung von ICAM-1 fur die TEM von Leukozyten gut etabliert ist, konnten bislang keine
Zellkontaktproteine als Ziele der ICAM-1 Signalwege gefunden werden. Dabei sind
Proteine der endothelialen Junctions, die durch calciumabh&ngige- und Phosphorylierungs-
Prozesse reguliert werden (Kapitel 1.4), offensichtliche Kandidaten fir Ziele dieser
Signalprozesse (Greenwood et al., 2002).

Die Phosphorylierung von Komponenten der Adherens Junction mit ihrem zentralen
Bestandteil VE-Cadherin hat Auswirkungen auf die Festigkeit des Zell-Zellkontaktes, der
wiederum die Auswanderung von Leukozyten beeinfluldt (Vestweber, 2000; Bazzoni &
Dejana, 2004; die Ergebnisse dieser Arbeit). Mikroskopische Studien bestéatigten die
transiente Dissoziation der VE-Cadherin Homodimere am Zellkontakt wahrend der
Transmigration von Leukozyten durch eine endotheliale Zellschicht (Shaw et al., 2001).
Offenbar ist die dynamische Veradnderung der VE-Cadherin Lokalisation fur die
Transmigration von Leukozyten erforderlich. Die Administration von VE-Cadherin
Antikérpern in-vivo beschleunigt die Auswanderung von Neutrophilen in ein entziindetes
Peritoneum (Gotsch et al., 1997) und erhdht zudem auch die vaskulare Permeabilitat durch
Dissoziation der Adherens Junction (Corada et al., 1999 + 2001).

Da ICAM-1 der primare Interaktionspartner von Leukozyten [.-Integrinen ist, sollte die
Ligation des Molekils eine bona fide Simulation der Adhasion von Leukozyten an das
Endothel darstellen. Nach Ligation von ICAM-1 wurde keine Veranderung der endothelialen
Permeabilitat gefunden, was der physiologischen Situation bei der Transmigration von
Leukozyten gleichkommt (van Buul et al., 2002; Muller, 2003). In der gleichen Arbeit fihrte

jedoch die antikdrpervermittelte Ligation von VCAM-1, welches ebenfalls Bindungspartner
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von Leukozyten B.-Integrinen ist, zu erhthter Permeabilitdt von Endothelzellen Uber die
Bildung von ROS und fordert dartiber hinaus die Bildung von interzellularen Licken. Die
Bildung von ROS nach Cytokinstimulierung kann wiederum die Phosphorylierung von VE-

Cadherin und Komponenten der AJ bewirken (Nwariaku et al., 2004).

Offenbar I6st die Adhasion von Leukozyten mehrere Vorgange in der Zelle aus, die direkt
oder indirekt Auswirkungen auf den endothelialen Zellkontakt haben kdnnen. Wenige
davon sind gut verstanden. Deshalb sollte ein mdglicher ICAM-1-abhéngiger Effekt auf die

Adherens Junction, speziell VE-Cadherin, untersucht werden.

4.2.1 Transiente VE-Cadherin Phosphorylierung durch ICAM-1 Ligation

Wie in Kapitel 3.2.1.1 beschrieben, fiihrt die Quervernetzung von ICAM-1 auf bEnd.5
Endothelioma mit primaren und sekundaren Antikérpern zu einer kurzfristigen Erhéhung
der Phosphorylierung von VE-Cadherin und zu geringerem MaRRe auch der Catenine. Die
Quervernetzung eines anderen Oberflachenproteines, Endomucin, zeigt dagegen keinen
Effekt auf die Phosphorylierung des Cadherin-Catenin Komplexes.

Dieses Ergebnis erlaubt die Betrachtung von VE-Cadherin als Ziel der ICAM-1 Signalwege.
Die Kurzfristigkeit der Erhdhung der Phosphorylierung, welche nach 30 Minuten wieder auf
Kontrollniveau zurtickgeht, lal3t den Vorgang fur die Transmigration relevant erscheinen.
Eine dauerhafte Erhdhung der VE-Cadherin Phosphorylierung wére nicht mit der
unveranderten Stabilitdt des Endothels bei der TEM von Leukozyten zu vereinbaren (van
Buul et al., 2002; Muller, 2003). Bei der TEM von Leukozyten handelt es sich ebenfalls um
einen schnellen ProzeR, der innerhalb von Minuten abgeschlossen ist (Engelhardt &
Wolburg, 2004). ICAM-1 besitzt keine intrinsische Kinaseaktivitdt, die zu einer
Phosphorylierung von Proteinen fihren kénnte. Weiterhin ist der intrazellulare Teil von
ICAM-1 sowohl verantwortlich fir die Transmigration von T-Zellen durch Endothel, als auch
fur die Aktivierung der Signaltransduktionswege in der Zelle (Greenwood et al., 2003; Lyck
et al.,, 2003). FiUr die ICAM-1 vermittelte Phosphorylierung von VE-Cadherin kommen
mehrere Mechanismen in Betracht :

1.) Die Aktivierung von Rho - GTPasen hat einen tiefgreifenden Umbau des Aktin-
Cytoskelettes zur Folge, der Uber die Phosphorylierung der Cytoskelett-assoziierten
Proteine pl130Cas, FAK und Paxillin erreicht werden kénnte (Etienne et al., 1998).
Quervernetzung von ICAM-1 fuhrt in Rho - abhangiger Weise zur Bildung von Aktin-
Stressfasern, und die Inhibition von Rho verhindert die Transmigration von Leukozyten
(Adamson et al., 1999; Strey et al., 2002). Dennoch haben Rho - Proteine keinen Einfluf3
auf die Lokalisation von VE-Cadherin in Endothelzellen (Braga et al., 1999). Rho -
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GTPasen scheinen die Transmigration von Neutrophilen tber den Umbau des Aktin -
Cytoskelettes der Endothelzelle zu erleichtern, auf die Integritat der Adherens Junction
haben sie offenbar keinen direkten Einfluf3.

2.) Kinasen der Src Familie sind dagegen direkt an der Modulierung der Adherens Junction
beteiligt. Fir den E-Cadherin- und N-Cadherin - Catenin Komplex wurde durch
Transfektion von Zellen mit viralem v-src Protoonkogen eine erhdhte Phosphorylierung des
Komplexes demonstriert, welche mit verminderter Cadherin-abhangiger Adhasion
verbunden ist (Matsuyoshi et al., 1992; Behrens et al., 1993). Die Src-vermittelte Tyrosin-
Phosphorylierung des Komplexes selbst wurde als Ursache fiir die instabile Zell-Zell
Adhasion diskutiert (Hamaguchi et al., 1993). Mikroskopische Studien an MDCK Zellen
belegten zudem die Spezifitat des Effektes von v-src fir die Adherens Junction, welche
nach Uberexpression der Kinase beeintrachtigt wird. TJs und Desmosomen sind davon
nicht betroffen. Der Effekt ist durch Inhibition von Tyrosinkinasen revertierbar (Volberg et
al., 1992). Src-Kinasen vermitteln den Effekt des Wachstumsfaktors VEGF auf Endothel.
VEGF, das auch Vaskularer Permeabilitats Faktor (VPF) genannt wird, erhoht die
parazellulare Permeabilitat von Endothel und fihrt zur Phosphorylierung VE-Cadherins im
Komplex mit B-Catenin (Esser et al., 1998). In-vivo verhindert die Inhibition von Src den
permeabilisierenden Effekt von VEGF auf die Vaskulatur. Dies ist Uber die transiente
Destabilisierung eines Komplexes aus VEGFR-2, VE-Cadherin und (3-Catenin nach VEGF-
Stimulierung zu erkléaren. Die Phosphorylierung des Komplexes durch Src-Kinasen wurde
als Ursache fur die verminderte Integritat des endothelialen Zellkontaktes diskutiert (Weis
et al., 2004).

Mehrere Studien beschreiben die Aktivierung von Src nach Ligation von ICAM-1 (Durieu-
Trautmann et al., 1994; Etienne-Manneville et al., 2000; Wang et al., 2003).

4.2.2 Inhibition von Src verhindert die ICAM-1 abha ngige Phosphorylierung
von VE-Cadherin

Aufgrund der oben genannten Uberlegungen wurde die Beteiligung von Src-Kinasen an der
ICAM-1 vermittelten Phosphorylierung von VE-Cadherin mit Hilfe pharmakologischer
Inhibitoren untersucht (Kapitel 3.2.1.2). Die Ergebnisse der Versuche legen eine
Beteiligung von Src an der transienten Phosphorylierung von VE-Cadherin nach ICAM-1
Ligation nahe. Die Catenine sind nur méaRig von der Wirkung des Inhibitors betroffen, sie
sind stark phosphoryliert als Assoziationspartner von VE-Cadherin sichtbar. VE-Cadherin
ist somit das vierte bekannte Protein, das nach ICAM-1 Ligation Src-abhangig
phosphoryliert wird neben Cortactin (Durieu-Trautmann et al., 1994), Ezrin (Wang et al.,
2003) und p38 MAPK (Wang & Doerschuk, 2001).
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Erstaunlich ist die Tatsache, dal3 keiner der alternativen Signaltransduktionswege, die nach
ICAM-1 Quervernetzung aktiviert werden, den Effekt auf VE-Cadherin vermitteln kénnen.
Beschrieben sind die Freisetzung von intrazellularem Calcium (Clayton et al., 1998),
Aktivierung von Rho (Adamson et al., 1999), PKC (Etienne-Manneville et al., 2000) und die
Produktion von ROS (Wang & Doerschuk, 2000). In der Studie von Etienne-Manneville et
al., 2000 wurde die Freisetzung von Ca®" als Voraussetzung fiir die PKCa-vermittelte
Aktivierung von p60°° als letztem Glied der Signaltransduktionskette etabliert. Weitere
Studien argumentieren ebenfalls fir eine calciumabhangige Aktivierung der PKCa, die eine
verminderte Integritit des endothelialen Zellkontaktes induziert, verbunden mit
unterbrochener VE-Cadherin Lokalisierung am Kontakt (Sandoval et al., 2001). Jedoch
scheint p60°°in Bezug auf VE-Cadherin der terminale Effektor der PKCa zu sein.

Reaktive Sauerstoffspezies wurden als Effektor der Rac-induzierten Herabsetzung der
Zelladhasion von HUVEC ermittelt. Die Induktion von konstitutiv aktiviertem Rac in der
Zelle ist abhangig von Rho GTPasen und wird begleitet von der Bildung von Aktin-
Stressfasern und dem Verlust VE-Cadherin vermittelter Zell-Zell Adhésion. Damit
einhergehend wurde die Phosphorylierung von a-Catenin beobachtet. Trotzdem hat die
Transduktion von HUVEC mit konstitutiv aktiviertem Rho keinen Effekt auf die VE-Cadherin
Lokalisation und Zellkontaktintegritat, wohl aber auf das Aktin-Cytoskelett (van Wetering et
al.,, 2002). Obwohl Rho und Rac fur die Etablierung und Kontrolle der E-Cadherin-
vermittelten Zelladhasion in Epithelzellen erforderlich sind (Hordijk et al., 1997; Braga et al.,
1997 + 1999), ist die funktionelle Verbindung von Rho und VE-Cadherin in Endothelzellen
nicht klar. Trotz der dokumentierten Aktivierung von Rho und der Bildung von ROS nach
ICAM-1 Ligation sind diese Mechanismen nicht in der Lage, die Funktion von Src - Kinasen
zu ersetzen.

Allerdings muf3 darauf hingewiesen werden, dal3 auch bEnd.5 Endothelioma, die fir die
Versuche eingesetzt wurden, Polyoma "Middle T" transfiziert sind. Die mdglichen
Konsequenzen fur die Aktivitdt von Src-Kinasen wurde in Kapitel 4.1.4 diskutiert. Daher ist
das Ergebnis einer mdglichen Funktion von Src bei der Regulierung der Stabilitat der
Adherens Junction wahrend der Transmigration von Leukozyten kritisch zu betrachten.
Vergleichbare Studien an Priméarzellen waren erforderlich.

Die Phosphorylierung von VE-Cadherin konnte zu einer Auflockerung des Zell-
Zellkontaktes fihren und die parazellulare Migration von Leukozyten durch Endothel
erleichtern. Aufgrund der im Versuch beteiligten Antikorper, darunter YNI-1, sind
Transmigrationsversuche nach ICAM-1 Quervernetzung jedoch nicht mdéglich. YNI-1
inhibiert die Transmigration von Leukozyten durch Blockierung der Bindung von LFA-1 an
ICAM-1.
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4.2.3 Veranderte Assoziation von VE-PTP mit VE-Cadhe rin nach ICAM-1
Ligation

Die ICAM-1 abhangige Phosphorylierung von VE-Cadherin ist transienter Natur. Sie ist im
Zeitraum von 10 - 20 Minuten nach Quervernetzung mit primaren und sekundaren
Antikdrpern erhoht und geht dann auf Kontrollniveau zurtick. Wie beschrieben sind sehr
wahrscheinlich Src-Kinasen fir die Phosphorylierung des Cadherins verantwortlich. Nicht
ersichtlich ist hingegen der Mechanismus, welcher wieder zur Dephosphorylierung von VE-
Cadherin fahrt. Aufgrund der Ergebnisse meiner Arbeit kann VE-PTP als Kandidaten-
Phosphatase zur Regulierung des VE-Cadherin-vermittelten Zell-Zellkontaktes betrachtet
werden. Daher wurde die Assoziation beider Proteine nach antikdrpervermittelter ICAM-1
Ligation untersucht, um Aufschlul?3 Uber eine mogliche Korrelation zwischen der
Phosphorylierung von VE-Cadherin und Bindung an eine regulatorische Phosphatase zu
erhalten.

Die Ergebnisse der Ko-Immunprazipitationen (Kapitel 3.2.2) zeigen eine verstarkte
Assoziation unmittelbar nach der Inkubation der Zellen mit dem primaren Antikorper.
Zusatzliche Quervernetzung mit dem Sekundarantikorper bewirkt eine verbesserte Bindung
beider Proteine, wobei der sekundéare Antikorper allein keinen Effekt hat. Hierfir gibt es
zwei Moglichkeiten der Interpretation :

1) Die Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin wird durch die Zugabe des
Zweitantikorpers gestort, unabhangig von der Prasenz des priméaren Antikdrpers. Dies
wirde den niedrigen Assoziationsgrad in der Sekundarantikorper-Kontrolle gegentber der
Primarantikoérper-Kontrolle erklaren. Keine Erklarung wirde hingegen geboten fur die
verstarkte Bindung beider Proteine nach "Super Crosslink”. In diesem Szenario ware die
Anderung der Bindung beider Molekiile ein Artefakt, welches auf die unspezifische Wirkung
des quervernetzenden Zweitantikérpers zurickzufihren ist und in keinem Zusammenhang
mit der transienten Phosphorylierung von VE-Cadherin steht.

2.) Die Kombination aus zwei gegen ICAM-1 gerichtete monoklonalen Antikérpern bewirkt
bereits eine Quervernetzung der Molekile auf der Zelloberflache, und diese
Quervernetzung fuhrt zur verstarkten Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin. Die
zusatzliche Ligation mit dem Sekundarantikorper verstarkt den Effekt deutlich. Die
gesteigerte Bindung beider Proteine ist von kurzer Dauer, zum Zeitpunkt der maximalen
Phosphorylierung von VE-Cadherin nach ICAM-1 Ligation ist sie wieder auf Kontrollniveau
zurickgegangen.

Ein direkter Kontext zur Phosphorylierung von VE-Cadherin ist aus einem derartigen
Verhalten nicht ersichtlich, da zum Zeitpunkt des Rickganges der VE-Cadherin
Phosphorylierung keine verstarkte Bindung von VE-PTP meRbar ist. Uber die Signifikanz

der gesteigerten Assoziation von VE-PTP und VE-Cadherin nach Bindung von mAbs an
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ICAM-1 herrscht Unklarheit. Es konnte sich um einen ganzlich unspezifischen Effekt
handeln, der mit der Zugabe eines Antikorpers gegen ein Oberflachenantigen
zusammenhangt. Zur Uberpriifung wéaren Kontrollexperimente notwendig, in denen VE-
PTP und VE-Cadherin nach Quervernetzung eines versuchsfremden Antigens, z. B.
Endomucin, ko-immunprazipitiert werden. Diese Kontrollen wurden wegen des erheblichen

Bedarfes an Antikdrpern fur den Fall eines aussagekraftigen Experimentes zuriickgestellt.

4.2.4 Permeabilitatsversuche nach ICAM-1 Quervernet zung

Um AufschluR dber die Konsequenzen der ICAM-1 abhangigen VE-Cadherin
Phosphorylierung fur die Barrierefunktion des endothelialen Zellkontaktes zu erhalten,
wurden Diffusionsversuche zur parazellularen Permeabilitat durchgefihrt (Kapitel 3.2.3).
Anhand der Kontrollen kann beziglich des Effektes allerdings keine eindeutige Aussage
getroffen werden. Schwankungen der Permeabilitdt sind durch Zugabe des priméren
Antikdrpers selbst entstanden und mdoglicherweise kein ICAM-1 spezifischer Effekt. Die
Ligation des Kontrollantigens Endomucin bewirkt ebenfalls eine leichte Abnahme der

Permeabilitat, hat aber keinen Effekt auf die Phosphorylierung von VE-Cadherin.

4.3 Identifizierung eines neuen VE-PTP-interagieren  den Proteines

VE-PTP ist eine endothelspezifische Rezeptor Protein-Tyrosin Phosphatase, von deren
Interaktionspartnern zur Zeit die ebenfalls endothelspezifischen Rezeptor Tyrosin-Kinasen
TIE-2 und VE-Cadherin bekannt sind (Fachinger et al., 1999; Nawroth et al., 2002).
Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Interaktion mit N-Cadherin (B. August, persotnliche
Mitteilung). Jene Interaktionspartner lassen zusammen mit den Lokalisationsdaten der
vorliegenden Arbeit auf eine spezifische Rolle im Endothel schlieBen. Zur weiteren
Charakterisierung der biologischen Funktion der Phosphatase sollten auf biochemischem
Wege interagierende Proteine isoliert werden.

Durch  Pull-Down  Experimente und anschlieBender massenspektrometrischer
Identifizierung wurde in Endothelioma das cis-Golgi Protein GPP130 als Bindungspartner
des cytoplasmatischen Teiles von VE-PTP gefunden (Kapitel 3.3.1). Fur dieses Protein
sind bislang weder eine konkrete Funktion noch Interaktionspartner bekannt. GPP130
bendtigt fur seine Lokalisation im cis-Golgi einen sauren luminalen pH, bei neutralem pH
erfolgt eine Umverteilung in die Endosomen (Linstedt et al., 1997). Der Vorgang ist
reversibel. Wird der normale pH wieder hergestellt, normalisiert sich auch die Verteilung
von GPP130 in der Zelle (Puri et al., 2002). Eine kirzlich verdffentlichte Arbeit diskutiert die
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Rolle des Proteines bei dem sogenannten "Bypass Pathway" von Proteinen, der eine
endozytische Route von frihen Endosomen in den Golgi unter Umgehung von spéaten
Endosomen / Lysosomen darstellt (Natarajan & Linstedt, 2004). Der "Bypass Pathway" wird
vor allem von pflanzlichen und bakteriellen Toxinen als Weg in die Zelle genutzt.

Die Pull-Down Experimente mit VE-PTP GST-Fusionsproteinen enthillten einige
ungewohnliche Eigenschaften der GPP130 / VE-PTP Interaktion : GPP130 bindet
ausschlie3lich an die native Phosphatasedomé&ne von VE-PTP, nicht an Aminosaure-
Austauschmutanten im aktiven Zentrum der Phosphatase. Die eingesetzten Konstrukte mit
einer R/A und C/S Substitution sind entsprechend der Situation bei PTP-1B als "Substrate
Trapping" Mutanten fur phosphorylierte Substrate entworfen worden (Flint et al., 1997).
Pervanadat-Vorbehandlung der Endothelioma, die als Material fur die Pull-Downs dienten,
fuhrt zur starken Tyrosin-Phosphorylierung von zellularen Proteinen. Dies sollte die
Interaktion, gerade mit den Austauschmutanten, erleichtern. Das Gegenteil ist fur GPP130
der Fall, nach Pervanadatbehandlung geht die Interaktion mit VE-PTP verloren.

In Kapitel 3.3.1.2 wurde auf strukturelle Merkmale von GPP130 eingegangen. Ein fur die
Interaktion mit VE-PTP bedeutsamer Umstand ist die Tatsache, daf es sich um ein Typ-Il
Transmembranprotein handelt. Topologisch kénnten in der Zelle nur die cytoplasmatischen
Teile der Proteine miteinander interagieren. Diesen Teil reprasentiert bei GPP130 der N-
Terminus, welcher 12 Aminosauren umfalit. Er enthalt keine Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen, dennoch ist die Interaktion mit der PTP-Domé&ne Pervanadat-
sensitiv. Eine mogliche Erklarung hierfir konnte ein hypothetisches Phosphoprotein sein,
welches als Adapter die Bindung zwischen VE-PTP und GPP130 vermittelt. Die GST Pull-
Down Experimente ergaben neben GPP130 weitere Knadidaten, die spezifisch mit der
Wildtyp PTP-Domane interagierten. Leider schlug die Sequenzierung der Proteine fehl.
Pull-Down Experimente mit in-vitro translatiertem GPP130 argumentieren ebenfalls fir ein
Adapterprotein, das die Bindung von GPP130 an VE-PTP vermittelt. Die in Kapitel 3.3.2.1
dargestellten Experimente demonstrieren die Notwendigkeit der Zugabe von endothelialem
Zelllysat fur eine erhthte Spezifitat der GPP130 Bindung an die native Phosphatase-
domane. Durch Ko-Immunprazipitationsexperimente in transient transifizierten 293 A Zellen
wurde deutlich, dalR der kurze cytoplasmatische Teil von GPP130 fir die Interaktion nicht
erforderlich ist (Kapitel 3.3.2.2). Folglich muf3 an der Interaktion der Golgi-luminale Teil von
GPP130 beteiligt sein. Zusammen mit den Daten der GST Pull-Down Experimente konnte
ein Adapterprotein vermutet werden, welches die Interaktion zwischen beiden Proteinen
wie in Abbildung 4.1 dargestellt vermittelt.

Nicht eingezeichnet ist die Mdglichkeit einer direkten Interaktion zwischen den
extrazellularen / Golgi-luminalen Doméanen der Proteine, die ausschlie8lich im Golgi-

Apparat der Zelle stattfinden kdnnte. Dagegen sprechen jedoch die Daten der GST Pull-
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Down Experimente, welche die Rolle des cytoplasmatischen Teils von VE-PTP fir die
Interaktion bestéatigen. Eine vergleichbare Interaktion zwischen einer RPTP und einem Typ-

Il Transmembranprotein ist nicht bekannt.

Golgi Membran

Cytoplasma Golgi Lumen

GPP130

Abbildung 4.1 : Schematische Darstellung der méglichen Interaktion zwischen GPP130 und VE-
PTP Uber ein Adapterprotein.

Sie kdnnte einen bislang unbekannten Mechanismus zur Regulierung der Aktivitat von VE-
PTP darstellen. Fir die testisspezifische Ser/Thr-Phosphatase PP1y2 ist die Interaktion mit
dem Chaperon GRP78 demonstriert worden. Dieses Protein aus der Familie der
Hitzeschockproteine ist im Endoplasmatischen Reticulum lokalisiert und Teil des PP1y2
Holoenzyms. Durch die Interaktion wird die Aktivitdt der Phosphatase stark erhéht (Chun et
al., 1994 + 1999). Fur VE-PTP ist die Moglichkeit der Blockierung des aktiven Zentrums
durch GPP130 ein attraktiver Regulationsmechanismus, der durch zwei Beobachtungen
gestutzt wird : GPP130 interagiert aul3erst spezifisch mit der Wildtyp PTP-Domane. Zwei
unabhangige Austausche von nur einer Aminosaure im aktiven Zentrum verhindern die
Interaktion vollstandig. VE-PTP ist zudem in Zellen geringer Dichte in einem intrazellularen
Kompartiment lokalisiert (Kapitel 3.1.1.2). Dort ist sie teilweise mit dem Golgi-Markerprotein
Mannosidase Il kolokalisierbar, ebenso mit EE1A, einem Markerprotein fur frihe
Endosomen (nicht gezeigt). In Kapitel 3.3.3 wird die Lokalisation von GPP130 und VE-PTP
als Doppelfluoreszenz in HUVEC dargestellt. Auch dort ist eine teilweise Kolokalisation
beider Proteine im Golgi-Apparat sichtbar. Dadurch kommt die Interaktion beider Proteine
in der Zelle auch r&dumlich in Betracht.

Protein-Tyrosin Phosphatasen sind Enzyme mit hoher Aktivitdt. Die innerhalb der Zelle
vorhandenen VE-PTP Molekile sollten, sofern sich die Spezifitdt der Phosphatase nicht auf
Zelloberflachenproteine beschrankt, an der unspezifischen Dephosphorylierung von
Tyrosinen durch einen wirksamen Inhibitor gehindert werden. Die Regulierung der VE-PTP

Aktivitat Uber die Lokalisation, speziell durch Interaktion mit Partnerproteinen Uber die
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extrazellulare Domaéne, ist bereits diskutiert worden (Nawroth et al., 2002). Im Gegensatz
zu Assoziation mit VE-Cadherin, welches ein Substrat der Phosphatase ist, kénnte die

Interaktion mit GPP130 VE-PTP von anderen Proteinen fernhalten.

Die Bedeutung des intrazellularen Pools der Phosphatase ist unklar. Einerseits suggerieren
die immuncytologischen Daten eine Umverteilung von VE-PTP von einem intrazellularen
Bereich an die Zelloberflache im Zuge der Etablierung fester Zellkontakte mit steigender
Konfluenz. Andererseits argumentiert die in der Durchflul3cytometrie gemessene konstante
Oberflachenexpression von VE-PTP auf Zellen jedes Dichtestadiums gegen eine solche
Umverteilung. Mdglicherweise existiert ein Mechanismus, der VE-PTP durch konstante
Internalisierung und Rezyklierung an die Plasmamembran reguliert. Solche Mechanismen
sind vor allem fir die Regulierung von neuronalen Funktionen etabliert, wo beispielsweise
die Dichte von Neurotransmitter-Rezeptoren an der Synapse durch verstarkte Endo- und
Exocytose reguliert wird (Buckley et al., 2000).

Ein solcher Mechanismus ware ein Novum fur Rezeptor Protein-Tyrosin Phosphatasen und
konnte eine Moglichkeit bieten, schnelle Anderungen am Zellkontakt durch dynamische

Phosphorylierung und Dephosphorylierung zu bewirken.
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6. Anhang

6.1 DNA Sequenz der murinen GPP130 cDNA

Die Transmembrandoméane ist fett gedruckt. Unter der DNA-Sequenz steht die

Ubersetzung in Aminoséurereste im Ein-Buchstaben Code.

5'-
atgggaaacgggatgtgctcccgaaagcagaagcgg

atcttccagacgctgctgcttctc
M GNGMTCSRZEKTGOZKR |l F Q T

L L L

acggtggtcttcggcttcctctatggcgcgat gct ctacttggaactgcagacgcagctg
T vVyvVv F G F L Y G A M LYLELOQTA QL

cgcaaagctgaggcagtggcgctcaagtaccagcagcaccaggactctctc
RKAEAVALKYOQOQHGO QDS SIL
ttgcaagttgtatatgaacacagatcaagattagagaaatctttgcaaaaa
LQVVYEHRSRLEIKSTLAOQHK
gaacacaagaaagcaaaggaagatttccttgtttataagttagaagcacaa
EHKKAKEDUFLVYKLEADQ
aacaaaggaaggcaagattccaatagcagatatagtgcattgaatgtccaa
NKGRO QDS SNSRYS SALNVDOQ
ctgaaaagtcagcatgaggagctgaggaagcagcacagtgacctggaagag
LK SQHETELRI K QHTSUDULTEE
aagcaaggggaagacttcagtagaacgttcaatgaccacaagcagagatac
K Q GEDUFSRTFNUDUHI KO QRY
cagcaagaaaaggaacaagaactttctaagcttaaagaaactgtatataat

Q QEKEQELSKLIKETVYN
gagaatagacaactaagaaaagcacaccaagacattcacacacagcttcaa
ENRQLRKAHOQODIHTOQLDO
caacagcataagaatttactctccgagcatgaacagcttgtagtgactttg

Q QHKNLLSEHEOQLVVTL
aagagtgcactggctgctgcgcagactcaagttgcagaatataaacaactg
KSALAAAOQTOQVATEYZKT QL
ctgaacaggattccaagctttcgaaatcctgacccagtcgagcagcaaaat
LNRIPSFRNWPDWPVEG QIQN
ccccatgggactcaccctcctcaaggttacaacggaagagagaagctgaca
PHGTHZPPQQGYNGREIKTLT
caagaggtgcagccgaatcacgaagcagggcctagaagaatggaagagaaa
Q EVQPNHEAGPRRMEEK
tccatgcagaaggatgcaggattccaggctctagaagagcagaatcaagtg
SMQKDAGFOQQALETEG QNO OV
gagccagaggagcgtcaagtggaagaggaacacaggaaggcactggaggag
E PEERIOQVEETEHRIKALEE
gagcaggtggggcaggcggagcatctggaggaagaacacgacccatcacca
EQVGQAEMHLETEEHUDUZPSP
gatcgagactggcgggatcagcagggacagaatgcagcccaccttctggat
DRDWIRDOQOQG OQNAAHLTLTD
caagctgaggtggagcattcgaccaaggcagctacaaacttccaatcccca
QA EVEHSTIKAATNTFOQSP
cagttggaacagcagaggctggcagcgaggagagatgaggaagcccagcgg
QLEQOQRLAARRDTETEATQ QTR
catcaggaagccttgcaccaacagaggctccatgggcagttgctaagacaa
HQEALHOQORLHGOLLT RDO
caacagttcctggccagagagatggctcagcagaagcaggtagcccatgaa
Q QFLAREMAQOQOQKO OQVAHETE
cagcagcaccaggagcagctaaggcagcaagctcattacaatgctgtggag
Q QHQEQLROQOQOAHYNAVE
gcacagggagtcgaggaccagggaatccccgaagaagagggaggtgcctat

tctgcccag
S AQ
gaaaggctt
E R L
gaaacactt
E T L
catcagatg
H Q M
gaacaccgg
E H R
ctgcagectt
L QL
ttgagagaa
L R E
gacgtcaag
D V K
gaagaccac
E D H
aaagataca
K D T
gtcaccttt
V T F
ggagagctc
G E L
cctctgtct
P L S
gaacccaga
E P R
gaggagatg
E E M
gaggagcag
EE Q
ggccaccct
G H P
tatgaggaa
Y E E
ctgagagaa
L R E
cagcagcag
Q Q Q
gatggccag
D G Q
aatgacatc
N D |
gacagagat
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A Q GVEDAO QG GIPETEEG GG GAY
aaccagcgccaagatgaagctgaaggagacccaggcaacagacaggaactt
Q R DEAEGDUPGNRAOQEH'L
ggacaccaagaaggcgaccctgaagttgaagcagatagggcagctgtggag
G DPEVEADIRAAVE
ccagcagatgaccccaacaatcaaggcgaagatgaatttgaggaagccgag
P ADDWPNNO QOGEUDTETFETEAE
gaagaaaatttgccagaggaaagtgaagagcaaaaacaaagcgaagcaaag
E ENLPEESEEGQIKIOQSEAK
gtagaaatggatgagcacttggtgatggcagggaatccagaccagcaggag
VEMDEMHLVMAGNPDOQAOQE
gatgagcagtatcaggacgaaggagaggaagaggttcaggaagatctgact
DEQVYQDEGETEEVOQETDTLT
aaacgggaaatggagcataatgttgaagagacatatggtgaacatcctgat
K REMEMHNVETETYGEHTPD
aatgatggtgaagaacaaggagttcacaacagggcgcatcctaaaggaaga
N DGEEQGVHNRAHZPIKGHR
tatgaggaggaggaagatgaagaagacggggctgctgttgctgagaaatca
Y EEEEDEEDGAAVAEKS
Gctgaaatg
A E M
- 3

6.2 Abkurzungsverzeichnis

A Ampere
APS: Ammoniumpersulfat
AS: Aminoséaure
bp: Basenpaare
BPB: Bromphenolblau
BSA: Rinderserumalbumin
- Carboxy-
cDNA: Complementary DNA
CHO: Chinese hamster ovary
CSK: C-terminal-Src-Kinase
DEPC: Diethylphosphorylcyanide
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA: Desoxyribonukleinsaure
dNTP: Desoxynukleotidtriphosphat
DTT: Dithiothreitol
ECGF: Endothelial cell growth supplement
EDTA: Ethylendiamintetraacetat
EGF: Epidermal growth factor
et al.: Et alii
evtl.: eventuell
FCS: Fotales Rinder Serum (fetal calf serum)
FGF: Fibroblast growth factor
g Gramm
Xg: Vielfaches der Erdbeschleunigung
GFP: Green fluorescent protein
GST: Glutathion-S-Transferase
h: Stunden
HEPES: N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N'-[2-Ethansulfonsdure]
HRP: Horseradish peroxidase
HUVEC: Human umbilical vein endothelial cell

D R D
cgtgaacca
R E P
gatataaac
D I N
caagtgaga
Q VR
caagggaat
Q G N
gataatgtt
D N V
gaagagaaa
E E K
gataagaat
D K N
caggagcat
Q E H
catcgcaga
H R R
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IgG:

IP:
IPTG:
ITAM:
ITIM:

kb:

kDa:

l:

M:

mAK:
MDCK:
MEM:
MRNA:
N-:

ODx:
ORF:
p.A.:
PBS:
PCR:
PDGF-BB:
PE:
PMSF:
PV:
RNA:
rpm:
RPTP:
RT:
RTK:
PTP:
RT-PCR:
SAP:
SDS:
SDS-PAGE:
TE:
TEMED:
TRIS:
UKM:
uv:

V-

VE-cadherin;

VEGF:
VEGF-R2:
VE-PTP:
wit:

wiv:
X-Gal:
z.B.:

Immunglobulin

Immunopréazipitation

Isopropyl 3-D-Thiogalactopyranosid
Immunoreceptor Tyrsosine-Based Activation-Motif
Immunoreceptor Tyrsosine-Based Inhibitory-Motif
Kilobasen

Kilodalton

Liter

Molar

monoklonaler Antikorper

Madine Darby Canine Kidney

minimal essential medium

Messenger RNA

Amino-

Optische Dichte bei Wellenlange x nm

Open reading frame

per Analyse

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction

Platelet derived growth factor BB
R-Phycoerythrin

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pervanadat

Ribonukleinséure

Umdrehungen pro Minute
Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase
Raumtemperatur

Rezeptor-Tyrosin-Kinase
Protein-Tyrosin-Phosphatase

Reverse transcriptase polymerase chain reaction
Shrimp alkaline phosphatase
Sodiumdodecylsulfate
Sodiumdodecylsulfat-polyacrylamide-gelelektrophorese
TRIS/EDTA-Puffer
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Universitatsklinikum Minster

Ultraviolett

Volt

Vascular endothelial cadherin

Vascular endothelium growth factor

Vascular endothelium growth factor receptor 2
Vascular endothelial protein tyrosine phosphatase
Wildtyp

Weight/volume

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl 3-Galactopyranosid
zum Beispiel
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