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SUMMARY

A key prognostic event preceding organ failure in sepsis and systemic inflammatory pro-
cesses is dysfunction of the microvascular endothelial barrier. The transmembrane protein
vascular endothelial (VE-) cadherin is an important prerequisite to stabilize endothelial
barrier. VE-cadherin is cleaved under inflammatory conditions which results in the re-
lease of soluble VE-cadherin (sVE-cadherin). The main hypothesis of this thesis is to
investigate whether sVE-cadherin itself directly disrupts the endothelial barrier in the ab-
sence of proinflammatory stimuli.

Human sVE-cadherin consisting of extracellular domains EC1-5 (sVE-cadherin®¢1-°) was
generated and applied onto primary human dermal endothelial cells (HDMECs) for struc-
tural and functional analysis. Measurements of transendothelial electrical resistance
(TER) and 4 kDa FITC-dectran flux revealed that sVE-cadherint¢'> dose-dependently
disrupts endothelial barrier integrity. This was confirmed by immunostaining and im-
munoblotting analysis which showed that sVE-cadherin®“ treatment reduced overall
levels of VE-cadherin and the associated proteins a-, y- and d-catenin and ZO-1 as well
as their distribution at the cell border of HDMECs. sVE-cadherinE¢1- treatment reduced
the interaction between the phosphatase VE-PTP and VE-cadherin. Accordingly, phar-
macological inhibition of VE-PTP using AKB9778 reversed sVE-cadherin®“**-induced
endothelial barrier loss. Further analysis showed that the increased expression of GEF-
H1 by sVE-cadherinf°®is also attenuated by AKB9778. In addition to these studies, the
constructs EC1-4 and EC3-5 were cloned into different vectors to determine whether the
extracellular domain 5 of VE-cadherin plays the dominant role in sVE-cadherin-mediated
effects.

In summary, these studies show for the first time that sVE-cadherinE* actively contrib-
utes to breakdown of the endothelial barrier independently of proinflammatory stimuli
via activation of the VE-PTP/RhoA signaling pathway. This represents a new pathophys-
iological mechanism that adds to the understanding of inflammation-induced endothelial

barrier changes.



ZUSAMMENFASSUNG

Ein Schlisselereignis, welches dem prognosebestimmenden Organversagen bei systemi-
schen Entziindungsprozessen und Sepsis vorangeht, ist die Entwicklung einer mikrovas-
kuldren endothelialen Schrankenstorung. Das vaskuldre endotheliale (VE-) Cadherin als
mechanischer Stabilisator der Endothelbarriere spielt dabei eine wichtige Rolle. In der
Inflammation werden Spaltprodukte von VE-Cadherin (sVE-Cadherin) gebildet. Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Hypothese ob diese Spaltpro-
dukte selbst an der Stérung der endothelialen Barrierefunktion beteiligt sind.

Es wurde hierfir humanes sVE-Cadherin bestehend aus den extrazelluldéren Doméanen
EC1-5 (sVE-CadherinE¢1®) generiert. In Messungen des transendothelialen elektrischen
Widerstands (TER), mit Immunfluoreszenzfarbungen und Western Blot Analysen wird
gezeigt, dass sVE-Cadherin dosisabhéngig die Barriere Integritat in priméren humanen
dermalen Endothelzellen stort. Dies flhrt zu einer Reduktion von VE-Cadherin und den
assoziierten Proteinen a-, y- und 8-Catenin und ZO-1, die nach der Applikation von sVE-
Cadherin an den Zellgrenzen reduziert sind. Die Interaktion zwischen VE-PTP und VE-
Cadherin wird durch sVE-Cadherint¢' reduziert. Durch pharmakologische Hemmung
der Phosphataseaktivitat von VE-PTP mittels AKB9778 wird der durch sVE-CadherinE¢!-
S-induzierte Verlust der Endothelbarriere aufgehoben. Dagegen zeigt die direkte Aktivie-
rung von Tie-2 mittels Angiopoetin-1 keinen protektiven Effekt auf die durch sVE-Cad-
herinfC1S gestdrte Endothelbarriere. Weitere Analysen zeigen eine erhohte Expression
von GEF-H1 durch sVE-CadherinE®1, Diese ist ebenfalls durch AKB9778 hemmbar.
Zusétzlich zu diesen Untersuchungen wurden die Konstrukte EC1-4 und EC3-5 in ver-
schiedene Vektoren kloniert, um zu bestimmen, ob die extrazelluldare Doméne 5 von VE-
Cadherin die dominante Rolle bei den sVE-Cadherin-vermittelten Effekten spielt.
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen zum ersten Mal, dass sVE-CadherinE¢!-
% unabhingig von proinflammatorischen Auslésern iber die Aktivierung des VE-
PTP/RhoA-Signalweges den Zusammenbruch der Endothelbarriere mitversursacht. Dies
stellt einen neuen pathophysiologischer Mechanismus dar, der zum Gesamtverstandnis

der entziindungsinduzierten Barriereveranderungen des Endothels beitréagt.



I1l.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADAM A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
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ANGPT1 Angiopoetin-1
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BSA bovines Serumalbumin
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DNA Desoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinséure
dNTP desoxy Nukleosid Tri Phosphat

DPBS dulbecco’s phosphate buffered saline
DTT Dithiothreitol

EC extrazellulare Domane

ECIS Electric Cell-substrate Impedance Sensing
eD extrazellulare Doméne

EDTA Ethylendiamintetraacetat



EGF
ELISA
F-Aktin
FNIII
FCS
FGD
FITC
FReD
fw

g

g
G-Aktin
gam
GAP
GAPDH
garb
GDI
GDP
GEF
GFP
GPCR
GTP
GTPasen
h

H.O
HDMEC
HEK
HEPES
HF
HPTP-B
HRP

Hz

iD

Epidermal Growth Factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Filamentéres Aktin/ Mikrofilamente
Fibronektin Typ Il

Fetales Kélberserum

FYVE, RhoGEF and PH Domain Containing
Fluoresceinisothiocyanat
Fibrinogen-ahnliche Doméne

forward, vorwérts

Gramm

Erdbeschleunigung (9,81m/s?)
Aktinmonomere

goat anti-mouse

GTPase-activating protein
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
goat anti-rabbit

GDP-dissociation inhibitor
Guanosindiphosphat

Guanotid exchange factor

Green-Fluorescent Protein

G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

GTP-Bindungsproteine

Stunde

Wasser

Humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
human embryonic kidey
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
High-Fidelity

human protein tyrosine phosphatase beta
Horseradish peroxidase/ Meerrettichperoxidase
Herz

intrazellulare Doméne



JAM Junctional Adhesion Molecule
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1 Einleitung

1.1  Klinischer Bezug und Hintergrund der Arbeit

Mit einer hohen Sterblichkeitsrate von durchschnittlich 34,7 % weltweit, ist das Krank-
heitsbild der Sepsis ein schwerwiegendes Problem in der Klinik (Bauer et al., 2020). Die
30-Tage-Sterblichkeit bei dem septischen Schock liegt in Nord Amerika bei 33,7 %, in
Europa bei 32,5 % und in Australien bei 26,4 % (Bauer et al., 2020). Jahrlich sind in
Deutschland ungefahr 75.000 und weltweit elf Millionen Todesfalle aufgrund einer Sep-
sis zu verzeichnen.
Die anfénglichen Definitionen der Sepsis beruhen auf dem Systemic Inflammatory
Response Syndrom (SIRS-) Konzept. Dieses wurde 1992 vertffentlicht (Bone et al.,
1992). Zu den SIRS-Kriterien gehéren Hypo- (< 36°C) oder Hyperthermie (> 38°C), Ta-
chykardie (> 90/min), Tachypnoe (> 20/min), eine Leukozytose (> 12.000/ul) oder Leu-
kopenie (< 4.000/ul) und/oder Linksverschiebung (> 10 %). Wenn zwei oder mehr dieser
Kriterien erfullt waren und diese in Zusammenhang mit dem Verdacht oder Nachweis
einer Entziindung einhergingen, erfiillte dies die Voraussetzung zur Diagnose der Sepsis.
Die SIRS-Kriterien wurden bis dato nicht systemisch evaluiert. Daraus lasst sich erken-
nen, dass sich die mit relativer Sepsis assoziierte Krankenhaussterblichkeit in den Jahren
2004 bis 2009 verringert, jedoch die absolute Anzahl der Verstorbenen bestandig erhoht
hat (Gaieski et al., 2013). Unter anderem aus diesem Grund wurde im Jahr 2016 die Sepsis
auf wissenschaftlicher Basis neu definiert. Sie beschreibt eine lebensbedrohliche Organ-
dysfunktion infolge einer fehlregulierten Antwort des Korpers auf eine Infektion (Singer
et al., 2016).
Die Ausloser einer Sepsis sind Uberwiegend Bakterien, es kdnnen jedoch auch Viren,
Pilze und Parasiten eine Sepsis auslosen. Gelangen die Krankheitserreger in das Lymph-
und BlutgeféaRsystem und breiten sich dort aus, reagiert das Immunsystem mit einer tber-
maRigen Reaktion. Infolgedessen werden nicht nur die Erreger selbst angegriffen, son-
dern auch das eigene Gewebe. Dies flhrt zu einer komplexen Kaskade verschiedener
Veranderungen, die zur Mikrozirkulationsstérung mit konsekutivem Organversagen flh-
ren. Das Organversagen stellt das prognosebestimmende Ereignis bei der Sepsis dar. Dies
wird auch durch die neue Sepsis Definition deutlich. Entscheidend bei der Entwicklung
eines Organversagen ist die Induktion der Mikrozirkulationsstérung, die zur metaboli-
schen Unterversorgung des Gewebes fuhrt. Hierzu tragt die Stérung der endothelialen
7



Barrierefunktion mafi3geblich bei. Die mikrovaskulére endotheliale Schrankenstrung hat
zur Folge, dass die Lymph- beziehungsweise BlutgefaRe Durchlassigkeit entwickeln und
deren Flissigkeiten vom Lumen in den extrazellularen Raum des Gewebes fliel3en. Dies
veréndert die Rheologie des Blutes, wodurch das Gewebe und die Organe unterversorgt
werden und versagen. Die endotheliale Schrankenstdrung spielt somit eine entscheidende
Rolle in der Entstehung eines Organversagens. Vorarbeiten zeigen, dass Spaltprodukte
des fur die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere verantwortlichen vaskularen endothe-
lialen (VE-) Cadherins durch den Prozess der Schrankenstérung entstehen.

VE-Cadherin ist ein wichtiges Adhé&sionskontaktprotein und essenziell fir die Integritat
der Endothelbarriere. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zur Be-
deutung dieser VE-Cadherin-Spaltprodukte in der Pathogenese der mikrovaskularen en-

dothelialen Schrankenstérung.

1.2 Das Endothel

Das Endothel ist eine einschichtige Zellschicht, die alle Blutgefélie von innen auskleidet.
Der menschliche Korper besteht aus zehn Billionen Endothelzellen (10'%), welche ein
Areal von 4.000 bis 7.000 Quadratmeter umfassen (Wolinsky, 1980). Das Endothel bildet
eine semi-permeable Barriere mit groRen-selektiver Durchlassigkeit zwischen benachbar-
ten Zellen aus. Die Hauptfunktion des Endothels besteht darin, den Stoffaustausch tber
die Geféallwand durch hoch regulatorische Transportwege zu kontrollieren (Mehta & Ma-
lik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008). Eine weitere Funktion des Endothels ist die Re-
gulation des Blutdrucks. Durch die Produktion von Stickstoffmonoxid, Prostacyclin und
Endothelin wird der Gefélstonus der glatten Muskulatur beeinflusst. So fuihren die beiden
Ersteren zur Entspannung und zur Senkung des Blutdrucks. Letzteres spielt eine Rolle in
der Kontraktion der glatten Muskulatur und 16st somit die Blutdruckerhéhung aus. Au-
Rerdem werden Leukozyten durch die lokale Aktivierung des Endothels angelockt und
helfen so bei der Wirt-Abwehr-Reaktion. Das Endothel setzt zudem Stoffe frei, die eine
Sprossung neuer BlutgefaRe bewirkt (Angiogenese) (Benninghoff, 2008; Faller &
Schiinke, 2008; Gerok, 2007). Endothelzellen stehen in direktem Kontakt zu den Zellen
des Immunsystems. Hierbei haben sie unter anderem die Aufgabe die Transmigration von
Leukozyten zu regulieren. Dieser Mechanismus besteht aus mehreren Schritten: Der erste
Kontakt wird durch Selektine vermittelt, es folgt das Rollen der Leukozyten entlang des
Endothels. Hier werden verschiedene Signalwege aktiviert. Die Leukozyten adharieren

und wandern aus der Blutbahn durch das Endothel in entziindetes Gewebe.



Es existieren drei Endothelarten: Fenestriertes, diskontinuierliches und kontinuierliches
Endothel. Ersteres ist permeabel fur Wasser und kleine hydrophile Stoffe. Es besitzt
kleine Fenster und ist peritubuldr in der Niere, in endokrinen Organen, in der intestinalen
und nasalen Mukosa zu finden. Das diskontinuierliche Endothel bildet eine hoch perme-
able Zellbarriere. Zwischen den Zellen befinden sich Fenster mit einer Grof3e bis zu 40
Mikrometern. Es beinhaltet Poren und die meistgeltsten Stoffe kdnnen passieren. Das
diskontinuierliche Endothel ist funktionell fur den parazellularen Transport verantwort-
lich und ist haufig im Knochenmark, Glomerulum und Leberlappchen zu finden.

Das kontinuierliche Endothel ist weniger permeabel. Geldste Stoffe mit einem molekula-
ren Radius von bis zu drei Nanometern passieren passiv die Barriere tiber den parazellu-
laren Weg. Das kontinuierliche Endothel besitzt keine Poren, dafiir sind jedoch viele Ein-
buchtungen der Plasmamembran (Caveolen) vorhanden. Es bildet dichte Zell-Zell-Kon-
takte zwischen benachbarten Zellen aus. Die wichtigste Funktion ist es, eine Diffusions-
barriere zwischen Blut und Gewebe auszubilden. Diese Endothelart kommt in der Lunge,
dem Herzen, der Skelettmuskulatur, im Thymus, im Fettgewebe, in der Haut und im Ner-

vensystem vor.

1.2.1 Aufbau der Endothelbarriere

Die Barrierefunktion des Endothels wird durch verschiedene Komponenten ermdglicht.
Hierzu gehdren die Endothelzellen selbst, die Glykokalix des Endothels und die Zell-
Zell-Kontakte zwischen den benachbarten Endothelzellen. Die Glykokalix ist eine koh-
lenhydratreiche Schicht, die an der luminalen Seite der Endothelzelle zu finden und ein
funktioneller Bestandteil der vaskularen Barriere ist (Abbildung 1). Es schitzt die Zell-
oberflache, besitzt Rezeptorstrukturen und ist an der Resorption von Nahrstoffen betei-
ligt. Durch das dynamische Gleichgewicht der Glykokalix ist die Zusammensetzung he-

terogen.
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Abbildung 1-1: Aufbau des Endothels: die Abbildung zeigt schematisch wie die einzelnen Endothelzellen
benachbart aneinanderliegen. Die Barrierefunktion wird durch die Glykokalix und die Zell-Zellkontakte
gebildet. In der Inflammation wird der parazelluldre Spalt gedffnet (,,inflammatorische Liicke®). Dieser

wird genau wie der transzelluldre Transport unter physiologischen Bedingungen genutzt.

Die Glykokalix besteht aus dem membrangebundenen Proteoglykan, an welches die Gly-
kosaminoglykane als Seitenketten kovalent gebunden sind. Es treten funf Glykosamino-
glykane auf: Heperansulfat, welches 90 % der Glykosaminoglykane ausmacht, Chondro-
itinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Hyaluronséure. Durch die negative Ladung
der Seitenketten der Glykosaminoglykanen bilden diese eine negativ geladene Schicht
entlang des Endothels aus. Je nach Grof3e und Ladung der Blutbestandteile ist die Glyko-
kalix unterschiedlich permeabel (Carey, 1997; Reitsma et al., 2007). Grundsatzlich gibt
es die Mdglichkeit diese Barriere sowohl trans- als auch parazellular zu Gberwinden. Die
Offnung des parazellularen Weges spielt bei der Entziindung die fundamentalste Rolle.
Aus diesem Grund ist die Untersuchung der Mechanismen, die diesen Aspekt beeinflus-
sen, fur das Verstandnis von groRer Wichtigkeit.

Zwischen den Endothelzellen gibt es drei verschiedene Typen der Zell-Zell-Kontakte:
Occludenskontakte (tight junctions), Adhasionskontakte (adherens junctions), und Kom-
munikationskontakte (gap junctions). Erstere bestehen hauptséchlich aus drei Proteinfa-
milien: den Claudinen, den Occludinen sowie junctional adhesion molecules (JAMS) A,
B & C. Die Funktion der Occludenskontakte besteht darin den parazelluléren Spalt abzu-
dichten. Sowohl die Occludine als auch die Claudine besitzen vier Transmembrandomé-
nen. Der N- und C-Terminus sind im Zytoplasma lokalisiert. Der C-Terminus der Clau-
dine hat am Ende eine PSD-95/SAP90-Dlg-Z0O-1 (PDZ)-Bindedoméne und kann so di-
rekt mit zonula occludens (ZO)-1, ZO-2 und ZO-3 interagieren. Die Proteine sind durch

ihre intrazelluldare Domane an das periphere Aktin-Zytoskelett durch Adapterproteine,
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wie zum Beispiel ZO-1, Cingulin und Paracingulin, verknipft. Sie interagieren mit regu-
latorischen Proteinen wie rat sarcoma (Ras) Homolog (Rho), Guanosintriphosphat
(GTP)-Bindungsproteine (GTPasen) sowie Kinasen und Phosphatasen. Claudin-5 ist das
im Endothel vorherrschend vorhandene Claudin, kommt jedoch auch in anderen Gewe-
ben vor und ist daher nicht endothel-spezifisch. Claudin-3, Claudin-5 und Claudin-12
werden hauptséachlich in den Endothelzellen des Gehirns exprimiert (Morita et al., 1999;
Wolburg et al., 2003). Claudin-5 und Claudin-15 werden in renalen Endothelzellen ge-
bildet (Kiuchi-Saishin et al., 2002; Morita et al., 1999). Claudin-2 und Claudin-16 kon-
trollieren die parazellulare lonenselektivitdt durch die Bildung von lonenkanélen
(Amasheh et al., 2002; Simon et al., 1999). Claudin-8 kontrolliert die parazellulare Na**
Permeabilitat (Yu et al., 2003). JAMs kontrollieren die Transmigration von Leukozyten
uber das Endothel und tragen zur Regulation der parazellularen Permeabilitat bei (Liang
et al., 2000).

Die mechanische Stabilitat der Zell-Zell-Kontakte wird durch die Adhdsionskontakte ge-
wahrleistet. Diese stabilisieren die Occludenskontakte und sind fiir die Kontrolle der In-
tegritat der Endothelbarriere von entscheidender Bedeutung. Das wichtigste Protein der
Adhisionskontakte ist VE-Cadherin, welches Gber eine homophile, Ca®*-abhingige In-
teraktion ihrer extrazellularen Doménen die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere kon-
trolliert (Baumgartner et al., 2000; Dejana et al., 2008). Uber seine zytoplasmatische Do-
mane bindet VE-Cadherin direkt an 5-Catenin, B-Catenin sowie y-Catenin und bildet so
einen Proteinkomplex aus. Dieser verbindet VE-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett.
Dadurch wird nachvollziehbar, dass dynamische Prozesse im Aktin-Zytoskelett die trei-
bende Kraft fiir eine stabile VE-Cadherin-Interaktion sind. Die Starke der VE-Cadherin-
vermittelten Adhdsion ist dadurch abhangig von der Aktin-Depolymerisierung, da mit der
daraus resultierenden Verankerung am Zytoskelett die laterale Mobilitdt von Cadherin
Molekilen in der Membran veréndert wird. Adh&sionskontakte und Occludenskontakte
assoziieren und interagieren funktionell sowohl in Endothel- als auch in Epithel-Zellen.
Z0O-Proteine und Adhdsionskontakte kommunizieren miteinander. Die Rekrutierung von
Mechanotransducer, wie Vinculin und p21-aktivierte Kinase-2 (PAK2), zum VE-Cadhe-
rin Komplex wird durch ZO-1 reguliert. Dies geschieht (iber die Rekrutierung des RhoA-
Aktivators p114Rho guanotid exchange factor (GEF), die zusammen einen junktionalen

Regulationskomplex bilden (Tornavaca et al., 2015).
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Die Kommunikationskontakte formen Connexin-vermittelte transmembrandre Kanéle
zwischen benachbarten Zellen aus. Diese lassen Wasser, lonen und kleine Signalmole-
kille passieren und sind damit in der Lage ein funktionelles Synzytium zwischen den be-
nachbarten Zellen auszubilden. Dies wird als Signalleiter innerhalb eines konfluenten

Zellmonolayers benétigt.

1.2.2 Zytoskelett der Endothelzellen

Die mechanische Stabilitat von Endothelzellen wird durch ein dynamisches Protein-
Struktur-Geflecht im Zytoplasma vermittelt, dem Zytoskelett. Es dient zur aktiven Bewe-
gung der Zelle und vermittelt Transportvorgdnge und Signale innerhalb dieser
(Benninghoff, 2008). Drei Proteinklassen sind involviert: Intermediérfilamente, Mikro-
tubuli und Aktin-Filamente.

Die Klassen verhalten sich dynamisch, das heil3t, dass sie auf- und abbaubare Struktur-
proteine sind. Durch Polymersisierungsvorgange lagern sie sich zusammen und kénnen
durch diesen Prozess Netzwerke bilden. Adapterproteine verstarken die Filamente und
konnen sich entlang dieser bewegen und mit Strukturen, wie zum Beispiel mit dem Cad-
herin-Catenin Komplex, verbinden.

Die Mikrotubuli sind Hohlzylinder und der grofite Bestandteil des Zytoskeletts. Sie be-
stehen aus Tubulin und haben einen Durchmesser zwischen 15 und 25 nm. Die Mikro-
tubuli sind weniger an der mechanischen Stabilisierung der Zelle beteiligt, sondern fir
langere Vesikel-Transportwege sowie die Bewegung und Befestigung von Organellen im
Zytosol verantwortlich. Zudem sind Mikrotubuli an der Regulation der Endothelbarriere
Integritit beteiligt. Die Destabilisierung dieser fuhrt zur Aktivierung von RhoA
(Birukova, Birukov, Adyshev, et al., 2005; Birukova, Smurova, Birukov, Kaibuchi, et al.,
2004; Birukova, Smurova, Birukov, Usatyuk, et al., 2004; van Horck et al., 2001) Uber
verschiedene GEFs (van Horck et al., 2001) oder mitogen-activated protein kinase
(MAPK) (Birukova, Birukov, Gorshkov, et al., 2005; Birukova, Smurova, Birukov, Kai-
buchi, et al., 2004; Birukova, Smurova, Birukov, Usatyuk, et al., 2004). Dieser VVorgang
fihrt zur Stressfaserausbildung und gesteigerter Kontraktilitdt. Zudem interagieren
Mikrotubuli mit 6-Catenin und sind so am Transport von Cadherinen und anderen Prote-
inen beteiligt (Ichii & Takeichi, 2007).

Intermediérfilamente sind aus Monomeren aufgebaut und besitzen einen Durchmesser
von 8-10 nm. Die genaue Funktion der Intermediarfilamente ist unbekannt. lhnen wird

jedoch eine passive mechanische Stitzfunktion zugeschrieben (Mehta & Malik, 2006).
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Die Aktin-Filamente sind die kleinsten Filamente im Zytoskelett, haben einen Durchmes-
ser von circa 6 nm und bestehen groBtenteils aus Aktin. Aktin ist das am starksten expri-
mierte Protein im Zytoplasma. Aktin-Filamente haben eine Stutzfunktion und halten die
Zelle in Form. Die Aktinmonomere (G-Aktin) bilden F-Aktin (Mikrofilamente). Das
Ausbilden von ,,Stressfasern®, also die Verstarkung der Aktinbundel, dient als Schutzre-
aktion zur Stabilisierung der Zelle gegen externe Zugkréfte. Dabei spielt das Zusammen-
wirken mit Myosin eine wichtige Rolle. Das Aktin-Zytoskelett ist Gber Integrine sowohl
mit der extrazelluldren Matrix der Zelle als auch mit den Adhdsionskontakten verbunden.
Uber a-Catenin werden in einer dynamischen Weise Aktin-Filamente mit dem Cadherin-
Catenin-Komplex verknipft. Die Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts hat zur Folge,
dass die endotheliale Barrierefunktion gestort ist. Es kommt zu einer erhéhten Permeabi-
litdt inklusive Luckenbildung (Blum et al., 1997; Haselton et al., 1996; Waschke et al.,
2005).

Die Kontraktilitat von Endothelzellen wird durch die Interaktion zwischen Aktin und My-
osin vermittelt. Gesteuert wird die Aktivitdt von Myosin durch den Phosphorylierungs-
status seines Regulators myosin light chain (MLC). Die MLC-Kinase kann MLC an Thr-
18 und Ser-19 phosphorylieren, dadurch verandert sich seine tertidre Struktur und seine
Bewegung gegen Aktin (Garcia et al., 1995; Goeckeler & Wysolmerski, 1995; Hixen-
baugh etal., 1997; Verin et al., 1998). Als Gegenspieler dephosphoryliert die MLC-Phos-
phatase MLC und beendet so die Kontraktion (Verin et al., 1995). In diesem Zusammen-
hang agiert RhoA als molekularer Schalter. Wenn RhoA von seiner inaktiven Guanosin-
diphosphat (GDP) gebundenen Form zur aktiven GTP-gebundenen Form wechselt, kann
seine Rho-associated protein kinase (ROCK)-Kinase die MLC-Phosphatase durch Phos-
porylierung inaktivieren. Wodurch die MLC-Phosphorylierung und Aktomyosin-Kon-
traktion unterstitzt werden (Essler et al., 1998; Essler et al., 1999; Totsukawa et al.,
2000). Y27632 kann die RhoA-Kinase hemmen, sodass eine verminderte Kontraktion
stattfindet (Adamson et al., 2002).

1.2.3 Aufbau der Adharenskontakte

Da die Adhasionskontakte fur die vorliegende Arbeit eine wichtige Rolle spielen, werden

deren Struktur und Funktion im Folgenden genauer beschrieben.
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1.2.3.1 VE-Cadherin

Das humane vaskulére endotheliale Cadherin gehort zu den klassischen Typ 2 Cadherinen
und wird durch das humane Gen calcium-dependent cell-cell adhesion molecule (CDH)
5 kodiert, welches auf dem langen Arm des Chromosoms 16 liegt. Synonyme fiir VE-
Cadherin sind Cadherin-5 und cluster of differentiation (CD)144.

VE-Cadherin besteht aus drei Doméanen (Abbildung 1-2): Die erste kurze intrazellulare
Doméne enthalt konservierte Bindeseiten fiir - und y-Catenin. Diese Domane vermittelt
die Anheftung an das Zytoskelett und kontrolliert den Cadherin Transport. Die zweite
Doméne ist die juxtamembrandre Domane (JMD), welche 3-Catenin bindet. Letztere ist
die extrazellulare Domane (EC). Diese besteht aus flinf Untereinheiten (EC1-5), die durch
Ca2*-Bindestellen verkniipft sind. In der Untereinheit EC1 existiert eine hydrophobe Ta-
sche. EC1 und EC2 vermitteln die adh&sive Region. VE-Cadherin formt adhasive Trans-

dimere zwischen Monomeren aus, die auf gegenuberliegenden Zelloberflachen lokalisiert
sind (Angst et al., 2001; Gumbiner, 2005; Hirano et al., 1987; Takeichi, 1988).

VE-cadherin

Extracellular \\ Intracellular

Abbildung 1-2: VE-Cadherin Komplex (mit freundlicher Genehmigung von Journal of Cell Science; De-
jana et al., 2008).

VE-Cadherin ist essenziell fir die embryonale Angiogenese, die vaskuldre Aufrechter-
haltung und die Wiederherstellung der vaskuléren Integritdt nach Endothelverletzung.
Zudem reguliert es zelluldre Prozesse, wie zum Beispiel Leukozytentransport, kontrolliert
die vaskulare Permeabilitat und spielt eine zentrale Rolle in der Bildung einer kontrollier-
ten Barriere zwischen Blut und darunterliegendem Gewebe. VE-Cadherin kann lysoso-

mal degradiert werden, oder wird durch den Ras-related in brain (Rab)1la-vermittelten
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Transport zuriick an die endotheliale Oberflache recycelt. AuRerdem interagiert VE-Cad-
herin direkt mit der vascular endothelial protein tyrosine phosphatase (VE-PTP). Vor
allem dieser Prozess ist fur die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere von grof3er Be-
deutung. Dieser Aspekt wird unter Punkt 1.2.3.5 néher erlautert. VE-Cadherin kontrolliert
nicht nur die Adhé&sion zwischen benachbarten Zellen, sondern auch unterschiedliche zel-

luldre Signalwege.

1.2.3.2 Neuronales (N-) Cadherin

Neuronales (N-) Cadherin ist ein Transmembranprotein, welches nicht endothel-spezi-
fisch ist. Es wird ebenso in Neuronen, Fibroblasten, Oozyten, Spermatiden, Sertoli-Zel-
len, Lens-Zellen, Osteoblasten, Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen
(Navarro et al., 1998; Salomon et al., 1992) exprimiert. Anders als VE-Cadherin ist N-
Cadherin diffus verteilt und nicht an den Adhasionskontakten der Endothelzelloberflache
lokalisiert (Navarro et al., 1998). Als primare Funktion wird die Verknupfung des En-
dothels an die umgebenen nicht-Endothelzellen (Navarro et al., 1998) vermutet. Hetero-
typische N-Cadherin-Interaktionen stimulieren die Migration.

Verschiedene Zellen zeigen eine veranderte Expression von N-Cadherin, was bei Krebs-
zellen die Invasion in das umliegende Interstitium ermdéglicht. Neuronale Zellen wandern
auf Oligodendrozyten durch das Exprimieren von N-Cadherin. Laut Luo und Radice
(2005) kontrolliert N-Cadherin den Signalweg der Vaskulogenese im Signalweg strom-
aufwarts von VE-Cadherin, da der Verlust von N-Cadherin in Embryonen zur Letalitét
wahrend der mittleren Schwangerschaftsperiode fihrt. Grund hierfur sind vaskulédre De-
fekte. Der Knock-down von N-Cadherin verursacht eine Reduktion der VVE-Cadherin-
Expression (Luo & Radice, 2005). Die Endothel-spezifische Deletion von N-Cadherin
oder VE-Cadherin flhrt zur Erhéhung der vaskuldren Permeabilitat in Mausen und zur
Letalitat von Embryonen an Tag 9,5 aufgrund von Defekten in der Vaskularisierung (Ge-
faBneubildung) (Carmeliet et al., 1999; Luo & Radice, 2005). N-Cadherin hat eine ein-
zigartige Rolle in der Rekrutierung von Perizyten wahrend der neonatalen und postnata-
len Angiogenese (Gerhardt et al., 2000; Tillet et al., 2005). Studien zeigen, dass N-Cad-
herin zur Erhéhung der VE-Cadherin-Proteinexpression durch einen unbekannten Me-
chanismus fuhrt (Luo & Radice, 2005).

Es wird beschrieben, dass das GEF-Trio eine kritische Komponente des N-Cadherin Ad-
hasionskomplexes ist. Dieses aktiviert Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Racl)

und RhoA-Signalwege (Kruse et al., 2019).
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1.2.3.3 Catenine (Catena = Kette)

Catenine sind Verbindungsproteine, die an die zytoplasmatischen Domanen von Cadhe-
rinen binden und die Verknipfung der Aktin-Filamente des Zellskeletts mit diesen ver-
mittelt. Die wichtigsten Vertreter dieser Proteinfamilie sind o-Catenin, p-Catenin, vy-
Catenin (auch Plakoglobin genannt) und 3-Catenin (p120-Catenin). Diese kénnen auch
als Transkriptionsfaktoren agieren. Die Degradation dieser Proteine wird durch sezer-
nierte Glykoproteine der wingless-int-1 (Wnt) Familie reguliert.

Synonyme fur a-Catenin sind Cadherin-associated Protein oder Catenin a-1. Es ist unge-
fahr 102 kDa grof und besteht aus 906 Aminoséauren. Seine Bindung an B-Catenin und
den Aktin-Filamenten findet dynamisch statt.

Im Wnt-Signalweg agiert B-Catenin als Signalmolekiil. Es kann ebenfalls in den Zellkern
transportiert werden und dort als Transkriptionsfaktor wirken. Ein hoch homologes Pro-
tein zu B-Catenin ist y-Catenin, auch Plakoglobin genannt.

Ein Regulator des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer" of activated B-cells (NF-
«B) Transkriptionsfaktors ist 5-Catenin. Es vermittelt die seitliche Gruppierung der Cad-
herine und reguliert deren Stabilitat an der Zellmembran (M. A. Davis et al., 2003; Ireton
et al., 2002; Thoreson et al., 2000; Xiao et al., 2003; Yap et al., 1998). Wahrscheinlich
untersttzt es durch seine Fahigkeit Kinesin zu binden und sich entlang der Mikrotubuli
zu bewegen, ebenfalls den Zelloberflachentransport von Cadherinen (Chen et al., 2003;
Franz & Ridley, 2004; Yanagisawa et al., 2004). Zudem hat 5-Catenin einen Einfluss auf
die Aktivitat von kleinen Rho GTPasen. Diese agieren als molekulare Schalter, welche
die Balance zwischen zelluldarer Adhésion und Migration aufrechterhalten (Anastasiadis
et al., 2000; Magie et al., 2002; Noren et al., 2000). Aullerdem wurde gezeigt, dass o-
Catenin RhoA direkt bindet (Magie et al., 2002) und so die Aufrechterhaltung des inak-
tiven GDP gebundenen Status vermittelt (Anastasiadis et al., 2000).

1.2.3.4 VE-Cadherin Multiprotein-Komplex
An die JMD Doméne von VE-Cadherin bindet 6-Catenin. Hingegen binden B- und y-

Catenin in einer dynamischen Weise an den C-Terminus von VE-Cadherin
(Vandenbroucke et al., 2008) und an a-Catenin. Dieses verknipft den Komplex an das
Aktin-Zytoskelett (Mehta & Malik, 2006). Die N-terminale Doméane von - und y-Catenin
kann a-Catenin zu einem terndren Komplex rekrutieren und so die Adhdsionskontakte an
das Aktin-Zytoskelett verkniipfen (Zhurinsky et al., 2000).
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1.2.3.5 Vaskuléare endotheliale Protein-Tyrosin-Phosphatase (VE-PTP)

VE-PTP interagiert direkt mit VE-Cadherin und wird daher hier als Teil der Adhdsions-
kontakte beschrieben. VE-PTP wurde zuerst von Fachinger et al. (1999) charakterisiert
und ist ein endothel-spezifisches Membranprotein, welches zu der Unterklasse 111 der re-
ceptor-like protein tyrosine phosphatases (RPTPs) gehort. Es tragt Fibronektin Typ 111
(FNIII) &@hnliche Wiederholungen in der extrazellularen Domane und besitzt nur eine ein-

zelne katalytische Doméne in der zytoplasmatischen Region (Abbildung 1-3).

FNIII ™ intrazellulare

Doméne
I -

Abbildung 1-3: Aufbau von VE-PTP. Links/extrazellular befinden sich FNIII &hnliche Wiederholungen,

gefolgt von der transmembrandren Domane (TM), sowie rechts die intrazellulére katalytische Doméne.

Ungleich zu anderen Tyrosin Phosphatasen wird VE-PTP hoch selektiv in Endothelzellen
exprimiert. Es wurde zuerst als human protein tyrosine phosphatase beta (HPTP-B) bei
einer RPTP homologen Uberpriifung humaner Plazenta beschrieben und kloniert
(Krueger et al., 1990). Fachinger et al. (1999) Uberpriiften das Vorhandensein von VE-
PTP Uber Ribonukleinsédure (RNA)-Analysen in Mausendothelzellen, wobei das Homo-
log in der Maus identifiziert wurde. Aufgrund seines Endothel-spezifischen Expressions-
musters in in-situ Hybridisierungen von Schnitten aus Mausembryonen wurde das iden-
tifizierte Protein in VE-PTP umbenannt. VE-PTP wird in Endothelzellen der BlutgefaRe,
jedoch nicht in lymphatischen Endothelzellen, exprimiert (He et al., 2018; Souma et al.,
2018; Vanlandewijck et al., 2018). Eine Ausnahme bilden die dermalen lymphatischen
Endothelzellen (Deng et al., 2015). Weitere Expressionsorte sind mamillare Stammzellen
(Soady et al., 2017), Osteosarkomzellen (Luo et al., 2019), braune Adipozyten (Choi et
al., 2013; Kim et al., 2019) und das kolorektale Karzinom (Weng et al., 2019). In Nieren
von Méusen wurde VE-PTP Promotoraktivitédt entdeckt, jedoch konnte keine Proteinex-
pression gefunden werden (Takahashi et al., 2017).

VE-PTP ist ein wichtiger Regulator der vaskuldren Permeabilitat und endothelialen Junk-
tionen Integritat (Frye et al., 2015; Nottebaum et al., 2008; Shen et al., 2014). Die kata-
Iytisch aktive Form von VE-PTP induziert Dephosphorylierung von VE-Cadherin, jedoch
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stabilisiert es VE-Cadherin Phosphatase-unabhéngig. AuRerdem bindet VE-PTP an VE-
Cadherin. Hierbei ist wichtig zu erwéhnen, dass die Interaktion zwischen VE-PTP und
VE-Cadherin im Bereich der extrazellularen Doméne von VE-PTP stattfindet. Hierbei
binden die EC5 von VE-Cadherin und die membranproximale, extrazellulare 17. Fib-
ronektin-111 Doméne von VE-PTP aneinander. Diese Interaktion wurde als ein mal3geb-
licher Faktor fur die Interaktion und Stabilitat der VE-Cadherin-vermittelten Adhé&sion
und Stabilitadt der Endothelbarriere beschrieben (Juettner et al., 2019; Nawroth et al.,
2002).

Zusétzlich bindet VE-PTP an die endotheliale Rezeptor-Tyrosinkinase Tie-2 (Dejana &
Vestweber, 2013; Juettner et al., 2019; Saharinen et al., 2017). Zudem wird der vascular
endothelial growth factor receptor (VEGFR2) als Zielprotein im Signalweg stromab-
warts von VE-PTP beschrieben (Hayashi et al., 2013; Mellberg et al., 2009). GEF-FYVE,
RhoGEF and PH Domain Containing (FGD) 5 wird als direktes Substrat von VE-PTP
charakterisiert. Dies ist essenziell fiir die regulatorische Rolle der endotheliale Verbin-
dungsintegritit von VE-PTP (Braun et al., 2020; Braun et al., 2019). Die Aktivierung von
Tie-2 und die vaskulére Stabilitat wird von AKB9778 beginstig. Dies ist ein pharmako-
logischer spezifischer niedermolekularer Inhibitor (,,small molecule®) von VE-PTP
(Gurnik et al., 2016; Shen et al., 2014). Die Bindung von VE-PTP an Tie-2 spielt eine
wichtige Rolle in der vaskuldren Stabilitat, weshalb der Tie-2 Ligand Angiopoetin-1

(Ang-1) nachfolgend genauer beschrieben wird.

1.2.3.6 Angiopoetin-1 (Ang-1)

Angiopoetin-1 (Ang-1) ist ein 70 kDa groRes Glykoprotein und wird durch das Gen
ANGPT1, welches auf dem Chromosom 8 liegt, kodiert. Es besteht aus einer superclus-
tering domain (SCD), einer coiled-coil Doméne und einer Fibrinogen-ahnlichen (FReD)
und Tie-2-Bindedoméne (Abbildung 1-4). Es bildet meist Di-, Tri- oder Tetramere, sowie

Hohere oder Multimere via seiner SCD Doméne aus (Kim et al., 2005).
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Abbildung 1-4: Aufbau von Angiopoetin (mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; verandert nach Fa-
giani & Christofori, 2013).

Der Status der Ligandoligomerisation beeinflusst die Ligandbindung und Ligand-spezi-
fische Antwort von Tie-2, wobei Tetra- oder hohere Multimere Formen den Tie-2 Rezep-
tor aktivieren (Kim et al., 2005; Pietild et al., 2012). Ang-1 wird tUberwiegend in perivas-
kuléren Zellen exprimiert, wie zum Beispiel Perizyten, Tumorzellen, Fibroblasten, Ge-
falkzellen und glatte Muskelzellen. Es bindet spezifisch an Tie-2 und ist dessen primarer
physiologischer Ligand und Agonist. Ang-1 wird fiir das Endothelzell-Uberleben, die
Proliferation und die GefaRreifung bendtigt. Die Bindung von Ang-1 an Tie-2 wird durch
die FReD Domane vermittelt (S. Davis et al., 2003; Procopio et al., 1999). Dieser Vor-
gang katalysiert die Autophosphorylierung am fiinften Tyrosin Rest (Barton et al., 2005)

innerhalb der intrazelluldren Kinase Doméne (Abbildung 1-5).

1.2.3.7 Kleine GTPasen

Kleine GTPasen sind an der Kontrolle von mikrovaskularer, parazellulérer Permeabilitat
mit beteiligt und gehdren zu den wichtigen Regulatoren der endothelialen Barriere Funk-
tion in vivo. Sie sind 21-25 kDa grof3 und in der Regulation von Zelladhésion und Zytos-
kelett Dynamiken involviert. Es existieren finf Familien: Rho, Ras, Rab, ras-related nu-
clear protein (Ran) und auxin-response factor (Arf'®).

Kleine GTPasen kénnen zwischen aktiver und inaktiver Form wechseln, dies wird durch
drei Proteinklassen kontrolliert. GTPase-activating protein (GAPS) inaktivieren, GDP-
dissociation inhibitor (GDIs) binden GTPasen im Zytosol und stabilisieren die GDP ge-
bundene Form. GEFs aktivieren und stabilisieren die GTP gebundene Form. Kleine
GTPasen binden in ihrer aktiven Form Effektoren und erlauben damit die Weiterleitung

oder Initiierung vor- und nachgeschalteter Signalkaskaden.
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1.3 Mechanismen der endothelialen Barriereregulation

1.3.1 Endothel im Ruhezustand

Im Ruhezustand, das hei3t unter physiologischen Bedingungen, bildet das Endothel eine
selektive Schicht, welche den Austausch von Flissigkeit und gelésten Stoffen mit dem
umgebenen Gewebe kontrolliert.

Unter normalen Bedingungen sind Endothelzellen hoch aktiv, reagieren auf Veranderun-
gen und haben eine konstante Signalubermittlung in die lokale extrazellulare Umgebung.
Die Aktivierung von Endothelzellen findet als normale adaptive Antwort statt. Die Ad-
hasionskontakt Integritat wird durch den Phosphorylierungsstatus des VE-Cadherins kon-
trolliert. Dafir sind spezifische Phosphatasen zusténdig, wie zum Beispiel VE-PTP. Die
Adapterproteine, die sowohl die Adhéasionskontakte als auch die Occludenskontakte mit
dem kortikalen Aktin-Zytoskelett verkniipfen, regulieren die Barriere Eigenschaften via
GEFs und GAPs, um die Aktivitat von kleinen GTPasen, wie Racl und RhoA, einzustel-
len. Die beiden GTPasen wirken mit an der intakten Barriere. In Teilen stabilisiert Racl
die Junktionen durch die Organisation von Aktin-Bindeproteinen. Auf3erdem ist es ein
Ziel von extrazelluldren Signalmolekilen, wie Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Ang-1,
die Barriere Funktion zu erhéhen. Meist ist die Verdnderung der Permeabilitat im En-
dothel reversibel und die Licken schlieen relativ schnell, sofern keine chronische In-

flammation auftritt.

1.3.2 Endothel bei einer inflammatorischen Antwort

In der Situation der inflammatorischen Antwort, wie zum Beispiel Anaphylaxie oder Sep-
sis, brechen die interzelluldren Kontakte in den postkapillaren Venolen zusammen und
filhren zur Bildung von interzellularen Liicken. Es kommt zu einer Odembildung und
kann sowohl einen Schock als auch multiples Organversagen hervorrufen. Inflammatori-
sche Mediatoren, wie zum Beispiel Lipopolysaccharid (LPS) und Tumornekrosefaktor-a
(TNFa), inhibieren den zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP)/Racl-Signalweg,
woraus eine starke Aktivierung von RhoA und die Phosphorylierung der Adhdsionskon-
takte resultiert. Diese flihrt zur Endozytose und Spaltung von VE-Cadherin. Die Occlu-
denskontakte zerfallen, folglich bricht die Endothelbarriere zusammen.
Der Transport von Stoffen durch das Endothel geschieht Giber zwei verschiedene Wege:
Den transzelluldren und den parazelluldren Weg. Der transzellul&re Transport fuhrt durch
die Endothelzellen hindurch, auch Transzytose genannt. Der parazelluldre Transport —
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zwischen benachbarten Endothelzellen hindurch — wird durch ein dynamisches Offnen
und SchlieBen der interzelluldaren Junktionen ermdoglicht. Eine Inflammation fuhrt zur
Offnung des parazellularen Weges. Durch das Aufrechterhalten der interzelluldren Kon-
takte zwischen benachbarten Zellen und der Oberflachen Glykokalyxschicht, kann der
Inflammation entgegengewirkt werden. Spezifische Ansétze dies therapeutisch zu adres-
sieren, existieren bis heute nicht. Dies liegt vor allem daran, dass viele Aspekte in diesem

Prozess unbekannt sind.

1.3.2.1 Angiogenese

Der angiopoetin-tyrosine kinase with immunoglobulin-like and epidermal growth factor
(EGF)-like domains (Tie)-Signalweg spielt eine wichtige Rolle im vaskuldren System,
wie zum Beispiel bei der Angiogenese, der vaskuldren Entwicklung und Umgestaltung,
der Permeabilitat, der Homoostase und der Endothel Stabilitat (Augustin et al., 2009; Ek-
lund & Saharinen, 2013; Fukuhara & Mochizuki, 2010; Takakura et al., 1998). Das Ang-
Tie-System besteht aus den Liganden Ang-1, Ang-2, Ang-3 und Ang-4, sowie aus den
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie-1 und Tie-2 (Abbildung 1-5) (Gale & Yancopoulos,
1999). Die Hauptliganden von Tie-2 sind Ang-1 und Ang-2. Ang-3 und Ang-4 hingegen
sind Maus und Mensch Orthologe, deren biologische Funktion nicht bekannt ist, da sie
bisher kaum erforscht wurden (Fagiani & Christofori, 2013; Lee et al., 2004). Die Tie-
Rezeptoren werden spezifisch in hdmatopoetischen Stammzellen, endothelialen Vorlau-
ferzellen (Angioblasten) und Endothelzellen exprimiert (Dumont et al., 1992; Iwama et
al., 1993; Korhonen et al., 1994; Partanen et al., 1992; Sato et al., 1993; Schnirch &
Risau, 1993) und liegen hauptsachlich in der Plasmamembran vor.

Der funktionelle Ligand von Tie-1 ist Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2) (Xu
et al., 2019). Zudem wurde gezeigt, dass Heparansulfat Glykosaminoglykane Tie-1 bin-
den und den Ang-Tie-Signalweg regulieren konnen (Griffin et al., 2021). Jedoch ist der
genaue Mechanismus der Tie-1-Interaktion und deren Auswirkung auf Tie-2 nicht be-
kannt. Tie-1 kann sowohl als Inhibitor als auch als Verstarker der Tie-2-Aktivierung die-
nen. Die extrazellularen Doménen der beiden Tie-Rezeptoren kdnnen konstitutiv und als
Antwort auf bestimmte Wachstumsfaktoren und Zytokine von der Zelloberflache abge-
spalten werden (Findley et al., 2007; Marron et al., 2007; Reusch et al., 2001). L6sliches
Tie-2 wurde in einigen mikrovaskularen Erkrankungen detektiert, unter anderem bei der
Inflammation (Parikh, 2017). Es supprimiert den Tie-2-Signalweg in einer Konzentrati-

ons-abhédngigen Weise in vitro (Alawo et al., 2017). In einem Computermodell zeigt
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Zhang et al. (2019) eine konzentrations-abhéngige Inhibierung der Tie-2-Aktivierung
durch 16sliches Tie-2 und den inhibierenden Effekt durch die erhdhte Spaltungsrate der
extrazellularen Domane von Tie-2 (Zhang et al., 2019). Tie-1 und Tie-2 co-lokalisieren
an den Zell-Zell-Kontakten als Heterodimer (Chen-Konak et al., 2003; Korhonen et al.,
2016; Leppanen et al., 2017; Marron et al., 2000; Mirando et al., 2019). Ang-2 wird pri-
mar als Antagonist von Tie-2 beschrieben, der die Ang-1 Bindung an Tie-2 konkurrierend
inhibiert (Daly et al., 2013; Maisonpierre et al., 1997; Thurston & Daly, 2012). Jedoch
kann Ang-2 kontextabhangig auch als Agonist fungieren (Kim et al., 2000; Souma et al.,
2018; Thurston & Daly, 2012; Yuan et al., 2009). Ang-1 bindet an die extrazelluldre Tie-
2 Doméne, wodurch es zu einer Rezeptor Dimerisierung kommt und die Kinase Domane
aktiviert wird. Dies fuhrt zur Tyrosin-Autophosphorylierung. Effektor-Proteine kdnnen
so an Tie-2 binden und assoziieren diesen mit zytoplasmatischen Signalwegen (Hubbard
& Till, 2000; Thurston & Daly, 2012). VE-PTP reguliert durch Katalyse der Tie-2-
Dephosphorylierung die Tie-2-Aktivierung (Fachinger et al., 1999; Winderlich et al.,
2009). Die Hypothese von Zhang et al. (2019) besagt, dass die Internalisierungsrate von
Tie-2 die Antwort auf die VE-PTP-Regulierung beeinflusst und die Regulierung der Tie-
2-Aktivierung durch Ang-2 erschwert (Zhang et al., 2019) .Tie-1 kann extrazellulér ab-
gespalten werden, dies geschieht durch Aktivierung der Proteinkinase C und Metallopro-
teasen (McCarthy et al., 1999; Yabkowitz et al., 1997).
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Abbildung 1-5:Aufbau Tie-2-Rezeptor und Angiopoetin, sowie Darstellung der Ang/Tie-2 Bindung (mit

freundlicher Genehmigung von Elsevier; Fagiani & Christofori, 2013).

Ang-1 und Ang-2 induzieren Tie-2 subzelluldre Lokalisierung zu endothelialen Zell-Kon-
takt Proteinen in konfluenten Endothelzellen (Fukuhara et al., 2008; Saharinen et al.,
2008). Der stromabwarts gerichtete Akt-Signalweg wird durch junktionales Tie-2 akti-
viert, was die Stabilit4t und das Uberleben des Endothels unterstiitzt (DeBusk et al., 2004;
Fukuhara et al., 2008; Saharinen et al., 2008). Tie-2 kann aktiviert ebenso antagonistisch
wirken (Cascone et al., 2003; Gavard et al., 2008).

Das Modell von Zhang et al. (2021) zeigt, dass Tie-1 an der Zelloberflache, durch das
Ausbilden von Heterodimeren mit Tie-2, diesen inhibiert. Gleichzeitig unterstiitzt und
hélt die Heterodimer-Ausbildung die Tie-2-Aktivierung aufrecht, da er Tie-2 vor der In-
ternalisierung, Degradation und Dephosphorylierung durch VE-PTP schiitzt. Die Inhibie-
rung der Tie-2-Spaltung unterstiitzt die Tie-1 junktionale Lokalisation (Zhang et al.,
2021). Die VE-PTP-Inhibierung ist ein potenzielles Ziel, um die unterbrochene Tie-2-

Aktivierung zu retten.

23



1.3.2.2 Rho-ROCK-MLC-Signalweg

Ein weiterer Signalweg, der im Endothel eine wichtige Rolle spielt, ist der RhoA-ROCK-
Signalweg. Dieser ist an der Kontraktionsregulation glatter Muskelzellen, der Organisa-
tion des Aktin-Zytoskeletts, der Zelladhdsion, der Zellmigration, der Zytokinese, der Zell-
proliferation und der Immunzellenmigration beteiligt.

Das Enzym ROCK, welches durch das Gen ROCKZ1 kodiert wird, phosphoryliert nach
der Ausbildung einer Bindung mit RhoA weitere Enzyme und aktiviert diese dadurch.
ROCK gehort zu den Serin-/Threonin-Kinasen. Es wird in zwei Isoformen exprimiert:
ROCK1 und ROCK 2, welche zahlreiche Substrate besitzen. Die GTPase RhoA kann von
verschieden membrangebundenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) wie
G12/13 Giber RhoGEF aktiviert werden.

Die Effekte von ROCK auf das Zytoskelett kann durch zwei parallele Signalwege ver-
mittelt werden: Den MLC-Signalweg und Gber Cofilin (Amano et al., 2000; Rath & Ol-
son, 2012).

ROCK kann die MLC-phosphatase target subunit 1 (MYPT1) an Thr-696 und Thr-853
phosphorylieren. Dies inaktiviert die Phosphataseaktivitat Richtung MLC, was in einer
erhéhten Phosphorylierung von MLC an Ser-19 und Ser-20 miindet. Dies erhoht die
Akto-Myosin-Kontraktilitdt. ROCK kann ebenso direkt MLC phosphorylieren. Der Stel-
lenwert der direkten versus indirekten Phosphorylierung ist bisher nicht ausreichend un-
tersucht (Totsukawa et al., 2000). ROCK phosphoryliert MYPT und reguliert somit die
Myosin-Kontraktilitat.

Auf der anderen Seite kann ROCK die LIN-11, Isl-1 and MEC-3 (LIM)-Kinasen LIMK1
und LIMK2 phosphorylieren. Dies fuhrt zu deren Aktivierung und Phosphorylierung von
Cofilin, wodurch die Aktinabbau Funktion inaktiviert wird (Maekawa et al., 1999).

Ein Inhibitor des Rho-ROCK-Signalweges ist Y27637. Es ist ein kleines Molekil mit
einem Molekulargewicht von 320,26 g/mol, welches selektiv die Kontraktion der glatten
Muskulatur als Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitiver ROCK-Inhibitor supprimiert
(Uehata et al., 1997). Zudem reprimiert es die Ca?*-Sensibilisierung und die Rho-indu-
zierte, p160ROCK-vermittelte Bildung von Stressfasern (Uehata et al., 1997). Neben
ROCK werden 15 andere Kinasen von Y27632 inhibiert, unter anderem einige aus der
Proteinkinase C (PKC) Familie (Anastassiadis et al., 2011; Vigil et al., 2012) (Abbildung
1-6).
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Abbildung 1-6: Rho-ROCK-Signalweg

1.3.2.3 Signalwege in der Pathogenese der mikrovaskuléren Schrankenstérung

Sowohl der Tie-2-Signalweg als auch der RhoA-ROCK-Signalweg spielen eine entschei-
dende Rolle bei der Endothelbarriere Funktion. Wenn die Kinase Doméne von Tie-2
durch die Bindung von Ang-1 aktiviert wird, wird stromabwaérts der Akt-Signalweg akti-
viert, welches die Endothel Stabilitat unterstutzt. VE-PTP unterbricht dieses und hat so-
mit einen negativen Effekt auf die Endothelbarriere. Da gezeigt wurde, dass VE-PTP und
VE-Cadherin interagieren, konnte der Tie-2-Signalweg eine wichtige Rolle bei der mik-
rovaskuldren Schrankenstorung spielen. Der RhoA-ROCK-Signalweg wird tiber TNF-a,
einem inflammatorischen Ausléser, aktiviert. Es erhoht die RhoA-Aktivitat (Xu et al.,
2006) und ruft Gber den Phosphorylierungsstatus von MLC die gesteigerte Kontraktilitat
und Stressfaserausbildung hervor. Dies fuhrt zur Destabilisierung der Integritéat der En-
dothelbarriere. Beide Signalwege kdnnen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der mik-

rovaskuldren Schrankenstorung spielen.

1.4  Pathophysiologie des Zusammenbruchs der Endothelbarriere und Bil-

dung von VE-Cadherin Spaltprodukten

Eine Auffalligkeit in der Pathogenese der systemischen Entziindung und Sepsis ist das
Abldsen von Membranproteinen. Durch inflammatorische Ausldser, wie zum Beispiel

LPS oder TNF-a, werden losliche Fragmente der transmembranéren Proteine freigesetzt.
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Beispielhafte Proteine hierfur sind Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine und Adha-
sionsmolekdile. Die Spaltung geschieht hauptséchlich durch spezifische Disintegrine und
Metalloproteinasen (ADAM).

Die Proteinase ADAM-10 schneidet VE-Cadherin (Ponnuchamy & Khalil, 2008; Schulz
et al., 2008), wodurch die extrazellulare Doméne (EC1-5) von VE-Cadherin freigesetzt
wird. Diese l0sliche, sich nach der Spaltung im Zytosol der Zelle befindliche extrazellu-
lare Domane, wird sVE-Cadherint¢1-° genannt (Flemming et al., 2015). Das sVE-Cadhe-
rinf¢1S tragt zum endothelialen Barrierezusammenbruch (Flemming et al., 2015) bei.
Hohe sVE-CadherinE!*-Level wurden bei Patienten mit akutem Nierenversagen (Yu et
al., 2019, 2021), Subarachoidalblutung (Takase et al., 2020), chronischer spontaner
Urtikaria (T. Chen et al., 2017), Pupura Schénlein-Henoch, systemischer Vaskulitis
(Chenetal., 2014) und multiplem Myelom (Wrobel et al., 2006) beschrieben. Zudem sind
erhohte sVE-CadherinE“1-Level bei metastasierendem Brustkrebs mit kiirzerem pro-
gressionsfreiem Uberleben sowie Gesamtiiberleben assoziiert (Rochefort et al., 2017).
Zunachst wurde die Erhéhung von sVE-Cadherinf¢® in Patienten mit Entziindungsreak-
tionen und Sepsis als ein Marker fir eine gestorten endotheliale Barriere Funktion gese-
hen. Der definitive Beweis im Rahmen einer validierenden systematischen Beobach-
tungsstudie fehlt jedoch.

Unahbangig davon, ist eine interessante Beobachtung hierbei, dass die Konzentration des
SVE-CadherinE°%® Spiegels im Blut von Patienten mit Sepsis mit deren Prognose korre-
liert (Yu etal., 2019, 2021; Zhang et al., 2010). In weiteren detaillierten Untersuchungen
aus unserer Arbeitsgruppe zeigte sich, dass die Hemmung der sVE-Cadherint¢!® Bil-
dung, zum Beispiel durch die ADAM-10 Hemmung, dazu fuhrt, dass sich die Endothel-
barriere stabilisiert. Gleichzeit wurde beobachtet, dass allein das Vorhandensein von
sVE-Cadherin®°%® Spaltprodukten auch in Abwesenheit proinflammatorischer Ausldser
mit einer gestorten endothelialen Barrierefunktion korreliert (Flemming et al., 2015). Da-
mit liegt nahe, dass sVE-Cadherin¢!® selbst die Barrierefunktion kompromittiert. Ein
direkter Beweis fir diese Hypothese wurde nicht erbracht. Allerdings konnte dieser Nach-
weis einen neuen wichtigen Faktor in der Pathophysiologie des Zusammenbruchs der En-

dothelbarriere bei Sepsis und anderen Entziindungsprozessen spielen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war daher, dass VE-Cadherin Spaltprodukte, be-
stehend aus den extrazelluldren Doméanen EC1-5 (sVE-Cadherinf¢!), unabhingig von
proinflammatorischen Ausldsern den Zusammenbruch der Endothelbarriere induzieren.
Fur eine kausale Untersuchung wurde bereits in VVorarbeiten das humane sVE-Cadheri-
nECL® kloniert. Nachfolgend sollte die stabile Expression Gber CHO-Zellen erreicht wer-
den. Der Plan war hierbei die rekombinante Herstellung des sVE-CadherinsE¢1?®, die mdg-
lichen Effekte von sVE-CadherinE¢1-° auf Endothelzellen in verschiedenen Konzentrati-
onen zu untersuchen, sowie die Mechanismen dahinter in vitro und in vivo zu charakteri-
sieren. Der Schwerpunkt lag im Rahmen dieser Arbeit auf den Untersuchungen in vitro.
Zusatzlich zu diesen Untersuchungen war das Ziel, zwei gekurzte Fragmente von sVE-
Cadherinf°*® — mit und ohne extrazellularer Doméne 5 — zu klonieren. Diese Fragmente
sollen zukinftige Untersuchungen, in denen die Rolle der unterschiedlichen extrazellula-
ren Domanen von VE-Cadherin Spaltprodukten charakterisiert werden, ermdglichen.
Das Ziel der Arbeit stellt somit die Identifizierung moglicher Auswirkungen und Signal-
wege von sVE-Cadherint® in Endothelzellen dar, um damit einen neuen pathophysio-
logischen Aspekt herauszuarbeiten, der fur den Zusammenbruch der Endothelbarriere bei

Sepsis und Entzindungen relevant sein konnte.
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3 Material

Tabelle 1: Reagenzien

Name Firma Bestellnummer

AKB9778/Razuprotafib Hycultec GmbH, Beutelsbach hy109041-5mg

Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe | HP62.1

Angiopoetin-1 Sigma-Aldrich, Darmstadt A5226-25 ug

BSA Sigma-Aldrich, Darmstadt A4503

BP Clonase Invi_trpgen, ThermoFisher Scientific, 11789-013
Dreieich

0,5M B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Darmstadt

M6250/ 60-24-2

CheLuminate-HRP PicoDetect BC

PanReac Applichem, Darmstadt

A3417,1200A+B

DMSO Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe | A994.1
GenRuler 1 kb Plus DNA Ladder ThermoFisher Scientific, Dreieich #SM 1333
10 mM dNTP Mix ThermoFisher Scientific, Dreieich R0191

DTT BioChemica PanReac Applichem, Darmstadt A1101,0005
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline G_lbco, ThermoFisher Scientific, Drei- 14190-094
(DPBS) eich

FBS, Qualified g::t;]co, ThermoFisher Scientific, Drei- 10270-106
FITC-Dextran-L6sung (70 kDa) Sigma-Aldrich, Darmstadt 46945
Isopropanol / 2-propanol Sigma-Aldrich, Darmstadt 33539-1L-M
Halt Protease Inhibitor Cocktail 100x | ThermoFisher Scientific, Dreieich 78438

LB-Agar (Luria/Miller)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Art-Nr. X969.1

LB-Medium (Luria/Miller)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Art-Nr. X968.1

L-Glutamin 200 mM (100x)

Gibco, ThermoFisher Scientific, Drei-
eich

2530-024

Lipopolysaccharid aus E.coli

Sigma-Aldrich, Darmstadt

L2630-100MG

0111:B4

LR Clonase Inw_trpgen, ThermoFisher Scientific, 11791-019
Dreieich

NGS Sigma-Aldrich, Darmstadt G0023

NUPAGE® MOPS SDS Running | Life Technologies, ThermoFisher Sci- NP0001-02

Buffer (20x) entific, Dreieich

N(_)nfat dried milk powder / Mager- PanReac Applichem, Darmstadt A0830,1000

milchpulver

PFA-Ampullen ThermoFisher Scientific, Dreieich 28908

Phusion-Polymerase ThermoFisher Scientific, Dreieich F5305

T4-Ligase Inw_trpgen, ThermoFisher Scientific, 15224017
Dreieich

iggzerRuler Plus Prestained Protein ThermoFisher Scientific, Dreieich 26619

Pen/Strep g::t?]co, ThermoFisher Scientific, Drei- 15140-122

T{f‘q DNA-Polymerase, native, ThermoFisher Scientific, Dreieich EP0282

without BSA

NUPAGE® Transfer Buffer (20x) Life Technologies, ThermoFisher Sci- | \ 560061
entific, Dreieich

Tris ultrapure PanReac Applichem, Darmstadt A1086,1000

Triton X 100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe | 3051.2

0,4% Trypanblau Sigma-Aldrich, Darmstadt 93595

Trypsin EDTA Solution Sigma-Aldrich, Darmstadt T3924

recombinantes VE-Cadherin R&D Systems GmbH, Wiesbaden 938-VvC-050

VectaShield HardSet™ mit DAPI Vector Laboratories, Newark, USA H1500
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recombinantes VE-PTP Fisher scientific, ThermoFisher Scien- | 45074139
tific, Dreieich
Y27632 Sigma-Aldrich, Darmstadt 688000
Tabelle 2: Kits

Name Firma Bestellnummer
GenElute™ PCR Clean-Up Sigma-Aldrich, Darmstadt NA1020-1KT
Human VE-Cadherin Quantikine ELISA | R&D Systems GmbH, Wiesbaden DCADVO
Kit
Immuniprecipitation Starter Pack Cytiva Europe GmbH, Freiburg im 17600235

Breisgau
Lipofectamine® LTX and PLUS™ Invitrogen, ThermoFisher Scientific, | 15338-100
Reagent Dreieich

Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit

Machery-Nagel, Diren 740414.10/.50.10

0
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 23227
Dreieich
DetachKit PromoCell GmbH, Heidelberg C-41210

Tabelle 3: Gerate

Name Firma

Blot-Kammer PEQLAB; Erlangen/ seit 2015 avantor; Darmstadt
ChemiDoc™ Imaging System Bio-Rad Laboratories GmbH, Neuburg

ECIS 2@ Applied Biophysics, Troy, USA

Heracell 240 Inkubator

ThermoFisher Scientific, Dreieich

Heraeus Biofuge fresco

ThermoFisher Scientific, Dreieich

Heraeus Multifuge 1 S-R

ThermoFisher Scientific, Dreieich

LabGard Class Il biological safetly
cabinet

ibs tecnomara GmbH, Fernwald

Olympus TH4-200 Mikroskop

Olympus Deutschland GmbH

Leica TCS SP2

Leica, Wetzlar

NanoDrop™ 2000c
Spektralphotometer

ThermoFisher Scientific, Dreieich

pegSTAR Thermocycler

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Hamburg

TECAN GENios Pro

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Tecan sunrise

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Thermocycler Primus 96 advanced

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Hamburg

Thermomixer comport

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf

VWR Incubating Orbital Shaker

VWR International GmbH
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Tabelle 4: Material

Name Firma Bestellnummer
4-12 % Bis-Tris Gel NuPAGE™ Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Drei- NPO335BOX
1,5 mm x 10 Well eich

Falcon® Cell Culture Inserts Corning, NY, USA 353180
Cellstar®, Greiner-Bio One 6 Well | Greiner-Bio One International GmbH, Fri- 657 160

Cell Culture Plate ckenhausen

Cellstar®, Greiner-Bio One 12 Greiner-Bio One International GmbH, Fri- 665 180

Well Cell Culture Plate ckenhausen

Mini-PROTEAN® TGX Stain- Bio-Rad Laboratories GmbH, Neuburg 4568023
Free™ Gel

Nitrocellulose/ Filterpapier, 0,2um, | ThermoFisher Scientific, Dreieich 12040146
Novex™

SuperFrost® Plus Objekttréger R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen 03-0060
TC-Schale 35, Standard Sarstedt, Nurnbrecht 83.3900

Tabelle 5: Zellkulturmedien

Name Firma Zusatze Bestellnummer
DMEM/F-12 (1:1) 1x —L-Glu Gibco, ThermoFisher P/S 21331-020
Scientific, Dreieich FCS
200 mM L-Glu
Endothelial Cell Growth Medium PromoCell GmbH, P/S C-22020
MV Heidelberg Supplement
Endothelial Cell Basal Medium PromoCell GmbH, P/S C-22225
MV prf Heidelberg
F-12 Nut Mix (Ham) 1x + L-Glu Gibco, ThermoFisher P/S 21765-029
Scientific, Dreieich FCS
OPTI-MEM® | (1x) Gibco, ThermoFisher - REF.: 31985-062
Scientific, Dreieich
Tabelle 6: primére Antikorper
Name Firma Bestellnummer | Wirt | Verdunnung | GrdRe Aufbe-
wahrung
Beta-Aktin Sigma-Aldrich, | A3854 m 1:1000 42 -20°C
Darmstadt
Catenin alpha | ThermoFisher 71-1200 rb 1:500 102 -20°C
Scientific,
Dreieich
Catenin delta Invitrogen, 33-9600 rb 1:500 110 -20°C
ThermoFisher
Scientific,
Dreieich
Catenin beta Invitrogen, 71-2700 rb 1:1000 92 -20°C
ThermoFisher
Scientific,
Dreieich
Catenin Cell Signaling 2309 rb 1:1000 83 -20°C
gamma Technology
Europe,
Frankfurt
GAPDH MERCK Milli- | MAB374 m 1:1000- 38 -20°C
pore, Darmstadt 1:3000
Anti-GEF H1 Abcam, ab155785 rb 1:500 111 -20°C
Cambridge
N-Cadherin R&D Systems | AF6426 sh 1:500 100-130 | -20°C
GmbH,
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Wiesbaden
VE-Cadherin R&D Systems MAB9381 m 1:1000 130 -20°C
extrazellular GmbH,
Wiesbaden
VE-Cadherin Santa Cruz Bio- | sc-9989 m 1:1000 130 -20°C
technology Inc,
Heidelberg
Z0-1 MERCK Milli- | AB2272 rb 1:1000 260 +4°C
pore, Darmstadt
Tabelle 7: sekundére Antikorper
Name Firma Bestellnummer | Wirt | Verdin- Aufbe-
nung wahrung
gam pox Dianova, BIOZOL | 115-035-003 m 1:2000 his | -20°C
GmbH, Hamburg 1:3000
garb pox Dianova, BIOZOL | 111-035-003 rb 1:3000 -20°C
GmbH, Hamburg
gam cy3 Dianova, BIOZOL | 115-165-003 m 1:600 -20°C
GmbH, Hamburg
garb cy3 Dianova, BIOZOL | 111-165-003 rb 1:600 -20°C
GmbH, Hamburg
dam Alexa Fluor 488 Invitrogen, Ther- A-21201 m 1:200 +4°C
moFisher Scientific,
Dreieich
darb Alexa Fluor 488 Invitrogen, Ther- A-21206 rb 1:200 +4°C
moFisher Scientific,
Dreieich
donkey anti sheep Invitrogen, Ther- A16041 sh 1:1000 -20°C
moFisher Scientific,
Dreieich
Alexa Fluor 488 Invitrogen, Ther- Al12379 / 1:60 -20°C
Phalloidin moFisher Scientific,
Dreieich
Tabelle 8: Primer
Name Firma Sequenz GC-Gehalt | Lénge
EC1-4_attB1_F1 Eurofins Genomics | GGGGACAAGTTTG- 49.1 % 57 bp
GmbH, Ebersberg TACAAAAAAGCAGGC
TTCACCATGGAT-
GCAGAGGCTGAT-
GATGC
EC1-4_attB2_Agel_R1 Eurofins Genomics | GGGGACCACTTTG- 54.4 % 57 bp
GmbH, Ebersberg TACAAGAAAGCTGGG
TCTGGCCAGTAG-
AAGGGCTGCTGGAA-
GAT
EC3-5 attBl1 KF1 Eurofins Genomics | GGGGACAAGTTTG- 50 % 60 bp
GmbH, Ebersberg TACAAAAAAGCAGGC
TTCACCATGGAT-
GGTGGGGACCTCAGT-
CATCT
EC3-5_attB2_Agel_R3 Eurofins Genomics | GGGGACCACTTTG- 54.5 % 55 bp
GmbH, Ebersberg TACAAGAAAGCTGGG
TCTGGCCATCGAACTG
GCCGTACTTCA

31



EC1-4 CI2 fw Eurofins Genomics | TAAGCAG- 48 % 29 bp
GmbH, Ebersherg GATCCTAAT-
GCAGAGGCTCATG
EC1-4_CI2_rev Eurofins Genomics | TGCTTACTCGAGCTT- | 52% 29 bp
GmbH, Ebersberg CAGCTGGAAGTGGT
EC3-5_21 fw Eurofins Genomics | TAAGCAGGATCCGT- 57 % 37 bp
GmbH, Ebersberg CATGGGTGGGGACCT-
CAGTCATC
EC3-5 21 rev Eurofins Genomics | TGCTTACTCGAGTGT- | 48 % 29 bp
GmbH, Ebersberg CAAACTGCCCATAC

Tabelle 9: Enzyme

Name Firma Bestellnummer
Xho | ThermoFisher Scientific, Dreieich ER0691
BamHI ThermoFisher Scientific, Dreieich ER0051
Tabelle 10: Losungen
Name Zusammensetzung Lagerung
BSA/NGS 3% BSA -20°C
1% NGS
RIPA-Puffer 50 mM Tris-Cl pH 7,4 +4°C
150 mM NacCl
1 % NP-40
0,5 % Natriumdeoxycholat
0,1 % SDS
SDS-Lysepuffer | 25 mM Hepes pH 7,6 -20°C
2mM EDTA
25 mM NaF
1% SDS
Kurz vor Benutzung + Protease-Inhibitor
Stripping-Puffer | 2 % SDS Raumtemperatur
0,5 M Tris HCI pH 6,8
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4 Methoden

4.1  Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein grundlegendes Werkzeug in der molekula-
ren Biologie, um spezifische Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Sequenzen zu amplifizie-
ren und zu vervielféaltigen. Die doppelstrangige DNA wird im ersten Schritt bei 94°C
denaturiert, wobei die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den DNA-Strangen auf-
getrennt werden und danach die DNA in Einzelstrangen vorliegt. Im zweiten Schritt, der
Primer-Hybridisierung, binden die Primer, welche hierfir entworfen wurden, spezifisch
an das 3"-Ende der gewiinschten DNA-Sequenz. Die Bindungstemperatur ist abhéngig
von der Lange und dem GC-Gehalt der Primer. Im dritten Schritt wird bei 72°C der kom-
plementare Strang durch eine Polymerase in 5”-3"-Richtung synthetisiert. Die Dauer die-
ses Schrittes ist abhangig von der GroRe des Amplifikats und der Polymeraseaktivitat.
Diese drei Schritte werden 30-mal wiederholt, damit die Vervielfaltigung der gewiinsch-
ten DNA-Sequenz stattfindet. Im letzten Schritt wird nochmals bei 72°C inkubiert, um
die DNA-Amplifikation zu beenden.

4.1.1.1 Amplifikations-PCR

In dieser PCR wird die Phusion-Polymerase verwendet. Diese besitzt eine 3"-5"-Exonuk-
leaseaktivitat, wodurch eine Uberpriifung der synthetisierten DNA stattfindet und eine
hohe Genauigkeit des Endprodukts gewahrleistet werden kann. Als Template wird das
schon etablierte Plasmid pcDNA-DEST47-EC1-5 verwendet und mit 150 ng eingesetzt.
Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 11 dargestellt, sowie das verwendete Thermocycler Pro-

gramm in Tabelle 12.

Tabelle 11: Reagenzien des Reaktionsansatzes fur die Phusion-PCR

Reagenzien Volumen Endkonzentration
Template pcDNA-DEST47-EC1-5 01,00 pl 150 ng

5 x HF-Puffer 10,00 pl 1x

2 mM dNTPs 05,00 pl 0,2 mM

100 % DMSO 01,50 pl 3%

10 pM Vorwaértsprimer 02,50 pl 0,5 uM

10 uM Ruckwaértsprimer 02,50 pl 0,5 uM
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2 U/ul Phusion DNA-Polymerase

00,50 pl

1U/50 pl

Nuklease freies H,O

Auf 50 pl

Tabelle 12: Phusion-PCR-Thermocyler Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Anfangs-Denaturierung 98°C 30 Sekunden 1
Denaturierung 98°C 10 Sekunden 30
Primer-Hybridisierung Primer abhéngig 30 Sekunden

Elongation 72°C 30 Sekunden/kb

End-Elongation 72°C 10 Minuten 1
Gehalten bei 4°C 0 1

4.1.1.2 Verifizierungs-PCR

In dieser PCR wird die Tag-Polymerase zur Sequenziberpriifung der Klone verwendet.

Diese besitzt keine 3"-5"-Exonukleaseaktivitat, wodurch die Fehlerrate hoher ist als bei

der Phusion-Polymerase. Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 13 dargestellt, sowie das ver-

wendete Thermocycler-Programm in Tabelle 14.

Tabelle 13: Reagenzien des Reaktionsansatzes fiir die Verifizierungs-PCR

Reagenzien Volumen Endkonzentration
Template (1 Kolonie) 01,00 pl 150 ng

10 x Taq Puffer 02,50 pl 1x

2 mM dNTPs 02,50 pl 0,2 mM

25 mM MgCl; 02,00 pl 2mM

10 uM Vorwértsprimer 01,25 pl 0,5 um

10 uM Ruckwartsprimer 01,25 pl 0,5 uMm

5 U/ul Tag Polymerase 00,25 pl 1,25U

Nuklease freies H,O Auf 25 pl

Tabelle 14: Verifizierungs-PCR-Thermocyler Programm.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Anfangs-Denaturierung 95°C 10 Minuten 1
Denaturierung 95°C 30 Sekunden 30
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Primer-Hybridisierung Primer abhéangig 30 Sekunden
Elongation 72°C 1 Minute/kb
End-Elongation 72°C 10 Minuten 1
Gehalten bei 4°C 0 1

4.1.2 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wird mithilfe des SIGMA GenElute™ PCR Clean-
Up Kits durchgefiihrt. Dieses ist geeignet fiir PCR-Produkte von 100 bp bis 10 kb. Durch
die Aufreinigung werden die PCR-Produkte von der DNA-Polymerase, Primern, Nukle-
otiden, Olen und Salzen gereinigt. Als Erstes wird das fiinffache Volumen der DNA an
Bindepuffer hinzugegeben, anschlieRend die DNA-L6sung auf eine Silica-Membran auf-
getragen und eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die dadurch gebundene DNA
wird einmal mit Waschpuffer gewaschen und unter den gleichen Bedingungen zentrifu-
giert. Der Durchfluss wird verworfen und nochmals fiir drei Minuten zentrifugiert. Die

DNA wird zum Schluss mit der Eluierungslésung aus der Silica-Membran herausgel6st.

4.1.3 BP-Rekombinationsreaktion

Durch die BP-Rekombinationsreaktion wird die DNA-Sequenz von Interesse, bezie-
hungsweise das bereits amplifizierte PCR-Produkt, welches attB-Seiten enthalt, in einen
Donor Vektor, welcher attP-Seiten enthalt, rekombiniert. Das Produkt hei3t Entry Clone
(Abbildung 4-1).

attB attB attP attP attL attlL attR attR

+ -+
attB-flanked PCR donor EEE—— entry by-product
product or attB vector clone

expression clone

Abbildung 4-1: Klonierungsstrategie Nr.1. direktionale Klonierung von PCR-Produkten mit der Gateway

Technologie (mit freundlicher Genehmigung von ThermoFisher).

Der Reaktionsansatz wird, wie in Tabelle 15 dargestellt, pipettiert. Der BP Clonase I1-
Enzym-Mix wird auf Eis zwei Minuten aufgetaut und zweimal zwei Minuten gemixt.
Anschliefend wird 4 pl des BP Clonase-Enzym-Mixes zum Ansatz und zur Positivkon-

trolle hinzugegeben. Der Ansatz wird zweimal zwei Minuten gemixt und daraufhin tber
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Nacht bei 25°C inkubiert. Am néchsten Tag wird, um die Freisetzung von den Nuklein-
séuren zu gewadhrleisten, 2 pl Proteinase K-LOsung zur Reaktion hinzugegeben und bei
37°C fur 10 Minuten inkubiert. Dieser fertige Ansatz ist bei -20°C bis zu einer Woche
haltbar.

Tabelle 15: Reagenzien der BP-Rekombinationsansétze.

Reagenzien Probe Positivkontrolle Negativkontrolle
PCR-Produkt 40 ng 0,4 ul - -

pDONR Vektor 150 ng 1ul 1l 1l

Pexp/-Tet positive Kontrolle 50 ng 1l 2u -

5 x BP Clonase Reaktionspuffer 4ul 4 ul 4 ul

TE Puffer, pH 8.0 Auf 16 pl oul 15 ul

4.1.4 LR-Rekombinationsreaktion

Der Entry Clone wird durch die LR-Rekombinationsreaktion in den End-, beziehungs-
weise Expressionsvektor kloniert. Dafiir wird die attL-flankierte DNA-Sequenz in den
attR-enthaltenden Expressionsvektor rekombiniert. Der Reaktionsansatz wird, wie in Ta-
belle 16 dargestellt, pipettiert. Der LR-Clonase II-Enzym-Mix wird auf Eis zwei Minuten
aufgetaut und zweimal zwei Minuten gemixt. Daraufhin wird 4 pl des LR-Clonase-En-
zym-Mixes zum Ansatz und zur Positivkontrolle hinzugegeben. Der Ansatz wird zweimal
zwei Minuten gemixt und daraufhin tGber Nacht bei 25°C inkubiert. Am néchsten Tag
wird, um die Freisetzung von den Nukleinsduren zu gewahrleisten, 2 ul Proteinase K-
Losung zur Reaktion hinzugegeben und bei 37°C fur 10 Minuten inkubiert. Dieser fertige

Ansatz ist bei -20°C bis zu einer Woche haltbar.

Tabelle 16: Reagenzien der LR-Rekombinationsansatze

Reagenzien Probe Positivkontrolle Negativkontrolle
pDONR-EC1-4 bzw. EC3-5 100-300ng | 4 pl - -
pcDNA-DEST47 Vektor 300 ng 1,5l 1,5l 1,5l
pPENTR-gus - 2 ul -

5 x BP Clonase Reaktionspuffer | 4 pl 4 ul 4 ul

TE-Puffer, pH 8.0 Auf 16 pl 8,5 ul 14,5 ul
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415 Transformation

Damit Bakterien das gewtiinschte Protein produzieren, muss das zuvor klonierte Plasmid
in das Bakterium eingebracht werden. Dafur wird die Transformation durchgefihrt.
Nachdem die DH5a-Zellen auf Eis aufgetaut worden, werden diese mit 2 pl 0,5 M B-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt) und 10 pl Plasmid versetzt und fur zehn
Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wird fiir genau 30 Sekunden bei 42°C im Heizblock
inkubiert. AnschlieBend wird 250 pl Lurani Bertani (LB)-Medium hinzugegeben und fir
mindestens eine Stunde bei 37°C unter Schtteln inkubiert. Dieser Ansatz wird danach
entweder auf LB-Platten mit Antibiotikum ausplattiert oder zum Animpfen von Uber-

nachtkulturen verwendet.

4.1.6 Plasmidisolierung

Vorbereitend zur Transfektion werden mittels Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit (Machery-
Nagel, Diren) die Plasmide aus den Bakterien isoliert. Hierfur wird zuerst eine 3 ml Start-
kultur der DH5a-Zellen, die das gew(inschte Plasmid erhalten, in LB-Medium uber Nacht
bei 37°C und 300 rpm angesetzt. Am néchsten Tag wird diese in 250-300 ml LB-Medium
verdiinnt und Gber Nacht bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Die DH5a-Zellen werden bei
4000 xg fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 12 ml Resuspensions-
puffer aufgenommen und 12 ml Zelllysepuffer hinzugegeben, flinfmal invertiert und fir
fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wird die NucleoBond® Xtra
Column inklusive Filter mit 25 ml Equilibrationspuffer versetzt. Nach der Bakterien Lyse
wird 12 ml Neutralisierungspuffer hinzugegeben und invertiert bis der Farbumschlag
stattfindet. Es wird bei 4000 xg fiir zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
auf die Saule gegeben. Die Sdule entleert sich, wie auch in den nachsten Schritten durch
Schwerkraft. Danach wird mit 15 ml Equilibrationspuffer gewaschen. Anschliel3end wird
der Filter entfernt und 25 ml Waschpuffer hinzugegeben. Daraufhin wird 15 ml Elutions-
puffer hinzugegeben und der Durchfluss in einem 25 ml Falkon aufgefangen. Danach
wird 10,5 ml Isopropanol hinzugegeben, um das eluierte Plasmid zu prézipitieren. An-
schlieBend wird gemischt und bei 4°C fir 15 Minuten mit 4000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wird vorsichtig abgenommen. Das Pellet wird mit 14 ml 70 %igen Ethanol
gewaschen. Hierfur wird mit 4000 xg fur flnf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wird komplett abgenommen, das Pellet an der Luft getrocknet und danach

in Nuklease-freiem Wasser aufgenommen. Daraufhin wird die Konzentration gemessen.
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4.1.7 DNA-Konzentrationsmessung

Die DNA-Konzentration wird mit Hilfe des NanoDropTM 2000c Spektralphotometer
(ThermoFisher Scientific; Dreieich) gemessen. Hierfir wird 1 pl der isolierten Plasmid-
I6sung verwendet. Die Konzentration sollte deutlich tiber 10 ng/ul liegen, da bei geringe-
rer Konzentration nur von Kontaminationen ausgegangen werden kann. Um die Reinheit
der Probe zu uberprifen, werden die Absorptionsverhéltnisse 260/280 und 260/230 ge-
messen. Ersteres sollte bei 1,8 liegen und zeigt bei einer Abweichung < 1,8 eine Verun-
reinigung mit beispielsweise Proteinen und Phenolen an. Letzteres sollte zwischen 2,0
und 2,2 liegen und deutet bei einer Abweichung < 2,0 auf eine Kontamination mit Ethy-

lendiamintetraacetat (EDTA), Phenol, Guanidinhydrochlorid oder Kohlenhydraten hin.

4.1.8 Sequenzierung

Zur Uberpriifung, ob das gewiinschte Insert im Vektor vorhanden und in der richtigen
Orientierung ist, wird eine 200 ml Ubernachtkultur der Klone angesetzt und anschlieRend
eine Plasmidisolierung durchgefihrt. Die Plasmide werden mit Hilfe von Eurofins Geno-
mics sequenziert. Hierfur wird ein 17 pl Ansatz hergestellt, der 50-100 ng/ul Plamid-
DNA, sowie 10 uM des M13 Primers enthélt. Es wird jeweils ein Ansatz fiir den Vor-
waérts- und Ruckwartsprimer pipettiert.

4.2  Zellbiologische Methoden

4.2.1 Zellkultur immortalisierter adharenter Zelllinien

In dieser Arbeit werden Zellen aus den Ovarien des chinesischen Zwerghamsters (CHO)
und humane, embryonale Nierenzellen (HEK 293T) verwendet. Die Zellen werden in
Zellkulturflaschen (Cellstar®, Greiner-Bio One International GmbH, Frickenhausen) mit
spezifischem Medium unter sterilen Bedingungen bei 37°C und 5% CO> kultiviert. Wenn
die Zellen eine Konfluenz von 95 % erreichen, werden sie passagiert. Hierflr wird das
verbrauchte Medium abgenommen und die Zellen mit dulbecco’s phosphate buffered sa-
line (DPBS; Gibco®, Thermofisher Scientific, Dreieich) gewaschen. AnschlielRend wer-
den diese mit 3 ml 0,05% Trypsin fiinf Minuten behandelt, damit eine Ablésung von der
Oberflache stattfindet. Zur Neutralisierung des Trypsins werden 7 ml Medium zu den
Zellen hinzugegeben und die Zelllésung in ein 50 ml Falcon uberfihrt und fir vier Mi-
nuten bei 330 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet

in 1 ml Medium resuspendiert.
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4.2.2 Zellzahlbestimmung

Fur die Zellzahlbestimmung werden 10 pl der Zellsuspension zu 90 pl 0,4% Trypanblau
(1 /10 verdlnnt, Sigma-Aldrich, Darmstadt) hinzugegeben. Davon werden 10 pl in eine
Neubauer-Kammer (improved) gegeben und die vier GroRquadrate ausgezahlt und der

Mittelwert bestimmt. Mit folgender Formel wird daraufhin die Zellzahl bestimmt:

Zellzahl = Mittelwert x 10°

Wenn die Zellen in mehr als 1 ml Medium aufgenommen werden, wird der Mittelwert

mit der Anzahl der Milliliter multipliziert.

4.2.3 Transfektion

Damit die CHO- beziehungsweise die HEK 293T-Zellen das Protein von Interesse pro-
duzieren, mussten diese mit dem Plasmid, welches die DNA-Sequenz dessen enthalt,
transfiziert werden. Hierfiir wird zuerst eine Zellzahl von 1 x 10° fiir die CHO-Zellen und
1 x 107 fur die HEK 293T Zellen auf einer 6-Well Platte pro Well ausgesat. Nach 24
Stunden wird die Transfektion nach dem Lipofectamine® LTX and PLUS™ Reagent Kit
(invitrogen, Thermofisher Scientific, Dreieich) Protokoll durchgefiihrt. Ein Well pro 6-
Well Platte dient der Kontrolle und wird nicht transfiziert. Zuerst werden zwei Losungen
angesetzt. In Lésung 1 wird 150 ul OPTI-MEM (gibco, Life Technologies Corporation,
Grand Island, USA) und 6 pl LTX-Reagenz angesetzt. In Losung 2 wird zu 170 pl OPTI-
MEM (gibco, Life Technologies Corporation, Grand Island, USA) 3,5 pl Plus Reagenz
und 2 pg Plasmid hinzugegeben. Beide Lésungen werden daraufhin gemischt und fiir finf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wird der Uberstand der Zellen
abgenommen, diese mit DPBS (Gibco®, Thermofisher Scientific, Dreieich) gewaschen
und anschlief3end 700 pl Medium sowie 300 ul des inkubierten Transfektionsansatzes auf
die Zellen gegeben. Nach 2-3 Tagen wird der Uberstand in ein 15 ml Falkon tberfiihrt

und mit 1x Protease Inhibitor versetzt.

4.2.4 VE-Cadherin ELISA

Zur Bestimmung der Konzentration von sVE-Cadherinf¢*® im Uberstand der CHO-Zel-
len wird das humane VE-Cadherin Quantikine Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Kit (R&D Systems, Inc., Minneapolis) verwendet. Der Antikorper in diesem
ELISA erkennt Epitope zwischen Asp-48 und GIn-593, die der extrazellularen Domane

39



von VE-Cadherin entsprechen. Die Proben werden vorweg in Calibrator Diluent RD5p
(1:5 verdlnnt) verdinnt. Die Verdiinnung war abhangig von Probenart und Zelllinie. Zu-
erst wird 100 pl Assay Diluent RD1-57 in jedes Well gegeben. Anschlie3end wird 50 pl
der Standardproben, der Qualitatskontrolle oder der verdiinnten Proben hinzugegeben.
Die Inkubation findet fir zwei Stunden bei Raumtemperatur und unter Schitteln (400
rpm) statt. Danach werden die Wells viermal mit jeweils 200 pl Waschpuffer gewaschen.
Daraufhin wird 200 ul Human VE-cadherin Conjugate in jedes Well gegeben und fur
zwei Stunden bei Raumtemperatur bei 400 rpm inkubiert. AnschlieRend wird der Wasch-
schritt wiederholt. Danach wird 200 pl Substrate Solution hinzugegeben und fir 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln bei 400 rpm inkubiert. Daraufhin wird 50 ul Stop
Solution hinzugegeben und die optische Dichte mittels TECAN sunrise (Tecan Group
Ltd.; Mannedorf, Schweiz) und der zugehdrigen Software Magellan 7.2 SP1 bei 450 nm

bestimmt.

4.2.1 Zellkultur primarer Zelllinien

In dieser Arbeit werden primédre humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
(HDMEC) von der Firma Promocell (Heidelberg) verwendet. Um eine hohe Variabilitét
zwischen den verschiedenen Kulturen zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass die Zel-

len alle aus dem gleichen Praparationslot der Firma stammten, sofern dies moglich war.

4.2.2 Auftauen primarer Zellen

Vorab wird mindestens 9 ml Wachstums-Medium fuir ungefahr 30 Minuten bei 37°C und
5% CO2 in einer T25 Zellkulturflasche inkubiert. Das Kryovial wird aus der Trockeneis-
box geholt und direkt fur zwei Minuten in dem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Nach
sorgfaltiger Desinfektion des Kryovials werden die priméren Zellen unter sterilen Bedin-
gungen in eine T25 Flasche tberfihrt. Nach einer Inkubation von 16-24 Stunden bei 37°C
und 5% CO2 wird das Medium gewechselt.

4.2.3 Passagieren von primaren Zellen

Wenn die Zellen eine Konfluenz von 70-90 % erreicht haben, werden diese passagiert.
Hierfur wird vorab das PromoCell DetachKit auf Raumtemperatur gebracht. Daraufhin
wird das Medium abgenommen und die Zellen fir 15 Sekunden mit 5 ml 2-(4-(2-Hydro-
xyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) balanced salt solution (BSS) Ldsung
gewaschen. Nachdem die HEPES BSS Losung abgenommen wurde, wird die
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Trypsin/EDTA Losung hinzugegeben und fur drei Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Zu den abgeldsten Zellen wird 5 ml Trypsin Neutralisierungs-L6sung hinzugegeben
und die Zellen in ein 50 ml Falkon Gberfihrt. Dies wird daraufhin fir drei Minuten bei
220 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und die Zellen in 20 ml resuspen-

diert. Alle zwei bis drei Tage wird das Medium gewechselt.

4.2.4 Behandlung der primaren Zellen

In den verschiedenen experimentellen Setups werden die Zellen unterschiedlichen Be-
handlungen ausgesetzt. Die verwendeten Konzentrationen der Reagenzien sind in Tabelle
17 dargestellt.

Tabelle 17: Konzentration der Behandlungsreagenzien.

Reagenz Menge

sVE-Cadherinf¢1-5 50 ng/ml; 100 ng/ml; 130 ng/ml
Angiopoetin-1 500 ng/ml

Y27632 30 M

AKB9778 1uM

4.2.5 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) zur Bestimmung des Tran-
sendothelialen elektrischen Widerstands (TER)

Um die Endothelbarriere indirekt messen zu kénnen, werden Impedanzmessungen mittels
Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) Z& (Applied Biophysics, Troy, USA)
durchgefiihrt. Die HDMEC Zellen werden auf den Goldelektroden 8W10E+ (ibidi
GmbH, Grafelfing) ausgesat und kultiviert, bis diese konfluent sind. Die Messung findet
bei 4000 Hz statt. Nach 30 Minuten Adaptierungszeit der Zellen wird die Behandlung

durchgefuhrt und die Widerstandsmessung 24 Stunden lang aufrechterhalten.

4.2.6 Transwell Assay zur Messung der endothelialen Permeabilitét in vitro

Um die Permeabilitat der endothelialen Zellkulturen zu messen, wird ein Transwell Assay
durchgeftihrt. Die HDMEC Zellen werden auf 12-Well Platten mit Zellkultur Inserts (Fal-
con, Wiesbaden) mit einer Porengréfie von 0,4 um ausgesat und 10-14 Tage kultiviert,
bis diese konfluent sind. Die Vorbehandlung findet 24 Stunden vor dem Start des Expe-
rimentes statt. Am Versuchstag wird die Transwell Platte zweimal mit Medium ohne Phe-
nolrot gewaschen und 96-Well Platten vorbereitet. Hierfur wird fir den Leerwert in Well
A2 und A3 100 pl Medium ohne Phenolrot, sowie in Reihe B Well 1-12 je 50 ul vorge-

legt. Anschlielend werden die Inserts 1:1 in frische mit 1,6 ml Medium ohne Phenolrot
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vorbereitete Wells gesetzt. In die Inserts wird 500 pl Medium ohne Phenolrot gegeben.
Daraufhin wird in jedes Well 100 pl Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran-Ldsung
(70 kDa, Sigma-Aldrich, Darmstadt) gegeben und vorsichtig resuspendiert. AnschlieRend
wird die Platte fur genau 30 Sekunden in den 37°C warmen Schiittel-Inkubator gestellt.
Nun wird jeweils 50 pl Medium aus dem Transwell Insert abgenommen und in die 96-
Well Platte in Reihe B pipettiert. Die Platte wird bei 37°C im Schdittel-Inkubator gestellt
und nach 30, 60, 90 und 120 Minuten jeweils 100 ul Medium aus dem unteren Bereich
abgenommen und in die 96-Well Platte Gberflihrt. Wahrend des Prozesses wird die 96-
Well Platte bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Fluoreszenz Messung erfolgt mit dem
Tecan GENios Pro Gerat (Tecan Group Ltd.; Mannedorf). Fur alle experimentellen Be-
dingungen wurde der Permeabilitatskoeffizient anhand folgender Formel bestimmt:

Pe = [(ACA/AL) X V]IS x ACL

Dabei ist Pe = diffusive Permeabilitat (cm/s), ACa = Anderung der FITC-Dextrankon-
zentration, At = Zeitanderung, Va = Volumen des abluminalen Mediums, S = Oberflache

und AC_ = konstante luminale Konzentration.

4.2.7 Immunfluoreszenz

Die Zellen werden in eine Petrischale mit finf Deckglaschen ausgesat und kultiviert bis
diese konfluent waren. Zuerst wird das Medium abgesaugt. Um die Zellen zu fixieren,
werden diese fir zehn Minuten mit 2 % Paraformaldehyd (PFA) inkubiert. Anschliel3end
wird dreimal funf Minuten mit PBS gewaschen. Daraufhin wird die Zellmembran perme-
abilisiert, hierfur wird 0,1 % TritonX100 verwendet. Nach einer funfminitigen Inkuba-
tion wird dreimal fur finf Minuten mit PBS gewaschen. Die Deckglaschen werden nach
dem Waschen auf Objekttrager gelegt und eine Stunde mit 30 pl bovines Serumalbumin
(BSA)/ normales Ziegenserum (NGS) pro Deckglaschen inkubiert. Nachdem diese drei-
mal funf Minuten mit PBS gewaschen worden, wird 25 pl priméarer Antikorper (Tabelle
6) auf die Deckglaschen gegeben und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag
wird viermal mit PBS fiir fiinf Minuten gewaschen und anschlieend der sekundére An-
tikorper (Tabelle 7: sekundéare AntikorperTabelle 7) mit einem Volumen von 25 pl auf
die Deckglaschen gegeben. Nach einer einstiindigen lichtgeschiitzen Inkubation werden
die Deckgléschen dreimal finf Minuten mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
VectaShield HardSet™ inklusive 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Vector Labora-

tories, Inc.; Burlingame) eingedeckt. Die Objekttrager werden bei 4°C aufbewahrt. Fotos
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werden an dem Konfokal Mikroskop Leica TCS SP2 (Wetzlar, Germany) in verschiede-
nen Vergrolierungen aufgenommen. Pro Bedinung werden zwei bis drei Fotos aufgenom-
men. Mittels ImageJ werden von diesen Fotos insgesamt 30 Messdaten gesammelt. Diese
Messdaten beinhalten den gray value und die distance [microns]. Die Daten werden unter
Zuhilfenahme von GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) analysiert
und graphisch dargestellt.

4.2.8 Western Blot Analyse

4.2.8.1 Zelllysate

Um die exprimierten Proteine der HDMEC Zellen analysieren zu kénnen, missen vorab
Zelllysate hergestellt werden. Dafuir werden HDMEC Zellen auf 6-Well Platten ausgesat
und inkubiert, bis diese konfluent sind. AnschlieRend werden diese je nach Experiment
behandelt (Tabelle 17). Nach der Inkubation wird einmal mit Raumtemperatur warmen
PBS gewaschen und anschlielend Lysepuffer hinzugegeben. Je nach Experiment werden
verschiedene Puffer verwendet (Tabelle 18). Nachdem der Lysepuffer hinzugegeben
wurde, werden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, in ein Eppendorf GefaR tiber-

fuhrt, sonifiziert und bei -20°C eingefroren.
Tabelle 18: Verwendete Lysepuffer.

Experiment Lysepuffer
Western Blot SDS Lysepuffer
Immunprazipitation RIPA-Puffer

4.2.8.2 Bicinchoninsdure (BCA) Protein Assay

Um den Gesamtproteingehalt in den Zelllysatproben zu bestimmen, wird ein Bicin-
choninséure (BCA) Protein Assay durchgefiihrt. Hierfir wird das Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermofisher Scientific, Dreieich) verwendet. Zuerst wird die Albumin Stan-
dardreihe hergestellt (Tabelle 19). Als Verdinnungsreagenz wird der zugehdrige Lyse-
puffer verwendet. In eine 96-Well Platte werden je 10 pl Standardprobe, sowie 5 pl Probe
und 5 pl Lysepuffer pipettiert. AnschlieRend werden Reagenz A und Reagenz B in einem
Verhéltnis von 1:50 gemischt und 200 pl zu jeder Standardprobe und Probe hinzugege-
ben. Daraufhin wird fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wird die Extinktion mit-
tels TECAN sunrise (Tecan Group Ltd.; Mannedorf, Schweiz) bei 540-590 nm, gemes-

sen.
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Tabelle 19: Pipettierschema der Albumin Standardreihe.

Eppendorf Endkonzentration [ug/ml] | Volumen und Quelle des | Volumen des Lysepuffers
Gefal BSA [pl]

A 2000 300 des Stockes 0

B 1500 375 des Stockes 125
C 1000 325 des Stockes 325
D 750 175 des GefaRes B 175
E 500 325 des GeféRes C 325
F 250 325 des GeféRes E 325
G 125 325 des Gefales F 325
H 25 100 des Gefales G 400
I 0 = Blank 0 400

4.2.8.3 Western Blot

Ein Western Blot wird durchgefiihrt, um die GroRe und quantitative Menge des Proteins
von Interesse zu bestimmen. Hierflr werden zuerst die Lysate aufgetaut und mit vierfa-
chem Ladepuffer inklusive Dithiothreitol (DTT) versetzt. Verdiinnungen werden herge-
stellt, damit alle Lysatproben mit gleicher Gesamtproteinmenge aufgetragen werden kon-
nen. Die Proben werden fir funf Minuten bei 95°C erhitzt, damit die Disulfidbriicken
aufbrechen. Daraufhin werden die Proben abgekiihlt und kurz zentrifugiert. Die Proben
werden zusammen mit dem Marker (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo-
fisher, Dreieich) auf ein 4-12 % Bis-Tris NUPAGE™ Gel (Invitrogen, Thermofisher,
Dreieich) aufgetragen. Die Elektrophorese wird zuerst fir 15 Minuten mit 120 V und
danach flr 1 bis 1% Stunden mit 200 V durchgefuhrt. AnschlieRend wird das Gel zusam-
men mit Filterpapier (Nitrocellulose/ Filterpapier, 0,2 pm, Novex™ Thermofisher, Drei-
eich) in die Blotkammer (PEQLAB; Erlangen/ seit 2015 Avantor; Darmstadt) gelegt und
bei 4°C fir eine Stunde bei 200 V und 200 mA geblottet. Um die unspezifische Bindung
der Antikorper an die Membran zu vermindern, wird die geblottete Membran in 5 % Ma-
germilch-Tris buffered saline with Tween 20 (TBST)-L6sung bei Raumtemperatur ge-
blockt. Danach wird die Membran mit dem priméren Antikorper (Tabelle 6), der gegen
das Protein von Interesse gerichtet ist, bei 4°C iber Nacht inkubiert. Die Membran wird
dreimal sieben Minuten in TBST gewaschen und anschlieend mit dem sekundaren An-
tikorper (Tabelle 7) fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wird drei-

mal sieben Minuten in TBST gewaschen. Danach wird die Membran im Chemilumines-
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zenz-Substrat (CheLuminate-HRP PicoDetect BC, PanReac Applichem, Darmstadt) ent-
wickelt und mit dem ChemiDoc™ (Imaging System, BioRad Laboratories, Feldkirchen)
Gerat aufgenommen. AnschlieRend wird zweimal zehn Minuten in TBST gewaschen und
daraufhin eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem B-Aktin oder Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Antikorper inkubiert. Danach wird dreimal sieben
Minuten in TBST gewaschen, im Chemilumineszenz-Substrat (CheLuminate-HRP Pico-
Detect BC, PanReac Applichem, Darmstadt) entwickelt und mittels ChemiDoc™ (Ima-
ging System, BioRad Laboratories, Feldkirchen) aufgenommen. Die Quantifizierung wird

mittels ImageLab Software (BioRad Laboratories, Feldkirchen) durchgefiihrt.

4.2.9 Immunpréazipitation

Um Protein-Interaktionen analysieren zu kénnen, wird die Immunprézipitation durchge-
fuhrt. Die Zelllysate werden auf Eis aufgetaut. Anschlie3end werden pro 500 pl Zelllysat
25 pl nProtein A und 25 pl Protein G hinzugegeben und eine Stunde bei 4°C in einem
Drehkarussell inkubiert. Danach wird eine Minute bei 12.000 xg zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues EppendorfgefaR uberfiihrt. Daraufhin wird zu den Proben der pri-
mare Antikorper (Tabelle 6), der gegen das Protein von Interesse gerichtet ist, mit einer
Konzentration von 2,5 pg hinzugegeben und der Ansatz tiber Nacht bei 4°C in dem Dreh-
karussell inkubiert. Am néchsten Tag wird zu den Proben 25 pl nProtein A und 25 pl
Protein G hinzugegeben und fur eine Stunde bei 4°C in dem Drehkarussell inkubiert.
Anschliefend wird dreimal mit 1 ml radioimmunoprecipitation assay (RIPA)-Puffer in-
klusive Protease Inhibitor gewaschen. Zwischen den Waschschritten wird jeweils fiir eine
Minute bei 4°C und 12.000 xg zentrifugiert. Danach wird einmal mit 50 mM Tris, pH 8.0
gewaschen und ein letzter Zentrifugationsschritt durchgefiihrt. Der Uberstand wird ver-
worfen und das Pellet in 25 pl vierfach Probenpuffer aufgenommen. AnschlieRend wer-
den die Proben mittels Western Blot analysiert. Dieser wird mit den Antikorpern (Tabelle

6), die zugehorig zu dem Interaktionspartner von Interesse sind, durchgefiihrt.

4.2.10 Statistik

Alle Daten werden mittels GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) ana-
lysiert und als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Um diese auf Normalverteilung
zu testen, wird der D"-Agostino-Pearson-Test angewandt. Lediglich bei den Immunfluo-
reszenz und Transwell Daten wird aufgrund der geringen n-Zahl der dafiir besser geeig-
nete Shapiro-Wilk-Test verwendet.
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Bei Normalverteilung werden die Daten mit dem ungepaarten parametrischen Zweistich-
proben-t-Test, einfaktorielle Varianzanalyse oder zweifaktorielle VVarianzanalyse jeweils
mit Sidak-Post-hoc-Test parametrisch auf statistische Signifikanz getestet.

Im Falle der nicht-Normalverteilung werden die Daten mittels Logarithmierens transfor-
miert, erneut auf Normalverteilung getestet und bei Bestehen mit dem bereits genannten
parametrischen Test analysiert. Bei nicht-normalverteilten Daten werden der ungepaarte,
nicht-parametrische Zweistichproben Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis-Test oder
der Friedman-Test jeweils mit Dunn’s-Post-hoc-Test angewandt. Soweit nicht anders an-
gegeben, werden alle Gruppen selektiv gegen die Kontrolle getestet. Die Signifikanzni-
veaus werden folgendermalien dargestellt: * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p
< 0,0001.
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5 Ergebnisse

5.1 sVE-CadherinE°"® Generierung

In Vorarbeiten wurde die extrazellulare Doméne des VE-Cadherins in den pcDNA-
DESTA47 Vektor kloniert. Das daraus resultierende Konstrukt pcDNA-DEST47_EC1-5
(siehe Anhang) wird zur Transfektion in CHO-Zellen verwendet. Die erfolgreiche Etab-
lierung der Transfektion von CHO-Zellen zur stabilen Generierung des sVE-Cadherin®<!-
S-Proteins in nennenswerten Konzentrationen war zunachst Gegenstand zeitaufwéndiger
Versuchsreihen. Es wurde hierzu zunachst mit CHO- und HEK-Zellen gearbeitet. Der
Versuch eine stabile Zelllinie zu generieren, die konstant relevante Mengen des sVE-
CadherinE“1-Proteins generiert war nicht erfolgreich. Nach kiirzester Zeit produzierten
die Zellen das sVE-CadherinE5-Protein nicht mehr. Verschiedene Ansitze hierzu fiihr-
ten nicht zum Erfolg. Es gelang jedoch schlie3lich das Transfektionsprotokoll so zu op-
timieren, dass fir alle weiteren Versuche frisch transfizierte CHO-Zellen verwendet wur-
den. Diese Zellen produzieren und sezernieren das sVE-Cadherin1>-Protein reprodu-
zierbar in den Uberstand der Zellkulturen. Die Konzentration von sVE-Cadherin®¢1 im
Zellkulturtberstand wird mittels eines humanen VE-Cadherin ELISAs, welches gegen
die Aminosduren Asp-48 bis GIn-593 gerichtet ist, gemessen (Abbildung 5-1). Die Kon-
zentrationen schwanken zwischen 140 ng/ml und 500 ng/ml mit einem Mittelwert von
244 ng/ml.
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Abbildung 5-1: Schematische Abbildung der Generierung von sVE-CadherinE¢t>,

Zusatzlich wird in Western Blot Analysen verifiziert, dass sVE-Cadherinf“1® im Uber-
stand vorhanden ist. Hierfur wird ein Antikorper verwendet, der gegen die extrazellulére
Doméne von VE-Cadherin gerichtet ist. In Abbildung 5-2 zeigt die erste und zweite

Bande Lysatproben aus CHO-Zellen, nicht transfizierte und mit dem Konstrukt pcDNA-
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DEST47_ECL1-5 transfizierte. Bande drei und vier sind die zu den CHO-Zellen zugeho-
rigen Uberstande. Probe drei ist der Uberstand von nicht transfizierten und Probe vier von

transfizierten CHO-Zellen.

CTRL transf. CTRL US von
CHO CHO Us transf CHO

VE-Cadherin . . 90 kDa

GAPDH | "—— L s 37 kDa

Abbildung 5-2: Western Blot Analyse von Lysaten und Uberstande von CHO-Zellen, die entweder nicht
oder mit dem Konstrukt pcDNA-DEST47_EC1-5 transfiziert wurden.
CTRL = Kontrolle; US = Uberstande; transf. = transfiziert.

Um einen moglichen funktionellen Effekt von sVE-Cadherin¢!® zu testen, wird in der
Folge mit Endothelkulturen gearbeitet. Hierfr wird zur Imitation einer Endothelbarriere
in vitro humane dermale mikrovaskuldre Endothel Zellen (HDMECs) ausgesat und zum
konfluenten Monolayer wachsen gelassen. Auf diesen Monolayer wird sVE-Cadherin&¢t-

®in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert.
5.2  Das Spaltprodukt sVE-Cadherinf¢-> und seine Auswirkungen

5.2.1 Effekt von sVE-CadherinEC® auf die Endothelbarriere Funktion

Um den Effekt von sVE-Cadherin¥® auf die Funktion der Endothelbarriere zu untersu-
chen, werden zwei verschiedene Messungen durchgefuhrt, die des transendothelialen
elektrischen Widerstandes (TER) und die der Permeabilitat. Der elektrische Widerstand
wird Gber 24 Stunden unter Stimulation mit aufsteigenden sVE-Cadherinf¢!-Konzent-
rationen (50 ng/ml sVE-CadherinE¢1-°, 100 ng/ml sVE-CadherinE<!* oder 130 ng/ml sVE-
Cadherinf®) gemessen. Die Applikation dieser unterschiedlichen sVE-CadherinE¢-
Konzentrationen auf die Endothelkulturen zeigt einen dosisabhéngigen Effekt auf den
elektrischen Widerstand (Abbildung 5-3 A), der mit steigender sVE-Cadherinf¢-5-Kon-
zentration abnimmt. Wobei die Kontrolle im Mittel einen TER-Wert von 108,00 £ 0,81 %
hat und sich von 50 ng/ml sVE-Cadherinf<!* (87,93 + 1,15 %; p = 0,0304), 100 ng/ml
SVE-Cadherin®¢° (70,35 + 2,28 %; p < 0,0001) und 130 ng/ml sVE-Cadherint¢*® (55,09
* 2,87 %; p < 0,0001) unterscheidet. Die zuséatzliche Analyse der Daten als Flache unter

der Kurve (area under the curve/AUC) relativ zur Kontrolle (Abbildung 5-3 B) zeigt ein
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ahnliches Muster. Hier hat die Kontrollgruppe (CTRL) einen Wert von 1,00 + 0,039.
Nach der Behandlung mit sSVE- Cadherinf°'® reduzieren sich die AUC-Werte fiir sVE-
Cadherinf*[50 ng/ml] auf 0,81 + 0,05 (p = 0,2432), fiir SVE- Cadherint¢1->[100 ng/ml]
auf 0,65 + 0,053 (p < 0,0001) und fiir sVE- Cadherinf*°[130 ng/ml] auf 0,50 + 0,064 (p
< 0,0001).
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g T mm sVE-Cadherin [50 ng/ml]
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Abbildung 5-3: Effekt von sVE-Cadherin®¢%® auf die Integritat der Endothelbarriere.

A: Transendotheliale elektrische Widerstandsmessung (TER) tiber 24 Stunden. Applikation von drei unter-
schiedlichen sVE-CadherinE® Konzentrationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. B: Flache unter der
Kurve (AUC) der TER nach sVE-Cadherin5 Applikation von drei unterschiedlichen Konzentrationen 50
ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen
werden anhand des Friedman-Test mit Dunn’s-Post-hoc-Test (TER) oder der einfaktoriellen Varianzana-

lyse mit Sidak Post-hoc-Test (AUC) ermittelt. n > 6. *zeigt p < 0,05 an; **** zeigt p < 0,0001 an.

Ebenso wird der Permeabilitatskoeffizient (Pg) bestimmt, um damit ein direktes Mal} fir

die Integritét der Barriere der Endothelkulturen zu erhalten. Hierfur werden HDMEC Zel-
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len auf Transwell Filter ausgesét und der Fluss von FITC-Dextran (70 kDa) tber die Zell-
schicht von apikal nach basolateral gemessen. Sowohl die Behandlung mit LPS [100
ng/ml], als Positivkontrolle, als auch sVE-Cadherint¢1->[130 ng/ml] hat zur Folge, dass
der FITC-Dextran Flux erhoht ist (Abbildung 5-4). Der Wert der Kontrollgruppe liegt bei
1,08 + 0,014 cm/s*10°°. Nach sVE-CadherinE¢1°[130 ng/ml] Behandlung liegt dieser bei
1,27 £ 0,010 und nach LPS [100 ng/ml] Behandlung bei 1,43 + 0,018. Der p-Wert fiir die
Kontrollgruppe vs. sVE-Cadherint¢1-° liegt nach 60 Minuten bei 0,0713, nach 90 Minuten
bei 0,0280 und nach 120 Minuten bei 0,0404. Der p-Wert fir die Kontrollgruppe vs. LPS
liegt nach 60 Minuten bei 0,0002, nach 90 Minuten bei < 0,0001 und nach 120 Minuten
bei 0,0001.
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Abbildung 5-4: Permeabilitatsmessung uber einen HDMEC Zellrasen via FITC-Dextran (70 kDa) Flux.
Behandlung mit 100 ng/ml LPS oder 130 ng/ml sVE-Cadherint¢!-5, Daten werden als Mittelwert + SEM
gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-
Test ermittelt. n > 11. * zeigt p < 0,05 an; *** zeigt p < 0,001; **** zeigt p < 0,0001 an.

Zusétzlich werden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt, um Unterschiede in der
Morphologie und Verteilung von VE-Cadherin an den Zellgrenzen zu untersuchen. VE-
Cadherin (rot) zeigt unter Kontrollbedingungen ein lineares Muster an den Zellgrenzen
(Abbildung 5-5). Nach 24 Stunden Behandlung der Zellen mit insgesamt drei unter-
schiedlichen Konzentrationen von sVE-Cadherin® (50 ng/ml, 100 ng/ml und 130
ng/ml) zeigt VE-Cadherin ein dosisabhangiges fragmentiertes Muster an den Zellgrenzen.
AuRerdem bilden sich nach der Applikation von 100 ng/ml und 130 ng/ml sVE-Cadheri-

nEC5 | iicken im HDMEC Zellrasen aus, erkennbar an der fehlenden VVE-Cadherin-Far-
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bung. Unter Kontrollbedingungen ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (griin) an den Zell-
grenzen zu sehen. Mit zunehmender sVE-CadherinE¢1 Dosis nimmt die Stressfaseraus-
bildung im Aktin-Zytoskelett zu.

VE-Cadherin

CTRL

sVE-CadherinEc*®
[50 ng/ml]

sVE-Cadherinf¢*®
[100 ng/ml]

Abbildung 5-5: Immunfluoreszenzfarbung einer HDMEC Zellkultur.
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sVE-Cadherin&¢*®

Féarbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin (grin), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge;
rechts). Kontrollbedingungen (CTRL), Applikation von drei unterschiedlichen sVE-Cadherinf¢-5 Konzent-
rationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. Mal3stabsbalken entspricht 20 um.

Die Immunfluoreszenzfarbungen von VE-Cadherin unter Kontrollbedingung, sowie nach
Zugabe von sVE-Cadherinf°*® in den Konzentrationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130
ng/ml werden quantitativ ausgewertet (Abbildung 5-6). Diese Quantifizierung zeigt, dass
nach der Gabe von 50 ng/ml sVE-CadherinE“® die Signalintensitat von VE-Cadherin an
den Zellgrenzen reduziert ist. Zusétzlich wird der AUC-Wert fur die Distanz -0,5 bis 0,5
pum berechnet und auf Signifikanz getestet. Nach der Gabe von 100 ng/ml und 130 ng/ml
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SVE-CadherinE°Y® zeigt sich die gleiche Verinderung in der Signalintensitat, als auch in
den AUC-Werten. Der AUC-Wert von der Kontrollgruppe betragt 1,00 + 0,141. Unter 50
ng/ml sVE-Cadherin°-Behandlung zeigt VE-Cadherin eine Reduktion in der Signal-
intensitat von 0,422 + 0,113, verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,0141). Fir sVE-
CadherinE® [100 ng/ml] betragen die AUC-Werte 0,418 + 0,082 (p = 0,0070) und fiir
SVE-CadherinE°® [130 ng/ml] 0,366 + 0,051 (p = 0,0286).
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Abbildung 5-6: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung aus Abbildung 5-5.

AUC-Berechnung des Kurven-Bereiches der Signalintensitat zwischen den Distanzen -0,5 und 0,5 um.
Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten
parametrischen Zweistichproben-t-Test (50 & 100 ng/ml) oder nicht-parametrischen Zweistichproben
Mann-Whitney-U-Test jeweils mit Dunn’s-Post-hoc-Test (130 ng/ml) ermittelt. n > 4. * zeigt p < 0,05 an;
** zeigt p < 0,01 an.
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Um zu prufen, ob sich die Proteinmenge von VE-Cadherin nach der Behandlung mit sVE-
CadherinE< dndert, werden Western Blot Analysen gegen die extrazellulare und intra-
zelluldre Domane von VE-Cadherin durchgefiihrt. Insgesamt zeigt sich eine Reduktion
der Proteinmenge sowohl der extra- als auch der intrazellularen Doméne von VE-Cadhe-
rin nach der Behandlung mit sVE-Cadherin¥¢*® [130 ng/ml] verglichen mit der Kontroll-
gruppe (Abbildung 5-7).

Bei der Analyse der extrazellularen Doméne von VE-Cadherin hat die Kontrollgruppe
einen Wert von 100 + 14,0 % und die sSVE-Cadherint¢! behandelte Gruppe von 49,4 +
10,6 %. (p = 0,021; Abbildung 5-7 A). Die Analyse der intrazellularen Doméane von VE-
Cadherin zeigt fur die Kontrollgruppe einen Wert von 100 £ 7,3 % und flr die behandelte
Gruppe von 64,4 + 10,3 %. (p = 0,022; Abbildung 5-7 B).
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Abbildung 5-7: Western Blot Analyse der extra- und intrazelluldren Doméne von VE-Cadherin nach der
Behandlung mit sVE-Cadherin€5 [130 ng/ml].

A: Western Blot Analyse von der extrazellularen Doméane von VE-Cadherin (links) und Quantitative Aus-
wertung der Proteinmenge (rechts). B: Western Blot Analyse von der intrazellularen Doméne von VE-
Cadherin (links) und Quantitative Auswertung der Proteinmenge (rechts). Daten werden als Mittelwert +
SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-

t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n = 5. * zeigt p < 0,05 an.
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5.2.2 Effekt von sVE-Cadherinf¢® auf den VE-Cadherin-Multiprotein-Komplex

Als nachstes wurde der Effekt von sVE-Cadherint°'® auf Proteine untersucht, die be-
kannt dafur sind mit VE-Cadherin eine Interaktion beziehungsweise eine Bindung einzu-
gehen.

5.2.2.1 alpha-(a-)Catenin

Das erste Protein, welches untersucht wird, ist a-Catenin. In Immunfluoreszenzfarbungen
von konfluenten HDMEC-Monolayern bildet dieses Protein unter Kontrollbedingungen

an den Zellgrenzen ein lineares Muster aus (Abbildung 5-8 A).
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Abbildung 5-8: Analyse der sVE-CadherinE¢ Effekte auf o-Catenin.
A: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von a-Catenin (rot), F-Aktin (grun),

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinE¢5 [130
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ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-
nalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 pm. C: Western Blot Analyse von a-Catenin unter Kon-
trollbedingungen und nach sVE-CadherinE<t->-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-
lyse. Darstellung der Proteinmengen relativ zur Kontrolle. MaRstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden
als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen
Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 4. **** zeigt p < 0,0001 an.

Durch die Applikation von 130 ng/ml sVE-Cadherin®® wird a-Catenin (rot) an den
Zellgrenzen reduziert und das kortikale Aktin-Zytoskelett (griin) bildet Stressfasern aus.
Die quantitative Auswertung ergibt, dass die Signalintensitat an den Zellgrenzen nach der
Behandlung mit sVE-CadherinE¢! verglichen mit der Kontrollgruppe reduziert ist (Ab-
bildung 5-8 B). Der AUC-Wert, der von der Distanz -0,6 bis 0,6 um errechnet wird, zeigt
einen Unterschied. Der Wert der Kontrollgruppe liegt bei 1,00 £ 0,105, der Wert der sVE-
Cadherin“°-Gruppe betragt 0,420 + 0,0507 (p < 0,0001). Die Quantifizierung der Pro-
teinmenge von a-Catenin nach der sVE-Cadherin!->-Stimulation mittels Western Blot
Analyse ergibt keinen Unterschied zwischen der Kontroll- und sVE-Cadherin®¢%->-
Gruppe (95,25 £ 19,57 % relativ zur Kontrollgruppe; p = 0,8163; Abbildung 5-8 C).

5.2.2.2 beta-(p-)Catenin

Als néchstes wird B-Catenin, welches eine wichtige Rolle in der Regulation der vaskula-
ren Zell-Zell-Kontakte spielt, untersucht. In Immunfluoreszenzfarbungen zeigt dieses
Protein unter Kontrollbedingungen ein lineares Farbemuster (Abbildung 5-9).
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Abbildung 5-9: Analyse des Effekts von sVE-Cadherintc'® auf B-Catenin.

Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von B-Catenin (rot), F-Aktin (grun), DAPI

(blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadherint¢!5 [130
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ng/ml]. Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-
nalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 um. A: Farbung nach 6 h Behandlung B: Farbung nach
24 h Behandlung. C: Western Blot Analyse von B-Catenin unter Kontrollbedingungen und nach 24 h sVE-
CadherinE¢->-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Protein-
menge relativ zur Kontrolle. MaRstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden als Mittelwert + SEM ge-
zeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test
mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 5.%*** zeigt p < 0,0001 an.

Es wird nach sechs Stunden und nach 24 Stunden sVE-Cadherint¢1->-Behandlung die Im-
munfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Sowohl nach sechs als auch nach 24 Stunden zeigt
die Immunfluoreszenzfirbung von B-Catenin (rot) ein fragmentiertes Muster (Abbildung
5-9). Zusétzlich bildet sich in dem konfluenten HDMEC Zellrasen bei beiden Zeitpunkten
Llcken aus, wo kein Farbemuster zu erkennen ist. In der Kontrollgruppe ist das kortikale
Aktin-Zytoskelett (griin) an den Zellgrenzen zu erkennen. Nach der Applikation von sVE-
Cadherinf° bildet das Aktin-Zytoskelett Stressfasern aus. Die Quantifizierung der Im-
munfluoreszenzfarbungen ergibt, dass die Signalintensitdt von B-Catenin an den Zell-
grenzen nach der sVE-Cadherin¢!-Behandlung bei beiden Behandlungszeitpunkten re-
duziert ist.

Die AUC-Werte werden jeweils von -0,6 bis 0,6 um errechnet. Fir die Kontrollgruppe
ergibt sich ein AUC-Wert bei der sechs Stunden Behandlung von 1,00 + 0,063 und bei
der 24 Stunden-Behandlung von 1,00 + 0,039 und fir die behandelte Gruppe bei der sechs
Stunden Behandlung 0,227 + 0,225 und bei der 24 Stunden Behandlung 0,359 + 0,0432.
Der p-Wert betrégt bei beiden Behandlungszeitpunkten p < 0,0001. In Western Blot Ana-
lysen zeigt sich, dass sich das Proteinlevel nach 24 Stunden nicht verandert (Abbildung
5-9 C). Dabei betragt der Wert fiir die SVE-Cadherinf“*-Gruppe 113,20 + 13,18 % (re-
lativ zur Kontrolle; p = 0,346).

Da bekannt ist, dass VE-Cadherin und B-Catenin interagieren, wurde mittels Immunflu-
oreszenzfarbung die Interaktion nach der Behandlung mit sVE-Cadherin®¢ untersucht.
Wie vorab gezeigt, hat sowohl B-Catenin (grun) als auch VE-Cadherin (rot) unter Kon-
trollbedingungen ein lineares (vgl. Abbildung 5-5) und nach der Behandlung mit sVE-
CadherinE® ein fragmentiertes Farbemuster (Abbildung 5-10).
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Abbildung 5-10: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin¥!5 auf die Interaktion zwischen B-Catenin und
VE-Cadherin.

A: Immunfluoreszenzfirbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von -Catenin (grtin), VE-Cadherin (rot),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadherin¢-5[130
ng/ml]. B: Western Blot Analyse der Immunprézipitation. Blot gegen VE-Cadherin. C: Darstellung der
Proteinmenge der Immunprézipitation. Maf3stabsbalken entspricht 10 um fir Kontrolle und 20 pum fir sVE-
CadherinE¢%>, Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des
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ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 3. *** zeigt p
< 0,001 an.

Die Fusionsbilder lassen durch die Co-Lokalisation eine Interaktion zwischen [3-Catenin
und VE-Cadherin vermuten (gelb), welche unter sVE-Cadherinf“1-*>-Behandlung redu-
ziert ist. Mittels Immunprézipitationsexperimenten kann die vermutete Interaktion und
der sVE-CadherinE“1>-Effekt bestitigt werden (Abbildung 5-10 B). Es zeigt sich, dass
die Interaktion zwischen VE-Cadherin und -Catenin nach der Behandlung mit s\VE-Cad-
herinE1 reduziert ist. Der Wert liegt bei 18,67 + 7,356 % (p = 0,0004).

5.2.2.3 gamma-(y-)Catenin

Ein weiteres Protein, welches untersucht wird, ist y-Catenin. Dieses verknipft Cadherine
an das Zytoskelett. In Immunfluoreszenzfiarbungen zeigt y-Catenin (rot) ein lineares Mus-

ter an den Zellgrenzen unter Kontrollbedingung (Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-11: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin¢*5 auf y-Catenin.

A: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Fiarbung von y-Catenin (rot), F-Aktin (grin),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadherin®° [130
ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-
nalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 pm. C: Western Blot Analyse von y-Catenin unter Kon-
trollbedingungen und nach sVE-Cadherinf¢->-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-
lyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. MaBstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden
als Mittelwert £ SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 3. **** zeigt p < 0,0001 an.

Nach der sVE-Cadherinf-Behandlung zeigt y-Catenin ein fragmentiertes Farbemuster.
AuBerdem werden Stressfasern von dem Aktin-Zytoskelett (griin) ausgebildet. Die quan-

titative Auswertung der Immunfluoreszenzfirbungen ergibt eine Reduktion von y-
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Catenin durch die Behandlung mit sVE-Cadherinf¢® (Abbildung 5-11 B). Die AUC-
Werte, die von -0,6 bis 0,6 um berechnet werden, betragen 1,00 + 0,104 fur die Kontroll-
gruppe, sowie 0,414 + 0,056 fiir die sVE-Cadherint¢*-behandelte Gruppe (p = 0,001).
Western Blot Analysen zeigen, dass die Proteinmenge durch die Behandlung mit sVE-
Cadherinf® von dem 92 kDa groBen y-Catenin nicht verandert wird (Abbildung 5-11C).
Dabei liegt die Proteinmenge bei 56,33 + 19,46 % relativ zur Kontrolle (p = 0,088).

5.2.2.4 delta-(8-)Catenin

Ein weiteres Protein, welches untersucht wird, ist das multifunktionale 8-Catenin. Im-
munfluoreszenzfarbungen zeigen, dass d-Catenin (rot) unter Kontrollbedingungen ein li-
neares Farbemuster an den Zellgrenzen ausbildet, sowie um den Zellkern lokalisiert ist
(Abbildung 5-12 A).
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Abbildung 5-12: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin®¢'> auf §-Catenin.

A: Immunfluoreszenzfiarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von 8-Catenin (rot), F-Aktin (griin),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadherin®¢'5 [130
ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-
nalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 um. C: Western Blot Analyse von -Catenin unter Kon-
trollbedingungen und nach sVE-Cadherinf¢->-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-
lyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. MaBstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden
als Mittelwert £ SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen
Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test (AUC) oder nicht-parametrische Zweistichproben Mann-

Whitney-U-Test mit Dunn’s-Post-hoc-Test (WB) ermittelt. n > 5.
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Nach der Behandlung mit sVE-Cadherin! zeigt sich eine Reduktion des linearen Far-
bemuster, sowie eine diffuse Verteilung im Zytoplasma. Aul3erdem bildet das Aktin-Zy-
toskelett (griin) Stressfasern aus. Die Signalintensitét zeigt eine Reduktion von &-Catenin
(Abbildung 5-12 B), die jedoch nicht signifikant ist. Die AUC-Werte, die von -0,6 bis 0,6
pm berechnet werden, betragen fur die Kontrollgruppe 1,00 + 0,118, sowie 0,625 + 0,133
fur die behandelte Gruppe (p = 0,052). Western Blot Analysen zeigen eine unveranderte
Proteinmenge nach der Behandlung mit &-Catenin (Abbildung 5-12 C). Der Wert liegt
bei 93,60 £ 9,621 relativ zur Kontrolle (p = 0,683).

5.2.2570-1

ZO-1 ist ein Occludenskontakt Protein, welches die endothelialen Adhdsionskontakte
kontrolliert. ZO-1 (rot) zeigt in Immunfluoreszenzfarbungen ein lineares und nach der
Behandlung mit sVE-CadherinE“!® ein fragmentiertes Muster an den Zellgrenzen (Ab-
bildung 5-13 A).
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Abbildung 5-13: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin auf ZO-1.

A: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Férbung von VE-Cadherin (griin), ZO-1 (rot),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadherinf¢5 [130
ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-
nalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 um. C: Western Blot Analyse von ZO-1 unter Kontroll-
bedingungen und nach sVE-Cadherinf¢'5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse.
Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. Malstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden als
Mittelwert £ SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 4. **** zeigt p < 0,0001 an.

Gleiches gilt fur VE-Cadherin (griin). In dem Fusionsbild (rechts) erkennt man, dass unter

Kontrollbedingungen ZO-1 und VE-Cadherin co-lokalisiert sind (gelb), was jedoch unter
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SVE-Cadherinf°® Behandlung verloren geht. Die Signalintensitat zeigt eine Reduktion
von ZO-1 nach der Behandlung mit sVE-CadherinE® (Abbildung 5-13 B). Die AUC-
Werte, die von -0,6 bis 0,6 um berechnet werden, zeigen, dass sich die Kontrollgruppe
mit 1,00 + 0,0788 von der sVE-Cadherint¢->-Gruppe mit 0,498 + 0,0442 unterscheidet
(p <0,0001). Western Blot Analysen zeigen keine Veranderung in der Proteinmenge nach
SVE-CadherinE>-Behandlung (167,50 + 49,69 relativ zur Kontrolle; p = 0,223; Abbil-
dung 5-13 C).

5.2.2.6 N-Cadherin

Um zu untersuchen, ob der Verlust von VE-Cadherin nach der Behandlung mit sVE-
Cadherin*® durch N-Cadherin kompensiert wird, wird eine Western Blot Analyse
durchgefihrt. Diese zeigt keine Veranderung der Proteinmenge von N-Cadherin (121,7 +
16,23 relativ zur Kontrolle; p = 0,253) nach der Behandlung mit sVE-Cadherinf¢1® (Ab-
bildung 5-14).
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Abbildung 5-14: Analyse des Effekts von sVE-Cadherint¢t> auf N-Cadherin.

Western Blot Analyse von N-Cadherin unter Kontrollbedingungen und nach sVE-Cadherin¢!-5-Behand-
lung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle.
Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten
parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n > 3.

5.2.3 Auswirkungen von sVE-CadherinE¢5 auf den VE-PTP-Signalweg

VE-PTP ist ein bekannter Regulator der vaskularen Permeabilitat und Interaktionspartner
von VE-Cadherin (Frye et al., 2015; Nawroth et al., 2002; Nottebaum et al., 2008; Shen
et al., 2014). Um zu priifen, ob die Anwesenheit von sVE-Cadherint¢1 die Interaktion
zwischen VE-Cadherin und VE-PTP stort, wird eine Immunfluoreszenzfarbung durchge-
fuhrt. VE-PTP (rot) zeigt unter Kontrollbedingungen ein lineares Farbemuster an den

Zellgrenzen (Abbildung 5-15 A). Nach der Behandlung zeigt dieses ein fragmentiertes
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Muster, sowie eine Liickenbildung. In den Fusionsbildern ist die Co-Lokalisation (gelb)
von VE-Cadherin (grin) und VE-PTP (rot) zuerkennen. Nach der Behandlung mit sVE-
Cadherinf°1 ist dieses nicht mehr zu erkennen (unten rechts). In Western Blot Analysen
zeigt sich eine Reduktion des VE-PTP-Proteinlevels nach der Behandlung mit s\VE-Cad-
herinE<1 verglichen mit der Kontrollbedingung (Abbildung 5-15 B). Die Werte der Pro-
teinmenge liegen bei 35,5 + 7,33 % relativ zur Kontrolle (p = 0,0001).
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Abbildung 5-15: Analyse des Effekts von sVE-Cadherint¢'-5 auf VE-PTP und dessen Interaktion mit VE-
Cadherin.

A: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von VE-Cadherin (griin), VE-PTP (rot),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinE¢5 [130
ng/ml]. B: Western Blot Analyse von VE-PTP unter Kontrollbedingungen und nach sVE-CadherinE¢!-5-
Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur
Kontrolle. MaRstabsbalken entspricht 20 um. Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische
Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-
Test ermittelt. n > 4. *** zeigt p < 0,001 an.

Der Verlust der Interaktion zwischen VE-Cadherin und VE-PTP lasst vermuten, dass die

Phosphataseaktivitdt von VE-PTP im Signalweg involviert ist. Die Benutzung von
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AKB9778 (Razuprotafib), welches die katalytische Domane von VE-PTP pharmakolo-
gisch inhibiert, soll helfen, diese Hypothese zu untersuchen. In TER-Messungen werden
konfluente HDMEC Monolayer mit sVE-Cadherint¢'®, AKB9778 oder beiden zusam-
men behandelt. Durch die Applikation des Inhibitors AKB8778 ist der elektrische Wider-
stand erhoht verglichen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 5-16 A).
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Abbildung 5-16: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin®¢'> und AKB9778 auf VE-Cadherin.

A: Transendotheliale Widerstandsmessung Uber 24 Stunden. Applikation von sVE-Cadherin¢*5 [130
ng/ml], AKB9778 [1 uM] oder Co-Inkubation (links). AUC der transendothelialen Widerstandsmessung
(rechts). B: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin
(grtin), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-Cadherin&¢%-
5 [130 ng/ml], AKB9778 oder Co-Inkubation. C: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-
Berechnung des Kurvenbereiches der Signalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 pm. Mafstabs-
balken entspricht 20 um. Daten werden als Mittelwert £ SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden
anhand der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test (IF) oder des Friedman-Test mit
Dunn’s-Post-hoc-Test (TER) ermittelt. n > 16.** zeigt p < 0,01 an; **** zeigt p < 0,0001 an.

Die AUC-Werte liegen bei der Kontrolle bei 1,00 £ 0,09527 und nach AKB9778-Be-
handlung bei 1,235 + 0,130. Nach der Applikation von sVE-Cadherint<!® sinkt der elekt-
rische Widerstand. Der AUC-Wert liegt hier bei 0,718 + 0,0477 (p = 0,0019 verglichen
mit der Kontrolle). Nach der Co-Inkubation von sVE-Cadherinf*®> zusammen mit
AKB9778 ist der elektrische Widerstand auf dem gleichen Niveau, wie die Kontroll-
gruppe. Der AUC-Wert betragt hier 0,968 + 0,0594 (p > 0,9999). Bei sVE-CadherinE¢!>
versus sVE-Cadherinf°® und AKB9778 liegt der p-Wert bei p = 0,0049. Diese funktio-
nellen Messungen zeigen zusammenfassend, dass die Hemmung von VE-PTP durch
AKB9778 die Effekte von sVE-Cadherint¢' vollstandig hemmit.

In Immunfluoreszenzféarbungen von HDMEC Monolayern zeigt VE-Cadherin (rot) unter
Kontrollbedingungen (Medium mit 1 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) ein lineares Farbe-
muster und nach der Behandlung mit sVE-Cadherint¢> mit 1 % DMSO ein fragmentier-
tes Farbemuster an den Zellgrenzen (Abbildung 5-16 B). Sowohl nach der Behandlung
mit AKB9778 als auch nach der Co-Inkubation von AKB9778 mit sVE-Cadherin&¢1®
erkennt man ebenfalls ein lineares Farbemuster. Unter Kontrollbedingungen (Medium
mit 1 % DMSO) ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (griin) an den Zellgrenzen zu erken-
nen. Nach der Behandlung mit sVE-Cadherin®°'® bildet das Aktin-Zytoskelett Stressfa-
sern aus. Diese sind nicht nach der Co-Inkubation von AKB9778 und sVE-Cadherinf¢®
zuerkennen, sowie nach Behandlung mit dem Inhibitor allein. Die Signalintensitét zeigt
keinen Unterschied zwischen der Kontroll-, der AKB9778- und der Co-Inkubations-
gruppe (Abbildung 5-16 C). Jedoch ist die Signalintensitat der sVE-CadherinE¢*5-Gruppe
verglichen zu den anderen drei Gruppen reduziert. Die AUC-Werte der Signalintensitat
betragen fur die Kontrollgruppe 1,00 £ 0,069, die AKB9778-Gruppe 0,862 + 0,0507, die
sVE-Cadherinf¢->-Gruppe 0,353 + 0,0275 (p < 0,0001 verglichen mit der Kontrolle) und
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die Co-Inkubationsgruppe 0,879 * 0,0630 (p = 0,322 verglichen mit der Kontrolle; p <
0,0001 verglichen mit sVE-CadherinE¢1®),

Als nachstes wird untersucht, ob der Effekt von sVE-Cadherinf“*® auf o- und B-Catenin
ebenfalls durch den VE-PTP Inhibitor AKB9778 aufgehoben wird. Immunfluoreszenz-
farbungen von a-Catenin (rot; Abbildung 5-17 A), als auch B-Catenin (rot; Abbildung
5-17 B), zeigen unter Kontrollbedingungen (Medium mit 1 % DMSOQO) ein lineares Fér-

bemuster an den Zellgrenzen.
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Abbildung 5-17: Analyse des Effekts von sVE-Cadherinf<!-5 und AKB9778 auf a- und B-Catenin.
A: Immunfluoreszenzfarbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von a-Catenin (rot), F-Aktin (griin),
DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-Cadherinf¢-5 [130
ng/ml], AKB9778 oder Co-Inkubation. Quantifizierung der Immunfluoreszenzféarbung. AUC-Berechnung
des Kurvenbereiches der Signalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 um. B: Immunfluoreszenz-
farbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von -Catenin (rot), F-Aktin (grin), DAPI (blau), sowie Dar-
stellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-Cadherin® [130 ng/ml], AKB9778 oder
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Co-Inkubation. Quantifizierung der Immunfluoreszenzfarbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches
der Signalintensitat zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 um. MaRstabsbalken entspricht 20 um. Daten
werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand der einfaktoriellen Vari-

anzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test ermittelt. n > 29.* zeigt p < 0,05 an; **** zeigt p < 0,0001 an.

Unter dieser Bedingung ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (griin) zu erkennen. Nach der
Behandlung mit AKB9778 ist ebenfalls bei beiden Proteinen ein lineares Farbemuster an
den Zellgrenzen zuerkennen, sowie das kortikale Aktin-Zytoskelett. Nach der Behand-
lung mit sSVE-Cadherin¢® und 1 % DMSO ist kein lineares Muster von a-Catenin an
den Zellgrenzen erkennbar. Die Farbung des Proteins ist diffus im Zytoplasma verteilt.
Bei den Immunfluoreszenzfarbungen von B-Catenin unter dieser Bedingung ist ein frag-
mentiertes Muster an den Zellgrenzen zu erkennen, sowie eine Luckenbildung im
HDMEC Monolayer. Ebenfalls bildet das Aktin-Zytoskelett bei beiden Experimenten
Stressfasern aus. Nach der Co-Inkubation von AKB9778 und sVE-Cadherin<!® zeigen
beide Protein-Anféarbungen ein lineares Muster an den Zellgrenzen und das kortikale Ak-
tin-Zytoskelett ist zu erkennen. Der AUC-Wert der Signalintensitéat von a-Catenin betragt
in der Kontrollgruppe 1,00 £ 0,0765, der AKB9778-Gruppe 0,936 + 0,0572 und fur die
Co-Inkubationsgruppe 1,182 + 0,0487 (p = 0,0169 verglichen mit der Kontrolle). Der
AUC-Wert der Signalintensitat fiir f-Catenin betrégt in der Kontrollgruppe 1,00 * 0,690,
der AKB9778-Gruppe 0,973 + 0,0815, der sVE-Cadherinf¢>-Gruppe 0,425 + 0,0341 (p
< 0,0001) und fur die Co-Inkubationsgruppe 1,143 + 0,0848 (p = 0,394 verglichen mit
der Kontrolle; p < 0,0001 verglichen mit sVE-Cadherint¢'-),

5.2.4 Signalweg der sVE-CadherinEC!5-Effekte

In der Literatur wird gezeigt, dass uber die Tie-2-Aktivierung der Barriere-stabilisierende
Effekt von AKB9778 vermittelt wird. Deshalb wird untersucht, ob die direkte Tie-2-Ak-
tivierung, die durch Angiopoetin-1 (Ang-1) vermittelt wird, den sVE-CadherinE¢!->-Ef-
fekt aufhebt. Die TER-Messungen eines HDMEC-Monolayers ergeben, dass nach der
Gabe von Ang-1 der elektrische Widerstand auf dem Niveau der Kontrollgruppe bleibt
(Abbildung 5-18 A). In zuvor durchgefiihrten Dosis-Wirkungsanalysen fuihrten auch ho-
here Dosen nicht zu einer Erhéhung der TER, sodass davon ausgegangen werden muss,
dass die Kontrollen eine dichte Barriere aufweisen, die unter diesen experimentellen Be-

dingungen durch Ang-1 nicht weiter stabilisierbar ist.
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Abbildung 5-18: Analyse des Effekts von sVE-Cadherint¢Y> und Ang-1 sowie Y27632 auf VE-Cadherin.
A: Transendotheliale Widerstandsmessung Uber 24 Stunden. Applikation von sVE-Cadherinf¢5 [130
ng/ml], Ang-1 [500 ng/ml], Co-Inkubation (links). AUC der transendotheliale Widerstandsmessung
(rechts). B: Transendotheliale Widerstandsmessung tber 24 Stunden. Applikation von sVE-Cadherinf¢s
[130 ng/ml], Y27632 [30 uM], Co-Inkubation (links). AUC der transendotheliale Widerstandsmessung
(rechts). C: Immunfluoreszenzférbung eines HDMEC Zellrasens. Farbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin
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(griin), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadheri-
NnEC-5 1130 ng/ml], Y27632 [30 uM], Co-Inkubationsgruppe. C: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfar-
bung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Signalintensitit zwischen den Distanzen -0,3 und 0,3
pum. Mal3stabsbalken entspricht 20 um. Daten werden als Mittelwert £ SEM gezeigt. Statistische Signifi-
kanzen werden anhand der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test ermittelt. n > 12. * zeigt
p < 0,05 an; ** zeigt p < 0,001 an; **** zeigt p < 0,0001 an.

Die Applikation von sVE-CadherinE ergibt eine Reduktion des elektrischen Wider-
standes und die Co-Applikation von sVE-Cadherinf¢*® und Ang-1 ergibt ebenfalls eine
Reduktion des elektrischen Widerstandes zu der Kontrollgruppe. Der AUC-Wert fur die
Kontrollgruppe betragt 1,00 + 0,0368 und fiir die Ang-1-Gruppe 0,905 + 0,02414, fir die
sVE-Cadherin®°5-Gruppe 0,757 + 0,0378 (p < 0,0001) und fiir die sVE-Cadherin®¢®
und Ang-1-Gruppe 0,833 + 0,0286 (p = 0,0018 verglichen mit der Kontrolle; p = 0,2834
verglichen mit sVE-CadherinE°1®). Daraus ergibt sich, dass die direkte Tie-2-Aktivierung
nicht den Zusammenbruch der Endothelbarriere zu stabilisieren vermag, der durch sVE-
Cadherinf° versursacht wird und andere Mechanismen im Vordergrund stehen.

Die Stressfaserbildung im Aktin-Zytoskelett nach der Behandlung mit sVE-CadherinE¢l-
> fiihrt zu der Hyopthese, dass RhoA und somit nachgeschaltet der Rho-Kinase-Signalweg
eine wichtige Rolle in dem sVE-Cadherinf¢-5-Signalweg spielen kénnte. Zur Testung
dieser Annahme wird der Rho-Kinase Inhibitor Y27632 verwendet. Es werden TER-Mes-
sungen Uber einen konfluenten HDMEC-Monolayer durchgefiihrt. Nach der Applikation
von Y27632 ist der elektrische Widerstand auf dem gleichen Niveau wie unter Kontroll-
bedingungen (Abbildung 5-18 B). Nach der Behandlung mit sVE-Cadherinf<!® ist eine
Reduktion des elektrischen Widerstandes verglichen zur Kontrollgruppe zu erkennen, je-
doch nicht nach der Co-Inkubation mit Y27632. Die AUC-Werte liegen bei der Kontrolle
bei 1,00 + 0,0654, bei Y27632 bei 1,043 + 0,0459 (p = 0,904), bei sVE-CadherinE¢1 bei
0,781 + 0,0436 (p = 0,0071) und bei Y27632 und sVE-Cadherint¢1- bei 0,939 + 0,0333
(p = 0,0362 verglichen mit sVE-Cadherint¢!),

In Immunfluoreszenzfarbungen von konfluenten HDMEC-Monolayern sieht man, dass
VE-Cadherin (rot) unter Kontrollbedingungen an den Zellgrenzen ein lineares Farbemus-
ter zeigt (Abbildung 5-18 C), sowie ein intaktes kortikales Aktin-Zytoskelett (griin) er-
kennbar ist. Die Applikation des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 zeigt mikroskopisch
keine Veranderungen verglichen zur Kontrollgruppe, anders jedoch nach der Applikation
von sVE-Cadherinf¢!, welches ein fragmentiertes Farbemuster VE-Cadherins (rot), so-

wie die Stressfasernausbildung (griin) zeigt. Die Co-Inkubation von Y27632 und sVE-
72



CadherinE“1® verhindert die mikroskopischen Veranderungen von VE-Cadherin, zu se-
hen am intakten linearen Farbemuster der Zellgrenzen, sowie den fehlenden Stressfasern
des Aktin-Zytoskeletts. Die AUC-Werte der Signalintensitat von VE-Cadherin an den
Zellgrenzen, die von -0,3 bis 0,3 um gemessen werden, betragen fiir die Kontrollgruppe
1,00 + 0,0659, fiir die AKB9778-Gruppe 0,961 + 0,0811, fiir sVE-CadherinE<!® 0,246 +
0,0295 und fur die Co-Inkubation 1,009 + 0,0664 (Abbildung 5-18 D). Zwischen der
Kontrolle und sVE-Cadherin®>-Gruppe besteht ein Unterschied von p < 0,0001 und
zwischen sVE-CadherinE<!® und der Co-Inkubation ebenfalls ein Unterschied mit einem
Wert von p < 0,0001. Die Co-Inkubation versus Kontrolle hat keinen Unterschied. Der p-
Wert betragt hier p = 0,9996.

Ein Regulator des RhoA-Proteins und des damit verbundenen ROCK-Signalweges ist
GEF-H1. Mittels Western Blot Analyse wird untersucht, ob GEF-H1 und somit auch
RhoA im sVE-CadherinE“!->-Signalweg involviert sind. Abbildung 5-19 zeigt unter SVE-
CadherinE¢1*-Behandlung eine Erhéhung der GEF-H1-Proteinmenge um 43,33 + 6,69 %
verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,0029; Abbildung 5-19).
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Abbildung 5-19: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin®c® auf GEF-H1.

Western Blot Analyse von GEF-H1 unter Kontrollbedingungen und nach sVE-Cadherinf¢!->-Behandlung
(links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle.
Daten werden als Mittelwert + SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten

parametrischen Zweistichproben-t-Test ermittelt. n > 3. ** zeigt p < 0,01 an.
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5.3  Klonierung von EC1-4 und EC3-5 in den Vektor pcDNA-pDEST47

531 EC1-4

Um die Hypothese zu testen, ob der Effekt von sVE-CadherinE°Y° durch die extrazellu-
lare Domane 5 vermittelt wird, werden zwei zusatzliche Konstrukte hergestellt. Eines
enthalt die extrazellulare Doméne 5 (EC3-5), das andere enthalt diese nicht (EC1-4). Als
erstes wird die Kodier-Sequenz von den beiden Konstrukten amplifiziert.

Fur das Konstrukt, welches nur die EC1-4 Doménen enthélt, wird das bereits existierende
Konstrukt pcDNA-pDEST47_ECL1-5 als Template, sowie die Primer EC1-4 attB1 F1
und EC1-4 attB2_Agel R1 verwendet. Die Annealing-Temperatur betragt 63,3°C und
die Extensionszeit betrdgt 45 Sekunden. Das erwartete aufgereinigte Produkt hat eine
Grole von 1131 bp (Abbildung 5-20).

Abbildung 5-20: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-Cadherinf¢,

Der kodierende Bereich wird mit den Primern EC1-4_attB1_F1 und EC1-4_attB2_Agel_R1 aus pcDNA-
pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen amplifiziert. Die
Annealing-Temperatur betrdgt 63,3°C und die Extensionszeit 45 Sekunden. Die Auftrennung des aufgerei-
nigten PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Lange von
1131 bp in Spur 1. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter.

AnschlieBend wird die BP-Rekombinationsreaktion durchgefuhrt. Diese Reaktion re-
kombiniert das EC1-4 Insert in den pDONR-Vektor. Man erhélt den Entry Clone. DH5a-
Zellen werden mit dem Produkt der BP-Rekombinationsreaktion transformiert. Die Bak-
terienkolonien werden auf eine LB-Agarplatte mit 20 pg/ml Kanamycin tberfuhrt und
zeitgleich eine Verifizierungs-PCR durchgefiihrt, um zu tberprifen, ob das gewlinschte

Insert vorhanden und sich in der richtigen Orientierung im pDONR-Vektor befindet.
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Hierfir werden die M13 Primer des pDONR-Vektors verwendet. Die PCR wird bei einer
Annealing-Temperatur von 55°C und einer Extensionszeit von 150 Sekunden durchge-
fuhrt. Die erwartete Bande hat eine Grofie von 1686 bp. Diese sind bei Kolonie #3 und
#5 erkennbar (Abbildung 5-21).

Abbildung 5-21: Nachweis der Integration von sVE-Cadherint¢#in den pDONR-Vektor.
Verifizierungs-PCR zur Uberpriifung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Tag-Polymerase.
Die PCR wird mit den Primern pDONR-M13_fw und pDONR-M13_rev in 30 Zyklen durchgefiihrt. Die
Annealing-Temperatur betrdgt 55°C und die Extensionszeit 150 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Pro-
duktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten L&nge von 1686 bp in Spur
3 und 5. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter.

Nach der Plasmid-Isolierung der beiden Klone #3 und #5 wird die LR-Rekombinations-
reaktion durchgefiihrt. Diese Reaktion rekombiniert das Insert von dem pDONR_EC1-4
Konstrukt in den pcDNA-pDEST-47-Vektor. Es entsteht der Expression Clone. DH5a-
Zellen werden mit dem LR-Rekombinationsreaktionsprodukt transformiert. Zur Kon-
trolle der Insertorientierung im Vektor wird erneut die Verifizierungs-PCR durchgefihrt
hierfir werden die M13 Primer und als Template die gewachsenen Bakterien Kolonien

verwendet. Die Extensionszeit betragt 135 Sekunden und die Annealing-Temperatur
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55,8°C. Die erwartete Bande hat eine Grof3e von 2017 bp und ist bei allen Kolonien er-

kennbar

(
Abbildung 5-22).

Abbildung 5-22: Nachweis der Integration von sVE-Cadherinf#in den pcDNA-pDEST-47 Vektor.
Verifizierungs-PCR zur Uberpriifung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Tag-Polymerase.
Die PCR wurde mit den Primern pcDNA-pDEST-47-M13_fw und pcDNA-pDEST-47-M13_rev in 30 Zyk-
len durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur betrdgt 55,8°C und die Extensionszeit 135 Sekunden. Die
Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten
Lé&nge von 2017 bp in den Spuren 1-15. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter.

AnschlieBend wird das isolierte Plasmid der Klone #3 und #5 sequenziert (Eurofins Ge-
nomics). Es werden die M13 Primer des pcDNA-pDEST-47-Vektors verwendet. Die Se-
quenzierung zeigt, dass sowohl EC1-4 als auch EC3-5 in der richtigen Orientierung in
den pcDNA-pDEST-47-Vektor kloniert sind. Die vier obigen Pfeile in Abbildung 5-23
zeigen die Ubereinstimmenden Sequenzen (rot), sowie die fehlenden Doménen (durch-
sichtig). Die ersten beiden Pfeile beziehen sich auf EC1-4. Pfeil 3 und 4 beziehen sich auf
EC3-5. Man erkennt, dass, wie gewunscht, in dem Konstrukt pcDNA-pDEST-47_EC1-4
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die Domane 5 fehlt und in Konstrukt pcDNA-pDEST-47_EC3-5 die Doménen 1 und 2
(Abbildung 5-23).
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Abbildung 5-23: Sequenzier Ergebnisse von pcDNA-pDEST-47_EC1-4 und pcDNA-pDEST-47_EC3-5.
Sequenzier Ergebnisse der Konstrukte von pcDNA-pDEST-47_EC1-4 und pcDNA-pDEST-47_EC3-5 von
Eurofins Genomics. Es wurden jeweils die Primer M13_fw und M13_rev verwendet. Die oberen beiden
Pfeile zeigen in rot die Ubereinstimmende Sequenz an, der durchsichtige Teil des Pfeils die fehlende ECS5.
Die unteren beiden Pfeile zeigen in rot die bereinstimmende Sequenz an, der durchsichtige Teil des Pfeiles
die fehlenden EC1 und 2.

53.2 EC3-5

Zeitgleich wird das Konstrukt EC3-5 kloniert. Im ersten Schritt wird dieses amplifiziert.
Hierfr wird das bereits existierende Konstrukt pcDNA-pDEST47_EC1-5 als Template,
sowie die Primer EC3-5_attB1 K_F1 und EC3-5_attB2_Agel_R3 verwendet. Die Anne-
aling-Temperatur betragt 64°C und die Extensionzeit betragt 45 Sekunden. Das erwartete
aufgereinigte Produkt hat eine Grof3e von 1230 bp (Abbildung 5-24).

Abbildung 5-24: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-Cadherin®¢35,

Der kodierende Bereich wurde mit den Primern EC3-5_attB1 K F1 und EC3-5_attB2_Agel_R3 aus
pcDNA-pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen ampli-
fiziert. Die Annealing-Temperatur betrégt 64°C und die Extensionszeit 45 Sekunden. Die Auftrennung des
aufgereinigten PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten
Lange von 1230 bp in Spur 1. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter.
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Das PCR-Amplifikat wird durch die BP-Rekombinationsreaktion in den pDONR-Vektor
rekombiniert. DHS5a-Zellen werden mit dem Rekombinationsprodukt transformiert. Der
Transformationsansatz wird auf LB-Platten mit 20 pg/ml Kanamycin ausgestrichen. Die
gewachsenen Bakterienkolonien werden auf eine LB-Agarplatte mit Kanamycin Uber-
fihrt und zeitgleich eine Verifizierungs-PCR durchgefuhrt, um zu Gberprifen, ob sich das
gewinschte Insert in der richtigen Orientierung im pDONR-Vektor befindet. Hierflir wer-
den die M13 Primer verwendet und die PCR bei einer Annealing-Temperatur von 49°C
und einer Extensionszeit von 100 Sekunden durchgefiihrt. Die erwartete Bande hat eine
GroRe von 1465 bp. Diese sind bei allen Kolonien erkennbar (Abbildung 5-25).
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Abbildung 5-25: Nachweis der Integration von sVE-Cadherint®**in den pDONR Vektor.
Verifizierungs-PCR zur Uberpriifung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Tag-Polymerase.
Die PCR wurde mit den Primern pDONR-M13_fw und pDONR-M13_rev in 30 Zyklen durchgefihrt. Die
Annealing-Temperatur betragt 49°C und die Extensionszeit 100 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Pro-
duktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Lange von 1465 bp in Spur
1 bis 9. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter.

Anschlielend wird eine Plasmidisolierung der Klone #2 und #8 durchgefiihrt. DH5a-Zel-
len werden mit dem Produkt der LR-Rekombinationsreaktion, welche den pDONR-Vek-
tor durch den pcDNA-pDEST-Vektor ersetzt, transformiert. Um die erfolgreiche Klonie-
rung zu bestatigen, wird eine Verifizierungs-PCR durchgefiihrt. Die gewachsenen Kolo-
nien werden als Template verwendet. Fur die PCR werden die M13 Primer verwendet,
sowie eine Annealing-Temperatur von 55,8°C und Extensionszeit von zwei Minuten. Die
erwartete Bande hat eine GroRRe von 2046 bp (Abbildung 5-26). Diese war bei allen Ko-
lonien vorhanden. Zusatzlich zur Uberpriifung via PCR wurde der Klon #6 sequenziert
(Abbildung 5-23).
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Abbildung 5-26: Nachweis der Integration von sVE-Cadherint®3>in den pcDNA-pDEST-47-Vektor.
Verifizierungs-PCR zur Uberpriifung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Tag-Polymerase.
Die PCR wird mit den Primern pcDNA-pDEST-47-M13_fw und pcDNA-pDEST-47-M13_rev in 30 Zyk-
len durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur betrdgt 55,8°C und die Extensionszeit 120 Sekunden. Die
Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten
Lange von 2046 bp in Spur 1 bis 6. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter

Da der VE-Cadherin ELISA die Konstrukte nicht detektieren kann, wird folgender Pro-
zess zur Aufkonzentrierung und Aufreinigung der Proteine aus dem Uberstand von CHO-
Zellen durchgefihrt. CHO-Zellen werden auf eine 6-Well Platte ausgesat und am néchs-
ten Tag mit dem Plasmid der Konstrukte transfiziert. Diese werden kultiviert, bis ein kon-
fluenter Monolayer gewachsen ist und anschlieBend in eine T75 Flasche Uberfiihrt. Die
Kultivierung findet ab diesen Zeitpunkt mit Antibiotika statt. Nachdem die Zellen in der
Flasche konfluent sind, wird der Uberstand verworfen und 10 ml Fetales Kalberserum
(FCS) freies Medium hinzugegeben. Dies wird zehn Tage inkubiert und anschlieend der
Uberstand abgenommen und mit Protease Inhibitor versetzt. Vier 10 ml Uberstande wer-
den mittels VivaSpin Turbo S&ulen aufkonzentriert und via Ammoniumsulfat Préazipita-
tion aufgereinigt, dies wird bei einer Ammoniumsulfat-Konzentration von 60 % durch-
gefiihrt. Da die Konzentration des aufgereinigten und aufkonzentrierten Proteins weder
mit dem VE-Cadherin ELISA noch BCA zuverlassig gemessen werden kann, werden die
Konstrukte in einen neuen Vektor kloniert. Der pcDNA™ 6/myc-His-B-Vektor hat die
Vorteile, dass es eine Blasticidin Resistenz-Kassette enthalt, die die Antibiotika Resistenz

vermittelt, sowie einen His-Tag, der die Aufreinigung des Proteins erleichtert.

54  Klonierung von EC1-4 in den pcDNA™ 6/myc-His-B-Vektor

Zuerst werden die Doménen EC1-4 aus dem pcDNA-pDEST47_EC1-5 amplifiziert.

Hierfur werden die Primer EC1-4_Cl2_fw und EC1-4_CI2_rev verwendet, mit diesen
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werden die zwei Schnittstellen Xhol und BamH1 hinzugefiigt. Die Amplifikations-PCR
wird bei einer Annealing-Temperatur von 56,7°C und einer Extensionszeit von 36 Se-
kunden durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wird aufgereinigt und zur Auftrennung auf ein
1,5 %-Agarosegel aufgetragen. Das erwartete Produkt hat eine Lange von 1172 bp. In
Spur 2 ist eine Bande zwischen 1000 und 1500 bp erkennbar. Spur M zeigt die 1 kb DNA-
Leiter (Abbildung 5-27).
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Abbildung 5-27: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-Cadherin®¢,

Der kodierende Bereich wird mit den Primern EC1-4 CI2_fw und EC1-4_CI2_rev aus pcDNA-
pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen amplifiziert. Die
Annealing-Temperatur betragt 56,7°C und die Extensionszeit 36 Sekunden. Die Auftrennung des aufgerei-
nigten PCR-Produktes auf einem 1,5 %-Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten L&nge von
1172 bp in Spur 2. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. Spur 1 und 3 zeigen die aufgereinigten PCR-Produkte
von EC1-5 und EC3-5, diese wurden jedoch nicht weiterverwendet.

Sowohl das PCR-Produkt als auch der Vektor wird mit den Restriktionsenzymen Xhol
und BamH1 geschnitten und danach aufgereinigt. Anschlielend wird das Insert (EC1-4)
und der Vektor (o)cDNA™ 6/myc-His B) in einer Ligation zusammengefiigt und in DH5a-
Zellen transformiert. Mit den daraus resultierenden Bakterienkolonien wird eine Verifi-
zierungs-PCR unter Verwendung der T7_fw und BGH_rev Primer durchgefihrt. Diese
PCR wird bei einer Annealing-Temperatur von 50,9°C und einer Extensionszeit von 82
Sekunden durchgefihrt. Das erwartete Produkt hat eine Lange von 1357 bp, zu sehen in
Spur 3 (Abbildung 5-28).
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Abbildung 5-28: Nachweis der Integration von sVE-CadherinE¢*-#in den pcDNATM 6/myc-His-B-Vektor.
Verifizierungs-PCR zur Uberpriifung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Tag-Polymerase.
Die PCR wird mitden Primern T7_fw und BGH_rev in 30 Zyklen durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur
betragt 50,9°C und die Extensionszeit 82 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 %
Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Lange von 1357 bp in Spur 3. Spur M ist die 1 kb
DNA-Leiter.

Zusatzlich zur Uberpriifung via PCR wird der Klon aus Spur 3 nach Plasmidisolierung
von Eurofins Genomics sequenziert. Es werden die Primer T7_fw und BGH_rev verwen-
det. Die roten Pfeile zeigen die aus der Sequenzierung resultierende Sequenz an, der graue
Balken die Originalsequenz der extrazelluldaren Doméne von VE-Cadherin und der lila
Balken die gewiinschte Sequenz der Doménen EC1-4 an. Der durchsichtige Teil der
Pfeile zeigt das Fehlen der extrazellularen Doméne 5 (Abbildung 5-29).
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Abbildung 5-29: Sequenzier Ergebnisse von pcDNA™ 6/myc-His B_EC1-4.
Sequenzier-Ergebnisse des Konstrukts p)cDNATM 6/myc-His B_EC1-4 von Eurofins Genomics. Es werden
jeweils die Primer T7_fw und BGH_rev verwendet. Die oberen beiden Pfeile zeigen in rot die Ubereinstim-
mende Sequenz und der durchsichtige Teil die fehlende EC5.
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Zusammenfassend ist es damit gelungen das EC1-4 Fragment der extrazellularen Domé-
nen von sVE-Cadherin¥¢*® zu klonieren. Ziel nachfolgender Experimente wird sein, die-
sen Vektor in CHO- oder HEK-Zellen zu transfizieren und das entstehende Proteinpro-
dukt in hoherer Konzentration aufzureinigen. Mit diesem soll in Endothelkulturen unter-
sucht werden, ob es ebenfalls einen Einfluss auf die Integritat der Endothelbarriere hat.
Die hier dargestellten Klonierungsarbeiten stellen eine wichtige Voraussetzung fir diese

nachfolgenden Experimente dar.
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6 Diskussion

Eine grofRe Herausforderung im klinischen Alltag ist die Therapie der schweren Sepsis
und des septischen Schocks, da diese trotz aller therapeutischen Bemiihungen der letzten
Jahre weiterhin mit einer hohen Mortalitat assoziiert sind (Flemming et al., 2015; Yu et
al., 2019, 2021; Zhang et al., 2010). Der Zusammenbruch der Endothelbarriere und das
damit verbundene Organversagen stellen wesentliche Prognoseparameter dar, die bei al-
len systemischen Entziindungsreaktionen stattfinden. Wesentliche Teile der Pathophysi-
ologie sind dabei unzureichend verstanden, weshalb bisher keine spezifischen Therapie-
ansatze zur Stabilisierung der Endothelbarriere entwickelt werden konnten. Vorarbeiten
zeigten, dass es beim Zusammenbruch der Endothelbarriere durch die Entziindungsreak-
tion zur Bildung von VE-Cadherin Spaltprodukten kommt. Das hierbei dominierende
Spaltprodukt besteht aus den extrazellularen Doménen (EC) 1-5, wobei auch kleinere
Spaltprodukte nachgewiesen wurden (Schulz et al., 2008). Die Konzentration von sVE-
Cadherin*® wurde in der Vergangenheit bei vielen unterschiedlichen Entziindungen im
Blut von Patienten nachgewiesen und ist auch in der Sepsis/systemischen Entziindungs-
reaktion mit einer schlechten Prognose assoziiert (Flemming et al., 2015; Yu et al., 2019,
2021; Zhang et al., 2010). Es ist bisher nicht erforscht, ob sVE-Cadherinf°'® eine Folge
einer Entziindung ist, oder sogar selbst zu jenem Teufelskreis aus endothelialer Dysfunk-
tion, Verlust des mikrovaskuldren Flusses und Organversagen beitragt. Die hier vorlie-

gende Arbeit ist die erste, die diese Frage spezifisch addressiert.

6.1  Generierung von sVE-Cadherinf¢!> und anderer VE-Cadherin Spalt-
produkte zur Untersuchung direkter Effekte auf die Endothelbarriere

Intaktes VE-Cadherin ist erforderlich, um die interzellulédre Adhasion aufrechtzuerhalten.
Es ist allgemein bekannt, dass diese eine VVoraussetzung fur die Stabilitat der Occludens-
kontakt Integritat ist und so eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der En-
dothelbarriere spielt (Gavard, 2009; Juettner et al., 2019; Nawroth et al., 2002). Proin-
flammatorische Ausléser fuhren in Endothelzellen zur Fragmentierung von VE-Cadherin,
welches durch ein Spaltungsereignis uber die Aktivierung von zum Beispiel ADAM-10
ausgelost wird (Flemming et al., 2015; Schulz et al., 2008). Diese Fragmentierung von
VE-Cadherin fiihrt zum Verlust der interzelluldren Adhdsion. Wie oben ausgefihrt
wurde, werden neben sVE-CadherinE¢® auch kleinere Fragmente als Folge auf Entziin-

dungsreize freigesetzt (Schulz et al., 2008). Um zu untersuchen, ob die Bildung von sVE-
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Cadherin®“*® nur Ausdruck der vorhandenen Entziindungsreaktion und Endothel-Akti-
vierung ist, war es notig die Spaltprodukte in relevanten Mengen herzustellen, um diese
an nicht-entziindeten Endothelkulturen zu testen. Der erste Fokus dieser Arbeit war die
Generierung von sVE-Cadherin®¢°, da diese gemaR der Literatur und Vorarbeiten aus
der Arbeitsgruppe die Hauptfraktion der VE-Cadherin Fragmente ausmacht und nach-
weislich mit einem schlechten Ergebnis bei Patienten mit Entziindungen assoziiert sind
(Flemming et al., 2015; Schulz et al., 2008). Hierbei lag die methodische Herausforde-
rung darin, dass nach der erfolgreichen Klonierung von humanem sVE-Cadherinf das
Plasmid in eukorayotische Zellen transfiziert werden musste, um zu verhindern, dass bak-
terielle Zellwandbestandteile die zu untersuchenden Effekte am Endothel ausldsen. Es
wurde aus diesem Grund die Transfektion in CHO-Zellen so optimiert, dass das Protein-
produkt in den Zellkulturiberstand sezerniert wurde. Mittels Sequenzierung, Western
Blot Analyse und einem ELISA, der spezifisch gegen die extrazellulare Domane von VE-
Cadherin gerichtet ist, konnte bewiesen werden, dass das gewiinschte Protein sVE-Cad-
herinEC1 auf diese Weise spezifisch und erfolgreich generiert wurde. Dies stellte die Vo-

raussetzung fiir alle nachfolgenden Experimente und Uberlegungen dar.

6.2 sVE-CadherinE“® fiihrt dosisabhangig zum Zusammenbruch der En-

dothelbarriere

Gegenstand der weiteren Untersuchung ist den Effekt von sVE-Cadherinf°1® auf nicht-
entzindlichen Endothelkulturen zu beschreiben und die proinflammatorische Unabhén-
gigkeit zu beweisen. Anhand der Bestimmung des transendothelialen elektrischen Wider-
standes konnte gezeigt werden, dass sVE-Cadherint“1 einen dosisabhangigen negativen
Effekt auf die Endothelbarriere hat. Aul3erdem zeigte sich bei der Bestimmung des Per-
meabilititskoeffizienten, dass sVE-Cadherin®¢'® den gleichen negativen Effekt wie der
inflammatorische Ausléser LPS bei ahnlicher Konzentration (LPS 100 ng/ml, sVE-Cad-
herin 130 ng/ml) hat.

An diesem Punkt muss erwahnt werden, dass in den Experimenten die Effekte von SVE-
CadherinfC5 unterschiedlich stark ausgepragt vorliegen. Zum Beispiel bei den Wider-
standmessungen ist bei Abbildung 5-3 der TER-Wert bei 50,0%, bei Abbildung 5-16 bei
71 % und bei Abbildung 5-18 bei 75,8 und 78,1 %. Grund hierflr kdnnte die unterschied-
liche Konfluenz der HDMEC Monolayer oder auch die Schwankungen in der Konzent-

rationsbestimmung der Uberstande mittels ELISA sein.

84



LPS reguliert die Barrierefunktion in einer konzentrationsabhangigen Weise. Kleine Do-
sen von 10 ng haben einen positiven Effekt auf die Barriere, wohingegen hohere Kon-
zentrationen (bis zu 500 ug) einen negativen Effekt zeigen (Zheng et al., 2018). In den
Experimenten von Zheng et al. (2018) zeigen die Konzentrationen von 0,01 bis 1 g einen
positiven, ab Uber 1 pg einen negativen Einfluss verglichen mit der Kontrollgruppe
(Zheng et al., 2018). Grund hierfur kann die unterschiedliche PorengroRe der Transwell
Inserts (0,3 vs. 0,4 um), die unterschiedlichen humanen Endothelzellen (HPMEC vs.
HDMEC) und/oder das Transwell Assay (Transwell Evans Blue vs. Transwell mit FITC-
Dextran) sein.

Anhand der Immunfluoreszenzaufnahmen konnte ebenfalls der dosisabhéngige Effekt
von sVE-Cadherinf°'® gezeigt werden. Das fragmentierte Muster an den Zellgrenzen
nach sVE-Cadherint¢1-5-Behandlung zeigt, dass VE-Cadherin an den Zell-Kontakten ver-
mindert vorliegt. Dieses Ergebnis bestéatigt die permeable Endothelbarriere. Die Stabilitét
der Zell-Kontakte wird durch VE-Cadherin vermittelt. Bei Verlust dieser Stabilitat kann
der Zell-Zell-Kontakt durch die Occludenskontakte nicht mehr zuverlassig abgedichtet
werden und es kommt zur Durchléssigkeit der Endothelbarriere. Auch die Aufrechterhal-
tung der Zell-Zell-Kontakte ist erschwert, welches durch die Stressfaserausbildung, also
die Morphologiednderung der Zelle, und die Liickenbildung im Monolayer in den Im-
munfluoreszenzaufnahmen gezeigt wird.

Western Blot Analysen zeigen, dass keine Umverteilung, sondern ein Abbau der extra-
und der intrazellularen Doméne von VE-Cadherin stattfindet. Die reduzierte Protein-
menge von der extra- und intrazellularen Doméne von VE-Cadherin nach sVE-Cadheri-
nEC-S Applikation zeigt, dass die Quantitat von VE-Cadherin an den Kontakten vermin-
dert ist, VE-Cadherin demnach degradiert wird und dies die Stabilitat der Zell-Kontakte
beeintréchtigt.

Die Tatsache, dass sVE-Cadherint¢1® in Abwesenheit von bakteriellen Toxinen und/oder
proinflammatorischen Ausldsern appliziert wurde und trotzdem einen vergleichbaren Ef-
fekt auf die Endothelbarriere hat, zeigt die Spezifitit von dessen Wirkung.

Unabhingig von dieser Arbeit wurden die Effekte von sVE-Cadherin¥¢® in vivo unter-
sucht. Diese Experimente an Ratten zeigten, dass sVE-Cadherinf°*® die vaskulare Per-
meabilitat erhoht und die Mikrozirkulation stort und zwar auf vergleichbaren Level wie
LPS.
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Zusammenhangend kann man sagen, dass sVE-Cadherin¥“®° unabhangig von proin-
flammatorischen Auslésern sowohl in vitro als auch in vivo einen negativen Effekt auf

die Endothelbarriere hat.

6.3  Der negative Effekt von sVE-Cadherinf¢!* auf den VE-Cadherin Mul-
tiprotein-Komplex

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass sVE-Cadherin!* die endotheliale Barriere-
funktion stort, indem es den Multiprotein-Komplex des VE-Cadherins beeinflusst. Die
Applikation von sVE-Cadherint°*® auf konfluente Monolayer von Endothelzellen fiihrt
nicht nur zum Verlust der extra- und intrazellularen Doméne von VE-Cadherin an den
Zellgrenzen, sondern auch von den Interaktionspartnern a-, -, y- und 6-Catenin sowie
dem Occludenskontaktprotein ZO-1. Das Proteinlevel von den Cateninen wird nicht be-
einflusst. Dies zeigt, dass diese Proteine nicht degradiert, sondern umverteilt werden.
Speziell bei den Immunfluoreszenzaufnahmen von 8-Catenin (Abbildung 5-12) sieht man
die intrazellulare diffuse Verteilung nach der Applikation von sVE-Cadherinf¢*>, In der
Literatur wurde gezeigt, dass 6-Catenin die seitliche Gruppierung der Cadherine vermit-
telt und damit einen Einfluss auf die Stabilitat der Endothelbarriere hat (M. A. Davis et
al., 2003; Ireton et al., 2002; Thoreson et al., 2000; Xiao et al., 2003; Yap et al., 1998).
In Immunprézipitationen zeigt sich, dass die Interaktion zwischen B-Catenin und VE-
Cadherin verloren geht. Dies bestétigt den Zusammenbruch des Multiprotein-Komplexes
durch die Prasenz von sVE-Cadherin®¢'>, In Immunfarbungen zeigt sich auch eine Um-
verteilung von ZO-1, welches einen zentralen Regulator der Zell-Zell-Kontakte darstellt.
Nicht nur die Adhasionskontakte inklusive VE-Cadherin, sondern auch die raumliche Ak-
tomyosin-Organisation, die Zell-Zell-Spannung, die Migration, die Angiogenese und die
Endothelbarriere Formation wird von ZO-1 beeinflusst. Dies betrifft vor allem auch die
Regulation der Occludenskontakte (Tornavaca et al., 2015) Hierdurch wird strukturell
belegt, dass nicht nur die Adhasionskontakte, sondern auch die Integritat der Occludens-
kontakte, beeintréchtigt werden. Dies kann bereits aus den funktionellen TER und Per-
meabilitdtsmessungen geschlossen werden. Sein Verlust, sowie der Verlust der Interak-
tion mit VE-Cadherin hat negative Auswirkungen auf die Endothelbarriere.

Die Arbeitsgruppe von Luo & Radice zeigt, dass bei Erhéhung von N-Cadherin auch VE-
Cadherin erhoht und bei einem Knock-down von N-Cadherin auch VE-Cadherin redu-

ziert ist (Luo & Radice, 2005). Dies zeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen VE-
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Cadherin und N-Cadherin Expression gibt. Der Hintergrund dies in der vorliegenden Ar-
beit zu untersuchen war die Hypothese, dass N-Cadherin den Verlust von VE-Cadherin
bis zu einem gewissen Grad kompensieren kann, da es stromaufwarts im Signalweg
agiert. Beides konnte nicht bestitigt werden, da sVE-Cadherin®¢® keinen Effekt auf die

Proteinmenge von N-Cadherin hat.

6.4 Der VE-PTP-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei dem sVE-Cadhe-
rinEC1->-Effekt

Frihere Daten zeigen, dass die Interaktion von VE-PTP und VE-Cadherin eine entschei-
dende Rolle bei der Stabilitat der Endothelbarriere spielt (Frye et al., 2015; Nawroth et
al., 2002). Uber die extrazellulare Domane 5 (EC5) von VE-Cadherin und die 17. Doméane
des VE-PTP-Proteins findet die Interaktion statt (Nawroth et al., 2002). Hieraus wurde
die Hypothese abgeleitet, dass sVE-Cadherin moglicherweise genau diese Interaktion
hemmt. Diese Annahme wurde durch mathematische molekulardynamische Simulatio-
nen durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dandekar getestet. Die Docking-Stimulation er-
mittelte die Anzahl der Aminoséuren, die in der VE-PTP- und sVE-Cadherinf“1-Inter-
aktion involviert sind. Diese Simulation ergibt 10 beziehungsweise 11. Es werden zudem
drei Salzbriicken, sechs Wasserstoffbindungen und 59 nicht-gebundende Kontakte zwi-
schen den beiden Proteinen ermittelt. Die van-der Waals-Kréfte betragen -202,3 und die
elektrostatische Energie -421 kg/mol.
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Abbildung 6.1.: Mathematische Modellierungen der Interaktion zwischen VE-Cadherin und VE-PTP. Ab-

bildungen modifiziert aus Knop et. al (Manuskript eingereicht).

Die Modellierung wurde im Rahmen der experimentellen Arbeiten dieser Disseratation
bestétigt: Zunachst zeigt sich, dass neben den oben genannten Interaktionspartnern eben-
falls das VE-PTP-Immunfarbemuster an den Zellgrenzen nach der Zugabe von sVE-Cad-
herinEC1 stark verandert ist. Die Immunfarbung zeigt, dass das Co-Lokalisierungs-Far-
bemuster von VE-Cadherin und VE-PTP nach Anwendung von sVE-Cadherin®¢1> auf
die Monoschicht der Endothelzellen verloren geht. Auch das Proteinlevel von VE-PTP
wird durch sVE-Cadherin®¢' reduziert. Dies zeigt, dass keine Umverteilung wie bei den
anderen Interaktionspartnern von VE-Cadherin geschieht, sondern dass VE-PTP in der
Zelle degradiert wird.

Die Interaktion von VE-Cadherin und VE-PTP wurde bereits von anderen Arbeitsgrup-
pen gezeigt (Dejana & Vestweber, 2013; Juettner et al., 2019; Saharinen et al., 2017) und

VE-PTP als ein wichtiger Regulator der vaskuldren Permeabilitat und Endothelkontakt
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Integritat beschrieben (Frye et al., 2015; Nottebaum et al., 2008; Shen et al., 2014). Es
wurde in diesem Zusammenhang gezeigt, dass bei Verlust von VE-PTP-VE-Cadherin-
Interaktion eine Barrieredysfunktion vorliegt. Die Arbeitsgruppe von Prof. Vestweber
zeigte auch, dass die Folge der Dissoziation des VE-Cadherin/VE-PTP-Komplexes die
Aktivierung verschiedener Signalwege ist (Nottebaum et al., 2008). Ubereinstimmend
konnte in dieser Arbeit herausgearbeitet werden, dass das ,,small molecule* AKB9778
diese VE-PTP-abhangigen Signalwege hemmen kann. AKB9778 ist ein selektiver Inhi-
bitor und hemmt die katalytische Aktivitdt von VE-PTP (Shen et al., 2014). Dies wird
durch die Konkurenz zwischen Inhibitor und Substrat gewahrleistet. Phosphotyrosin wird
durch den Phenylsulfamidsdaureanteil von AKB9778 immitiert, sodass dieser in Konku-
renz treten kann.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet ob durch die Applikation von
AKB9778 und die damit vermittelte Hemmung des nachfolgenden Signalweges die Ef-
fekte von sVE-CadherinE“!> beeinflusst werden. Die Applikation von AKB9778 allein
ergibt einen héheren TER-Wert als unbehandelte Kontrollen. Dies zeigt, dass ABK9778
die Barriere stabilisiert. Auch die Immunféarbungen legen die Hemmung der sVE-Cadhe-
rinEc-5-Effekte durch AKB9778 nach Co-Inkubation mit sVE-Cadherinf¢*® nahe. Es
wird gezeigt, dass kein fragmentiertes Muster vorhanden ist, die Stressfasern deutlich re-
duziert vorliegen und keine Liickenbildung erkennbar ist. Es ist allerdings keine vollstén-
dige Hemmung durch diesen Ansatz zur erreichen. Im Einklang mit diesen Experimenten,
welche zeigen, dass der Effekt von sVE-Cadherint¢1 auf Endothelzellen durch den VE-
PTP Inhibitor AKB9778 abgeschwécht werden, stehen die in vivo Experimente, die von
Dr. rer. nat. Burkard und PD Dr. med. Flemming durchgefiihrt wurden. Jene Ergebnisse
wurden anhand der Bestimmung der Alveolardicke und der Mikrozirkulationsstrémung
ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass sVE-CadherinE kapillares Austreten in vivo
verursacht und der Effekt durch AKB9778 abgeschwécht wird (Knop et al, Manuskript
eingereicht).

6.5 Der RhoA-ROCK-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei den

sVE-CadherinEC-5-vermittelten Effekten

Im n&chsten Schritt wurde untersucht, welche Signalwege stromabwarts der VE-PTP-
Aktivierung zu den in den Endothelzellen beobachteten Effekten fiihren.
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In einer friheren Studie wird gezeigt, dass die Gendeletion von VE-Cadherin den Barri-
ere-stabilisierenden Effekt von AKB9778 nicht entgegenwirkt, was zu dem Schluss fiihrt,
dass die Stabilisierung der Endothelbarriere durch VE-PTP auch durch VE-Cadherin-un-
abhangige Mechanismen geschieht, wie zum Beispiel der Modellierung des Tie-2-Sig-
nalweges (Frye et al., 2015). Da dies auch bei dem sVE-Cadherin!-Signalweg denkbar
ist, wurde die Tie-2 Signalubertragungsbeteiligung getestet. Ang-1, ein Tie-2 Aktivator,
wird verwendet, um Endothelzellen zu stimulieren. Die sSVE-Cadherint¢!->-induzierte Be-
eintrachtigung der Endothelbarriere wird nicht durch Ang-1 abgeschwécht, welches an-
hand der Barrieremessungen mittels TER-Messungen gezeigt wird. Dies lasst den Schluss
zu, dass der sVE-CadherinEC>-Effekt nicht tiber den Signalweg von Tie-2 vermittelt
wird.

Da eine Beobachtung die Stressfaserausbildung als Reaktion auf die Applikation von
sVE-CadherinE¢1® ist, war die zweite Vermutung, dass die Signaliibertragung Giber RhoA
geschieht (Radeva & Waschke, 2018; Spindler et al., 2010). Um dies funktionell zu tes-
ten, wurde der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 verwendet.

Es wurde gezeigt, dass die Effekte von sVE-Cadherin®¢'> auf den endothelialen elektri-
schen Widerstand durch Y27632 aufgehoben werden. In Immunfluoreszenzfarbungen ist
der Effekt von sVE-Cadherinf“1® nach Co-Inkubation nicht erkennbar. Auch die Stress-
faserausbildung und die Lickenbildung im HDMEC Monolayer liegen reduziert vor.
Dies zeigt, dass der ROCK-Signalweg involviert ist. Im Weiteren war nun das Ziel zu
testen, ob vorgeschaltet eine RhoA-Aktivierung vorliegt und ob diese abhangig von der

Aktivierung des VE-PTP-Signalweges sein konnte.
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Abbildung 6.2.: Signalweg des sVE-CadherinE¢!-5 Effekts.

Western Blot Analysen zeigen, dass das Proteinlevel von GEF-H1 nach der Gabe von
SVE-CadherinE°Y® erhéht vorliegt. Diese Tatsache bestitigt die Hypothese, dass RhoA
beteiligt ist. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass sVE-Cadherint“® die endotheliale
Barrierefunktion Uber den VE-PTP/RhoA-Signalweg beeinflusst. Bewiesen wurde dies
zwischenzeitlich durch Experimente aus der Arbeitsgruppe. In RhoA Aktivierungsmes-
sungen wurde beobachtet, dass die RhoA-Aktivitat durch die Applikation von sVE-Cad-
herinEC1> erhoht wird. Durch die gleichzeitige Gabe von AKB9778 wurde diese Aktivie-
rung von RhoA gehemmt. Damit ist die VE-PTP-abhéngige Aktivierung von RhoA durch
SVE-Cadherin®¢%® bestatigt (Knop et al., Manuskript eingereicht).

Zwei inflammatorische Ausldser sind LPS und TNFa, die ahnliche Effekte wie sVE-Cad-
herinf¢ auf die Endothelbarriere zeigen. Der LPS-Signalweg lduft tber PI3K/Akt
(Zheng et al., 2018). Der TNF-a-Effekt wird Gber den RhoA-ROCK-Signalweg vermit-
telt. TNFa steigert die RhoA-Aktivierung und aktiviert die MLC-Kinase-Kaskade. Es
findet gesteigerte Kontraktilitdt und Stressfaserbildung statt (Kant et al., 2011; Lu et al.,
2020). Lu et al (2020) zeigt, dass das Occludenskontaktprotein ZO-1 reduziert vorliegt
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(Lu et al., 2020). In dieser Arbeit kann keine Reduktion von diesem Protein gezeigt wer-
den. AuBerdem zeigt Juettner et al, dass VE-PTP die GEF-H1 Bindung an RhoA verrin-
gert und die RhoA-Aktivitdt an VE-Cadherin-Verbindungen hemmt (Juettner et al.,
2019). Dies passt zu den Ergebnissen, da durch die gestorte VE-Cadherin-VE-PTP-Inter-
aktion die GEF-H1 Bindung vermutlich nicht verringert wird und so RhoA aktiviert vor-
liegt.

6.6  Herstellung des Konstrukts pcDNA™ 6/myc-His B_EC1-4 fiir weiter-

fihrende mechanistische Untersuchungen

Wie oben beschrieben, findet die VE-Cadherin/VVE-PTP-Interaktion tiber die EC5 und 17.
Doméne statt. Dies war der Grund, weshalb zwei Konstrukte kloniert wurden. Das eine
enthélt die EC5 (EC3-5) und das andere nicht (EC1-4). Der Vektor pcDNA-pDEST47
wird als Rickgrat des Konstrukts verwendet. Dieser enthalt ein green-fluorescent protein
(GFP)-Tag. Dieser soll anzeigen, in welchem Kompartiment sich sVE-Cadherin®¢'> in
vivo anreichert beziehungsweise soll in der Immunfluoreszenzfarbung gezeigt werden,
wie und wo sVE-Cadherinf!® an die Zelle bindet. Beides konnte nicht nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Zudem wurde versucht mittels dieses Konstrukts eine
stabile Zelllinie herzustellen, um eine kostengunstigere, ertragreichere und zeitsparende
Alternative zu haben. Es wurden die Konstrukte pcDNA-pDEST_EC1-4 und pcDNA-
pDEST_EC3-5 erfolgreich kloniert, jedoch kdnnen die Ziele mit diesen Konstrukten
nicht erreicht werden, sowie insgesamt keine ausreichend hohe Konzentration erzielt wer-
den, sodass eine andere Strategie anschlieRend erfolgte. Hierfiir wurde der pcDNA™
6/myc-His-B-Vektor als Riickgrat der Klonierung verwendet. Dieser enthdlt neben der
Ampicillin auch die Blasticidin Resistenzkassette, sodass sowohl in Prokaryonten als
auch Eukaryonten eine Selektion stattfinden kann. Eine weitere Eigenschaft des Vektors
ist der myc-Tag. Dieser erlaubt die Detektion des Konstrukts im Uberstand. Der 6x His-
Tag ermdglicht die Aufreinigung des Konstrukts aus dem Uberstand der exprimierenden
Zellen. Das Konstrukt pcDNA™ 6/myc-His B_EC1-4 konnte erfolgreich hergestellt wer-
den.

Zukiinftig kann man nach erfolgreicher Klonierung von pcDNA™ 6/myc-His B_EC1-4
und pcDNA™ 6/myc-His B_EC1-5 die Effekte dieser untersuchen und vergleichen. Hier-
fur kann der Effekt auf den transendothelialen Widerstand, die Permeabilitat und in Im-

munfluoreszenzfarbungen untersucht werden. Vermutet wird, dass das Konstrukt, dem
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die funfte Domane fehlt, keinen negativen Effekt auf die Endothelbarriere hat, wohinge-
gen das Konstrukt welches die EC3-5 enthalt den gleichen Effekt wie SVE-CadherinE¢!>

zeigt.

6.7  Schlussfolgerung und mogliche klinische Relevanz der Beobachtungen

Klinische Studien haben erhohte systemische sVE-Cadherint¢!--Spiegel mit pathologi-
schen Zustéanden in Verbindung gebracht. Diese reichen von akuter Nierenschadigung
(Yu et al., 2019), systemischer Vaskulitis (Chen et al., 2014), chronischer spontaner
Urtikaria (Tao Chen et al., 2017) bis hin zu systemischer Sepsis (Flemming et al., 2015).
Eine therapeutische Senkung des sVE-Cadherint¢1->-Spiegels konnte die Schwere des
mikrovaskuléaren Lecks und des Organversagens verringern. Durch die Verhinderung der
Spaltung von VE-Cadherin oder durch die Entfernung von sVE-CadherinE¢® mittels Di-
alyse aus dem Blut septischer Patienten kdnnte zur Reduzierung der Symptome flhren.
Daruber hinaus rechtfertigen die Beobachtungen, dass die VE-PTP und RhoA-Inhibitoren
die Effekte von sVE-CadherinE¢Y® wirksam verhindern und dass AKB9778 und Y27632
potenzielle therapeutische Medikationen sind, um Sepsis und andere Erkrankungen, bei
denen eine Dysfunktion der Endothelbarriere vorliegt, zu behandeln und sollten weiter

untersucht werden.
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12 Appendix

12.1 Sequenzen

EC1-5
ORIGIN
1 mgrimmllat sgaclgllav aavaaaganp aqgr

rehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst Itvavckcne ggeftfcedm aagvgvsiga
601 vvaillcilt itvitllifl rrrirkgara hgksvpeihe glvtydeegg gemdttsydv
661 svinsvrrgg akpprpalda rpslyagvak pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg
721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre
781 elly

EC1-4

mgrimmllat sgaclgllav aavaaaganp aqr

apefa
481 kpygpkvcen avhgglvlgi saidkditpr nvkfkftint ennftltdnh dntanitvky
541 ggfdrehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst Itvavckene qgeftfcedm aaqvgvsiga
601 vvaillcilt itvitllifl rrrirkgara hgksvpeihe glvtydeegg gemdttsydv
661 svinsvrrgg akpprpalda rpslyaqvgk pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg
721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre
781 elly

EC3-5

1 mgrimmllat sgaclgllav aavaaaganp agrdthsllp thrrgkrdwi wngmhideek
61 ntslphhvgk ikssvsrkna kyllkgeyvg kvfrvdaetg dvfaierldr eniseyhlta
121 vivdkdtgen letpssftik vhdvndnwpv fthrlfnasv pessavgtsv isvtavdadd
181 ptvgdhasvm yqilkgkeyf aid
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541 gofdrehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst Itvavckene ggeftfcedm aagvgvsiga
601 vvaillcilt itvitllifl rrrirkgara hgksvpeihe glvtydeegg gemdttsydv

661 svinsvrrgg akpprpalda rpslyagvak pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg
721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre
781 elly

FASTA
EC1-5

Mgrimmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthslipthrrgkrdwiwngmhideek-
ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd
vndnwpvfthrifnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidns-
griititksldrekgaryeivveardaqglrgdsgtatvivtlgdindnfpfftgtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepgn
rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyigqysfiveatdptidlrymsp-
pagnraqviinitdvdeppifgqpfyhfglkengkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkggffrvtkkgdiynekel
drevypwynltveakeldstgtptgkesivgvhievlidendnapefakpygpkvce-
navhgqlvlgisaidkditprnvkfkftintennftltdnhdntanitvkyggfd

EC1-4

Mgrimmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthslipthrrokrdwiwngmhideek-
ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd
vndnwpvfthrifnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidns-
griititksldrekqgaryeivveardaqglrgdsgtatvivtlgdindnfpfftqtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepgn
rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyiqqysfiveatdptidlrymsp-
pagnraqviinitdvdeppifgqpfyhfglkengkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkggffrvtkkgdiynekel
drevypwynltveakeldstgtptokesivagvhievidendnapefakpygpkvce-
navhgglvigisaidkditprnvkfkftintennftlitdnhdntanitvkygqfd

EC-3-5

Marimmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthslipthrrgkrdwiwngmhideek-
ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd
vndnwpvfthrifnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidis-
griititksldrekgaryeivveardaqglrgdsgtatvivtigdindnfpfftgtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepgn
rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyiqqysfiveatdptidlrymsp-
pagnraqviinitdvdeppifqqpfyhfqlkengkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkgqgffrvtkkgdiynekel
drevypwynltveakeldstgtptgkesivgvhievldendnapefakpyqgpkvce-
navhgqlvlgisaidkditprnvkfkftintennftltdnhdntanitvkyggfd
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EC3-5

>EMBOSS_001
ATGCAGAGGCTGATGATGCTGCTGGCCACAGCGGCGCCTGCCTGGGCCTGC
TGGCCGTGGCCGCCGTGGCCGCCGCCGGCGCCAACCCCGCCCAGAGGGACA
CCCACAGCCTGCTGCCCACCCACAGGAGGCAGAAGAGGGACTGGATCTGGA
ACCAGATGCACATCGACGAGGAGAAGAACACCAGCCTGCCCCACCACGTGG
GCAAGATCAAGAGCAGCGTGAGCAGGAAGAACGCCAAGTACCTGCTGAAG
GGCGAGTACGTGGGCAAGGTGTTCAGGGTGGACGCCGAGACCGGCGACGT
GTTCGCCATCGAGAGGCTGGACAGGGAGAACATCAGCGAGTACCACCTGAC
CGCCGTGATCGTGGACAAGGACACCGGCGAGAACCTGGAGACCCCCAGCA
GCTTCACCATCAAGGTGCACGACGTGAACGACAACTGGCCCGTGTTCACCC
ACAGGCTGTTCAACGCCAGCGTGCCCGAGAGCAGCGCCGTGGGCACCAGC
GTGATCAGCGTGACCGCCGTGGACGCCGACGACCCCACCGTGGGCGACCA
CGCCAGCGTGATGTACCAGATCCTGAAGGGCAAGGAGTACTTCGCCATCGA
CAACAGCGGCAGGATCATCACCATCACCAAGAGCCTGGACAGGGAGAAGC
AGGCCAGGTACGAGATCGTGGTGGAGGCCAGGGACGCCCAGGGCCTGA

G

EC1-4

>EMBOSS_001
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TTCTACCACTTCCAGCTGAAGGAGAACCAGAAGAAGCCCCTG
ATCGGCACCGTGCTGGCCATGGACCCCGACGCCGCCAGGCACAGCATCGGC
TACAGCATCAGGAGGACCAGCGACAAGGGCCAGTTCTTCAGGGTGACCAAG
AAGGGCGACATCTACAACGAGAAGGAGCTGGACAGGGAGGTGTACCCCTG
GTACAACCTGACCGTGGAGGCCAAGGAGCTGGACAGCACCGGCACCccCCA
CCGGCAAGGAGAGCATCGTGCAGGTGCACATCGAG GTGCTGGACGAGAAC-
GACAACGCCCCCGAGTTCGCCAAGCCCTACCAGCCCAAGGTGTGCGAGAAC
GCCGTGCACGGCCAGCTGGTGCTGCAGATCAGCGCCATCGACAAGGACATC
ACCCCCAGGAACGTGAAGTTCAAGTTCACCCTGAACACCGAGAACAACTTC
ACCCTGACCGACAACCACGACAACACCGCCAACATCACCGTGAAGTACGGC
CAGTTCGAC
pcDNAG6-myc-His-B-EC1-4
GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCT
GCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGA
GGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCT
TGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGC
TTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGT
TCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACG
ACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAAT
AGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCA
CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTC
AATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGG

TGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
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GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCAC

CAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACG

CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTC
TGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTC
ACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATC

CTAA TGC AGA GGC TCA TGA TGC TCC TCG CCA CAT CGG GCG CCT GCC
TGG GCC TGC TGG CAG TGG CAG CAG TGG CAG CAG CAG GTG CTA ACC
CTG CCC AAC GGG ACA CCC ACA GCC TGC TGC CCA CCC ACC GGC GcC
AAA AGA GAG ATT GGA TTT GGA ACC AGA TGC ACA TTG ATG AAG AGA
AAA ACA CCT CAC TTC CCC ATC ATG TAG GCA AGA TCA AGT CAA GCG
TGA GTC GCA AGA ATG CCA AGT ACC TGC TCA AAG GAG AAT ATG TGG
GCA AGG TCT TCC GGG TCG ATG CAG AGA CAG GAG ACG TGT TCG CCA
TTG AGA GGC TGG ACC GGG AGA ATA TCT CAG AGT ACC ACC TCA CTG
CTG TCA TTG TGG ACA AGG ACA CTG GTG AAA ACC TGG AGA CTC CTT
CCA GCT TCA CCA TCA AAG TTC ATG ACG TGA ACG ACA ACT GGC CTG
TGT TCACGCATCGGT TGT TCAATG CGT CCG TGC CTG AGT CGT CGG CTG
TGG GGA CCT CAG TCA TCT CTG TGA CAG CAG TGG ATG CAG ACG ACC
CCA CTG TGG GAG ACC ACG CCT CTG TCA TGT ACC AAA TCC TGA AGG
GGA AAG AGT ATT TTG CCA TCG ATA ATT CTG GAC GTA TTA TCA CAA
TAA CGA AAA GCT TGG ACC GAG AGA AGC AGG CCA GGT ATG AGA TCG
TGG TGG AAG CGC GAG ATG CCC AGG GCC TCC GGG GGG ACT CGG GCA
CGG CCA CCG TGC TGG TCA CTC TGC AAG ACA TCA ATG ACA ACT TCC
CCTTCTTCACCCAGACCAAGTACACATTTGTCGTGCCTGAAGACACCC
GTGTGGGCACCTCTGTGGGCTCTCTGTTTGTTG AGG ACCCAGATGAGC
CCC AGA ACC GGA TGA CCA AGT ACA GCA TCT TGC GGG GCG ACT ACC
AGG ACG CTT TCA CCA TTG AGA CAA ACC CCG CCC ACA ACG AGG GCA
TCA TCA AGC CCA TGA AGC CTC TGG ATT ATG AAT ACA TCC AGC AAT
ACA GCT TCA TCG TCG AGG CCA CAG ACC CCA CCA TCG ACC TCC GAT
ACA TGA GCC CTC CCG CGG GAA ACA GAG CCC AGG TCATTA TCA ACA
TCACAGATGTGGACGAGCCCCCCATTTTCCAGCAGCCTTTCT ACCACT
TCC AGC TGA AGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG CGG TTC GAA CAA AAA
CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT ATG CAT ACC GGT CAT CAT CAC
CATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCT
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AGT TGC CAGCCATCTGTTGTT TGC CCCTCC CCCGTGCCTTCCTTG ACC
CTG GAA GGT GCC ACT CCC ACT GTC CTT TCC TAA TAA AAT GAG GAA
ATTGCATCGCATTGT CTGAGT AGG TGT CAT TCT ATT CTG GGG GGT GGG
GTG GGG CAG GAC AGC AAG GGG GAG GAT TGG GAA GAC AAT AGC AGG
CAT GCT GGG GAT GCG GTG GGC TCT ATG GCT TCT GAG GCG GAA AGA
ACC AGC TGG GGC TCT AGG GGG TAT CCC CAC GCG CCC TGT AGC GGC
GCA TTA AGC GCG GCG GGT GTG GTG GTT ACG CGC AGC GTG ACC GCT
ACACTT GCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTC CCT TCC
TTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTT CCC CGT CAAGCT CTA AAT CGG GGG
CTCCCTTTAGGGTTCCGATTT AGT GCT TTACGG CAC CTC GAC CCC AAA
AAA CTT GAT TAG GGT GAT GGT TCA CGT AGT GGG CCA TCG CCC TGA
TAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTG GAGTCCACGTTCTTT AAT AGT
GGACTCTTGTTC CAAACT GGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTAT
TCTTTT GAT TTATAA GGG ATT TTG CCG ATT TCG GCC TAT TGG TTA AAA
AAT GAG CTG ATT TAA CAA AAA TTT AAC GCG AAT TAATTC TGT GGA
ATG TGT GTC AGT TAG GGT GTG GAA AGT CCC CAG GCT CCC CAG CAG
GCA GAA GTA TGC AAA GCA TGC ATC TCA ATT AGT CAG CAA CCA GGT
GTG GAA AGT CCC CAG GCT CCC CAG CAG GCA GAA GTA TGC AAA GCA
TGC ATCTCAATT AGT CAG CAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCA
TCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCT
GAC TAATTTT TTT TAT TTA TGC AGA GGC CGA GGC CGC CTC TGC CTC
TGA GCT ATT CCA GAA GTA GTG AGG AGG CTT TTT TGG AGG CCT AGG
CTTT TGC AAA AAG CTC CCG GGA GCT TGT ATATCC ATT TTC GGA TCT
GAT CAG CAC GTG TTG ACA ATT AAT CAT CGGC ATA GTA TAT CGG CAT
AGT ATA ATA CGA CAA GGT GAG GAA CTA AAC CAT GGC CAAGCC TTT
GTC TCA AGA AGA ATC CAC CCT CAT TGA AAG AGC AAC GGC TAC AAT
CAA CAGC ATC CCC ATC TCT GAA GAC TAC AGC GTC GCC AGC GCA GCT
CTCTCT AGC GAC GGC CGC ATCTTC ACT GGT GTC AAT GTATATCATTTT
ACT GGG GGA CCT TGT GCA GAA CTC GTG GTG CTG GGC ACT GCT GCT
GCT GCG GCA GCT GGC AAC CTG ACT TGT ATC GTC GCG ATC GGA AAT
GAG AAC AGG GGC ATC TTG AGC CCC TGC GGA CGG TGC CGA CAG GTG
CTT CTC GAT CTG CAT CCT GGG ATC AAA GCC ATA GTG AAG GAC AGT
GAT GGA CAG CCG ACG GCA GTT GGG ATT CGT GAA TTG CTG CCC TCT
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GGT TAT GTG TGG GAG GGC TAA GCA CTT CGT GGC CGA GGA GCA GGA
CTGACACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAG
GTT GGG CTT CGG AAT CGT TTT CCG GGA CGC CGG CTG GAT GAT CCT
CCAGCGCGGGGATCT CATGCTGGAGTTCTTCGC CCACCCCAACTTGTT
TAT TGC AGC TTA TAA TGG TTA CAA ATA AAG CAA TAG CAT CAC AAA
TTT CACAAATAAAGCATTTTTTTCACT GCATTCTAGTTGTGG TTT GTC
CAAACT CATCAATGT ATCTTATCATGT CTG TAT ACCGTCGACCTCTAG
CTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT GTTTCCTGT GTGAAATTG
TTA TCC GCT CAC AAT TCC ACA CAA CAT ACG AGC CGG AAG CAT AAA
GTG TAA AGC CTG GGG TGC CTA ATG AGT GAG CTA ACT CAC ATT AAT
TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTC GGGAAACCTGTCGTGCCA
GCT GCA TTA ATG AAT CGG CCA ACG CGC GGG GAG AGG CGG TTT GCG
TATTGG GCGCTCTTCCGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC GCT GCG CTC GGT
CGT TCG GCT GCG GCG AGC GGT ATC AGC TCA CTC AAA GGC GGT AAT
ACG GTT ATC CAC AGA ATC AGG GGA TAA CGC AGG AAA GAA CAT GTG
AGC AAA AGG CCA GCA AAA GGC CAG GAA CCG TAA AAA GGC CGC GTT
GCT GGC GTT TTT CCA TAG GCT CCG CCC CCC TGA CGA GCA TCA CAA
AAA TCG ACG CTC AAG TCA GAG GTG GCG AAA CCC GAC AGG ACT ATA
AAG ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT
TCC GAC CCT GCC GCT TACCGGATACCT GTCCGCCTTTCT CCCTTC GGG
AAG CGT GGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
GTA GGT CGT TCG CTC CAA GCT GGG CTG TGT GCA CGA ACC CCC CGT
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAA
CCC GGT AAG ACA CGA CTT ATC GCC ACT GGC AGC AGC CAC TGG TAA
CAG GAT TAG CAG AGC GAG GTATGT AGGCG GTG CTACAG AGTTCT TGA
AGT GGT GGC CTA ACT ACG GCT ACA CTA GAA GAA CAG TAT TTG GTA
TCT GCG CTC TGC TGA AGC CAG TTA CCT TCG GAA AAA GAG TTG GTA
GCTCTT GAT CCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTITTTG
TTT GCA AGC AGC AGA TTA CGC GCA GAA AAA AAG GAT CTC AAG AAG
ATCCTTTGATCTTTT CTACGG GGT CTG ACG CTC AGT GGA ACG AAAACT
CAC GTT AAG GGA TTT TGG TCA TGA GAT TAT CAA AAA GGA TCT TCA
CCT AGATCC TTTT AAA TTA AAA ATG AAG TTT TAA ATC AAT CTA AAG
TAT ATA TGA GTA AAC TTG GTC TGA CAG TTA CCA ATG CTT AAT CAG
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TGA GGC ACC TAT CTC AGC GATCTG TCT ATT TCG TTC ATC CAT AGT TGC
CTG ACT CCC CGT CGT GTA GAT AAC TAC GAT ACG GGA GGG CTT ACC
ATC TGG CCC CAG TGC TGC AAT GAT ACC GCG AGA CCC ACG CTC ACC
GGC TCC AGA TTT ATC AGC AAT AAA CCA GCC AGC CGG AAG GGC CGA
GCG CAG AAG TGG TCC TGC AAC TTT ATC CGC CTC CAT CCA GTC TAT
TAAT TGT TGC CGG GAA GCT AGA GTA AGT AGT TCG CCA GTT AAT AGT
TTGCGCAACGTTGTT GCCATT GCT ACAGGCATCGTGGTG TCACGCTCG
TCGTTTGGTATGGCTTCATTC AGC TCC GGT TCC CAACGATCAAGG CGA
GTTACATGATCCCCCATGTTGTGC AAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGT
CCTCCGATCGTTGTC AGAAGT AAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTT ACT GTCATGCCATCC GTAAGA
TGCTTTTCT GTG ACT GGT GAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAG
TGT ATG CGG CGA CCG AGT TGC TCT TGC CCG GCG TCA ATA CGG GAT
AAT ACC GCG CCA CAT AGC AGA ACT TTA AAA GTG CTC ATC ATT GGA
AAA CGT TCT TCG GGG CGA AAA CTC TCA AGG ATC TTACCG CTG TTG
AGA TCC AGT TCG ATG TAA CCC ACT CGT GCA CCC AAC TGA TCT TCA
GCA TCT TTT ACT TTC ACC AGC GTT TCT GGG TGA GCA AAA ACA GGA
AGG CAA AAT GCC GCA AAA AAG GGA ATA AGG GCG ACA CGG AAATGT
TGAATACTCATACTCTTCCTT TTT CAATAT TAT TGA AGC ATT TAT CAG
GGTTATTGT CTC ATG AGC GGATACATATTT GAATGT ATT TAG AAA AAT
AAA CAA ATA GGG GTT CCG CGC ACA TTT CCC CGA AAA GTG CCA CCT
GAC GTC
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12.2 Plasmidkarten

ampR promoter

6000l

pPCDNA™-DEST47
7780 bp

12000
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(CAP binding site]

mpR promoter

pcDNAG-myc-His-B

5130 bp
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;.\;np'R promoter

pcDNA-DEST47-EC1-5
7761 bp
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N;"PR promoter

pcDNA-DEST47-EC1-4
7273 bp

SV40 o
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pcDNA-DEST47-EC3-5
7276 bp

SV40 o

SV40 promoter
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pmpR promoter

PcDNAG-myc-His-B-EC1-4
6228 bp

SV40 poly(A) signal
SV40 ori

[ —

g
™7 Omoter

|3000
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