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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Historischer Hintergrund

Bereits vor iiber einem Jahrhundert wurde beobachtet, dass Tumorwachstum von einer
gesteigerten Vaskularisierung des Gewebes begleitet sein kann. Schon 1939
beschrieben Ide et al. eine vermehrte Neovaskularisierung nach Transplantation von
Tumoren und postulierten darauthin die Existenz eines Tumor-begleitenden
GefalBwachstumfaktor. Dieser Faktor sei fiir die Versorgung des wachsenden Tumors
mit Nihrstoffen verantwortlich'. 1945 entwickelten Algire et al. dieses Konzept weiter
und vermuteten, dass die gesteigerte Kapillarproliferation, ausgelost durch Tumorzellen,
durch Chromatin-Abbauprodukte, denen man zu dieser Zeit eine starke
wachstumsfordernde Potenz zusprach, induziert wird’. Michaelson postulierte 1948,
dass ein diffusionsfihiger angiogener ,,Faktor X*, produziert durch die Retinazellen,
verantwortlich fiir die Neovaskularisierung der Retina und der Iris im Rahmen der

proliferativen diabetischen Retinopathie ist’.

Der Nachweis eines durch Tumore produzierten 16slichen angiogen wirksamen Faktors
gelang 1968. Greenblatt und Shubik® sowie Ehrmann und Knoth® zeigten, dass die
Transplantation von Melanom- oder Chorion-Karzinom Zellen eine GefaBproliferation

anregen, auch wenn die Tumorzellen durch Millipore Filter vom Gewebe getrennt sind.

Judah Folkman gelang 1970 die Isolierung eines Faktors aus Tumorgewebe, welchen er
als verantwortlich fiir die GefiBneubildung hielt®. 1983 beschrieben Senger et al. die
unvollstindige Aufreinigung eines Proteins aus einer Hepatokarzinom-Zelllinie des
Meerschweinchens, welches nach Injektion in die Haut eine erhohte GefaBBpermeabilitit
forderte, und zwar mit einer 50.000-mal héheren Potenz als Histamin. Diesem Protein
wurde der Name ,,vascular permeability factor* (VPF) gegeben’. Bis heute ist VPF

einer der potentesten gefidllpermeabilisierenden Wirkstoffe.

Im Juni 1989 beschrieben Ferrara und Henzel die Isolation eines diffusionsfihigen
Endothel-spezifischen Mitogens aus einem aufbereiteten Medium boviner hypophysérer
follikulirer Zellen®. Sie nannten es, die eingeschrinkte Zielzellspezifitit dieses
Molekiils widerspiegelnd, ,,vascular endothelial growth factor® (VEGF). Anschlie8end
berichteten Connolly et al. 1989 von der Isolation und Sequenzierung des humanen VPF

aus einer Hepatokarzinom-Zelllinie’. Im Dezember 1989 entschliisselten dann beide

1
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Arbeitsgruppen die kompletten DNA-Sequnezen, die VEGF und VPF kodierten''". Im
Vergleich stellte sich dann heraus, dass es sich bei den zwei Faktoren um ein und

dasselbe Molekiil handelte'>.

Inzwischen ist VEGF das Ziel umfangreicher wissenschaftlicher Forschung. Wurden bis
zum Jahr 2000 insgesamt 4322 Artikel zum Thema VEGF veroffentlicht, so waren es in
den Jahren 2001 bis 2008 schon 20980 Artikel (Quelle:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, Suchbegrift: ,,VEGF*).

Auf Grund seiner vielfiltigen Effekte nimmt VEGF eine zentrale Rolle in der
Physiologie und Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen ein. Durch die
Erkenntnisse der Forschung erhofft man sich in vielen Fachdisziplinen neue
Therapieoptionen. So sieht man zum Beispiel in der ,therapeutischen Angiogenese*
eine Moglichkeit der Therapie von Myokardischdmie oder Traumata. Weiterhin wird
die VEGF-induzierte Hyperpermeabilitdt fiir die Entstehung des vasogenen Hirnodems
in Folge von Hypoxie (z.B. Hohenkrankheit) und Ischiamie (z.B. Apoplex)
verantwortlich gemacht. Eine Inhibition konnte hier eine mogliche Therapie darstellen.
In der Tumorforschung erwartet man durch die Blockade von VEGF und seiner
Signaltransduktion eine Verbesserung der Behandlungsmoglichkeiten multipler solider
und hidmatologischer Malignome. Seit dem Frithjahr 2005 ist ein humanisierter
monoklonaler Antikérper gegen VEGF (Bevacizumab, Avastin®, Hoffinan-La Roche,
CH) in Kombination mit anderen Chemotherapeutika zur Behandlung des
metastasierten kolorektalen Karzinoms, des inoperablen Bronchialkarzinoms, des
Mammakarzinoms sowie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms zugelassen. In
Rahmen von Studien wird Avastin® in Frankreich zur Behandlung des fortgeschrittenen

Mamma- und Harnblasenkarzinoms eingesetzt.

Trotz der umfangreichen Forschung sind viele Aspekte der VEGF-Wirkungsweise bis
jetzt nicht abschlieBend geklart und werden zum Teil kontrovers diskutiert.
Insbesondere die Frage nach der Beteiligung der unterschiedlichen Rezeptoren in der

Signalvermittlung gibt immer wieder Anlass wissenschaftlicher Diskussionen.
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1.2 VEGF-Isoformen

VEGF ist ein Homodimer, welches aus zwei Untereinheiten mit einem Molekular-
gewicht von je 23 kDa besteht. Die Untereinheiten sind durch Disulfidbriicken

miteinander verbunden. Das Molekiil gehort in die Gruppe der Glykoproteine'>.

Abbildung 1: Proteinstruktur des VEGF-Homodimer. Die Disulfidbriicken sind rot
markiert. (Quelle: Berman et al, 2000 '*)

Zu der Familie der vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren zdhlen VEGEF-A,
hiufig nur als VEGF bezeichnet, VEGF-B, VEGF-C/VRP (VEGF-related protein),
VEGF-D sowie der Plazenta-Wachstumsfaktor PIGF. Sie gehéren der VEGF/PDGF

(plateled derived growth factor) Supergen Familie an.

Die Subtypen VEGF-A, VEGF-B und PIGF sind vorwiegend Effektoren an vaskuldren
Endothelzellen, wéhrend VEGF-C und VEGF-D die lymphatische Angiogenese

regulieren’’.

Das menschliche VEGF (VEGF-A) Gen ist auf Chromosom 6p21.3 lokalisiert'®, die
Kodierungsregion umfasst etwa 14 kb. Es ist in acht Exons organisiert, die von sieben
Introns separiert werden. Wéhrend die VEGF mRNA immer die Exons 1 bis 5 und
Exon 8 beinhaltet, konnen durch alternatives Spleilen der Exons 6 und 7
unterschiedliche VEGF-Isoformen synthetisiert werden'’. Gegenwirtig sind acht

verschiedene Isoformen bekannt, welche sich in der Léinge der Polypeptidketten
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unterscheiden. Entsprechend der Anzahl der Aminosduren werden sie als VEGF,,

VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF183, VEGF]gg und VEGF206 bezeichnet.

VEGF,, fehlen die kodierenden Abschnitte von Exon 6A, 6B und 7 vollstindig,
VEGF¢s beinhaltet die in Exon 7 kodierte Sequenz und VEGF, 45 hat die gleiche
Aminosduresequenz wie VEGF 65, ausgenommen einer durch 35 bp am Ende von Exon
7 kodierten Sequenz. VEGFg9 beinhaltet Exon 6A und 7, wohingegen VEGF g3 die
letzten 18 bp von Exon 6A (6A2) fehlen. VEGF,y ist die vollstindige Form, sie
beinhaltet neben Exon 6A und 7 eine 51 bp lange Sequenz von Intron 3, entsprechend

seiner Nihe zu Exon 6A wird es auch als Exon 6B bezeichnet'*'****'** (Abbildung 2).

| Exon: 1-5 | [s] VEGF,,,
| Exon: 1-5 [ 6a1 [az} 8] VEGF,
| Exon: 1-5 | VEGF,,,
| Exon: 1-5 [ 6a1 [ A2 | 6B VEGF g,

| Exon: 1-5 | { 7 [ 8 ] VEGF, 4
| Exon: 1-5 [ 6a1 —— 7 [ 8] VEGF,,,
[ Exon: 1-5 | eat [a2}—1T 7 Ta] VEGF 4
| Exon: 1-5 | 6a1 [A2] eB | 7 | 8| VEGF,,,
| 115 | 18 |6 | 17 | 44 | 6 | aminoacids

Abbildung 2: Schematische Darstellung der VEGF-Isoformen. (Quelle: Eming und Krieg,
2006 *)

Die VEGF-Isoformen unterscheiden sich in ihren Heparin-Bindungseigenschaften, der
Bildung von Heparansulfat-Proteoglycanen sowie in ihrer Rezeptoraffinitit®®. Ihre

exakte biologische Funktion ist bisher nicht abschlieend geklart.

VEGFi,; ist ein saures nicht-Heparin-bindendes Polypeptid, das sezerniert wird.
VEGF; g9 und VEGF,s sind basische Polypeptide, die eine sehr hohe Affinitit zu
Heparin haben und nahezu vollstindig an Proteine der extrazelluldren Matrix (EZM)
gebunden sind. VEGF 65 nimmt eine Zwischenstellung ein. Es wird sezerniert, ein
erheblicher Anteil ist jedoch auch an Proteine der EZM gebunden. Die an die EZM-
Proteine gebundenen Isoformen konnen durch Heparin oder die Heparinase aus ihrer

Bindung verdréngt werden und zusitzlich kann durch Plasmin-Spaltung im Bereich des
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COOH-Terminus ein bioaktives Fragment, bestehend aus den ersten 110 NH;-
terminalen Aminosduren, gebildet werden®*®. Dies lésst vermuten, dass die EZM-
gebundenen Isoformen eine wichtige Rolle bei der lokalen Bioverfiigbarkeit und
Aktivitit im Rahmen der physiologischen und pathophysiologischen Angiogenese

einnehmen”’.

Die meisten VEGF produzierenden Zellarten exprimieren die Isoformen VEGF,,

VEGF;65 und VEGFg9. Die anderen Isoformen kommen deutlich seltener vor.

1.3 Regulation der VEGF-Expression

Viele Wachstumsfaktoren induzieren eine erhohte Expression der VEGF-mRNA, wie
beispielsweise der Epidermal Growth Factor (EGF), Tumor Nekrose Faktor o (TNF-
)™, Transforming Growth Factor B (TGF —6)28, Keratinocyte Growth Factor (KGF)”,
Insulin-like Growth Factor I (IGF-I)*°, Fibroblast Growth Factor (FGF-4)*' und Platelet-
derived Growth Factor (PDGF)*. Dariiber hinaus induzieren inflammatorische
Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1B) und IL-6 die Expression von VEGF in
Ubereinstimmung mit der These, dass VEGF ein Mediator der Angiogenese bei
chronisch-entziindlichen Erkrankungen sei’”*. Andere Zytokine wie IL-10 und IL-13

hingegen hemmen die Freisetzung von VEGF.

Hormone sind ebenfalls wichtige Regulatoren der VEGF-Genexpression. So steigert das
Thyroidea-stimulierende =~ Hormon (TSH) die Sekretion von VEGF in
Schilddriisenkarzinomzellen®. Auch das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) und die
Gonadotropine sind als Induktoren der VEGF-Genexpression bekannt’®. Letztere

stimulieren die VEGF-Expression in Ovarien in vitro und in vivo® ®.

Neben der Regulation durch verschiedene Zytokine kommt der Hypoxie eine besondere
Bedeutung der transkriptionell regulierten VEGF-Expression zu. So ist die Hypoxie der
mafgebliche Induktor fiir die Genexpression von VEGF unter verschiedenen
pathophysiologischen Bedingungen®*. Die Regulation der VEGF-Genexpression zeigt
dabei Ahnlichkeiten mit der von Erythropoetin (Epo)*'.

Eine zentrale Rolle der Regulation der Hypoxie-induzierten VEGF-Expression nimmt

dabei der Hypoxia-Inducible Factor 1 (HIF-1) ein*?. HIF-1 ist ein af-Heterodimer, das
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zuerst als Mediator der Hypoxie-induzierten Erythropoetin-Expression entdeckt wurde.
Beide HIF-1 Untereinheiten gehéren der Familie der basischen Helix-Loop-Helix
Transkriptionsfaktoren mit PAS-domain-Proteinen an®™. Nach Bildung des
Heterodimers bindet HIF-1 an die spezifischen Erkennungssequenzen im Genom, den
Hypoxia-Response-Elements (HRE), die als Enhancer die Transkriptionsaktivitét
verstirken konnen®. Wihrend die HIF-1B-Untereinheit ein konstitutiv exprimiertes
nukledres Protein ist, unterliegt die Aktivitit der HIF-1a-Untereinheit einer

vielschichtigen Regulation. Sie stellt somit den kontrollierenden Faktor dar®.

Unter normoxischen Bedingungen ist die a-Untereinheit an zwei spezifischen Prolyl-
Resten hydroxyliert®. Diese Hydroxylierung, katalysiert durch die HIF Prolyl-
Hydroxylasen?’, fiihrt dazu, dass HIF-la mit dem von Hippel-Lindau (VHL) E3
Ubiquitin Ligase Komplex interagiert und so fiir die proteosomale Degradation markiert
wird*®*. Durch die B-Hydroxylierung eines Asparagin-Restes von HIF-lo durch die
HIF Asparaginyl Hydroxylase (factor inhibiting HIF, FIH) resultiert eine Blockierung
der Interaktion von HIF-la mit dem Co-Aktivator der Transkription p300, dies fiihrt
wiederum zu einer Verminderung der Transkriptionsaktivitit von HIF-1a’"'. Beide
Formen der HIF-1a-Hydroxylasen sind in ihrer Aktivitit sauerstoffabhéngig und somit
unter hypoxischen Bedingungen vermindert wirksam. Hierdurch kommt es dann durch
verminderten  proteolytischen = Abbau und  verminderte = Hemmung  der

Transkriptionsaktivitét letztlich zur gesteigerten VEGF-Genexpression.

Weiterhin wird unter normoxischen Bedingungen die Bindungsstelle von HIF-1 an den
HRE durch verschiedene Faktoren wie dem Activating-Transcription-Factor (ATF)

besetzt, um so in Abwesenheit von HIF-1 eine Methylierung zu verhindern****.

Daneben wird die Aktivitdt von HIF-loo auch durch den PI3-K/Akt-Signalweg
unabhingig vom Sauerstoffpartialdruck beeinflusst. So zeigten Zundel et al., dass eine
Aktivierung von PI3-K/Akt durch Verlust des Tumor Suppressorgens PTEN zur
vermehrten Stabilitdt und Aktivitdt von HIF-la und damit letztlich zur gesteigerten

VEGF-Genexpression fiihrt>>.
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1.4 VEGF-induzierbare Signaltransduktionswege

VEGF vermittelt seine vielfdltigen biologischen Effekte durch Aktivierung
verschiedener Signaltransduktionswege. Dabei kommt es zundchst durch Bindung von
VEGF an seine spezifischen Membranrezeptoren und deren Dimerisierung zur
Autophosphorylierung und damit zur Konformationsidnderung der zytosolischen
Domine. Hierdurch werden verschiedene intrazelluldre Kinasen aktiviert, die dann
wiederum die Signalkaskaden stimulieren konnen™. Eine Signalkaskade kann dabei
unterschiedliche zelluldre Funktionen modulieren, umgekehrt kann aber auch eine
biologische Aktivitdt durch mehrere Signalkaskaden hervorgerufen werden. Abbildung
3 gibt einen Uberblick der durch VEGF-induzierbaren Signaltransduktionswege und

ihrer zelluldren Effekte.

1T

v

Permeabilitit Proliferation Differenzierung
Permeabilitat Migration Wachstum Apoptose
Migration Survival Differenzierung Migration
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Abbildung 3: VEGF-induzierbare Signaltransduktionswege.
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Der p42/44-MAPK/ERK/;-Signaltransduktionsweg

Durch die Autophosphorylierung des VEGF-Rezeptors erfolgt die Rekrutierung von
Grb-2 an den Membranrezeptor. Dies geschieht entweder iiber direkte Bindung der
SH2-Domiine an phosphorylierte Tyrosinreste”> oder iiber Bindung an das
Adaptermolekiil Shc™®. Durch die Phosphorylierung von Grb-2 kommt es zur Bildung
des Grb2/SOS Protein-Komplexes, der wiederum Ras aktivieren kann. Dies stimuliert
dann die Rafl/MAPK-K (MEK)/MAPK (ERK)-Signalkaskade. Aktive MAPK gelangen
letztlich in den Zellkern, wo sie durch Phosphorylierung eine Reihe von

Transkriptionsfaktoren aktivieren und die Genexpression regulieren kénnen®”*®,

Neben dieser klassischen Ras-abhingigen Aktivierung von Raf kann auch die PKC den

Signalweg stimulieren™®.

Aktivierte p42/44 MAPK haben Einfluss auf Proliferation, Wachstum, Differenzierung

e 61,62,63,64,65
und Permeabilitit’ """,

Der p38 MAPK-Signaltransduktionsweg

Die p38 MAPK sind eng mit den p42/44 MAPK/ERK,, verwandt. Es ist anzunehmen,
dass cross-talks zwischen den Transduktionswegen der MAPK existieren. Auch die

Substratspezifitdt der MAPK ist tiberlappend.

Zur Familie der p38 MAPK gehoren vier verwandte Serin/Threonin-Kinasen®. Alle
vier Isoformen, p38a-3, werden durch die MKKjs (MAPK-Kinase) aktiviert. Die
Phosphorylierung erfolgt dabei mit dualer Spezifitdt an Threonin und Tyrosin innerhalb
eines charakteristischen, drei Aminosduren umfassenden Motivs (Thr-Gly-Tyr). Die
Aktivierung der MKKj3,6 wiederum erfolgt durch verschiedene MKK-Kinasen wie die
MLKs (Mixed lineage kinase). Neben der Stimulation durch aktivierte Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK), wie den VEGF-Rezeptoren, kdnnen die MLKs auch durch
TNF, inflammatorische Zytokine, oxidativem Stress und UV-Strahlung aktiviert

werden®’.

Uber den p38 MAPK-Signaltransduktionsweg werden Differenzierung®, Apoptose®,

Migration’® und Permeabilitit’' reguliert.
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Der PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweg

Nach Downward et al.”> erfolgt die Aktivierung des PI3-K/Akt Signalweges in
mehreren Schritten. Zundchst werden Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-K) durch
aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, hier den aktivierten VEGF-Rezeptoren, zur
Membran rekrutiert und somit aktiviert. Die Bindung erfolgt dabei tiber die Src-
Homologie 2-Domine (SH2-Domine). Aktivierte PI3-K katalysieren die
Phosphorylierung von 3°’-OH Gruppen am Inositolring der Inositolphospholipide. Die
dadurch entstehenden Produkte sind Phosphatidylinositol-3-Phosphat  (Pl)P),
Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat ~ (PI34P>) und  Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PI45P3). Diese konnen nun Proteine mit so genannten ,,Pleckstrin
Homologie (PH)-Doménen®, darunter auch Akt, zur Membran locken und dort binden.
Das so angedockte Akt kann dann iiber ein weiteres PH-Doménen aufweisendes
Signalmolekiil, der PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1), phosphoryliert und
damit aktiviert werden. Aktiviertes Akt kann nun als Proteinkinase verschiedene weitere
Proteine der zelluldren Signaltransduktion phosphorylieren, die dadurch aktiviert oder

deaktiviert werden (Abbildung 4).

Aktiviertes Akt ist ein Uberlebensfaktor der Zelle”’*. Daneben kann es durch
Aktivierung der Nitroxid-Synthase (NOS) Permeabilitit und Migration regulieren’”.
Zusétzlich  beeinflusst Akt durch Aktivierung oder Hemmung bestimmter
Schliisselenzyme, die an metabolischen Reaktionswegen beteiligt sind, den

Energiezustand der Zelle’®.

Metabolism

Survival
Casp9 |
Proliferation
Glucose
Uptake

Growth

Angiogenesis

Metabolism

Abbildung 4: Schematische Darstellung verschiedener Substrate von Akt und ihrer
zelluliiren Funktion (Quelle: Manning und Cantley, 2007 °)
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Der PLC/Ca2+/PKC-Signaltransduktionsweg

Wie die PI3-K besitzt auch die PLC eine SH2-Domine und kann dariiber an aktivierte
VEGF-Rezeptoren gebunden und dadurch stimuliert werden. Die PLC spaltet
Phospholipide zwischen Glycerin und der Phosphatgruppe. Dabei werden aus
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat die fiir die zelluldre Signaltransduktion wichtigen
»second messenger* Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) gebildet. 1P3
kann durch Bindung an spezifische Rezeptoren die Freisetzung von Ca®" aus dem
endoplasmatischen Retikulum, der als intrazelluldrer Calcium-Speicher dient, bewirken.
Ca®" kann dann den Ca®*/Calmodulin-Komplex bilden, welcher die NOS stimuliert.
Zusitzlich aktiviert die erhdhte intrazellulire Ca®'-Konzentration die PKC, welche dann
die NOS phosphorylieren und damit ebenfalls aktivieren kann. Die Aktivierung der
PKC ist damit Teil der VEGF-abhidngigen Regulierung von Proliferation und
Permeabilitit’’. Durch die Aktivierung der NOS kommt es zur vermehrten Bildung von
NO, welches die Angiogenese stimulieren und die vaskuldre Permeabilitit erhchen

kann’®".

1.5 Biologische Aktivitit von VEGF

1.5.1 Mitogenese, Angiogenese, Wirkung als Uberlebensfaktor

Eine gut dokumentierte in vitro-Eigenschaft von VEGF ist die Fiahigkeit zur Anregung
des Wachstums von arteriellen, vendsen und lymphatischen Endothelzellen. Dariiber
hinaus fordert VEGF die Angiogenese in dreidimensionalen in vitro-Modellen, indem
das Einwandern von konfluenten mikrovaskuldren Endothelzellen in das Kollagen-Gel
induziert wird, wobei die Endothelzellen kapillarihnliche Strukturen formen®™*'. Auch
bei einer Reihe von in vivo-Modellen fithrte VEGF zu einer angiogenen Antwort®>®’.
Die Applikation von VEGF induziert unter bestimmten Voraussetzungen auch die

Lymphangiogenese bei Miusen®. Die mitogene und proliferative Wirkung von VEGF

wird dabei iiber den MAPK/ERK-Signalweg vermittelt.

Ferner ist VEGF sowohl in vitro als auch in vivo ein Uberlebensfaktor fiir

Endothelzellen®*®. So beugt VEGF der Apoptose vor, die durch Hungermedium oder

10
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durch simulierte Mikrogravitation eingeleitet wird®’. Diese Aktivitit wird iiber den PI3-
K/Akt-Signaltransduktionsweg vermittelt’*. Akt bewirkt durch Phosphorylierung eine
Inaktivierung von pro-apoptotisch wirksamen Proteinen mit BH3-Doméne, wie zum
Beispiel BAD’®. Daneben inhibiert Akt die Transkription von pro-apoptotischen
Proteinen durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie FOXO und p53 und
fordert gleichzeitig die Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-2, A1,
XIAP¥ und Survivin® in Endothelzellen (Abbildung 4). In vivo scheint die Wirkung
von VEGF als Uberlebensfaktor vom Status der Entwicklung abhingig zu sein. So fiihrt
die Inhibition von VEGF zu apoptotischen Verdnderungen im GefidBBsystem der

neonatalen, nicht aber der adulten Maus’".

Neben den Endothelzellen vermittelt VEGF seine Wirkung auch an verschiedenen
nicht-Endothelzellen und  Epithelzellen, so zum Beispiel den Retina
Pigmentepithelzellen’” oder den Pankreasgangzellen’. Campernolle et al. zeigten, dass
VEGF die Produktion von Surfactant durch die Pneumozyten Typ II stimulieren kann
und so protektiv im Rahmen des akuten Lungenversagens (ARDS) wirkt”*. VEGF wird
auch eine neuroprotektive Wirkung zugesprochen. So konnte neben der mitogenen
Wirkung an Schwann-Zellen, was zur axonalen Aussprossung fiihrt”, auch ein direkter
neuronaler Einfluss nachgewiesen werden. Hierbei schiitzt VEGF die Motoneurone vor
einer Degeneration, wie sie zum Beispiel bei der amyotrophen lateral Sklerose (ALS)

auftritt’®

1.5.2 Effekte auf Knochenmarkszellen

An Monozyten und Makrophagen, welche Flt-1, aber nicht Flk-1 auf der Zellmembran
exprimieren, iibt VEGF eine Migration der Zellen aus’’ und ist in der Lage die
Chemotaxis zu fordern®. Selvaraj et al. konnten in den Monozyten dann eine
Aktivierung des PI3-K/Akt-Kinase und ERK-1/-2 Signalweges durch VEGF feststellen,

was letztlich zur Ausschiittung inflammatorischer Zytokine fiihrt”.

Dariiber hinaus hat VEGF einen hidmatopoetischen Effekt. Dieser ist an der
Koloniebildung reifer Subtypen der Granulozyten-Makrophagen-Progenitorzellen
erkennbar'®. Ferner erhéht VEGF die Produktion von B-Zellen und die Rekrutierung

himatopoetischer Stammzellen'",
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153 Erhohung der vaskuliren Permeabilitiit

VEGF ist in der Lage, die vaskuldre Permeabilitdt zu erhohen. Dadurch kommt es zum
vermehrten Austreten von plasmaproteinreicher Fliissigkeit in den extravasalen Raum.

Die Folge ist eine Odembildung. So erklirt sich beispielsweise das ischimisch

2 03

induzierte vasogene Hirnodem'®, das hypoxische Lungenddem'® oder auch die

Odembildung in entziindlichem und peritumordsem Gewebe.

Die VEGF-induzierte Erhéhung der vaskuldren Permeabilitit erfolgt durch
Fenestrierung des Endothels sowie durch Konformationsdnderungen im Bereich der
interzelluldren Verbindungen, was eine Erhohung des parazelluldren Transportes zur

Folge hat'™,

Im Rahmen der Transzytose und der Fenestrierung des sonst
unfenestrierten Endothels kommt es zur Bildung von so genannten vesicular-vacuolaren
Organellen (VVO) *'%° Wie diese Membranstrukturen im Einzelnen aufgebaut sind, ist
derzeit noch nicht vollstdndig geklart. Untersuchungen an mutierten Méusen zeigten
jedoch eine Beteiligung der Src-Tyrosin-Kinasen'®. Die Zugabe von VEGF induziert
an Endothelzellen die Expression von Plasmalemma vesicule-associated protein
(PLVAP), welches an der endothelialen Fenestrierung beteiligt ist. Strickland et al.
zeigten, dass die Regulation von PLVAP durch den PI3-K/Akt- sowie den SAPK/p38-

Signalweg vermittelt wird'"’.

Die VEGF-induzierte Erhohung der parazelluldren Transportkapazitit erfolgt durch
Konformationsédnderungen im Bereich der interzelluliren Verbindungen. Diese
Verbindungen werden durch einen spezialisierten Komplex gebildet, bestehend aus den
Gap Junctions, Desmosomen, Adherence Junctions (AJ) und den Zonula Occludens,
welche die Tight-junctions (TJ) enthalten. Die TJ sind entscheidend fiir die Ausbildung
der Barriere-Funktion des Zell-Monolayers. Sie regulieren dabei die parazellulédre
Passage von Ionen, Proteinen und anderen Substanzen. In der Gefrierbruch-
Elektronenmikrokopie stellen sich die TJ als Netzwerk linearer Fibrillen dar, welche die
Zellen umgeben und durch kurze transversale Fibrillen unterteilt sind'”®. TJs bilden
keine kontinuierliche Begrenzung rund um die Zelle. Die Anzahl der TJs korreliert mit
der Barriere-Funktion der Zellschicht. So hat beispielsweise mikrovaskuldres
Gehirnendothel eine hohe Dichte an TJs, wohingegen in postkapilldren Venolen TJs
praktisch gar nicht vorkommen'". Inzwischen konnte eine Vielzahl von Proteinen, die
mit den TJs assoziiert sind, identifiziert werden. Dazu gehoren unter anderem die

zytoplasmatischen Zonula Occludens Proteine (ZO-1, ZO-2), JAM, das 7H6-Antigen
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sowie die transmembrandsen Proteine Occludin und Claudin. ZO-1 ist Teil des
zytoplasmatischen Plaques der TJ. Es interagiert mit ZO-2 und bindet das COOH-
terminale zytoplasmatische Ende von Occludin. Die beiden extrazelluliren Schleifen
von Occludin stellen den Zell-Zell-Kontakt her''’. Daneben steht ZO-1 mit F-Aktin,
einem wesentlichen Bestandteil des Zytoskeletts, sowie mit Proteinen der AlJs in

. 111,112
Verbindung > ~.

Tight junction
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Tight- und Adherence Junctions im Bereich
der apikal-lateralen Membran zwischen Endothel- oder Epithelzellen.
(Quelle: Forster C, 2008 113)

Im Rahmen der VEGF-induzierten Hyperpermeabilitit konnte eine Phosphorylierung
verschiedener Proteine der TJs und AJs wie Cadherin''*'", Catenin''®, Occludin''’,
ZO-1 und ZO-2"® nachgewiesen werden. Diese Phosphorylierung fiihrt dabei zur
verdnderten Lokalisation der Proteine und damit zur Erh6hung der Permeabilitit' .
Katalysiert wird die Phosphorylierung durch die PKC'®, wobei jedoch auch eine
Beteiligung der Src-Tyrosin-Kinasen sowie der Proline-rich-Tyrosin-Kinase 2 (PYK2)

nachgewiesen werden konnte'?"'%,

TJs finden sich jedoch nicht nur an Endothelzellen, die eine spezialisierte Form der
Epithelzellen darstellen. Auch viele andere Epithelien stellen eine Diffusionsbarriere fiir
verschiedene Ionen, Proteine und Makromolekiile dar und sind daher mit TJs
ausgestattet' ', Da die TJs auch die Diffusion von Ionen beeinflussen, lisst sich ihre
Ausbildung durch die Messung des transepithelialen (oder transendothelialen)

elektrischen Widerstandes bestimmen.
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1.6 VEGF-Rezeptoren

Die biologische Wirkung von VEGF wird durch Bindung an die spezifischen Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK) VEGF-Rezeptor-1 (fms-like tyrosine kinase, Flt-1), VEGF-
Rezeptor-2 (fetal liver kinase-1, Flk-1) und VEGF-Rezeptor-3 (Flt-4) vermittelt. Die
VEGF-Rezeptoren gehoren der Familie der Platelet-derived growth factor (PDGF)-
Rezeptoren an. Sie bestehen aus sieben extrazelluldiren Immunglobulin (Ig)-ghnlichen
Domainen, einer transmembrandsen Doméne, einer regulierenden juxtamembrandsen
Domaéne, einer intrazelluldiren Doméne, die die Tyrosin-Kinase Doméne enthilt, sowie

: : : : « 0 124,125,126,127
einer Sequenz, die verschiedene Tyrosinreste tragt “> = = “".

Die Rezeptoren werden hauptsdchlich auf Endothelzellen exprimiert. Inzwischen
wurden sie aber auch auf verschiedenen Nicht-Endothelzellen nachgewiesen. Dazu

128

gehdren die hamatopoetischen Zellen'?®, Makrophagen'?, glatte Muskelzellen'** und

renale Mesangialzellen'”'. Bei einer Vielzahl von Malignomzellen konnten ebenfalls die
Rezeptoren in unterschiedlichem Verteilungsmuster nachgewiesen werden' '
Daneben finden sich die VEGF-Rezeptoren auch auf einer Reihe von Epithelzellen und
vermitteln hier eine spezifische Wirkung. So konnte an Retinalzellen>*'*’,
Endometriumzellen'*® und Prostataepithelzellen'*’ eine Proliferation nach Zugabe von
VEGF gemessen werden. In Alveolarzellen kommt es zur vermehrten Bildung von
Surfactant™ und die Wundheilung scheint durch anti-apoptotische und proliferative
Reize beschleunigt zu sein'>. Bei renalen Tubulusepithelzellen bewirkt VEGF nach

Bindung an seine Rezeptoren die Ausbildung von Tubuli'*.

Verschiedene Analysen der extrazelluliren Domédnen von Flt-1 und Flk-1 zeigten, dass
die zweite und dritte Ig-dhnliche Doméine die Ligandenbindungs-Doménen darstellen
wihrend die erste und vierte Domédne die Ligandenbindung sowie die Bildung von

Rezeptor-Dimeren regulieren'*"!*!142,

Nach der Bindung von VEGF an seine Rezeptoren kommt es durch
Konformationsédnderung im Bereich der vierten extrazelluliren Doméne zur Bildung

von Rezeptor-Dimeren'*’

. Neben der Bildung von Homodimeren ist dabei auch eine
Bildung von Heterodimeren der VEGF-Rezeptoren moglich'**. Die Dimerisation fiihrt
dann zu strukturellen Anderungen im Bereich der intrazelluliren Tyrosin-Kinase
Doméne, wodurch letztlich die Tyrosin-Kinase aktiviert wird. Die genauen molekularen

Mechanismen, die diese Verdnderungen bewirken, sind bisher nicht vollstdndig geklért.
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An anderen PDGF-Rezeptoren konnte aber eine Beteiligung der trans- und
juxtamembrandsen Dominen nachgewiesen werden'*>'*®. Durch die Aktivierung der
Tyrosin-Kinase kommt es zur Phosphorylierung von Tyrosinresten im intrazelluldren
Bereich der Rezeptoren. Dadurch entstehen unter anderem Bindungsstellen fiir Proteine,
die eine sogenannte Src-homology 2-(SH2)-Doméne aufweisen, wie zum Beispiel die

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (P13-K).

Die verschiedenen VEGF-Subtypen zeigen eine Spezifitit hinsichtlich der Bindung an
die VEGF-Rezeptoren. So bindet VEGF (VEGF-A) an Flt-1 und Flk-1 sowie an
Heterodimere der Rezeptoren (Flt-1/Flk-1)*°. VEGF-C und -D interagieren mit Flk-1
und Flt-4. VEGF-B und PIGF binden nur an Flt-1'*"'**!'* VEGF-E lediglich an Flk-
1"°%151 (Abbildung 6).

Neben der Bindung ihres spezifischen Liganden VEGF interagieren die VEGF-
Rezeptoren noch mit einer Reihe anderer zelluldrer Proteine wie Neuropilin-1 und-2,
Heparin, Integrinen und Cadherinen. Durch diese Interaktionen scheinen die Rezeptoren

in ihrer Aktivitat reguliert zu werden.

PIGF VEGF-E VEGF-C
VEGF-B VEGF-A VEGF-F VEGF-D

VEGF axon 2-5 ——

..........................................

............

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Abbildung 6: Schematische der VEGF-Subtypen und ihrer Rezeptoren.
(Quelle: Cebe-Suarez et al. 2006 ')

Die Expression der VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 wird durch Hypoxie gesteigert,
jedoch in geringerem Mal3e als die des Liganden, VEGF selbst. Da Gerber et al. eine
Transkriptionssteigerung von lediglich Flt-1 infolge Hypoxie via HIF-1 zeigen

konnten"*?, wird fiir VEGFR-2 ein posttranskriptioneller Mechanismus angenommen153 .
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AulBlerdem kann der Expressionsanstieg indirekt verstdarkt werden, da VEGF auch selbst

154

die Expression seiner Rezeptoren fordert ™. Flt-1 wiederum wirkt als Negativ-

Regulator beziiglich der Flk-1-Expression'>.

1.6.1  VEGF-Rezeptor-1 (Flt-1)

Die genaue biologische Wirkweise von Flt-1 ist bisher nicht vollstindig verstanden und
wird kontrovers diskutiert. Flt-1 ist ein 180-kDa Glykoprotein. Flt-1 hat im Vergleich
zu Flk-1 eine deutlich geringere Kinase-Aktivitit, zeigt jedoch eine 10mal hoéhere
Bindungsaffinitit zu VEGF'. Fiir eine Reihe von Signalmolekiilen konnte bisher eine
Aktivierung durch Flt-1 nachgewiesen werden"””">*. So stellen die phosphorylierten
Tyrosinreste Tyr1213 und Tyr1333 Bindungsstellen fiir Adaptermolekiile wie Nck'>,
Crk, Grb-2', Sck'®', die regulierende Untereinheit p85 der PI3-Kinase'®* sowie der
Phosphatase SHP-2'® dar. Bei der PLCy konnte eine Bindung an die Tyrosinreste
Tyr794 und Tyrl1169 gezeigt werden'®*. Alle Adaptermolekiile zeichnen sich dabei
durch das Vorliegen der Scr-homology-2 (SH2)-Doméne aus.

Der Rezeptor ist notwendig fiir die embryonalen Angiogenese. So fithrt eine
homozygote Deletion von Flt-1 bereits im Embryonalstadium (Tag ES8,5) zu einem

165
. Zwar

letalen Phianotyp der Maus infolge schwerer Fehlbildungen des Gefdf3systems
kommt es hierbei zur Entwicklung von Endothelzellen, doch fehlt die Entwicklung von
organisierten Kapillaren. Unklar ist, warum die Zugabe einer Tyrosin-Kinase-inaktiven
Form von Flt-1 die Flt-1-/- Mause schiitzt'”. Daneben scheint Flt-1 eine Rolle im
Rahmen der pathologischen Angiogenese und der Wundheilung zu spielen'®. Dieser
Effekt soll unter anderem durch Potenzierung der Aktivitit von Flk-1 geschehen'®’. Der
genaue Mechanismus dieses intermolekularen cross-talk ist dabei unklar. Unbestritten
ist die Rolle von Flt-1 im Rahmen der Rekrutierung von hdmatopoetischen Zellen aus
den Knochenmarksvorlauferzellen®”'®®
Monozyten'®. Nach Bindung von VEGF oder PIGF aktiviert Flt-1 hier den PI3-K/Akt-

sowie den p42/44 MAPK/ERK1/2-Signalweg. Ebenfalls iiber Aktivierung der MAPK

sowie die Migration und Chemotaxis von

vermittelt Flt-1 in Pankreaskarzinomzellen eine Migration und Invasion der
Tumorzellen'”. Andere Untersuchungen belegen hingegen, dass Flt-1 nicht in der Lage

ist, die MAPK zu aktivieren ®'"".

Beziiglich der Flt-1 Aktivierung bei der VEGF-induzierten Hyperpermeabilitit gibt es
unterschiedliche Aussagen. Glass et al. postulierten nach Versuchen mit spezifischen
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Inhibitoren von Flt-1 und Flk-1, dass die Hyperpermeabilitit tiberwiegend durch Flt-1
vermittelt wird'’2. Bestitigt wurden ihre Ergebnisse durch Stacker et al., die in ihrem in
vivo Modell einen Mutanten von VEGF, welcher nicht mehr an Flk-1 bindet,
verwendeten und dabei ebenfalls eine Zunahme der Permeabilitit maBen'”. Odorisio et
al. wiesen schlieBlich in in vivo-Modellen von transgenen Miusen, welche PIGF
tiberexprimierten, eine Erhohung der Vaskularisation und vaskuldren Permeabilitdt
nach'™. Andere Autoren sind hingegen der Meinung, dass eine alleinige Aktivierung
von Flk-1 ausreichend sei, die Mehrzahl der VEGF-Effekte (so auch die

Hyperpermeabilitit) zu erzeugen118,144,175

. Weiter erschwert wird die Frage nach der
Rezeptorabhédngkeit durch die Tatsache, dass die VEGF-Rezeptoren Heterodimere
bilden konnen. Ferner wird die Maoglichkeit eines intermolekularen cross-talk

" 167
beschreiben™’.

Wihrend die VEGF-induzierte Proliferation von Endothelzellen durch Flk-1 vermittelt
wird, scheint Flt-1 an der Aufrechterhaltung und Uberlebensfunktion des adulten
Endothels beteiligt zu sein. So konnte hier eine hohe Expression der Flt-1 mRNA

- 176
nachgewiesen werden .

Bei einigen Tumorzellen scheint Flt-1 jedoch eine starke proliferative Wirkung zu
zeigen. So konnte in Zellen des Bronchialkarzinoms, die FIt-1 exprimieren, ein
schnelleres Wachstum nachgewiesen werden im Vergleich zu Zellen, die Flt-1 nicht
aufweisen'’’. In diesem Zusammenhang konnte auch eine Aktivierung der Matrix-

Metalloproteinase-9 (MMP-9) nachgewiesen werden'®.

Neben dem membrangebundenen Rezeptor gibt es auch eine l6sliche Form des Flt-1-
Rezeptors (sFIt). sFlt entsteht durch alternatives splicing. IThm fehlt die siebte Ig-
dhnliche Domaéne, die Transmembran-Sequenz und die intrazelluldre Tyrosin-Kinase-
Domine'”®. sFlt konkurriert mit den membrangebundenen Rezeptoren um die Bindung
mit VEGF und kann so eine kompetitive Hemmung bewirken. Thm werden dadurch
regulierende Eigenschaften zugeschrieben'”'*. Klinisch wird sFlt in Zusammenhang

mit der Entstehung der Pricklampsie gebracht'™'

. Das in der Placenta liberexprimierte
sFIt bewirkt unter anderem in der Niere eine Hemmung von VEGF. Hierdurch kommt
es zur Schwellung der Endothelzellen und damit zum Verschluss der Kapillaren. Dies
fiihrt zu einem Abfall der glomeruldren Filtrationsrate und damit zu einer
Verschlechterung der Nierenfunktion, die Folgen sind Wassereinlagerungen und

Bluthochdruck'*.
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1.6.2 VEGF-Rezeptor-2 (Flk-1)

Der VEGF-Rezeptor-2 (Flk-1) ist ein 200-kDa Glykoprotein. Flk-1 hélt eine
Schliisselrolle in der Entwicklung der Angiogenese und Hidmatopoese inne. So
entwickeln sich bei Flk-1-defizienten Médusembryos keine Angioblasten, himatopoetische
Zellen oder differenzierte Endothelzellen und die Bildung von Blutgefid3en bleibt aus.
Die Tiere versterben noch in utero um den 8. Embryonaltag'®. Flk-1 wird iiberwiegend
in proliferierenden Gefdflsystemen exprimiert, wohingegen seine Expression in adulten
und ausgereiften Geweben unter physiologischen Bedingungen herabreguliert wird.

Dies unterstreicht seine Bedeutung in der Vaskulogenese und Angiogenese'®.

Wie Flt-1 besitzt Flk-1 eine Reihe von intrazelluldren Tyrosinresten, welche nach
Bindung von VEGF an den Rezeptor und anschlieBender Dimerisierung durch die
Tyrosin-Kinase des Rezeptors phosphoryliert werden'®. An diese phosphorylierten
Tyrosinreste konnnen dann Adaptermolekiile binden und so verschiedene Signalwege
aktivieren. Die Adaptermolekiile zeigen dabei meist das Vorliegen einer SH2-Doméne

und entsprechen damit den Adaptermolekiilen, die an aktivierten Flt-1 binden.

Flk-1 vermittelt die VEGF-induzierte Endothelzellproliferation iiber eine Aktivierung
verschiedener Signalwege. Ahnlich wie bei anderen Mitgliedern der RTK-Familie kann

so der Ras-Signalweg aktiviert werden'®.

Auch die PI-3/Akt-Signalkaskade kann durch Bindung von VEGF an Flk-1 (aber auch
an Flt-1) stimuliert werden, doch wird ihre Beteiligung an der Proliferation von

Endothelzellen kontrovers diskutiert's”!'%,

Neben der Zellproliferation ist die Migrationsfdhigkeit der Zellen eine essentielle
Voraussetzung fiir die Vaskulo- und Angiogenese. Wird die Migration in Monozyten
durch Flt-1 vermittelt, scheint sie in Endothelzellen hingegen durch Flk-1 vermittelt zu
werden. Dabei kommt es durch Aktivierung der PKC zur Phosphorylierung der focal
adhesion kinase (FAK), die am Ab- und Umbau der fokalen Adhésionen sowie des
Aktin-Zytoskelettes beteiligt sind'®'*°.  Zusitzlich kann die VEGF-induzierte
Endothelzellmigration auch durch Aktivierung der p38-Signalkaskade beeinflusst

1 Diese fithrt zur Ca?"-Mobilisierug aus intrazelluliren Speichern sowie zur

werden
Aktivierung der MAPKAPK-2 und -3 (MAPK-activated-protein-kinase) mit
anschlieBender Phosphorylierung des heat-shock-protein-27 (HSP27)"*'*_ Dies fiihrt
letztlich zur Umorganisation des Aktinzytoskelettes und Bildung von

Mikrofilamenten'**.
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1.6.3 VEGF-Rezeptor-3 (Flt-4)

Flt-4 findet sich in der Embryonalentwicklung zunichst in allen Endothelzellen. Ab
dem Embryonaltag E8,5 ldsst es sich lediglich in den sich entwickelnden Venen und
Lymphgefilen und nicht mehr im arteriellen GefdBsystem nachweisen. Im adulten
Stadium ist FIt-4 nur noch in Lymphgefi3endothelien zu finden. Die Deletion von Flt-4
fuhrt in Mausembryos zur Fehlbildung der groen GefidBle mit einem fehlerhaften
Lumen'”®. Dies fiihrt zur Erweiterung der Herzkammern und letztlich zum

196
50

Embryonaltod um E9, Einige Untersuchungen konnten FIt-4 auch in

Gefillendothelien in der N#dhe eines Tumors oder in den Tumorzellen selbst

7198 " Elt-4 vermittelt in Lymphendothelien die Zellmigration und die

nachweisen
tiberlebenfordernde Wirkung durch Aktivierung der PKC-abhidngigen MAPK-

Signalkaskade sowie der PI3-K/Akt-Siganlkaskade'”**".
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

In vorausgegangenen Studien konnte am in vitro Modell der Blut-Hirn-Schranke,
bestehend aus mikrovaskuldren Gehirnendothelzellen vom Schwein (BMEC), die

Beteiligung von VEGF an der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitdt gezeigt werden.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit sollte nun der Mechanismus der Hypoxie-
induzierten Hyperpermeabilitdt ndher untersucht werden. Dabei sollte speziell geklart
werden, welcher der beiden VEGF-Rezeptoren (Flt-1 und Flk-1) an der Induktion der
Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitit via VEGF beteiligt ist und welche

Signaltransduktionswege dabei aktiviert werden.

Zur Kldrung dieser Frage sollten Permeabilitdtsénderungen des BMEC-Zellmonolayers
unter hypoxischen Bedingungen und nach Zugabe verschiedener Subtypen von VEGF
sowie unter Verwendung spezifischer Antisense-Oligonukleotide gegen Flt-1 und Flk-1

bestimmt werden.

Um eine Rezeptor-Heterodimerbildung oder einen intermolekularen cross-talk
auszuschlieBen, sollten die Permeabilititsversuche auch an einer Zellart durchgefiihrt
werden, die nur einen der VEGF-Rezeptoren exprimieren. Da Endothelzellen stets beide
VEGF-Rezeptoren exprimieren, sollten dazu Epithelzellen, von denen bekannt ist, dass
sie teilweise nur einen der VEGF Rezeptoren exprimieren und die zusitzlich dhnlich
dichte Monolayer wie Endothelzellen mit hohen Widerstandswerten bilden, verwendet

werden.

AnschlieBend sollte dann die VEGF- und Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitidt dieser
Flt-1 und/oder Flk-1 exprimierenden Epithelzellen unter Verwendung neutralisierender
Antikorper gegen VEGF, verschiedener Subtypen von VEGF sowie mit Antisense-
Oligonukleotiden gegen Flt-1 und Flk-1 untersucht werden.

Die Beteiligung der verschiedenen Signaltransduktionswege an der durch Flt-1
vermittelten VEGF- und Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitidt sollte durch die
Zugabe von spezifischen Inhibitoren und entsprechender Western Blot Analysen
untersucht werden. Letztlich sollte noch gepriift werden, ob auch die proliferativen

Effekte von VEGF durch Flt-1 in Abwesenheit von Flk-1 induzierbar sind.
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2. Methoden

2.1 Zellkultur

In den Untersuchungen dieser Dissertationsarbeit wurden Primérzellen des Choroid
Plexus Epithels (CPE), mikrovaskuldre Gehirnendothelzellen (BMEC) vom Schwein
sowie die Zelllinien Madin-Darby canine kidney epithelial cells (MDCK) und

Epithelzellen aus Submandibulardriisengewebe der Maus (CSG) verwendet.

Samtliche Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen

durchgefiihrt.

2.1.1 Kultivierung der Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden bei 37°C in feuchter Atmosphire unter
21 Vol.-% Sauerstoff und 5 Vol.-% Kohlendioxid kultiviert. Um die Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase zu halten und ein rasches Absterben der Zellen zu
verhindern, wurde — in Abhéngigkeit von der Zelldichte auf der Zellkultuschale — alle
zwei bis drei Tage das Medium gewechselt, oder die Zellen wurden trypsiniert,
anschliefend im Verhiltnis 1:3 bis 1:8 mit Medium verdiinnt und passagiert. Fiir einen
konfluenten Monolayer bendtigten die Zellen je nach Zelltyp zwischen drei und zehn

Tage.

2.1.2 Passagieren der Zellen

Konfluent gewachsene Zellen wurden nach Abziehen des alten Mediums einmal mit
warmen PBS gewaschen. Danach wurde der Zellmonolayer mit 5 ml Trypsin/EDTA
tiberschichtet und fiir 4 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Trypsin/EDTA-
Losung wurde abgezogen und die Zellen erneut fiir 5 bis 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Ablosung der Zellen konnte wunter dem
Phasenkontrastmikroskop beobachtet werden. Durch Zugabe von Kulturmedium mit
10% FCS wurde die Reaktion gestoppt. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 200 g

wurden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen und auf neue Petrischalen ausgesit.
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2.13 Einfrieren, Lagerung und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert und anschlieBend zentrifugiert (200 g,
4min, 25°C). Das Pellet wurde in reinem FCS aufgenommen. Zur Zellsuspension wurde
Kulturmedium mit 20% DMSO im Verhéltnis 1:1 langsam hinzugetropfelt. Aliquots
von 2x10° Zellen/'ml wurden vorsichtig in Cryordhrchen transferiert und nach
langsamem Abkiihlen bei —80°C eingefroren. Zum ldngeren Aufbewahren wurden die
Zellen in flussigem Stickstoff gelagert. Beim Auftauen der Zellen wurde eine
Zellportion auf 37°C erwdarmt und mit 10 ml Kulturmedium verdiinnt. Die Zellen
wurden anschlieBend zentrifugiert (200 g, 4min, 25°C), das Zellpellet in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Resuspension in 10 ml
Medium wurden die Zellen auf eine Kulturschale ausgesit und im Brutschrank bis zur

vollstdndigen Konfluenz inkubiert.

2.14 Zellzahlbestimmung

Sollten die Zellen auf Transwell®-Filter oder Objekttrager ausgesidt werden, war eine
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen nétig. Dadurch konnte bei jedem Versuch von

einer gleichen Zellzahl ausgegangen werden.

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Ziahlkammer bestimmt. Hierzu mussten die
Zellen trypsiniert und anschlieBend resuspendiert werden. 20ul der Resuspension
wurden mit 20ul Trypanblaulosung (Trypanblau in PBS 1:4) versetzt. Trypanblau dringt
in tote Zellen ein, auf Grund der intakten Membranintegritdt aber nicht in lebende
Zellen. Dadurch erscheinen tote Zellen unter dem Mikroskop dunkelblau und werden

nicht mitgez&hlt.

Alle 16 kleinen Quadrate der Zdahlkammer wurden ausgezihlt. Jedes Quadrat hat eine
Flache von 1mm? und ein Volumen von 0,1ul. Die Anzahl der lebenden Zellen pro ml

erhilt man durch Einsetzen in:
Anzahl lebender Zellen /ml= [ by lebender Zellen X 104 ] x2/16

AnschlieBend wurde ein errechnetes Volumen der Resuspension mit frischem Medium

versetzt und die Zellen konnten in der gewliinschten Zelldichte ausgesit werden.
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2.1.5 Konstanz und Reproduzierbarkeit in der Zellkultur

Um das Risiko von Mutationen, die durch zu hdufige Teilung der Zellen verursacht
werden konnen, zu minimieren, wurden die Zelllinien von CSG und MDCK nur bis zur

Passage 20 verwendet.

CPE und BMEC wurden nur als Primidrkultur verwendet, da Verdnderungen der

Morphologie der Zellen durch mehrfaches Passagieren zu befiirchten war.

Es wurde ebenfalls darauf geachtet, dass die Zellen vor Versuchsbeginn stets eine gleich

hohe Konfluenz aufwiesen.

2.2 Verwendete Primiérzellkulturen

2.2.1 Choroid Plexus Epithelzellen (CPE)

Isolierung und Kultivierung der CPE-Zellen

Die Zellisolierung der Choroid Plexus Epithelzellen erfolgte in Anlehnung an die von
Crook et al. beschriebene Methode™"

Etwa 15 Gehirne von wenigen Stunden zuvor geschlachteten Schweinen wurden fiir den
Transport vom Schlachter zum Labor in 300 ml HBSS w/o Ca*", Mg”" mit Gentamicin
(50 pg/ml) auf Eis aufbewahrt. Die weitere Prozedur wurde im Labor unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt.

Die Choroid Plexus konnten mit einer Pinzette aus den Ventrikeln der Hirne
herausgezogen werden und in eine Petrischale mit HBSS w/o Ca®", Mg*" iiberfiihrt
werden. Es wurden nur Plexus aus den Seitenventrikeln benutzt. Die zuriickbleibenden
Hirne wurden in 70% Isopropanol auf Eis iiberfithrt und konnten anschlieBend fiir die
Isolierung der BMEC herangezogen werden.

Die isolierten Choroid Plexus wurden darauthin dreimal durch Schwenken in HBSS w/o
Ca”", Mg”" gewaschen. Dadurch wurde versucht, mdglichst viele Erythrozyten aus dem
Gefillgeflecht der Plexus sowie eventuell anheftende Verunreinigungen herauszulsen.
Die Plexus wurden dann in ein verschlieBbares Glasgefill iiberfithrt und das

Feuchtgewicht bestimmt. Pro 100 mg Plexus wurden 1 ml 0,25% Trypsin/EDTA und
1ml HBSS w/o Ca®", Mg®" hinzugefiigt. Der Ansatz wurde dann 2 Stunden bei 4°C
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unter Rithren inkubiert. In dieser Zeit konnten die Proteasen das Gewebe durchdringen
ohne enzymatisch aktiv zu sein. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 20 Minuten bei
37°C unter Rithren inkubiert. Dabei sollten sich die Epithelzellen aus dem Gewebe
16sen. Die unverdauten Reste der Choroid Plexus wurden mit einer Pinzette aus dem
Ansatz entfernt.

Zur Uberpriifung des Erfolges der Isolation wurden 50 pl des Ansatzes mit 50 ul
Trypanblaulsung gemischt und die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer gezdhlt und
beurteilt.

Um den enzymatischen Verdau der Zellen durch das Trypsin zu stoppen, wurden 15ml
FCS hinzugefiigt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (700 g, 4min) und das Pellet
zweimal in HBSS (10 ml, 700 g, 4min) gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation
wurden die Zellen in CPE-Medium resuspendiert und konnte dann ausgesét werden.

24 Stunden nach dem Aussden der Zellen wurden diese zweimal mit warmen PBS
gewaschen und so die Erythrozyten und andere nicht adhdrente Zellen entfernt. Um die
Reinheit der Epithelzellen zu erhéhen und eine Kontamination mit Bindegewebs-,
glatten Muskel- und Endothelzellen zu minimieren wurde dem Kulturmedium Cytosine
B-D-arabinofuranoside (Ara-C) in einer Konzentration von 20 pM zugesetzt’”. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage.

In den Versuchen wurden nur Primérzellkulturen verwendet.

Laminin-Beschichtung der Zellkulturfldchen

Fiir die Kultur von CPE-Zellen ist es notwendig, die Transwell®-Filter und 8-Kammer-
Objekttrager mit Laminin zu beschichten. Dazu wurde eine Lésung von Laminin in PBS
mit der Konzentration 10 pg/ml hergestellt. Von dieser Losung wurden 150 pl je
Transwell®-Filter und 300 pl je Objekttrigerkammer aufgetragen und fiir mindestens 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurde der Uberstand abgezogen und die Kulturfliche
einmal mit PBS gewaschen.

Sollten die CPE-Zellen auf Petrischalen ausgeséit werden, wurden bereits beschichtete

Petrischalen erworben.
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2.2.2 Mikrovaskulire Gehirnendothelzellen vom Schwein (BMEC)

Isolierung und Kultivierung der BMEC

Die Zellisolierung erfolgte in Anlehnung an die von Mischeck beschriebene
Methode™®.

Etwa 15 Gehirne von wenigen Stunden zuvor geschlachteten Schweinen wurden fiir den
Transport vom Schlachthof zum Labor in 300 ml HBSS w/o Ca**, Mg”" mit Gentamicin
(50 pg/ml) auf Eis aufbewahrt. Im Labor wurden dann die Choroid Plexus aus den
lateralen Ventrikeln fir die Isolierung der Choroid Plexus Epithelzellen
herausprépariert. Die Gehirne wurden dann fiir 10 Minuten in 4°C kaltes Isopropanol

(70%) und anschlieBend in 37°C warmen Earle Salz Puffer + NaHCOj tiberfiihrt.

Entfernen von Kleinhirn, Hirnstamm, Hirnhduten und mechanische Zerkleinerung
Nach kurzem Abflammen der Hirne wurden Kleinhirn und Hirnstamm entfernt. Danach
erfolgte die sorgfiltige Abprdparation der Hirnhdute. AnschlieBend erfolgte die

mechanische Zerkleinerung der Hirne mit Skalpellen auf einer sterilen Glasplatte.

Enzymatische Verdauung

Die zerkleinerten Gehirne wurden in ein 1 1 Becherglas mit 200 ml 37°C warmen
BMEC-Medium ohne FCS gegeben. Nach und nach wurde dann unter Rithren S5mg
Dispase (gelost in 45 ml BMEC-Medium ohne FCS) hinzugegeben.

Die Suspension wurde dann bis zum Eintritt der Homogenisierung etwa zwei Stunden

bei Raumtemperatur geriihrt.

Dextran-Gradient

Das Homogenisat wurde auf sechs Zentrifugenrohrchen verteilt und mit 150 ml 15%-
Dextran + NaHCO3 versetzt und gut geschiittelt. Die Suspension wurde dann bei
6800rpm fiir 10 Minuten bei 4°C (Sorvall-GS-3) zentrifugiert. Der vornehmlich aus Fett
und Dextran bestehende Uberstand wurde verworfen. Die Pellets wurden in je 8 ml

BMEC-Medium ohne FCS aufgenommen und anschlieend vereint.

Filtration
Die Zellsuspension wurde durch ein Siebgewebe aus Polyester (250 um Porengrofe)

filtriert.
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Inkubation und weitere enzymatische Verdauung
Dem Filtrat wurden 70 mg Kollagenase/Dispase (gelost in 3 ml BMEC-Medium ohne
FCS) zugesetzt. Dann wurde fiir vier Stunden bei 37°C unter leichtem Schiitteln

inkubiert.

Zentrifugation und Beurteilung der Zelldichte

Die Zellsuspension wurde in zwei 50 ml-Falconr6hrchen iiberfithrt und dann
zentrifugiert (700 g, 25°C, 10min). Die Uberstinde sowie die Fettschicht wurden
verworfen. Die Pellets wurden vereint und in 30 ml BMEC-Medium suspendiert.
Wieder wurde zentrifugiert (700 g, 25°C, 10min), der Uberstand verworfen und das
Pellet in 30 ml BMEC-Medium resuspendiert.

250 pl der Suspension wurden in einer Petrischale mit 10 ml BMEC-Medium verdiinnt
und zum Abschitzen der Zelldicht mikroskopisch beurteilt (Erfahrungswert). Die
Petrischale wurde dann in den Brutschrank tiberfiihrt, um in den darauffolgenden Tagen
das Zellwachstum zu verfolgen und eine eventuelle Kontamination der Primérzellen

durch Bakterien zu erkennen.

Kollagen-Beschichtung der Zellkulturflichen

BMEC bendétigen fiir ihr Wachstum als Untergrund eine Kollagen-Matrix. Es war also
notig, die Zellkulturflachen mit Kollagen zu beschichten.

Zum Beschichten der 96-Well-Mikrotiterplatten sowie der Transwell®-Filter wurde
eine Losung von Kollagen Typ 1 in 0,02 M Essigsédure (Verhéltnis 1:50) hergestellt und
davon 50 pul je Well aufgetragen. Die Platten wurden {iber Nacht offen stehen gelassen.
Nach dem Eintrocknen wurden sie einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen konnten nun
ausgesdt werden.

Kollagenbeschichtete Petrischalen und 8-Kammer-Objekttrager wurden kauflich

erworben.

Charakterisierung der BMEC

Eine ausfiihrliche Charakterisierung der Zellen wurde bereits in vorangegangenen
Arbeiten der Forschungsgruppe durchgefiihrt. Die BMEC konnten dabei auf Grund
ihrer Morphologie, der hohen Anzahl LDL-positiver Zellen, der positiven Von-
Willebrand-Farbung der Zellen sowie dem geringen Nachweis von ,,a-smooth-muscle®-

Aktin eindeutig als Endothelzellen charakterisiert werden®®*%.
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2.3 Verwendete Zelllinien: CSG und MDCK

Bei den CSG-Zellen (carcinoma submandibular gland cells) handelt es sich um die
Zellinie CSG 120/7, einer Epithelzellinie aus explantierten Submandibulardriisengewbe
der Maus. Ultrastrukturanalysen zeigten, dass es sich bei CSG 120/7 um gut
differenzierte Epithelzellen handelt, die typische junktionale Komplexe ausbilden™.
Bamforth et al. wiesen dann immunhistochemisch unter anderem die ,,tight-junction®-
Proteine ZO-1, ZO-2, E-Cadherin und Occludin nach®”’.

Die MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney cells) wurden erstmals 1958 von
Madin und Darby isoliert. Sie sind eine immortalisierte Zelllinie des
Nierentubulusepithels von adulten weiblichen Hunden und wurden seit ihrer

208,209

Erstbeschreibung oft charakterisiert Auch sie bilden typische junktionale

Komplexe®'”.

24 In vitro-Hypoxiemodell

In dieser Arbeit wurde unter Anderem das Verhalten der Zellen unter hypoxischen
Bedingungen untersucht. Dazu wurde ein spezielles Kammersystem (Abbildung 7)
verwendet, durch das eine konstante Atmosphdre von 2 Vol.-% Sauerstoff, 5 Vol.-%
Kohlendioxid und 93 Vol.-% Stickstoff bei 37°C und hoher Luftfeuchtigkeit erreicht

werden konnte.

Gasgemisch aus der

Gasmonitor j‘ |r Duckgasflasche

I I ——  Edelstahlzylinder

0 | 1 Zellkulturschale

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Hypoxie-Kammersystems
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Das Kammersystem bestand aus einem Edelstahlzylinder (Innenmafe: 180mm
Durchmesser, 215mm Hohe, 5Smm Wandstirke), der durch einen Plexiglasdeckel
gasdicht verschlossen werden konnte. Um eine gute Wirmeisolierung zu erzielen, war
der Edelstahlzylinder in Styropor eingebettet. Ein Thermostat regelte {iiber
Leistungstransistoren elektronisch die Innentemperatur auf 37°C. Ein Ventilator sorgte
fiir eine stdndige Umwélzung der Innenluft. Die hohe Luftfeuchtigkeit von 80 — 90 %
wurde durch Benetzen des Kammerbodens mit Wasser erreicht. Mittels Messfiihler
wurden Temperatur und Luftfeuchtigkeit in der Kammer stindig kontrolliert und
protokolliert. In den Plexiglasdeckel waren zwei Ventile eingelassen, durch die das
Gasgemisch ein- und ausstromen konnte.

Fiir die hypoxische Atmosphére innerhalb der Kammer sorgte eine Druckgasflasche, die
ein Gasgemisch mit 2 Vol.-% Sauerstoff, 5 Vol.-% Kohlendioxid und 93 Vol.-%
Stickstoff enthielt. Die herstellerbedingten Abweichungen lagen bei + 2 %-rel. bezogen
auf den Sollwert. Uber ein Ventil geregelt stromte das Gas mit 7 /min in die Kammer
ein. Nach etwa 10 bis 15 Minuten war die Raumluft aus der Kammer verdriangt und es
herrschten hypoxische Bedingungen. Die Gaszufuhr konnte dann auf etwa 31/min
gedrosselt werden. Der Gasausstrom aus der Kammer wurde mittels Gasmonitor
kontrolliert und protokolliert.

Aufgrund der geringen Abweichungen von Gaskonzentration, Temperatur und
Luftfeuchtigkeit von den entsprechenden Sollwerten kann davon ausgegangen werden,
dass die Zellen wéhrend der Versuche im in vitro Hypoxiemodell kontinuierlich unter
recht exakten Bedingungen inkubiert wurden, und die Versuche zudem exakt

wiederholbar waren.

2.5 Permeabilititsmessung

2.5.1 Aufbau des in vitro Permeabilititsmodells

Das in vitro Permeabilititsmodell besteht aus mikroporosen Transwell® Polyester und
Polycarbonat Membranen, die in 24-well-Platten eingesetzt werden (Abbildung 8). Die
Zellen konnen auf der Membran anheften und einen konfluenten Monolayer bilden.
Jedes well ist dann in eine apikale Kammer (oberhalb der Zellen) und eine basolaterale

Kammer (unterhalb und seitlich der Zellen) unterteilt. Die Permeabilitét der Zellen unter
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verschiedenen Behandlungen kann nun durch die Messung der Passage eines Markers
von der apikalen in die basolaterale Kammer bestimmt werden. Dazu wird eine
bekannte Menge des Markers in die apikale Kammer gegeben und nach der Behandlung
die Konzentration des Markers in der basolateralen Kammer bestimmt. Die mikropordse
Membran selber stellt fiir den Ubertritt des Markers kein Hindernis dar und l4sst diesen

ungehindert passieren.

<+— 24-Well-Platte
Transwell®-Insert
apikale Kammer

Epithelzell-Monolayer
D ED € € € © basolaterale Kammer

mikroporése Membran

Abbildung 8: Schematische Darstellung des in vitro Permeabilitiitsmodells

2.5.2 Durchfiihrung der Permeabilititsmessung

Die Transwell® Polyester und Polycarbonate Membranen wurden in die 24-well-Platten
eingesetzt und fiir BMEC und CPE-Zellen wie oben beschrieben beschichtet. CSG- und
MDCK-Zellen wuchsen auf unbeschichteten Transwell® Polycarbonate Membranen.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die eingesetzte Zelldichte.

Zellen Zelldichte

CSG 6x 10"/ cm?

CPE 1 g wet weight / 30 cm?
MDCK 5x10*/ cm?

Tabelle 1: Eingesetzte Zelldichte
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Die Zellen wurden in 100 pl Kulturmedium aufgenommen und auf der Membran
ausgesit. Um die Zellen auch von basolateral mit Medium zu versorgen und keinen
hydrostatischen Druck auf die Zellen auszuiiben, wurden 600 pl Kulturmedium in die
basolaterale Kammer gegeben. Die Zellen wurden dann bis zur vollstindigen Konfluenz

im Brutschrank inkubiert.

Messung der Ionenpermeabilitit

Da die Transwell® Polycarbonate Membranen nicht lichtdurchlissig sind und die Zellen
somit nicht unter dem Mikroskop beurteilt werden konnten, wurde die Messung des
elektrischen Widerstandes tiber den Monolayer durchgefiihrt. Dieser stellt ein Maf fiir
die Tonenpermeabilitit und damit fiir die Auspragung der Interzellularverbindungen dar.
Ein hoher Widerstandswert lieB auf die komplexe Ausbildung von Tight Junctions
zwischen den Zellen und damit auf einen relativ dichten Monolayer schlieBen. Fiir die
Widerstandsmessung ~ wurde eine  Elektrode des  Messgerdtes  (Millicell
Voltohmmessgerit) in das Zellmedium der apikalen Kammer, die andere Elektrode in
das Zellmedium der basolateralen Kammer eingetaucht. CSG- und MDCK-Zellen

wurden bei einem Widerstandswert von 500 Qcm? fiir den Versuch verwendet.

Verwendung von Tritium-markiertem Inulin ([*H]-Inulin) als Marker

Inulin ist ein Polysaccharid aus D-Fructose mit einem Molekulargewicht von 5,2kDa.
Es passiert Zellmonolayer ausschlieBlich parazelluldr. Wird es mit Tritium radioaktiv
markiert, so ldsst es sich als Marker einsetzen®'.

[*H]-Inulin wurde als Lyophilisat bezogen. Es wurde eine Vorratslosung der
Konzentration 1 pCurie/ul in Wasser hergestellt und bei —20°C gelagert. Fiir die
Versuche wurde die [*H]-Inulin Lésung 1:1000 in Kulturmedium verdiinnt.

Die konfluenten Monolayer wurden zweimal mit warmen PBS gewaschen. Die apikale
Kammer wurde dann mit 100 pl Kulturmedium, welches im Verhéltnis 1:1000 mit [*H]-
Inulin versetzt wurde, befiillt. Die basolaterale Kammer wurde mit 600 pl
Kulturmedium befiillt. Wurden dem Kulturmedium bestimmte Agenzien zugesetzt,
erfolgte dies sowohl fiir die apikale als auch fiir die basolaterale Kammer. Die Ansétze
wurden nun fiir die entsprechende Zeit unter normoxischen oder hypoxischen
Bedingungen inkubiert. Nach der Behandlung wurden aus der basolateralen Kammer

50ul  entnommen und in ein mit 4 ml Szintillationscocktail bestiicktes
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Szintillationsréhrchen tiberfiihrt. Die Auswertung erfolgte im Szintllationscounter iiber
die Messung des cpm-Wert (counts per minute). Pro Versuchsgruppe wurden 6
Transwell® Inserts eingesetzt. In jeder Versuchsgruppe wurden die cpm-Werte gemittelt
und auf eine unbehandelte Kontrollgruppe bezogen. Ein gegeniiber der Kontrollgruppe
(100 %) erhohter Wert sprach somit fiir eine erhohte Permeabilitit dieser

Versuchsgruppe beziiglich [*H]-Inulin.

2.6 Proliferationsmessung

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Behandlungen auf die Proliferationsféhigkeit

der Zellen zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Proliferationstests durchgefiihrt:

e CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay: Bei diesem Test
wird photometrisch die Reduktion eines Farbstoffes, die nur in lebenden Zellen

stattfindet, bestimmt

e [*H]-Thymidin Messung: Hierbei wird der Einbau von [?*H]-markiertem

Thymidin in neu synthetisierte DNA gemessen

2.6.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Die  Losung  enthdlt als  Farbreagenz = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, MTS. Die Methode beruht
nun auf einer Reduktion des bla-gelben MTS in ein dunkel-braunes Formazanprodukt
(Abbildung 9). Dieser Reduktionsschritt ist NADH/H" bezichungsweise NADPH/H"
abhingig und findet folglich nur in lebenden Zellen statt. Die Farbénderung kann
photometrisch bei 490nm gemessen werden und ist direkt proportional zur Anzahl

lebender Zellen.
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OCH,COCH SO7 OCH,COOH

N\IN O QY O
A e

MTS - Formazan

Abbildung 9: Struktur von MTS-tetrazolium und seinem Formazanprodukt

(Quelle: Promega)

Durchfiihrung

Auf einer 96-Well-Platte wurden je Well 5x10° Zellen in 100 pl Medium ausgesit und
dann bei 37°C fiir ein bis zwei Tage inkubiert. Bei einer Konfluenz von etwa 70%
wurde mit dem Versuch begonnen. Zunéchst wurde das Medium abgezogen und die
Zellen einmal mit 200 ul warmen PBS gewaschen. Dann wurden 100 pl neues Medium
mit den entsprechenden Zusdtzen hinzugegeben. Es wurden je sechs well mit der
gleichen Behandlung versehen (n=6). Die Zellen konnten nun fiir die vorher festgelegte
Zeit unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen inkubiert werden. Nach dieser
Inkubation wurden je Well 20 pl der Farblosung hinzupipettiert und erneut fiir ein bis
vier Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Darauf folgte die photometrische

Messung bei 490nm (Biowave Photometer).

2.6.2 [*H]-Thymidin-Inkorporation

Dieser Test beruht auf der Tatsache, dass proliferierende Zellen neue DNA
synthetisieren missen. Bietet man den Zellen nun mit dem Medium radioaktiv
markiertes Thymidin ([*H]-Thymidin) als Baustein der DNA an, wird dieses eingebaut.
AnschlieBend kann dann die Menge an eingebautem Tritium ([*H]) gemessen werden.

Diese ist proportional der Proliferation.
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Durchfiihrung

Auf einer 96-Well-Platte wurden je Well 5x10* Zellen in 100 pl Medium ausgesit und
dann bei 37°C fiir ein bis zwei Tage inkubiert. Bei einer Konfluenz von etwa 70%
wurde mit dem Versuch begonnen. Zunichst wurde das Medium abgezogen und die
Zellen einmal mit 200 ul warmen PBS gewaschen. Dann wurden 100ul neues Medium
mit [*H]-Thymidin (0,5 pCu) und den entsprechenden Zusdtzen hinzugegeben. Es
wurden je sechs well mit der gleichen Behandlung versehen (n=6). Die Zellen konnten
nun fiir die vorher festgelegte Zeit unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen
inkubiert werden. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen mit dem Filtermate
Harvester geerntet. Dazu wurden die Zellen zunéchst siebenmal mit Wasser gewaschen
und anschlieBend in UniFilter®-96 gesogen. Die Filter wurden dann fiir fiinf Stunden bei
37°C getrocknet. Danach wurde in jedes Filter-well 25 pl Microscint™ O gegeben. Die

Messung der Szintilation erfolgte im TopCount NXT™ mit 1 min/well.

2.7  Zytotoxitititsmessung

Mit dem Zytotoxititétstest sollte untersucht werden, ob die eingesetzten Behandlungen
eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen haben und so zu irrtiimlichen Ergebnissen bei
den Permeabilitdtsmessungen fiihren. Dieser Test wurde ebenfalls mit dem CellTiter

96" AQueous One Solution Cell Proliferation Assay durchgefiihrt.

Durchfiihrung

Die Zellen wurden auf einer 96-well Platte ausgesdt und bis zur vollstindigen
Konfluenz bei 37°C inkubiert. Erst dann folgte die entsprechende Behandlung. Wieder
wurden je sechs well mit der gleichen Behandlung versehen. Die Zugabe der

Farblosung und die photometrische Auswertung erfolgten wie oben beschrieben.
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2.8 Molekularbiologische Untersuchungen

Ziel der molekularbiologischen Untersuchungen war der qualitative und gegebenenfalls
auch quantitative Nachweis von spezifischer DNA bzw. RNA in den Zellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression der VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1
in den verschiedenen Epithelzellarten untersucht werden. Die Synthese neuer
Zellproteine, in diesem Fall die Biosynthese der beiden VEGF-Rezeptoren, erfolgt
durch Transkription der zuvor gebildeten RNA. Daher wurde zundchst die Expression
der RNA, welche fiir die beiden VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 kodiert, in den
verschiedenen Epithelzellen bestimmt. Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber die

Schritte der molekularbiologischen Untersuchungen.

Zell-Kultivierung

A 4

RNA-Isolation

'

Klonierung der
PCR-Produkte

A
Plasmid-Praparation

\ 4
Restriktionsschnitt

y

Sequenzierung
\ 4
32p-Labelling
\ 4
Reverse
Transkription (RT)
A 4 A 4 A 4
Polymerase-
Kettenreaktion — Northern Blot
(PCR)

Abbildung 10: Uberblick iiber die durchgefiihrten molekularbiologischen Untersuchungen
in schematischer Reihenfolge.
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2.8.1  Isolierung von Total-RNA

Die Total-RNA wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi isoliert*'?,

Nach der spezifischen Behandlung wurden die Zellen zweimal mit 4°C kaltem PBS
gewaschen. Durch die Zugabe von 650 pl Guanidiniumthiocyanatpuffer wurden die
Zellen lysiert und konnten anschlieBend mit einem Zellschaber abgeschabt werden und
in ein 2 ml-Eppendorfgefi3 iiberfiihrt werden. Das Lysat wurde durch Aufziehen mit
einer Injektionskaniile (22G) homogenisiert. Nach Zugabe von 65 pl Natriumacetat
(2M, pH 4,0), 650 ul wassergesittigtes Phenol und 130 pl einer Chloroform-
Isoamylalkohol-Mischung (Verhiltnis 49:1) wurden die Proben 30 Sekunden gevortext
und anschlieBend 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde fiir 15 Minuten bei
13200 g und 4°C zentrifugiert. Die entstandene wissrige Oberphase wurde in ein neues
2 ml-Eppendorfgefal} {iberfiihrt und mit 700 pl kaltem Isopropanol versetzt. Nach einer
Stunde bei —20°C wurden die Proben erneut zentrifugiert (15 min, 13200 g, 4°C) und
der Uberstand vorsichtig dekantiert. Das Pellet wurde einmal durch Aufnehmen in 700
ul 70%igen Ethanol (-20°C), Abzentrifugieren (5 min, 13200 g, 4°C) und Verwerfen
des Uberstandes gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben in 300 pl
Guanidiniumthiocyanatpuffer und 300 pl Isopropanol aufgenommen und wieder eine
Stunde bei —20°C gelagert, um die RNA zu prézipitieren. Die Proben wurden
zentrifugiert (15 min, 13200 g, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
zweimal in 70%igen Ethanol gewaschen. SchlieBlich wurden die Proben im
Vakuumtrokner getrocknet und in 15 upl Wasser aufgenommen. Nach der
spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung wurden jeweils 35 pl reinen

Ethanols hinzugegeben. Die Proben wurden dann bei —80°C gelagert.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren in einer Probe kann iiber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260nm bestimmt werden. Dabei
werden Quarzkiivetten benutzt, da Glas- oder Kunststoffkiivetten Licht im UV-Bereich

absorbieren.

Jeweils 1pl der aufbereiteten Nukleinsdure-Probe wurde mit 69ul Wasser verdiinnt und

die Absorption bei 260nm und 280nm bestimmt.
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Die Konzentration wurde errechnet nach:

c[pg/ml] = ODysx Vx F

¢ = Konzentration der unverdiinnten RNA-Losung

OD 49 = optische Dichte bei 260 nm

V = Verdiinnungsfaktor (hier V = 70)

F = Multiplikationsfaktor (bei RNA-Proben ist F = 40, bei DNA-Proben ist F = 50)

Der Quotient OD»50/OD5,gy war ein Mal} fiir die RNA-Reinheit der Probe und sollte
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Da Proteine bei 280 nm absorbieren, war ein kleinerer

Quotient ein Hinweis auf eine Proteinkontamination der Probe.

2.8.2 mRNA-Isolierung mit Dynabeads® Oligo (dT)2s

Der groBte Teil der isolierten Total-RNA der Zellen besteht aus ribosomaler RNA
(rRNA) und Transfer-RNA (tRNA). Nur etwa 1 — 5 % sind Messenger-RNA (mRNA).
Da es aber bei den molekular-biologischen Untersuchungen um die Expression eben
dieser mRNA ging, wurde eine mRNA Isolierung durchgefithrt. Dazu wurden
Dynabeads® Oligo(dT),s von Dynal Biotech benutzt.

Die mRNA eukaryotischer Zellen zeichnet sich, im Gegensatz zur rRNA und tRNA,
durch einen am 3’- Ende angehdngten Poly-(A)-Schwanz, bestehend aus 20 — 250

Adenosin Nukleotiden, aus. Dieser Umstand wird bei der mRNA Isolierung ausgenutzt.

Die Dynabeads® sind magnetische Kiigelchen mit einem Durchmesser von 2,8 pm (£0,2
um), an die eine oligo-dT-Sequenz gebunden ist. Die kann an den Poly-(A)-Schwanz
der mRNA binden. Mit Hilfe eines Magneten konnen dann die Dynabeads” mit der
gebundenen mRNA prézipitiert werden und die rRNA sowie die tRNA aus dem Ansatz
herausgewaschen werden. Durch Erhitzen kann die Bindung von Dynabeads® und

mRNA wieder gelost werden®"”.

36



Methoden

Durchfiihrung

Nach der Behandlung wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
Anschliefend wurde 1 ml des Lysispuffers hinzugegeben, das Zelllysat mit einem
Zellschaber abgeschabt und in ein 2 ml Eppendorfgefil} iiberfiihrt. Durch Aufziehen mit

einer Injektionskaniile (22G) wurde das Lysat homogenisiert.

Mit Hilfe eines Magneten wurden 250 pl der Dynabeads® Oligo(dT),s einmal mit
Lysispuffer gewaschen. Das Lysat wurde hinzugegeben und der Ansatz fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schwenken inkubiert, damit die mRNA an
die Dynabeads® binden konnten. Das Gefdl (1,5 ml Eppendorf) wurde an den
Magneten gestellt, woraufhin sich die Dynabeads” mit der gebundenen mRNA an der
Wand des Gefiles sammelten. Der Uberstand konnte dann vorsichtig abgesaugt
werden. Anschliefend wurde in der gleichen Weise zweimal mit Waschpuffer A und
einmal mit Waschpuffer B gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Dynabeads” in 25 pl RNA-Probenpuffer suspendiert; fiir 2 min bei 85°C inkubiert und
wieder an den Magneten gestellt. Die nun im Probenpuffer geloste mRNA wurde
abgezogen und in ein neues GefiB iiberfiihrt und bei —80°C gelagert. Die Dynabeads®

konnten dann mit 0,1M NaOH gewaschen und so bis zu viermal wiederbenutzt werden.

Sollte die mRNA fiir die RT-PCR benutzt werden, wurde die mRNA in 25 pl 10mM
Tris/HCI, pH 7,5 eluiert. Auerdem wurden nur neue Dynabeads” verwendet, um eine
Kontamination mit fremd mRNA wund damit ein falsch positives Ergebnis

auszuschlief3en.

2.8.3  Reverse Transkription — Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wurde zunéchst ein der RNA komplementidrer DNA Strang (cDNA)
synthetisiert. Hierzu wurde die aus Retroviren isolierte reverse Transkriptase - eine
RNA-abhéngige DNA-Polymerase - sowie unspezifische hexamere Random-Primer
verwendet. Spezifische DNA Fragmente der gebildeten cDNA konnten anschlielend
mit Hilfe der Taq-Polymerase und spezifischen Primern amplifiziert werden. Die
Polymerasekettenreaktion (PCR) umfasste einen Denaturierungsschritt, einen
Annealingschritt und einen Elongationsschritt. Denaturiert wurde bei 94°C, dabei
trennten sich die beiden Stringe der Template-DNA. AnschlieBend wurde auf die

Annealingtemperatur abgekiihlt, so dass es zur Hybridisierung der im Uberschuss
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vorhandenen Oligonukleotidprimer an die einzelstringige Template-DNA kam. Die
Annealingtemperatur lag Primer-spezifisch etwa 10°C unterhalb der Schmelztemperatur
(Tm) der Primer. Danach wurde die Temperatur auf 72°C, das Temperaturoptimum der
Tag-Polymerase, erhoht, wobei der Primer verldngert wurde, bis wieder eine
doppelstrangige DNA vorlag, die der urspriinglichen Template-DNA exakt glich. Diese
3 Schritte wurden in einem speziellen Gerit (Thermocycler) 25 bis 35 mal wiederholt.
Die DNA wurde anschlieBend mittels Ethidiumbromidfarbung im Agarosegel sichtbar
gemacht.

Bei der Auswahl der Primersequenzen fiir die PCR wurde darauf geachtet, dass diese
spezifisch mit der Zielsequenz hybridisierten. Die zur Primerwahl benétigten Sequenzen
der jeweiligen RNA wurden entsprechenden Datenbanken entnommen (genebank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Durch Computergestiitzten Homologievergleich der
gewdhlten  Primersequenzen mit entsprechenden ~ Datenbanken (Blast;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) wurden unspezifische Hybridisierungen ausgeschlossen.

Als Primer wurden verwendet:

Flt-1 forward: 5° - CTG CCA CTC TCA TTG TAA ACG - 3°
Flt-1 reverse: 57 - GAC AGT TTC AGG TCC TCT CC - 3°
Flk-1 forward: 5 - GTT TGC AAG AAC TTG GAT GCT C - 3°
Flk-1 reverse: 57 - CCT GGC AGG TGT AGA GGC C - 3°
Durchfiihrung

Reverse Transkription:

Aus den Ansidtzen der mRNA-Isolierung wurden 10,5 pl aliquotiert und mit 1 ul ANTP
Mix und 0,5 pl Random-Primer (3 pg/ul) versetzt. Die Proben wurden dann fiir 5
Minuten auf 65°C erhitzt und sofort wieder auf Eis gelagert. Dadurch wurde die
Bildung von Sekundérstrukturen in der RNA verhindert. Nun wurden 4 pl 5x First-
Strand Buffer, 2 pl DTT (0,1M), 1 ul RNasin® und 1 pl Superscript™ II Rnase H
Reverse Transcriptase (200 units) hinzupipettiert und durch mehrmaliges auf- und
abpipettieren alles gut durchgemischt. Damit die Random-Primer an die RNA binden

konnten, wurde der Ansatz fiir 10 Minuten bei 25°C inkubiert. Hiernach wurde fiir 50
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Minuten bei 42°C, dem Temperaturoptimum der reversen Transcriptase, inkubiert.
Durch Erhitzen auf 70°C fiir 15 Minuten wurde die Transcriptase inaktiviert und damit
die Reaktion gestoppt. Die synthetisierte cDNA konnte nun direkt als Template fiir die
PCR genutzt oder bei 4°C gelagert werden.

Polymerasekettenreaktion (PCR):

Die PCR wurde mit dem Taq PCR Core Kit (Qiagen GmbH) nach den Angaben des
Herstellers mit 1-2 pl cDNA und je 0,5ul Primer durchgefiihrt.

Programm: 2min  94°C
30sec 94°C (Denaturierung)
30sec  56°C (Annealing) 35 Durchgénge
60 sec  72°C (Elongation)
4°C (Lagern)

2.8.4 DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese bietet die Moglichkeit, Nukleinsduren (RNA und DNA) ihrer
Kettenlinge nach aufzutrennen. Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen
wandern Nukleinsduren im elektrischen Feld zur Anode. Dabei gelangen kleine
Molekiile schneller durch die Poren des Agarosegels als grofle Molekiile. Durch Zugabe
von Ethidiumbromid, das sowohl an DNA als auch an RNA bindet, kénnen die
Nukleinsduren anschlieend im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Ab einer

S . . 214
Nukleinsduremenge von mindestens 25 ng kann eine Bande erkannt werden™ .

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1% Agarose in 1x TBE-Puffer eingewogen und
aufgekocht. Der Losung wurde nach Abkiihlung auf 50°C Ethidiumbromid zugesetzt
und in eine Elektrophoresekammer mit Kamm gegossen. Nach dem Auspolymerisieren
des Gels wurde die Kammer mit 1x TBE-Puffer iibergossen und die DNA mit DNA-
Probenpuffer in die Taschen geladen. Die Elektrophorese wurde mit 10 V/cm
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel mit dem GeneGenius System von Syngene

fotographisch dokumentiert.
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2.8.5  Elution der DNA aus dem Agarosegel

Um DNA-Fragmente aus dem Agarosegel zu eluieren, wurde das UltraClean™ 15 DNA
Purification Kit der Firma MoBio Laboratories Inc. benutzt. Nach der Elektrophorese
wurde die entsprechende DNA-Bande ausgeschnitten und die Agarose irreversibel in
einer chaotropischen Salz-Losung geschmolzen. Die DNA konnte derweil an die
zugegebenen Silica-Partikel binden. Der Silica/DNA Komplex wurde pelletiert und die
geschmolzene Agarose verworfen. Nach einem Waschschritt konnte die DNA in
Wasser aufgenommen werden. Die Elution wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Konzentration und die mogliche Verunreinigung des Eluates wurden

photometrisch anhand der ODy69 und ODag0/280 bestimmt.

2.8.6 Einbau der PCR-Produkte in einen Vektor

Um die PCR-Produkte in gréBerem MaBle zu vermehren und dauerhaft haltbar
zumachen, wurden sie in einen Vektor einkloniert und in kompetente Bakterienstimme
transformiert. Der verwendete pGEM®-T Easy Vektor (Abbildung 11) enthielt unter
anderem eine Ampicillinresistenz und das lacZ’Gen. Dadurch konnte spéter eine

Selektion der richtigen Kolonien vorgenommen werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des pPGEM®-T Easy Vektors (Quelle: Promega)
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Die Ligation der PCR-Produkte wurde mit dem pGEM®-T Easy Vektor Kit nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Da die Tag-Polymerase an die 3'-Enden der
PCR-Fragmente jeweils ein iiberhdngendes dA-Nukleotid anhéngt, konnen diese DNA-
Fragmente direkt in einen gedffneten T-Vektor ligiert werden, der komplementire dT-

Uberhiinge aufweist.

2.8.7 Transformation von Bakterien

Kompetente Bakterien des Stammes JM109 wurden auf Eis aufgetaut. 10-100 ng der
Plasmid-DNA wurden zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte
bei 42°C ein Hitzeschock fiir 45 sec. 1 ml LB-Medium wurde zu den Bakterien gegeben
und 1 h bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit konnten die Bakterien, die das Plasmid
aufgenommen hatten, die darin kodierte Ampicillinresistenz aufbauen. Der Ansatz
wurde anschlieBend pelletiert, in 100 pl LB-Medium resuspendiert, mit dem
Drygalskispatel auf einer LB-Platte ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Dadurch konnten Bakterien, bei denen die Transformation nicht erfolgreich war,

ausselektiert werden.

2.8.8  Blau-Wei}-Differenzierung

Um nur solche Bakterien auszuselektieren, bei denen das PCR-Fragment auch
tatsdchlich in den Vektor eingebaut wurde, wurde eine Blau-WeiB-Differenzierung
durchgefiihrt. Der verwendete pGEM®-T Easy Vektor trigt um die multiple
Klonierungssequenz herum das lacZ” Gen, der verwendete Bakterienstamm JM109

kodiert fiir den C-Terminus der 3-Galactosidase.

Auf einer LB-Platte wurden mit Hilfe eines Drygalskispatels 40 pl X-Gal (20 ng/ml)
und 4 pl IPTG (200 ng/ml) gleichmaBig verteilt und bei 37°C mindestens 1 h vor dem
Ausstreichen des Transformationsansatzes inkubiert. Nach der Inkubation iiber Nacht
bei 37°C konnten weille von blauen Kolonien unterschieden werden. Bakterien, die ein
Plasmid mit einem intakten lacZ” Gen tragen, sind in der Lage das kiinstliche Substrat
X-Gal zu spalten und bilden daher blaue Kolonien. Durch Klonierung eines Fragmentes
in die multiple Klonierunssequenz ist das lacZ” Gen inaktiv und die Bakterien, die es

enthalten, sind daher weil3.

41



Methoden

2.8.9  Plasmidpriparation

Zur Vermehrung der erhaltenen Klone wurden Mini- und Midikulturen angelegt. Mit
einer autoklavierten Pipettenspitze wurde eine weille Kolonie gepickt und in 3 ml LB-
Medium gegeben. Aus dieser Minikultur wurden 10 pl zu 50-100 ml LB-Medium
gegeben und tiber Nacht bei 37°C und 250 rpm geschiittelt.

Die Priiparation der Plasmid-DNA erfolgte nach der Herstelleranleitung des Wizard®
Plus Mini/Midiprep Purification system.

2.8.10 Anlegen von Glyzerinstocks der Bakterienklone

850 pul einer transformierten Bakterienkulturlosung wurden mit 150 pl Glyzerin
gemischt und bei —80°C gelagert. Um gelagerte Klone wieder in Kultur zu bringen,
wurden diese mit einer ausgeglithten Impfose auf LB-Platten ausgestrichen und tiber
Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend konnte mit der oben beschriebenen

Plasmidpraparation fortgefahren werden.

2.8.11 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Sequenzen in der DNA und schneiden
so, dass ein 5°, 3’-Uberhang oder glatte Enden entstehen. Bei dem verwendeten

pGEM®-T Easy Vektor wurde EcoR I als Endonuklease benutzt.

30-50 pg Plasmid-DNA wurden 10 pl EcoR I und 10 pul Multi Core Buffer (10x)
zugesetzt und mit Wasser auf 100 ul aufgefiillt. Der Ansatz wurde dann fiir mindestens
2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die geschnittene DNA wurde dann in einem 1,3%
Agarosegel elektrophoretisch getrennt und das gewliinschte Fragment aus dem Gel

eluiert.

2.8.12 DNA-Sequenzierung nach Sanger

DNA-Sequenzierung ist die Bestimmung der DNA-Sequenz, d.h. der Nukleotid-
Abfolge in einem DNA-Molekiil. Es wurde dazu des AutoRead™ Sequencing Kit von

PharmaciaBiotech verwendet und der A.L.F. DNA Sequencer eingesetzt.
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Das Prinzip dieser Sequnzierung beruht auf dem Einsatz von Didesoxynukleotiden, die
aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxylgruppe zur vorzeitigen Termination der DNA-
Synthese fiihren. Einzelstrangige DNA dient als Matrize. Ein Primer mit freier 3"-OH-
Gruppe ist komplementér zu einer kurzen Sequenz, davon ausgehend synthetisiert eine
DNA-Polymerase die DNA-Stringe. Dem Reaktionsansatz wurden neben den
Desoxynukleosidtriphosphaten aller vier Basen (dNTPs) auch Fluoreszenz-Farbstoff
markierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugegeben. Den
Didesoxynukleosidtriphosphaten fehlte die 3'-OH-Gruppe. Sie wurden von der DNA-
Polymerase wie die Desoxynukleosidtriphosphate eingebaut, fithrten dann jedoch zum
Kettenabbruch. Durch den statistisch verteilten Kettenabbruch entstand ein Gemisch aus
Fragmenten verschiedener Lédnge. Alle Fragmente hatten das gleiche 5°-Ende, aber
verschiedene 3'-Enden. Die entstandenen Kettenabbruchprodukte wurden mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt.
Die ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes zeigten dadurch Fluoreszenzen
unterschiedlicher Farbe und konnnten so von einem Detektor erkannt werden.

Computergestiitzt konnte dann daraus letztlich die DNA-Sequenz errechnet werden.

2.8.13 Northern Blot

Beim Northern-Blot wird elektrophoretisch aufgetrennte RNA durch kapillare Krifte
aus dem Gel auf eine Nylonmembran iibertragen. Die Membran ist positiv geladen und
ermoglicht so eine elektrostatische Bindung der negativ geladenen RNA. Eine kovalente
und damit dauerhafte Bindung der RNA an die Nylonmembran erfolgte durch
sogenanntes ,,cross-linken* mit UV-Licht. Dieses aktiviert Thymin- und Uracilreste der

RNA, die daraufhin mit den priméren Amingruppen der Nylonmembran reagieren.

Durchfiihrung

Fir die RNA-Gelelektrophorese wurde ein 1%iges Formaldehyd-Agarosegel
verwendet. Dazu wurden 2,5 g Agarose in 210 ml Wasser eingewogen und aufgekocht.
Nach Zugabe von 25 ml MOPS-Losung (10x) und 13 ml Formaldehyd (37%ig) wurde
die Losung in eine Elektrophoresekammer gegossen. Nach Abkiihlen und

Auspolymerisieren des Gels wurde dieses mit MOPS-Losung (1x) tibergossen.
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Fiir die elektrophoretische Auftrennung von Total-RNA wurden 15 pg der RNA im
Vakuumtrockner getrocknet und in 20 pl RNA-Probenpuffer aufgenommen. Die
mRNA-Proben wurden in RNA-Probenpuffer eluiert und konnten somit direkt
verwendet werden. Zur Denaturierung der RNA wurden die Proben 10 min bei 65°C

unter Schiitteln inkubiert und konnten dann auf das Gel aufgetragen werden.

Es wurde eine Spannung von 100 V angelegt. Die Laufzeit betrug etwa 3 Stunden. Nach
der Gelelektrophorese wurde die Qualitdt der isolierten RNA unter UV-Licht beurteilt
und mit Hilfe des GeneGenius von Syngene fotographisch dokumentiert. Das Gel

wurde anschliefend in 2x SSC-Losung gewaschen.

Fir die Blot-Apparatur wurde Zellstoff auf einer Kunststoffplatte etwa 10 cm hoch
gestapelt. Hierauf wurden zwei Lagen mit 10x SSC-Losung getranktes 3MM-Papier,
die Nylonmembran Duralon UV™ sowie das RNA-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Zwei
lange Streifen 3MM-Papier wurden in 10x SSC-Losung getrdankt und so, ebenfalls
luftblasenfrei, auf das Gel gelegt, dass ihre Enden in den Wannen mit 10x SSC-Losung
zu liegen kamen. Eine Kunststoffplatte und ein Gewicht, etwa 1,5 Kg, bildeten den
Abschluss nach oben. Geblottet wurde tiber Nacht (etwa 16 Stunden) bis der
Zellstoffstapel vollstandig mit SSC-Losung getriankt war (Abbildung 12).

Die Membran wurde anschlieBend in 2x SSC-Losung gewaschen und zwischen zwei
Lagen 3MM-Papier getrocknet. Unter UV-Licht konnten die 18S- und die 28S-rRNA-
Banden sowie die RNA-Marker beurteilt und auf der Membran markiert werden. Die
Fixierung der RNA auf der Nylonmembran erfolgte in einem UV-Stratalinker durch

,,cross-linken®.

I | ] rRNA-Gel
—
—————————— [l Duralon UV™ Membran

D 3MM-Panier
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— Briicke aus 3MM-Papier
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Northern Blot Apparatur
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2.8.14 *?P-Markierung von cDNA-Sonden

cDNA-Sonden wurden mittels ,,random priming* radioaktiv markiert. Es wurde der

rediprime I[I™, RandomPrime Labeling Kit verwendet.

Das Prinzip des random priming beruht darauf, dass Hexanukleotide verschiedenster
Basenfolge mit dem zu markierenden Fragment hybridisieren und so dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase als Start dienen. Die Polymerase synthetisiert dann
einen komplementdren Strang, wobei radioaktiv markierte Nukleotide eingebaut

werden, in diesem Fall das a-*P dCTP.

Durchfiihrung

Fiir die Markierung wurden 50 ng DNA in einem Volumen von 46 pl fiir 5 min bei
100°C denaturiert. Nach einer kurzen Zentrifugation wurde der Ansatz in das
Reaktionsgefd3 des rediprime-Kits, welches das Klenow-Fragment, Hexanukleotide,
dATP, dTTP und dGTP enthilt, iiberfiihrt. Dann wurden 4 pul o-**P dCTP hinzugefiigt

und mindestens 10 min bei 37°C inkubiert.

Zur Quantifizierung der Markierungsreaktion, d.h. zur Messung der Menge an
eingebautem radioaktivem Nukleotid, wurde 1 pl des Ansatzes auf einen Streifen
Whatman DES81-Papier, welcher zwischen zwei Objekttragern eingeklemmt wurde,
gegeben und in eine Pufferwanne mit 0,5M KH,PO, gehéngt. Freie, nicht eingebaute
Nukleotide wandern schneller als das zu markierende bzw. das markierte Fragment.
Nach dem Trocknen des Streifens wurde dieser etwa lcm unterhalb der
Auftragungsstelle durchgeschnitten, oberer und unterer Abschnitt in verschiedene
Szintillationsré6hrchen gegeben und die Zerfille pro Minute (counts per minute, cpm) im
Betacounter gemessen. Aus dem Verhiltnis oberer Abschnitt (markierte Fragmente) und
Gesamtaktivitédt (unterer Abschnitt (freie Nukleotide) + oberer Abschnitt) konnte dann
die Einbaurate errechnet werden. Sie sollte mindestens 30% betragen und die

Hybridisierungslésung sollte mindestens 1 mio counts pro ml enthalten.

Einbau = cpm [oberer Abschnitt] / (cpm [oberer Abschnitt] + cpm [unterer Abschnitt])
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2.8.15 Hybridisierung mit cDNA-Sonden

Hybridisierungen von Northern Blots mit cDNA-Sonden erfolgten nach den Angaben
des Herstellers der verwendeten Membran. Zundchst wurde mit 10 ml
Hybridisierungspuffer pro Membran fiir mindestens 2 h bei 42°C prahybridisiert. Nach
Zugabe der **P-markierten cDNA-Sonden wurde iiber Nacht bei 42°C hybridisiert.
Hiernach wurde die Membran stringent gewaschen, wobei mit 2x SSC / 0,1% SDS bei
RT begonnen wurde und je nach Sonde und Stringenz die Salzkonzentration verringert
oder die Temperatur erhoht wurde. Die feuchte Membran wurde dann in
Frischhaltefolie eingeschlagen und tiber Nacht in einer Phosphorlmager-Kassette oder
auf einem Rontgenfilm exponiert. Die Auswertung der Blots erfolgte mit dem Gene

Genius Biolmaging System.

2.8.16 Strippen der Northern Blots

Nach der Auswertung wurden die Northern Blot Membranen gestrippt und konnten
dann mit einer anderen *’P-markierten Sonde hybridisiert werden. Dazu wurde die
Membran fiir 45 min bei 80°C in ausreichend 0,1 %iger SDS-Losung geschwenkt. Die
feuchte Membran wurde dann in Frischhaltefolie eingeschlagen und iiber Nacht in einer
Phosphorlmager-Kassette exponiert. So konnte sichergestellt werden, dass keine

markierten Sonden mehr an dem Blot gebunden waren.
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2.9 Proteinanalyse

2.9.1 Proteinisolierung aus Zellen

Nach der Behandlung wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und
anschlieBend mit 1 ml Proteinlysis-Puffer versetzt. Nach einer Inkubation von 20
Minuten bei 4°C wurde das Zelllysat mit einem Zellschaber abgeschabt, in ein 1,5 ml
Eppendorfgefdl tiberfiihrt und mit einer Injektionskaniile (22G) homogenisiert. Dann
wurden die Proben bei 13000 g, 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert und der Uberstand bei

—20°C eingefroren. Das Pellet wurde verworfen.

2.9.2 Bestimmung des Proteingehalts

Um die Western Blots gleichméfig beladen zu konnen, war es vonnéten, den
Proteingehalt in den Proben zu bestimmen. Dazu wurde der DC Protein Assay von
Biorad benutzt. Die Methode beruht auf einer von Lowry beschriebenen Reaktion von
Proteinen mit einer alkalischen Kupfertartratldsung und dem Folinreagenz®'>. Wie beim
Lowry assay sind zwei Schritte fiir die Farbentwicklung nétig: Die Reaktion zwischen
Protein und Kupfer in alkalischer Losung und die daran anschlieBende Reduktion des
Folinreagenzes durch das kupferbehandelte Protein. Eine Farbentwicklung ist
hauptsédchlich auf die Aminosduren Tyrosin und Tryptophan und weniger auf Cystein
und Histidin zuriickzufiihren”'. Proteine erzielen eine Reduktion des Folinreagenzes
durch Verlust eines, zweier oder dreier Sauerstoffatome. Dadurch werden eine oder
mehrere mogliche reduzierte Formen des Folinreagenzes mit charakteristischer
Blaufirbung mit einem Absorptionsmaximum bei 750 nm und einem

Absorptionsminimum bei 405 nm erzielt.

Die Durchfiihrung des Protein-Assay erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Fiir
die Standardkurve wurde bovines Serumalbumin (BSA) in acht verschiedenen
Konzentrationen von 0-1400 pg/ml eingesetzt. Die statistische Auswertung der

Messwerte erfolgte mit der Software Magellan™ von TECAN.
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293 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  bietet die Maoglichkeit, Proteine
entsprechend ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Die Proteine werden dabei durch
das dem Polyacrylamidgel zugesetzte amphipathische SDS negativ geladen und bilden
ein Protein-SDS-Komplex, dessen Gesamtladung der GroBe des Proteinmolekiils
proportional ist. Im elektrischen Feld des SDS-Polyacrylamidgels bewegen sich die
negativ.  geladenen  Proteinkomplexe daher zur  Anode  hin. Thre
Wanderungsgeschwindigkeit ist proportional zum Logarithmus ihres
Molekulargewichtes und wird durch die Porengrofle des Gels, abhédngig von der

Polyacrylamid-Konzentration, und der angelegten Spannung bestimmt.

Verwendet wurden die 6% Tris-Glycin Fertiggele der Firma Anamed sowie die 10%

Bis/Tris Fertiggele der Firma Invitrogen.

Durchfiihrung

Aus den Proben wurden je 25 pg Protein im Vakuumtrockner eingetrocknet und
anschlieBend in 15 pl Sample-Buffer — SDS-Proben-Puffer bei 6% Tris-Glycin Gelen
und NuPAGE®"LDS Buffer bei 10% Bis/Tris Gelen — aufgenommen. Durch Erhitzen
wurden die Proteine denaturiert. AnschlieBend wurde die gesamte Menge in die
Taschen der Fertiggele transferiert. Zusétzlich wurde als GroBenmarker der Rainbow™
coloured protein molecular weight marker, Amersham aufgetragen. Spannung und
Laufpuffer waren vom Gel abhingig und wurden nach den Angaben des Herstellers

verwendet.

294 Western Blot

Mit der Technik des Western Blot ist es moglich, die im SDS-Polyacrylamidgel der
GroBe nach aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran zu tibertragen und
dann spiter mit einem spezifischen Antikorper zu detektieren. Die Ubertragung erfolgt
wiederum durch eine angelegte Spannung. Die Bindung der Proteine an die

Nitrozellulose basiert auf elektrostatischer- und Wasserstoftbriickenbindung.
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Die Durchfiihrung des Western Blot erfolgte in einer NaBlblotkammer von Invitrogen
nach den Angaben des Herstellers. Abbildung 13 zeigt schematisch den Aufbau der

Kammer.

Schwamm

I:l 3MM-Papier

- Hybond ECL Membrane

|:| SDS-Polyacrylamidgel

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Naf3blotkammer von Invitrogen

2.9.5  Ponceaufirbung

Bei der Ponceaufirbung handelt es sich um eine reversible Anfiarbung aller Proteine auf
der Nitrozellulose-Membran. So konnte beurteilt werden, ob tatsdchlich gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden, das Gel eine gute Auftrennung der Proteine

aufwies und die Proteine auch auf die Nitrozellulose-Membran iibertragen wurden.

Hierzu wurde die Membran mit Ponceaulosung iiberschichtet. Nach etwa 3 Minuten
wurde die liberschiissige Losung mit Wasser entfernt und es stellten sich rot gefirbte
Proteinbanden dar. Zur Dokumentation wurde die Membran gescannt und anschlieSend

die Farbung mit reichlich Wasser abgewaschen.
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2.9.6 Spezifische Immunreaktion und ECL-Detektion

Bei dieser Methode binden spezifische Antikorper an die zu detektierenden Proteine auf
der Nitrozellulose-Membran. Nach einem Waschschritt wird ein zweiter Antikorper, der
gegen den ersten Antikorper gerichtet und mit einem Enzym, der Horseradish
Peroxidase (HRP), konjugiert ist, hinzugegeben. Die Peroxidase katalysiert unter
alkalischen Bedingungen zunichst die Reduktion von Hydrogenperoxid, welches
daraufhin Luminol oxidiert, wodurch eine Chemieluminiszenz bei einer Wellenldnge
von ca. 428 nm entsteht. Ein gegen die Nitrozellulose-Membran exponierter blaulicht-
sensitiver Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham) stellt nach seiner Entwicklung die

detektierten Proteine als schwarze Banden dar (Abbildung 14).

Um Hintergrundsignale, die durch unspezifische Bindung zwischen Antikorper und
Nitrozellulose-Membran entstehen, zu verhindern, wurde mit Milch oder Rinder

Serumalbumin (BSA) geblockt.

-\. o R & h\\‘
Secondary Ab-HRE Oxidised
Peracid )
product
ﬁ <‘ Oxiclised form /
Protein of enzyme Light ~
Primarv Ab ]Lmnn{ﬂ /
Q " +
enhancer

Hybond ECL Hyperfilm ECL

Abbildung 14: Prinzip des ECL-Detektionssystem (Quelle: Amersham)

Durchfiihrung

Der Filter wurde 1 h bei RT mit 5% Milch in TBS-T geblockt und anschlieBend UN mit
dem ersten Antikorper, verdiinnt in 5% Milch in TBS-T, bei 4°C inkubiert. Danach
wurde zweimal kurz und dreimal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen. Der zweite
Antikérper wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 in 5% Milch in TBS-T zugegeben.

Nach einer Inkubation von 1 h bei RT wurden durch Waschen mit TBS (zweimal kurz,
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dreimal 10 min) die nicht gebundenen Antikorper entfernt. Nun folgte die ECL-
Detektion, die nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt wurde. Die Filter wurden
dann luftblasenfrei in Saranwrapfolie eingepackt. Die Belichtungszeit der Rontgenfilme
lag je nach gesuchtem Protein und verwendetem Detektionssystem zwischen 10

Sekunden und 10 Minuten.

Eine Liste der verwendeten Antikorper und der eingesetzten Verdiinnungen findet sich

im Anhang dieser Arbeit.

2.9.7 Strippen der Western Blots

Durch Strippen mit wenigen ml Stripping-Puffer bei 50 °C fiir 20 Minuten konnte die
Protein-Antikorper Bindung aufgehoben werden und der Filter anschlieBend mit einem
anderen Antikorper behandelt werden. Auf diese Weise wurde jeder Filter mit bis zu

drei Antikoérpern behandelt.

2.10 Immunzytochemie

Bei der Immunzytochemie werden zunédchst die Zellen fixiert und anschlieend
permeabilisiert. Dann wird mit einem spezifischen Antikorper, der gegen das gesuchte
Protein gerichtet ist, inkubiert. Nach Entfernen der nicht gebundenen Antikorper durch
mehrfache Waschschritte wird mit einem zweiten Antikorper, der gegen das IgG des
ersten Antikorper gerichtet ist, inkubiert. Dieser zweite Antikorper ist Cy3-konjugiert
und zeigt so bei Bestrahlung mit kurzwelligem Licht im Bereich von 525-560 nm eine

starke Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop.

Durchfiihrung

Die Zellen wurden auf 8-Kammer Objekttrigern ausgesit und bis zur vollstdndigen
Konfluenz im Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde abgezogen und die Zellen mit

PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die entsprechende Behandlung.
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2.10.1 Bindung des 1. und 2. Antikorpers

Nach der Behandlung wurde wieder das Medium abgezogen und erneut mit PBS
gewaschen. Es folgte dann die Fixierung des Monolayers mit 1% Paraformaldehyd (5
min bei 37°C). Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 0,05%
Triton (in PBS) permeabilisiert (5 min bei 37°C) und wieder zweimal mit PBS
gewaschen. Um unspezifische Bindungen des zweiten Antikérpers zu vermeiden, wurde
fiir mindestens 30 Minuten mit 10% Serum der Herkunftsspezie des zweiten
Antikorpers inkubiert. In diesem Falle handelte es sich dabei tiberwiegend um Goat-

Serum.

Nach erneutem Waschen wurde dann der erste Antikorper in der entsprechenden
Verdiinnung aufgetragen und fiir 60 Minuten bei 37°C oder UN bei 4°C inkubiert. In
drei Waschschritten (3, 5 und 10 Minuten) wurden die nichtgebundenen Antikérper
heruntergewaschen. Hiernach wurde der zweite Antikorper in einer Verdiinnung von
1:400 in PBS aufgetragen und fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Wieder wurde
dreimal mit PBS gewaschen (3, 5 und 10 Minuten).

Eine Liste der verwendeten Antikérper und der eingesetzten Verdiinnungen findet sich

im Anhang dieser Arbeit.

2.10.2 Kernfirbung

Sollte eine Kernfirbung durchgefithrt werden, wurde hierzu 4,6-diamidino-2-
Phenylindol (DAPI) 1:4000 in PBS verdinnt und fiir 1 Minute aufgetragen.

AnschlieBend wurde mehrfach mit PBS gewaschen.

2.10.3 Eindeckeln der Priparate

Eingedeckelt wurden die Prdparate mit Mowiol. Da Mowiol eine sehr geringe

Eigenfluoreszenz aufweist, ist es besonders geeignet fiir die Immunzytochemie.

Fiir die Herstellung der Mowiol-Losung wurde 1 g Mowiol in 4 ml PBS bei pH 8,0
unter 16stiindigem Riihren bei RT gelost. Nach Zugabe von 2 ml wasserfreiem Glycerin
wurde fiir weitere 16 Stunden geriihrt. Nach Entfernung ungeldster Mowiolreste durch

Zentrifugation konnte die Losung bei 8°C gelagert werden.
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Ein Tropfen des sehr zéhfliissigen Mowiols wurde auf das Prdparat aufgetragen und
dann ein geschliffenes Deckglas vorsichtig aufgelegt und ganz leicht angedriickt. Die
Objekttriger wurden dann in einer lichtdichten Kammer bei 4°C UN gelagert. In dieser

Zeit konnte das Mowiol aushirten.

2.10.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die optische Auswertung der Préparate erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leica
mit den Immersionsobjektiven 63x und 100x (MPL Fluotar 63/0,75 Oil und 100/1,0
Oil). Licht lieferte eine 50 W Quecksilberhochdrucklampe der Firma Osram, Typ HBO
50 W. Es wurden die Okulare Periplan GW 10x eingesetzt. Um die Préparate zur

Fluoreszenz anzuregen, fand das Verfahren der Auflichtfluoreszenz Verwendung.

2.10.5 Kontrollpriparate

Um eine mogliche unspezifische Bindung des 2. Antikorpers mit Antigenen der Zellen
zu erkennen wurden Negativkontrollen durchgefiihrt. Hierbei wurden die Prdparate
lediglich mit dem 2. Antikorper ohne vorherige Inkubation mit dem 1 Antikorper

behandelt. Alle anderen Schritte erfolgten wie beschrieben.

Bei keinem der durchgefiihrten Tests zeigte sich dabei eine unspezifische Bindung des

2. Antikorpers.

2.11  Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM ausgedriickt. Zur Ermittlung von
statistischen Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen wurde der unpaired t-Test
bei unbekannter Varianz durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 gegentiber der

Kontrollgruppe wurde als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitit an
Endothelzellen

Viele vorausgegangene in vitro und in vivo Studien zeigten bereits, dass Hypoxie an
Endothelzellen eine Hyperpermeabilitdt bewirkt. Weiter konnte gezeigt werden, dass
diese Hypoxie—induzierte Hyperpermeabilitéit iiber VEGF vermittelt wird. VEGF wirkt
iiber eine Bindung an einen seiner beiden Tyrosin-Kinase-Rezeptoren Flt-1 oder Flk-1.
Welcher der beiden Rezeptoren nun verantwortlich ist fiir die Vermittlung der
permeabilititssteigernden Wirkung von VEGF wird in der Literatur kontrovers

diskutiert.

Zur Klarung dieser Frage wurden mikrovaskuldre Gehirnendothelzellen vom Schwein
(BMEC) mit verschiedenen Subtypen von VEGF, welche unterschiedliche

Bindungsaffinititen zu den beiden VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 aufweisen,
behandelt.

250
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[*H]-Inulin flux Gr/Ctotal
[% der Kontrollgruppe]

50 +

C VEGF PIGF VEGF-E

Abbildung 15: VEGF und PIGF, aber nicht VEGF-E erhohen die Permeabilitit des
BMEC-Monolayer gegeniiber [*H]-Inulin.

Der BMEC-Monolayer wurde fiir 3h mit VEGF (10ng/ml), PIGF (10ng/ml) und VEGF-E
(10ng/ml) behandelt. Allen Ansitzen wurde das Antioxidans a-LA zugesetzt. Die
Mittelwerte der Kontrollgruppen (Normoxie, keine Zugabe von Agenzien) wurden auf
100% gesetzt (Die Werte stellen die Mittelwerte £ SEM dar; n=24, *p<0,05 beziiglich der
Kontrollgruppe).
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PIGF, das lediglich an Flt-1 bindet, erhohte dabei die Permeabilitit des
Endothelzellmonolayers in gleicher Weise wie VEGF. Das virale VEGF-Homolog
VEGEF-E, das nur an Flk-1 bindet, bewirkte keine Anderung der Permeabilitiit
(Abbildung 15).

Die Ergebnisse lieBen somit vermuten, dass die VEGF-induzierten Verdnderungen der
Permeabilitdit am BMEC-Monolayer durch Aktivierung von Flt-1, und nicht von Flk-1,

vermittelt werden.

Um diese Vermutung zu untermauern, wurden Versuche mit Antisense (AS) -
Oligonukleotiden durchgefiihrt. AS-Oligonukleotide sind kurzkettige synthetische
Nukleinsduren. Der Name nimmt darauf Bezug, dass ihre Basensequenz
entgegengesetzt zu einer funktionalen mRNA ist. Sie binden iiber Watson-Crick-
Basenpaarung an eine komplementire mRNA (die Sense-mRNA). Durch die
spezifische Bindung des AS-Oligonukleotids an die mRNA fiir das Zielprotein wird
durch Blockieren der Translation letztlich die Synthese des betreffenden Proteins
verhindert. Die Sequenzen der Oligonukleotide wurden der Datenbank von NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommen.

Neben den AS-Oligonukleotiden gegen Flt-1 und Flk-1 wurden als Negativ-Kontrolle
auch sogenannte scrambled (scr) oder Nonsense-Oligonukleotide verwendet. Diese
enthielten die Nucleotide in gleicher Anzahl und gleichem Verhiltnis wie die Flt-1-AS
bzw. Flk-1-AS, jedoch in anderer Reihenfolge. So konnten unspezifische

Verdnderungen durch die Zugabe der Oligonukleotide ausgeschlossen werden.

Wie in Abbildung 16 ersichtlich, konnte durch die Zugabe von Flt-1-AS die Hypoxie-
induzierte Hyperpermeabilitdt inhibiert werden, wohingegen die Zugabe von Flk-1-AS
keinen Einfluss auf die Permeabilitit des BMEC-Monolayer unter hypoxischen
Bedingungen im Vergleich zur Kontrollgruppe hatte. Auch die Negativ-Kontrollen mit
scr Flt-1-AS und scr Flk-1-AS zeigten keine Verdanderung der Hyperpermeabilitét.

Mittels Western Blot Analyse konnte dann gezeigt werden, dass die Zugabe der
spezifischen AS-Oligonukleotide tatsdchlich die Expression der beiden VEGF-
Rezeptoren deutlich verminderte, wenn auch nicht ganz authob (Abbildung 16 B). Die
Zellen wurden dazu zunéchst bis zur vollstindigen Konfluenz inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe der AS-Oligonukleotide fiir 48 h. Die Durchfiihrung des Western
Blot erfolgte wie in Kapitel 2.9 beschrieben.
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Abbildung 16: Antisense-Oligonukleotide gegen Flt-1 verhindern die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit an BMEC.

A: BMEC-Monolayer wurden fiir 48h mit den verschiedenen Antisense-Oligonukleotiden
kultiviert. Es wurden dabei Antisense-Oligonukleotide gegen Flt-1 (Flt-1-AS) und Flk-1
(Flk-1-AS) sowie Nonsense-Oligonukleotide fiir beide Rezeptoren (scr Flt-1, scr Flk-1) in
einer Konzentration von 2umol/l verwendet. Dann erfolgte die Inkubation fiir 3h unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die Mittelwerte der Kontrollgruppen
(Normocxie, keine Zugabe von Agenzien) wurden auf 100 % gesetzt (Die Werte stellen die
Mittelwerte £ SEM dar; n=24, *p<0,05 beziiglich der Kontrollgruppe).

B: Western Blot Analyse von FIt-1 und Flk-1 in BMEC nach 48 stiindiger Kultivierung in
An- und Abwesenheit der Antisense-Oligonukleotide gegen Flt-1 und Flk-1.

Die Ergebnisse belegten, dass die Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitit
an den BMEC tatsdchlich durch eine Aktivierung von Flt-1 vermittelt wird. Die
alleinige Aktivierung von Flk-1 durch VEGF-E bewirkte hingegen keine Verdanderung
der Permeabilitit. Auch die Hemmung der Expression von Flk-1 durch spezifische AS-
Oligonukleotide war nicht imstande, die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit zu

verhindern.

Nach Autiero et al.'"” besteht zwischen den VEGF-Rezeptoren ein intermolekularer

cross-talk. Hiernach kann die Aktivierung des einen Rezeptors durch einen spezifischen
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Liganden auch zur Aktivierung des anderen Rezeptors fithren. Es bleibt daher unklar, ob
in der Signaltransduktion der Hypoxie- und VEGF-induzierten Hyperpermeabilitét

neben der Aktivierung von Flt-1 auch die Anwesenheit von Flk-1 erforderlich ist.

Um dies zu untersuchen waren Zellen erforderlich, die erstens in Form eines
Zellmonolayers mit hohen Widerstandswerten unter Ausbildung von Tight Junctions

wuchsen und zweitens nur Flt-1 exprimierten.

Primdre mikrovaskuldre Endothelzellen exprimieren unter physiologischen
Bedingungen stets beide Rezeptoren. Die bestehenden gentechnisch verdnderten
Endothelzelllinien, die nur einen der beiden VEGF Rezeptoren exprimieren, sind
aufgrund der niedrigen transendothelialen Widerstandswerte fiir Permeabilitédtsstudien
ungeeignet und somit auch nur schlecht mit unverdnderten Primérzellkulturen wie

BMEC vergleichbar’’.

Es ist bekannt, dass die VEGF-Rezeptoren nicht nur auf Endothelzellen, sondern auch
auf verschiedenen Epithelzellen exprimiert werden. Dabei wurde bei einigen
Epithelzellen jedoch nur ein Rezeptor nachgewiesen'>*'**. Primire Epithelzellen, aber
auch Epithelzelllinien bilden wie Endothelzellen Tight Junctions und somit Monolayer
mit hohen transepithelialen Widerstandswerten aus. Aus diesen Griinden wurden fiir die
Untersuchungen der Rezeptorabhingigkeit der Hypoxie- und VEGF-induzierten
Hyperpermeabilitdt  Epithelzellen verwendet. Zundchst wurden verschiedene
Epithelzelllinien beziiglich der Expression der beiden VEGF-Rezeptoren untersucht.
Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitdt dieser Zell Linien wurden mit
primdren Epithelzell-Kulturen verglichen, wozu Choroid-Plexus-Epithelzellen (CPE)
isoliert wurden, von denen bisher die Expression von Flk-1 bekannt war’’. Des
Weiteren war bekannt, dass CPE-Zellen VEGF exprimieren®’. Der Nachweis der
Rezeptoren sollte dabei auf molekularbiologischer Ebene (Nachweis der mRNA) durch
RT-PCR, Sequenzierung und Northern Blot Analyse, sowie auf Proteinchemischer
Ebene (Nachweis der entsprechenden Proteine) durch Western Blot und

immunzytochemischer Farbung erfolgen.
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3.2 Charakterisierung der CPE-Zellen

Da es sich bei den CPE-Zellen um Primédrkulturen handelte, sollte nach der Isolierung
zundchst eine morphologische Charakterisierung der Zellen vorgenommen werden.
Mittels immunzytochemischer Anfiarbung wurden die Zellen dann hinsichtlich des

Vorhandenseins von Desmoplakin, a-smooth-muscle-actin und PECAM untersucht.

Morphologie

Die isolierten Choroid-Plexus-Epithelzellen wiesen das typische kopfsteinpflasterartige
Aussehen auf. Nach 8 — 10 tdgiger Kultivierung bildeten sie einen konfluenten

Monolayer, d.h. sie wuchsen nicht mehrschichtig iibereinander (Abb. 17 A)

Desmoplakin

Epithelzellen zeichnen sich durch eine feste interzelluldre Verkniipfung aus. Diese Zell-
Zell-Verbindung wird unter anderem durch Desmosomen hergestellt. Desmoplakin ist
ein obligater Bestandteil von funktionalen Desmosomen, welches die
transmembrandsen Filamente mit dem desmosomalem Plaque verbinden. Das N-
Terminus ist erforderlich fiir die Lokalisation am Desmosom und interagiert mit der N-
terminalen Region von Plakophilin 1 und Plakoglobin. Das C-Terminus stellt die
Verbindung mit den transmembrandsen Filamenten her®'®. Desmoplakin lisst sich daher

als Marker fiir Epithelzellen verwenden (Abb. 17 B).

o~-smooth-muscle-actin

Das Protein a-smooth-muscle-actin findet sich in den Aktin-Filamenten glatter
Muskelzellen und Perizyten. Epithelzellen exprimieren dieses Protein nicht. Es eignet
sich daher als Negativkontrolle fiir Epithelzellkulturen und es kann so der Grad der
Verunreinigung mit glatten Muskelzellen oder Perizyten bestimmt werden.

Das fluoreszenzmikroskopische Bild zeigt, dass nur ein geringer Anteil der CPE-Kultur
a-smooth-muscle-actin positiv ist. Durch die Kernfirbung mit DAPI ldsst sich dieser
Anteil auf unter 5 % schitzen. Die notige Reinheit der CPE-Kultur beziiglich glatter
Muskelzellen war also gegeben (Abb. 17 C).
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PECAM-1

Das Zelloberflachenprotein Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1,
CD31) gehort der Immunglobulin-Superfamily mit adhésiven Eigenschaften an. Es
handelt sich um ein einstringiges Glykoprotein, welches integraler Bestandteil der
Zellmembranen von Endothelzellen ist*”.

PECAM-1 kommt auf Zellen vor, die mit dem GefidBsystem in Verbindung stehen. Es
ist auf vaskuldren Endothelzellen mit einer Dichte von bis zu einer Million Molekiilen
pro Zelle sehr stark ausgeprigt. Da Epithelzellen kein PECAM exprimieren, ldsst es
sich als Marker fiir eine Verunreinigung der Zellkultur mit Endothelzellen verwenden.
Wie in Abbildung 17 D ersichtlich, ist in der CPE-Zellkultur keine Anférbung von

Zellmembranen zu erkennen, eine Verunreinigung der Kultur durch Endothelzellen ist

damit ausgeschlossen.

Abbildung 17: Charakterisierung der Choroid Plexus Epithelzellen.

A: Morphologie der CPE. Nativ-Fotodokumentation nach 8-tigiger Kultivierung.
Immunzytochemische Anfirbung der CPE-Zellen mit einem Erst-Antikorper gegen
Desmoplakin (B), ,,a-smooth muscle Aktin* (C) und PECAM-1 (D). Die Zweit-Antikorper
waren Cy*-konjugiert. Die Zellen wurden auf Laminin-beschichteten 8-Kammer-Objekt-
triagern ausgesit und bis zur vollstindigen Konfluenz inkubiert. Danach folgte die
immunzytochemische Anfirbung wie in Kapitel 2.10 beschrieben. Die Kernfirbung
erfolgte mit DAPI. Der Balken entspricht 50 pm.
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3.3 Nachweis der VEGF-Rezeptoren in Epithelzellen

3.3.1 mRNA Expression der VEGF-Rezeptoren in Epithelzellen

3.3.1.1 Reverse Transkription — Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit der Reverse Transkription — Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) sollte gezeigt
werden, welche Epithelzellarten mRNA fiir die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 (Flt-1 und

Flk-1) exprimieren.

RNA-Proben von CSG, CPE, MDCK und BMEC wurden auf das Vorhandensein von
mRNA, die fiir die VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 kodieren, untersucht. Fiir die
Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne RNA bereitet. Die RT-PCR und die

anschlieBende Gelelektrophorese wurde wie in Kapitel 2.8.3 beschrieben durchgefiihrt.

Die Amplifikationsprodukte der RT-PCR mit Primern fiir den FIt-1 sollten bei 470
Basenpaaren (bp) liegen, die Amplifikationsprodukte mit Primer fiir den Flk-1 bei 410
Basenpaaren (bp).

Nach Amplifikation mit Primern fiir Flt-1 zeigten die Proben von CPE, CSG und
BMEC eine Bande in der entsprechenden Hohe (470 bp). Sie exprimierten folglich
mRNA fiir Flt-1. Mit den Primern fiir Flk-1 zeigten sich lediglich bei CPE und BMEC
Banden in der entsprechenden Hohe (410 bp). Die Proben der MDCK zeigten bei keiner
Amplifikation eine Bande, sie exprimierten weder Flt-1 noch Flk-1 mRNA. Auch die
Negativkontrolle (ohne mRNA) zeigte keine Bande; eine mogliche Kontamination mit

Fremd-RNA konnte somit ausgeschlossen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: RT-PCR mit mRNA-Proben von CPE, CSG, MDCK und BMEC sowie
einer Negativkontrolle (ohne mRNA). Die RT-PCR wurde mit spezifischen Primern fiir
die VEGF-Rezeptoren 1 (Flt-1) und 2 (Flk-1) durchgefiihrt. Anschliefend wurden die
Proben gelelektrophoretisch getrennt. Das Gel ist dann mit dem Gene Genius Biolmaging
System dokumentiert worden.

3.3.1.2 Sequenzierung der PCR-Produkte

Um zu kontrollieren, ob die Amplifikationsprodukte der RT-PCR auch tatséchlich den
VEGF Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 entsprachen, wurde eine Sequenzierung nach der
Methode von Sanger durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden dazu zunéchst in
Plasmide einkloniert und diese dann in kompetente Bakterien transformiert. Nach
ausreichendem Wachstum der Bakterienklone erfolgte die Plasmidpriparation (Kapitel
2.8.5-12).

Die Sequenzierung der Amplifikationsprodukte, zu deren Herstellung die Primer fiir

VEGF Rezeptor 1 verwendet wurden, ergab folgende Basensequenz:

1 5'- GGCCC GACGT CGCAT GCTCC CGVCC GCCAT GGCGG CGCCG GGAAT TCGAT

51 TCTGC CACTC TCATT GTAAA CGTGA AGCCT CAGAT CTACG AAAAG TCCGT
101 GTCCT CGCTT CCAAG CCCAC CTCTC TATCC GCTGG GCAGC AGACA AGTCC
151 TCACT TGCAC CGTGT ATGGC ATCCC TCGGC CAACA ATCAC GIGGC TCTGG
201 CGCCC CTGTC ACCAC AATCA CTCCA AAGAA AGGTA TGACT TCTGC ACTGA
251 GAATG AAGAA TCCTIT TATCC TGGAT CCCAG CAGCA ACTTA GGAAA CAGAA
301 TTGAG AGCAT CTCTC AGCGC ATGAC GGTCA TAGAA GGAAC AAATA AGACG
351 GTTAG CACAT TGGTG GTGGC TGACT CTYAG ACCCC TKGAA TCTAC AGCTG
401 CCGGG CCTTC AATAA AATAG GGACT GTGGA AAGAA ACATA AAATT TTATG
451 TCACA GATGT GCCGA ATGGC TTTCA CGTTT CCTTC CAAAA GATGC CAGCC
501 GAAGG AGAGG ACCIG AAACT GTCAA TCACT AGTCA ATTCG CGGCC GCCIG
551 CAG -3°
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Die Basen 52 — 72 sowie die Basen 504 — 523 (grau hinterlegt) entsprechen den Basen
der verwendeten Primer Flt-1 forward und Flt-1 reverse. Vor dem forward-Primer und
hinter dem reverse-Primer befinden sich die Basensequenzen des pGEM®-T Easy
Vektors, die von den Restriktionsenzymen spezifisch erkannt werden. Zwischen den
Primern (Basen 52 — 523) liegt der Amplifikationsbereich. Sequenzvergleiche mittels
der Datenbidnke von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ergaben eine Homologie zur
Maus mRNA fiir Flt-1 von 98% im Bereich der Basen 1513-1984 (NM_010228.3,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Homologien zu anderen RNA’s wurden nicht gefunden.

Die Sequenzierung der Amplifikationsprodukte mit den Primer fiir VEGF Rezeptor 2

ergab folgende Basensequenz:

1 5'- TAATA CGACT CACTA TAGDN NGAAT TGGGC CCGAC GTCGC ATGCT CCCGG

51 CCGCC ATGGC GGCGC CGGGA ATTCG ATTGT TTGCA AGAAC TTIGGA TGCTIC
101 TTTGG AAAAT GAATG CTACC ATGGT CTCTA ATAGC ACGAA TGACA TTTTG
151 ATCAT GGAAC TGCAG AATGC ATCCT TGCAG GACCA AGGAG ACTAC GTICTG
201 CTTTG CTCAG GACAG GAAGA CCAAG AAAAG ACATT GCGTG GCCAG GCAGC
251 TCACA GTCCT AGAGC GCATG GCACC CGCGA TCACA GGAAA CCTCG AGAAT
301 CAGAC GACAA GTATT GGTGA AACCA TTGAA GTTTC CTGCA CAGCA TCTGG
351 GAATC CTTCT CCACA GATTA CATGG TTTAA AGATA ATGAG ACACT CGTGG
401 AAGAC TCAGG CATCG TGCTA AARAGA TGGGA ACCGG AACCT TACTA TCCGC
451 AGGGT GAGGA AGGVG GATGA AGGCC TCTAC ACCTG CCAGG AATCA CTAGT
501 GAATT CGCGG CCGCC TGCAG GTCGA CCATA TGGGA GAG -3°

Die Basen 79 — 99 sowie 472 — 490 (grau hinterlegt) entsprechen wiederum den Basen
der verwendeten Primer Flk-1 forward und Flk-1 reverse. Zwischen den Primern (Basen
79 — 490) liegt der Amplifikationsbereich. Der Sequenzvergleich ergab hier eine
Homologie zur Maus mRNA fiir Flk-1 von 85% im Bereich der Basen 2058-2469
(NM_010612.2, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Auch hier wurde keine Homologie zu anderen RNA s gefunden.

Zusammenfassend ergaben die  Sequenzanalyse und der anschlieBende
Sequenzvergleich, dass es sich bei den Amplifikationsprodukten der RT-PCR
tatsdchlich um die VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 handelt. Ein falsch positives
Ergebnis der RT-PCR aufgrund eines falschen Primerdesignes konnte damit
ausgeschlossen werden. Ferner zeigte der Sequenzvergleich eine ausreichend hohe
Homologie der Amplifikationsprodukte fiir die nachfolgende Northern Blot
Hybridisierung. Es konnte also davon ausgegangen werden, dass die *?P-markierten

Sonden spezifisch an die mRNA von Flt-1 bzw. Flk-1 binden.
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3.3.1.3 Northern Blot

Um die Ergebnisse der RT-PCR zu bestitigen, wurde eine Northern Blot Analyse
durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte dabei wie unter 2.8.13 beschrieben.

Wie bei der RT-PCR wurden die BMEC als Positivkontrolle eingesetzt, da bei
Endothelzellen das Vorhandensein von RNA fiir beide Rezeptoren bekannt ist.

Im Falle der Hybridisierung mit der **P-markierten Flt-1 Sonde erkannte man eine
schwarze Bande bei den Proben von BMEC, CSG und CPE. Diese Zellen exprimierten
also spezifische Flt-1 mRNA. Bei der MDCK-Probe war keine Bande erkennbar.

Durch Hybridisierung mit der *?P-markierten Flk-1 Sonde gelang der Nachweis der
mRNA-Exression bei BMEC und CPE. CSG und MDCK bildeten keine mRNA, welche
fiir den Flk-1 Rezeptor kodiert (Abbildung 19).

Der Nachweis von B-actin mRNA war in allen Proben positiv, eine fehlerhafte mRNA-

Isolierung oder Gelelektrophorese war damit ausgeschlossen.

BMEC CSG MDCK CPE

Fit-1

Flk-1

p-actin '!

Abbildung 19: Northern Blot Analyse mit mRNA-Proben von BMEC, CSG, MDCK und
CPE. Die mRNA wurde mit Hilfe der Dynabeads® Oligo(dT)2S5 isoliert und anschlielend
in einem 1 %igen Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Als Sonden wurden die
Amplifikationsprodukte der RT-PCR mit Primern fiir den VEGF-Rezeptor 1 (Flt-1) und
VEGF-Rezeptor 2 (Flk-1) benutzt. Als Positiv-Kontrolle wurde eine Sonde fiir B-actin
verwendet.

Zusammenfassend liel sich aus den Ergebnissen der RT-PCR und Northern Blot
Analysen demnach zeigen, dass CPE-Zellen mRNA fiir beide VEGF-Rezeptoren, CSG-
Zellen lediglich fiir Flt-1 und MDCK-Zellen fiir keinen der Rezeptoren exprimierten.
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3.3.2  Proteinexpression der VEGF-Rezeptoren in Epithelzellen

3.3.2.1 Western Blot

Nachdem mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die mRNA Expression der beiden
VEGF-Rezeptoren in Epithelzellen untersucht worden war, sollte im Folgenden die
Expression der VEGF-Rezeptoren auch auf Proteinebene untersucht werden. Dazu
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte wie in Kapitel
2.9 beschrieben.

Abbildung 20 zeigt das Ergebnis des Western Blot mit Proben von CPE, CSG, MDCK
und BMEC nach Inkubation mit einem Antikorper gegen Flt-1. Der Antikorper Flt-1
(C-17) ist gegen das Carboxy-Ende des Proteins gerichtet und zeigt keine

Kreuzreaktivitdt mit Flk-1, Flt-4 oder anderen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen.

Der Nachweis war positiv bei den Proben von CPE, CSG und BMEC. Bei den Proben

von MDCK war keine Bande erkennbar und der Rezeptor-Nachweis damit negativ.

Bei den gleichen Proben sollte dann auch der Nachweis von Flk-1 erfolgen. Die
Membranen wurden dazu zunéchst wie in Kapitel 2.9.7 gestrippt und anschlieBend mit
einem Antikorper gegen Flk-1 (C-1158) inkubiert. Dieser Antikorper ist gegen die

Aminosduren 1158 — 1345 am Carboxy-Ende des Proteins gerichtet.

Bei CPE und BMEC konnte Flk-1 auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die Proben
von CSG und MDCK zeigten keine Banden; der Nachweis fiel damit negativ aus.

Fit-1 Flk-1
- 220 kDa
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Abbildung 20: Western Blot Analyse der Expression von FIt-1 und Flk-1 in CPE, CSG,
MDCK und BMEC. Die Zellen wurden gewaschen und mit 1 ml Lysispuffer lysiert. 25 ug
Gesamt-Protein wurden dann im 6 % Tris/Glycin Fertiggel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen. Der Nachweis der VEGF-Rezeptoren erfolgte mit
den Antikérpern gegen Flt-1 (C-17) oder Flk-1 (C-1158).
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3.3.2.2 Immunzytochemische Fiarbung

Die Immunzytochemische Férbung wurde wie in Kapitel 2.10 beschrieben
durchgefiihrt. Als Erst-Antikérper wurden die gleichen Antikorper wie beim Western
Blot verwendet. Wiederum dienten die BMEC als Positivkontrolle.

Es zeigte sich dabei ein positiver Nachweis von Flt-1 bei BMEC, CSG und CPE. Bei
der Behandlung mit dem Antikorper gegen Flk-1 zeigte sich ein positiver Nachweis bei
BMEC und CPE. Bei CSG war keine Anfiarbung und somit keine Expression von Flk-1
erkennbar (Abbildung 21 und 22).

Bei allen Versuchen wurde eine Negativ-Kontrolle durchgefiihrt, bei der die Kultur
ohne Inkubation mit dem Erstantikorper direkt mit dem Zweitantikdrper behandelt
wurde. So konnten moglicherweise Vorliegende Reaktionen des Zweitantikorpers mit
Antigenen der Zellkulturen, welche zu falsch positiven Ergebnissen gefiihrt hétten,

ausgeschlossen werden.

Eine Auflistung der verwendeten Antikorper sowie der eingesetzten Konzentrationen

findet sich im Anhang dieser Arbeit in Kapitel 8.1.6.
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CPE

Abbildung 21: Immunzytochemischer Nachweis von FIt-1 in BMEC (A), CSG (B) und
CPE (C) mit einem gegen FIt-1 gerichteten polyklonalem Antikorper. Als Zweit-
Antikorper wurde goat anti-rabbit Ig, Cy*-konjugiert verwendet. Die Zellen wurden
auf 8-Kammer-Objekttrigern ausgesit und bis zur vollstiindigen Konfluenz inkubiert.
Danach folgte die immunzytochemische Anfirbung wie in Kapitel 2.10 beschrieben. Die
Kernfirbung erfolgte mit DAPI. Der Balken entspricht 50 pm.
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Abbildung 22: Immunzytochemische Anfirbung von BMEC (A), CSG (B) und CPE (C)
mit einem gegen Flk-1 gerichteten polyklonalem Antikorper. Als Zweit-Antikorper
wurde goat anti-rabbit Ig, Cy*-konjugiert verwendet. Die Zellen wurden auf 8-
Kammer-Objekttrigern ausgesit und bis zur vollstindigen Konfluenz inkubiert.
Danach folgte die immunzytochemische Anfirbung wie in Kapitel 2.10 beschrieben. Die
Kernfirbung erfolgte mit DAPI. Der Balken entspricht 50 pm.
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Zusammenfassend lieB sich aus den Ergebnissen von RT-PCR, Northern Blot, Western
Blot sowie der Immunzytochemie folgendes tiber die Expression der VEGF-Rezeptoren

1 und 2 in den verschiedenen Epithelzellarten ableiten:

= Die BMEC erbrachten als Positivkontrolle sowohl beim Rezeptor 1 als auch

beim Rezeptor 2 einen positiven Nachweis beider Rezeptoren.

= CPE-Zellen synthetisierten mRNA und Protein beider VEGF-Rezeptoren (Flt-1
und Flk-1).

* In den CSG-Zellen wurde lediglich Flt-1 exprimiert. Es konnte weder mRNA

noch Protein von Flk-1 nachgewiesen werden.

» MDCK besaBlen weder fiir Flt-1 noch fiir Flk-1 eine entsprechende mRNA.

Auch das Protein konnte nicht nachgewiesen werden.

Proben Flt-1 Flk-1
CPE + +
CSG + -

MDCK - -

BMEC + +

+ Rezeptor vorhanden
- Rezeptor nicht vorhanden

Tabelle 2: Uberblick iiber die Ergebnisse von RT-PCR, Northern Blot Analyse, Western
Blot Analyse und Immunzytochemie.
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3.4 Widerstandswerte der verwendeten Epithelzellen

Epithelzellen wachsen in vitro als sogenannte Monolayer. Sie bilden dabei wie auch in
vivo interzelluldre Verbindungen aus. Dazu gehoren die Adherens Junctions und Tight
Junctions. Die Tight Junctions bilden letztlich die Permeabilitdtsbarriere des
parazelluldren Transportes iiber den Monolayer und sind somit verantwortlich fiir den
messbaren transepithelialen elektrischen Widerstand. Um eine Aussage iiber die
Qualitdt der Epithelzellmonolayer und der Tight Junctions auf den Filtern machen zu
konnen, wurden daher neben der optischen Kontrolle ab dem dritten Tag der
Kultivierung Widerstandsmessungen durchgefiihrt. Mit Hilfe von zwei Elektroden, die
zeitgleich einmal in den Filter (apikale Seite) und in das diesen umgebene Medium
(basolaterale Seite) eingetaucht wurden, konnte so die Ionenpermeabilitit iiber den

Epithelzellmonolayer bestimmt werden.

2500

2000 A =

1500

1000

TER [Ohm x cm?]
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CSG CPE MDCK
Abbildung 23: Maximale Widerstandswerte (transepithelial electric resistance (TER)) der
verschiedenen Epithelzellmonolayer auf Transwell® Polyester und Polycarbonate
Membranen. Die Zellen wurden ausgesit und fiir vier bis sieben Tage bei 37°C im

Brutschrank kultiviert. Die Werte geben die Mittelwerte der gemessenen Widerstinde
+SEM an. (n=20)

Die Primérkulturen der Choroid Plexus Epithelzellen erreichten nach 7 Tagen einen
Widerstandswert von bis zu 290 Qcm?®. Die Widerstdnde der CSG und MDCK lagen
wesentlich hoher. So konnten nach 7 Tagen Werte von 1690 Qcm? fiir CSG und 2000
Qcm? fiir MDCK gemessen werden (Abbildung 23).
Fiir die folgenden Permeabilitdtsversuche wurden nur Filter mit einem Widerstand von
mehr als 200 Qcm? (CPE) bzw. 500 Qcm? (CSG und MDCK) eingesetzt.
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3.5 Mechanismus der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilit:it

Aus den vorangegangenen Versuchen an den mikrovaskuldren Gehirnendothelzellen
(BMEC) wurde erkennbar, dass die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitidt via VEGF
durch eine Aktivierung von Flt-1 vermittelt wird. Die folgenden Versuche sollten nun
zeigen, ob fiir die Hypoxie- und VEGF-induzierten Permeabilititsverdnderungen auch
die Expression von Flk-1 notwendig ist. Dazu wurden die Epithelzellen CPE, CSG und
MDCK, die hinsichtlich der Expression der VEGF-Rezeptoren untersucht worden
waren und bei denen die Ausbildung von Tight Junctions nachgewiesen werden konnte,
verwendet. Zundchst sollte gezeigt werden, ob auch bei den Epithelzellen die Hypoxie-

induzierte Permeabilitdtsdnderungen iiber VEGF und Aktivierung von Flt-1 erfolgen.

3.5.1  Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitiit an Epithelzellen

Wie in Abbildung 24 ersichtlich, war die Permeabilitit von CSG und CPE unter
hypoxischen Bedingungen signifikant erhoht gegeniiber der Kontrollgruppe, die unter
normoxischen Bedingungen im Brutschrank verblieb. Bei den MDCK-Zellen, die
keinen der beiden VEGF-Rezeptoren exprimieren, konnte keine Hyperpermeabilitit

unter hypoxischen Bedingungen festgestellt werden.
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Abbildung 24: Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit von CSG, CPE und MDCK
gegeniiber [*H]-Inulin. Die Zellen wurden auf Transwellfilter ausgesit und bis zur
vollstindigen Konfluenz inkubiert. Dann erfolgte die 24 stiindige Behandlung unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die Ergebnisse wurden ausgedriickt als
Quotient aus der im iufleren Kompartiment bestimmten Inulinkonzentration und der
Konzentration, die zu Versuchsbeginn der apikalen Kammer zugegeben wurde (Cgr/Cqotar)-
Die Mittelwerte der Kontrollgruppen (Normoxie) wurden auf 100 % gesetzt (Die Werte
stellen die Mittelwerte + SEM dar; n=24, *p<0,05 beziiglich der Kontrollgruppe).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Monolayer von CSG und CPE auf
hypoxische Bedingungen mit einem Anstieg der Permeabilitit reagieren, sollte nun
gepriift werden, ob die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitidt durch VEGF vermittelt
wird, wie es fiir Endothelzellen schon nachgewiesen werden konnte.

Dazu wurde dem Medium ein neutralisierender Antikorper gegen VEGF (antiVEGF)
sowie sFlt, ein VEGF-Rezeptor in geloster Form, zugesetzt. AnschlieBend wurden die
Zellen 24 h unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen inkubiert.

Sowohl bei den CSG-Monolayern, als auch bei den CPE-Monolayern konnte die
Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit durch die Zugabe eines neutralisierenden
Antikorpers gegen VEGF sowie durch sFIt annidhernd vollstindig aufgehoben werden.
Die Gruppe, die mit den Hemmstoffen unter normoxischen Bedingungen inkubiert
wurde, zeigte keine Verdnderung der Permeabilitit gegeniiber der Kontrollgruppe.
(Abbildung 25)

Die Hypoxie-induzierten Permeabilititsverdnderungen werden somit auch in
Epithelzellen durch das unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimierte VEGF in

autokriner Weise bewirkt.
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Abbildung 25: VEGF ist der Mediator der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitiit.
Messung der Permeabilitit der Zellmonolayer von CSG [A] und CPE [B] gegeniiber [*H]-
Inulin bei 24 stiindiger Behandlung unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
und Zugabe von anti-VEGF (10 pg/ml) und sFIt (100ng/ml). Die Kontrollgruppe (C)
verblieb ohne Zusatz im Brutschrank. Die Mittelwerte der Kontrollgruppen wurden auf
100 % gesetzt (Die Werte stellen die Mittelwerte = SEM dar; n=24, *p<0,05 beziiglich der
Kontrollgruppe).

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurden Versuche mit AS-Oligonukleotiden
gegen die VEGF-Rezeptoren an den CSG-Zellen durchgefiithrt. Erwartungsgeméal
konnte lediglich die Zugabe der AS-Oligonukleotide gegen Flt-1 die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit verhindern, wohingegen die AS-Oligonukleotide gegen Flk-1 sowie
die Nonsense-Oligonukleotide (scr) zu keiner Verdnderung der Hypoxie-induzierten

Hyperpermeabilitit fiihrten (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Antisense-Oligonukleotide gegen FIt-1 verhindern die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit an CSG.

CSG-Monolayer wurden fiir 48h mit den verschiedenen Antisense-Oligonukleotiden
kultiviert. Es wurden dabei Antisense-Oligonukleotide gegen FIlt-1 (FIt-1-AS) und Flk-1
(FIk-1-AS) sowie nonsense-Oligonukleotide fiir beide Rezeptoren (scr Flt-1, scr Flk-1) in
einer Konzentration von 2pmol/l verwendet. Dann erfolgte die Inkubation fiir 24h unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die Mittelwerte der Kontrollgruppen
(Normoxie, keine Zugabe von Agenzien) wurden auf 100 % gesetzt (Die Werte stellen die
Mittelwerte = SEM dar; n=10, *p<0,05 beziiglich der Kontrollgruppe).

3.5.2 VEGF-/ PIGF-induzierte Hyperpermeabilitiit

Im Weiteren sollte der Einfluss von VEGF und PIGF, das lediglich Flt-1 aktiviert, auf
die Permeabilitit der Epithelzellmonolayer untersucht werden. Dazu wurde das Medium
in apikaler und basolateraler Kammer mit 10ng/ml VEGF bzw. PIGF versetzt. Da
Fischer et al.”® am in vitro Modell der Blut-Hirn-Schranke zeigen konnten, dass die
permeabilititssteigernde Wirkung von VEGF und PIGF nur in Gegenwart eines
Antioxidans erkennbar ist, wurde dem Medium zusétzlich a-Liponsiure (a-LA) in einer

Konzentration von 2uM zugegeben.

Die Permeabilitdt der MDCK-Monolayer verdnderte sich erwartungsgeméafl weder durch
die Zugabe von VEGF und a-LA noch durch Zugabe von PIGF und a-LA signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe, da MDCK keinen VEGF-Rezeptor exprimierten. Auch
die Zugabe von a-LA alleine hatte keine Anderung der Permeabilitit zur Folge.

Sowohl die CSG-Monolayer als auch die CPE-Monolayer zeigten bei Zugabe von

VEGF und o-LA einen signifikanten Anstieg der Permeabilitdt gegeniiber der
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Kontrollgruppe, ebenso nach Zugabe bei PIGF und a-LA. Die Zugabe von a-LA alleine
bewirkte hingegen keinen Anstieg der Permeabilitét (Abbildung 27).

Demnach zeigten die Versuche, dass sowohl durch Aktivierung beider Rezeptoren
(CPE-Zellen, Zugabe von VEGF) als auch nach alleiniger Aktivierung von FIlt-1
(Zugabe von PIGF) die Permeabilitdt der Monolayer erhoht wurde. Ferner lieB sich
dieser Effekt auch in Abwesenheit von Flk-1 beobachten, da die CSG-Zellen Flk-1 nicht

exprimierten.
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Abbildung 27: Permeabilititsinderung der Zellmonolayer von CSG [A], CPE [B] und
MDCK [C] gegeniiber [*H]-Inulin bei 24 stiindiger Behandlung unter normoxischen
Bedingungen und Zugabe von VEGF (10 ng/ml) und a-LA (2 pM) bzw. PIGF (10 ng/ml)
und o-LA (2 pM) und o-LA (2pM). Der Kontrollgruppe (C) wurden keine Agenzien
zugesetzt. Die Mittelwerte der Kontrollgruppen wurden auf 100 % gesetzt (Die Werte
stellen die Mittelwerte £ SEM dar; n=12, *p<0,05 beziiglich der Kontrollgruppe).
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3.5.3  Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitiit erfolgt durch
Aktivierung des PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweges

In vorangegangenen Studien am in vitro Modell der Blut-Hirn-Schranke konnte fiir die
Signaltransduktion der Hypoxie- und VEGF-induzierten Hyperpermeabilitdit an BMEC
die Aktivierung des PI3-K/Akt Signalweges ausgemacht werden. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass sowohl die Nitroxid-Synthase (NOS) und die l6sliche
Guanylatzyklase (sGC) als auch die Phospholipase C (PLC) in die Signalvermittlung
involviert sind. Die Hyperpermeabilitit wurde auch durch PIGF, dass nur Flt-1 aktiviert,
bewirkt’*'"”. Es konnte dabei jedoch nicht eindeutig geklirt werden, ob dazu die

Anwesenheit von Flk-1 notwendig ist.

Zur Klarung dieser Frage wurden daher Permeabilitdtsmessungen in Normoxie und
Hypoxie  unter = Zugabe  verschiedener = Hemmstoffe =~ des  PI3-K/Akt-
Signaltransduktionsweges an den CSG-Zellen durchgefiihrt, da diese Zellen, wie oben

gezeigt, lediglich Flt-1, aber nicht Flk-1 exprimieren.

Verwendet wurden hierzu folgende Hemmstofte:

Hemmstoff — Inhibition der
o L1Y294002 — Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K)**°
e  Wortmannin (WM) — Phosphoinositid-3-Kinase®'
e U73122 — Phospholipase C (PLC)***
e BIM — Protein Kinase C (PKC)**
e NMMA — Nitroxid-Synthase (NOS)***
e ODQ — Guanylatzyklase (GC)™
e SB203580 — p38 MAPK**®
e PD98059 — p42/44 MAPK**

Es zeigte sich hierbei, dass die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit des CSG-
Monolayers durch die Zugabe von LY294002 sowie von Wortmannin, beides
Inhibitoren der PI3-K, aufgehoben werden konnte. Die Zugabe von U73122, einem
Hemmstoff der Phospholipase C zeigte keinen Effekt auf die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit. Sowohl durch Inhibition der Nitroxid-Synthase (NOS) durch
NMMA als auch durch Inhibition der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) durch ODQ
konnte ebenfalls die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit geblockt werden. Die

Zugabe von BIM, was eine Blockade der Proteinkinase C bewirkt, sowie die Zugabe
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von SB203580 und PD98059 (Hemmung der MAPK p38 und p42/44) hatte keinen
Einfluss auf die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit. Unter normoxischen
Bedingungen verdnderte keiner der verwendeten Hemmstoffe die Permeabilitét

signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Messung der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitit des CSG-
Monolayers gegeniiber [*H]|-Inulin unter Zugabe verschiedener Inhibitoren der
Signaltransduktion.

A: CSG-Monolayer wurden fiir 24h unter normoxischen (hell) und hypoxischen (dunkel)
Bedingungen unter Zugabe von LY294002 (50uM), WM (100nM) und U73122 (2,5uM)
inkubiert.

B: CSG-Monolayer wurden fiir 24h unter normoxischen (hell) und hypoxischen (dunkel)
Bedingungen unter Zugabe von BIM (2,5uM), NMMA (50uM), ODQ (50uM), SB203580
(10pM) und PD89059 (20pnM) inkubiert. Der Kontrollgruppe (C) wurden keine Agenzien
zugesetzt. Die Mittelwerte der Kontrollgruppen wurden auf 100 % gesetzt (Die Werte
stellen die Mittelwerte + SEM dar; n=10, *p<0,05 beziiglich der Kontrollgruppe)
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Um die in den Permeabilititsstudien beobachtete Beteiligung von Akt zu belegen, sollte
die Phosphorylierung von Akt, die die Aktivierung bewirkt, mittels Western Blot
Analysen gezeigt werden. Es wurde dazu ein Antikorper verwendet, der spezifisch die
phosphorylierte Form von Akt bindet. Fiir die Untersuchung wurden konfluente CSG-
Monolayer fiir 60, 90 und 180 Minuten mit VEGF und PIGF sowie in Hypoxie
behandelt.

Die Ergebnisse belegten eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung von Akt nach
Behandlung mit VEGF und PIGF sowie unter hypoxischen Bedingungen. Wihrend
VEGF und PIGF die Phosphorylierung von Akt im Vergleich zur Kontrollgruppe
anndhernd verdoppelten, bewirkte die Hypoxie fast eine Vervierfachung (Abb. 29).

Es zeigte sich weiterhin, dass die Zunahme der Phosphorylierung unter Hypoxie in
Gegenwart eines neutralisierenden Antikorpers gegen VEGF drastisch reduziert wurde,
jedoch nicht vollkommen aufgehoben werden konnte (Abb. 30). Es scheinen also noch
andere Faktoren, die unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert werden, eine
Phosphorylierung von Akt zu bewirken. Die Ergebnisse entsprachen damit den

Beobachtungen der Permeabilitédtsstudien.
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Abbildung 29: VEGF-, PIGF- und Hypoxie-induzierte Aktivierung von Akt.

A: Die CSG-Zellen wurden fiir 60, 90 und 180 min mit VEGF (10ng/ml), PIGF (10ng/ml)
und Hypoxie behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und das Total-Protein-
Lysat mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mittels Western Blot Analyse wurde
dann die Phosphorylierung von Akt analysiert. Dazu wurden spezifische Antikérper gegen
Akt und pAkt verwendet.

B: Quantifizierung der Akt-Phosphorylierung. Die Intensititen der Western Blot Banden
von pAkt und Akt zum gleichen Zeitpunkt und nach gleicher Behandlung wurden
dividiert. Die Quotienten wurden mit der Kontrollgruppe (Normoxie, keine Zugabe von
Agenzien) verglichen. Die Werte geben die Mittelwerte + SEM an. Die Kontrollgruppe
wurde auf 100% gesetzt. (n=4)
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Abbildung 30: Hemmung der Hypoxie-induzierten Phosphorylierung von Akt durch einen
neutralisierendem Antikorper gegen VEGF (antiVEGF).

A: Die CSG-Zellen wurden fiir 180 min unter Normoxie und Hypoxie in An- und
Abwesenheit eines neutralisierenden Antikorpers gegen VEGF (antiVEGF 10ug/ml)
behandelt.

B: Quantifizierung der Akt-Phosphorylierung. Die Werte geben die Mittelwerte = SEM
an. Die Kontrollgruppe wurde auf 100% gesetzt. (n=4)

3.6 Zytotoxitititstest

Um auszuschlieen, dass die beobachteten Verdnderungen der an den Epithelzellen
gemessenen Permeabilitit unter den oben genannten Behandlungen nicht auf
zytotoxischen Effekten beruhen, wurden Zytotoxitititstests wie in Kapitel 2.7
beschrieben durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 31 ersichtlich, tibt weder die Hypoxie (H) noch die Zugabe der
verschiedenen Agenzien einen zytotoxischen Effekt auf die CSG Zellkultur aus. DMSO
wirkt in einer Konzentration >10% als Zellgift und wurde hier als Positivkontrolle
verwendet™®.

Auch bei den CPE-Zellkulturen {ibt weder Hypoxie (H) noch die Zugabe von antiVEGF
(10png/ml) oder sFIt (100ng/ml) einen zytotoxischen Effekt aus.
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Abbildung 31: Zytotoxizititstest.

A und B: Die CSG-Zellen wurden auf 96well Platten ausgesiit und bis zur vollstindigen
Konfluenz im Brutschrank Kkultiviert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der
entsprechenden Agenzien zum Nihrmedium.

C: CPE-Zellen wurden auf Laminin beschichteten 96well Platten ausgesit und bis zur
vollstindigen Konfluenz kultiviert. Anschliefend erfolgte die entsprechende Behandlung.
Nach 24 Stunden wurde die Anzahl lebender Zellen wie unter 2.7 beschrieben durch
Messung der Absorption bei 490 nm bestimmt. Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SEM
dar. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe (C) wurden auf 100% gesetzt (n=8).
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3.7 VEGF-induzierte Proliferation

An Endothelzellen induziert VEGF neben der Steigerung der Permeabilitit auch eine
Proliferation der Zellen. Dieser biologische Effekt wird nach vorherrschender Meinung
durch den p42/44 MAPK/ERK|,-Signaltransduktionsweg vermittelt. Einige Autoren
sprechen jedoch auch der Aktivierung des PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweges die
Vermittlung von proliferativen Effkten zu'®®.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass VEGF durch Bindung und Aktivierung von Flt-1
an den CSG-Zellen die Phosphorylierung und damit Aktivierung von Akt bewirken
kann, sollte nun tiberpriift werden, ob dieses Signaling auch einen proliferativen Effekt
in CSG-Zellen austibt.

Die Analyse erfolgte durch die Messung der [*H]-Thymidin-Inkorporation sowie mit
Hilfe des CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Der

Versuchautbau erfolgte wie in Kapitel 2.6 beschrieben.

3.71 [*H]-Thymidin-Inkorporation

Man erkennt unter der Zugabe von FCS eine deutliche Zunahme des eingebauten [*H]-
Thymidins gegeniiber der Kontrollgruppe, welche ohne die Zugabe von Agenzien
behandelt wurde. Eine Proliferation der Zellen konnte also durch den Versuchsaufbau
tatsdchlich bestimmt werden. Der fehlende Anstieg bei einer Erhoéhung der FCS-
Konzentration nach 48h ist durch zu dichtes Wachstum der Zellen zu erkliren.
Insgesamt konnte eine zu dichte Aussaat der Zellen bei Versuchsbeginn damit
ausgeschlossen werden.

Weder die Zugabe von VEGF noch von PLGF bewirkte an den CSG-Zellen eine
Zunahme der durch diese Methode messbaren Proliferation im Vergleich zur

Kontrollgruppe (Abbildung 32).

3.7.2  CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Wie beim vorangegangenen Test zeigte sich auch hier nach Zugabe von FCS in
verschiedenen Konzentrationen eine Zunahme der Proliferation. Im Gegensatz zur
Messung der [*H]-Inkorporation zeigte sich hier jedoch auch eine Zunahme der
Proliferation nach Zugabe von VEGF und PIGF gegeniiber der Kontrollgruppe
(Abbildung 33).
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Abbildung 32: Messung der Proliferation von CSG-Zellen durch Bestimmung des
eingebauten [*H]-Thymidins.

Die Zellen wurden auf 96well Platten ausgesit und fiir insgesamt 72h inkubiert. Nach
Zugabe von VEGF (5 und 10ng/ml) und PIGF (5 und 10ng/ml) erfolgte die weitere
Inkubation fiir 24h und 48h. Zur Bestimmung der [*H]-Thymidin-Inkorporation wurden
die Zellen mehrfach gewaschen und anschlieBend mit dem Filtermate Harvester geerntet.
Nach Zugabe einer Szintilationslosung wurde mit Hilfe des TopCount NXT™ die [*H]-
Konzentration bestimmt. Die Werte stellen die Mittelwerte + SEM dar Die Mittelwerte
der Kontrollgruppe wurden auf 100% gesetzt (n=6).
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Abbildung 33: Messung der Proliferation mit dem CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay.

Die Zellen wurden auf 96well Platten ausgesit und fiir insgesamt 72h inkubiert. Nach
Zugabe von VEGF (5 und 10 ng/ml) und PIGF (5 und 10 ng/ml) erfolgte die weitere
Inkubation fiir 24h und 48h. Fiir die Auswertung wurden je well 20 pl der MTS-
Farblosung hinzugefiigt und nach 2h die Absorption im Photometer bei 490nm gemessen.
Die Werte stellen die Mittelwerte £ SEM dar Die Mittelwerte der Kontrollgruppe wurden
auf 100% gesetzt (n=6).
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Dieser scheinbare Widerspruch der beiden Versuche lédsst sich jedoch durchaus in
Einklang bringen, wenn man die beiden Prinzipien der Bestimmung vergleicht.
Wihrend bei der Messung der [*H]-Thymidin-Inkorporation die Menge an neu
synthetisierter DNA bestimmt wird, misst der CellTiter 96° AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay die Reduktion von MTS. Diese Reduktion ist NADH/H™ bzw.
NADPH/H" abhingig und kann damit durch Verinderungen des Metabolismus der

Zellen beeinflusst werden.
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4. Diskussion

Die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitdit von Endothelzellen wurde in den letzten
Jahren intensiv erforscht. Man sieht in ihr unter anderem die Ursache in der Entstehung
des vasogenen Hirnédems bei Hypoxie'? oder Ischimie®’ sowie bei Tumoren™". Eine
Reihe von wissenschaftlichen Ergebnissen deutete dabei auf eine entscheidende Rolle
von VEGF bei der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitdt hin. So konnten Fischer et
al. am in vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke zeigen, dass die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit von BMEC (porcine brain microvascular endothelial cells) in
autokriner Weise VEGF vermittelt ist. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass
die Bindung von VEGF an seine spezifischen Rezeptoren der Zellmembran eine
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) sowie des Phosphoinositide-3-Kinase/Akt (P13-
K/Akt) Signalweges bewirkt. Hierdurch kommt es zur Erhohung der Aktivitit der NO-
Synthase (NOS) und Aktivierung der Proteinkinase G (PKG). Durch Zugabe eines
neutralisierenden Antikorpers gegen VEGF waren diese Effekte unterdriickbar’®.

Zahlreiche in vitro und in vivo Studien belegen diese Aussagen'**.

Trotz der intensiven Forschung der letzten Jahre auf dem Gebiet der Hypoxie- und
VEGF-induzierten Hyperpermeabilitdt wurde der genaue Mechanismus, bzw. die sich
nach VEGF Bindung an Flt-1 oder Flk-1 induzierte Signaltransduktion bisher nicht
abschlieBend gekldrt. Besonders die Frage der beteiligten VEGF-Rezeptoren wird
kontrovers diskutiert. So bindet VEGF an FIt-1, Flk-1 sowie die Korezeptoren
Neuropilin-1 und Neuropilin-2**. Alle dieser Rezeptoren werden auf Endothelzellen,

231,232

aber auch auf einer Reihe anderer Zellarten exprimiert . Eine Reihe von Autoren

halten Flk-1 fiir den entscheiden Rezeptor in der Signaltransduktion der Hypoxie-

induzierten ~ Hyperpermeabilitit™**>**%,

Grundlage  hierfiir =~ waren  ihre
Forschungsergebnisse an in vivo-Modellen, wobei unterschiedliche Subtypen von
VEGF (VEGF, PIGF, VEGF-C und Mutanten von VEGF-C) verwendet wurden. Becker
et al. halten den Rezeptorkomplex aus Neuropilin-1 und Flk-1 fiir den Vermittler der
vaskuldren Hyperpermeabilitit™®. Sie belegten ihre Aussage mit Ergebnissen von in
vitro-Messungen der Permeabilitit, hier gemessen als transendothlialer elektrischer

Widerstand (TER). Nach Transfektion humaner Pulmonalarterien-Endothelzellen
(HPAE) oder Schweineaorten-Endothelzellen (PAE) mit Flk-1 und/oder Neuropilin-1
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wurde die Permeabilitit durch VEGF nur nach Transfektion mit beiden Rezeptoren

erhoht.

Dagegen wurde durch die Untersuchungen von Glass et al. gezeigt, dass Flt-1 der
Rezeptor ist, der fiir die VEGF-induzierte Hyperpermeabilitit verantwortlich ist'’. Die
Arbeitsgruppe verwendete fiir ihre Versuche in vivo-Modelle der Mesenterialgefidf3e von
Froschen und Ratten. In An- und Abwesenheit spezifischer Inhibitoren von Flt-1 und
Flk-1 maBlen sie nach Zugabe von VEGF die Permeabilitdt. Unter Zuhilfenahme eines
Mutanten von VEGF, welcher nicht mehr an Flk-1 binden kann, zeigten Stacker et al.
ebenfalls die Flt-1 Abhéngigkeit der VEGF-induzierten Hyperpermeabilitit am in vivo-
Modell'”®. Weiterhin wiesen Odorisio et al. an in vivo-Modellen von transgenen
Maiusen, welche PIGF {iberexprimierten, eine Erhohung der Vaskularisation und der
vaskuliren Permeabilitit nach'™. Offensichtlich ist der Mechanismus Hypoxie- bzw.
VEGF-induzierter Permeabilitidtsverdnderungen von der Art der verwendeten
Endothelzellen (mikro- oder makrovaskuldr) und der Herkunft der Zellen (Organ,

Spezies) abhidngig.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jetzt, dass im in vitro Modell mikrovaskulérer
Gehirnendothellzellen (BMEC) Flt-1 der Vermittler der Hypoxie-induzierten
Hyperpermeabilitit durch VEGF ist. Dies wurde dadurch gezeigt, dass erstens nach
spezifischer Aktivierung von Flt-1 durch PIGF-1 die Permeabilitit des
Endothelzellmonolayer erh6ht wurde, wohingegen die spezifische Aktivierung von Flk-
1 durch VEGF-E zu keiner Verdnderung der Permeabilitit fithrte. PIGF-1 entsteht als
Folge von alternativem mRNA SpleiBen vom PIGF-Gen®’. Im Gegensatz zu PIGF-2
bindet PIGF-1 nicht an Neuropilin-1'". Dieser wiederum kann als Co-Rezeptor fiir
VEGEF eine Aktivierung von Flk-1 bewirken®***. Durch die Verwendung von PIGF-1
konnte also eine Aktivierung von Flk-1 iiber Neuropilin-1 ausgeschlossen werden.
VEGEF-E ist ein virales (Orf Virus) Homolog von VEGF, welches spezifisch Flk-1 und
Neuropilin-1, aber nicht Flt-1 bindet. Zweitens wurde nach Vorinkubation der Zellen
mit spezifischen AS-Oligonukleotiden gegen FIt-1, nicht jedoch gegen Flk-1 die
Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit gehemmt. AS-Oligonukleotide verhinderten die
Translation der mRNA fiir Flt-1 und Flk-1, was durch Western Blot Analysen bestétigt

wurde.

Die Erkenntnis, dass die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitdit von BMEC durch eine

Aktivierung von Flt-1 vermittelt wird, passt zu dem Ergebnis, dass Hypoxie zu einer
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vermehrten Expression von Flt-1 fiihrt'*

und gleichzeitig die Bindung von VEGF an
Flt-1 verstirkt wird”®.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von Flt-1 eine
Hyperpermeabilitit an Endothelzellen bewirken kann, stellte sich die Frage, ob die
Anwesenheit von Flk-1 fiir die Flt-1 vermittelte Hyperpermeabilitit notwendig ist.
Autiero et al. beschrieben 2003, dass eine Aktivierung von einem VEGF-Rezeptortyp
iiber intra- und intermolekuldre Verdnderungen zur Aktivierung des anderen Rezeptors
fithren kann (intra- and intermolecular cross-talk). So konnte es nach Aktivierung von
Flt-1 durch PIGF tber intermolekulare Transphosphorylierung von Flk-1 zur
Aktivierung von Flk-1-abhédngigen Signaltransduktionswegen kommen. Zusétzlich
besteht nach Waltenberger er al. die Moglichkeit einer Bildung von Heterodimeren der

beiden VEGF-Rezeptoren'****. Hierdurch wire dann eine Zuordnung der einzelnen

Funktionen in der Signalvermittlung von VEGF weiter erschwert.

Endothelzellen exprimieren unter physiologischen Bedingungen beide VEGF-
Rezeptoren. Eine Moglichkeit, die Rezeptorabhidngigkeit der Hypoxie-induzierten
Hyperpermeabilitit an Endothelzellen zu untersuchen, wire die Verwendung geeigneter
Endothel-Zelllinien, die nur einen der VEGF Rezeptoren oder einen strukturell
verdanderten, nicht mehr funktionstiichtigen Rezeptor, exprimieren. Alle bisher
etablierten Zelllinien weisen jedoch nur geringe transendotheliale Widerstdnde auf und
sind daher fiir Permeabilitdtsstudien ungeeignet. Eine Reihe von Studien zeigte bereits,
dass die VEGF-Rezeptoren auch auf nicht-Endothelzellen nachweisbar sind"**'**. Vor
allem, aber nicht nur, auf Tumorzellen konnten die Rezeptoren nachgewiesen werden.
Es konnte auch gezeigt werden, dass diese Zellen wie Endothelzellen VEGF
exprimieren konnen. Weiterhin bilden verschiedene Epithelzellen in vivo und in vitro
Zellmonolayer. Sie sind dabei genau wie Endothelzellen, die ja eine spezialisierte Form
der Epithelzellen darstellen, durch Adherens Junctions und Tight Junctions miteinander
verbunden, da auch Epithelzellen eine Barrierefunktion wahrnehmen. Die Proteine der
interzelluldren Verbindungen, die die hohen Widerstandswerte und niedrigen
Permeabilitdtswerte dieser Zellen bewirken, sind dabei tiberwiegend die gleichen wie

bei den Endothelzellen'!'>'?>4!,

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Choroid Plexus Epithelzellen (CPE), von
denen bekannt war, dass sie Flk-1 exprimieren und VEGF sezernieren, auch Flt-1
exprimierten. Da diese primdren Zellen ebenfalls hohe transendotheliale

Widerstandswerte ausbildeten und der Aufbau der Tight Junctions dem der
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Endothelzellen sehr dhnlich ist, waren Permeabilititsveranderungen dieser Zellen gut
mit denjenigen primdrer BMEC vergleichbar. Die TER der CPE-Zellmonolayer lag mit
Maximalwerten von 290Q/cm? zwar deutlich unterhalb der TER der beiden Zelllinien
(CSG 1690Q/cm? und MDCK 2000€)/cm?), entsprach aber den Werten von Strazielle et
al.**>. Ab Werten von 200Q/cm? konnte also auch hier von konfluenten Tight Junction-

bildenen Monolayern ausgegangen werden.

Daneben wurden die carcinoma submandibular gland cells (CSG-Zellen) der Maus
sowie Madin-Darby canine kidney cells (MDCK-Zellen) fiir die Untersuchungen
verwendet. Mittels RT-PCR und Northern Blot Analyse sowie Western Blot Analyse
und Immunzytochemie konnte gezeigt werden, dass die CSG-Zellen lediglich Flt-1, die
MDCK-Zellen hingegen keinen der beiden VEGF-Rezeptoren exprimierten. Deshalb
waren die CSG-Zellen nun ein geeignetes Modell zur Untersuchung der Fragestellung,
ob die Anwesenheit von Flk-1 fiir die Flt-1-induzierten Permeabilititsverdnderungen

notwendig ist.

Zur Messung der Permeabilitit an den Epithelzellmonolayern wurde [*H]-Inulin als
Tracer verwendet. Die Passage von Inulin erfolgt auf parazellulirem Wege®''. Da die
Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit via VEGF am Endothel zu Verdnderungen im
Bereich der Tight Junctions fiihrte®”, war Inulin also ein geeigneter Marker zur

Feststellung einer VEGF-abhéngigen Verdnderung der Permeabilitét.

Auf Grund der unterschiedlichen VEGF-Rezeptorexpression zeigten nur CSG- und
CPE-Zellen, nicht jedoch die MDCK-Zellen, eine Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit, die durch die Zugabe eines neutralisierenden Antikorpers gegen
VEGF (antiVEGF) sowie durch Zugabe des VEGF-Rezeptor-1 in seiner 16slichen Form
(sFIt) anndhernd vollstindig aufgehoben werden konnte. Diese Ergebnisse zeigten, dass
die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit der CSG- und CPE-Epithelzellen auch in
autokriner Weise iiber das VEGF/VEGF-Rezeptor System vermittelt wird, wie bereits
fir Endothelzellen gezeigt worden war’®. Bei den MDCK-Zellen, die keinen VEGF-
Rezeptor exprimierten, flihrte die Hypoxie hingegen erwartungsgemill zu keiner
Veridnderung der Permeabilitét.

Untermauert wurden die Ergebnisse durch Verwendung von AS-Oligonukleotide an den
CSG-Zellen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit des CSG-Zellmonolayer durch spezifische AS-Oligonukleotide
gegen Flt-1, aber nicht gegen Flk-1 verhindert werden konnte. Auf die Zugabe von
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VEGF und PIGF-1 reagierten die CSG- und CPE-Zellmonolayer ebenfalls mit einer

Hyperpermeabilitét, und zwar in dhnlicher Auspriagung wie auf Hypoxie.

Bei den Stimulationen mit PIGF-1 oder VEGF wurde immer ein Antioxidans
zugegeben, da die VEGF-induzierte Hyperpermeabilitit {iber eine Aktivierung der
Nitroxid-Synthase (NOS) mit konsekutivem Anstieg der intrazelluliren NO-
Konzentration vermittelt wird”. Die Halbwertszeit von NO ist unter Normoxie sehr
kurz, da NO mit molekularem Sauerstoff und Sauerstoffradikalen zu gleichen Anteilen
reagiert, ~woraus  Nitrit, Nitrat und  Peroxynitrat  entsteht******.  Die
Reaktionsgeschwindigkeiten dabei sind sehr hoch. Durch die Zugabe eines natiirlichen
Antioxidans wie a-Liponsdure (a-LA) kann die Konzentration von Sauerstoffradikalen

im Medium gesenkt werden, wodurch es zur Aktivierung des Second-Messenger-Weges

durch NO kommen kann®.

Neben der autokrinen Sekretion konnte also auch die externe Zugabe von VEGF einen
Permeabilitdtsanstieg bewirken. Wiederum zeigte sich beim MDCK-Monolayer
erwartungsgemifl kein Anstieg der Permeabilitit, da sie keinen VEGF-Rezeptor

exprimierten.

Wie bereits erwihnt, zeigten verschiedene Studien an in vivo-Modellen die fithrende
Rolle von Flt-1 bei der Signaltransduktion der VEGF-induzierten Hyperpermeabilitit.
Da jedoch in allen Studien eine Anwesenheit von Flk-1 vorlag, konnte seine Rolle bei
der Signaltransduktion nicht hinreichend erkldrt werden. Auch wenn keine direkte
Aktivierung durch den Liganden stattfand, war eine intermolekulare Aktivierung iiber

Flt-1, wie sie von Autiero et al. beschrieben wurde, moglich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten nun, dass die Hypoxie-induzierte
Hyperpermeabilitit auch in Epithelzellen tiber das VEGF/VEGF-Rezeptorsystem
vermittelt wird. Da die in dieser Arbeit verwendete epitheliale Tumor-Zelllinie CSG
nachweislich Flk-1 nicht exprimiert, wird dabei die Hyperpermeabilitdit auch in
Abwesenheit von Flk-1 durch Flt-1 vermittelt. Die Anwesenheit von Flk-1, und damit
eine mogliche intermolekulare Aktivierung durch Flt-1, ist also nicht erforderlich fiir

die Signaltransduktion.
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Die iiber Flt-1 vermittelte Signaltransduktion der Hypoxie- und VEGF-induzierten
Hyperpermeabilitit

Vorangegangene Studien an in vivo™*- und in vitro-Modellen®*” zeigten bereits, dass die
Hypoxie- und VEGF-induzierte Hyperpermeabilitit in Endothelzellen durch
Aktivierung des Phosphoinositide 3-Kinase/Akt (PI3-K/Akt) Signalweges vermittelt
wird. So gelangen es Fischer et al. die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitidt durch
Wortmannin und LY294002 zu blockieren''”. Es wurden dabei wiederum primére
Gehirnendothelzellen verwendet, welche sowohl den Flt-1 als auch den Flk-1
exprimierten. Dadurch konnte letztlich jedoch nicht eindeutig gekldrt werden, {iber

welchen der beiden VEGF-Rezeptoren die Signaltransduktion vermittelt wird.

Ausgehend von den oben genannten Permeabilititsstudien, erwiesen sich die CSG-
Zelllinie als guter Kandidat fiir die Untersuchung der Signalwege der Flt-1 vermittelten
Hypoxie- und VEGF-induzierten Hyperpermeabilitit, da sie nur Flt-1 und nicht Flk-1

exprimierten.

Die Ergebnisse der Permeabilititsstudien mit verschiedenen Hemmstoffen zeigten, dass
auch bei der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitdt in Epithelzellen der PI3-K/Akt-
Signalweg involviert ist. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die
Aktivierung der Nitroxid-Synthase (NOS) sowie der 16slichen Guanylatzyklase (sGC)
essentiell fiir die Entstehung der Hyperpermeabilitit sind. Dahingegen waren weder die
Phospholipase C (PLC), die Proteinkinase C (PKC) noch die p38 und p42/44 MAPK
(mitogen-activated protein kinase) an der Signaltransduktion der Hypoxie-induzierten

Hyperpermeabilitét tiber Flt-1 beteiligt.

Die Tatsache, dass es sowohl durch Hypoxie als auch durch die Zugabe von VEGF
bzw. PIGF-1 bei den CSG-Zellen zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung von
Akt kam, untermauerte die Ergebnisse der Permeabilitéitsstudien, und belegte so, dass
der PI3-K/Akt-Signalweg in der Signaltransduktion der Hypoxie-induzierten
Hyperpermeabilitdt involviert ist. Durch Zugabe eines neutralisierenden Antikorpers
gegen VEGF unter hypoxischen Bedingungen lief3 sich die Phosphorylierung und damit
Aktivierung von Akt deutlich senken, jedoch nicht vollstindig autheben. Dies lésst sich
dadurch erkldren, dass auch andere durch Hypoxie induzierte Faktoren, wie zum
Beispiel IGF-1, ebenfalls eine Phosphorylierung von Akt bewirken konnen®*®. So
bewirkt die Hypoxie induzierte Aktivierung von Akt durch IGF-1 eine vermehrte
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Aktivitit von hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-la), welcher als
Transkriptionsfaktor unter anderem die Transkription von VEGF stimuliert*”’. Die
Beteiligung des PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweges an der Hypoxie-induzierten
Hyperpermeabilitit konnte auch durch in vivo Versuche der Arbeitsgruppe belegt
werden: BekanntermaBen steigt die VEGF-Produktion in den HirngefdBen unter
systemischer Hypoxie mit Abnahme der O2-Verfiigbarkeit zunehmend an und fiihrt
dadurch zur Erhohung der vaskuldren Permeabilitdt mit der Folge der Entstehung des
Hirnddems'””. Durch die Vorbehandlung der Tiere mit dem PI3-K/Akt-Inhibitor WM
(45ng intraperitoneal) konnte die Erhohung der vaskuldren Permeabilitdt unter 24
stiindiger Hypoxie (8% O;) vollstdndig unterdriickt werden. An der Kontrollgruppe,
welche unter Normoxie gehalten wurde, zeigte der Hemmstoff keine Wirkung auf die

250

Permeabilitdt™. Die Ergebnisse dieser in vivo Versuche bestitigten damit die

Beobachtungen der in vitro Untersuchungen.

Beziiglich der Signalkaskade von Akt ist bekannt, dass Akt die endotheliale Nitroxid-
Synthase (eNOS) durch Phosphorylierung von Serin-Resten (Ser1177) aktivieren
kann®"?**2, AuBerdem kann Akt die Transkription der eNOS mRNA steigern*. Nach
Aktivierung der eNOS kommt es zur vermehrten Umsetzung von L-Arginin in Citrullin,

d*>*. NO kann neben einer Vasodilatation und einer Induktion

wobei NO freigesetzt wir
der Angiogenese auch die Permeabilitit beeinflussen”. Weiter konnte gezeigt werden,
dass NO die 16sliche Guanylatzyklase (sGC) aktiviert und so zum Anstieg des cGMP-
Spiegels im Zytosol fiihrt”>. Wu et al. zeigten, dass VEGF-NO-abhingige
Permeabilititsanstiege in Koronargefiflen {iber eine Aktivierung der Guanylatzyklase
und die Induktion einer cGMP-abhidngigen Proteinkinase (Proteinkinase G, PKG)
ablaufen”. Entsprechend ist gezeigt worden, dass Agenzien, die in der Lage sind, den

intrazelluldren cGMP-Spiegel zu erhohen, dadurch die Permeabilitdt in Kapillaren

. .25 . . 258 e ”
sowohl in vivo™' als auch in vitro®>® erhdhen kdnnen.

Nach einer Stimulation durch VEGF konnen neben aktiviertem Akt jedoch auch andere
Signalwege die NOS aktivieren. Guo et al. zeigten, dass es durch Bindung von VEGF
an seine spezifischen Rezeptoren (Flt-1 und Flk-1) zur Phosphorylierung und damit
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) kommt. Wie bei der Aktivierung der PI3-K
findet auch hier die Aktivierung der PLC iiber eine Bindung im Bereich der SH2-

Domine statt®>’

. Alternativ kann die PLC auch durch Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PI;345)P3), dem Produkt der PI3-K-abhingigen Phosphorylierung von

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (Pl sP,), aktiviert werden’®. Die PLC spaltet
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das Membranlipid Pl4 5P, zu Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3). IP3
bewirkt eine Freisetzung von Calcium aus intrazelluliren Speichern, wie dem
endoplasmatischen Retikulum. Durch die erhohte Ca2"-Konzentration und durch direkte

Bindung von DAG erfolgt dann die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)*'.

Die aktivierte PKC kann nun Serin-Reste der NOS phosphorylieren und diese damit
aktivieren. Andererseits bewirkt auch eine Erhohung der intrazelluliren Calcium-
Konzentration bereits eine Aktivierung der NOS”’. Zusitzlich zur Aktivierung der NOS
kann die PKC durch direkte Phosphorylierung von Tight Junction-Proteinen, zum
Beispiel ZO-1 und-2°%*, sowie iiber Aktivierung der MAPK mit anschlieBender
Freisetzung von Prostaglanoiden die Permeabilitit erhohen®”. Den Nachweis, dass
VEGF {ber die PKC tatsdchlich eine Hyperpermeabilitdt bewirken kann, erbrachten
Cohen et al. nach  Untersuchungen mit bovinen Pulmonalarterien-

Endothelzellmonolayer264.

In den durchgefiihrten Untersuchungen konnten nun durch Inhibition der NOS (durch
L-N®monomethyl Arginine citrate, NMMA) sowie der sGC (durch 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1, ODQ) die VEGF/Flt-1 vermittelte Hypoxie-
induzierte Hyperpermeabilitit am CSG-Zellmonolayer aufgehoben werden. Die
Hemmung der PLC und der PKC vermochte hingegen nicht die Hypoxie-induzierte

Hyperpermeabilitdt zu verhindern.

Mit dem Zytotoxassaay konnte belegt werden, dass die hier verwendeten Hemmstoffe
keine zytotoxischen Effekte auf die CSG-Zellen ausiiben, die die Ergebnisse der

Permeabilititsstudien hitten verfilschen konnen.

Die genannten Ergebnisse zeigen, dass der Signalweg PI3-K/Akt — NOS — sGC durch
Flt-1 aktiviert werden kann und im Falle der epithelialen Tumorzelllinie CSG fiir die

Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitét verantwortlich ist.

Sie zeigen weiterhin, dass die Aktivierung der NOS dabei ausschlieBlich durch Akt
erfolgt. Eine Aktivierung der NOS durch die PKC und / oder durch die Erh6hung der
intrazelluldren Ca2+-Konzentration, hervorgerufen durch die PLC, ist daran nicht
beteiligt. Auch eine direkte Einwirkung der PKC auf die Tight Junction-Proteine scheint

hier nicht vorzuliegen.

Dies lisst den Schluss zu, dass die Signalwege VEGF/VEGFR — PLC — [Ca*"]/PKC
— NOS und VEGF/VEGFR — PLC — PKC — TJ-Protein-Phosphorylierung nicht

durch Flt-1 vermittelt werden. Gestiitzt wird diese These durch Versuche mit
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monoklonalen Antikérpern gegen die beiden VEGF-Rezeptoren. Yoshiji et al. machten
dabei fiir die Aktivierung des Signalweges tiber die PKC durch VEGF den Flk-1
Rezeptor verantwortlich®®. Bestitigt wurden ihre Ergebnisse durch Kuo et al.. Nach
Versuchen mit small interfering RNA (siRNA) an bovinen Aorten-Endothelzellen
zeigten sie eine Aktivititsabnahme der PKC durch Flk-1-siRNA.

Schlielich konnte noch eine Involvierung der MAPK p38 und p42/44 in die
Signaltransduktion der Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitit bei den CSG-Zellen
ausgeschlossen werden. Dies entspricht den Ergebnissen von Fischer et al. nach
Untersuchung an BMEC, bei denen ebenfalls weder die PKC noch die p38 und p42/44
MAPK an den Verinderungen der Permeabilitit beteiligt sind'"°.

Die Hauptaufgabe der PI3-K/Akt Aktivierung durch Wachstumsfaktoren wie VEGF ist
nach vorherrschender Meinung die Vermittlung von antiapoptotischen Reizen und

damit die Sicherung des Uberlebens der Zellen*"****%

. Dies geschieht unter anderem
tiber eine Phosphorylierung und damit Inaktivierung des proapoptotischen Proteins
BAD (Bcl-2-Antagonist of Cell Death)*’”’. Daneben kann iiber eine Aktivierung von

188

PI3-K/Akt die Zellproliferation sowie die Angiogenese induziert ~— und die Aktivitét

von Schliisselenzymen des Glukose- und Lipidstoffwechsel der Zelle reguliert

271,272
werden?’ 1?72,

Uber welchen der beiden VEGF-Rezeptoren die Signalvermittlung hierbei abliuft, wird
kontrovers diskutiert. So machen Cai et al. nach Untersuchung einer Primérkultur von
bovinen mikrovaskuldren Endothelzellen der Retina Flt-1 fiir die Aktivierung von PI3-
K/Akt durch VEGF verantwortlich®” wohingegen Gerber et al. nach Untersuchungen
an Endothelzellen der Nabelschnurvene Flk-1 als entscheidenden Rezeptor betrachten’”.
Es scheint also, dass die VEGF-induzierte Aktivierung des PI3-K/Akt-Signalweges in

verschiedenen Zellarten tiber unterschiedliche Rezeptoren vermittelt wird.

Ausgehend von den vorangegangenen Ergebnissen und der Erkenntnis, dass VEGF an
der epithelialen Tumor-Zellinie CSG den PI3-K/Akt-Signalweg aktiviert, sollte nun die

proliferative und tiberlebensfordernde Wirkung von VEGF untersucht werden.

Die Ergebnisse der Untersuchung mit dem CellTiter 96" AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay zeigten einen Anstieg der Absorption bei 490nm gegeniiber der
Kontrollgruppe nach Zugabe von VEGF oder PIGF zum Medium. Die Messung der
[*H]-Thymidin-Inkorporation zeigte hingegen keinen Unterschied zur Kontrollgruppe.

Dieser scheinbare Widerspruch der beiden Ergebnisse ldsst sich jedoch durchaus in
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Einklang bringen, wenn man die Funktionsweisen der beiden Tests betrachtet. Bei der
Messung der [*H]-Thymidin Inkorporation wird letztlich die Menge von neu
synthetisierter Nukleinsdure gemessen. Durch die Verwendung von Thymidin wird
dabei speziell die de novo Synthese von DNA und nicht von RNA bestimmt. Die de
novo Synthese von DNA ist ein essentieller Bestandteil im Rahmen der
Zellproliferation, da die Zellteilung mit einer Verdopplung der DNA einhergeht. Der
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay beruht auf einer
kolorimetrischen Methode zur Bestimmung lebender Zellen und basiert auf der
Reduktion einer Tetrazolium-Komponente (MTS) zu einem farbigen, loslichen
Formazan-Produkt. Diese Reduktion erfolgte durch vitale Zellen unter Verbrauch von

NADH/H" oder NADPH/H", welche in metabolisch aktiven Zellen gebildet werden.

Vor diesem Hintergrund ldsst sich nun aus den Ergebnissen der Proliferationsstudien
schlieBen, dass VEGF {iiber die Aktivierung von Flt-1 an den CSG-Zellen keine
Proliferation bewirkt, da eine Steigerung der DNA Synthese nicht gemessen werden
kann. VEGF konnte aber iiber Flt-1 vermittelt zu einem gesteigerten Metabolismus der
Zellen fithren, der hier durch die vermehrte Reduktion von MTS durch NADH/H" und
NADPH/H" bestimmt wird. Diese Ergebnisse passen zu der Beobachtung, dass Akt
Schliisselstellen der zellulidren Stoffwechselleistung beeinflussen kann’. So wird iiber
Akt unter anderem die Expression und Aktivitdit von GLUT-1 (glucose transporter)

274
d

reguliert, wodurch die Aufnahme von Glukose in die Zelle gesteigert wird”™*. Uber eine

Aktivierung der Hexokinase entsteht vermehrt Glucose-6-Phosphat, das dann in die

75

Glykolyse eintreten kann®”>. Akt kann dabei iiber HIF-la die Expression von

Schliisselenzymen der Glykolyse regulieren”’®*”’. Daneben kann Akt die
Gluconeogenese hemmen?’>

letztlich zur vermehrten Bereitstellung von NADH/H" und NADPH/H'.

. Diese Steigerung der katabolen Stoffwechselleistung fiihrt

Eine erhohte Zellviabilitdt, die hier durch die vermehrte Bereitstellung der
Energietrigern NADH/H™ und NADPH/H' bestimmt wurde, kann also an der
epithelialen Tumorzelllinie CSG ebenfalls durch VEGF vermittelt werden. Die
Signaltransduktion erfolgt dabei tiber Flt-1, und dies auch in Abwesenheit von Flk-1.

Eine Proliferation der Zellen wird hingegen nicht durch Flt-1 vermittelt.
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Zusammenfassung

S. Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, die Mechanismen der Signaltransduktion der
Hypoxie-induzierten Hyperpermeabilitdt durch VEGF zu erforschen. Speziell die Frage,
welcher der VEGF-Rezeptoren fiir die Signalvermittlung verantwortlich ist, sollte dabei
untersucht werden.

Am in vitro Modell der Blut-Hirn-Schranke, bestehend aus porcinen mikrovaskulidren
Gehirnendothelzellen (BMEC) konnte gezeigt werden, dass die Hypoxie- und VEGF-
induzierte Hyperpermeabilitdt durch Aktivierung von Flt-1 vermittelt wird. So erhohte
die Zugabe von PIGF, das lediglich Flt-1 und nicht Flk-1 bindet, die Permeabilitét in
gleicher Weise wie VEGF, wohingegen VEGF-E, ein virales VEGF-Homolog, das Flk-
1 und Neuropilin-1, aber nicht Flt-1 aktiviert, keine Effekte auf die Permeabilitdt der
Endothelzellen hatte. Dariiber hinaus konnte durch AS-Oligonukleotide gegen Flt-1,
aber nicht gegen Flk-1, die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit der BMEC
aufgehoben werden.

Da Endothelzellen beide VEGF-Rezeptoren exprimieren und die Verwendung von
spezifischen Liganden oder Inhibitoren der Rezeptoren eine mogliche intermolekulare
Aktivierung nicht auszuschlieen vermag, sollten die Untersuchungen zusdtzlich an
einer Zelle durchgefiihrt werden, die nur Flt-1 exprimiert. Die Zellen sollten dabei in
Form eines Monolayers wachsen und dabei dichte Tight Junctions ausbilden, die eine
Permeabilitétsbarriere darstellen.

Neben Endothelzellen werden die VEGF-Rezeptoren auch auf verschiedenen
Epithelzellen exprimiert, die ebenfalls durch Tight Junctions miteinander verbunden
sind und deren Monolayer hoher Widerstandswerte aufweisen. Mittels RT-PCR und
Northern Blot-Analyse sowie Western Blot und Immunzytochemie wurden
verschiedene Epithelzellen hinsichtlich ihrer Expression von Flt-1 und Flk-1 untersucht.
Die primdren CPE-Zellen zeigten dabei eine Expression beider Rezeptoren, MDCK
exprimierten keinen der Rezeptoren. Die epitheliale Tumorzelllinie CSG zeigte
lediglich die Expression von Flt-1. Durch Messung des transepithelialen elektrischen
Widerstandes konnte bei allen Epithelarten eine gute Ausbildung von Tight Junctions
bestimmt werden.

Permeabilitdtsstudien unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen in An- und

Abwesenheit eines neutralisierenden Antikorpers gegen VEGF sowie unter Zugabe von
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Zusammenfassung

VEGF und PIGF zeigten, dass die Hypoxie-induzierte Hyperpermeabilitit iiber VEGF
durch Flt-1 in Abwesenheit von Flk-1 vermittelt werden kann. Die Ergebnisse konnten
durch Versuche an den CSG-Zellen mit AS-Oligonukleotiden gegen Flt-1 und Flk-1
bestdtigt werden.

Weitere Permeabilititsstudien unter Verwendung spezifischer Inhibitoren der
Signalkaskaden sowie Western Blot Analysen zeigten dann, dass die
Hyperpermeabilitdt {iber eine Aktivierung des PI3-K/Akt—NOS—sGC-Signalweges
zustande kommt. PLC, PKC sowie p38 und p42/44 MAPK waren an den
Verdnderungen der Permeabilitét nicht beteiligt.

Da tiber den PI3-K/Akt-Signalweg auch proliferative und anti-apoptotische Reize
vermittelt werden konnen, wurden Proliferationstests an den CSG-Zellen unter Zugabe
von VEGF und PIGF-1 durchgefiihrt. Durch die Ergebnisse aus der Messung der [*H]-
Thymidin-Inkorporation und einer kolorimetrischen Bestimmung konnte dann
abgeleitet werden, dass die Aktivierung von Flt-1 in Abwesenheit von Flk-1 keine
Proliferation der CSG-Zellen bewirkt, wohl aber zu einer Steigerung des Metabolismus
der Zellen mit der Folge der vermehrten Bereitstellung der Energietriger NADH/H" und
NADPH/H" fiihren kann.

Die Erkenntnisse dieser Dissertationsarbeit konnten hilfreich sein in der Entwicklung
von Therapiestrategien bei der Behandlung des durch VEGF vermittelten Hypoxie- oder
Tumor-bedingten vasogenen Hirnédems. Auch in der onkologischen Therapie kann
davon profitiert werden, da bekannt ist, dass viele Tumore VEGF sowie die VEGF-
Rezeptoren exprimieren und eine Aktivierung durch VEGF zu Tumorwachstum und

Metastasierung fithren kann.
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6. Summary

The present dissertation studies the mechanism of signaltransduction for hypoxia-
induced hyperpermeability via VEGF. In particular, it will be analyzed which of the
VEGF-receptors is responsible for signal transmission.

An in vitro blood-brain barrier model consisting of porcine brain microvascular
endothelial cells (BMEC) was used to show that Hypoxia- and VEGF-induced
hyperpermeability is mediated by activation of Flt-1. Addition of the receptor-specific
homolog placental growth factor, which binds Flt-1 but not Flk-1, increased endothelial
permeability to the same extent as VEGF, whereas adding VEGF-E, a viral VEGF
molecule from the orf virus family activating Flk-1 and neuropilin-1, but not Flt-1, did
not show any effect. Furthermore, selective antisense oligonucleotides against Flt-1, but
not Flk-1, inhibited hypoxia-induced permeability changes.

Since endothelial cells express both VEGF-receptors and due to the fact that using
specific ligands or inhibitors of the receptors does not preclude an intermolecular
crosstalk and activation of the receptors, it was necessary to perform these studies using
cells, wich only express Flt-1. Furthermore, these cells have to form tight monolayers
by connecting tight junctons between single cells, thus forming a permeability barrier.
Besides endothelial cells, epithelial cells also express VEGF-receptors. Both epithelial
and endothelial cells are connected through Tight Junctions whose tightness can be
controlled in a comparable way.

Using RT-PCR, northern blot, western blot and immuncytochemistry analysis the
expression of VEGF-receptors Flt-1 and Flk-1 was tested in several epithelial cells. It
turns out that primary CPE cells express both receptors, while MDCK expresses none of
them. The epithelial tumor cell line CSG only expresses Flt-1.

Further permeability studies under normoxic and hypoxic conditions, using the CSG
only expressing Flt-1 in the absence and presence of neutralizing antibodies against
VEGF as well as under a high concentration of VEGF and PIGF demonstrated that Flt-1
is sufficient to induce hyperpermeability by hypoxia and VEGF independently on the
presence of Flk-1.

Moreover, it was demonstrated, that hyperpermeability, induced by hypoxia/VEGF,
depends on activation of phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (PI3-K/Akt), nitric oxide
synthase (NOS) or protein kinase G (PKG). Neither PLC, PKC, nor MAPK p38 or

p42/44 were involved in those permeability changes.
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Summary

Because the PI3-K/Akt pathway also transmits proliferative and anti-apoptotic stimuli,
further proliferation studies with the CSG cells, adding VEGF and PIGF-1, were
performed. Testing the [*H]-thymidine incorporation and by using a colorimetric, non-
radioactive assay, no cell-proliferation was measured, but increased levels of NADH/H"
and NADPH/H" could be an indication of increased cell viability after activation of PI3-
K/Akt by VEGF, mediated by Flt-1.

These results will be helpful to develop therapeutical strategies to prevent
hypoxia/VEGF-induced hyperpermeability leading to vasogenic brain edema formation,
without interfering with the beneficial angiogenic and neuroprotective effects of VEGF.
Moreover, the findings of this research could be used when treating cancer, since it is
well known that many tumors express VEGF or VEGF-receptors and that activation due

to VEGF can cause growth of the tumor and its dissemination.
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8 Anhang

8.1 Verwendete Materialien

8.1.1 Geriite und sonstige Bedarfsgegenstinde

Standardgerétschaften werden nicht gesondert aufgefiihrt.

A.L.F. DNA Sequencer
Autoklav, Varioklav, Typ 500
Bakterienschiittler Certomat HK
Betastrahlenzéhler (-Counter)
Brutschrank Cellstar
Filmentwicklungsmaschine Optimax
Filtermate Harvester
Fluoreszenzmikroskop
Gene Genius Biolmaging System
Hybridisierungsofen
Hybridisierungsrohren
Kiihlzentrifuge
Liquid Scintillation Analyzer
Microflow
Millicell Voltohmmeter
Neubauer-Zdhlkammer
pH-Meter
Phosphorlmager Storm 860, zugehorige Kassetten
Photometer:

Biowave S2100

Tecan Spektra
Prézisions-Kiivetten aus Quarzglas
Thermocycler Gene Amp PCR 9600
TopCount NXT™
UV-Stratalinker 1800
UV-Transluminator (302 nm, mittelwellig)
Vac-Man" Laboratory Vakuum Manifold
Vakuum Konzentrator Speed Vac
Vertikale Elektrophorese/NaB3blotkammer
Zentrifuge RC-5B mit Rotor GS-3

8.1.2 Verbrauchsmaterialien

Pharmacia LKB, Freiburg
H-P Labortechnik, Miinchen
B. Braun Biotech, Melsungen
Berthold, Bad Wildbad
Nunc, Wiesbaden

Beetz, Langen

Packard, Schwadorf, AU
Leica, Wetzlar

Syngene, Cambridge, UK
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Packard, Schwadorf, AU
Nunc, Wiesbaden

Millipore, Eschborn
Superior, Lauda-Konigshofen
Schott, Mainz

Molecular Dynamics, Freiburg

WPA, Cambrigde, UK
Tecan, Crailsheim
Hellma, Niirnberg
PerkinElmar, Weiterstadt
Packard, Schwadorf, AU
Stratagene, Heidelberg
Herolab, Wiesloch
Promega, Mannheim
GMI, Clearwater, USA
Invitrogen, Groningen, NL
Sorvall, Hanau

Ubliche Verbrauchsmaterialien werden nicht extra genannt.

3MM-Papier

96-Well-Platten
96-Well-Mikrotiterplatten
Chromatographiepapier DE 81
Cryordhrchen

ExpressHyb Hybridization Solution
Hyperfilm ECL

Whatman, Kent, UK
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden
Whatman, Kent, UK
Nunc, Wiesbaden
Clontech, Heidelberg
Amersham, Freiburg
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Nitrozellulose-Membran Hybond ECL
Nylon-Membran Duralon UV™
Objekttrager, 8 Kammer Lab-Tek

Objekttrager, Biocoat, Kollagen beschichtet

Petrischalen: 28 cm® und 69 cm®
Petrischalen Biocoat, Kollagen beschichtet
Polypropylen-Zentrifugenrohrchen
PCR-Reaktionsgefille

Reaktionsgefifle: 0,5, 1,5 und 2,0 ml (Eppendorftube)

SDS-Polyacrylamidgel, 6% Tris-Glycin
SDS-Polyacrylamidgel, 10% Bis/Tris
Sterifilter

Szintillationsréhrchen

Transwell® Polyester und Polycarbonate Membranen

UniFilter®- 96, GF/C
Zellschaber

8.1.3 Chemikalien

Amersham, Freiburg
Stratagene, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden
Becton-Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Falcon, Le Pont de Claix, FR
Biozym, Hess. Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
Anamed, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
Millipore, Eschborn

Fisher Scientific, Schwerte
Costa-Corning, Bodenheim
PerkinElmar, Weiterstadt
Greiner, Frickenhausen

Die iiblichen Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Karlsruhe; Merck, Frankfurt
am Main und Sigma, Deisenhofen bezogen und werden im weitern nicht extra

aufgefiihrt.

Agar

Amphotericin B

Ampicillin

Aprotinin

Ara-C (Cytosine -D-Arabino-Furanoside)
Borsédure

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)
Collagen, Rat tail

DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindol)
Dextran

Dextransulfat

Dispase

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DMEM (Dulbecco’s Mod. Eagle Medium)
DMEM/F-12 Nutrient Mix 1:1
DNA Probenpuffer (6x)

DTT (DL-Dithiothreitol)
Dynabeads®™ Oligo(dT)ss

E. coli JIM109 Competent Cells
Ethidiumbromid

ExpressHyb Hybridisierungspuftfer
FCS (Fetales Kilberserum)
First-Strand Buffer (5x)

Formamid, deionisiert

Gentamicin (50mg/ml)

L-Glutamin (200mM)

Glycerin

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Dynal Biotech, Oslo, Norwegen
Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Clontech, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Invitrogen, Groningen, NL
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

119



Anhang

Guanidiniumthiocyanat

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-
N’-[2-ethanesulfonic acid])

Insulin

[*H]-Inulin (Tritium-markiertes Inulin)

Kollagenase/Dispase

N-Lauryl-Sarcosylsarcosin

Laminin

LE-Agarose

LiDS (Lithiun dodecylsulfate)

a-Liponsédure

M199 Medium

Microscint™ (

B-Mercaptoethanol

MES-SDS-Laufpuffer (20x)

MOPS (3-Morpholinopropansulfonséure)

Mowiol

Non-essential Amino Acids

Normal Goat Serum

NuPage-Transferpuffer (20x)

a-[**P]-dCTP

v-[*’P]-dATP

Penicillin-Streptomycin

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Protein-A-Sepharose

Rainbow™coloured protein mol. weight marker

RNasin® RNase Inhibitor (40 U/ul)
RNA-GroBen-Marker
Salmonsperma DNA (ssDNA)
SeaKEM GTG Agarose

SDS (Sodium dodecylsulfate)

SuperScript™ II RNase H™ Reverse Transcriptase

Szintillationscocktail Rotiszint Ecoplus
[*H]-Thymidin, (methyl)-*H-Thymidin
Triton X-100
Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (10x)
Tris-Glycin-SDS-Transferpuffer (20x)

Trizma® Base (Tris-[hydroxymethyl]-aminomethane)

Trypsin/EDTA (0,25%)
Tween-20
® X 174 RF DNA / Hae IlI-Fragmente

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Amersham, Freiburg
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma, Deisenhofen
Merck, Frankfurt am Main
Gibco, Karlsruhe
PerkinElmar, Weiterstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen, NL
Roth, Karlsruhe

Hoechst, Frankfurt am Main
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen, NL
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Amersham, Freiburg
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen, NL
Roth, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Anamed, Darmstadt
Anamed, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe

Biorad, Miinchen
Promega, Mannheim

120



Anhang

8.14  Kits

CellTiter 96 AQueous One Solution

Cell Proliferation Assay Promega, Mannheim
ECL-Plus Kit Amersham, Freiburg
DC Protein Assay Biorad, Miinchen
pGEM®-T-Easy Vector Kit Promega, Mannheim
rediprime [I™, RandomPrime Labeling Kit Amersham, Freiburg
Taq PCR Core Kit Qiagen, Hilden
Wizard Plus DNA Mini/Midiprep Purification System Promega, Mannheim
UltraClean™ 15 DNA Purification Kit MoBio Lab, Solana Beach, USA

8.1.5 Losungen

Wenn nicht anders vermerkt, wurde demineralisiertes Wasser als Losungsmittel
verwendet.

8.1.5.1 Losungen fiir die Proteinanalyse

6 M Harnstoff-Puffer TBS (Tris Buffered Solution)

6 M Harnstoff 137 mM NaCl

150 mM NacCl 20 mM Tris-HCI, ph 7,5

10 mM Tris/HCI, pH 8,0

5 mM MgCl, TBST
5 mM EGTA (Tris Buffered Solution with Tween)
1 mM DTT 137 mM NaCl
1 mM Benzamidine 20 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,2 mM PMSF 0,1 % Tween-20

0,1 %  Triton X-100
Stripping-Puffer

Protein Lysis-Puffer 62,5 mM Tris-HCL, pH 6,7
150 mM NaCl 100,0 mM B-Mercaptoethanol
20 mM Tris/HCL pH 7,5 2 % SDS

10 mM EDTA
1 % Triton X-100 i .
TBS (Tris Buff 1
10 % Glycerin S (Tris Buffered Solution)

1 mM Na;VO, 137 mM  NaCl
1 mM PMSF 20 mM Tris-HCI, ph 7,5

10 pg/ml Aprotinin

RNA-Probenpuffer

50,0 % deionisiertes Formamid
10,0 % MOPS
16,0 % Formaldehyd, 37 %ig
6,7 % Glycerol
0,5 % 10% (w/v)
Bromphenolblau
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8.1.5.2 Losungen und Ndhrmedien fiir zellbiologische Techniken

HBSS (Hanks” Balanced Salt Solution) BMEC-Medium

137,0 mM NaCl M199
54 mM KCI 20 % FCS
1,2 mM CaCle2H,0 2 % Penicillin-Streptomycin
0,4 mM  KH,PO, 1 % Amphotericin B
0,3 mM NaHPO,
0,5 mM MgCl e 6 H,O )
0,4 mM MgSO,e7H,0 MDCK-Medium
4,2 mM NaHCO; DMEM
5,5 mM D-Glukose 10 % FCS
1 % Glutamin
HBSS w/o Ca’": w/o Mg?" 1 % Non-essential Amino
1370 mM NaCl Acids
54 mM KCI
0,4 mM KH,PO, CSG-Medium
0,3 mM Na,HPO,
42 mM NaHCO; DMEM
10 % FCS
5,5 mM D-Glukose e .
2 % Penicillin-Streptomycin
Earle-Salz
- PE-Medi
1164 mM NaCl CPE-Medium
s4 mM KCl DMEM/F12
09 mM NaHPO, 10 % FCS .
08 mM MoSO, e 7 H,O 2 % Penicillin-Streptomycin
’ £ 2 1 % Amphotericin B
1.4 mM " Ca)Cle2H,0 2 % L-Glutamin
5,5 mM D-Glukose N
2 10 mM HEPES
20 pM  Ara-C

PBS (Phosphate Buffered Saline)

137,0 mM NaCl
54 mM KCI
7,4 mM Ca,Cle2H,0
1,5 mM KH,PO,

5 pg/ml Gentamicin
5 ug/ml Insulin
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8.1.5.3 Losungen und Ndhrmedien fiir molekularbiologische Techniken

Guanidiniumpuffer
4 M
25 mM
100 mM
05 %

Guanidiniumthiocyanat
Na-citrat, pH 7,0
B-Mercaptoethanol
N-Lauryl-
Sarcosylsarcosin

Lysispuffer fiir Dynabeads® Oligo(dT),s

100 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM LiCl
10 mM EDTA
1 % LiDS
5 mM DTT

Waschpuffer A fiir Dynabeads®
OligO! dT !25
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM LiCl
1 mM EDTA
0,1 % LiDS

Waschpuffer B fiir Dynabeads®
OligO! dT !25
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM LiCl
1 mM EDTA

RNA-Probenpuffer

50,0 %  deionisiertes Formamid
10,0 % MOPS
16,0 %  Formaldehyd, 37 %ig
6,7 %  Glycerol
0,5 % 10% (w/v)
Bromphenolblau

20x SSC

30 M NaCl
0,3 M Na-citrat, pH 7,0

10x TBE
M  Tris-HCI, pH 8,0
1 M Borsiure
25 mM EDTA

—_—

10x MOPS-Puffer
41,80 g1 MOPS
4,10 g/l Na-Acetat
3,72 g/l EDTA

Hybridisierungspuffer fiir Northern Blot

50 % deionisiertes Formamid
10 %  Dextransulfat

1 % SDS

1 M NaCl

100 pg/ml ssDNA

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

10 g/l Pepton aus Casein
tryptisch verdaut
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
60 mg/l Ampicillin
LB-Platten
LB-Medium
1,5 % Agar
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8.1.6  Verwendete Antikorper

Antikorper

Flt-1 (C-17),
polyclonal
Flk-1 (C-1158),
polyclonal
VEGF (147),
polyclonal
Z0-1 (Z-R1),
polyclonal
Z0-2 (Z54.PL),
polyclonal
Occludin,
polyclonal
Claudin-1 (JAY.8),
polyclonal
B-Actin, Clone AC-15,
monoclonal
a-smooth muscle Actin,
monoclonal
von-Willebrand-Faktor,
monoclonal
PECAM-1 (C-20),
polyclonal
Desmoplakin,
polyclonal
Akt,
polyclonal
Phospho-Akt,
polyclonal
anti-rabbit Ig
HRP-konjugiert
anti-mouse Ig
HRP-konjugiert
anti-rabbit Ig
Cy?-konjugiert
anti-mouse Ig
Cy?-konjugiert
anti-goat Ig
Cy?-konjugiert

Spezie
rabbit
rabbit
rabbit
rabbit
rabbit
rabbit
rabbit
mouse
mouse
rabbit
goat
rabbit
rabbit
rabbit
goat
rabbit
goat
goat

mouse

Verdiinnung | Verdiinnung

fiir WB
1:200

1:200

1:200

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:5000

1:1000

1:1000

1:5000

1:5000

fur [H
1:50

1:50

1:100

1:50

1:100

1:100

1:200

1:50

1:100

1:400

1:400

1:400

Hersteller

Santa Cruz,
Santa Cruz, USA
Santa Cruz,
Santa Cruz, USA
Santa Cruz,
Santa Cruz, USA
Zymed, San
Francisco, USA
Zymed, San
Francisco, USA
Zymed, San
Francisco, USA
Zymed, San
Francisco, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz,
Santa Cruz, USA
DPC Biermann,
Bad Nauheim
New England
Biolab, Frankfurt
New England
Biolab, Frankfurt
Amersham,
Freiburg

Dako,

Glostrup, DA
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
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8.1.7  Verwendete Primer
Die Primer wurden von der Firma MWG, Ebersberg bezogen.

Flt-1 forward: 5

CTG CCA CTC TCA TTG TAA ACG -3’

(9]
|

Flt-1 reverse: GAC AGT TTC AGG TCC TCT CC -3

Flk-1/KDR forward: 5" - GTT TGC AAG AAC TTG GAT GCT C -3

Flk-1/KDR reverse:

9]
|

CCT GGC AGG TGT AGA GGC C -3

8.1.8 Verwendete Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG, Ebersberg bezogen.

FIt-1-AS 5"- CAA AGA TGG ACT CGG GAG -3’
Flk-1-AS 5"- GGA TAC CTA GCG CAA AGA -3
scr Flt-1 5"- AGC TAG GCA CGA GAG TGA -3’
scr Flk-1 5"- AGA CAA TAA GGG CAT CCG -3
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis

*H Tritium

a-LA Alpha-Liponsdure

ACTH Adrenocorticotropes Hormon
antiVEGF monoklonaler Antikorper gegen VEGF
AS Antisense

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CSG Zelllinie aus Carcinomzellen der Submandibulardriise
COX Cyclooxygenase

DAG 1,2-Diacylglycerol

DAPI 4,6-diamidino-2-Phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDTA Ethylendeamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor

ERK Extracellular-signal regulated Kinase
FCS fetales Kélberserum

FGF Fibroblast Growth Factor

Flk-1 Fetal liver kinase

Flt-1 Fms-like tyrosine kinase

GC Guanylatzyklase

HCl Salzsédure

HE Hématoxilin-Eosin

HIF Hypoxia-inducible Factor

HRE Hypoxia Response Elements

HRP Horseradish Peroxidase

HSP Heat shock protein

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells
IL Interleukin

kb Kilo-Basen = 1000 Basenpaare

kDa Kilo-Dalton = 1000 Dalton

KDR Kinase Insert Domain Receptor
MAPK mitogen activated protein kinase
MDCK Madin Darby canine kidney

MgClI2 Magnesiumchlorid

MMP Matrix-Metalloproteinase

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure
mRNA messenger ribonucleic acid

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge

NMMA L-NG-monomethyl Arginine citrate
NO Stickstoffmonoxid, Nitroxid

NOS Nitroxid-Synthase

NP Neuropilin

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered Saline
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PDGF
PG

PH

PI

PIGF
PKC
PLC
RNA
rpm
SDS
sFlt-1
SH2
TBS
TNF
TRIS/HCI
TSH
Tyr
VE-Cadherin
VEGF
VEGFR
VHL
VPF
WM
Z0O-1/-2
ng

ul

Platelet-derived Growth Factor
Prostaglandin

Peckstrin-homology
Phosphatidyl-Inositol

Placenta Growth Factor
Proteinkinase C

Phospholipase C
Ribonukleinsédure

rounds per minute
Sodiumdodecylsulfat

Soluble Flt-1

Src-homology 2

TRIS buffererd saline (TRIS gepufferte Salzlosung)
Tumor Nekrose Faktor
Tris-(hydoxymethyl)aminomethan Hydrochlorid
Thyroidea-stimulierendes Hormon
Tyrosin

Vascular endothelial Cadherin
Vascular endothelial growth factor
VEGF-Rezeptor
von-Hippel-Lindau

Vaskulédrer Permeabilititsfaktor
Wortmannin

Zonula occludens protein-1/-2
Mikrogramm

Mikroliter
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