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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der Disintegrin-ahnlichen Metalloproteinasen (ADAMS)

Die Disintegrin-dhnlichen Metalloproteinasen - kukbAMs (a disintegrin and metallo-
proteinase - bilden eine Enzymfamilie, die eine Gruppe traembraner Typ | Glykoproteine
umfasst. Die Bezeichnung ADAM beruht zum einen @eif Eigenschaft der Enzyme bei der
Zell-Zell-Interaktion mit Integrinen zu interagi@raund zum anderen auf der Fahigkeit die
Ektodomanen von membranassoziierten Proteinengiytisch zu spalten.

Aufgrund ihrer Funktion sind die Disintegrin-ahilen Metalloproteinasen in der Lage, die
Zelloberflache zu modifizieren und mit anderen &elku interagieren, sie spielen daher eine
wichtige Rolle bei einer Vielzahl biologischer Pegse. Dazu zahlen insbesondere
Entwicklungs- und Regulationsprozesse im Organismuse Zelldifferenzierung,
Zellproliferation, Zellmigration und Signaltransdidgn. Neben ihren physiologischen
Funktionen sind die ADAMs auch an pathologischen rgdogen beteiligt, wie
Entzindungsreaktionen, Tumorprogression und Metigstang.

Matrix
Metalloproteinasen Disintegrin-ahnliche
MMPs — Metalloproteinaser]
ADAMs
Adamalysine
Metzinkine Schlangengift
— | Metalloproteinasen
Astacine SVMPs
Serralysine

Abb. 1.1: Metzinkinfamilie der Metalloproteinasen

Die Disintegrin-ahnlichen Metalloproteinasen (ADAMsiten sich von den Adamalysinen ab, die wiedeagimne
Unterfamilie der Metzinkine darstellen. Zu der Mekinfamilie zahlen ebenso die Matrix Metallopratasen
(MMPs), die Astacine und Serralysine. Zur Gruppe Adamalysine gehdren neben den ADAMs auch die
Schlangengift Metalloproteinasen (SVMPSs).

Die ADAMs bilden eine Untergruppe der Zink-abharegig Metalloproteinasen, der
sogenannten Metzinkine (siehe Abb. 1.1). Zur Swapeitfe der Metzinkine gehodren die

Familien der MMPs rfatrix metalloproteinases Astacine (zuerst in Flusskrelfsstacus



1 Einleitung

astacusbeschrieben), Serralysine (bakterielle Proteinassm Adamalysine (Bodet al,
1993). Die letzte Gruppe, die Adamalysine, wird gemsam von den ADAMs und den
Schlangengiften SVMPsri{akevenommetalloproteinase} gebildet, die eine enge Homologie
zueinander aufweisen (Blobet al, 1992).

Eine Untergruppe der ADAMs bilden die ADAM-T& (lisintegrin and metalloproteinase
with thrombepondin motif. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe |6slicResteasen.
Bekannte Funktionen der ADAM-TS sind die Prozessigr von Kollagen, die Spaltung
einiger Matrix-Proteoglykane und des von WillebraRdktors, sowie die Inhibierung der
Angiogenese (Portat al, 2005). Der strukturelle Aufbau der ADAMs und @i verwandter
Metalloproteinasen ist in Abbildung 1.2 dargestellt

0'06% e&'&
O & & & R
N 2 © & S N N
&L L N & & S O T
& & o & F S SE LSS
2 & N 2N R 2R

ADAM [ H HH H———

SVMP K H ) &

8
QOG)Q&\(\
S F
NS
ADAM-TS [ K K ]
& o X
S L&
S & SN
& &

MMP K H 3

Abb. 1.2: Aufbau der ADAMs und verwandter Metalloproteinasen

Doménenstruktur der ADAMs, SVMPs, ADAM-TSs und MMH3ie ADAM-TS Familie hat eine variable
Anzahl von Thrombospondin-dhnlichen Motiven. EinebBasse der MMPs die sogenannten MT-MMPs
(Membran-Typ MMPs) besitzen zusétzlich eine tranmsiirane Doméane und eine zytoplasmatische Domane.
Modifiziert nach Seals und Courtneidge, 2008.

Die ersten ADAMs wurden 1987 bei der Analyse vorer8m-Oberflachenproteinen bei
Meerschweinchen isoliert. Hierbei handelt es siah ADAM1 und ADAMZ2, die auch als
Fertilin-a und f bezeichnet werden (Primakadt al, 1987, Evangt al, 1999). Fertilinet und

-B bilden ein Heterodimer, welches mit Integrinereragiert. Sie spielen eine Rolle bei der
Sperma-Ei-Membranfusion und bei der Spermatoge(idebel et al, 1992, Blobel, 2000).



1 Einleitung

ADAMSs konnten bislang in einer Vielzahl von Spezidsntifiziert werden, unter anderem in
Schizosaccharomyces pomb@aenorhabditis elegansDrosophila melanogasteund in
Vertebraten (Pan und Rubin, 1997, Huanal, 2003, Nakamurat al, 2004). In Bakterien
und Pflanzen wurden bisher keine ADAMs nachgewiéS¢oneet al, 1999).

Die Synthese der ADAMSs findet an den Ribosomenrdelen Endoplasmatischen Retikubum
statt, gefolgt von der Maturierung im Trans-Golgitkiverk, wo die Glykosylierung und die
Abspaltung der Prodomane durch Proprotein Conwerfasoder Furin von dem ADAM
Vorlauferprotein erfolgt (Luret al, 1998, Endregt al, 2003). Die Prodoméane der ADAMs
halt die Funktion der Proteinase via eines Cys&halters ¢ystein-switchin einem latenten
Zustand, in dem konservierte Cystein-Reste derdtname das fur die Funktion des Enzyms
notwendige ZA" innerhalb der Metalloproteinase-Doméne koordimgfRoghaniet al, 1999,
Anders et al, 2001). Darlber hinaus wirkt die isolierte Prodaméder ADAMs als
spezifischer Inhibitor der proteolytischen Aktititdind inhibiert so zellulareShedding
Ereignisse (Mosst al, 2007, Gonzalest al, 2004). Im stationaren Zustand befinden sich die
ADAMs Uberwiegend im Trans-Golgi-Netzwerk (Schlorfficet al, 2000) und sind nur zu
einem geringen Umfang auf der Plasmamembran logel{&utweinet al, 2003).

Die Disintegrin-dhnlichen Metalloproteinasen zeigen inrem strukturellen Aufbau eine
charakteristische Domanenstruktur. Die Erkenntnisdger die Topologie beruhen auf
Rontgenkritallographiedaten einiger SVMPs, wie pigisweise des Apoptose-induzierenden
Proteins-1 VAP1 \ascular apoptosis-inducing factel) und VAP2B (Takedat al, 2006,
Igarashiet al, 2007). Der N-terminalen Prodoméane der ADAMs sdhtlisich die katalytisch
aktive Metalloproteinase-Domane an, welche Uberkeimserviertes charakteristisches Zink-
bindendes KonsensusmotitH EXXHXXGXXH) einschliel3lich dreier Histidinreste verfiigt,
die Zrf* im aktiven Zentrum binden. Die vierte Koordinasstelle des Zii wird durch einen
Cysteinrest der Prodomé&ne abgeschirmt. Die globuletalloproteinase-Doméne besitzt
daruber hinaus ein Methionin-enthaltenen ,Met“. Dieser formt die hydrophobe Tasche fur
das Zinkion und die Histidinreste und ist somitdiie Konformation und strukturelle Integritat
des aktiven Zentrums von Bedeutung (Basteal, 1993). An die katalytische Domane
schlieBen sich eine Disintegrin-ahnliche Domanee €ystein-reiche Domane und eine EGF
(epidermal growth factor)-ahnliche Domane an, gefolgt von einer transmengraund einer
zytoplasmatischen Domane (Blolatlal, 1992). Die Bezeichnung ,Disintegrin” beruht awé d
durch die Disintegrin-Doméne hervorgerufene Stéruag Integrinbindungen (Gouldt al,
1990). In Abbildung 1.3 ist der schematische Aufdau ADAMs mit dem katalytisch aktiven
Zink-bindenden Konsensusmotiv dargestzlIt.
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Prodomane
Metalloproteinase-Doméne

Disintegrin-ahnliche Doméne

Cystein-reiche Domane
EGF-dhnliche Doméane

Transmembrane Doméane

Zytoplasmatische Doméne

Abb. 1.3: Schematischer Aufbau der Disintegrin-dhrichen Metalloproteinasen (ADAMS)

Die katalytisch aktiven ADAMs besitzen eine Prodoméblau) die das aktive Zentrum verschlief3t. Diakidn
(rosa) ist Uber drei Histidinreste des konservierREXXHXXGXXH-Motives in der katalytisch aktiven
Metalloproteinase-Doméane koordiniert. Die vierteokainationsbindung geht das Zinkion mit einem Ciystest

der Prodoméane ein. Durch Furin oder einer PropnoBzinvertase kann die Prodoméne abgespaltet wefaen.
die Metalloproteinase-Doméne schliel3t sich die dgjrin-ahnliche Doméne an, gefolgt von einer Qgste
reichen Doméne, der EGF-adhnlichen Domaéane, der rrambranen und schlieBlich der zytoplasmatischen
Doméne. ADAMs, die nicht katalytisch aktiv sind, hfe das Zink-bindende Konsensusmotiv. Die
zytoplasmatische Domaéane bestitzt teilweise Phosgikoungstellen und SH3-bindende Domaéanen. Einigen
ADAMs fehlt die EGF-ahnliche Doméne, unter ande/DAM10 und ADAM17.

Das Zink-bindende Motiv ist nicht bei allen derlaigy 40 bekannten ADAMSs zu finden, so
dass nur etwa die Halfte der ADAMSs proteolytischinakind. Eine Metalloproteinaseaktivitat
wurde fur ADAMS, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, und 33 beschrieben (Howaet al,
2001, Mosst al, 2002, Zhengt al, 2004).

Die Aktivitat der ADAMs kann auf verschiedenen Ebenreguliert werden, u.a. durch
transkriptionelle Kontrolle, alternatives SpleiReder post-transkriptionelle Modifikation.
Auch die Interaktion anderer Proteine mit der ADAMtodomé&ne oder der zytoplasmatischen
Domane, die Lokalisation innerhalb der Plasmamemhdeée Regulation durch das Substrat
und die Stabilitat der ADAM Proteinase kdnnen defétivitat beeinflussen (Huovil&t al,
2005).

Die ADAMs weisen ein sehr breites Substratspektauri Einer der wichtigsten Vertreter aus
der Proteasefamilie ist ADAM17, welches im Zusamhasg mit der Freisetzung von TNF-
(tumor necrosis factor-a) entdeckt wurde und daher auch als TACENFE-a-converting
enzymé bekannt ist (Blaclet al, 1997). Neben ADAM17 spielt auch ADAM10 eine wigfat
Rolle bei der proteolytischen Spaltung vieler traambraner Moleklile.
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1.1.1Shedding - proteolytische Ektodomanenspaltung

Sheddingbeschreibt die proteolytische Prozessierung emesbranstandigen Molekils, bei
der ein I6sliches Fragment in den extrazellularewm freigesetzt wird (Abb. 1.4). Die an
diesem Prozess beteiligten Enzyme werden als Skeddaezeichnet. DaSheddingwurde
bereits bei vielen transmembranen Proteinen beddiachmter anderem bei Zytokinen (TN~
(Black et al, 1997)), Wachstumsfaktoren (EGF (Le Gatllal, 2003), TGFa (Peschoret al,
1998)), Adhasionsmolekilen (L-Selektin (Pescleinal, 1998), ICAM-1 (Tsakadzet al,
2006), VCAM-1 (Gartonet al, 2003)), Rezeptoren (TNF-Rezeptor (Pesckhoral, 1998),
IL-6-Rezeptor (Althoffet al, 2000)) und weiteren transmembranen Molekulen (Egand
(Mitsiadeset al, 2001), CD30 (Hansest al, 2000)).

Die proteolytische Ektodomanenspaltung stellt eingchtigen Mechanismus zur Regulation
zellularer Prozesse dar. Abhangig von der Expraessml Lokalisation der Sheddase und deren

Substrate ergeben sich durch 8aeddingvielfaltige Konsequenzen fir die Zelle.

A B
I6sliche Ektodoméane autokrine _
Signalisierung parakrine
membrangebundenes Signalisierung
Protein %ngand O
Sequestrlerqu
Rezeptor

juxtakrine
Signalisierung

membrangebundenes
Fragment

Abb. 1.4: Shedding eines transmembranen Proteins

(A) Die Proteolyse eines membrangebundenen Proseizs ein 16sliches Peptid in den extrazelluldRanm frei.
Nach demSheddingverbleibt ein membrangebundenes Fragment in dasnRmembran. (B) Anhand von
Ligand-Rezeptor-Paaren sind die mdglichen Funktiortes Sheddingsdargestellt. In Abwesenheit der
proteolytischen Ektodoméanenspaltung vermag ein mamberankerter Ligand nur die juxtrakrine Signaliey

zu vermitteln. DasSheddingeines Liganden kann die eigene Zelle stimulieranofaine Signalisierung) oder
Zellen in der unmittelbaren Umgebung (parakrinen8iigierung). Es kann auch ein I8slicher Ligand-dfear-
Komplex entstehen, wenn Ligand und Rezeptor gempalierden. Die membran-proximale Spaltung durch
ADAMs leitet oft eine Presenilin-abhangige zweitgaffung ein. Dieser Mechanismus wird auch als iegel
intramembrane Proteolyse (RIP) bezeichnet und dialg dass eine intrazellulare Doméane (1ZD) in den
Zellkern transloziert und eine transkriptionelleté&ort induziert. Modifiziert nach Blobel, 2005.
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Im Falle der Adhasionsmolekile fiihrt die protealgtie Spaltung zu einem Aufheben ihrer
adhasiven Eigenschaft. Beispielhaft hierfur ist &meddingdes L-Selektins, welches das
charakteristische Rollen der Leukozyten am Endotiméhsst. Die Inhibition des L-Selektin
Sheddingsau3ert sich hingegen in einem veranderten Rolalenh der Leukozyten und in
einer erhohten Leukozytenrekrutierung (Herren, 2002

Freigesetzte Molekule sind sowohl in der Lage, dalb/erhalten anderer Zellen (parakrin) als
auch das der eigenen Zelle (autokrin) zu beeirglusSo fuhrt das Entfernen der Rezeptoren
von der Zelloberflache zu einem Verlust an Respatdsi Allerdings kénnen auch 16sliche
Rezeptoren ihren Liganden binden und als l6slickeeRtor-Ligand-Komplexe andere Zellen,
denen der entsprechende Rezeptor fehlt, aktividdggses Phanomen ddsans-signallings
wurde insbesondere fur den IL-6-Rezeptor beschni¢Bese-Johet al, 1994).

Grundsatzlich wird zwischen zwei Formen d&seddingsunterschieden, dem konstitutiven
und dem induzierbarenShedding Letzteres kann durch Calcium-Mobilisierung,
Signaltransduktionswege der MARnifogen activated protein)-Kinasen (Fanet al, 1999;
Gechtmanet al, 1999) oder der Proteinkinase C (Diaz-Rodrigeezal, 2002) eingeleitet
werden.

Fur die Untersuchung des induzierba&reddingswird daher oft der synthetisch hergestellte
Proteinkinase C-Agonist PMA (Phorbol 12-myristat-d®tat) verwendet. Ein weiteres
Stimulanz zur Aktivierung der Sheddasen ist dagiGal-lonophor lonomycin, welches einen
Calcium-Einstrom in die Zelle bewirkt (Liu und Heanm, 1978). Fur die Regulation des
Sheddinggibt es jedoch auch physiologische Stimulantiemydter das Acetylcholin im Falle
des APP SheddinggBuxbaumet al, 1992, Nitschet al, 1992) und Lipopolysaccharide (LPS)
im Falle des TNFx SheddinggMcGeeharet al, 1994).

Neben den Induktoren d&heddingsexistieren auch physiologische Inhibitoren. So imem
beispielsweise die TIMPstigsue inhibitors of metalloprotease¥y endogen die Sekretase-
aktivitat von Matrix Metalloproteinasen und ADAMM(rphy et al, 2003). Bislang wurden
vier verschiedene TIMPs identifiziert (Breet al, 2000). Sie besitzen 12 konservierte
Cysteinreste, die sechs Disulfidbrickenbindungesbiédden. Die hemmende Wirkung der
TIMPs erfolgt durch die Bindung an das katalytiséimgkion der Metalloproteinase.

TIMP-3 ist im Gegensatz zu TIMP-1, -2 und -4 irr lage, die Metalloproteinase-Domane
von ADAM17 zu hemmen (Amouwgt al, 1998). ADAM10 kann durch TIMP-1 und TIMP-3,
aber nicht durch TIMP-2 und TIMP-4 gehemmt werdém¢@ur et al, 2000).

Um Aufschluss dartiber zu erhalten, welche Sheddasegheddingbeteiligt sind, bietet sich

der Einsatz spezifischer Inhibitoren an. Zur Hemgwwon Metalloproteinasen werden
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Hydroxamat-basierte Inhibitoren eingesetzt, wieBz. TAPI und GM6001. Diese besetzen
spezifisch das aktive Zentrum der katalytischen Boenund chelatieren das Zinkion, was zu
einem Verlust der Sekretaseaktivitat fuhrt (Ludeigl, 2005).

Im Vergleich zu den ADAMs spaltet digSekretase ihre Substrate innerhalb der trans-
membranen Doméne. Die im intrazellularen Raum é&wsédgten Fragmente kdnnen dann
entweder degradiert werden oder beispielsweiseT@askriptionsfaktoren Einfluss auf das
zellulare Geschehen nehmen. RiSekretase ist als ein Komplex in der Membran viomgden
der aus Presenilin, Nicastrin, Aph-lanferior-pharynx-defective proteit) und Pen-2
(presenilin enhancer proteir2) besteht. Entscheidend fir die katalytische WAk ist das
Presenilin (PS), ein Protein mit acht Transmemi@amanen. Das Presenilin wird zunachst
als inaktives Holoprotein synthetisiert und erstctiuendoproteolytische Spaltung zwischen
der 6. und 7. transmembranen Domaéne in die aktrenRiberfuhrt. Bekannte Substrate der
y-Sekretase sind neben APP (Selkoe, 1998) unterremdder Notch-1 Rezeptor (Fortini,
2001), Syndecan-3 (Schudt al, 2003) und E-Cadherin (Marambagidal, 2002).

Man geht davon aus, dass dgiSekretase nur bereits proteolytisch verkiirzte Kike als
Substrat erkennt. Deshalb kommt den ADAMs eine (&ddIrolle bei der proteolytischen
Ektodomanenspaltung zu. Im nachsten Kapitel wirdyehender auf ADAM10 eingegangen.
Fir die verwandten Molekile, des in dieser Arbeituntersuchenden Proteins VE-Cadherin,
wie E- und N-Cadherin wurde ADAM10 bereits als h@édame Metalloproteinase fir das

konstitutiveSheddingausgemacht.

1.1.2 ADAM10

ADAM10 - ebenfalls als Kuzbanian, KUZ und MADM mémmalian disintegrin
metalloproteinasg bezeichnet - wurde erstmals 1989 aus Rinderisneen MBP (myelin
basic protein)-degradierendes Enzym isoliert (Chanteg al, 1989) und nach seiner
Klonierung als ADAM klassifiziert (Howardt al,, 1996).

Fur ADAM10 konnte anhand der Ektodomanenspaltung #&P einea-Sekretaseaktivitéat
nachgewiesen werden. Dabei verhindert die SpalwamgAPP durch ADAM10 die Bildung
eines (B-Amyloid-Peptids (4), welches in der Folge zur Entstehung der Alzheime
Erkrankung beitragt. Das durch eineSekretase entstehende sezernierte APP (sAPP) wirkt
neuroprotektiv (Lammiclet al, 1999).

ADAM10 wird in verschiedenen Geweben exprimiert, taun anderem im Gehirn,
Skelettmuskel, Herz und Niere (Karkkainehal, 2000, Dehmeet al, 2008, Albrechet al,

7
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2006, Schrammet al, 2008). Zudem ist ADAM10 in einer Vielzahl von Zpes Bos taurus,

Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Drosophila amgaster, Gallus gallus, Homo sapiens,
Rattus norvegicus, Sus
(http://people.virginia.edu/~jw7g/Table_of the ADANtmI).

Mus musculus, scrofa, Xaenopaevi§ vorzufinden
Zahlreiche Substrate, die einer proteolytischenz&ssierung durch ADAM10 unterliegen,

konnten bereits identifiziert werden (siehe Taf).1.

Tab. 1.1: ADAM10 Substrate

Substratgruppe Substrat Referenzen

Zytokine CX3CL1 (Hundhauserrt al, 2003)
CXCL16 (Abel et al, 2004), (Gougtlet al, 2004)
Betacellulin (Sandersomet al, 2005)

Wachstumsfaktoren |EGF (Sahinet al, 2004)
HB-EGF (Higashiyameet al, 2005)
IL-6-Rezeptor (Matthewset al, 2003)
Notch-1-Rezeptor (Hartmanret al, 2002)

Rezeptoren RAGE (Raucciet al, 2008)

y-Protocadherin

LRP1 (Liu et al, 2009)

HER2 (Liu et al, 2006)

CD44 (Nagancet al, 2004)

E-Cadherin (Maretzkyet al, 2005a)
Adhasionsmolekile N-Cadherin (Reisset al, 2005)

L1 (Maretzkyet al, 2005b)

(Reisset al, 2006)

Proteinasen

BACE1

(Hussaah al, 2003)

APP (Lammichet al, 1999)
Kollagen IV (Millichip et al, 1998)
Kollagen XVII (Franzkeet al, 2002)
Delta-1 (Six et al, 2003)
Jagged (La Voieat al., 2003)
: Ephrin-A2 (Hattoriet al, 2000)
Andere Proteine Ephrin-A5 (Janeset al, 2005)
PrP (Vincentet al, 2001)
RPTPkappa (Anderset al, 2006)
APLP2 (Endreset al, 2005)
FasL (Schulteet al, 2007)
Klotho (Blochet al, 2009)

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass ADAM10 ddllosch Proteasen gespalten wird. So
sind ADAM9 und ADAM15 in der Lage, die Ektodomanenv ADAM10 freizusetzen.
Weiterhin kann die intrazellulare Domé&ne von ADAM@#Orch deny-Sekretase-Komplex
proteolytisch prozessiert werden. Das Fragmenskoarert nach der Spaltung in den Zellkern

und ist in subnuklearen Strukturen lokalisiert, bl in der Regulation von Genen involviert

8
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sind. ADAM10 bt so eine doppelte Rolle aus, zuneri indem es als membrangebundenes
Protein eine Metalloproteinase-Aktivitdt aufweistndu zum anderen ein potentielles
Signalmolekil darstellt nachdem es durch ADAM9/ADABIund dery-Sekretase gespalten
wird (Tousseyret al, 2009).

ADAMI10 ist auRerst wichtig wahrend der frihen Endggnese, so sterben ADAM10-
defiziente Mause bereits an Embryonaltag E9,5 uemjen Entwicklungsstérungen, die
eventuell durch Beeintrachtigung des Notch-Signgkge hervorgerufen sind. Die Mause
weisen Defekte in der Herz- und ZNS-Entwicklungder Vaskulogenese und Somitogenese
auf (Hartmanret al, 2002).

ADAM10 spielt auch bei pathologischen Prozessega Bialle. So konnte gezeigt werden, dass
eine erhdhte Expression von ADAM10 mit verschieaseamoren assoziiert ist. Dies konnte
fur Prostatakrebs, Darmkrebs und Plattenepithelkanz beobachtet werden (McCulloeh

al., 2004, Gaveret al, 2007, Koet al, 2007).

Eine wichtige Substratgruppe von ADAM10 bilden dielladhasionsmolekiile. Es konnten
bereits eine Vielzahl von Substraten, wie N-Caaheg-Cadheriny-Protocadherin, L1 und
CD44 ausfindig gemacht werden. Fir diese Proteomaife gezeigt werden, dass sie zusatzlich
einer Spaltung durch den-Sekretase-Komplex unterliegen (Marambaet al, 2003,
Marambaucet al, 2002, Maretzkyet al, 2005b, Murakamet al, 2003, Haagt al, 2005). Da

in dieser Arbeit die Untersuchung des VE-Cadheinmd/ordergrund stand, soll im nachsten
Abschnitt néher auf die Zelladhasionsmolekiile umd $Speziellen auf VE-Cadherin

eingegangen werden.

1.2. Zelladh&asionsmolekile

Adhasionsmolekiile vermitteln Zell-Zell-Verbindungeaw. Zell-Matrix-Verbindungen und
bilden damit die Grundlage, dass Zellen aneinander an der Extrazellularen Matrix haften.
Die Zelladhasionsmolekile werden in vier Hauptfanil unterteilt: die Cadherine, die
Selektine, die Integrine und die Immunglobulin-Stdipilie (Abb.1.6, Hynes, 1999). Generell
wird zwischen C#-abhangiger und G&unabhangiger (Takeichi, 1977), homophiler und
heterophiler Interaktion unterschieden (Edelmad85).

Eine der wichtigsten und weitverbreitesten Artehasiver Interaktion zwischen Zellen wird

durch Cadherine vermittelt, die im Folgenden vorglésverden sollen.
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Immunglobulin-

Sadizning Superfamilie

Integrine

- Selektine

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der vier Hauptfimilien von Zelladhasionsmolekilen

Zu den Hauptfamilien der Zelladhdsionsmolekiile eéhidie Cadherine, die Immunglobulin-Superfamitiee
Selektine und die Integrine. Die Cadherine verrnitidie C&™-abhangige homophile Adhasion zwischen den
Zellen. Die Kristallstruktur der Doméanen zeigt, slaie Molekile wahrend ihrer Bindung als Dimeretratén.
Die Immunglobulin-Superfamilie vermittelt die honule Interaktion (beispielsweise PECAM-1) und die
heterophile Interaktion mit Integrinen (z.B. VCAMduf stimulierten Endothelzellen binde#fl1 Integrin auf
Leukozyten). Die Zelladhasion ist €ainabhéngig. Selektine besitzen eing@dbhéngige Lektindomane, die
mit Kohlehydratgruppen von hoch-glykosylierten ioén interagiert. P-Selektin auf aktivierten Thbmzyten
und Endothelzellen vermittelt die Adhasion zu Megindie auf einigen Leukozyten prasentiert sintkedrine
formen ein Heterodimer aus den Untereinheitamdp. Die Bindung der Integrine ist €aabhangig. Sie binden
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie, l6slich#elladhdsionsmolekiile (z.B. Fibrinogen) und Prueder
Extrazellularen Matrix (Hynes, 1999).

1.2.1 Cadherine

Die Cadherine Galcium-dependent ddering proteing sind Zelladhasionsmolekile, die als
Cd*-abhangige transmembrane Glykoproteine die homephitihasion zwischen Zellen
vermitteln und die Gewebestruktur und Morphogenasé&echterhalten (Ranscht, 1994,
Takeichi, 1995).

Zur Cadherin-Superfamilie gehoren eine Vielzahledser Mitglieder. Im Menschen sind
bislang mehr als 80 Mitglieder der Cadherin-Supeitia bekannt. Insgesamt sind bisher tber
300 verschiedene Cadherine gefunden worden (Tegtaak, 2000). Eingeteilt werden die
Cadherine in Klassische Cadherine und nicht-KlaksisCadherine (Angst al, 2001).
Basierend auf den Sequenzvergleichen, kdnnen d@isskéchen Cadherine wiederum in zwel
Subfamilien unterteilt werden: die Klassischen TlpCadherine, wie zum Beispiel das
epitheliale (E)-, das neuronale (N)-, das plazen{B)- und das retinale (R)-Cadherin und die
Typ Il Cadherine, zu denen das vaskulare endotaghdE)-Cadherin gehort (Abb. 1.6).

10
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Die Klassischen Typ | Cadherine verfligen Uber eamskerviertes HAV (His-Ala-Val)-
Sequenzmotiv in der ersten Cadherin-Doméane, welcash als CAR dell adhesion
recognitior) bezeichnet wird und fir die Zell-Zell Adhasiontwendig ist (Blaschulet al,
1990, Blaschulet al, 2002). Die Typ Il Cadherine haben ebenso einéupede CAR Stelle,
die das zentrale Alanin enthalt. Die beiden benadbh Aminosaurereste konnen hierbei
allerdings variieren. VE-Cadherin fehlt das zemtralanin in der CAR Region, stattdessen

verfligt es Uber ein Tryptophan in Position 2 (Vimczt al, 2004).

E-Cadherin
- N-Cadherin
Typ | Cadherine P-Cadherin
R-Cadherin

Fat, Dachsou

T

—1 Fat-ahnliche Cadherin€g
L nicht-KIassischT 4—

Cadherine || Sieben-transmembran Flamingo

Cadherine

|| DCad102F-ahnliche DCad102F
Cadherine

— Proteinkinase Cadhering RET

{5 le Cadh ’i‘} Desmocollin,

esmosomale Cadheri Desmoglein
— Protocadherine a-,B-y- _
Protocadherin

Abb. 1.6: Mitglieder der Cadherin-Superfamilie
Die Cadherine unterteilen sich in Klassische umthtaKlassiche Cadherine. Die Klassichen Cadheriiegl@rum

teilen sich in Typ | und Typ Il Cadherine. Zu deypTl Cadherinen gehéren unter anderem das epilbgbd-
Cadherin, das neuronale (N)-Cadherin, das plaze(@tCadherin und das retinale (R)-Cadherin. ZuTgp I
Cadherinen zahlt das vaskuléare endotheliale (VE)h€dn. Nicht-Klassische Cadherine sind unter agwedie
Desmosomalen Cadherine (z.B. Desmogleine und Dedlim®) und die Protocadherine (z.8-, - undy-Proto-

cadherin).

Die Klassischen Cadherine besitzen eine grol3e rNhtate extrazellulare Domane, welche
durch eine Serie von funf homologen Wiederholungearakterisiert ist, die meist distal fur
die Bindungsspezifitdt verantwortlich sind (Hatttal, 1991, Takeichi, 1988). Der relativ
kurze C-Terminus interagiert mit zytoplasmatisclReateinen, welche zur Armadillo Familie
gehoren, darunteB-Catenin, Plakoglobin und p120 (Hina al, 1994). 3-Catenin und
11
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Plakoglobin kdnnen als Signalmolekile agieren. Weiese von der Adhasionsverbindung ins
Zytosol freigesetzt werden, sind sie in der Lageden Zellkern zu translozieren, dort an
Transkriptionsfaktoren zu binden und die Genexpoessu regulieren (Beherems al, 1996,
Huberet al, 1996).

-Catenin spielt eine zentrale Rolle im Wnt-Sigraisduktionsweg, der verschiedene
Entwicklungsprozesse vermittel3-Catenin assoziiert dabei im Zellkern mit der LEF
(lymphoid enhancer factor)/ TCF (T-cell factor) Familie von Transkriptionsfaktoren und
reguliert eine Reihe von Genen, daruntgclin D1, c-mycund c-jun, die vor allem fir die
Zellproliferation von Bedeutung sind (Willezt al, 1998).

Viele Cadherine werden gewebespezifisch exprimigirte gestorte Expression oder Funktion
einiger Cadherine resultiert in einer abnormen koklwng einzelner Organe (Larust al,
1994, Radicet al, 1997, Vittetet al, 1997, Carmeliett al, 1999).

1.2.2 VE-Cadherin

VE-Cadherin (vaskulares endotheliales-Cadherin) ucha als Cadherin-5 oder CD144
bezeichnet - ist in intrazellularen Verbindungem \Endothelzellen lokalisiert, wo es fur die
Kohasion und Organisation der Zell-Zell-Interaktieine Rolle spielt (Brevariet al, 1995).
VE-Cadherin wurde erstmals 1991 von Suzuki iden#éft und beschrieben (Suzuéi al,
1991). Es handelt sich dabei um ein 130 kDa graR@ssmembranes Glykoprotein, welches
zur Cadherin-Familie der Zelladhasionsmolekile gehdas VE-Cadherin gehort zum Typ |
transmembraner Proteine und besitzt somit einemazeitularen N-Terminus und einen
intrazellularen C-Terminus.

Abbildung 1.7 zeigt den strukturellen Aufbau des-&&dherins. Der N-terminale Anteil
besteht aus fiinf repetitiven Cadherin-Domanen wmivischenliegenden €aBindestellen.
Das Calcium wird dabei Uber saure Seitengruppen @Gimamin und Asparaginsaure
gebunden. Den tandemartigen Ig-ahnlichen Cadheosmdhen folgt eine transmembrane
Doméane und eine zytoplasmatische Doméane. Letzesizbeine Bindestelle fir Catenine, die
indirekt die Bindung an das Zytoskelett vermitt@ifincentet al, 2004).

Das VE-Cadherin spielt eine zentrale Rolle in dask(logenese, Angiogenese und in der
Regulation der Permeabilitat (Vincemt al, 2004). VE-Cadherin ist wichtig fur die
Ausbildung der endothelialen Morphologie (MartindBeaet al, 1995) und ist essentiell fur
die Bildung eines stabilen Blutgefal3systems wahderdEmbryonalentwicklung (Vittedt al,
1997). Es wird in Mausembryonen ab Tag E7,5 in mesnalen Zellen der Eihille exprimiert
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(Breieret al, 1996). Die funktionelle Bedeutung des VE-Cadlekaonnte bei Mausen durch

gezieltes Ausschalten dieses Gens beobachtet weBtersterben VE-Cadherin-defiziente
Embryonen bereits am Tag E9,5, wobei ein nicht ehisites GefalRsystem sowie starke
Defekte in der Herzentwicklung beobachtet wurdear(@lietet al, 1999). Zudem hebt die

Defizienz von VE-Cadherin die Ubermittiung des Uékenssignals iber den VEGF-A
(vascular endothelial growth factor-A) Signaltransduktionsweg auf und induziert somit
Apoptose in Endothelzellen (Carmeliett al, 1999). Generell schitzen Zell-Zell-

Verbindungen bzw. Zell-Matrix-Verbindungen die &gllvor Apoptose (Alahast al, 2002).

O . )
VE-Cadherin (.) EC3 > Cadherin-Doménen

Transmembrane Domane

Zytoplasmatische Doméane

Abb. 1.7: Schematischer Aufbau des vaskularen endwtlialen (VE)-Cadherins

Im Extrazellularen Raum ragt die N-terminale Cadh&®oméne hervor, die insgesamt aus funf einzelnen
Ektodomanen (EC1-ECS5) besteht, zwischen denenjeivtils C&*-Bindestellen befinden. Daran schlieRen sich
die transmembrane und die zytoplasmatische Domé&meD#& zytoplasmatische Doméane ist Uk@r und
a-Catenin an das Aktin-Zytoskelett gebunden.

VE-Cadherin konnte auch im Zusammenhang mit Tumdreabachtet werden. So wird
VE-Cadherin in stark aggressiven Melanomzellen iexprt, in schwach aggressiven
Tumorzellen hingegen konnte VE-Cadherin nicht detekwerden. Die Herunterregulierung
der VE-Cadherin Expression in den aggressiven Meterellen, hebt die Fahigkeit auf, ein

vaskulares Netzwerk auszubilden (Hendhtxal, 2001).
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1.3 Das Endothel: die innerste Wandschicht der Gef&e

Das Endothel kleidet die Gefal3e aus und bildet tsdimiinnerste Wandschicht (Abb. 1.8). Es
formt die Hauptbarriere fir die Passage von Makiekiden und zirkulierenden Blutzellen
zum Gewebe und stellt damit einen wichtigen Bedthdler Blut-Organ-Schranke dar
(Dejanaet al, 1995).

Das Endothel weist spezialisierte Zellverbindungefi zum einen Verschlusskontak@aght
junctiong und zum anderen Adhasionskontaf®eherens junctions In diesen endothelialen
Zellverbindungen sind eine Reihe verschiedeneradblisionsmolekiile lokalisiert (Dejana,
2004). Die interzellularen Zelladhasionsmolekilendsiin der Lage die endotheliale
Permeabilitdt sowie die Leukozytentransmigratiomegulieren (Dejanat al, 1995).

Die Verschlusskontakte bilden einen sehr engen adntwischen den Nachbarzellen aus,
dadurch wird eine Diffusionsbarriere geschaffere den Fluss von Molekilen Uber das
Endothel kontrolliert. Zu den bekanntesten Zelladtdsmolekilen, die den Verschlusskontakt
bilden, zahlen das Occludin, die Claudine und d19 (junctional adhesionmolecule$
(Fanninget al, 1999).

Endothel

Tunica Tunica

_ intima media
Normale Arterie

Tunica
adventitia

glatte
Muskelzellen

Abb. 1.8: Aufbau des Gefalies

Der Wandaufbau von Gefal3en (BlutgeféaRe und Lymg@figf gliedert sich in drei Schichten: die inn€mica
intima, die sich aus dem Endothel und einer subendot&elBchicht zusammensetzt, die mittldnica media

die aus glatten Muskelzellen und einer auRerenigthgn Lamina besteht, und die dufEmeica adventitiadie
aus Bindegewebe aufgebaut ist. In der aul3€erica adventitisbefinden sich zudem kleine Versorgungsgefalie
(Vasa vasorum die die auBeren Schichten des GefaRes mit Saffarad Nahrstoffen versorgen. (Watkins und
Farrall, 2006)

Die Adhasionskontakte werden durch Cadherine gebildie die physikalische Verbindung
zwischen Zellmembranen und dem Zytoskelett aushil@@dothelzellen exprimieren neben
dem spezifischen VE-Cadherin auch N-Cadherin. Ingg@satz zum VE-Cadherin liegt das
N-Cadherin nicht konzentriert in Adh&sionskontakteor, sondern ist Uber die gesamte
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Zellmembran verteilt. N-Cadherin vermittelt die Adionsverbindungen zwischen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen oder PéeizyNavarrcet al, 1998).

In den Adhasionskontakten findet sich weiterhin ¥&PTP {ascular endothelial protein
tyrosine phosphatase- ein transmembraner Bindepartner von VE-Cadheriwelcher die
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin reduzieie Permeabilitat verringert und damit
die adhasive Funktion von VE-Cadherin verstéarkt-R/EP ist so in der Lage, die Integritat des
Adhasionskontaktes zu kontrollieren (Nawrethal, 2002).

Neben den Zelladh&sionsmolekilen, die in Verscldnfikten oder Adhasionskontakten zu
finden sind, ist PECAMplatelet endothelial cell adhesionmoleculg ein weiteres wichtiges
Molekul, welches die endotheliale Zelladhasion \#eit. PECAM gehoért zur
Immunglobulin-Superfamilie und ist ein transmemi@snProtein mit sechs Ig-ahnlichen
homologen Doménen (Newmapt al, 1990). PECAM st wichtig flr verschiedene
endotheliale Zellaktivitaten, wie Angiogenese, wddke Wundheilung und Kontrolle der
Leukozytenextravasion (Newmaat al, 1990, DeLisseet al, 1994, Mulleret al, 1993). In
Abbildung 1.9 sind die endothelialen Zelladhasiookakiile dargestellt.

Transmembrane A | Apikale Seite
Adhasionsmolekiile \:“'?“-\.. ‘ S T
._-___ B L '.\_:\ "'-\\
—COlaudi v | N
= : i ; \ Verschiufkoniakte o

e ulare \ (L5ud12) "\~

Komponenten\‘\OCcludin JAMS" ‘ /\ Adhasinne

\\
| .
Z01/2, PAR316\\ ESAM | \kontakte

MUPP1, CASE S A N
Afadin i ,-v(}(:)‘-'—';.— = / Y Endothelzelle
~

MAGI, ZONAB / Nectin \
i 2 RS il
Cingulin Afad?n e 7 T
. /' NVE-Cadherin
a-Catenin {5
p-Catenif_ \
Plakoglobin . VE-PTP |

a-Aktinin \\/
a-Catenin

pl20,z01  SHP2 /PECAM

Vinculin B-Catetin
: SHEP2 STAT3/S
—__ TDEE1 Plakoglobin
Basale Seite e
//
_ il Perizyt

Abb. 1.9: Endotheliale Zelladh&sionsmolekile

Endotheliale Zellverbindungen werden durch transhrame Adhasionsmolekile und ihren intrazellularen
Komponenten gebildet. Die Verschlusskontaltighf junctiong werden von Proteinen wie Claudine, Occludin,
JAMs (unctional adhesion molecule$, ESAM (endothelial cell selective adhesion moleculg und Nectin
vermittelt. Die Adhasionskontakteadherens junctionswerden Uberwiegend durch VE-Cadherin aufgebaut.
AuRerhalb dieser Kontakte findet man als Zelladhésinolekile PECAM und N-Cadherin. Modifiziert nach
Dejana, 2004.
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1.3.1 Regulation der endothelialen Barriere

Das Endothel formt ein wichtiges metabolisches @rgaelches in vielen physiologischen
Prozessen involviert ist. Die endotheliale Homéestand vaskulare Integritat wird wahrend
der Angiogenese, der Wundheilung und bei thrombloéis und entzindlichen Reaktionen
streng reguliert (Red-Hors al, 2007). Die Gefaldwand kontrolliert dabei den Austd von
Makromolekilen und Flussigkeiten zwischen dem Bilam und dem intestinalen Gewebe
(Weiset al, 2005).

Verschiedene Entzindungsmediatoren und Wachstutostak wie Thrombin, Histamin,
Bradykinin, VEGF, TNFa, LPS, Serotonin und Oxidantien koénnen die vaskular
Permeabilitdt erhéhen (Vestweharal, 2008). Fir die Entziindungsmediatoren Histamin und
Thrombin, dem Wachstumsfaktor VEGF sowie LPS undSR&urde ein Einfluss auf die
VE-Cadherin-vermittelten Zellkontakte beschrieb@ndriopoulouet al, 1999, Rabiett al,
1996, Gavareet al, 2006, Gonget al, 2008, van Weteringt al, 2002).

Histamin, ein biogenes Amin, welches in Mastzellend basophilen Granulozyten
synthetisiert wird, induziert die Tyrosinphosphaeying von VE-CadherinB-Catenin und
Plakoglobin und fiihrt damit zu einer erhdhten Pexoigét (Andriopoulowet al, 1999).
Thrombin - eine Serinprotease, die an der Blutgemgy, bei Entziindungen und Angiogenese
beteiligt ist - reprasentiert einen Schllsselreigulder endothelialen Barriere. Es aktiviert die
Protease-aktivierte Rezeptor (PAR) Familie von Gtéin-gekoppelten Rezeptoren durch
proteolytische Spaltung (Coughliet al, 2005). Daraufhin erhéht sich die intrazellulare
Calciumkonzentration, wodurch die ProteinkinasePB () stimuliert wird (Sandovagt al,
2001). Thrombin zerstért damit reversibel den VEHG@aIn/Catenin-Komplex und erhéht
somit die endotheliale Permeabilitat (Raleeal, 1996).

Der Wachstumsfaktor VEGF induziert die TyrosinphHasplierung von VE-Cadherin,
[-Catenin, Plakoglobin und p120 und erhoht auf did&sse die Permeabilitat (Esset al,
1998). Es wurde dartber hinaus publiziert, dass ME® Endozytose von VE-Cadherin tber
Clathrin-beschichtete Vesikel fordert und somit @iedotheliale Permeabilitat kontrolliert
(Gavardet al, 2006).

TNF-a ist ebenfalls in der Lage, die Permeabilitat zdurieren, so konnte beobachtet werden
dass TNFa die Tyrosinphophorylierung von VE-CadherigsCatenin und pl20 erhoht
(Angelini et al, 2006). Weiterhin hebt TNE- selektiv die Integritat von Blutgefalitumoren
auf, indem es den VE-Cadherin-Komplex zerstort, suasernéhten Durchlassigkeit zwischen
den Endothelzellen des Tumors fiihrt (Merbml, 2006).
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Fur LPS und ROS wurde ebenfalls eine Erhdhung dermeabilitat durch eine
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin und pl2@dbeieben (Gonget al, 2008, van
Weteringet al, 2002).

Neben der Permeabilitét spielt die Leukozytentragsation (Abb. 1.10) eine weitere wichtige
Rolle im metabolischen Prozess des Endothels. Edengezeigt, dass die Transmigration von
Neutrophilen durch das vaskulare Endothel parafiélder Spaltung von VE-Cadherin durch
die Serinproteasen Elastase und Cathepsin G emiterglie auf der Oberflache von
Neutrophilen prasentiert sind (Hermattal, 2003).

Drei weitere wichtige Adhasionsmolekile, die im Zosnenhang mit der Transmigration von
Leukozyten stehen, sind PECAM-1, JAMs und CD99chdbekannt als MIC2. Sie werden auf
der Oberflache von Leukozyten und Endothelzellepriexert und vermitteln die homophile
Interaktion zwischen beiden Zelltypen (Mulletral, 1993, Martin-Padurat al, 1998, Louet
al., 2007).

VE-Cadherin

PECAM

b

recycelte

Vesikel OO
S

> IAMs

CD99

Endothelzelle

Abb. 1.10: Transendotheliale Migration

Wahrend der Passage uber den interendothelialelt Spgegnen die Leukozyten verschiedenen Adhasions-
molekilen. Wéhrend dieses Prozesses wird VE-Cadhveriiibergehend verlagert. Dabei tendiert VE-Cadher
zu einer Umverteilung auf die Endothelzelloberfé¢illport et al, 1997). PECAM und JAMs sind entlang der
endothelialen Zellgrenze konzentriert. Moglicherseeiverden beide Molekile aus spezifischen Vesilancelt.
PECAM, JAMs und CD99 werden auch auf der Oberflaebe Leukozyten exprimiert, so dass entlang der
Zellgrenzen homophile Verbindungen zwischen didgietekilen aufgebaut werden. Modifiziert nach Dejana
2004.
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Das Endothel spielt durch dessen regulatorisch&tfimauf das Gefald, wie Kontrolle des
vasomotorischen Tonus, lokale Homdostase und prati’e Prozesse, eine entscheidende
Rolle im Prozess der arteriosklerotischen Erkragky®chéchingeret al, 2000). Die
Endotheliale Dysfunktion stellt eine Funktionsstigu des Endothels dar, aus der
Arteriosklerose entsteht. Die Arteriosklerose (Agrverkalkung) ist eine Erkrankung der
GefalRe, bei der krankhafte Verdnderung der Artesderd zu einer Verdickung und
Verhartung und somit zu einem Elastizitatsverlusid ueiner Lumeneinlagerung fuhrt.
Infolgedessen kann eine Durchblutungsstérung unadbtdurchblutung des nachgeschalteten
Gewebes beobachtet werden. Typische Folgeerkraekusimd die Koronare Herzkrankheit
(KHK) und die periphere arterielle Verschlusskragikh(pAVK). In arteriosklerotischen
Plaques von Carotiden konnte eine starke ExpressionVE-Cadherin beobachtet werden,
weshalb dieses Molekul ein Marker fur die Progm@ssion arteriosklerotischen Plaques zu
sein scheint (Sigalet al,, 2003).

1.3.2 Angiogenese

Angiogenese beschreibt den Prozess, bei dem eiesn@efal3system durch Sprossung aus
einem bereits bestehenden Gefald gebildet wird (kadk 2003). Von der Angiogenese
abzugrenzen ist die Vaskulogenese, die gekennzicish durch die Neubildung eines
BlutgefalRes wahrend der Embryogenese. Bei diesemae®s migrieren angiogenetische
Vorlauferzellen zur Stelle der Vaskularisierung,ffetenzieren in Endothelzellen und
verbinden sich, um einen initialen Vaskularplexushdlden (Risau, 1995, Carmeliet, 2003).
VE-Cadherin ist bei der Vaskulogenese ein frihgeitiMarker in der Differenzierung von
Endothelzellen (Vitteet al, 1997).

Der Prozess der Angiogenese beginnt mit der Aktiwvig von Endothelzellen durch
Wachstumsfaktoren. Es folgt die Migration und Hesition von Endothelzellen in Richtung
des angiogenen Stimulus, was zur Bildung einessSpmaus Endothelzellen fuhrt, der in das
Bindegewebe hineinragt. Matrix Metalloproteinasegrsetzen wahrenddessen die Extra-
zellulare Matrix. Anschliel3end bildet sich eine a®asalmembran rund um das unreife Gefaf}
(Carmeliet, 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass ADAMs in der Angiege involviert sind, indem mit einem
ADAM-Inhibitor die Dosis-abhangigdube Formation(GefaRneubildung) reduziert wurde
(Trochon et al, 1998). Verschiedene potentielle Regulatoren im Aeagiogenese sind

beschrieben worden. Zu diesen Proangiogenetiscaktorien gehdren: VEGF, Angiopoietin,
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FGF (ibroblast growth factor), TGF-a (transforming growth factor-a), TGF{3, TNF-q,
HGF/SF pepatocytggrowth factor/scatterfactor), Angiogenin und Interleukin-8 (Risau, 1997,
Folkmanet al, 1992).

Es wird zwischen der physiologischen Angiogenesd dar pathologischen Angiogenese
unterschieden. Die physiologische Angiogenese findgghrend der Embryonalentwicklung,
bei der Wundheilung, bei der Bildung des Gelbk&pend im Endometrium des Uterus statt
(Reynoldset al, 1992, Risau, 1997). Die pathologische Angiogertesgegen ist die durch
Tumore ausgeléste Neubildung von GefaRRen, die sdirit das Wachstum und die
Metastasierung des Tumors essentiell ist (Folkma®85). Angiogenese spielt weiterhin in
der Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie. prdéiferative Retinopathie, Alters-
verwandte Makulardegeneration, Krebs, rheumatoidéhritis und Psoriasis eine Rolle
(Folkmann, 1995).

Abb. 1.11: Angiogenese

(a) Die Blutgefa3e entstehen aus kleinen GefalRepillren). (b) Erste Perizyten (griin) I6sen sicmvGefal
und die Blutgefalle erweitern sich. (c) Die Basaltmam und die Extrazellulare Matrix werden abgebBugs
ermoglicht Endothelzellen (rot) in den perivaskatéaiRaum, aufgrund angiogener Stimulie, zu migrief@nDie
Endothelzellen proliferieren und folgen lose audgider. (e) Die Endothelzellen adharieren und biklarLumen
aus. Die Basalmembran bildet sich aus. SchlieRlaischmilzt das BlutgefaR mit einem anderen BldBeaind
bildet so ein neues Kleislauf-System aus (BergadsBenjamin, 2003).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die proteolytischeziessierung von VE-Cadherin sowie deren
funktionelle Bedeutung naher untersucht werden.idBaisd auf der Veréffentlichung von
Herrenet al, bei der gezeigt wurde, dass die extrazellulamn®we von VE-Cadherin wahrend
der Apoptose freigesetzt wird, sollte nun die fluasdShedding von VE-Cadherin
verantwortliche Metalloproteinase identifiziert \en. Fur die Untersuchungen wurden
primare endotheliale HUVEC-Zellen verwendet, die ¥&-Cadherin konstitutiv exprimieren.
Um die Frage zu klaren, welche Metalloproteinase \&mCadherinSheddingbeteiligt ist,
standen eine Reihe von Metalloproteinase-Inhibitomeir Verfligung. Zudem sollte der
Einfluss der verantwortlichen ADAMs durch spezifiscHemmung mittels RNA-Interferenz
Experimente analysiert werden. Uberdies war zu iBegier Arbeit vollig ungeklart, ob auch
dery-Sekretase-Komplex an der Proteolyse von VE-Cadheieiligt ist, dies sollte ebenfalls
in Inhibitionsexperimenten geklart werden.

Des Weiteren sollte Uberpruft werden, welche Faktodie proteolytische Aktivitat der
verantwortlichen Metalloproteinase beeinflussen imder Folge die VE-Cadherin Proteolyse
regulieren. Hierbei sollten sowohl synthetischem@tantien wie lonomycin und PMA, als
auch physiologische Faktoren wie proinflammatomschytokine und der Permeabilitat-
steigernde-Faktor Thrombin zum Einsatz kommen. Bedeutung der verantwortlichen
Metalloproteinase wahrend der Stimulation solltechathinsichtlich der Stabilitdt der
VE-Cadherin-Zellkontakte in immunzytochemischendedigen analysiert werden.

Fur die Untersuchung der funktionellen Bedeutung ¥&-CadherinSheddingssollte die
Permeabilitdt, anhand der Durchlassigkeit einer EHQVZellschicht fir Makromolekile
untersucht werden. AulRerdem sollte der Einfluss fderdas Sheddingvon VE-Cadherin
verantwortlichen Metalloproteinase auf die Trangwatign von Leukozyten Uberprift werden.
Die Untersuchung dieser Ereignisse sollte unters&m von Metalloproteinase-Inhibitoren,
ADAM-Uberexpression bzw. RNA-Interferenz naher gsart werden. Ferner war die Frage
zu kléaren, welche physiologische Bedeutung die Négieoteinase bei der Angiogenese und
Migration von Endothelzellen einnimmt. Dies sollteter Zuhilfenahme von rekombinantem

ADAM bzw. spezifischem ADAM-Inhibitor in Zellkultwrersuchen geprtft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
96-Loch-Mikrotiterplattenleser Sunrise
Analysenwaage

Autoklav Tecnomara

Brutschrank Hera cell
Einkanalpipetten

Feinwaage A120S

Kopfkantile

Laborpunktionskantile
Mehrkanalpipette

Mikroplatten Fluoreszenzleser
Lambda Fluoro-320

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop Axiovision
Fluoreszenzkamera Axiovert 200M
Fluoreszenzfilter A488/A594

Tecan,ilSheim, Deutschland

Kern & Sohn, Dirrwangen, Deutschla
Integra, Fernwald, Deutsuthla
Heraeus, Hanau, Deutachla
Eppendorf, Hamburg, Deutsathlan
Satorius, Goéttingen, Deutschland
Assmann, Kiel, Deutschland
Assmann, Kiel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutsathlan

MWG Biotech, Miinchen, Deutsnhl

Zeiss, Jena, Behiaind

Zeiss, Jena, $adlaind
Zeiss, Jena, Deutsuthl

Phasenkontrastmikroskop Eclipse TS 100 Nikon, Japan

Mischer Vortex Genie 2
Neubauerzahlkammer
Nukleofektionsgerat Nucleofekttt
pH-Meter

Phosphoimaget AS-3000
Pinzette

Polyacrylamidgelelektrophoresekammer

Mini Protearf 3

Praparierschere

Rollenmischgerat RM5
Schiuttelheizblock Thermostat 5320
Schuttelinkubator KL-2

Bender & Hobein, Ziuri8thweiz
Assistent, Sondheim, Dewsdhl

Amaxa Biosystems, Kéln, Deutschland

Krick, Langenselbold, Deutschland

Fujifilm, Kanagawa, Japan

FST, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad, Mhémc Deutschland

FST, Heidelberg, Deutschland

Assistent, Sondheim, Deligsth
Eppendorf, HagpbDeutschland

Edmund Buhler, Hechingbeputschland

Semi-Dry-Blot Apparatur Trans-BIBtSD Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Spannungsquelle Power Pac 200/300

Bio-Rad, Mindhemschland
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Sterilarbeitsbank danLAF VFR 1806
Sterilarbeitsbank Hera safe
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus
Wasserbad

Zentrifugen:

Zentrifuge Centrifuge GS-6KR
Tischzentrifuge 5415R

Zentrifuge Universal 320

2.1.2 Labormaterialien

6-, 24-Loch-Zellkulturschalen
96-Loch-Platten

15 ml-, 50 ml-Sarstedtrohrchen
6-well Millicell

Hanging Cell Culture Inser®,4 um
Deckglaschen (13 mm)
Einmal-Skalpelle
Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5 ml)
Latex-Handschuhe

Mikrotiterplatte ELISA Microlon
Mikrotiterplatte Proteinbestimmung
Nitrilhandschuhe

Objekttrager

Parafilm M

Pasteurpipetten RM5
Pipettenspitzen

Pursept-A

PVDF-Membran

Tissue Box

Transwell tissue culture insedt4 pum
Transwell tissue culture inseBt0 um

Vernichtungsbeutel

Claus Damm A/Smitebaek, Danemark
Heraeus, Hanau,SDielaind
MillipoBdllerica, USA

GFL, Burgwedel, Deutschland

Beckman, Krefeld uBehland
Eppendorf, Hamburg, Deéhitstd
Hettich, Tuttlingen, i@schland

Sarstedt, NUumbreEutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschlan
Sarstedt, NUumhtréabutschland

Millipore, Billerica, USA
Menzel-Glaser, Braunschvizggitschland
B Braun, Tuttlingen, Deutscida
Sarstedt, Né&ofity Deutschland
ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Greiner, Frickealisen, Deutschland
Sarstedt, Niéecht, Deutschland
Ansell, Brissel, Belgien
Menzel-Glaser, Braunschweig, Behiand
American National Can, Greenwich,
Grol3britannien
Assistent, Sondheim, Del#rdh
Sarstedt, Numbrecht, Deutsdhlan
Merz, Pharma, Frankfurt a. M., Delitstd
ROTH, Karlsruhe, Deutschland
ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Costar, Cambridge, USA
Costar, Cambridge, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deudschl
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Whatman Papier ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Zellkulturflaschen (25 cfm75 cnf) Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Zellkulturschalen (10 cm) Sarstedt, Nimbreclgyf3chland
Zellschaber Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

2.1.3 Chemikalien

Acrylamid Rotiphores® Gel 30 ROTH, Karlsruhe, Deutschland
ADAM10 StealtH™ Select RNAI Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
HSS100165, HSS100166, HSS100167

Ammoniumchlorid ROTH, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat, p.a. (APS) ROTH, Karlsrubeutschland

Amphotericin B Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deahland
BM blue POD Substrat Roche, Mannheim, Deutschlan
Bovines Fibronektin Sigma-Aldrich, Schnellddbeutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) ROTH, Karlsruhe, Dsaltland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Dsaltland
Calcein Molecular Probes, Oregon, USA

Completé" EDTA-free Proteaseinhibitor Roche Molecular Biochemicalsniiheim,

Deutschland

4’-,6-Diamidino-2-phenylindol- Sigma-Aldrich, Sa#lldorf, Deutschland
dihydrochlorid (DAPI)

Diazobicyclooctan (DABCO) Sigma-Aldrich, Schnelifl Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) ROTH, Karlruhe, Deutschta

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat ROTH, Karlsrubeutschland
ECM-Gelfrom Engelbreth-Holm-Swarm Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

murine sarcoma

Endothelial Cell Growth Medium Promocell, Heidelberg, Deutschland
Ethanol ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)- ROTH, Karlsruheeutschland

N, N, N', N'-tetraessigsaure (EGTA)

Ficoll Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Grol3britannien

FITC-Dextran 40.000 Da Sigma-Aldrich, Schnelld@€utschland
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Fotales Kalberserum (FKS) BIOCHROM KG, Berlirgudschland
Gentamycin PAA Laboratories, Pasching, Osiefire
Glutamin PAA Laboratories, Pasching, Ostelreic
Glycerin ROTH, Karlsruhe, Deutschland

Glycin ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol, p.a. ROTH, Karlsruhe, Deutschland

jetPEM-HUVEC transfection reagent  PolyplustransfectionHamburg, Deutschland

Kaliumchlorid ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat ROTH, Karlsruhe, Dehiisad
Kaliumhydrogencarbonat ROTH, Karlsruhe, Deutsctl

Kollagen from Calf skin Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Kollagenase IV Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Dealtnd
2-Mercaptoethanol, p.a. ROTH, Karlsruhe, DeUtsuath

Methanol ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Milchpulver ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Mowiol® 4-88 Calbiochem, La Jolla, USA

N, N, N, N"-Ethylendiamin-tetraacetat Sigma-Aldri&Schnelldorf, Deutschland
(EDTA)

N, N, N°, N"-Tetramethylethylendiamin ROTH, Karlke, Deutschland
p.a. 99% f. d. Elektrophorese (TEMED)

Natriumchlorid ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) ROTH, Karlsruhe, Bwmiiand
Natriumhydroxid ROTH, Karlsruhe, Deutschland
NEAA (non essential amino acigs GIBCO, Invitrogen, GroRRbritannien
Penicillin/ Streptomycin (100x) PAA, Linz, Schweiz
Phytohdmagglutinin (PHA) PAA Laboratories, PasghiOsterreich

Protein-MolekulargewichtsmarkelPdge Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder

Rekombinantes humanes ADAM10 R&D Systems, MinogapUSA
Rekombinantes humanes IL-2 R&D Systems, MinnagapoiSA
Rekombinantes humanes VE-Cadherin R&D Systemsnédipolis, USA

RPMI 1640 Kulturmedium PAA Laboratories, Pasghi@sterreich
Salzsaure Merck, Allied Signal Riedel de Haén|&ge

Deutschland
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Saponin

Schwefelsaure

StealtH™ RNAi Negative Control
Low GC Duplex 12935-200
Sucrose

Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin-EDTA (1x)

Tweerf 20

2.1.4 Kits
Bradford Protein Assay

ECL PlusWestern Blotting Detection

System
Human T cell Nucleofector Kit
VE-Cadherin-ELISA

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutscllan
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Debtand

Invitrogen, Karlsruhe, Dechland

ROTH, Karlsruhe, Deutschland
ROTH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinhusen, Dehisnd
ROTH, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Linz, Schweiz

ROTH, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad, Minchen, Deutsath
Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Grol3britannien
Amaxa Biosystems, Kéln, Deutschland

Bender MedSystemsVien, Osterreich
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2.1.5 Puffer und Lésungen
ADAM10-Lysepuffer

ADAM10-Reaktionspuffer

Amphotericin B

Blockierungspuffer 1

Blockierungspuffer 2

bovines Fibronektin

5mM Tris

1 mM EGTA

250 mM Sucrose

1 % Triton X-100

in bidest. Wasser

— Aufbewahrung bei 4°C

Complete (Proteaseinhibitorcocktail, frisch
1:40 verdlinnt eingesetzt), bl&de in 1 ml PBS

geldst, Aliquots bei -20°C aufbewahrt

25 mM Tris
0,005 % Brij-35
2,5 uM Zngl
in bidest. Wasser
pH 8,8

50 mg Amphotericin B
in 200 ml DMSO
— Aliquots gelagert bei -20°C

0,12 % Glycin
0,2 % Saponin
in PBS

3 % BSA
0,2 % Saponin
in PBS

1 mg bovines Fibronektin

in 1 ml bidest. Wasser

— Aliquots gelagert bei -20°C
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DABCO-Stammlésung

DAPI-Stammlésung

Eindeckmedium

ELISA-Blockierungspuffer

ELISA-Stopplosung

ELISA-Waschpuffer

Erythrozyten-Lyse-LOsung

Kollagenaselosung (0,1%)

Kollagenlésung

200 mg Diazobicyclooctan
in 1 ml PBS
— Lagerung bei -20 °C

1 pug DAPI
in 1 ml PBS
— Lagerung bei -20 °C

1 ml Mowiol
100 ul DABCO
1 ul DAPI

0,5 % BSA
0,05 % Tween 20
in PBS

1 MEBG,

0,05 % TweB20
in PBS

155 mM Ammanchlorid
10 mM Kaliumhydrogencarbonat
0,1 mM EDTA
in bidest. Wasser
pH 7,2

100 mg Kollagenase
in 100 ml PBS
— Aliquots bei -20 °C gelagert

50 mg Kollagefrgm Calf skin
in 50 ml PBS, 1h bei RT gel6st
— Aliquots bei -20°C gelagert
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Mowiol 10 g Mowiol in 40 ml PBS 24 h bei RT nigm,
20 ml 100 %iges Glycerol zugeben, 24 h bei RT
rahren, pH-Kontrolle (pH 6-7), 15 min bei 12000
rpm zentrifugieren; Lagerung bei -20°C, nur 1-2 x

auftauen

PBS 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
10,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

in bidest. Wasser

pH 7,2-7,4
Permeabilisierungspuffer 0,2 % Saponin

in PBS
Sammelgel (4,5 %) 5,79 ml bidest. Wasser

2,60 ml Sammelgelpuffer

1,67 ml Acrylamid/ Bisacrylamid
(30 %/0,8 % w/v)

60 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfatldsung
(wiv)

30 pul TEMED

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/ HCL,
0,4 % SDS (w/v)
in bidest. Wasser
pH 6,8

SDS-Elektrophoresepuffer 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
3,5 mM SDS

in bidest. Wasser
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2x SDS-Probenpuffer (reduzierend)

StrippingPuffer

Trenngel (10 %)

Trenngel (12,5 %)

Trenngelpuffer

3,5 mM Natriudetrylsulfat (SDS)
250 mM Tris/ HCI, pH 6,8
5 % 2-Mercaptoethanol
0,07 mM Bromphenolblau
10 % Glycerin
in bidest. Wasser

63 MM Tris

70 mM SDS

0,7 % 2-Mercaptoethanol
in bidest. Wasser

pH 6,7

4,03 ml bidest. Wasser
2,60 ml Trenngelpuffer
3,33 ml Acrylamid/ Bisacrylamid
(30 %/0,8 % wiv)
60 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfatldsung
(wiv)
30 ul TEMED

3,29 ml bidest. Wasser
2,50 ml Trenngelpuffer
4,17 ml Acrylamid/ Bisacrylamid
(30 %/0,8 % wiv)
60 pul 10 % Ammoniumperoxodisulfatldsung
(wiv)
30 ul (TEMED)

1,5 M Tris/ HCL,
0,4 % SDS (w/v)
in bidest. Wasser
pH 8,8
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Trypsin-EDTA

T-Zell-Medium

Western BleBlockierungspuffer

Western BlofTransferpuffer

400 pl 0,25 % Trypsin in 0,03 % ERTh PBS

36 ml RPMI 1640

400 pl Pen/Strep

400 pl Glutamin

400 pl NEAA §on essential amino aqid
4 ml FKS

40 ul Gentamycin (50 mg/ml)

40 ul 2-Mercaptoethanol (50 mM)

5 % Milchpulver
inWestern BloWaschpuffer (TBST)

25 mM Tris-Base

192 mM Glycin

in bidest. Wasser

10 % Methanol

pH 8,2-8,4 (pH-Wert nicht einstellen)

Western BleWaschpuffer (TBST-Puffer) 20 mM Tris

1mM EDTA

140 mM NacCl
0,001 % Tween 20
in bidest. Wasser
pH 7,5
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2.1.6 Antikorper

Tab. 2.1: Verwendete Primarantikorper

- Immunisierte | Verd. | Verd.
Antikorper Herkunft Spezies WEB ICC
VE-Cadherin (F-8)| g3 cruz | Maus 1:500 1:100

C-terminal
ADAM10 Calbiochem | Kaninchen 1:2000
B-Tubulin DSHB Maus 1:1000
PECAM-1 (M-20) | santa cruz Ziege 1:600
C-terminal
His Dianova Maus 1:1000
Tab. 2.2: Verwendete Sekundarantikorper
: Verd. | Verd.

Bezeichnung Herkunft Kopplung WB ICC
Schafa-Maus Dianova HRP 1:10000
Esela-Kaninchen |Santa Cruz | HRP 1:5000
Esela-Ziege Dianova HRP 1:10000

. Molecular | Alexa Fluor .
Ziegea-Maus Probes 504 1:300
2.1.7 Plasmide
Tab. 2.3: Verwendete Plasmide
Plasmid Protein Markierung Vektor | Herkunft

pcDNA3.1 - - pcDNA3.1 | Maus
ADAM10 ADAM10 - pcDNA3.1 | Maus
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2.1.8 Inhibitoren und Stimulantien

Tab. 2.4: Verwendete Inhibitoren

eingesetzte

Inhibitor Inhibitorklasse Hersteller Konzentration
G1254023X ADAM10-Inhibitor GlaxoSmithKline 10 uM
YCs0(ADAM17) = 541 nM
IC50(ADAM10) = 5,3 nM
GW280264X ADAM10- und ADAM17-Inhibitor | GlaxoSmithKline 10 uM
ICs0(ADAM17) = 8,0 nM
IC50(ADAM10) = 11,5 nM
GM6001 Metalloproteinase-inhibitor Calbiochem 10 uM
TAPI Metalloproteinase-inhibitor Calbiochem 20 uM
Inhibitor X y-Sekretaseinhibitor Calbiochem 1uM
DAPT y-Sekretaseinhibitor Calbiochem 10 uM
Staurosporin Proteinkinase-inhibitor Calbiochem 1uM
GF109203X nicht-selektiver PKC-Inhibitor; Sigma-Aldrich 5 uM
primare Spezifitat: PK&/B1/B2N/dle
G06976 selektiver PKQa/B- Inhibitor; Sigma-Aldrich 1uM
primare Spezifitat: PK@/31
Tab. 2.5: Verwendete Stimulantien
: : eingesetzte
Stimulanz Funktion Hersteller Konzentration
APMA Metalloproteinase-Aktivator Sigma-Aldrich 100 uM
PMA Proteinkinase C-Agonist Sigma-Aldrich 200 ng/ml
TNF-a proinflammatorisches Zytokin Sigma-Aldrich 20 ng/ml
IFN-y proinflammatorisches Zytokin Sigma-Aldrich 20 ng/ml
lonomycin Calcium-lonophor Calbiochem 10 uM
Thrombin Serinprotease Sigma-Aldrich 1 U/mi

1 |Cq ist die Inhibitor-Konzentration bei der 50% derzigme inhibiert werden
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2.1.9 Zelllinien

HUVEC

HUVEC (humanumbilical vein endothelial cells) sind primare Endothelzellen, die aus der
Vene humaner Nabelschnrre isoliert wurden. Di¢eiavachsen adhéarent mit Auslaufern.
Dieses Zellsystem wird fiir physiologische und phaltatogische Untersuchungen eingesetzt

wie makromolekularen Transport, Blutkoagulation @ilorinolyse.

T-Zellen (PHA-Blasten)
Die T-Zellen wurden mittels Ficoll-Gradienten ausutBgewonnen und aufgereinigt. Die
T-Zellen wurden mit Phytohamagglutinin (PHA) akéxti und mit IL-2 stimuliert. Bei den

PHA-stimulierten T-Zellen handelt es sich um Suspamszellen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte der Zellkultur erfolgten an ner Sterilwerkbank unter sterilen
Bedingungen. Die Arbeitsflache und Hande wurden jedem Arbeitsgang mit Pursept-A
desinfiziert. Die verwendeten Zellkulturmaterialewaren steril. Labormaterial bzw.
Praparierbesteck wurden autoklaviert bzw. im Ssatibr fir 8 h bei 180°C sterilisiert. Die
verwendeten Medien, das fotale Kalberserum (FKSyies@in Gemisch aus Penicillin und
Streptomycin (Pen/Strep) und Trypsin-EDTA wurdem WAA (Linz, Schweiz) bezogen. Die
Zellkulturmedien und Trypsin-EDTA wurden bei 4°Clagert und vor dem Einsatz im
Wasserbad auf 37°C erwarmt. Das in der Zellkultemwendete PBS wurde bei 120°C und
2 bar fur 20 min autoklaviert.

Die Kultivierung der HUVECs und der PHA-stimuliemte T-Zellen erfolgte in
Zellkulturflaschen (25 cf 75 cnf, Sarstedt, Niimbrecht). Die verwendeten HUVECs enrd
in ECM (Endothel Cell Growth Medium) mit SupplementMix und 1 % Pen/Strep und die
PHA-stimuliertenT-Zellen in T-Zell-Medium unter gleichen Bedingumgen Brutschrank bei
37°C, 5 % CQ@Gehalt und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Di&timulations- und
Inhibitionsversuche wurden in 6-Loch-Platten (Sadgtund die Permeabilitdtsversuche sowie

Transmigrationsversuche in 24-Loch-Platten (Satsthdchgefihrt.

2.2.1.2 Praparation von HUVECs

Die primaren humanen Endothelzellen aus Nabelsgenen (HUVECs) wurden nach der
Methode nach Jaffet al. isoliert (Jaffeet al, 1973). Hierzu wurden Nabelschnire innerhalb
von 3 hpost partumbearbeitet und zur Aufbewahrung in PBS bei 4°Gggeit. Zu Beginn
wurde die Nabelschnurvene mittels Kopfkanile (Assmdaiel) mit PBS mehrfach gespdlt,
um Blutzellen zu entfernen. Die Nabelschnur wurde enem Ende mit einer Klemme
abgeklemmt. Eine 0,1 %ige Kollagenaselosung (Sigidaich, Schnelldorf) wurde mittels
Kopfkanule (Assmann) eingefillt und das andere EeddNabelschnur ebenfalls abgeklemmt.
Die Nabelschnur wurde 15 min bei 37°C im Brutschkrankubiert, wobei die Kollagenase die
Endothelzellen aus der Vene enzymatisch ablostciD@ffnen der Klemmen wurde die

Kollagenaselosung mit den Endothelzellen in eimB&arstedtrohrchen (Sarstedt) tberfihrt.
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Um restliche Endothelzellen aus der Vene zu gewinneurde diese mehrfach mittels
Kopfkantle und PBS durchgespult. Die Zellen wurderschlieRend durch Zentrifugation
(Centrifuge GS-6KR, Beckman, Krefeld) bei 2500 rpmd 15 min isoliert. Das Zellpellet
wurde in Endothel Cell Growth MediuniPromocell, Heidelberg) resuspendiert und in eine
25 cnf-Zellkulturflasche uberfiihrt. Diese wurde zuvor riitml einer 20 pg/ml bovinem
Fibronektinlosung (Sigma-Aldrich) in PBS fur 1 hsbhichtet und anschliel3end dreimal mit je
3 ml PBS gewaschen. Bis zur ersten Passage wurddvielium 500 ng/ml Amphotericin B
(Sigma-Aldrich) zugesetzt, um Kontaminationen migféh zu unterbinden. Die HUVECs

wurden von Passage 2-6 verwendet.

2.2.1.3 Praparation von Phytohamagglutinin-stimulieten T-Zellen (PHA-Blasten)

Fur die Praparation von PHA-Blasten wurden 25 npanmisiertes Blut auf 25 ml Ficoll
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) vorgighaufgeschichtet und 30 min bei
1200 rpm mit deaktivierter Bremse (Centrifu@S-6KR, Beckman) zentrifugiert. Das oben
befindliche Serum und die in der Mitte befindlicierphase wurden abgenommen und in ein
neues 50 mL-Sarstedtrohrchen Uberfuhrt, mit PBgedifit und 15 min bei 1200 rpm mit
deaktiverter Bremse zentrifugiert. Das erhaltenBePgurde mit 4 ml Erythrozyten-Lyse-
Losung resuspendiert und 4 min inkubiert, ansckeheldmit PBS aufgefillt und 15 min bei
1200 rpm mit deaktiverter Bremse zentrifugiert. Mellen wurden in T-Zell-Medium
resuspendiert und zur Aktivierung mit 0,5 pg/ml ®hmamagglutinin  (PHA, PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich) versetzt undier 75 crirZellkulturflasche ausgesét.
Nach 3-4 Tagen wurden die Zellen mit 10 U/ml rI(R&D Systems, Minneapolis, USA)
stimuliert. Nach weiteren zwei Tagen wurden didetefur die Transmigrationsversuche bzw.

Co-Kultur Experimente eingesetzt.

2.2.1.4 Subkultivierung von Zellen

Die adhéarenten Zellen wurden vor Erreichen der Kemz von 80-90 % subkuliviert. Dazu
wurde das alte Kulturmedium entfernt. Die Zellenrean mit 5 ml sterilem PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden durch die Zugabe von 1 ml TinygOTA und 5 min Inkubation im
Brutschrank bei 37°C die Zellen von der Zellkultirale abgel6st. Zum Abstoppen der
Trypsinreaktion wurden die Zellen in 5 ml Zellkuttoedium aufgenommen und 5 min bei
1000 rpm zentrifugiert (Universal 320, Hettich, fliagen).

35



2 Material und Methoden

Das entstandene Pellet wurde in frischem Mediumasgandiert, die Zellen durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt und entsprechend ihrer liferationsgeschwindigkeit in
Verdinnungen von 1:5 bis 1:20 auf neuen Zellkuttoaden bzw. Zellkulturflaschen oder fur
Experimente in 6-Loch-Platten ausgesat.

Die PHA-stimulierten T-Zellen wurden zur Subkulgwing 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert
(Universal 320, Hettich). Das Zellpellet wurde nms¢hem T-Zell-Medium resuspendiert und

die Zellen auf neue Zellkulturflaschen (Sarstedfpateilt.

2.2.1.5 Kryokonservierung von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Zelllinien die flissiger Stickstoff (-196°C). Die
Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz von 00-% von der Zellkulturschale bzw.
Zellkulturflasche trypsinisiert, zentrifugiert undanach in 1 ml eiskaltem Einfriermedium
(Kulturmedium mit 40 % FKS und 10 % DMSO) aufgenoemnkurz resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen Uberfuhrt. Diese wurden sofort auf gagagert, anschliel3end ein bis zwei Tage

bei -80°C aufbewahrt und danach in einen Behaliefliissigem Stickstoff gegeben.

2.2.1.6 Auftauen von Zellen

Das Kryorbhrchen mit den aufzutauenden Zellen wundeh der Entnahme aus dem
Stickstoffbehalter kurz im Wasserbad bei 37°C emtdDie aufgetaute Zellsuspension wurde
sofort in 10 ml vorgewarmtes Zellkulturmedium aufgenmen, 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet mit dhem Medium resuspendiert und in neue
Zellkulturflaschen bzw. Zellkulturschalen ausgegdh darauf folgenden Tag wurde Uberprift,
ob die Zellen adharent geworden waren und nichéwaaghsene oder tote Zellen wurden durch

einen Mediumwechsel entfernt.

2.2.1.7 Bestimmung der Zellzahl

Fur das Zahlen der Zellen wurden diese mit Trypamldngefarbt. Tote Zellen werden bei
dieser Farbung blau, indem der Farbstoff durchzéi#émembran dringt und mit zytosolischen
Proteinen interagiert. Die zu zahlenden Zellen wardm Verhaltnis 1:10 mit Typanblau

versetzt. 10 pl dieser Zellsuspension wurden ie 8laubauerzahlkammer gegeben.
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Die Zahl der lebenden Zellen wurde durch das Ausréller vier grof3en Quadrate der
Neubauer-Zahlkammer und der folgenden Berechnungtett:

[Summe der Zellzahl/4] x Verdiinnungsfaktor X £0Zellen/ml

Zellen/ml x Volumen der Zellsuspension = Gesamzzdil

2.2.1.8 Transiente Transfektion

HUVECs wurden transient mit den TransfektionsreaggetPEM™-HUVEC (Polyplus
transfection Hamburg) transfiziert. Hierzu wurden die Zellen ikeiner Dichte von
30.000 Zellen/crhin 6-Loch-Platten ausgesét. 24 h nach der Aussaeden die Zellen mit

1 pg Plasmid-DNA je Loch transfiziert, indem getrewoneinander 1 pg DNA und 7 pl
jetPEM-HUVEC Transfektionsreagenz in je 50 pl sterilidtter 150 mM Natrium-
chloridlésung pipettiert wurden. Die Ansatze wurdeameinigt und 30 min bei RT inkubiert.
Danach wurde das Medium von den Zellen entferntdurédh 600 ul RPMI/2 % FKS ersetzt.
Der Transfektionsansatz wurde hinzugefiigt. Nach wWuhde der Transfektionsansatz durch
einen Mediumwechsel miEndothel Cell Growth Mediumon den Zellen entfernt. 48 h nach

der Transfektion erfolgten Permeabilitatsversuche. laie Ernte der Zellen.

2.2.1.9 siRNA gmall interfering RNA) Transfektion

Fur die siRNA Transfektion wurden HUVECs mit Hilfeles jetPEMM-HUVEC
Transfektionsreagenz transfiziert. Die Zellen wurdenit einem Gemisch aus drei
verschiedenen ADAM10 siRNAs (HSS100165, HSS100H85100167, ADAM10 Stealth
Select RNAI, Invitrogen, Karlsruhe) und einer KanitrsiRNA (12935-200, Stealt RNAi
Negative Control Low GC Duplex, Invitrogen) trazséirt. Dazu wurden die Zellen in einer
Zelldichte von 30.000 Zellen/chin einer 6-Loch-Platte ausgesat. Am darauf folgendiag
wurde das Medium entfernt und durch 600 pl RPMI (IB4% FKS ersetzt. Pro
Transfektionsansatz wurden je 20 pM siRNA und JetfREM™-HUVEC getrennt voneinander
in je 50 pl sterilfiltrierter 150 mM Natriumchlodidsung resuspendiert. Beide Ansatze wurden
vereinigt und anschlieend 30 min bei RT inkubiBer Transfektionsansatz wurde auf die
Zellen gegeben. Nach 4 h wurde der Transfektiorgandurch einen Mediumwechsel mit
Endothel Cell Growth Mediumon den Zellen entfernt. 48 h nach der Transfekedolgten

die funktionellen Versuche und die Zellernte.
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2.2.1.10 T-Zellen Transfektion

Die PHA-stimuliertenT-Zellen (PHA-Blasten) wurden mittelBuman T cell Nucleofector Kit
(Amaxa Biosystems, KolIn) transfiziert. Die PHA-Bias (stimuliert mit rIL-2) wurden in ein
15 ml-Sarstedtréhrchen Uberfihrt und 5 min bei 10t zentrifugiert (Universal 320,
Hettich). Das Pellet wurde in 2 ml T-Zell-Mediumsuspendiert. Pro Transfektionsansatz
wurden 1-5x10 Zellen in ein EppendorfgefaR tiberfithrt und 10 fmémn 200 x g zentrifugiert
(Tischzentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg). Dasliomefreie Zellpellet wurde mit 100 pl
TransfektionslosungHuman T cell Nucleofector Soluti@n 1 Supplementund 5 ul ADAM10
SiRNA bzw. Kontroll siRNA (mock) versetzt. Dieserahsfektionsmix wurde in eine Amaxa-
Kivette (Einmalktvette) Uberfuhrt und in das Nukétionsgerat (Amaxa Biosystems, Koéln)
gesetzt. Die Transfektion erfolgte mit dem Prograxif@l. Die Kivette wurde mit T-Zell-
Medium gespult und der Transfektionsansatz in &dd.och-Platte Uberflhrt. Die Zellen
wurden bei 37°C fur 4-12 h kultiviert. Danach egi@l ein Mediumwechsel, dem zusatzlich
10 U/ml rIL-2 und 0,5 pg/ml PHA hinzugesetzt wurdd® h nach der Transfektion wurden

die Zellen im Transmigrationsversuch eingesetzt.

2.2.1.11 Stimulation von Zellen und Inhibitionsverache

Zur Analyse desSheddingswurden HUVECs unter Einsatz verschiedener Inhibriobzw.
Stimulantien untersucht. Die Zellen wurden in 64hd¥latten bei 80 % Konfluenz getestet.
Die Inkubationszeit der Zellen mit den Inhibitoreaw. Stimulantien betrug je nach Versuch
5 min bis 24 h. Die Metalloproteinase-Inhibitoren2&4023X, GW280264X und GM6001
wurden in einer Endkonzentration von 10 uM und TAPéiner Endkonzentration von 20 uM
eingesetzt. In Kombination mit anderen Inhibitorerw. Stimulantien wurden die Zellen
30 min mit den Metalloproteinase-Inhibitoren vottkert. Diey-Sekretase-Inhibitoren DAPT
und Inhibitor X wurden jeweils in einer Endkonzetiton von 10 uM bzw. 1 uM verwendet.
Das Calcium-lonophor lonomycin wurde in einer Kamzation von 10 pM eingesetzt. Die
Behandlung mit lomomycin wurde auf 30 min begredatdas Stimulanz auf Dauer Apoptose
induziert. Der Proteinkinase-Inhibitor Staurospasirde in einer Konzentration von 1 uM fur
6 h und der Proteinkinase C-Agonist PMA in einemKentration von 200 ng/ml fir 2 h
eingesetzt. Der nicht-selektive PKC-Inhibitor GF209X wurde in einer Konzentration von
5 puM und der selektive PK@/B-Inhibitor G66976 in einer Konzentration von 1 uM
verwendet. Die proinflammatorischen Zytokine TNF-und IFNy wurden in einer

Konzentration von 20 ng/ml fur 18 h benutzt.
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Thrombin wurde in einer Konzentration von 1 U/mi figrschiedene Zeitintervalle eingesetzt.
Der Metalloproteinase-Aktivator APMA wurde in eingonzentration von 100 pM fir 30 min
verwendet. Die Wirkung von Inhibitoren und Stimulan wurde nachfolgend mit Hilfe von

Western BIgQtELISA und Immun-zytochemie analysiert.

2.2.1.12 Permeabilitdtsversuch

Die Durchlassigkeit einer einlagigen Zellschicht rdai mittels Permeabilitdtsversuches
bestimmt. Hierzu wurden Filtereinsatze in eine 2¢h-Platte mit einer Porengrbf3e von
0,4 um (Costar, Cambridge, USA) verwendet, diejen80 ul einer 50 pg/ml Kollagenlésung
(Sigma-Aldrich) in PBS je Filtereinsatz fur 1-2 &ilRT beschichtet wurden. Die Filtereinsatze
wurden anschliel3end dreimal mit 100 ul PBS gewasdbe folgte die Aussaat der HUVECS,
wobei diese trypsinisiert und iEndothel Cell Growth Mediumesuspendiert wurden. Es
wurden 3 x 10 Zellen/100 pl je Filtereinsatz ausgesat und beC3kultiviert. 2-3 h nach der
Aussaat wurde 600 [Hndothel Cell Growth Mediurm das untere Loch der 24-Loch-Platte
gegeben. Die Zellen wurden fir 2-3 Tage bei 37°@mitschrank kultiviert.

Zur Beurteilung der Konfluenz wurde eine 1 pg/miggmlésung (Molecular Probes, Oregon,
USA) auf einen Filtereinsatz pipettiert und nacmif die Zelldichte unter dem Fluoreszenz-
mikroskop (FITC) kontrolliert. Waren die Zellen Karent, wurden diese mit GI254023X bzw.
DMSO in serumfreiem RPMI 1640 fir 30 min in einendkonzentration von 10 uM
vorinkubiert oder unbehandelt belassen. Danach evbirdl FITC-Dextran (M40.000, Sigma-
Aldrich) in einer Endkonzentration von 1 mg/ml iedgn Filtereinsatz pipettiert. Die
Probenentnahme erfolgte, indem nach definiertetinZeivallen eine 50 ul Probe aus dem
unteren Loch entnommen wurde und in eine 96-Loclté(Sarstedt) Gberfuhrt wurde. Die
96-Loch-Platte wurde mit Alufolie lichtgeschitzt gagleckt und die Fluoreszenz (FITC,
Aex 485 nm,Agm 525 nm) am Lambda Fluoro-320 (MWG Biotech, Mingheei einer
Sensitivitat von 60 gemessen. In das untere Locldevuzum Ausgleich der Mediummenge
erneut 50 plEndothel Cell Growth Mediumhinzugesetzt. In Abbildung 2.1 ist eine

schematische Darstellung des Permeabilitatsversialfgefihrt.
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Filtereinsatz
) (@) oberes Kompartiment
@ © FITC-Dextran (40 kDa)
SlIolo[oo HUVEC
® —— mikroporése Membran (0,4 pm)
——1—— unteres Kompartiment

Abb. 2.1 : Schematische Darstellung des Permeabdiisversuches

HUVECs werden auf der Kollagen-beschichteten mikropen Membran (PorengréRe 0,4 pm) eines
Filtereinsatzes ausgesat und kultiviert. Sind di&fVECs konfluent, wird in das obere Kompartiment
fluoreszierendes FITC-Dextran mit einem Molekulavigdt von 40 kDa pipettiert. Durch Zugabe von Iritdben
bzw. Stimulantien kann sich die Permeabilitdt deMEC Zellschicht verandern. Nimmt die Durchlassigkker
Zellschicht zu, gelangen FITC-Dextran markierte &kalle in das untere Kompartiment. Nach festgelegten
Inkubationszeiten wird die Fluoreszenzintensitét aleteren Mediums gemessen.

2.2.1.13 Transmigrationsversuch

Zur Untersuchung der Migration von PHA-stimuliert&Zellen (PHA-Blasten) durch eine
HUVEC Zellschicht wurde ein Transmigrationsversucturchgefuhrt. Dabei wurden
Filtereinsatze in eine 24-Loch-Platte mit einerdhgroRe von 3,0 um (Costar) mit Kollagen
beschichtet, wobei je 50 pl einer 50 pg/ml Kolldgeang (Sigma-Aldrich) in PBS in jeden
Filtereinsatz pipettiert und fir 1-2 h bei RT inkedd wurden. Anschlieend wurden die
Filtereinsatze dreimal mit 100 ul PBS gewaschenVBHOs wurden in einer Zellzahl von
3x1(°/100 pl je Filtereinsatz ausgesat. Dazu wurden HOWEzun&chst trypsinisiert, in
Endothel Cell Growth Mediumesuspendiert und nachfolgend die Zellzahl eiradjéest

Die ausgesaten HUVECs wurden bei 37°C kultivier8 B nach der Aussaat wurde 600 pl
Endothel Cell Growth Mediunm das untere Loch der 24-Loch-Platte gegeben. Z2ien
wurden fur 2-3 Tage bei 37°C im Brutschrank kuéiti

Die Konfluenz der HUVEC-Zellschicht wurde durch Gah kontrolliert, indem 1 pg/ml
Calceinlésung (Molecular Probes) auf ein Filteratagipettiert und nach 5 min die Zelldichte
unter dem Fluoreszenzmikroskop (FITC) beurteiltdeurDie Zellen wurden mit GI1254023X,
GW280264X, GM6001 oder DMSO in einer Endkonzemratvon 10 pM fir 30 min
vorinkubiert oder unbehandelt belassen. Die PH#Audlierten T-Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 1000 rpm fur 5 min (Universal032elletiert und irEndothel Cell Growth
Mediumresuspendiert. 5x¥@ellen/20 pl wurden je Filtereinsatz pipettiert.dda@4 h wurde
die Zellzahl in der unteren Kammer mittels Neubaéablkammer bestimmt. Die Zellzahl gibt
ein direktes Mal3 der transmigrierten Zellen an.Alobildung 2.2 ist eine schematische

Darstellung des Transmigrationsversuches gezeigt.
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Filtereinsatz
®) O oberes Kompartiment
a O © T-Zellen
S[o[ooo HUVEC
e — mikropordse Membran (3,0 um)
——1—— unteres Kompartiment

Abb. 2.2 : Schematische Darstellung des Transmigratnsversuches

HUVECs werden auf der mikroporésen Membran (Pori®gr3,0 um) eines Filtereinsatzes ausgesat, welche
zuvor mit Kollagen beschichtet wurde. Die Zellenrden bei 37°C bis zur Konfluenz kultiviert. Sindedi
HUVECSs konfluent, werden in das obere KompartimeZiellen (PHA-Blasten) pipettiert. Nach 24 h werdbe
T-Zellen im unteren Kompartiment mit Hilfe einer Nmuerzahlkammer ausgezéahlt und somit die Anzahl de
transmigrierten Zellen bestimmt.

2.2.1.14 Angiogeneseversuchkupe forming assay)

Die Fahigkeit der HUVECs, in Anwesenheit von rekamantem ADAM10 neue GefalRe
auszubilden, wurde in einem Angiogeneseversuchrautbt. Hierbei wurde ECM-Gefrém
Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcom&igma-Aldrich) bei 4°C aufgetaut und 1:2 in
serumfreiem RPMI 1640 auf Eis verdiinnt. 50 pl died@satzes wurden je Loch in eine
96-Loch-Platte luftblasenfrei pipettiert. Nach 30nminkubation bei 37°C im Brutschrank
wurden 50 pl des rekombinanten ADAM10 verdinnt iDAM10-Reaktionspuffer je Loch
pipettiert und Uber Nacht bei 37°C im Brutschraekagert. Nach 24 h wurde Uberschissige
ADAM10-Lésung abpipettiert und 5x10HUVEC Zellen/150 plEndothel Cell Growth

Mediumje Loch ausgesat. Nach weiteren 24 h erfolgtemmilieoskopischen Aufnahmen.

2.2.1.15 Migrationsversuchif vitro wound healing assay)

Um die Bedeutung von ADAM10 auf die Migration vonJMECs zu klaren, wurde ein
Migrationsversuch durchgefuhrt. Dazu wurde in ei®&droch-Platte eine konfluente HUVEC
Zellschicht zerstért, indem ein Querstrich mittgslber Pipettenspitze tUber den Zellrasen
gezogen wurde. Anschliel3end erfolgte ein Mediumwekchit 1 ml RPMI 1640/2 % FKS in
Anwesenheit oder Abwesenheit eines Metalloproteiriakibitors. Zur Lokalisation eines
Bereiches fur die spatere mikroskopische Aufnahmede an der Unterseite der Platte eine

Markierung eingezeichnet. Die mikroskopischen Abfman erfolgten nach 0, 3, 6 und 9 h.
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2.2.1.16 Co-Kultur Experiment

In einem Co-Kultur Experiment sollte die Frage geklverden, ob PHA-stimulierfé-Zellen
das VE-CadherinSheddingin HUVECs induzieren kénnen. Hierzu wurden HUVE(Ds
6-Loch-Platten mit PHA-Blasten co-kultiviert. Dabeurden je 14x1DPHA-Blasten (rlL-2
stimuliert) je Loch inEndothel Cell Growth Mediurdirekt auf die HUVECs oder indirekt in
einem Filtereinsatz mit einer PorengréRRe von 0,4(fwell Millicell” Hanging Cell Culture
Insert, Millipore, Billerica, USA) auf die HUVECs gegeben. Nach 24 lraen die Zellen fir

die Analyse imWestern Blogeerntet.

2.2.1.17 VE-Cadherinin vitro-Spaltungsversuch in vitro cleavage assay)

Um einen direkten Nachweis der VE-Cadherin Spaltdagch ADAM10 zu untersuchen,
wurdein vitro humanes rekombinantes VE-Cadherin mit humanemmbkantem ADAM10
fur 18 h inkubiert. In einem Versuchsansatz wurd@d ng rekombinantes VE-Cadherin (R&D
Systems, Minneapolis, USA) mit 500 ng rekombinen#®DAM10 (R&D Systems) in einen
10 ul Reaktionsansatz in ADAM10-Reaktionspufferdiemt angesetzt und fur 1, 4 und 18 h
bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Als Kontrollér fdie unspezifische Degradation wurden
500 ng rekombinantes VE-Cadherin bzw. 500 ng rekoamtes ADAMI10 alleine in
ADAM10-Reaktionspuffer fur die Zeit von 18 h inkeli. Die rekombinanten Proteine sind
schematisch in Abbildung 2.3 dargestellt.

Humanes VE-Cadherin

N Humanes VE-Cadher|nEGRMD | Humanes IgG HHHHHH C
(Met1-GIn593) (Pro100-Lys330)
Humanes ADAM10

N Humanes CD33 Signal Peptid Humanes ADAM1) HHHHHHHHHH C
(Met1-Alal6) (Gly19-Glu672)

Abb. 2.3 : Aufbau des rekombinanten VE-Cadherin unddes rekombinanten ADAM10

Das humane rekombinante VE-Cadherin besitzt einerCedherin Anteil (Met1-GIn593), IEGRMD, humanes
IgG; und einen fusionierten HIS-Tag. Das humane rekoarie ADAM10 besitzt ein humanes CD33
Signalpeptid, einen humanen ADAM10 Teil (Gly19-GI2§ und einen fusionierten HIS-Tag.
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Die Proben wurden nachfolgend sofort mit SDS-Prphéer versetzt und bei 95°C fur 10 min
erhitzt und bis zur Analyse inWestern Blotbei —20°C aufbewahrt. VE-Cadherin und
ADAM10 wurden mit einem Anti-His-Antikorper indVestern Blotletektiert.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Alle nachfolgend aufgefiihrten Arbeitsschritte zwerstellung der Zelllysate erfolgten auf Eis.
Zunachst wurde das Medium entfernt bzw. fur die Ipg®@ im ELISA abgenommen, zur

Abtrennung von Zellen und Zelltrimmer zentrifugi€¥000 rpm, 5 min, 4°C, Tischzentrifuge
5415R) und bei —20°C aufbewahrt.

Die Zellen wurden mit 1 ml PBS/6-Loch mechanisch den Kulturschalen mittels Zellkultur-

schaber abgeschabt, in 1,5ml-Eppendorfgefal3e divediad 10 min bei 13.000 rpm und 4°C
(Tischzentrifuge 5415R) zentrifugiert. Das Zellpelwurde bis zur weiteren Analyse im
Western Blobei —20°C aufbewabhrt.

Zur Weiterverarbeitung wurde das Zellpellet in 20DpAM10-Lysepuffer, dem zusatzlich ein

Proteaseinhibitor (Complete, Roche Molecular Biocioals, Mannheim) zugesetzt wurde,
resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Danachrdeudie l6sliche Fraktion durch

Zentrifugation bei 13.000 rpm, 4°C fur 10 min (Thgentrifuge 5415R) abgetrennt. Dieser
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Eppendorfgéfigfiihrt und die Proteinkonzentration
(2.2.2.2) bestimmt. Fur die SDS-PAGE wurden die bBro mit reduzierendem SDS-

Probenpuffer gemischt und 10 min bei 95°C denaturie

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Baxdford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zeditgswurde mit dem Bradfordreagenz nach
Angaben des Herstellers in 96-Loch-Platten (Saddstiurchgefihrt. 1 pl der Proben wurden
mit 200 pl Bradfordreagenz versetzt. Als Proteindtad diente Rinderserumalbumin (BSA),
das in einer Verdunnungsreihe von 3000 pg/ml bigi23ug/ml eingesetzt wurde. Die

Messung wurde bei einer Absorption von 595 nm mee 96-Loch-Mikrotiterplattenleser

(SCT Rainbow, Tecan, Crailsheim) vorgenommen.
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2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-F#)

Die Auftrennung der Zelllysate erfolgte im diskontierlichen SDS-Polyacrylamidgel. Die
Proteine werden aufgrund des Molekularsiebeffelds Bolyacrylamidmatrix nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Das anionische DetergNatriumdodecylsulfat (SDS) verleiht
den Proteinen eine negative Ladung und Uberlagenitdie Eigenladung der Aminoséauren.
Im grobporigen Sammelgel werden die aufgetragemeteife fokussiert und anschlie3end im
feinporigen Trenngel in die einzelnen Bestandtedleh ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Das Trenngel (10 % bzw. 12,5 %) wurde zwischenda@htten (Mini-Protean-3-System, Bio-
Rad) mit einer Geldicke von 1,5 mm gegossen undisopropanol tUberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel%} gegossen. Das Trenngel und das
Sammelgel wurde aus bidest. Wasser, Acrylamid und N+ Methylenbisacrylamid
zusammenpipettiert und zuerst das Trenngel mitRBahkalstartern Ammoniumperoxodisulfat
(APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) versgint den Zwischenraum der beiden
Glasplatten gegossen und mit Isopropanol UbersigticNach dem Ausharten des Trenngels
wurde das Isopropanol entfernt, mit bidest. Wagssvaschen und das Sammelgel nach der
Zugabe von APS und TEMED dariber gegossen. FurAdigformung der Taschen zur
spateren Probenauftragung wurde zugig in das naskige Sammelgel ein Kamm gesteckt
und nach dem Auspolymerisieren wieder entfernt. Bas wurde in eine Elektrophorese-
kammer eingespannt und diese mit SDS-LaufpuffeilbleEs wurde je Tasche 20 ug Protein
und getrennt 4 pl Molekulargewichtsmarker aufgetrag

Die Zelllysate wurden mit reduzierendem 2-fach SB¥8benpuffer versetzt und fir 10 min bei
95°C denaturiert. Das im Probenpuffer enthalteMde2eaptoethanol sorgt fur die Reduktion
der Cysteinreste und fuhrt damit zum Aufbrechen Vertiarstrukturen. Das negativ geladene
Detergenz SDSspdiumdodecylsulfate) lagert sich an die Proteine, so dass alle SD&RPro
Komplexe im elektrischen Feld zur Anode wandern andschliel3lich aufgrund ihrer Gréfe
im Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Zur Grolsstipnmung der Proteine wurde dage
Ruler™ Plus Prestained Protein Laddéfermentas, St. Leon-Rot) mitgefiihrt.

Das Gel wurde mit den Proben und dem Protein-Mddegawichtsmarker beladen. Die

Auftrennung erfolgte bei 120 V bis kurz vor dem Ruden der Bromphenolblaubande.

2.2.2.4Western Blotting
Nach dem Auftrennen der Proteine in der SDS-PAGEdem diese aus dem Gel in einer

Semi-Dry-Blot Apparatur (Bio-Rad) auf eine PVDF-Meran (Roth, Karlsruhe) transferiert.
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Fur den Transfer wurde die PVDF-Membran in Methdtiol2 min aktiviert. Die Membran
und das Gel sowie vier Whatman-Papiere wurden amdferpuffer aquilibriert.

Beginnend bei der Anode wurden zwei Lagen Whatmegpie?, die hydrophilisierte PVDF-
Membran, das SDS-PAGE Gel und erneut zwei Lagen tMédraPapier luftblasenfrei
aufeinandergelegt. Der Transfer erfolgte bei 2QiVI0 min.

2.2.2.5 Immunologische Detektion der transferierterProteine

Die Membran wurde fur mindestens 2 hifestern BleBlockierungspuffer bei RT oder Uber
Nacht bei 4°C inkubiert, um freiliegende Bereicher dViembran abzusattigen. Alle
Inkubationsschritte erfolgten auf dem Rollenmiscfi@M5, Assistent, Sondheim) und alle
Waschschritte erfolgten auf dem Schittelinkubatdr-2, Edmund Buhler, Hechingen).

Die Inkubation des priméaren Antikorpers erfolgte R& fur 1 h, dazu wurde der Antikorper in
3 ml Western BloBlockierungspuffer verdinnt, gemeinsam mit der Ndean in ein 50 ml-
Sarstedtrohrchen Uberfuhrt und auf dem Rollenmisapedrent. Um nicht gebundene
Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran dreirital jeweils 10 min in 20 mWestern
Blot-Waschpuffer (TBST-Puffer) gewaschen. AnschlielRenadde die Membran mit HRP-
gekoppeltem Sekundarantikorper fur 1 h bei RT imdbDer Sekundéarantikdrper wurde in
Western BleWWaschpuffer verdinnt eingesetzt. Nach erneutenmaigen Waschen wurden
die immunologisch markierten Proteine mit Hilfe deSL PlusWestern Blotting Detection
System(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) nachgaben des Herstellers detektiert.
Die freigesetzte Chemilumineszenz wurde mit dBmmosphoimagerLAS-3000 (Fujifilm,

Kanagawa, Japan) aufgenommen.

2.2.2.6 Strippen von PVDF-Membranen

Wurde die PVDF-Membran mehrfach mit Antikorpern efdgbt, so wurde die Membran
zuvor mit StrippingPuffer fir 30 min bei 60°C inkubiert. Der detergealtige, reduzierende
StrippingPuffer entfernt gebundene Antikérper. Nachfolgemgrde die Membran dreimal
10 min mit 20 mlWestern BloWaschpuffer gewaschen und danach erneut 2 h bemRT
Western BloBlockierungspuffer blockiert und, wie beschriebemit Primar- und

Sekundarantikdrper inkubiert.
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2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Immunzytochemie

In eine 24-Loch-Platte wurden Deckglaschen mit ¢e B einer 50 pg/ml Kollagenlésung
(Sigma-Aldrich) in PBS fur 1-2 h bei RT beschichtBtachfolgend wurde Uberschissiges
Kollagen durch dreimaliges Waschen mit 300 pl PBfeent. Auf die Deckglaschen wurden
HUVECs ausgesat und bis zur Konfluenz bei 37°C imt&hrank kultiviert. Die Zellen
wurden mit Stimulantien bzw. Inhibitoren behanddlach Ablauf der Inkubationszeit wurde
das Medium entfernt und die Zellen einmal mit PB&vgschen und anschlieend mit
eiskaltem Methanol 20 min fixiert. Danach wurdee dellen zweimal mit PBS gewaschen
und bis zur immunzytochemischen Farbung bei 4°@gget.

Fur die Farbung wurden die Zellen zunéchst 5 miRermeabilisierungspuffer permeabilisiert,
anschlieBend 10 min in Blockierunspuffer 1 und d¢and5 min in Blockierungspuffer 2
blockiert. Die Inkubation mit dem Primér- und Se#l@rantikdrper erfolgte auf Parafilm in
einer mit Alupapier umwickelten, lichtgeschitzennitaer. Als Primarantikbrper wurde der
VE-Cadherin Antikérper (Santa Cruz) 1:100 in Blaaokingspuffer 2 verdinnt und 1 h
inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewasthDer Sekundarantikorper Ziege-anti-
Maus A594 (Molecular Probes, Oregon, USA) wurdeQ:B Blockierungspuffer 2 verdiinnt
und 1 h inkubiert. Die Zellen wurden dreimal in P&&1 einmal in bidest. Wasser gewaschen.

AnschlieRend wurden die Deckglaschen auf Objekdtragit Eindeckmedium eingedeckt.

2.2.3.2 VE-Cadherin-ELISA

Zur Bestimmung des l6slichen VE-Cadherins aus Zrélikiiberstanden kam ein ELISA
(enzymelinked immunaorbent assay der Firma Bender MedSystemgWien, Osterreich)
zum Einsatz. Dazu wurde eine 96-Loch-Platte (MmnolGreiner, Frickenhausen) mit 50 ul je
Loch mit 2,5 pg/ml Beschichtungsantikorper in PBferiNacht bei RT beschichtet.

Am folgenden Tag wurden nicht gebundene Antikbhech dreimaliges Waschen mit 200 pl
ELISA-Waschpuffer pro Loch entfernt. Mit 200 pl EHA-Blockierungspuffer je Loch wurden
freie Bindungsstellen abgesattigt, um spatere wifgehe Bindungen zu vermeiden. Alle
Inkubationsschritte erfolgten bei RT auf einem Swehinkubator (KL-2). Nach 2 h
Blockierung wurde der ELISA mit je 50 ul Standamhb Probe je Loch beladen. Der Standard
wurde in einer absteigenden Verdinnungsreihe 1m21bng/ml bis 0,16 ng/ml VE-Cadherin
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eingesetzt. Als Verdunnungspuffer fur Standard Bnoben wurde dem Testsatz beigefligtes
Sample diluenterwendet.

Neben dem Standard bzw. Proben wurde 50 ul Biotingggat je Loch hinzugefugt, welches
wie angegeben 1:1000 in ELISA-Blockierungspufferdémnt wurde. Nach weiteren 2 h
folgten drei Waschschritte mit je 200 uL ELISA-Whgaffer je Loch. AnschlieRend wurden
100 pul je Loch mit einer Streptavidin POD Lésundalden, welche zuvor 1:5000 in ELISA-
Blockierungspuffer verdiinnt wurde. Nach 1 h folgieée oben beschrieben drei Waschschritte
und anschlieend wurden 80 pl Substratldbsung (BMe BPOD Substrat, Roche) je Loch
hinzugesetzt. Das Streptavidin-gekoppelte POD ¥sitatt die Umsetzung des Substrates zu
einem blauen Farbstoff. Die Reaktion wurde nachmid mit 100 pl 1 M HSO, abgestoppt
und die Extinktion im 96-Loch-MikrotiterplattenlasdSCT Rainbow, Tecan) bei einer

Wellenldnge von 450 nm und einem Referenzfilter 80 nm gemessen.

2.2.4 Statistische Analyse

Die Werte wurden ausgedriickt als MittelwerStandardabweichung vom Mittelwert (SEM,
standarderror of the mearn). Der Standardfehler der Werte zeigt die Varianzerschen den
Mittelwerten der erhaltenen letzten 3 unabhéngkpegperimente an.

Die Annahme flr die Normalitat (Kolmogorov-Smirndest) und gleiche Varianzen (Levene
median Test) wurden verifiziert mit Sigma Stat Hbftware (SYSSTAT, Erkrath). Die
Analyse der Varianzen wurde mine-way analysis of variance (ANOVA) durchgefuhrt.
Mehrfache Parameter statistischer Vergleiche zwisakxperimentellen Gruppen gegen eine
Kontrollgruppe wurden erreicht mit der Dunnett’s tMmle. Alle paarweisen mehrfachen
Vergleichsprozeduren wurden mit dem Tukey’s Testhlyefihrt. P Werte < 0,05 wurden

klassifiziert als statistisch signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1. Analyse der Proteolyse von VE-Cadherin

In dieser Arbeit sollte die Regulation und die ftiokelle Bedeutung der Proteolyse von
VE-Cadherin naher untersucht werden. Dabei stditdh zu Beginn die Frage, welche
Proteasen VE-Cadherin proteolytisch spalten. Hestead, konnten 1998 bereits zeigen, dass
in HUVECs fuman umbilical vein endothelial cells) die extrazellulare Domane von
VE-Cadherin durch eine noch unbekannte Metallojprate wahrend der Apoptose freigesetzt
wird (Herrenet al, 1998). So konnte in Zelllysaten apoptotischetefeiit einem Antikorper
gegen die extrazellulare Doméne kein VE-Cadherinteldiert werden. In den
Zellkulturiberstdnden von serumfrei-gehaltenenefetingegen war eine Bande bei 90 kDa
nachweisbar. Dies ist ein Indiz dafir, dass einl TEr extrazellularen Domane von
VE-Cadherin wahrend der Apoptose von der Zellokelfé freigesetzt wird. In Anwesenheit
des Metalloproteinase-Inhibitors TAPI konnte in d&gllkulturiiberstdnden das 90 kDa grol3e
Fragment wiederum nicht nachgewiesen werden. Deagetidarauf hin, dass das VE-Cadherin
Sheddingwéhrend der Apoptose von HUVECs durch eine Megpatiteinase, ohne dass diese
identifiziert worden ist, vermittelt wird.

Ein erstes Ziel dieser Arbeit stellte die Identdizing dieser unbekannten Protease dar. Da bei
vielen Typ | transmembranen Proteinen eine weitarateolyse durch dig-Sekretase die
Analyse erschwert, sollte zunéchst Uberprift werddnauch VE-Cadherin Substrat fur die

y-Sekretase ist.

3.1.1 Einfluss vony-Sekretase-Inhibitoren auf die Prozessierung von VEadherin

Fur eine Reihe von Zelladhasionsmolekilen konnteitsenachgewiesen werden, dass diese
durch deny-Sekretase-Komplex gespalten werden. Dies wurder @amderem fur E-Cadherin,
N-Cadherin und L1 beschrieben (Maretaiyal, 2005a, Reisgt al, 2005, Maretzkyet al,
2005b). Um zu untersuchen, ob diSekretase VE-Cadherin proteolytisch spaltet, wurde
HUVECs in Inhibitionsversuchen miy-Sekretase-Inhibitoren behandelt. AjsSekretase-
Inhibitoren wurden Inhibitor X [1 uM] und DAPT [1@QM] verwendet. Da séamtliche
Inhibitoren in DMSO gel6st waren, dienten als Kotlétn HUVECs die mit DMSO behandelt
oder unbehandelt belassen wurden. Nach einer X8nkigen Inkubation mit Inhibitor X,
DAPT oder DMSO wurden Zelllysate hergestellt, diesger reduzierenden Bedingungen
gelelektrophoretisch im Polyacrylamidgel aufgettemmd anschlieend auf eine PVDF-

Membran transferiert. Die Detektion des VE-Cadlemnfolgte imWestern Blotmit einem
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C-terminalen Antikorper gegen VE-Cadherin. Daméf3ken sich sowohl das 130 kDa grof3e
Volllangenprotein als auch ein C-terminales Fragnuamstellen. Um zu zeigen, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde die Membnach der Detektion von
VE-Cadherin, mitp-Tubulin inkubiert. Dazu wurde die PVDF-Membran auwgestrippt,

wobei Primer- und Sekundarantikérper von der Memige@waschen werden.
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Abb. 3.1: Einfluss vony-Sekretase-Inhibitoren auf die Prozessierung von VEadherin

(A) HUVECs wurden mit DMSO y-Sekretase-Inhibitor Inhibitor X [1 uM] und DAPT Q1uM] fir 18 h
behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der Emtden die Zelllysate elektrophoretisch im 10 %ige
Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membiiaertragen und diese mit einem gegen den C-Temminu
von VE-Cadherin gerichteten Antikdrper inkubiereerDINachweis der gebundenen Antikdrper auf der Mambr
erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Sekundarantiégirpie Detektion der gebundenen Antikdrper wurde m
dem PhosphoimagerLAS-3000 durchgefiihrt. Die Membran wurde anscldie gestrippt und mit einem
Antikérper gegerB-Tubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkengration der Proben auszuschlieen. (B)
Die CTF (C-terminales Fragment)-Generierung wurde@ntual aus dem Quotienten von CTF und der Summe
aus Volllangenprotein (VL) und CTF bestimmt undgnach dargestellt. Die Daten wurden ausgedriickt al
Mittelwerte +StandardabweichungP%0,05 vs DMSO behandelte Zellen. (n=3)

Der in Abbildung 3.1 A dargestell/estern Bloizeigt, dass in den Zelllysaten bei denen die
Zellen mit deny-Sekretase-Inhibitoren Inhibitor X und DAPT behdbhaeurden, neben dem
130 kDa groR3en Volllangenprotein eine weitere Rnb@nde bei 35 kDa auftritt. Hierbei
handelt es sich um ein durcBheddingentstandenes C-terminales Fragment (CTF). Die
densitometrische Auswertung (Abb. 3.1 B) d&festern Blotszeigt die CTF-Generierung.
Neben dem 130 kDa groR3en Volllangenprotein sinditzlish Banden bei 100 kDa sichtbar.
Hierbei handelt es sich mdglicherweise um unteestitihe Glykosylierungsformen von
VE-Cadherin. Die Zunahme der Menge an C-termindeagment durch Verwendung der
y-Sekretase Inhibitoren zeigt, dass das Zelladhésiotekil VE-Cadherin durch den
y-Sekretase-Komplex gespalten wird. Im Folgendeitesolun untersucht werden, welche
Metalloproteinase daSheddingzon VE-Cadherin vermittelt.
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3.1.2 Die VE-Cadherin Proteolyse wird durch Metallproteinase-Inhibitoren reduziert
ADAM10 und ADAM17 stellen bedeutsame Metalloprotesen dar, die in der proteolytischen
Ektodomanenspaltung verschiedener Substrate, wartderem des Amyloiden Vorlaufer-
proteins (APP) und des Prion Proteins (PrP), inedhsind (Hartmanmt al, 2002, Vincenet
al., 2001). Fur die Untersuchung des Einflusses votalldproteinasen auf die Proteolyse von
Substraten werden Hydroxamat-basierte Inhibitoewendet. Diese Inhibitoren binden direkt
an das Zinkion im aktiven Zentrum der Metalloprogsien und setzen dadurch deren Aktivitat
herab.

Der Hydroxamat-basierte Inhibitor G1254023X inhihiaDAM10 mit einer 100-fach héheren
Praferenz gegenuber ADAM10 als gegeniber ADAM17d{lug et al, 2005). GW280264X
ist ein ADAM17-Inhibitor, der in einem geringerenal@e auch ADAM10 hemmt. Um
Anhaltspunkte zu gewinnen, welche Metalloproteinaseder Proteolyse von VE-Cadherin
beteiligt ist, wurden HUVECs mit GI1254023X [10 puMEW280264X [10 uM] und den
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitoren TAPI [20 uMhd GM6001 [10 pM] far 18 h
behandelt. Da die Metalloproteinase-InhibitorerDIMSO gel6st sind, wurden als Kontrolle
HUVECs mit DMSO behandelt. Um die weitere Prozessig des C-terminalen Fragments zu
unterbinden, wurde dey-Sekretase-Inhibitor Inhibitor X [1 puM] simultan fu&nd der
Inkubation mit den Metalloproteinase-Inhibitorenggsetzt.
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Abb. 3.2: Einfluss verschiedener Metalloproteinasénhibitoren auf die Proteolyse von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit DMSO, GI254023X [10 uM], GW2364X [10 uM], TAPI [20uM] bzw. GM6001
[10 uM] fur 18 h behandelt. Zusétzlich wurden dleoben mit Inhibitor X [1 uM] zeitgleich behandeDie
Zelllysate wurden elektrophoretisch im 10 %igen SBS aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transfertied
die Membran mit einem gegen den C-Terminus von \Ag+erin gerichteten Antikérper inkubiert. Die Mermbr
wurde anschlieRend mit einepaTubulin Antikérper inkubiert. (B) Zusatzlich wurdedie Zellkulturiiberstédnde
des Inhibitionsversuches nach 18 h abgenommen inlahzentration des loslichen VE-Cadherins im EAIS
quantifiziert. Die ELISA-Daten wurden ausgedriclg ®ittelwerte_+StandardabweichungP%0,05 vs DMSO
behandelte Zellen. (n=3)
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Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetreratf eine PVDF-Membran ubertragen
und hinsichtlich ihrer Spaltfragmente durch Inkudatmit dem VE-Cadherin-Antikbrper
untersucht. Zusatzlich wurde die Konzentration i@stichem VE-Cadherin in den Zellkultur-
Uberstanden mittels ELISA gemessen.

Der Western Bloin Abbildung 3.2 A zeigt, dass mit allen Metallofginase-Inhibitoren eine
verminderte Generierung des 35 kDa grof3en C-tetemnBragments erreichbar war. Das
Spaltfragment konnte mit dem ADAM10/ADAM17-InhibitésW280264X im Vergleich zu
den anderen Metalloproteinase-Inhibitoren nichtlstéhdig in seiner Entstehung reduziert
werden. TAPI und GM6001 erreichten hingegen eindiéne Reduktion des CTFs, wie der
ADAM10-Inhibitor G1254023X. Ahnliche Ergebnisse kuten im ELISA gemessen werden
(Abb. 3.2 B). Hierbei war eine Abnahme des l6slich&-Cadherins in Anwesenheit aller
Metallo-proteinase-Inhibitoren zu beobachten. In dellkulturiiberstdnden konnte mit TAPI
die starkste Reduktion des VE-CadheBimeddingsm Vergleich zur DMSO Kontrolle mit 45
% erzielt werden, GI1254023X und GM6001 zeigen hgeyeeine Abnahme d&heddingaim

30 %, GW280264X eine Abnahme der Proteolyserate 2m%. Der unterschiedliche
Wirkungsgrad des ADAM10- und des ADAM10/ADAM17-Itors zeigt sowohl im
Western Bloals auch im ELISA, dass ADAM10 vermutlich die Rade darstellt, die die VE-
Cadherin Proteolyse vermittelt.

Da der ADAM10-Inhibitor GI254023X als entscheidendehibitoren fur die VE-Cadherin
Proteolyse ausgemacht werden konnte, wurde im olgghfden Experiment eine

Konzentrationsreihe dieses Inhibitors durchgefihrt.
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Abb. 3.3: Konzentrationsreihe des ADAM10-Inhibitors GI254023X und Einfluss auf die Bildung des
C-terminalen Fragments

HUVECs wurden fir die Dauer von 18 h mit DMSO undrwerschiedenen Konzentrationen des ADAM10-

Inhibitors G1254023X [0,5; 1; 5; 10 uM] unter Zusatesy-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 uM] behandelt.

Die Zelllysate wurden im 10 %igen SDS-Gel aufgetragauf eine PVDF-Membran transferiert und diese

Antikérper gegen den VE-Cadherin C-Terminus analysiDer Western Blotwurde nachfolgend mit einem

Antikérper gegerp-Tubulin inkubiert.

51



3 Ergebnisse

HUVECs wurden hierbei mit vier verschiedenen Konedionen des ADAM10-Inhibitors
GI254023X in Gegenwart desSekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 uM] fur 18 telbandelt.
Als Kontrolle wurden HUVECs mit DMSO unter den gleeén Bedingungen inkubiert. Die
Zelllysate wurden inwWestern Bloanalysiert.

Der in Abbildung 3.3 dargestellté&/estern Blotzeigt mit zunehmender Konzentration des
ADAM10-Inhibitors G1254023X eine Abnahme des 35 kBaterminalen Fragments. Mit
5 uM und 10 uM GI254023X ist eine vollstandige Rdohn des Fragments sichtbar. Der

-Tubulin Blot zeigt, dass vergleichbare Proteinmengufgetragen wurden.

3.2 Bedeutung der Metalloproteinase ADAM10 bei deBpaltung von VE-Cadherin

In den vorherigen Versuchen konnte eine vollstémdgduktion der VE-Cadherin Proteolyse
mit dem spezifischen ADAM10-Inhibitor erreicht werd Daher galt es nun, eingehender zu
prifen, ob ADAM10 die entscheidene Metalloprotesmagi der Spaltung von VE-Cadherin
darstellt. Dies sollte sowohl mittels RNA-Interfare Experimenten als auch mittels
VE-Cadherinin vitro-Spaltversuchen naher untersucht werden. Fur diedgidnsmolekile
N-Cadherin und E-Cadherin konnte ADAM10 bereits atgscheidende Metalloproteinase
ausgemacht werden (Remsisal, 2005, Maretzkyt al, 2005a).

3.2.1 Reduktion des konstitutiven VE-CadherirSheddings durch ADAM10 siRNA

Um den Hinweis auf einen Einfluss von ADAM10 abzhgrn, wurden im Folgenden RNA-
Interferenz Experimente durchgefiihrt. Hierbei warddUVECSs transient mit humaner
ADAM10 siRNA und als Kontrolle mit unspezifischeilR&A transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen geerntet. 18 h ver Hrnte der Zellen, wurden diese mit
Inhibitor X [1 uM] behandelt, um eine weitere Prsgierung von VE-Cadherin durch die
y-Sekretase zu verhindern. Die Analyse der Zellysafolgte mittels eined/estern BlotsDie
Membran wurde mit einem Antikorper gegen VE-Cadheur Analyse der VE-Cadherin
Proteolyse und nachfolgend mit einem Antikorper eqedADAM10 zur Uberpriifung der
Transfektionseffizienz gefarbt. Zusatzlich wurdee dMembran mit einemf-Tubulin
Antikdrper, zur Darstellung der aufgetragenen Rnotenge, inkubiert.

Der Western Blowurde densitometrisch ausgewertet. Dabei wurdeA@IAM10 Expression
sowie die VE-Cadherin Proteolyse prozentual daefjesDie ADAM10 Expression wurde aus
der Summe von Proform (p) und maturer Form (m)deret. Die Menge aus der Proform und
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maturen Form untransfizierter HUVECs wurde dabeD P& gesetzt. Die VE-Cadherin
Proteolyse wurde aus dem Quotienten von C-termmnatagment (CTF) und der Summe aus
dem Volllangenprotein (VL) und CTF bestimmt. Dieesmnittelte CTF-Generierung wurde fur
die untransfizierten HUVECs 100 % gesetzt.
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Abb. 3.4: Einfluss der ADAM10 siRNA auf die Proteayse von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden transient mit Kontroll sSiRNA bzwwaDAM10 siRNA transfiziert. Die Zellen wurden fir
48 h transfiziert und anschlielend geerntet. 18hder Zellernte wurden die Zellen mit deSekretase-
Inhibitor Inhibitor X [1 uM] behandelt. Die Zelllgde wurden elektrophoretisch aufgetrennt und\estern Blot
mit einem VE-Cadherin Antikérper analysiert. Zur ddpriifung der ADAM10 Expression und des Protein-
gehaltes in den Zelllysaten wurde die Membran diefddnd mit einem gegen ADAM10 bzv@-Tubulin
gerichteten Antikdrper inkubiert. (B) Die ADAM10 pression und die VE-Cadherin Proteolyse wurden
densitometrisch bestimmt und graphisch dargestém<0,05 ADAM10 siRNA vs Kontroll siRNA behandelte
Zellen. (p: Proform von ADAM10, m: mature Form vADAM10, A10: ADAM10)

Im Western Blot(Abb. 3.4 A) zeigt das RNA-Interferenz Experimedfss die Herunter-
regulierung von ADAM10 mittels spezifischer ADAM16IRNA gleichzeitig mit einer
Abnahme des C-terminalen Fragments von VE-Cadhemmergeht. Die mitB-Tubulin
Antikdrper inkubierte Membran zeigt, dass gleichhet€Einmengen aufgetragen wurden. Die
densitometrische Auswertung (Abb. 3.4 B) zeigt,sddg&e Transfektion der HUVECs mit
ADAM10 siRNA zu einer Reduktion der ADAM10 Expressium 80 % fuhrt. Parallel nimmt
die VE-Cadherin Proteolyse um 60 % ab. Die Expogsson ADAM10 korreliert gleichzeitig

mit der Proteolyse von VE-Cadherin.
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3.2.2 Die VE-Cadherin Proteolyse ist ADAM10-abhangi

Metalloproteinasen konnen in ihrer Aktivitdt durearschiedene Faktoren reguliert werden.
Einer dieser Faktoren ist das APMA (4-AminophenyieQksilberacetat), eine organische
Quecksilberverbindung, die Sulthydrylgruppen oxitliend in der Lage ist, sowohl MMPs als
auch ADAMs in ihrer Funktion zu aktivieren (Merl&arezet al, 2001). Dabei wandelt
APMA das latente Zymogen, unter Freilegung desraktZentrums, in das aktive Enzym um.
Im folgenden Versuch galt es zu klaren, ob eineiAdtung der Metalloproteinasen unter
gleichzeitiger Hemmung von ADAM10 eine Spaltung wda-Cadherin zur Folge hat. Hierzu
wurden HUVECs zunéchst 30 min mit DMSO und dem ADKMnhibitor G1254023X
[10 uM] vorinkubiert und nachfolgend mit dem Metgitoteinase-Aktivator APMA [100 puM]
fur 30 min behandelt. Die HUVECs wurden in Gegenwlassy-Sekretase-Inhibitors Inhibitor
X [1 puM] inkubiert. Die Zelllysate wurden inWestern Blotmit einem Antikdrper gegen
VE-Cadherin inkubiert.
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Abb. 3.5: Einfluss des Metalloproteinase-AktivatorsAPMA auf die Proteolyse von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit DMSO und GI1254023X [10 uM] 3@in vorinkubiert und mit APMA [100 puM] far
weitere 30 min behandelt. Die Zellen wurden in Geggrt des Inhibitors X [1 pM] inkubiert. Anschliefik
wurden die Zellen lysiert und ifVestern Blotmit einem VE-Cadherin Antikérper untersucht. (BeOCTF
(C-terminales Fragment)-Generierung wurde prozéraus dem Quotienten von CTF und der Summe aus
Volllangenprotein (VL) und CTF bestimmt und grapmfisdargestellt. Die Daten wurden ausgedrickt als
Mittelwerte + StandardabweichungP%0,05 DMSO + APMA vs DMSO,Px0,05 GI + APMA vs DMSO +
APMA behandelte Zellen. (n=3)

Die Behandlung der Zellen mit APMA verstarkt sigkaint die VE-Cadherin Proteolyse. Dies
ist im Vergleich von DMSO behandelten Zellen mindeMSO und APMA behandelten
Zellen zu beobachten. In Anwesenheit des ADAM10Hibrs G1254023X hat APMA keinen
Einfluss auf die CTF-Generierung von VE-CadherirblfA 3.5 A). Die densitometrische
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Auswertung ergab, dass DMSO und APMA stimuliertiebedas VE-Cadherisheddingm
Vergleich zu ausschlie3lich DMSO behandelten Zellen15 % steigern. Dieser Effekt wird
durch Zugabe von GI254023X vollstandig aufgehob®ob( 3.5 B). Das Ergebnis, dass die
Behandlung mit APMA die VE-Cadherin Proteolyse éth@llerdings nur in Gegenwart eines
funktionell aktiven ADAM10, |43t die Schlussfolge zu, dass ADAM10 direkt fir das
VE-CadherinSheddingzustandig ist.

In einem weiteren Experiment sollte dieses Ergebrasfiziert werden. Dazu wurden
HUVECs transient fur 48 h mit ADAM10 siRNA bzw. Kwoall siRNA transfiziert. Die
Inkubation der Zellen erfolgte fur 30 min mit APMAOO pM] oder ohne APMA in
Gegenwart desg-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 uM]. Die Zsiate wurden imVestern
Blot mit Antikérpern gegen VE-Cadherin, ADAM10 ufidTubulin untersucht.
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Abb. 3.6: Einfluss von ADAM10 siRNA in Gegenwart vo APMA auf das Shedding von VE-Cadherin
HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA bzw. ADALO siRNA in Gegenwart degSekretase-Inhibitors
Inhibitor X [1 uM] transfiziert. Nach 48 Stunden wgen die Zellen mit APMA [100 pM] far 30 min inkuoi.
Die Zellen wurden lysiert und gelelektrophoretigeieinem 10 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Diestern
Blot wurde mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cddheerichteten Antikérper inkubiert. Um
sicherzustellen, dass die ADAM10 siRNA Transfekt@folgreich war bzw. dass gleiche Proteinkonzéiatnan
aufgetragen wurden, wurde die Membran nachfolgenid eimem gegen ADAM10 bzw. gegefpTubulin
gerichteten Antikorper inkubiert (p: Proform von ADI10, m: mature Form von ADAM10).

Die Transfektion mit ADAM10 siRNA ohne als auch@egenwart von APMA inhibiert die
CTF-Bildung und damit die VE-Cadherin ProteolyseblfA 3.6). Der ADAM10 gefarbte
Western Blqgt zeigt dass die Transfektion mit ADAM10 siRNA dffiw die ADAM10

Expression herunterregulierte. Die mit Kontroll iR behandelten HUVECs zeigen, dass
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APMA zu einer Zunahme des CTFs fuhrt und somit @r tage ist, dassheddingvon
VE-Cadherin ADAM10-abhangig zu stimulieren.

3.2.3 VE-Cadherin wird direkt durch ADAM10 proteolytisch gespalten

In einemin vitro-Spaltungsversuch sollte nun der Nachweis gefulerden, ob VE-Cadherin
direkt durch ADAM10 gespalten wird. Diese Aussagdits in einem zellfreien System
untersucht werden. Dazu wurde humanes rekombinatieSadherin [500 ng] mit humanem
rekombinanten ADAM10 [500 ng] fur verschiedene ibegrvalle (1, 4 und 18 h) bei 37°C
inkubiert und nachfolgend sofort mit SDS-Probenpufirersetzt. Als Kontrolle wurden
rekombinantes ADAM10 und rekombinantes VE-Cadhenizeln fur 18 h bei 37°C inkubiert.
Die Proben wurden bei 95°C fur 10 min erhitzt umdWestern Blotnalysiert. Da sowohl das
rekombinante VE-Cadherin als auch das rekombinab@&M10 mit einem His-Tag versehen

sind, wurden beide Proteine mit einem Anti-His kdtper imWestern Blohachgewiesen.
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Abb. 3.7: In vitro-Spaltungsversuch von rekombinantem VE-Cadherin undekombinantem ADAM10
Rekombinantes VE-Cadherin [500 ng] wurde mit rekovabtem ADAM10 [500 ng] in ADAM10-Reaktions-
puffer fur 1, 4 und 18 h bei 37°C unter Schuttelkubiert. Zur Kontrolle wurden zusatzlich Reaktiansatze
separat mit rekombinantem VE-Cadherin [500 ng] uedombinantem ADAM10 [500 ng] angesetzt, die
ebenfalls 18 h bei 37°C inkubiert wurden. Die Realdansatze wurden mit Probenpuffer versetzt, 10 lmgi
95°C erhitzt, elektrophoretisch im 12,5 %igen Potylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. DidNVestern BlotAnalyse erfolgte mit einem anti-His Antikérper,trdem sowohl das rekombinante

VE-Cadherin als auch das rekombinante ADAM10 naehegen werden konnte. (A10: ADAM10, VE-Cad:
VE-Cadherin)

Die Analyse desn vitro-Spaltungsversuchdaa Abbildung 3.7 zeigt, dass mit zunehmender
Reaktionszeit eine Abnahme des 130 kDa groRen \Wih€a Protein sichtbar ist.
Gleichzeitig nimmt mit der Reaktionszeit die Bildudes Spaltfragments von VE-Cadherin zu.
Der Nachweis von ADAM10 inWestern Blotzeigt den Einsatz des rekombinanten ADAM10.
Rekombinantes VE-Cadherin wina vitro durch rekombinantes ADAM10 gespalten.
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3.3 Regulation des VE-CadherirSheddings

Im weiteren Verlauf der Arbeit galt es zu klaremyah welche Faktoren d&sheddingvon
VE-Cadherin induziert werden kann. Um das indugiBtieddingzu untersuchen, wurden eine
Reihe verschiedener Stimulantien getestet, diedibildung 3.8 aufgefuhrt sind.

Um den Einfluss von Apoptose auf d8keddingvon VE-Cadherin zu prifen, wurde den
Zellen entweder Serum entzogen oder es wurde dateiRkinase-Inhibitor Staurosporin
eingesetzt (Tamaoket al, 1986). Weiterhin sollten die Stimulantien PMA ulahomycin
eingesetzt und auf deren Einfluss auf das VE-Cawlh®&heddinghin untersucht werden
(Whitefield et al, 1973, Liu und Hermann, 1978). Zudem sollte T&WH-N-y und Thrombin
getestet werden, da sie einen Einfluss auf die sSigphosphorylierung von VE-Cadherin
nehmen und damit einen Effekt auf die Permeabitiegd Endothels austiben (Angelgtial,
2006, Rabiett al, 1996).
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Abb. 3.8: Ubersicht der verwendeten Stimulantien zuUntersuchung des induzierten VE-Cadherin

Sheddings
Fur die Untersuchung des induzierten VE-Cadh&freddingswurde Serum entzogen und die Stimulantien
Staurosporin, PMA, lonomycin, TN&HFN-y und Thrombin eingesetzt.

3.3.1 Serumfreies Medium hat offensichtlich keineikinfluss auf die Spaltung von
VE-Cadherin

Zunachst sollte der Einfluss von serumfreiem Medauhdie Prozessierung von VE-Cadherin

untersucht werden. Herrat al. beschrieben bereits, dass der Entzug von Wachftkiogen

bei HUVECs zumSheddingvon VE-Cadherin fuhrt. Zudem zeigten sie, dasseti&/organg

Metalloproteinase-abhéangig ist (Herretmal,, 1998).
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In diesem Versuch wurden daher HUVECs fur 16 heirusmfreiem Medium aufbewahrt. Die
Zellen wurden zusétzlich in Gegenwart von DMSO bdem ADAMZ10-Inhibitor G1254023X
[10 uM] inkubiert, um zu Uberprifen, ob durch Intidn der Metalloproteinase ADAM10 der
Effekt von serumfreiem Medium auf die Zellen wiedeifgehoben werden kann. Die Zellen
wurden nach der Inkubation lysiert und die CTF-Gemang von VE-Cadherin inWestern
Blot analysiert.
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Abb. 3.9: Einfluss von serumfreiem Medium auf dashedding von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden 16 h in serumfreiem Medium mit bzw. GI254023X [10 uM] behandelt.
AnschlieBend wurden Zelllysate hergestellt und alies Western Blotmit einem gegen den C-Terminus von
VE-Cadherin gerichteten Antikdrper analysiert. DMdembran wurde anschlieBend mit einem Antikérperegeg
B-Tubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkentration der Proben auszuschlieBen. (B) Die CTF-
Generierung wurde anhand der densitometrischennBesing aus Volllangenprotein (VL) und CTF aus drei
verschiedeneWestern Blotsermittelt. Die Daten wurden ausgedriickt als Mittate + Standardabweichung.
9P<0,05 vs Serumentzug + DMSO behandelte Zellen.)(Z8nspezifische Bande)

Im Versuch konnte gezeigt werden, dass Serumentzuginer verstarkten VE-Cadherin
Expression fuhrt. Das Volllangenprotein (VL) von MEadherin und das CTF nehmen in ihrer
Entstehung im Vergleich zur Kontrolle (DMSO behdtel&ellen) deutlich zu. In Gegenwart
des ADAM10-Inhibitors GI254023X konnte eine volistige Reduktion des C-terminalen
Fragments erreicht werden (Abb. 3.9 A). Die demsdtsische Auswertung belegt, dass der
Entzug von Serum nicht zu einer signifikant gestdgn Proteolyse von VE-Cadherin flhrt.
Die gleichzeitige Inhibition der Metalloproteinas®DAM10 fihrt zu einer 40 %igen
Reduktion der VE-Cadherin Proteolyse, die auf dassktutive Sheddingvon VE-Cadherin
zurtckzufiahren ist (Abb. 3.9 B).
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3.3.2 Staurosporin stimuliert dasShedding von VE-Cadherin

Da im vorherigen Versuch kein signifikanter EinButes Serumentzugs auf die Prozessierung
von VE-Cadherin gezeigt werden konnte, galt eskdage nach dem Einfluss der Apoptose
von einer zweiten Seite her zu beleuchten. Dazud&uStaurosporin, ein effektiver
Proteinkinase-Inhibitor der zur Apoptose der Zefi@mt, eingesetzt.

Im folgenden Versuch wurden HUVECs mit StaurospdfinuM] 6 h in Gegenwart von
DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 uM] bandelt. Die Zelllysate wurden
im Western Blotinsichtlich der CTF-Generierung von VE-Cadhentteusucht. DefVestern
Blot wurde densitometrisch ausgewertet.
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Abb. 3.10: Einfluss von Staurosporin auf dashedding von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit Staurosporin [1pM] in Gegemtvaon DMSO bzw. GI254023X [10 puM] fir 6 h
inkubiert. Die Zelllysate wurden gelelektrophoretisaufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transfetied der
Western Blomit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherincégien Antikdrper inkubiert. Die Membran
wurde nachfolgend mit einem Antikérper geg@rlubulin analysiert. (B) Die CTF-Generierung wurde
densitometrisch durch Bildung des Quotienten aus- GC-terminalen Fragment) und der Summe aus
Volllangenprotein (VL) und CTF bestimmt und grapmfisdargestellt. Die Daten wurden ausgedrickt als
Mittelwerte + Standardabweichung. P<0,05 vs DMSO behandelte Zellel?<®,05 vs Staurosporin + DMSO
behandelte Zellen. (n=3)

Abbildung 3.10 zeigt, dass der Einsatz von Stawoespzu einer signifikanten Zunahme des
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin fuhrt. Sigporin ist somit in der Lage das
Sheddingvon VE-Cadherin zu induzieren. Die durch Stauraspausgeltste VE-Cadherin

Proteolyse konnte in Anwesenheit des ADAM10-Inlutst G1254023X vollstandig reduziert

werden. Die densitometrische Auswertung zeigt, dassr Staurosporin-Einfluss eine 20 %ige
Zunahme des CTFs erfolgt ist.
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Um festzustellen, ob der Effekt von Staurosporih @ie VE-Cadherin Proteolyse auf der
Wirkung von Staurosporin als Proteinkinase-Inhibitmler Induktor der Apoptose beruht,
wurden nachfolgend zwei verschiedenen Proteinkir@s@KC)-Inhibitoren auf die CTF-
Bildung hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden Bi€C-Inhibitoren GF109203X und
G066976 eingesetzt (Toullet al, 1991, Martiny-Baroret al, 1993). Hierzu wurden HUVECs
mit GF109203X [5 uM] und G66976 [1 uM] fur jeweil8 h in Gegenwart desSekretase-
Inhibitors Inhibitor X [1 uM] behandelt. Die Zellemurden lysiert und nachfolgend im

Western Blountersucht.
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Abb. 3.11: Einfluss von PKC-Inhibitoren auf die Spdtung von VE-Cadherin

HUVECs wurden mit den PKC-Inhibitoren GF109203X [Hu(A) und G66976 [1 pM] (B) in Anwesenheit des
y-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 uM] fur 18 telandelt. Als Kontrollen dienten DMSO behandeltdiere
Nach der Inkubationszeit wurden Zelllysate herdkstiiese elektrophoretisch aufgetrennt und\Western Blot
analysiert. Zur Uberpriifung des Proteingehaltesdeutie Membran anschlieRend mit einem ge@diubulin
gerichteten Antikorper inkubiert.

Wie in Abbildung 3.11 ersichtlich, konnte mit bemddéKC-Inhibitoren GF109203X und
G066976 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle kein Effekuf die Bildung des C-terminalen
Fragments beobachtet werden. Demnach ist der Emftler mit Staurosporin erhalten wurde,

eher der Apoptose als der Proteinkinase C-Inhibitiozuschreiben.

3.3.3 PMA beeinflusst die proteolytische Spaltungon VE-Cadherin nicht

Im nachfolgenden Versuch sollte der Proteinkinas&g@nist Phorbol 12-myristat 13-acetat
(PMA) auf die Stimulierbarkeit des VE-Cadhefheddingsin untersucht werden. PMA ist
in der Lage dasSheddingeiner ganzen Reihe transmembranener Proteinemdurieren,
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darunter auch E-Cadherin und N-Cadherin (Marettkyl 2005a, Reiss et al. 2005). Dies galt
es, auch fur das Zelladh&sionsmolekil VE-Cadherinuklaren.

HUVECs wurden dazu mit PMA [200 ng/ml] fir 2 h ine@nwart von DMSO oder des
ADAM10-Inhibitors GI254023X behandelt und anschéal imWestern Blountersucht.
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Abb. 3.12: Einfluss von PMA auf dasShedding von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit PMA [200 ng/ml] in Gegenwaxtn DMSO bzw. GI254023X [10 uM] behandelt. Nach
2 h wurden die Zellen lysiert und elektrophoretisetigetrennt. DeWestern Blotwurde mit dem VE-Cadherin
Antikérper analysiert. Um sicherzustellen, dass Zidilysate gleiche Proteinkonzentrationen aufweisgurde

die Membran nachfolgend mit einem geg@rlubulin gerichteten Antikorper inkubiert. (B) DIi€TF-
Generierung wurde densitometrisch durch Bildung Qestienten aus CTF (C-terminalen Fragment) und der
Summe aus VL (Volllangenprotein) und CTF bestimmd graphisch dargestellt. (n=3)

Der Western Bloin Abbildung 3.12 zeigt, dass die Stimulation PMA keine Zunahme des
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin zur Folge $a ist auch in der densitometrischen
Auswertung eine gleichbleibende CTF-Generierungd50, PMA und DMSO sowie PMA
und G1254023X behandelten Zellen zu beobachten.

3.3.4 Calcium-Einstrom durch lonomycin induziert die ADAM10-vermittelte

VE-Cadherin Proteolyse
Im folgenden Versuch sollte der Einfluss von lonomyauf die proteolytische Prozessierung
von VE-Cadherin untersucht werden. lonomycin ist €alcium-lonophor und bewirkt den

Einstrom von Calciumionen in die Zelle, was zu eieehdhten intrazellularen Calcium-
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konzentration fuhrt (Kauffmaret al,1980). Fur den Versuch wurden die HUVECs unter
Einwirkung von lonomycin [10 uM] fur 30 min in Geg®art von DMSO und dem ADAM10-
Inhibitor G1254023X [10 puM] behandelt und anschéaB imWestern Blountersucht.
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Abb. 3.13: Einfluss von lonomycin auf dasshedding von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit lonomycin [10 uM] in Gegenwaon DMSO bzw. GI254023X [10 uM] fur 30 min
behandelt. Anschlie3end erfolgte die Lyse der Zellad die elektrophoretische Auftrennung im SDS-®ar
Western Blotwurde mit Antikorper gegen den VE-Cadherin C-Tewnsi inkubiert. Nachfolgend wurde die
Membran mit einem Antikérper gegddiTubulin inkubiert. (B) Die CTF-Generierung wurdengitometrisch
durch Bildung des Quotienten aus CTF und der Suraoge VL (Volllangenprotein) und CTF bestimmt und
graphisch dargestellt. Die Daten wurden ausgedraiskMittelwerte +Standardabweichung.P<0,05 vs DMSO
behandelte ZellenP%0,05 vs lonomycin + DMSO behandelte Zellen. (n=3)

Der Western Blotin Abbildung 3.13 A zeigt, dass die Stimulationt fdnomycin zu einem
verstarkten VE-CadheriBheddingihrt. Gleichzeitig ist sichtbar, dass der ADAMIhibitor
eine vollstandige Reduktion des C-terminalen Fragmend damit deSheddingsbewirkt.
Die densitometrische Auswertung zeigt, dass lonamgme 40 %ige Zunahme des CTFs
bewirkt. Unter gleichzeitiger Einwirkung des ADAMABhibitors GI254023X konnte eine
deutliche Reduktion des CTFs um 60 % beobachtedemefAbb. 3.13 B).

In Immunfluoreszenzfarbungen sollte geklart werdam,lonomycin auch einen Einfluss auf
die Lokalisation von VE-Cadherin hat und welche &#dng ADAM10 dabei einnimmt. Dazu
wurden HUVECs auf Kollagen-beschichteten Deckgléaachusgesat. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen mit lonomycin [10uM] @Begenwart von DMSO oder dem
ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 puM] fir 30 min inkubrt. Als Kontrolle dienten Zellen
die ausschlie3lich mit DMSO behandelt wurden. DIGWWECs wurden immunzytochemisch
gefarbt. Dabei wurde VE-Cadherin rot und die Zeltieemit DAPI blau angefarbt.
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Abb. 3.14: Einfluss von lonomycin auf die Lokalisaibn von VE-Cadherin

HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Deckglasdugsgeséat und bis zur Konfluenz kultiviert. Didlete
wurden 30 min mit DMSO bzw. G1254023X [10uM)] vorirsiert. AnschlieRend wurden die Zellen in Gegenwart
von lonomycin [10 uM] fir weitere 30 min inkubieiZur Kontrolle wurden HUVECs 30 min mit DMSO
behandelt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschAnschlieBend wurden die Zellen mit eiskaltem
Methanol fixiert und immunzytochemisch mit einemgge den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten
Antikérper (rot) angefarbt. Die Zellkerne wurdent dAPI blau gefarbt. Der Mal3stabsbalken entspraiher
Lange von 20 pm. Die Pfeile zeigen offene Zellzwewaume.

Die immunzytochemische Farbung in Abbildung 3.1#gzedass DMSO behandelte Zellen
enge Zellkontakte aufweisen. Das VE-Cadherin isden Zell-Zell-Kontakten lokalisiert und
die Zellen bilden einen geschlossenen Zellrasen Ewm®mycin behandelte Zellen zeigen
hingegen einen Verlust der Zellkontakte (durch IBfgiekennzeichnet). Zudem sind diese
Zellen leicht rundlich. lonomycin behandelte Zellahe gleichzeitig mit dem ADAM10-
Inhibitor G1254023X behandelt wurden, zeigen wieskeivermehrt geschlossene Zellkontakte.
Die Stimulation mit lonomycin scheint zu einem \estl der VE-Cadherin Zellkontakte zu
fuhren. Die parallele Behandlung der Zellen mit daBAM10-Inhibitor schitzt vermutlich
davor, dass Lucken im Zellrasen entstehen.

3.3.5 TNFw und IFN-y aktivieren die VE-Cadherin Proteolyse nicht

Die inflammatorischen Zytokine TN&- und IFNy sollten auf ihren Einfluss auf das
VE-Cadherin Shedding untersucht werden. Es ist bekannt, dass T@NIEie Tyrosin-
phosophorylierung von VE-Cadherin induziert und gomder Lage ist, die Permeabilitat des
Endothels zu erh6hen (Hofmaanhal, 2002, Angelinet al, 2006).

Im folgenden Experiment galt es zu prifen, ob TiNRind IFNy zur Proteolyse von
VE-Cadherin beitragen. Daher wurden HUVECs mit TeNIR20 ng/ml}/IFNy [20 ng/ml] in
Gegenwart von DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI228X [10 uM] fur 18 h behandelt
und die Zelllysate inWestern Bloawuf die Bildung C-terminaler Fragmente hin anastsi
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Abb. 3.15: Einfluss von TNFe und IFN-y auf die Spaltung von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden mit den proinflammatorischen Zgiteen TNFea [20 ng/ml] und IFNy [20 ng/ml] 18 h in
Gegenwart von DMSO bzw. GI254023X [10 uM] behandalischlieBend wurden die Zellen lysiert und im
Western Blotmit einem VE-Cadherin Antikdrper untersucht. Nadhénd wurde die Membran mit einem gegen

B-Tubulin gerichteten Antikérper inkubiert, um mddie Varianzen in der Proteinkonzentration der ¥sdite
auszuschlieBen. (B) Die Daten wurden ausgedruskMitelwerte_+Standardabweichung. P<0,05 vs DMSO

behandelte ZellenP%0,05 vs TNFal/IFN-y + DMSO behandelte Zellen. (n=3)

Der Western Blotn Abbildung 3.15 A zeigt, dass die Stimulationr dellen mit TNFe/IFN-y
zu einer Abnahme des C-terminalen Fragments im Igietgzur DMSO Kontrolle um 30 %
fuhrt. Unter gleichzeitiger Verwendung des ADAMIthibitors GI254023X kann eine
Reduktion des CTFs iWestern Bloals auch in der Densitometrie um 10 % im Vergledah
TNF-a/IFN-y behandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 3.13nBjiesem Versuch konnte
keine Aktivierung des VE-Cadherisheddingsdurch TNFe/IFN-y Stimulation gezeigt

werden.

3.3.6 Der Einfluss von Thrombin auf die Spaltung vio VE-Cadherin

Die Serinprotease Thrombin sollte in nachfolgen&a&perimenten ndher auf deren Einfluss
auf das VE-CadherirBheddinguntersucht werden. Dariber hinaus sollte die Rubte
ADAM10 auf die durch Thombin erhohte endothelialerrReabilitdt untersucht werden.
Thrombin Ubt spezifische Effekte auf das Endothed: zes stort die Barrierefunktion und
stimuliert die Freisetzung von Entzindungsmediatoreasoregulatorische Agenzien und
Wachstumsfaktoren (Bogatchegtal, 2002). Thrombin stellt damit einen Schlisselratprl

der endothelialen Barriere dar. Durch Aktivierungines Rezeptors erhdht Thrombin die
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intrazellulare Calciumkonzentration und stimuligi Proteinkinase C (Sandowtlal, 2001).
Thrombin zerstort den VE-Cadherin/Catenin-Komplaxd verhéht somit die endotheliale
Permeabilitat (Rabiedt al, 1996).

Zunachst sollte in Stimulationsversuchen unterswaden, ob Thrombin daSheddingvon
VE-Cadherin zu stimulieren vermag. HUVECs wurden diasem Zweck mit Thrombin
[1 U/mlI] far 30 min in Gegenwart von DMSO oder d@&reitbandmetalloproteinase-Inhibitor
TAPI [20 uM] inkubiert. AnschlielBend wurden die &gl lysiert und imWestern Blotmit

einem VE-Cadherin Antikérper analysiert.
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Abb. 3.16: Einfluss von Thrombin auf dasShedding von VE-Cadherin

HUVECs wurden mit DMSO bzw. TAPI [20 uM] 30 min wokubiert und in Gegenwart von Thrombin [1 U/ml]
fur weitere 30 min inkubiert. Anschlie3end erfolgtie Lyse der Zellen und die elektrophoretischetiuinung
im SDS-Gel. DerWestern Blotwurde mit einem Antikbrper gegen den VE-Cadherififé€minus und
nachfolgend mit einem Antikdrper geg@aTubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkengation der
Zelllysate auszuschlieRerlnspezifische Banden)

Die Behandlung der HUVECs mit Thrombin fihrt zu eindeutlichen Zunahme des
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin (Abb. 3.1I8¢r Einsatz des Breitbandmetallo-
proteinase-Inhibitors TAPI kann die Bildung des GTikahezu vollstandig hemmen. Die
Thrombin-stimulierte Erh6hung der VE-Cadherin Pobtse ist somit Metalloproteinase-
abhangig.

Als nachstes wurde der Einfluss von ADAM10 auf d&asombin vermittelte VE-Cadherin-
Sheddinguntersucht. Dies wurde in einem RNA-Interferenzp&xment analysiert. Hierzu
wurden HUVECSs transient mit ADAM10 siRNA und zur #oolle mit Kontroll siRNA in
Gegenwart desy-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 uM] transfidie 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen ftr 30 min mit Threim [1 U/ml] behandelt und die Zelllysate

im Western Bloanalysiert.
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Abb. 3.17: Einfluss von ADAM10 siRNA in Gegenwart wn Thrombin auf die Proteolyse von VE-Cadherin
HUVECSs wurden transient mit Kontroll siRNA bzw. ADALO siRNA in Gegenwart desSekretase Inhibitors X

[1 uM] transfiziert. Nach 48 Stunden wurden diel@elmit Thrombin [1 U/ mL] fir 30 min inkubiert. Bi
Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin
gerichteten Antikdrper inWestern Bloanalysiert. Zur Beurteilung der ADAM10 siRNA Trégktionseffizienz,
wurde die Membran nachfolgend mit einem Antikérpgegen ADAM10 inkubiert. Zur Prifung des
Proteingehaltes in den Zelllysaten wurde die Membnait einem geger-Tubulin gerichteten Antikérper
inkubiert.

Die Herunterregulierung der Expression von ADAM1atels ADAM10 siRNA inhibiert in
Gegenwart von Thrombin die VE-Cadherin Proteolysbb( 3.17). Die mit Kontroll siRNA
behandelten Zellen zeigen die Zunahme des VE-CadBé&eddingsnit Thrombin. Der mit
ADAM10 Antikorper inkubierte Western Blotzeigt, dass ADAM10 erfolgreich mit der
ADAM10 siRNA herunterreguliert wurde. Die nftTubulin gefarbte Membran bestatigt, dass
gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden.

Im Folgenden sollte der zeitliche Einfluss von Thion auf das VE-Cadherishedding
untersucht werden. Dazu wurden HUVECs in Gegenwart Thrombin [1 U/ml] far
verschiedene Zeitintervalle von 5, 10, 30, 60 ugd tin inkubiert. Die Zelllysate wurden im
Western Bloainalysiert und déWestern Blonhachfolgend densitometrisch ausgewertet.

Wie in Abbildung 3.18 B gezeigt, fuhrt die Behantjumit Thrombin bereits nach 5 min zu
einer Zunahme des 35 kDa groRR3en C-terminalen Fraigm®ieser Effekt hat nach 10 bis
30 min sein Maximum erreicht. 60 min nach der ThoowStimulation nimmt die Bildung des
CTFs wieder ab. Der Effekt von Thrombin auf die ZBedherin Proteolyse ist demnach
zeitabhangig.
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Abb. 3.18: Zeitkinetik von Thrombin auf das Shedding von VE-Cadherin

(A) HUVECs wurden fir die Dauer von 5 bis 120 minvierschiedenen Zeitintervallen mit Thrombin [1 U/m
behandelt. Die Zelllysate wurden Miestern Blomit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherifchtaten
Antikérper analysiert. (B) Die CTF-Generierung wairdensitometrisch durch Bildung des QuotientenGUE
(C-terminalen Fragment) und der Summe aus Volllapgatein (VL) und CTF bestimmt und graphisch
dargestellt. (n=3)

Um den Einfluss von Thrombin auf die LokalisatiamnWE-Cadherin zu untersuchen, wurden
Thrombin-stimulierte Zellen immunzytochemisch gbtarHUVECs wurden auf Kollagen-
beschichtete Deckglaschen ausgesat. Die bis zufldémz kultivierten Zellen, wurden mit
Thrombin flr verschiedene Zeitintervalle fir 10, 80 und 120 min behandelt. Zur Kontrolle
wurden Zellen nicht mit Thrombin stimuliert. Die Il wurden in Gegenwart von DMSO
bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 uM] 30 mirorinkubiert. Anschliel3end wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Methanol fixidDie Zellen wurden immun-
zytochemisch mit dem VE-Cadherin Antikdrper rot&gbét. Die Zellkerne wurden mit DAPI

blau angefarbt.

unbehandelt 120 min Thrombin

A Dol
A

Abb. 3.19: Zeitlicher Einfluss von Thrombin auf dieLokalisation von VE-Cadherin

HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Deckgléasdugsgeséat und bis zur Konfluenz kultiviert. Didl&te
wurden in Gegenwart von Thrombin [1 U/ml] fir 1@, $0 und 120 min stimuliert. Zuvor wurden die Zallmit
DMSO bzw. GI254023X [10puM] 30 min vorinkubiert. AstdieRend wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen, 20 min mit eiskaltem Methanol fixiertl immunzytochemisch mit einem gegen den C-Terminus
von VE-Cadherin gerichteten Antikorper rot angefamie Zellkerne wurden mit DAPI blau gefarbt. Der
Maflstabsbalken entspricht einer Lange von 20 une Bfeile kennzeichnen die Delokalisation des
VE-Cadherins.

DMSO

uuRypPed-IA

Gl254023X
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Die immunzytochemische Farbung (Abb. 3.19) zeigissdin den unbehandelten Zellen
VE-Cadherin stark in den Zell-Zell-Kontakten loledirt ist. Die Inkubation der HUVECs mit
Thrombin in Gegenwart von DMSO zeigt, dass nachmiif die Zellen ihre Zellkontakte
zunehmend verlieren (Pfeile). Nach 30 min ist blethaein kompletter Verlust von
VE-Cadherin auf der Zelloberflache in den Zellzwsoraumen zu sehen. Im Vergleich dazu
zeigen Zellen die in Gegenwart des ADAM10-Inhibst&1254023X mit Thrombin behandelt
wurden, einen weit geringeren Verlust von Zell-Z€lintakten. Nach 120 min Stimulation mit
Thrombin sind die VE-Cadherin Zellkontakte fastlst@indig wiederhergestellt.

Zusammenfassend konnten fur das induzierb8hredding von VE-Cadherin folgende
Ergebnisse gezeigt werden: Staurosporin, lonomyeitd Thrombin stimulieren die
VE-Cadherin Proteolyse. Dieser Effekt konnte duhchibition von ADAM10 aufgehoben
werden. Die Stimulation des VE-CadherBheddingswird demnach durch ADAM10
vermittelt. Die immunzytochemischen Farbungen zeigeuidem, dass lonomycin und
Thrombin eine Abnahme der VE-Cadherin Zellkontaktewirken. Die Inhibition von
ADAM10 verhindert die Abnahme der VE-Cadherin Zelikakte. Keinen Einfluss auf das
induzierbareSheddingzeigen Serumentzug, PMA und TN#NF-y (Abb. 3.20).

stimuliertes VE-Cadherin Shedding

Serumentzug -
Fehlen der Thrombin
Wachstumsfaktoren Serinprotease
Staurosporin TNF-a/ IFN-y
Proteinkinase- proinflammatorische
inhibitor PMA lonomycin Zytokine
Proteinkinase C- Calcium-
Agonist lonophor

Abb. 3.20: Ubersicht der Stimulantien, die das indmierte VE-Cadherin Shedding vermitteln

Das stimulierte VE-Cadherirtsheddingwird durch den Proteinkinase-Inhibitor Staurospprilas Calcium-
lonophor lonomycin und der Serinprotease Thrombemmittelt. Kein Effekt auf dasheddingkonnte unter
Serumentzug, PMA- und TN&HFN-y-Stimulation beobachtet werden.
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3.4 Funktionelle Relevanz des VE-Cadherisheddings

Um die Relevanz der VE-Cadherin Proteolyse nahartarsuchen, wurden unterschiedliche
funktionelle Experimente durchgefuhrt. Ziel war leerauszufinden, ob das VE-Cadherin
Sheddingeinen Einfluss auf die Permeabilitat, Transmigmatvon Leukozyten, Angiogenese

und Migration von Endothelzellen hat.

Funktionelle Relevanz des VE-CadherirSheddings

/S

Migration

Transmigration Angiogenese

Abb. 3.21: Ubersicht zur Untersuchung der Funktionien Relevanz des VE-CadherirBheddings
Dargestellt sind zellphysiologische Vorgange, aigf dassSheddingvon VE-Cadherin einen Einfluss haben
kdnnte.

3.4.1 Metalloproteinase-Inhibitoren und ADAM10-Transfektion beeinflussen die
Permeabilitat
Es wurde mehrfach beschrieben, dass die endothelid-Cadherin Barriere durch eine
Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden kann. Swmnnte gezeigt werden, dass die
Permeabilitdt durch VEGF, Thrombin, Histamin, TMNFeder LPS induziert wird (Gavaret
al., 2006, Rabiett al, 1996, Andriopoulotet al, 1999, Hofmanret al, 2002, Gonget al.,
2008). Die Faktoren nehmen dabei Einfluss auf ddla@hasionsmolekil VE-Cadherin, indem
durch Tyrosinphosphorylierung der VE-Cadherin/Cetdéomplex umgebaut wird und so die
Zell-Zell-Kontakte durchlassiger gemacht werdere Bermeabilitat des Endothels wird dabei
erhoht.
Um zunachst zu klaren, ob Metalloproteinasen bmvSpeziellen ADAM10 einen Einfluss
auf die Permeabilitdit einer HUVEC-Zellschicht habewurde zunachst in einem
Permeabilitdtsversuch die Durchlassigkeit mitteld G-Dextran gepruft. Hierzu wurden
HUVECs auf Kollagen-beschichtete Filtereinsatzel (Om) ausgesat und bis zur Konfluenz

kultiviert. Die Konfluenz wurde mittels Calceinfanbg kontrolliert.
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Fur den Versuch wurden die Zellen mit DMSO, demitBeendmetalloproteinase-Inhibitor
GM6001 [10 pM] und dem ADAM10-Inhibitor G12540234Q pM] 30 min vorinkubiert. Die
Permeabilitdt des Monolayers wurde gemessen, indejaden Filtereinsatz FITC-Dextran
(40 kDa) [1 mg/ml] gegeben wurde und nach defieieVesszeiten die Fluoreszenzintensitét

(Aex 485 nmAgm 525 nm) der Losung in der unteren Kammer gemessete.

FITC Dextran Permeabilitat
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Abb. 3.22: Einfluss von Metalloproteinase-Inhibitoren auf die Permeabilitat

HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsd0,4 pm) ausgesat und bis zu Konfluenz kultividie
Konfluenz wurde mittels Calceinfarbung der Zellemtan dem Fluoeszenzmikroskop kontrolliert. Die &gl
wurden mit DMSO; GI1254023X [10uM] bzw. GM6001 [10jifur 30 min vorinkubiert. Die Permeabilitat des
HUVEC-Monolayers wurde mittels FITC-Dextran (40 ROzestimmt. Dazu wurde FITC-Dextran [1 mg/ml] auf
die Zellen im Filtereinsatz gegeben und nach defien Zeitintervallen (10, 120, 240 min) die Fliaenz-
intenstitdt des Mediums im unteren Loch bei eineofeszenz vorhgx=485 nm QJgy 525 nm) gemessen. Die

Daten wurden ausgedriickt als MittelwerteStandardabweichung. P<0,05 GI1254023X vs DMSO behandelte
Zellen.

Die Permeabilitadt DMSO behandelter Zellen nimmt\#@rgleich zu den Metalloproteinase-
Inhibitor behandelten Zellen starker zu (Abb. 3.22DAM10-Inhibitor behandelte Zellen
zeigen eine signifikant geringere Permeabilitat @gils DMSO behandelten Kontrollzellen.
ADAM10 scheint also in der Lage zu sein, die Peimigat einer Endothelzellschicht zu
beeinflussen.

Um diesen Befund abzusichern, wurde im folgendepeErment der Einfluss von ADAM10
auf die Permeabilitat durch ADAM10 Uberexpressiortessucht. Hierbei wurden HUVECSs
mit ADAM10 bzw. als Kontrolle mit einem Leervektfmock) transient transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen in Filtereingi(@,4 pum) ausgeséat und nach weiteren 24 h
wurde die Zellen im Permeabilitatsversuch untersuchvor wurde die Konfluenz der Zellen
durch Anfarben mit Calcein und anschliel3ender Esmenzkontrolle unter dem Mikroskop
kontrolliert.
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Die Permeabilitat wurde mittels FITC-Dextran [1 m¢}/ durch Messung der Fluoreszenz-
intensitat der Losung in der unteren Kammer naaischgedenen Zeitintervallen gemessen.
Zur Uberprufung der Transfektion wurden Zelllysdes transfizierten Zellen irdvestern Blot
mit einem ADAM10 Antikorper inkubiert

FITC Dextran Permeabilitat
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Abb. 3.23: Einfluss von ADAM10-Transfektion auf diePermeabilitat

HUVECSs wurden transient mit einem Leervektor (matkund ADAM10 (2) transfiziert. Nach 24 h wurdeie d
Zellen auf Kollagen-beschichtete Filtereinsatzd () ausgesat und bis zu Konfluenz kultiviert. Ranfluenz
wurde mittels Calceinfarbung der Zellen unter delmofeszenzmikroskop kontrolliert. Die Permeabilitis
HUVEC-Monolayers wurde bestimmt indem FITC-Dextré#0 kDa) [1 mg/ml] auf die Zellen in den
Filtereinsatzen gegeben wurde. Nach definiertentirdeivallen (10, 30, 60, 120 min) wurde die
Fluoreszenzintensitat des Mediums im unteren Loehdiner Fluoreszenz voRgx=485 nm RAgy 525 nm)
gemessen. Zelllysate der transfizierten Zellen wmardn Western Blomit einem ADAM10 Antikdrper inkubiert,
um die Transfektionseffizienz zu kontrollieren. Dizaten wurden ausgedriickt als MittelwerteStandard-
abweichung. *P<0,05 vs mock transfizierte Zellen. (mock: Leenoekia10: ADAM10)

Der Permeabilitatsversuch in Abbildung 3.23 zeidgss die Permeabilitat ADAM10-
transfizierter Zellen im Vergleich zu den mit eindémervektor (mock) transfizierten Zellen
signifikant hoher ist. Dies ist Uber einen Zeitravon 10 bis 120 min zu beobachten. Zur
Kontrolle der Transfektion wurden Zelllysate iestern Blountersucht. Die Uberexpression
mit ADAM10 (2) und die Tranfektion mit dem Leervekt(1) sind imWestern Blozu sehen.
Die Proform und mature Form von ADAM10 sind dargétt

Fur Thrombin wurde beschrieben, dass es in der lisigedie Permeabilitdt endothelialer
Barrieren zu erh6hen (Rabiet al, 1996). Im folgenden Versuch sollte Uberpruft vesrdob
ADAM10 einen Einfluss auf die Thrombin-stimulief®@h6hung der Permeabilitdt zukommt.
Hierzu wurden HUVECSs auf Filtereinsatze (0,4 pnmggasat und bis zur Konfluenz kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen mit DMSO bzw. dem AADLO-Inhibitor GI1254023X
[10 puM] far 30 min vorinkubiert und anschlielend mihrombin [1 U/ml] behandelt.
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Dann wurde mittels FITC-Dextran (40 kDa) die Perhiiat des Monolayers gemessen,
indem FITC-Dextran [1 mg/ml] in das obere Loch #dsereinsatzes auf die Zellen gegeben
wurde und nach definierten Messzeiten die Fluoresntensitat der Losung in der unteren

Kammer der 24-Loch Platte gemessen wurde.
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Abb. 3.24: Einfluss von Thrombin in Gegenwart des ®AM10-Inhibitors auf die Permeabilitat

HUVECSs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsd0,4 pm) ausgesat und bis zu Konfluenz kultiviéur
Uberpriifung der Konfluenz wurden die Zellen mit &ah angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
begutachtet. Die Zellen wurden mit DMSO bzw. GI1283R [10puM] fur 30 min vorinkubiert und anschlieRend
mit Thrombin [1 U/ mL] behandelt. Die Permeabilitd¢s HUVEC-Monolayers wurde mittels FITC-Dextran
(40 kDa) bestimmt. Dazu wurde FITC-Dextran [1 md/inlden Filtereinsatzen auf die Zellen gegebenciNa
verschiedenen Messzeiten (10, 30, 60 und 120 mimylevdie Fluoreszenzintenstitdt des Mediums imrente
Loch bei einer Fluoreszenz von:x=485 nm RAgy 525 nm) gemessen. Die Daten wurden ausgedriickt als
Mittelwerte +Standardabweichung.P<0,05 Thrombin + G1254023X vs Thrombin + DMSO betheite Zellen.

Die Permeabilitat der HUVEC Zelllage (Abb. 3.24jnmnt in Gegenwart der Kontrolle DMSO
Uber die Zeit linear zu. Die Behandlung von Thromibi Gegenwart von DMSO flhrt zu einer
deutlich starkeren Zunahme der Permeabilitat, dehr60 min ihr Maximum aufweist. Danach
nimmt die Durchlassigkeit der HUVEC Zellschicht deg ab. Unter Einfluss des ADAM10-
Inhibitors G1254023X zeigt Thrombin einen ahnlich€arvenverlauf wie mit Thrombin und
DMSO. Auch hier steigt die Permeabilitat deutlichuand erreicht nach 60 min den hdchsten
Wert. Die Permeabilitat ist hierbei allerdings inergleich zu Thrombin und DMSO deutlich
reduziert. Dies beweist, dass Thrombin in der Lage die Permeabilitat zu erhdhen.
Darluberhinaus zeigt der Versuch, dass der ADAMXkitor in der Lage ist, die Zellbarriere
des Endothels aufrechtzuerhalten, also den EffektMhrombin entgegenzuwirken. ADAM10

scheint also bedeutsam bei der Thrombin-vermitidhermeabilitat zu sein.

72



3 Ergebnisse

3.4.2 Die Transmigration von T-Zellen wird durch die Inhibition der Metalloproteinasen
und durch ADAM10 siRNA gehemmt
Die Adhasionskontakte des Endothels regulierentmah die Permeabilitat sondern auch den
Prozess der Leukozytentransmigration. Wichtige agiiisionsmolekille sind hierbei
VE-Cadherin, PECAM-1, CD99 und JAMs. Die funktideeBedeutung der VE-Cadherin
Proteolyse auf die Transmigration von Leukozyterltesoin Transmigrationsversuchen
untersucht werden. Zunachst sollte in diesen Véesuaie Funktion der Metalloproteinasen
mittels Inhibitoren ausgeschaltet werden. Hierzuwden HUVECs zunachst auf Kollagen-
beschichtete Filtereinsatze (3,0 um) ausgesat usmduy Konfluenz kultiviert. Die Zellen
wurden nach Erreichen der Konfluenz mit DMSO, depezgischen ADAMZ10-Inhibitor
G1254023X [10 pM], dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GWZ®R64X [10 uM] und dem
Breitband-metalloproteinase-Inhibitor GM6001 [10 JuMir 60 min vorinkubiert. Im
Anschluss daran wurden jeweils 5 x°I®hytohdmagglutin-stimulierte T-Zellen auf einen
Filtereinsatz pipettiert. 24 h nach Zugabe der Tefiewurden die transmigrierten T-Zellen im

unteren Loch der 24-Loch-Platte durch Zahlung meeNeubauerzahlkammer bestimmit.

T-Zellen Transmigration
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Abb. 3.25: Einfluss von Metalloproteinase-Inhibitoren auf die Transmigration von T-Zellen

HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsd3,0 um) ausgesat und bis zur Konfluenz kelttvizur
Uberpriifung der Konfluenz wurden die Zellen mit &&h angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
begutachtet. Die Zellen wurden mit DMSO, GI25402438uM], GW280264X [10 pM] und GM6001 [10 puM]
fiir 60 min vorinkubiert. AnschlieRend wurde das Med im oberen Loch gewechselt. Es wurden 5 R 10
Phytohamagglutin-stimuliertel -Zellen auf jeden Filtereinsatz pipettiert. Nacd B wurde die Zahl der
transmigrierten Zellen im unteren Loch durch Zablaer Zellen in einer Neubauerzéhlkammer bestiniid.
Daten wurden ausgedriickt als MittelwertStandardabweichung.P<0,05 vs DMSO behandelte Zellen.

Die Zahl der transmigrierten T-Zellen, die durck dellschicht DMSO behandelter HUVECs
wanderte, wurde 100 % gesetzt (Abb. 3.25). Im \&chl zur DMSO Kontrolle zeigten alle

verwendeten Metalloproteinase-Inhibitoren eine Abma der T-Zell-Transmigration. Die
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starkste Abnahme der Anzahl transmigrierter T-ZeKennte mit dem spezifischen ADAM10-
Inhibitor G1254023X erreicht werden. Hierbei wurdme Reduktion der Transmigration um
45 % gemessen. Die Behandlung der Zellen mit GW@8R2und GM6001 flhrte zu einer
Abnahme der Transmigration um 30 %. Das Ergebrass ADAM10 einen Einfluss auf die
Transmigration von T-Zellen einnimmt, sollte in @n weiteren Versuch naher untersucht
werden.

ADAM10 wird sowohl auf der Oberflache des Endothels auch auf der Oberflache von
T-Zellen exprimiert. Dabei stellte sich die Fragef welcher Seite die funktionelle Relevanz
von ADAM10 bedeutsam wird. Es wurde daher untersusih das endotheliale ADAM10 auf
dem Endothel oder aber das in der Membran der BiZébkalisierte ADAM10 wichtig far
die Transmigration ist. Um diese Frage klaren zonei, wurden sowohl HUVECs als auch
T-Zellen transient mit ADAM10 siRNA bzw. mit KontiicsiRNA transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die transfizierten HUVECs aubllfgen-beschichtete Filtereinséatze
(3,0 um) ausgesat. Nach weiteren 24 h wurde dersimarationsversuch durchgefuhrt. Dabei
wurden 5x1® Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA transfizierte T-&llen in die
Filtereinsatze auf Kontroll sSiRNA bzw. ADAM10 siRN#&ansfizierte HUVECs pipettiert.
24 h danach wurde die Zahl der transmigrierten lfedam unteren Loch der 24-Loch-Platte

mittels Neubauerzahlkammer bestimmt.
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Abb. 3.26: Einfluss von ADAM10 siRNA auf die Transnigration von T-Zellen

HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA (mock) thzw. mit ADAM10 siRNA (2) transfiziert und auf
Kollagen-beschichtete Filtereinsatze (3,0 um) as&geand bis zu Konfluenz kultiviert. Die Zellen wien mit
Calcein angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikmpdkegutachtet, um so die Konfluenz der HUVECs zu
Uberprifen. T-Zellen wurden ebenfalls transient Kontroll siRNA (mock, 1) bzw. mit ADAM10 siRNA (2)
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden 50x Phytohamagglutin-stimulierte T-Zellen pro Filterssz
pipettiert. Nach weiteren 24 h wurde die Zahl densmigrierten Zellen im unteren Loch durch Zahluley
T-Zellen in der Neubauerzéhlkammer bestimmt. DieAM10 Expression der mock-transfizierten (1) bzw.
ADAMZ10 siRNA transfizierten (2) HUVECs und T-Zellemurde imWestern Blountersucht. Die Daten wurden
ausgedriickt als Mittelwerte $tandardabweichung. P<0,05 vs mock transfizierte Zellen. (p: Proform von
ADAM10, m: mature Form von ADAM10, A10: ADAM10)
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Zusatzlich wurden Zelllysate der transfizierten HEGS bzw. T-Zellen imWestern Blotauf
die ADAM10 Expression hin analysiert.

Im Transmigrationsversuch diente als Kontrolle Aasatz, bei dem sowohl die T-Zellen als
auch die HUVECs mit Kontroll siRNA behandelt wordsind. Die Zahl der transmigierten
T-Zellen wurde hier 100 % gesetzt (Abb. 3.26).ABIAM10 mittels ADAM10 siRNA nur in
den HUVECs herunterreguliert, so kann eine Abnaloee Transmigration um 40 %
beobachtet werden. Dies stimmt mit dem Einsatz AB&AM10-Inhibitors in Abb. 3.26
Uberein, bei dem eine Reduktion der Transmigration45 % gemessen werden konnte. Ist
ADAM10 hingegen nur in T-Zellen herunterreguliest, reduziert sich die Transmigration um
60 %. Ist ADAM10 sowohl auf HUVECs als auch auf &H&n reduziert, so nimmt die
Transmigration um 50 % ab. Die Herunterreguliernrapn ADAM10 in HUVECs und
T-Zellen mittels ADAM10 siRNA wurde inWestern Blogezeigt (Abb. 3.26).

ADAM10 scheint demnach sowohl auf der Oberflacha f#mdothelzellen, als auch auf der
von T-Zellen eine bedeutsame Rolle bei der Transatian zu spielen.

3.4.3 Die Co-Kultivierung von HUVECs mit T-Zellen \erstarkt die ADAM10 Aktivitat

Um die Frage zu beantworten, ob T-Zellen dass VBR€anSheddingn HUVECSs induzieren
kénnen, wurden Co-Kultivierungsexperimente durcigef Dazu wurden auf eine konfluente
HUVEC Zellschicht T-Zellen gegeben und fir 24 huhlert. In einem Ansatz wurden
T-Zellen in einen 0,4 um Filtereinsatz pipettiesy dass nur l6sliche, von den T-Zellen
abgegebene Faktoren Einfluss auf die HUVECs nehkoanten (indirekt). In einem anderen
Ansatz wurden T-Zellen direkt auf eine HUVEC-Zeligtht gegeben, so dass die T-Zellen
unmittelbar mit den HUVECSs interagieren konnterrdkli). Als negative Kontrolle wurden
keine T-Zellen zugegeben.

Der in Abbildung 3.27 dargestellW&estern Bloizeigt, dass bei der indirekten als auch bei der
direkten Zugabe von Phytohdmagglutinin-stimulierfedellen auf HUVECs im Vergleich zu
unbehandelten HUVECSs eine leichte Zunahme der @ht@den Spaltfragmente zu beobachten
ist. Diese Zunahme war allerdings nicht quantifizee, da das Verhéltnis der Volllangenform
zum CTF zu grof3 war. Weitere Untersuchungen zurtBdung der VE-Cadherin Proteolyse
stehen noch aus. Daneben ist eine erhohte ADAM1iivigdk bei der indirekten als auch bei
der direkten Zugabe von T-Zellen zu verzeichnenesDidst darauf schliel3en, dass die
Interaktion von T-Zellen mit HUVECs, aber auch vden T-Zellen sekretierte l6sliche

Faktoren zu einer erhbhten ADAM10 Aktivitat beitesgkonnen. Es wurde bereits publiziert,
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dass die Adhasion von Polymorphkernigen Zellen (PN HUVECs dazu fihrt, dass sich
die VE-Cadherin-abhéangigen endothelialen Adhasiontsikte umorientieren (Del Maschino
et al, 1996, Allportet al, 1997). Dies kénnte auch im Fall der Inkubatiom vicZellen mit
HUVECs zutreffend sein und moglicherweise auf eweestarkte Aktivitdt von ADAM10
zurtckzufiahren sein.
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Abb. 3.27: Co-Kultivierung von HUVECs mit T-Zellen

HUVECs wurden ohne, indirekt (in einem 0,4 pm Féfesatz) und direkt mit 14x20Phytohamagglutin-
stimulierten T-Zellen fur 24 h inkubiert. Die Zallevurden lysiert und die Proteine elektrophoretiaafgetrennt,
auf eine PVDF-Membran transferiert und destern Blotmit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin
gerichteten Antikérper inkubiert. Die Membran wurdachfolgend mit einem Antikérper gegen ADAM10
inkubiert, um die Aktivierung von ADAM10 zu analgsen und mit einem gegef-Tubulin gerichteten
Antikorper inkubiert, um Varianzen in der Proteinkentration der Proben auszuschlieRen. (VL: Voj&in

protein, CTF: C-terminales Fragment, p: Proform ¥&AM10, m: mature Form von ADAM1(Q,] Kontrast der
CTF-Bande wurde verstarkt)

3.4.4 Wirkung von rekombinantem ADAM10 auf die Angbgenese

Es ist bekannt, dass VE-Cadherin und PECAM einehtige Rolle bei der Angiogenese
spielen (Matsumurat al, 1997). Die Bildung von Gefal3en kann durch Ausiglegn von
Zellen auf ein Matrigel studiert werden.

In diesem Versuch war zu uberprifen, ob rekombeamM®DAM10 einen Einfuss auf die
GefalRbildung und damit auf die Angiogenese hat. radie wurden verschiedene
Konzentrationen an rekombinantem ADAM10 auf Matrigegeben, welches daraufhin in das
Gel diffundiert. Die Uberschussige Losung wurde deie entfernt. AnschlieRend wurden
HUVECSs auf das Matrigel ausgesat und 24 h spateroskopisch ausgewertet.
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Abb. 3.28: Einfluss von rekombinantem ADAM10 auf dé Angiogenese von HUVECs

ECM-Gel Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcomaurde in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Nach B
Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank wurden deBCM-Gel verschiedene Konzentrationen an
rekombinantem ADAM10 [0,000025 U; 0,00025 U; 0,00250,025 U] bzw. der ADAM10-Reaktionspuffer als
Kontrolle hinzugesetzt und fur weitere 24 h bei@G7fkubiert. AnschlieRend wurde Uberschissigerd?ufdom
ECM-Gel abpipettiert und HUVECs in einer Zellzalonvsx1d Zellen pro 96-Loch ausgesat. 24 h nach Aussaat
der Zellen wurden mikroskopische Aufnahmen gemaaohtdie Tubulilange gemessen.

Abbildung 3.28 zeigt die mikroskopischen Aufnahmenl die Auswertung der Gefal3bildung
in Form der Messung der Tubulilange. Die Konzemrain rekombinantem ADAM10 von

0,0025 U hatte die beste Wirkung auf die Ausbildung Gefal3enAllerdings konnten keine

signifikanten Unterschiede fur die verschiedenen AM10 Konzentrationen festgestellt
werden. Hiernach scheint rekombinantes ADAM10 keirsggnifikanten Einfluss auf die

Angiogenese zu haben.

3.4.5 Die Inhibition von ADAM10 beeinflusst die Migation von HUVECS nicht
Im folgenden Experiment sollte der Einfluss von ADR0 auf die Migration von HUVECs
untersucht werden. Wie bereits fiur das verwandt@erflachenmolekil E-Cadherin gezeigt
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werden konnte, hat die Inhibition von ADAM10 einEmfluss auf die Migration E-Cadherin

exprimierender Zellen (Maretzlat al, 2005a).

Hier sollte in einemn vitro wound healing assagepruft werden, inwiefern der ADAM10-

Inhibitor G1254023X einen Einfluss auf die Migratieon HUVECs hat. Hierzu wurde mittels
einer Pipettenspitze die konfluente Zellschicht WAVECs lokal zerstort und anschliel3end
unter mikroskopischer Kontrolle die Zellwanderung Anwesenheit von DMSO bzw.

GI254023X [10 uM] beobachtet.
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Abb. 3.29: Einfluss des ADAM10-Inhibitors auf die Mgration von HUVECs

HUVECs wurden in 6-Loch-Platten bis zur Konfluenaltiviert. Dann wurde mit einer Pipettenspitze ein
Querstrich durch die Zellschicht gezogen und so gfidischicht zerstért. Nachfolgend wurde das Medium
gewechselt und die Zellen in Abwesenheit bzw. Aremégit von DMSO bzw. GI1254023X [10 uM] inkubiert
oder unbehandelt belassen. Nach verschiedenemtéeitllen (0, 3, 6 und 9 h) wurden mikroskopis&ileler
von der Zellschicht aufgenommen. Der Mal3stabsbatkespricht einer Lange von 100 um.

Abbildung 3.29 zeigt die Zellwanderung DMSO, ADAMIrthibitor behandelter und
unbehandelter HUVECs nach verschiedenen ZeitintervaNach 9 h kann die Migration der
DMSO und ADAM10-Inhibitor behandelten Zellen im \gégich zu den unbehandelten Zellen
beobachtet werden. Ein signifikanter Unterschiedseiien DMSO und ADAM10-Inhibitor
Behandlung auf die Migration der HUVECs konnte hishobachtet werden.

3.4.6 Serumproben von KHK-Patienten zeigen im Vergich zu gesunden Patienten eine
verstarkte Freisetzung von loslichem VE-Giherin
In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass erthdhte Sekretion von VE-Cadherin in

epikardialen Arterien mit der Dichte koronarer Aibsklerosen assoziiert ist. Dabei wurde die
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Plasmakonzentration von VE-Cadherin in peripherdat Bind in koronaren Sinus von
Patienten mit akutem Herzinfakt, mit stabiler Aragipectoris, mit altem Herzinfakt und einer
Kontrollgruppe ohne koronarer aterieller Stenosteimander verglichen (Soekt al, 2004).
An dieser Stelle sollte anhand von PatientenseieKaohzentration an ldslichem VE-Cadherin
Uberprift werden. Verglichen wurden hierbei die eBervon Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) und gesunden Patienten. Zur ddeg des Gehaltes an I6slichen
VE-Cadherin kam ein VE-Cadherin-ELISA zum Einsatz.

ELISA Mittelwerte
9 9
T g 2 87

E 2 ES *
27 27
c 67 c 6]
g 51 3 5]
w3 g 3
> 2 5 2
1 1
0 o

- - - - - KHK KHK KHK - KHK

Abb. 3.30: Bestimmung des loslichen VE-Cadherins wogesunden- und KHK-Patientenseren

Das losliche VE-Cadherin wurde quantitativ im Sergesunder Patienten (-) und Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) mittels VE-Cadherin-ELISAs biesint. Die Daten wurden ausgedrickt als Mittelwerte
Standardabweichung.P<0,05 vs gesunde Patientenseren.

In Abbildung 3.30 ist ein signifikanter Unterschiemvischen der Menge des ldslichen
VE-Cadherins in KHK-Patientenseren und l6slichem@&dherin in gesunden Patientenseren
zu beobachten. So zeigen Seren von KHK-Patientem l@bhere Konzentration des I6slichen
VE-Cadherins als Seren von gesunden Patientene®Egebnis zeigt, dass die Konzentration
von l6slichem VE-Cadherin vermutlich mit der Artesklerose korreliert.
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4 Diskussion

4.1 Die Proteolyse von VE-Cadherin

Das Gefal3system stellt ein wichtiges Netzwerk dardem Blut bis in die Peripherie des
Kdrpers und wieder zurtick zum Herzen flie3t. Endlatbllen nehmen hierbei eine besondere
Stellung ein. Sie kleiden die innerste Wandschiwtnh Blut- und Lymphgefal3en aus. Die
Endothelzellen eines menschlichen Korpers tretelpeidauf einer Flache von 4.000 bis
7.000 nf mit dem Blut in Kontakt.

Eine der wesentlichen Aufgaben von Endothelzel&rdie Aufrechterhaltung der vaskularen
Integritat. Die Endothelzellen bilden eine endatilel Barrier aus, dabei kontrollieren sie die
Passage von loslichen Stoffen und Entzindungszalien dem Blut in das Gewebe. Zur
Regulation dieser Barrierefunktion nutzen benadebandothelzellen Adhasionskontakte und
VerschlulBkontakte, um enge Zell-Zell-Verbindungeifrechtzuerhalten (Dejana, 2004). Eine
Destabilisierung der vaskularen Barriere tritt awfenn die Interaktion zwischen den
interendothelialen Zelladhasionsmolekilen gestard.wWon kritischer Bedeutung ist hier
besonders das vaskulare endotheliale (VE)-Cadh&anfihrt die Behandlung mit einem
Antikdrper gegen die extrazellulare Domane von V&#erinin vitro zur Zerstérung der
endothelialen Barriere (Coradd al, 2001). Weiterhin fiihrt der Einsatz von VE-Cadheri
Antikdrpernin vivo zu einer Erhohung der Permeabilitat (Coradal, 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die fur die protéisbhe Ektodomanenspaltung von
VE-Cadherin verantwortliche Metalloproteinase idfeziert werden. Des Weiteren sollte
Uberprift werden, ob daSheddingdurch ausgewahlte Stimulantien induziert werdennka
Von Interesse war zudem die funktionelle Bedeutw®y VE-Cadherin Proteolyse zu
charakterisieren.

Herren et al. beschrieben bereits, dass VE-Cadherin durch eineh nunbekannte
Metalloproteinase wéhrend der Apoptose freigesetzd (Herren et al, 1998). Mittels
spezifischer und Breitbandmetalloproteinase-Inbileih konnte die Beteiligung einer
Metalloproteinase an der Proteolyse von VE-Cadhbkastatigt werden. Die Inhibition von
ADAM10 im Speziellen fuhrte zu signifikanten Rediokt des CTFs und einer Reduktion des
|6slichen VE-Cadherins in Zelluberstanden.

Da im Falle der VE-Cadherin verwandten Adhasiongkidle E-Cadherin (Maretzkgt al,
2005a) und N-Cadherin (Reis$ al, 2005) ebenfalls die Beteiligung der Metalloprotse
ADAM10 bei deren Spaltung ausgemacht werden korsmiecht das erhaltene Ergebnis dafr,
dass dies auch fur d&heddingdles Adhéasionsmolekil VE-Cadherin gilt.
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In der Regel generiert eine derartige Proteolyse &iterminales VE-Cadherin Fragment,
welches ein Substrat fur die intramembrane Proseolgarstellt. Die bei dey-Sekretase
Spaltung entstandenden Fragmente besitzen haefigahigkeit direkt die Signaltransduktion
via Translokation in den Zellkern zu vermitteln (B&opperet al, 2005). Dieses ,RIPping”
umfasst zahlreiche zellulare Antworten und ist emegdend fur die Signalweiterleitung von
aktivierten Rezeptoren. Das bekannteste Beispadlt dler Notch-1 Rezeptor dar, dessen
intrazellulare Domane (1ZD) nach dem RIPping in dé&llkern transloziert und dort eine
transkriptionelle Antwort induziert (Kramet al, 2000).

Mittlerweile wurde bereits fur eine Vielzahl deatismembranen Moleklle gezeigt, dass diese
sowohl durch ADAMs als auch durch dieSekretase geschnitten werden. So erfolgt das
Sheddingder Adhasionsmolekille E-Cadherin (Maretatyal, 2005a) und N-Cadherin (Reiss
et al, 2005) zunachst durch ADAM10 und anschliel3endlddeny-Sekretase-Komplex. Die
Substrate CD44 (Murakaneit al, 2003), L1 (Maretzkyet al, 2005) und APP (Selkoe, 1998)
werden neben ADAM10 ebenfalls durch ADAM17 in dettrazellularen Doméne und im
Anschluss daran durch dyeSekretase in der transmembranen Domane geschnitten

Die Rolle der C-terminalen Fragmente fur die Adbasmolekile E-Cadherin und N-Cadherin
sind zum Teil bekannt. So fuhrt d@keddingzon E-Cadherin durch ADAM10 zur Modulation
der subzellulare@-Catenin Lokalisation und zur Signaltransduktiomit@rdietal., 2001) Die
ADAM10 Uberexpression in epithelialen Zellen erhdtusis-abhangig die Expression des
-Catenin Zielgensyclin D1und verstarkt die Zellproliferation (Maretzky al, 2005a). Das
ADAM10-vermittelte N-CadherirSheddingresultiert, ahnlich wie bei E-Cadherin, in einem
Wechsel der Zelladhasivitat und fuhrt zu einer draschen Umverteilung dgsCatenins von
der Zelloberflache zum zytoplasmatischen Pool, wdbafluss auf die Expression der
[-Catenin Zielgene genommen wird (Re$sl, 2005).

Neben der Mdglichkeit, dass nach der Spaltung dutiehy-Sekretase eine intrazellulare
Doméane eine transkriptionelle Antwort induziert pddas (-Catenin freigesetzt als
Signalmolekdl in der Zelle agiert, gibt es nocheedritte Variante bei dem das freigesetzte
Fragment eine Funktion austibt. Dies konnte im Fatle N-Cadherin beobachtet werden.
Dabei fuhrt die Proteolyse von N-Cadherin durch giSekretase zu der Bildung eines
C-terminalen Fragments, welches an den Transkngfaixtor CBP (CREBinding protein)
bindet und die Degradation durch das Proteasoneftirdadurch wird die CREcyclic AMP
responselemenj-abhangige Transaktivierung inhibiert. Das CTFdient in diesem Fall als
Repressor der CBP/CRE-vermittelten Transkriptiom@mbaudet al, 2003).
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Hierbei stellt sich die Frage, ob auch die Prote®lyon VE-Cadherin einen Einfluss auf die
Signaltransduktion nimmt. So konnte d&heddingvon VE-Cadherin bewirken, dass
B-Catenin in den Zellkern transloziert, an die Tkaimtionsfaktoren TCF/LEF T cell
formation lymphoidenhancefactor) bindet und so die Expression €Catenin Zielgene, wie
beispielsweisecyclin D1, c-myc und c-jun hervorruft. Diese Zielgene sind zustandig fur
Apoptose, genomische Instabilitat, Wachstum, Ti@mnsétion, Proliferation, Angiogenese und
Differenzierung (Ponzielliet al, 2005). Die Hauptwirkung der Zielgene auf das Enebist
die Proliferation von Endothelzellen, welches imhRa&n der Gefal3neubildung von Bedeutung
ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Expoesder3-Catenin Zielgeneyclin D1und
c-mycsowohl nach Stimulation der VE-Cadherin Proteolgiseauch nach der Inhibition des
Sheddingsintersucht. Die Ergebnisse waren allerdings sgtomogen, so dass letztlich keine
eindeutige Aussage dartber gemacht werden konhbtejeoProzessierung von VE-Cadherin
einef-Catenin-Signalweiterleitung bewirkt.

Der Befund, dass die VE-Cadherin Proteolyse dudik10 vermittelt wird, wurde in RNA-
Interferenz Experimenten bestatigt. Hierbei konb&tegt werden, dass die Abnahme der
ADAM10 Expression gleichzeitig eine Reduktion deét-Zadherin Proteolyse nach sich zieht.
ADAM10 ist bedeutsam fir die Entwicklung wahrenda tféhen Embryogenese, insbesondere
der Herz- und ZNS-Entwicklung, der Vaskulogenesd @omitogenese (Hartmaret al,
2002). Gleichsam spielt fur die Vaskulogenese dasCadherin eine essentielle Rolle (Vittet
et al, 1997). Mdglicherweise findet hier eine Uberlapgwier Funktionen von ADAM10 und
VE-Cadherin statt. So fallt auf, dass sowohl ADAMdigfiziente Mé&use als auch
VE-Cadherin-defiziente Mause am Embryonaltag E9,terben. Der Prozess der
Vaskulogenese findet wahrend der Tage E6,5 bis iA,Mausembryo statt (Drake und
Fleming, 2000). Denkbar ware, dass wahrend der Magknese eine Neuorientierung der
Endothelzellen stattfindet und hierbei ADAM10 fuasd Aufbrechen fester VE-Cadherin-
Verbindungen eine Rolle spielt. Dies kénnte in inmmistochemischen Farbungen E9,5 alter
Embryonen eingehender untersucht werden.

In Versuchen mit APMA konnte gezeigt werden, dasAM10 direkt fur die VE-Cadherin
vermittelte Proteolyse verantwortlich ist. Daberstérkte APMA die VE-Cadherin Proteolyse
nur in Anwesenheit von ADAM10. Die Wirkung von APM#onnte bereits fur eine Reihe von
transmembranen Molekilen als Aktivator von Metaitdpinasen bestatigt werden, so konnte
eine Aktivierung der pro-TGle- Proteolyse durch TACE mittels APMA gezeigt werden
(Merlos-Suarezet al, 2001), ebenfalls konnte das ADAM10 vermittelte tdeloménen
Sheddingvon einer Vorstufe von Betacellulin durch APMA ialert werden (Sandersaet al,
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2005) und fur das konstitutivBheddingvon CD44 durch ADAM10 konnte ebenfalls eine
Aktivierung durch APMA gezeigt werden (Stoeetkal, 2006).

Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen kann niddge Modell aufgestellt werden
(Abb. 4.1). VE-Cadherin ist Substrat von ADAM10 uddm y-Sekretase-Komplex. Bei der
proteolytischen Spaltung von VE-Cadherin wird sediedd zunéachst die Ektodomane von
VE-Cadherin durch ADAM10 freigesetzt. Anschliel3eedolgt die Spaltung der trans-
membranen Domane durch dgfSekretase-Komplex. Es wére vorstellbar, dass ddeash
Sheddingvon VE-Cadherin, ahnlich wie bei N-Cadherin, esesmem Ablésen de-Catenins
kommt, welches daraufhin in den Zellkern transldzied dort die Zielgene aktiviert (Reies
al., 2005, Marambauet al, 2003). Desweiteren kénnte die Spaltung durchyesekretase
eine intrazellulare Doméne generieren, die in delk&rn gelangt und dort mit Aktivatoren
oder Repressoren interagiert und so die ExpressinrZielgenen beeinflusst.

vSekretase iiisare

komplex  HHHIITIR

ADAM10 VE-Cadherin

TCFE/LEE — cyclin D1

C-MYC __, proliferation?
c-jun

Abb. 4.1: Schematisches Model der ADAM10-abhangigeviE-Cadherin Proteolyse

ADAMZ10 ist in der Lage, VE-Cadherin konstitutiv &@nen I6slichen VE-Cadherin Anteil und in ein Crémales
Fragment zu spalten. Das C-terminale Fragment karweiteren Prozess intramembran durch g&ekretase-
Komplex prozessiert werden. Die entstehende inltddee Domane (1ZD) kénnte an Signaltransduktioagen
beteiligt sein oder direkt in den Zellkern wandetart mit Aktivatoren oder Repressoren interagiared die
Expression bestimmter Zielgene beeinflussen. Ebkaso das an VE-Cadherin gebund@r@atenin in den
Zellkern translozieren, an die Transkriptionsfaktof CF/LEF T cell formation' lymphoidenhancefactor)
binden und so die Expression @e€Catenin Zielgene, so beispielswegselin D1, hervorrufen.
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4.2 Regulation der VE-Cadherin Proteolyse

Das Sheddingtransmembraner Proteine kann durch eine VielzaBegr Faktoren verstarkt
werden, wie z. B. PMA, lonomycin und Zytokine. ADAN ist neben ADAM17 eine der
wichtigsten Metalloproteinasen, die die proteobitis Spaltung vieler transmembraner
Molekdle vollzieht. Dabei ist ADAM17 oftmals fir danduzierteéSheddingund ADAM10 fur
das konstitutiveSheddingverantwortlich. Das induzierbafheddingvon VE-Cadherin wurde
unter Einsatz einer Reihe verschiedener Stimulamtiegehender untersucht.

Die bei Herrenet al. beschriebene erhdhte Freisetzung von VE-Cadheéhremd der
Apoptose unter Serumentzug (Herret al, 1998) konnten in unseren Versuchen nicht
nachgeweisen werden. Im Gegensatz dazu zeigte dar8llung mit Staurosporin eine
Zunahme des VE-CadheriBheddingsDas durch Staurosporin induziei®&eddingkonnte
durch Inhibition von ADAM10 aufgehoben werden. Staporin wirkt als potenter Inhibitor
der Proteinkinase C (PKC), der Thrombozytenaggragaind induziert Apoptose in vielen
Saugetier-Zelltypen. Neben Staurosporin existieerth physiologische Substanzen die
Proteinkinase C inhibieren, wie natlrliche Bisindimlaleimide das die Schleimpilz&rcyria
major beziehungsweisArcyria denudatgproduzieren (Steglich, 1989) oder das Calphostin C
ausCladosporium cladosporioidg&obayashet al, 1989).

Die Inhibition der Proteinkinase C hatte keinenflass auf die Proteolyse von VE-Cadherin,
daher wird vermutlich der Einfluss von Staurospoaunf deren Wirkung als Induktor der
Apoptose begrindet sein.

Die Konsequenzen fur die Staurosporin-stimulierEgrdothelzellen konnte eine verstarkte
Aufhebung der Endothelzelladhasion beinhalten. nimunzytochemischen Farbungen von
PAEC (Porcine Endothelzellen) unter Staurosporimi&ss zeigten Studien, dass nach 10 min
bereits eine Aufhebung der Zellgrenzen zu beobacker und nach 60 min kaum noch feste
Zellverbindungen zu erkennen waren (Kabiral, 2002). Fur E-Cadherin ist beschrieben
worden, dass die Behandlung von H184A1 (humaneh&lgtlllinie) Zellen mit Staurosporin
die Bildung zweier Fragmente generiert. Unter Binsdes Breitbandmetalloproteinase-
Inhibitors TAPI konnte beobachtet werden, dassgté8ere Fragment in der Menge abnahm
und das kleinere Fragment zunahm (Steinheserh, 2000). Staurosporin scheint auch fur das
Metalloproteinase-abhangigheddinganderer Zelladhasionsmolekile eine wichtige Rolie
spielen.

Die Behandlung der Zellen mit dem Calcium-lonoplosromycin, welches den extrazellularen
Calcium-Einstrom in die Zelle bewirkt, fihrt zur thkierung desSheddingyon VE-Cadherin.

Die durch lonomycin induzierte Spaltung nahm dugthichzeitige ADAM10 Inhibition
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wieder ab. Die mit lonomycin erhdhte VE-CadherinaBmg korrelierte in der Immun-
zytochemie mit einem verstarkten Verlust von Zeillledkten. Die gleichzeitige Inhibition von
ADAM10 hob den Effekt von lonomycin vollstandig auf

Fur CD44 konnte in anderen Studien beobachtet werdiess der durch lonomycin verursachte
Calcium-Einstrom zu einem verstarkten ADAM10 vetelten Sheddingvon CD44 flhrt
(Naganoet al, 2004). Dieser Effekt wird darauf zurtickgefihrgsd ADAM10 durch die
Assoziation mit Calmodulin reguliert wird. Strom@iCium in die Zelle, so bindet das an
ADAM10 assoziierte Calmodulin Calcium, dies bewidine Konformationsédnderung des
Calmodulins, die die Dissoziation von ADAM10 fordeinfolgedessen zeigt ADAM10 ohne
assoziiertes Calmodulin eine erhdhte Sekretase@tfiwas ein verstarkteSheddingder
ADAM10 Substrate hervorruft. Ein vergleichbarer Manismus ware auch fur die
VE-Cadherin Proteolyse denkbar. Extrazellularer >*C&instrom bewirkt eine hohe
Zellmotilitdt durch eine verminderte Zell-Matrix-Adsion (Naganoet al, 2004). Der
Calcium-Einstrom aus Calciumspeichern im Endoplastizen Retikulum erfolgt nach
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren duicte Liganden. Dabei kommt es zur
Spaltung des in der Zytoplasmamembran lokalisigPleosphatidylinositol-4,5-bisphophat und
zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP3). IP3 weelwirkt mit dem im Endoplasmatischen
Retikulum lokalisierten IP3-Rezeptor, ein Ligandegulierter Calciumkanal, und fuhrt zum
Calcium-Einstrom ins Zytosol.

Verschiedene vasoaktive Substanzen, wie Histaméh Turrombin, fihren ebenfalls zu einer
erhohten intrazellularen Calciumkonzentration. Br érolge fuhrt dies sehr wahrscheinlich
ebenso zu einer Aktivierung von ADAM10. Im Rahmesr th dieser Arbeit durchgefuhrten
Versuche, fuhrte die Stimulation mit Thrombin zaesi verstarkten VE-Cadherin Proteolyse.
RNA-Interferenz Experimente zeigten die Beteiligumgn ADAM10 bei dem Thombin-
induziertenSheddingvon VE-Cadherin. In immunzytochemischen Farbunfgénte Thrombin
zu einer reversiblen Abnahme von VE-Cadherin in defikontakten. Die Inhibibition von
ADAM10 verhinderte weitgehend den Verlust von VEd@erin. Thrombin ist eine
multifunktionelle Serinprotease, die an Orten dexfédBverletzung gebildet wird. Offene
Zellzwischenrdume erhdhen die Permeabilitat desotheds, in der Folge dringen vermehrt
Blutzellen in das Gewebe um an den Ort der Entzéigdw gelangen. Zudem dringt verstarkt
Fliissigkeit in das Gewebe und fiihrt zur Ausbildeires Odems (Dejared al, 2009).
Thrombin ist dartber hinaus ein Blutgerinnungsfekimd ein wichtiges Protein in der
Gerinnungskaskade, so wandelt es losliches Fibeimag nicht I6sliches Fibrin um und

katalysiert eine Reihe anderer Koagulations-vent@mdReaktionen. Thrombin ist in der
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physiologischen und der pathologischen Koagulatiorolviert. Zudem ist Thrombin ein
wichtiger Faktor beim Vasospasmus, einer plétzkciimpfartigen Verengung eines Geféalies
gefolgt von einer subarachnoidalen Blutung. Dabgitsverklumptes Blut zerstorter zerebraler
Aneurysmen Thrombin frei. Dies induziert eine akuted ausgedehnte Stenose des
Blutgefal3es, was in einer Minderdurchblutung debki®s und zu einem Schlaganfall fihren
kann (Licari und Kovacic, 2009).

Eine verstarkte VE-Cadherin Proteolyse durch St mit den proinflammatorischen
Zytokinen TNFea/IFN-y als auch dem PKC-Agonist PMA konnte nicht nachgsem werden.
Fur E-Cadherin wurde gezeigt, dass die Stimulatah den Zytokinen TNF&/IFN-y in
humanen Keratinozyten ein verstarkt&heddingdes Adhasionsmolekils induziert. Die
Zunahme der E-Cadherin Freisetzung wurde durch MARse Signalwege aktiviert. TNG-
und IFNy waren zudem in der Lage die Aktivitdt von ADAM10 erhohen (Maretzket al,
2008). Da in unseren Versuchen THRnd IFNy keinen Effekt auf das stimulier&hedding
von VE-Cadherin austibten, kann mdoglicherweise darauickzufiihren sein, dass dieser

Effekt Zelltyp-abhangig ist.

4.3 Einfluss von ADAM10 auf die Permeabilitat des Edothels

Das konfluente Endothel bildet eine selektive Bmerizwischen dem vaskularen Raum des
BlutgefaRes und dem Gewebe aus. Die Barrierefumkties Endothels als Antwort von
inflammatorischen Mediatoren, wie beispielsweiserontbin, wird begleitet durch das
Abrunden der Zellen wahrend der Leukozytentransatignm und der Ausbildung endothelialer
Licken zwischen den Endothelzellen. Die endotreliadegritat ist abhangig vom Zytoskelett,
welches die Bildung von Aktin Stressfasern sicladitstund Gber Aktomysin-getriebene
Kontraktion die Zellgestalt und Adhasion reguli@bgatcheveaet al, 2002).

Die endotheliale Barriere wird durch eine Reihe vdelladhdsionsmolekilen, darunter
VE-Cadherin, PECAM-1, CD99 und den JAMs, reguliafar allem VE-Cadherin scheint
besonders die Permeabilitdt zu modulieren (Londbml, 2009). Ein wesentlicher Befund
dieser Arbeit war, dass ADAM10 die PermeabilititeeiHUVEC Zellschicht beeinflusst. Die
Inhibition von ADAM10 fiihrt zu einer Abnahme derrReabilitat. Die Uberexpression von
ADAM10 hingegen trug zu einer deutlichen Zunahme Bermeabilitdt bei. ADAM10 ist
demnach in der Lage die endotheliale Permealditahoduliert.

In Versuchen mit vasoaktiven Substanzen konnte digdabt werden, dass die Stimulation mit
Thrombin eine Zunahme der Permeabilitdt wahrenére8tunde bewirkt. Die gleichzeitige
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Inhibition von ADAM10 in Gegenwart von Thrombin nederte die Permeabilitat, konnte den
durch Thrombin hervorgerufenen Effekt allerdingshmivollstandig aufheben. Dieser Befund
zeigt, dass die Aktivitat von ADAM10 zu dem Thromitffekt beitragt, dass aber auch noch
andere Faktoren auf die Permeabilitat einen Eisfaussiiben. Denkbar wére, dass noch andere
Zelladhasionsmolekile einer proteolytischen Proeassg nach Thrombin-Stimulation
ausgesetzt sind oder die Molekule einer Endozytoserliegen.

Im Rahmen der Untersuchung der Permeabilitét kacimt musgeschlossen werden, dass der
Effekt von ADAM10 nicht auch auf der Proteolyse areter Zelladh&sionsmolekiile beruht.
Ein wichtiges Adhasionsmolekiil ist unter anderenCRE-1. PECAM-1 spielt eine Rolle in
der Angiogenese, vaskularen Wundheilung und Kdetradler Leukozytenextravasion
(Newmanet al, 1990, DeLisseet al, 1994, Mulleret al, 1993). Des Weiteren wird es nicht
nur auf Endothelzellen sondern auch auf Thrombogyteeutrophilen Granulozyten,
Monozyten und bestimmten T-Zell-Subgruppen expnimi&s ist diffus auf subkonfluent
wachsenden Endothelzellen verteilt, aber konzentri@a Zell-Zellgrenzen sowie in
Endothelzellkontakten vorhanden und vermittelt emoenophile Interaktion (Albeldat al,
1991). Es gibt zahlreiche Hinweise die zeigen, RREE€AM-1 ein Schllisselprotein in der
Adhésionskaskade ist, die zur Extravasion von Leytem wéahrend entzindlicher Prozesse
fuhrt. Muller et al. zeigte, dass durch die Behandlung von Monozyteh Niautrophilen mit
PECAM-1 spezifischen Antikdrpern die Emigration guber die Endothelzellschicht inhibiert
werden kann. Wird die endotheliale ZellverbindutgCAM-1 blockiert, wird ebenso effektiv
die Leukozytentransmigration inhibiert, dies ish éndiz daftir, dass PECAM-1 auf beiden
Seiten - auf Endothelzellen ebenso wie auf der beylenseite - auf den Transmigrations-
prozess einwirkt (Mulleet al, 1993).

DasSheddingron PECAM-1 konnte in einigen Studien bereits la@bibet werden. So fihrt die
Behandlung von HIV-infizierten PBMCs mit CCL2 (MCEmonocytechemotactiqorotein-1)
zum induziertenSheddingvon PECAM-1 (Eugeninet al, 2006). Weiterhin unterliegt
PECAM-1 wéahrend der Apoptose einer Proteolyse unidd won der Zelloberflache
geschnitten, wobei ein 100 kDa l6sliches Protein 4dsilkulturmedium akkumuliert. Das
Sheddingvon PECAM-1 wird durch eine Metalloproteinase vitait, da die Spaltung durch
GMG6001 inhibitiert werden kann (llaet al, 2001).

Neben VE-Cadherin und PECAM-1 spielen noch weitéedadh&sionsmolekile eine Rolle
beim Aufbau der endothelialen Permeabilitat. Fis ttansmembrane Glykoprotein JAM-A
(junctional adhesion moleculeA), konnte gezeigt werden, dass dieses durch die

Metalloproteinase ADAM17 und in einem geringeren Ada auch durch ADAM10
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proteolytisch prozessiert wird (Koenest al, 2009). JAM-A geh6rt zur Immunglobulin
Superfamilie und wird in Endothel- und Epithelzelgowie in Leukozyten und Thrombozyten
exprimiert (Webeeet al, 2007, Nourshargbt al, 2006, Bradfieldet al, 2007). JAM-A ist in
der Organisation von Verschlusskontakten involyiedbei es die Schaffung einer vaskularen
Diffusionsbarriere schafft (Mandedlt al, 2006, Aurrand-Lion®t al, 2001). Dariber hinaus
spielt es eine Rolle bei der Migration und Angioggs von kultivierten Endothelzellen (Cooke
et al, 2006, Naik und Naik, 2006). JAM-A wird konstitutivon Endothelzellen und
Epithelzellen durch Proteolyse freigesetzt. Dieigazung von JAM-A wird durch die pro-
inflammatorischen Zytokine TNE- und IFNy, durch PMA und PAF Rlateletactivating
factor) verstarkt. Dabei konnte gezeigt werden, dass @N#&d IFNy die Aktivitat von
ADAM17 hochregulieren. Mittels des ADAM10/ADAM174mbitors GW280264X konnte
sowohl das konstitutive als auch das induzi&teddingdurch TNFe und IFNy, PMA und
PAF von JAM-A inhibiert werden. Die Metalloprotese®a ADAM17 wurde bereits als
relevante Protease des PMA-induzier&reddingsron L-Selektin, VCAM und CX3CL1 im
Rahmen der Leukozytenrekrutierung ausgemacht (Besethal, 1998, Gartoret al, 2003,
Gartonet al, 2001, Hundhausest al, 2003). Zudem zeigte die Studie, dass losliched-3A
einen antagonistischen Effekt auf die Leukozyteruidrung hat, die Migration von
Neutrophilen somit limitiert werden kann (Koenetral, 2009).

Fur das Zelladh&sionsmolekil CD99 konnte bishemeékeroteolytische Ektodomanenspaltung
durch eine Metalloproteinase nachgewiesen werddd®9Cist ein 32 kDa Typ | Trans-
membranprotein und ist prasentiert auf ThymozyieiZellen und vielen anderen hamato-
poetischen Zelltypen (Schenkel et al., 2002).

Wird davon ausgegangen, dass die Proteolyse vocadherin durch ADAM10 Einfluss auf
die Permeabilitat nimmt, nimmt die Menge des VE{@adhs auf der Zelloberflache wahrend
der Proteolyse ab. Gleichzeitig kommt es zu einearlugt von Zell-Zell-Verbindungen,
welches eine gesteigert Permeabilitat der Vaskutedah sich zieht. In Studien konnte gezeigt
werden, dass die ADAM10 Expression in endothelialailen durch LPS oder TN&-
hochreguliert wird (Bouldayet al, 2001). Dies kdnnte ein Indiz dafir sein, dass aitem
wahrend Entzindungsreaktionen verbunden mit eimeohéen ADAM10 Expression die
VE-Cadherin Proteolyse eingeleitet wird und diegderum eine verstarkte Durchlassigkeit
der Endothelzellen zur Folge hat. In unseren Exrpanien konnten wir keine VE-Cadherin
Proteolyse unter Einwirkung von TNFbeobachten. Es wurde aber gezeigt, dass dNie
Permeabilitdt unter gleichzeitiger Reduktion der-@&dherin Expression induziert (Hofmann

et al, 2002). Daher ist anzunehmen, dass TiNkur indirekt die VE-Cadherin Expression auf
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der Zelloberflache beispielsweise durch Aufnahme V&-Cadherin in intrazellulare Vesikel
verringert und dass eine erhodeddingAktivitat von VE-Cadherin durch TNE- keine

Rolle spielt.

4.4 Einfluss von ADAM10 auf die Transmigration

Das Endothel formt die Hauptbarriere fur eine ReNmn Makromolekilen und flr
zirkulierende Leukozyten zwischen Blutstrom und @b& Es galt in der Folge zu klaren,
inwieweit ADAM10 einen Effekt auf die Transmigratioon Leukozyten ausubt.

Zu Beginn wurde der Einfluss von Metalloproteinaseri die Transmigration von T-Zellen
durch eine HUVEC-Zellschicht untersucht. Es korgeeeigt werden, dass die Inhibition von
Metalloproteinasen die Transmigration der T-Zell@rringert. Insbesondere die Inhibition
von ADAM10 hatte einen deutlichen Einfluss auf @ir@nsmigration. Die Herunterregulierung
der ADAM10 Expression zeigte ebenfalls eine Abnahaee Transmigration von T-Zellen.
Eine deutliche Reduktion der T-Zell-Transmigratiwar festzustellen, wenn die ADAM10
Expression auf den T-Zellen herunterreguliert wurde

Die Transmigration Uber das Endothel resultiertdar Dissoziation und dem Verlust des
VE-Cadherin-Komplexes. In Studien konnte gezeigtder, dass PMNs, wenn sie auf THF-
behandelte Zellen gegeben werden, die interendakbel VE-Cadherin Verbindungen
aufbrechen (Maschinet al, 1996). Zudem konnte gezeigt werden, dass PMNsT\IE-a
Behandlung zu einer Reduktion der VE-Cadherin Mewagé der Zelloberflache flhren
(Allport et al, 1997). In indirekten Immunfluoreszenzaufnahmenrite beobachtet werden,
dass die Adhasion von Neutrophilen den Verlust\desCadherin-Komplexes innerhalb einer
Endothelzellschicht induziert (Allpogt al, 1997). Méglicherweise wird durch eine derartige
Interaktion auch eine Zunahme der ADAM10 Aktivitdduziert.

Im Folgenden soll auf die in dieser Arbeit untefgaa Ereignisse am Endothel eingegangen

werden.
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ADAM10 reguliert die VE-Cadherin-abhéngige Zelladhason

Thrombin Leukozyt
o
o
o o
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Abb. 4.2: Schematisches Model der ADAM10-abhéngigeendothelialen Permeabilitat

Thrombin bindet an seinen Rezeptor PAR-1 und irettizine intrazellulare Signalkaskade, die die ADAM
abhangige VE-Cadherin Proteolyse aktiviert. Diegdfekt fihrt zur endothelialen Zelldissoziation und
Ausbildung einer Licke zwischen den Endothelzellfeiterhin reguliert ADAM10 die Transmigration von
T-Zellen durch das Endothel. Sehr wahrscheinlictuiiert die Bindung von aktivierten T-Zellen an dawlothel
intrazellulare Signalkaskaden in den Endothelzeltib® zur ADAM10-Aktivierung und verstarkter VE-Caatin
Proteolyse filhren. Das auf T-Zellen exprimierte ADX0 kann ebenso an der Regulation des Transmigsatio
prozesses durch proteolytische Spaltung von Zdlsidhsmolekilen auf der T-Zelloberflache oder dunans-
sheddingdes endothelialen VE-Cadherins beisteuern.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse konnte ein scismhas Model aufgestellt werden, bei der
ADAM10 eine wichtige Rolle bei der endothelialernrideabilitdt und der Transmigration von
Leukozyten spielt (Abb. 4.2).

Danach ist Thrombin in der Lage, Uber die Aktiviegudes Thrombin-Rezeptors intrazellulares
C&" freizusetzen. Der G& Einstrom aktiviert ADAM10, indem das Calcium-bimdie
Calmodulin von ADAM10 dissoziiert. Damit verfiugt ADI10 Uber eine erhohte
Sekretaseaktivitat (Nagaret al, 2004), was in der Folge zuBheddingvon VE-Cadherin
fuhrt. Es besteht die Hypothese, dass die Aktivigruon ADAM10 durch eine Erhéhung der
intrazellularen Calciumkonzentration auch als Folgeer Bindung von Leukozyten Uber
Zelladhasionsmolekile an das Endothel und durcle dktivierung der Endothelzellen
eingeleitet wird. So induziert beispielsweise diadBing der Leukozyten Uber Integrine an
deren Rezeptor ICAM-1 auf den Endothelzellen eia&ciGmerhdhung, Aktivierung der Rho
GTPase und Phosphorylierung verschiedener Proggnsehliel3lich der FAKfocal adhesion
kinasg (Pfauet al, 1995, Etienne-Mannevillet al, 2000). Ebenso fuhrt die Bindung an
VCAM-1 zu einem erhdhten intrazellularen Calciunstiom, Rho-abhangige RAC
Aktivierung und ROS Generierung (Matheai al, 2000, van Weteringt al, 2003, Cook-
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Mills et al, 2004). Eine weitere Aktivierung der ADAMs durclOB kann diskutiert werden,
so wurde bereits mehrfach beschrieben, dass ROARIAK 17-abhangigeSheddingnduziert
(Zhanget al, 2001). Dies gilt vermutlich auch fir ADAM10 (Flseret al, 2004). Neben der
Aktivierung der ADAMs auf den Endothelzellen kanhedretisch auch das auf den
Leukozyten exprimierte ADAM10 zur Regulation deraiismigration beitragen, indem die
proteolytische Spaltung des VE-Cadherins durcdins-sheddingerfolgt. Dabei wird das VE-
Cadherin auf den Endothelzellen durch ADAM10 demukazyten gespalten. Iffrans-
shedding Experimenten konnte beobachtet werden, dass dasCadBerin ADAM10-
defizienter MEFs, die mit VE-Cadherin transfiziemid mit T-Zellen co-inkubiert wurden,
einer vollstandigen Proteolyse oder Degradatiorenayg, da weder das Volllangenprotein
noch das Spaltfragment nachweisbar waren. Deshadb keine Aussagen Uber dasans-
sheddingvon VE-Cadherin mdglich. Weiterhin besteht jeddaf Mdglichkeit, dass T-Zellen
Substanzen sezernieren, die die Aktivitdt von ADAMauf den Endothelzellen herauf-
regulieren. In Co-Kulturvierungsstudien konnten dies bereits beobachten. Hierbei wurden
T-Zellen einerseits indirekt mit HUVEC Zellen couviert, wobei die Zellen durch einen
0,4 um Filtereinsatz voneinander getrennt wurdesh amderseits T-Zellen direkt mit HUVEC
Zellen inkubiert. In beiden Fallen konnte eine Zuma& der Pro- und maturen Form von
ADAM10 beobachten werden. Die direkte Inkubatiom @eZellen mit den HUVEC Zellen
zeigte eine starkere Aktivierung von ADAM10 als thdirekte Co-Kultivierung. Die direkte
Bindung von Leukozyten an das Endothel bewirkt dechneine stéarkere Aktivierung der
Metalloproteinase. Dies kann moglicherweise durelzgptor-Ligand-Interaktionen oder aber
durch Aktivierung von Signaltransduktionskaskadarsgelost werden. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass die Expres&innPADAM10 beispielsweise auch durch
die Zytokine TNFe und IL-1a, die von T-Zellen sekretiert werden, heraufgesetzt
(Bouldayet al, 2001, Bandyopadhyast al, 2006).

4.5 Rolle der ADAMs bei der Angiogenese

Die Funktionen des Endothels sind vielfaltig. Nellen Rekrutierung und Transmigration der
Leukozyten oder auch der Regulation des Gefal3tdoush vasoaktive Substanzen spielen
auch die Angiogenese, die Neubildung von Blutgeia@ed die Migration der Endothelzellen

eine Rolle.

Trochon et al. konnten zeigen, dass die Inhibition der ADAMs diesis-abhangigdube

Formation und damit die Angiogenese reduziert (Trochenal, 1998). Demnach scheinen
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ADAMSs eine Funktion bei der Angiogenese zu habeer Binsatz von rekombinantem
ADAM10 konnte in dieser Arbeit keinen Effekt aufedAngiogenese bestatigen. Insofern
kénnten andere ADAMs in die Gefal3neubildung invativsein. So konnte ADAM17 bereits
als wichtiger Regulator verschiedener Schlisselsetwahrend der Angiogenese ausgemacht
werden. Derknockdownvon ADAM17 durch siRNA als auch die Inhibition vé&x\DAM17
zeigte eine Destabilisierung des kapillaren Netkegrauf dreidimensionalem Matrigel (Gdoz
et al, 2009). ADAMS8 spielt ebenfalls eine Rolle bei deroliferation und Migration von
Endothelzellen wahrend der Angiogenese (Mahoweeyl, 2009). ADAM15 ist mdglicher-
weise auch in der Angiogenese involviert (Komataal, 2005). ADAMs spielen demnach
eine wichtige Funktion wahrend der Angiogenese.

Trochonet al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Inhibition ABAMs dosis-abhangig die
Migration von HMEC-1 kuman dermaimicrovascularendothelialcells) unterbindet (Trochon
et al, 1998). Mit dem spezifischen ADAM10-Inhibitor kaenkein Unterschied bezulglich der
Migration von HUVECs im Vergleich zu Kontrollzellegezeigt werden. Eine mdgliche
Ursache konnte sein, dass es sich bei den HMEC-tikmovaskuldre Endothelzellen handelt,
die HUVECs aber makrovaskulare Endothelzellen dires Weiteren haben Trochenal. in
der Studie einen allgemeinen ADAM-Inhbitor verwendgohingegen unsere Versuche mit
dem spezifischen ADAM10-Inhibitor durchgefuhrt ward In Glioblastomzellen fordert das
ADAM10-vermittelte Sheddingvon N-Cadherin die Zellmigration (Kohuteit al, 2009).
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass in humavesangialzellen die spezifische
ADAM10-Inhibition durch siRNA zu einer Reduktion dgellmigration fuhrte (Schrammet
al., 2008). Auch die Inhibition von ADAM10 auf E-Cadire exprimierenden HaCaTs
(humane Keratinozyten) zeigte einen Einfluss awf Mligration (Maretzkyet al, 2005a).
Scheinbar hat ADAM10 keine Bedeutung bei der Migratvon HUVECs. Mdglicherweise
bedarf es noch anderer Metalloproteinasen, die Bieekalisation anderer Zelladhasions-
molekile bewirken und damit die Migration der HUVEErmdaglichen.

Interessanterweise zeigten die mit ADAM10-Inhibibmhandelten HUVECs im Vergleich zu
unbehandelten Zellen eine weitaus langere Lebepsddts ist zu vermuten, dass die
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Verbindung eine Wiige Rolle beim Uberleben der Zellen
spielt. So scheint das Verhindern der VE-Cadheratd®lyse durch Inhibition von ADAM10,
den Erhalt der VE-Cadherin-Verbindungen zu bewirked eine langere Lebensdauer nach
sich zu ziehen. Bisher konnte gezeigt werden, diessAssoziation von VE-Cadherin mit
VEGFR-2 entscheidend fur das Uberleben der Endogheh ist (Carmelie¢t al, 1999).
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4.6 Die Bedeutung von ADAM10 bei der Arterioskleros

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die klinische Behnz der proteolytischen Ektodomanen-
spaltung von VE-Cadherin. In einer Studie konntehaehtet werden, dass eine erhdhte
VE-Cadherin Freisetzung in epikardialen Arteriern karonarer Arteriosklerose assoziiert war
(Soeki et al, 2004). Dies konnte in eigenen Versuchen bestatgden. Dazu wurde das
Serum gesunder Patienten mit dem von Patientendder koronaren Herzkrankheit erkrankt
waren, verglichen. Hierbei konnte ebenfalls einndigant erhéhter Level an l6slichem
VE-Cadherin in den Patientenseren mit koronarezkiankheit gemessen werden. Demnach
scheint es einen wichtigen Zusammenhang zwischenCattherin Proteolyse und
Arteriosklerose zu geben. Zu Uberlegen ware, obHaesatz des ADAM10-Inhibitors zur
therapeutischen Behandlung bei einer Arterioskkesasnvoll ist. Bislang wurde ADAM10 als
Ziel fur Anti-Krebs-Therapien diskutiert (Mosst al, 2008). So suchen pharmazeutische
Unternehmen aktiv ADAM10-Inhibitoren fir die Behdmug von Krebserkrankungen bei
denen bekannt ist, dass ADAM10 die FreisetzungEleé8 Rezeptors bewirkt. Dabei wird
HER2/ErbB2 von der Zellmembran geschnitten, was mitwendiges Ereignis fur die
Proliferation von HER2 positiven Tumorzellen istgbset al, 2008). Weiterhin ist ADAM10
fahig die Prozessierung von Betacellulin zu verehtt Ein Inhibitor gegen ADAM10 kann
gegen EGFR/ErbB1 und HER4/ErbB4 Rezeptor positivendrzellen die Betacellulin-
abhangig sind eingesetzt werden (Messl, 2008). In einem anderen Fall ist ADAM10 die
Hauptquelle fir dasSheddingvon HERZ2. Die Inhibition von ADAM10 bietet einen
therapeutischen Ansatz fir die Behandlung von Rrabs und verschiedener weiterer
Krebsarten die eine HER2 SignalUbertragung aufweisei et al, 2006). ADAM10 weist fur
viele verschiedene Molekule die mit der Prolifesati Differenzierung, Adhasion und
Migration von Krebs eingehergehen eine Sekretasaditauf, darunter Notch, E-Cadherin,
CD44 und L1. ADAM10 stellt hierbei ein Schlisseleiall dar, bei dem durch spezifische
Inhibition, die pharmakologische Behandlung gegeabiserkrankungen moglich ist. Es bleibt
noch zu klaren, ob neben der Behandlung von Tumaeoh die Behandlung von
Arteriosklerose unter Verwendung eines ADAM10-Intals sinnvoll ware.

In einer weiteren Studie konnte VE-Cadherin als Kéar fir die Progression von
arteriosklerotischen Plaques ausgemacht werdercatotiden Plaques konnte eine starke
Expression von VE-Cadherin beobachtet werden, digounden war mit einer Plaque
Instabiltitat, hohen Dichte an Stenosen und klimst Ereignissen (Sigalat al, 2003).
Arteriosklerose und thrombotische Komplikationegtén auch verstarkt bei gesunden Frauen

postmenopausal auf. Im Rahmen einer Hormontherajikt die Gabe von Ostrogenen
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cardioprotektiv. Hierbei konnte beobachtet werdtass die Verabreichung von Ostrogenen zu
einer signifikanten Abnahme des I6sliches VE-Caitiseim Serum fuhrt (Christodoulakes

al., 2004). Eine Verringerung der VE-Cadherin Protselgcheint auch hier einen schitzenden
Effekt auf die Gefal3e auszutben.

Interessanterweise konnte auch beobachtet werdeiss dxidiertes LDL (oxLDL)
VE-Cadherin innerhalb der endothelialen Verbindumgerunterreguliert (Hashimotet al,
2007). Es ist bekannt, dass oxLDL die Initiation nvavionozyten wahrend der
transendothelialen Migration wahrend der Arteriestise fordert. Fir das oxLDL wurde
beschrieben, dass es einen breiten Effekt auf Zelér Vaskulatur ausibt. So fordert es die
Arteriogenese, indem Zelladh&sionsmolekile wie VCAMICAM-1 und MCP-1 auf den
Endothelzellen herunterreguliert werden (Kueteal, 1992, Kloucheet al, 1999, Merten®t

al., 2001). Fur arteriosklerotische Lasionarvivo wurde beschrieben, dass oxLDL vorrangig
subendothelial akkumuliert, mdglicherweise weil efativ geringes Level an Antioxidantien
in der subendothelialen Schicht im Vergleich zumsBia vorkommt (Dhaliwadt al, 1999).
Losliches VE-Cadherin ist ebenso involviert in diathogenese des ovariellen Hyper-
stimulationssyndroms und ist wahrscheinlich einidatbr der Corpus Luteum Funktion nach
ovarieller Hyperstimulation (Villansantet al, 2008). Ebenfalls ist im Serum von Patienten
mit multiplen Myelomen verstarkt l16sliches VE-Cadhevorzufinden (Wrobeét al, 2006).
Insgesamt zeigen die hier erhobenen Daten, dassMiDAein wichtiger Regulator fur die

Funktion des Endothels darstellt.

4.7 Ausblick

Um die Bedeutung des VE-CadheBheddingsam Endothel zu klaren, ware es wichtig noch
weitere Erkenntnisse zur Proteolyse von VE-Cadhetinerhalten. Interessant ware es zu
zeigen, obB-Catenin nach der Spaltung von VE-Cadherin die &gion von Zielgenen im
Zellkern reguliert. Um dies zu Uberprufen, konntanmHUVEC Zellen mit ADAM10 siRNA
bzw. Kontroll siRNA transfizieren und in Gegenwdrtw. Abwesenheit eines Stimulanz
inkubieren. Die Zelllysate sollten anschliel3end defen3-Catenin Zielgene hin wieyclin
D1, c-myc und c-jummiteinander verglichen werden. Ein Ausbleiben tiefuktion dieser
Zielgene bei den ADAM10 siRNA-transfizierten Zellesre dann ein Hinweis, dass durch das
Sheddingdes Adhasionsmolekils VE-CadhefirCatenin freigesetzt wird und in den Zellkern

transloziert.
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Ein weiteres Ziel kbnnte sein, der Frage nach dedeBtung der VE-Cadherin Proteolyse
wahrend der Arteriosklerose nachzugehen. So konradariosklerotische Gefalle mit
gesunden GefalRen im Hinblick auf die Expression uokilisation von VE-Cadherin und
ADAM10 miteinander verglichen werden.

Grundsatzlich bleibt auch zu klaren, welche phygjgchen Faktoren neben Thrombin noch
an der Aktivierung der VE-Cadherin Proteolyse Bgfeisind. In diesem Zusammenhang
konnten noch andere vasoaktive Substanzen, wiarlistoder Serotonin auf deren Einfluss
auf das VE-CadheriBheddinguntersucht werden.

Weiterhin ist noch offen, welche Stellung die VEdBarin Proteolyse wahrend der
Leukozytentransmigration einnimmt. Hier bleibt dieage zu klaren, ob Leukozyten wahrend
der Transmigration durch das Endothel VE-Cadhetrchl Trans-sheddingspalten oder ob
andere Mechanismen einen Verlust der VE-Cadherilkatgakte hervorrufen und damit die
Migration der Leukozyten Uber das Endothel ermbglic

Um letztendlich herauszufinden, ob die ADAM10-vetelte VE-Cadherin Proteolyse vivo
relevant ist, waren Untersuchungen am MausmodsVeih Einerseits konnte die Generierung
einer konditionalen ADAM10knockout Maus, bei der ADAM10 nur im Gefal3system
ausgeschaltet ist, generiert werden. An so einende/i@bnnte dann die Bedeutung von
ADAM10 auf die Ausbildung von Adhéarenzkontakten odech auf die Transmigration von
Leukozyten untersucht werden. Andererseits kénime €ransgene Maus untersucht werden,
die GefalRspezifisch z. B. durch einen VE-Cadherder Tie2-Promoter reguliert wird. Hieran
kénnte unter anderem die Gefal3permeabilitéat, abeln pathophysiologische Vorgéange, wie

Arteriosklerose, Krebs und Wundheilung analysiestden.
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5 Zusammenfassung

Das vaskulare endotheliale (VE)-Cadherin ist einhtiges Zelladhasionsmolekul, welches in
den Adhasionskontakten von Endothelzellen lokalisst. Es spielt eine wesentliche Rolle bei
der Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat ded endothelialen Permeabilitat, sowie bei
der Regulation der Leukozytentransmigration undAtegiogenese.

Eine erhOhte Freisetzung von loslichem VE-Cadhé&oannte im Zusammenhang mit der
Arteriosklerose beobachtet werden. Frilhere Dateytere dass die extrazellulare Domane von
VE-Cadherin von einer unbekannten Metalloproteinvadlerend der Apoptose freigesetzt wird.
In dieser Arbeit wurde die proteolytische Spaltwmyn VE-Cadherin in priméren Endothel-
zellen aus humaner Nabelschnur (HUVECS) in Intobsversuchen, Stimulationsversuchen
und RNA-Interferenz Experimenten untersucht.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Ektodonv@meVE-Cadherin spezifisch durch die
Disintegrin-ahnliche Metalloproteinase ADAM10 gekga wird. Durch dasheddingentsteht
eine l6sliche Ektodomane, welche in den extrazarl Raum freigesetzt wird und ein
C-terminales Fragment, welches in der Membran edrbl Dieses membrangebundene
C-terminale Fragment ist Substrat fir deiBekretase-Komplex und wird innerhalb der
transmembranen Domane proteolytisch prozessiert.

Die ADAM10-vermittelte Proteolyse von VE-Cadherirorinte durch C&-Einstrom und
Staurosporin Behandlung induziert werden. Dies eted@arauf hin, dass das ADAM10-
vermittelte Shedding von VE-Cadherin zu einem Auflosen der Adhasionsikie
beispielsweise wahrend der Aktivierung von Endaékn oder der Apoptose fuhrt. Die
Aktivierung oder Hemmung von Proteinkinase C zelgimen Einfluss auf die Prozessierung
von VE-Cadherin.

Eine erhbhte ADAM10 Expression fihrte zu einer Zuna der endothelialen Permeabilitat.
Zudem tragt ADAM10 zur Thrombin-induzierten Abnahrder endothelialen Zelladh&sion
bei. Der knockdown von ADAM10 in HUVECs sowie in T-Zellen durch siRNA
beeintrachtigte die Transmigration von T-Zellen.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass ADAM1@ealsr Regulator der vaskularen
Permeabilitat identifiziert werden konnte. Ebensmrite gezeigt werden, dass ADAM10 bei
der Regulation der VE-Cadherin-abhangigen endatleeli Zellkontakte und der trans-

endothelialen Migration von Leukozyten Uber dasdihel eine wesentliche Rolle spielt.
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S5 summary

The vascular endothelial (VE)-cadherin is an imgattcell adhesion molecule, which is
localized in the adherens junctions of endotheldlls. It plays an essential role in maintaining
vascular integrity and endothelial permeability, vasll as in the regulation of leukocyte
transmigration and angiogenesis.

An increased release of soluble VE-cadherin wagrks in the context of atherosclerosis.
Previous data showed that the extracellular doroBME-cadherin is released by an unknown
metalloproteinase during apoptosis.

In this study, the proteolytic cleavage of VE-catihevas investigated in primary endothelial
cells from human umbilical cord (HUVECSsS) by inhibit experiments, stimulation
experiments and RNA interference experiments.

It was shown that the ectodomain of VE-cadheridesved specifically by the disintegrin and
metalloproteinase ADAM10. The shedding resultshea generation of soluble ectodomain,
which is released into the extracellular spaceaugdrboxyl-terminal fragment, which remains
in the membrane. This membrane-bound carboxyl-temiragment is a substrate for the
y-secretase complex and is proteolytically procesg#dn the transmembrane domain.

The ADAM10-mediated proteolysis of VE-cadherin abwle induced by G influx and
staurosporine treatment. This suggests that the MDAmediated shedding of VE-cadherin
leads to a dissolution of adherens junctions, f@neple, during the activation of endothelial
cells or apoptosis. The activation or inhibition fotein kinase C had no effect on the
processing of VE-cadherin.

Increased expression of ADAM10 led to an increase@ndothelial permeability. Moreover
ADAM10 contributes to thrombin-induced decrease efdothelial cell adhesion. The
knockdown of ADAM10 in HUVECs as well as in T cellsy siRNA impaired the
transmigration of T cells.

In summary, these data show that ADAM10 could lemiidied as a novel regulator of vascular
permeability. In addition, it was shown that ADAMpGays an important role in the regulation
of VE-cadherin-dependent endothelial cell contaatd in the transendothelial migration of

leukocyte across the endothelium.
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