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ZUSAMMENFASSUNG

Die Protein Kinase C-Familie (PKC) ist eine der meistuntersuchten Gruppen von Serin/Threonin-
Kinasen der intrazellularen Signaltransduktion. Es konnte gezeigt werden, dass Isoenzyme der
PKC-Familie an vielen zellularen Prozessen beteiligt sind. Daher ist es erstaunlich, dass die
Generierung von PKC-defizienten Mausen in den meisten Fallen zu milden Phanotypen flhrt, die
im Fall einer urspringlich embryonalen Expression der PKC keine offensichtlichen entwicklungs-
biologischen Schaden aufweisen. Dieses Phanomen kénnte auf eine physiologisch-funktionelle
Redundanz der Isoenzyme zurlickzufiihren sein.

Zur Untersuchung einer mdglichen funktionellen Redundanz innerhalb der Familie der PKCs
wahrend der Embryogenese wurde nach Uberlappenden Expressionsdoménen verschiedener
PKC-Isoenzyme gesucht. In dieser Arbeit konnte fir PKCS und PKCe wahrend der
Embryogenese der Maus (berlappende Expressionsdomdnen in neuronalen und
kardiovaskularen Bereichen bestimmt werden. Die darauf folgende Generierung von PKCéo/e-
doppeldefizienten Mausen aus urspringlich vitalen Einzelmutanten bestéatigte die Hypothese,
dass PKC5 und PKCe funktionell redundant sind: PKC§"/PKCe”- und PKC§"/PKCe*"-Mause
sterben am Embryonaltag 10.5 aufgrund von drastischen Defekten des kardiovaskularen
GefaBsystems. Die detaillierte Charakterisierung des vaskularen Phanotyps zeigte, dass die
PKCé&/e-Doppeldefizienz zur funktionellen Beeintrachtigung der embryonalen Vaskulo- und
Angiogenese fihrt. Die GefaBlumen der in der Vaskulogenese entwickelten dorsalen Aorten und
Kardinalvenen sind drastisch verkleinert, die der wahrend der Angiogenese ausgebildeten
KranialgefaBe vergréBert. Uberdies kommt es wahrend der Angiogenese zu keiner
Differenzierung von periendothelialen Zellen zu vaskularen glatten Muskelzellen.

Die elektronenmikroskopische Analyse von PKCé&/e-doppeldefizienten GefaBen konnte auBerdem
zeigen, dass es zu grundlegenden Veranderungen der molekularen Struktur des Endothels
kommt: interzelluldre Kontakte zwischen den Endothelzellen weisen eine verminderte
Proteindichte auf, Fokalkontakte sind stark reduziert und interzellulare Kontakte zu
periendothelialen Zellen sind nicht vorhanden. Untersuchungen zur molekularen Grundlage der
vaskularen Defekte gaben Aufschluss Uber die durch die PKCd/e-Doppeldefizienz
beeintrachtigten Signaltransduktionwege. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass PKCd und PKCe
durch den vaskuldren Endothelwachstumsfaktor VEGF reguliert werden. AuBerdem wurde
nachgewiesen, dass in der PKCd&/e-Doppeldefizienz der durch VEGF regulierte Transkriptions-
faktor Ets-1 und die durch Ets-1 regulierten Faktoren Fli-1, Ang2, VE-Cadherin und N-Cadherin
vermindert exprimiert werden. Insbesondere die stark verminderte Expression der
Adhasionsproteine VE-Cadherin und N-Cadherin, die essentielle Funktionen in der Ausbildung
von interzellularen Kontakten besitzen, tragt entscheidend zur Veradnderung der molekularen
Struktur des PKCd&/e-doppeldefizienten Endothels bei.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse erstmalig fir die Familie der PKCs
einen Zusammenhang zwischen (berlappender Genexpression und funktionellem
Zusammenwirken einzelner Isoenzyme in der murinen Embryogenese. Es konnte gezeigt werden,
dass die genetische Deletion von PKCS und PKCe zu einer Beeintrachtigung des VEGF-
Signalweges flihrt. Dies resultiert letztendlich in einem generellen Defekt der embryonalen
GefaBentwicklung und fiihrt zum Tod des Tiers am Embryonaltag 10.5

Schlagwérter: PKC, Angiogenese, Vaskulogenese, Embryogenese, Ets-1, Fli-1, N-Cadherin,
VE-Cadherin, funktionelle Redundanz, VEGF, vaskularer Defekt



SUMMARY

The protein kinase C family (PKC) is one of the most extensively studied groups of
serine/threonine kinases in intracellular signal transduction. It has been shown that PKCs are
involved in many different cellular processes. Therefore, it is surprising that the generation of
PKC deficient mice results in almost all cases in mild phenotypes and in case of a native
embryonic expression of the PKC with no obvious defects in embryonic development. This
phenomenon can be attributed to the functional redundancy present within this family.

To study a putative functional redundancy within the PKC family during the embryonic
development we looked for overlaps in the expression of different PKC isoforms during embryonic
development. This work shows for PKCd and PKCe an overlapping expression pattern in
neuronal and vascular domains. The generation of PKCd/e double deficient mice from originally
viable single mutants confirmed the hypothesis that PKC® and PKCe are functionally redundant;
PKC&"/PKCe” and PKCS"/PKCe™ mice are lethal at embryonic day 10.5 due to defects in the
cardiovascular development. The detailed analysis of the cardiovascular phenotype revealed that
both vasculogenesis and angiogenesis are affected. The lumens of blood vessels originating from
the vasculogenesis process such as the dorsal aorta and cardinal veins are reduced and the
ones of angiogenesis origin such as the cranial vessels are dilated. In addition, no differentiation
of periendothelial cells to vascular smooth muscle cells takes place during angiogenesis.

Electron microscopy analysis of the PKC®&/¢e deficient vessels showed a severe malformation of
the molecular structure of the endothelium; adherence junctions between endothelial cells have a
reduced protein density, focal contacts are almost missing and the intercellular contacts to
periendothelial cells are absent. Defining the molecular basis of the cardiovascular defect
provided a deeper insight into the affected signal transduction pathway of the PKC&/¢ mutant. It is
now proved that vascular endothelial growth factor VEGF regulates the PKCd and the PKCe
activity. Consequently, the PKCd&/¢ deficiency leads to a diminished expression of the VEGF
downstream genes. The transcription- factor Ets-1 and some of its downstream genes such as
the Fli-1, Ang2, VE-cadherin and the N-cadherin are down regulated. In particular, the diminished
expression of the primary cell-cell adherence junction proteins VE-cadherin and N-cadherin in the
endothelial cells are responsible for the defect in the molecular structure of the endothelium

In summary, this is the first time that an overlap in the expression could be connected with a
functional interaction during embryonic development for members of the PKC family. It has been
shown that the deficiency of PKCd and PKCe results in an impairment of the VEGF signalling.
This leads to an overall defect in the embryonic vascular development and finally to embryonic
mortality at E10.5.

Keywords: PKC, angiogenesis, vasculogenesis, embryogenesis, Ets-1, Fli-1, N-cadherin, VE-
cadherin, functional redundancy, VEGF, vascular defect



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Protein Kinase C-Familie

Die Entwicklung und Aufrechterhaltung von multizellularem Leben erfordert eine Vielzahl
zellulédrer Prozesse, wie z.B. Migration, Proliferation, Differenzierung und Apoptose.
Hierzu muss die Einzelzelle in der Lage sein, auf extrazelluldre Signale mit der
Regulation ihrer Genexpression zu reagieren. Zu diesem Zweck existieren zwischen
Signal- und Transkriptionsmaschinerie Netzwerke, die eine spezifische und erfolgreiche
SignalUbertragung garantieren.

Liganden binden an die extrazellularen Anteile von membranstidndigen Rezeptoren.
Diese kénnen, selbst oder Uber Signaltibertrager, Effektoren aktivieren, entweder direkt
oder Uber Anderung der Verteilung der intrazellularen Konzentration von second
messengers. Diese Effektoren regulieren selbst oder Uber weitere Zielproteine die
Genexpression auf der Transkriptions- wie auf der Translationsebene.

Ein klassischer Signaltransduktionsweg wird durch die membranstédndigen Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK) vermittelt. Aktivierung der RTKs erfolgt durch Bindung des
jeweiligen Liganden, was zur Dimerisierung und nachfolgender Autophosphorylierung
fOhrt und somit die Anlagerung von SignalUbertragern wie u.a. der Phospholipase C
ermdglicht. Phospholipase C spaltet Phosphoinositid-4,5-bisphoshat in die als second
messenger wirkenden Spaltprodukte sn-1,2-Diacylglycerin (DAG) und 1,4,5-myo-
Inositoltriphosphat (IP3) (Schlessinger, 2000). IP3 stimuliert die Freisetzung von Ca*'-
lonen aus endogenen Speichern der Zelle, wahrend DAG direkt von Proteinen
gebunden wird. Ein Zielprotein dieser Second Messenger ist die zu den Serin-/Threonin-
Kinasen zahlende Protein Kinase C-Familie (PKC). Die meisten Isoenzyme dieser
Familie sind fUr ihre Aktivierung abhangig von Phosphatidylserin (PS), Diacylglycerin,
Ca®* und anderen Lipid second messengern (Newton, 2003).

Die PKCs bestehen aus einer N-terminalen regulatorischen und einer C-terminalen
katalytischen Region. In Abhangigkeit von ihrer Homologie und ihren Aktivatoren kann

man die aus zehn Isoenzymen bestehende Familie in drei Subfamilien einteilen.In die
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Abb.1.1. Die Protein Kinase C-Familie. In Abh&ngigkeit von ihrer Homologie und ihren
Aktivatoren kann man die aus zehn Isoenzymen bestehende Familie in drei Subfamilien
einteilen: die klassischen PKCs (cPKCs), die novel PKCs (nPKCs) und die atypischen PKCs
(aPKCs).

zuerst entdeckten klassischen PKCs (cPKCs), die novel PKCs (nPKCs) und die
atypischen PKCs (aPKCs). Zur Subfamilie der cPKCs, die Ca**, PS und DAG oder
Phorbolester zur Aktivierung bendtigen, gehéren die Isotypen a, Bl, BIl und y. Sie
enthalten eine C1(C1A/C1B)-, C2- und Kinase-Doméane. Die nPKCs bestehen aus den
Isoenzymen &, €, n und 6 und haben mit den von cPKCs vergleichbare C1-und Kinase-
Domaénen. Es fehlt ihnen jedoch die C2-homologe Doméne, wodurch sie in ihrer
Aktivierung unabhéngig von Ca®* sind. Eine C2-dhnliche Domé&ne in den nPKCs
vermittelt die Bindung von PS und besitzt auBerdem eine primare Funktion in der
Protein-Protein-Interaktion (Csukai, Chen et al., 1997). Zur Subfamilie der aPKCs zahlen
die Isoenzyme I/A und ¢, denen neben der C2-Doméne auch die Halfte der C1-Domaéane
fehlt. Sie bendtigen weder DAG und Phorbolester noch Ca®* sondern nur PS zur
Aktivierung (Dekker and Parker, 1994; Blobe, Stribling et al., 1996).

Die meisten der PKC-Gene resultieren in der Expression von nur einem Transkript. Fir
einige Isoenzyme gibt es jedoch zusétzliche SpleiBvarianten beziehungsweise
verschiedenartige Transkripte aufgrund von alternativen internen Promotoren. SpleiB3-
varianten sind fir die Isoenzyme PKCBI/PKCBII, fir PKCB/PKCSBIl, und fir
PKC3/PKCoII/PKCAIII beschrieben worden (Ono, Kurokawa et al., 1986; Ono, Kikkawa
et al., 1987; Ueyama, Ren et al., 2000; Niino, Irie et al., 2001; Sakurai, Onishi et al.,
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2001). PKCE wird hingegen aufgrund eines zweiten internen Promotors in zwei
verschiedenen Transkripten exprimiert, wobei eines davon spezifisch im Gehirn
vorkommt (Ueyama, Ren et al., 2000).

1.1.1 Regulierung
Die Regulierung der PKCs erfolgt durch verschiedene sequentielle Prozesse wie u.a.

Phosphorylierung, Pseudosubstrat-Freisetzung und intrazelluldre Translokation (Newton,
2003). Die Phosphorylierung der PKC ist essentiell fir eine vollstandige Entfaltung ihrer
enzymatischen Aktivitat. Wahrend dieses Prozesses werden drei verschiedene Serin-
oder Tyrosin-Aminosaurereste durch verschiedene Mechanismen phosphoryliert. Die
initiale Phosphorylierung der Aktivierungsschleife erfolgt durch die PKC-regulierende
Kinase PDK-1 (phosphoinositide-dependent protein kinase-1) (Dutil, Toker et al., 1998),
mit dem Resultat, dass es zu einer Autophosphorylierung des turn-Motivs kommt. Die
Notwendigkeit der turn-Motiv-Phosphorylierung besteht primér in der Entfaltung der
vollen enzymatischen Aktivitdt des Enzymes, aber zusatzlich wird angenommen, dass
eine weitere Funktion in der Generierung einer Bindungsstelle fir Proteine mit einer 14-
3-3-Domane besteht (Yaffe, Rittinger et al., 1997). Nach der Phosphorylierung des turn-
Motivs erfolgt die letzte der drei fir die Aktivitat notwendigen Phosphorylierungen, die
Autophosphorylierung des hydrophoben Motivs.

Anfénglich wurde angenommen, dass Kofaktoren ausschlieBlich fir die Enzymaktivitat
wichtig sind. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die Kofaktoren auch flr die
Membranbindung der PKC im aktivierten Zustand verantwortlich sind. Ferner konnte die
Funktion der C1- und C2-Domaéne in der intrazelluldren Lokalisation der PKCs naher
bestimmt werden. Die Anwesenheit von DAG resultiert in einer starken Erhéhung der
Affinitdt der PKCs zu der Membran. Dabei fihrt die Bindung von DAG mit der C1-
Domaéne zur Interaktion der PKCs mit Oberflachen, die Phosphatidylserin enthalten
(Newton, 2003). AuBerdem resultiert die Bindung von Ca®* an die cPKC-C2-Doméne zur
erhéhten Affinitdt der C2-Doméne nach PS (Newton, 2003). Letztendlich fihrt die
Bindung von PKC an die Membran zur Freisetzung der Pseudosubstrat-Region und zu
einer nun vollstandig aktivierten PKC.

Phorbolester sind potente Aktivatoren der PKC. Da sie wie DAG an die cysteinreichen
Regionen der Regulationsdoméne C1 binden, kénnen sie die PKC-Aktivierung und die
Wirkung von DAG nachahmen (Gschwendt, Leibersperger et al., 1991; Gschwendt,
Leibersperger et al., 1992) (Castagna, Takai et al., 1982). Sie werden jedoch sehr viel
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langsamer von der Zelle abgebaut und benétigen kein Ca®* zur Aktivierung (Ryves,
Evans et al., 1991)

1.1.2 Adapter- und Gerustproteine in der Regulierung von PKCs
Die biologische Funktion der PKCs héngt maBgeblich von ihrer korrekten Lokalisierung

innerhalb der Zelle ab. Dabei regulieren eine Vielzahl an Bindungspartnern diesen
Prozess durch ihre Funktion als Adapter- oder Gerustprotein (Mochly-Rosen, 1995;
Jaken and Parker, 2000). Die Interaktion der PKCs mit diesen Bindungspartnern fiihrt
dazu, dass die PKCs in der Zelle neu positioniert werden, so dass sie in rdumlicher
Nahe mit ihren Substraten gebracht werden, und/oder dass sie zu spezifischen
intrazellularen Kompartimenten transportiert werden.

Fir die PKCs wurden verschiedenartige Bindungspartnern beschrieben, die in
Abhéangigkeit von diversen Faktoren mit ihnen interagieren kénnen. Somit gibt es z.B.
Bindungspartner fir multiple oder spezifische PKCs. AuBerdem gibt es solche fiir nicht-
phosphorylierte und fiir aktive oder inaktive phosphorylierte PKCs (Newton, 2001).
Beispielswiese konnte fir das Anker-Protein CG-NAB gezeigt werden, dass es neu
synthetisiertes nicht-phosphoryliertes PKCe zum Golgi/Zentrosom-Komplex transportiert
(Takahashi, Mukai et al., 2000). Fur Proteine der AKAP-Familie von Gerust-Proteinen (a
kinase anchoring protein) konnte nachgewiesen werden, dass sie phosphorylierte aber
nicht-aktive PKCs in die raumliche Nahe von PKC-Substraten positionieren (Klauck,
Faux et al., 1996).

Racks (receptors for activated ¢ kinase) binden die aktive phosphorylierte Konformation
von PKCs und lokalisieren sie an spezifische zellulare Kompartimente (Schechtman and
Mochly-Rosen, 2001). Dabei weisen die verschiedenen Racks eine unterschiedliche
Bindungsspezifitdt zu PKC-Isoformen auf. Rack1 wurde z.B. urspriinglich als
Bindungspartner von PKCBII identifiziert (Ron and Mochly-Rosen, 1995). Inzwischen
konnte auBerdem die Bindung von PKC& und PKCe mit Rack-1 nachgewiesen werden
(Besson, Wilson et al., 2002; Rosdahl, Mourton et al., 2002).

STICKs (substrates that interact with ¢ kinase) binden inaktive, phosphorylierte PKCs.
Nachdem die Kinase durch weitere Faktoren aktiviert wurde, erfolgt die
Phosphorylierung und die damit verbundene Freisetzung der STICKs (Jaken, 1996).

Die PKC-Anker-Proteine iben verschiedene zellulare Funktionen aus, die eine positive
wie negative Regulierung von Signalwegen umfasst. Zum Beispiel flhrt die Bindung von
PKCE mit PAR-3 (partitioning defective protein 3) zur Aktivierung von Signalwegen, die
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in der embryonalen Polaritatsentwicklung entscheidend sind (Tabuse, Izumi et al., 1998).
Hingegen resultiert die Bindung von PKC¢ an PAR-4 (partitioning defective protein 4) in
einer Inaktivierung der PKC, was letztendlich zur Apoptose fiihrt (Diaz-Meco, Municio et
al., 1996).

Wie bereits erwahnt, besteht die hauptsachliche Funktion der Adapter- und
GerUstproteine in der Translokation/Lokalisierung der PKCs zu spezifischen
subzellularen Kompartimenten. Die Wichtigkeit dieser spezifischen
Translokation/Lokalisierung zeigt sich bei der Interaktion des GerUstproteines Pericentrin
mit PKCBII (Chen, Purohit et al., 2004). Durch die Interaktion mit Pericentrin wird PKCII
an Zentrosomen verankert. Dabei bindet Pericentrin mit den Aminosaureresten 454-593
die C1A-Doméane von PKCpBIl. Die Unterbrechung dieser Interaktion flhrt zur
Freisetzung von PKCpIl von den Zentrosomen und resultiert letztendlich in der
Desorganisation der Mikrotubuli, in einer funktionellen Beeintrachtigung des Spindel-
apparates und in einer Bildung einer Aneuploidie (Chen, Purohit et al., 2004).

1.1.3 Allgemeine Funktion der PKC in der Maus
Genetische Studien in der Maus belegen, dass bestimmte PKC-Isoformen essentiell fir

viele zellulare Funktionen sind. So konnten z.B. fir die folgenden murinen PKC-
Mutanten verschiedenartige in vivo-Funktionen nachgewiesen werden: PKCy besitzt
eine wichtige Rolle in der synaptischen Plastizitat (Abeliovich, Chen et al., 19983;
Abeliovich, Paylor et al., 1993); PKCBI und PKCBIlI sind wichtige Mediatoren der
humoralen Immunantwort (Leitges, Schmedt et al., 1996); PKCe ist in der
Schmerzempfindung involviert (Khasar, Lin et al., 1999); PKCC reguliert die B-Zell-
Antwort (Martin, Duran et al., 2002); PKC® hat Einfluss auf die B-Zell-Toleranz
(Mecklenbrauker, Saijo et al., 2002; Miyamoto, Nakayama et al., 2002) und PKCa ist im
Insulinsignalweg beteiligt (Leitges, Plomann et al, 2002). Basierend auf der
Beobachtung, dass die meisten Isoformen ein sehr ausgedehntes Expressionsmuster
besitzen, wird vermutet, dass die untersuchten PKC-Knockout Ph&notypen jeweils nur
einen Teil der Isoform- spezifischen PKC-Funktionen beschreiben. Deshalb kann
vermutet werden, dass die Isoenzyme eine funktionelle Redundanz in Bereichen der
Uberlappenden Expression austiben (Parker and Murray-Rust, 2004).
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1.1.3.1 Die Protein Kinasen PKC3 und PKCe

PKC® und PKCe gehdren zu den novel PKCs, sind demnach Kalzium-unabhangige aber
Phorbolester/Diacylglycerol-sensitive Serin-/Threonin-Kinasen. Beide Isoenzyme sind an
einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt (Akita, 2002; Kikkawa, Matsuzaki et al., 2002),
wie u.a. in immunologischen (Castrillo, Pennington et al., 2001; Leitges, Gimborn et al.,
2002; Mecklenbrauker, Saijo et al., 2002), und in Bereichen, die Interaktionen mit
Zytoskelett-Komponenten voraussetzen (Keenan and Kelleher, 1998; Ivaska, Whelan et
al., 2002).

Die Generierung von PKC®- (Leitges, Elis et al., 2001; Miyamoto, Nakayama et al., 2002)
und PKCe-defizienten Mausen (Castrillo, Pennington et al., 2001) konnte ihre essentielle
Funktion im Immunsystem bestatigen. PKCd-defiziente Mduse sind lebensféhig und
bedingt fertil und zeigen mindesten zwei verschiedene immunologische Defekte. Erstens
verringert die PKC&-Defizienz die Entwicklung von der B-Zell-Toleranz, was letztendlich
zur Differenzierung von selbst-reaktiven B-Zellen fihrt (Mecklenbrauker, Saijo et al.,
2002). Zweitens konnte mittels PKC3"-Mausen gezeigt werden, dass PKC3 ein
negativer Regulator in der Antigen-induzierten Mastzell-Degranulation ist (Leitges,
Gimborn et al., 2002). PKCe”-Mause sind ebenfalls lebensfahig und bedingt fertil, soweit
die Fertilitdt nicht durch die Uberdurchschnittlich hohe Rate an Gebarmutterinfektionen
beeintrachtigt wird (Castrillo, Pennington et al., 2001). Die Makrophagenaktivierung und
die Abwehr gegen bakterielle Infektionen sind in der PKCe-Defizienz beeintrachtigt, was
auf eine drastische Reduktion der Generierung von NO (nitric oxide), TNF-a ( tumor
necorsis factor alpha ) und Interleukin (IL)-1B sowie auf eine Defizienz in der Induktion
von NOS-2 ( nitric oxide synthase 2) zurlckgefuhrt werden konnte (Castrillo, Pennington
et al., 2001).

Studien zur kardiovaskuldren Funktion von PKC&/e zeigten, dass beide Isoformen
spezielle Aufgaben in Kardiomyozyten ausliben (Chen, Hahn et al., 2001; Rybin, Sabri
et al., 2003), die teilweise Uber eine Kreuzregulierung der PKCs stattfinden (Rybin, Sabri
et al., 2003). Dabei wird davon ausgegangen, dass sich PKC® und PKCe reziprok
innerhalb des hydrophoben sowie des turn-Motives phosphorylieren.
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1.2 Generelle embryonale vaskulare Entwicklung

1.2.1 Embryonaler Prozess der vaskuldren Entwicklung
Das kardiovaskulare System ist das erste funktionelle Organsystem des Wirbeltier-

Embryos. Seine Entstehung erfolgt Gber zwei unterschiedliche Mechanismen (Flamme,
Frolich et al., 1997). Der erste ist unabhangig von physiologischen Bedirfnissen der
Gewebe, genetisch determiniert und damit in gewisser Weise autonom. So wird noch
vor Beginn der embryonalen Blutzirkulation ein GefaBsystem angelegt, indem sich
BlutgefaBe aus Endothelzellen bilden, die sich von mesodermalen Vorlauferzellen, den
Angioblasten, ableiten. Dieser Vorgang wird als Vaskulogenese bezeichnet (Risau and
Flamme, 1995). Beim zweiten Mechanismus, der Angiogenese, entstehen neue
BlutgefdBe u.a. durch Aussprossung aus bereits existierenden GefaBen. Dabei
reagieren die differenzierten Endothelzellen Uber spezifisch aktivierte Gene und
Oberflachenrezeptoren auf Umwelteinflisse oder parakrine Stimuli, indem sie
proliferieren, migrieren, reifen oder absterben. Auf diese Weise ist es dem mit Sauerstoff
oder Nahrstoffen unterversorgten oder proliferierenden Gewebe mdéglich, den
Endothelzellen seine Bedlrfnisse zu signalisieren, damit diese neue GeféaBe ausbilden
kénnen (Risau, 1997). Die grundlegende Struktur des fertig ausgebildeten GefaBes
besteht aus: (1) einer inneren Schicht aus flachen Endothelzellen verbunden mit einer
Basalmembran, die Tunica intima; (2) einer intermediaren Muskelschicht, die Tunica
media, bestehend aus vaskuldren glatten Muskelzellen (vSMC); (3) einer &uBeren
Schicht aus Bindegewebe, die Tunica adventitia. Die Tunica media ist in kleineren
GeféBen in ihrer Starke reduziert und fehlt in Kapillaren véllig. In dem vaskuléren
Kapillarsystem tbernehmen sog. Perizyten die Funktion der vSMCs, im lymphatischen
System sind sie jedoch ebenfalls nicht vorhanden (Wilting, Christ et al., 2003).

1.2.1.1 Vaskulogenese

Der embryonale Prozess der Vaskulogenese (Risau, Sariola et al., 1988; Poole and
Coffin, 1989; Risau and Flamme, 1995) beginnt im Dottersack, also im
extraembryonalen Gewebe, um E6.5 (Embryonaltag 6.5). Dort entstehen aus den
gemeinsamen Vorlauferzellen der Endothel- und hamatopoetischen-Abstammungslinie,
den Hamangioblasten (D'Amore, 2000), die sog. Blutinseln. Diese setzen sich aus zwei
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Abb.1.2. Die allgemeine Struktur eines BlutgeféaBes.
Sie besteht hauptsachlich aus 3 Schichten: (1) einer
inneren  Schicht aus flachen Endothelzellen
verbunden mit einer Basalmembran, die Tunica
intima; (2) einer intermedidaren Muskelschicht, die
Tunica media, bestehend aus vaskuldren glatten
Muskelzellen (vSMC); (3) einer &uBere Schicht aus
Bindegewebe, die Tunica adventitia. Die Abbildung
ist adaptiert von Blue Histology (School of Anatomy
and Human Biology - The University-of-Western-

Australia).

Basalmembran
Tunica media

verschiedenen Zelltypen zusammen: in der Peripherie gelegene, abgeflachte
Angioblasten umschlieBen in ihrem Inneren abgerundete hamatopoetische
Vorlauferzellen. Angioblasten wandern aus den endothelialen Hullen benachbarter
Blutinseln aus und nehmen Kontakt miteinander auf. So entsteht ein Netz aus
Angioblastenstrangen, deren Lumen in die Lichtungen der Blutinseln miinden, und damit
einen primaren GefaBplexus ausbilden.

Im Embryo selbst sind die Angioblasten in verschiedenen mesodermalen Strukturen
prasent. Kurz nach dem Auftreten von Angioblasten im Dottersack befinden sich
intraembryonale Angioblasten in enger Verbindung zum Endoderm an den lateralen
Kanten der anterioren Intestinaléffnung und ventral zu den Somiten (Wilting, Christ et al.,
2003). Diese Angioblasten bilden dann das Primordium der paarigen Dorsalaorten
entlang der lateralen Kanten der Somiten um E7.2 (Drake and Fleming, 2000). Die
Entsehung anderer PrimargefaBe, wie der Kardinalvenen, l|auft in vergleichbaren
Schemata ab. Ferner ist festzustellen, dass die GefaBe des primaren vaskuldren
Systems ausschlieBlich aus Endothelzellen bestehen und zu diesem Zeitpunkt noch
nicht mechanischen Kraften ausgesetzt sind. Dies beginnt erst mit der Fertigstellung des
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Kardinalvenen o\ Aorta Intersegmentalarterien

Blutinseln

Vaskulogenese

Chorion

um E8.0

Abb.1.3. Schematische Darstellung der embryonalen GefaBentwicklung. Wahrend der
Vaskulogenese werden die PrimargefaBe gebildet. Um E.8.0-E8.5 ist der primare vaskulare
Plexus fertig ausgebildet. Der Prozess der Angiogenese umfasst die Neu- und Umgestalltung
des primaren GefaBsystems. Dabei wird ein hoch-differenziertes und heterogenes
GeféBsystem ausgebildet. Die Abbildungen ist adaptiert von (Dzierzak, Medvinsky et al.,
1998).

sich entwickelnden Herzens (Wilting, Christ et al., 2003). Letztendlich ist der priméare
vaskulare Plexus um E8.0-E8.5 vollstandig entwickelt (Drake and Fleming, 2000).

1.2.1.2 Angiogenese

Nach der Ausbildung des primaren vaskuldren Plexus um E8.5, erfolgt die weitere
Entwicklung des GeféBsystems durch einen Prozess der kollektiv als Angiogenese
bezeichnet wird. Urspriinglich wurde dieser Begriff verwendet, um das Aussprossen von
neuen BlutgefaBen aus bereits bestehenden zu beschreiben. Heute umschreibt er im
weiteren Sinne das Wachstum und die Neugestaltung des primaren GefaBsystems und
schlieBt Mechanismen wie u.a. Sprossung und Aufsplitterung von bestehenden GeféaBen,
sowie die Verschmelzung und die VergréBerung von GefaBen ein (Risau, 1997). Das
angiogene Sprossen kann in sequentielle Schritte unterteilt werden (Wilting, Christ et al.,
2003): Die Endothelzellen an der Spitze eines Sprosses bilden eine Vielzahl an langen
Filamenten. Diese kommen in Kontakt mit benachbarten Endothelzellen, dabei werden
einige dieser Kontakte zu Kapillarb6gen umgestaltet. SprieBende Angiogenese findet
sowohl im Dottersack als auch im Embryo selber besonders wéahrend der
Vaskularisierung der Neuralréhre statt (Risau, 1997). Wachstum durch Intussuszeption
(Ausstllpung/Invagination) wurde in verschiedenen Bereichen des vaskularen Systems
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beobachtet und kann in drei Mechanismen unterteilt werden: intussuzeptives
Mikrovaskulatur-Wachstum (IMG), intussuzeptive Verzweigungs-Umgestaltung (IBR)
und die intussuzeptive Verzweigung (IAR). Grundsatzlich werden bei der
Intussuszeption bereits existierende GefédBe gespalten, indem sich Einstllpungen
extrazellularer Matrix bilden, die das GefaBlumen unterteilen (Djonov, Schmid et al.,
2000; Djonov, Galli et al., 2000; Wilting, Christ et al., 2003). Angiogene Neugestaltung
durch Verschmelzung und VergréBerung resultiert in GefaBen mit vergrdBertem Lumen
und Lange. Bei diesen Prozess kénnen z.B. zwei GefédBe fusionieren, um ein gréBeres
zu bilden, so wie es bei der Fusion der paarigen dorsalen Aorten zu beobachten ist
(Wilting, Christ et al., 2003). Zusatzlich zu den hier bereits beschriebenen Mechanismen
der Angiogenese, sind weitere zellulare Prozesse in der Neugestaltung des priméaren
vaskularen Plexus beteiligt, wie z.B. die Apoptose, auf die hier nicht weiter eingegangen
wird (Wilting, Christ et al., 2003).

1.3 Klassische Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren in der
vaskularen Entwicklung

Die Entwicklung des embryonalen GeféBsystems erfordert das koordinierte Zusammen-
wirken von Signalkaskaden, die an diversen zelluldren Prozessen beteiligt sind, wie u.a.
an der Proliferation, Migration, Differenzierung oder Apoptose. Aufgrund dieser Vielzahl
an involvierten zelluldren Funktionen konnte fir etliche Proteine eine direkte oder auch
indirekte Beteiligung an der GeféBentwicklung beschrieben werden (Rossant and
Howard, 2002). Fir bestimmte Rezeptorfamilien, die hauptséachliche zur Klasse der
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gehdren, konnte eine zentrale koordinierende Funktion in
dem Prozess der Vaskulo- und Angiogenese zugeschriecben werden. Dazu gehdren
Mitglieder der VEGF/VEGFR, FGF/FGFR-, Notch/Delta- und Ephrin/Eph-
Rezeptor/Liganden-Paare. In den folgenden Abschnitten soll die spezielle Funktion
dieser Paare in der Vaskulo- und Angiogenese aufgezeigt werden.
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Abb.1.4. Die wesentlichen Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren der Vaskulo- und
Angiogenese. Die VEGF/VEGFR-, FGF/FGFR-, Notch/Delta-, VEGF/NP-, Ang/Tie- und
Ephrin/Eph-Rezeptor/Liganden-Paare sind die zentralen Wachstumsfaktoren und Rezeptoren
die den Prozess der GefaBentwicklung regulieren. Fir eine detailiertere Beschreibung siehe
Text.

1.3.1 VEGF/VEGFR

Die vascular endothelial growth factors (VEGFs) sind eine Gruppe von homodimeren
Glykoproteinen mit essentiellen Funktionen in verschiedenen Aspekten der Vaskulo- und
Angiogenese. Vier VEGF-Gene (A-D) und der VEGF verwandte placenta growth factor
(PIGF) wurden bisher im Menschen und in der Maus identifiziert (Petrova, Makinen et
al., 1999). Des Weiteren fiihrt alternatives SpleiBen zu einer weit héheren Anzahl an
exprimierten Isoformen. Das murine VEGF-A-Gen produziert z.B. vier verschiedene
Isoformen mit einer Lange von jeweils 121, 165, 188 und 206 Aminosauren (Cross,
Dixelius et al., 2003). Von denen sind die VEGFi;- und VEGFes-Isoformen die
vorherrschend exprimierten, wobei VEGF:e das starkere Mitogen ist. Ferner
unterscheiden sich die VEGF-Isoformen in ihrer Fahigkeit mit Heparan-Sulfat-
Proteoglykanen zu interagieren: die gréBten VEGF-Isoformen kdnnen Heparin binden
und assoziieren mit der extrazelluldren Matrix, wohingegen die kleinste Isoform VEGF5
frei diffundieren kann (Robinson and Stringer, 2001) Es wurde gezeigt, dass VEGF-
Liganden hauptsachlich an drei Rezeptoren binden: VEGFR-1/FIt1, VEGFR-2/FIk1 und
VEGFR-3/FIt4 (Neufeld, Cohen et al., 1999). Hinzukommen die erst kirzlich
identifizierten VEGF-Rezeptoren Neuropilin1 und Neuropilin2 (NP1 und NP2). Dabei
entstehen folgende Ligand/Rezeptor-Konstellationen; VEGFR-1 bindet VEGF-A, -B und
PIGF, VEGFR-2 bindet VEGF-A, -C und —D und VEGFR-3 bindet nur VEGF-C. Np1 und
NP2 binden VEGF-Aes und PIGF, die Interaktion mit den anderen VEGFs ist noch nicht
bekannt (Neufeld, Kessler et al., 2002). Bindung von VEGF an VEGFR1-3 induziert
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deren Homodimerisierung und somit die darauf folgende Autophosphorylierung, was
letztendlich zur Initiierung von VEGF- abhéangigen Signalkaskaden fuhrt.
Knockout-Analysen haben einen tieferen Einblick in die Funktion des VEGF/VEGFR
erm@glicht. Zum Beispiel sterben Embryonen, die defizient fir den VEGFR-2 sind, um
E9.0 ohne jegliche Entwicklung von vaskularen- oder hdmatopoetischen Zellen (Shalaby,
Rossant et al., 1995). Der Verlust dieser beiden Zelllinien wirde auf eine Funktion von
VEGFR-2 in der gemeinsamen Vorlduferzelle, den Ha&mangioblasten, hindeuten.
Chiméaranalysen und Studien an VEGFR-2-defizienten ES-Zellen konnten jedoch
Uberzeugend darlegen, dass trotz VEGFR-2-Defizienz Hamatopoese stattfinden kann.
Somit ist die endgultige Funktion in der Himangioblast-Differenzierung weiterhin unklar
(Shalaby, Ho et al., 1997; Hidaka, Stanford et al., 1999). Fir die erst kirzlich
charakterisierten neuen VEGF-Rezeptoren Np1 und Np2 wurde ebenfalls eine
essentielle Funktion in der Vaskulogenese attestiert. Np1/Np2-doppeldefiziente
Embryonen sterben um EB8.5 aufgrund des vélligen Fehlens eines GefaBsystems
(Takashima, Kitakaze et al., 2002).

Die Null-Mutation des Liganden VEGF-A fihrt ebenso zur frihen Sterblichkeit.
Interessanterweise ist VEGF-A haploinsuffizient, das heiBt, dass auch die heterozygoten
Embryonen mit Reduktion in GeféaBgréBe und Durchmesser um E10.5-E11.5 sterben
(Carmeliet, Ferreira et al., 1996). Homozygote Embryonen wurden durch die
Aggregation von homozygoten mutanten ES-Zellen mit tetraploiden Wildtypzellen
produziert. Diese Embryonen zeigten einen noch schwereren Phanotyp, vergleichbar
aber nicht so ausgepragt wie der vom VEGFR-2-Knockout (Carmeliet, Ferreira et al.,
1996). Im Gegensatz zur VEGFR-2- und Np1/Np2-Defizienz, bilden VEGFR-1-defiziente
Embryonen ein GefaBsystem aus, welches jedoch desorganisiert ist und eine verénderte
GefaBstruktur aufweist (Fong, Rossant et al., 1995). Diese Veranderung fihrt dennoch
zur embryonalen Sterblichkeit in der frihen Entwicklung. Der VEGFR-2- und N1/Np2-
Knockout bilden keine Endothelzellen aus, wohingegen der VEGFR-1-Knockout eine
vermehrte Anzahl an Endothelzellen besitzt. Dieses Phanomen flhrte zu der
Schlussfolgerung, dass VEGFR-2 als Negativregulator im VEGF-A-System agiert (Fong,
Zhang et al., 1999; Rossant und Howard, 2002). VEGFR-3 wurde urspringlich als
lymphatisch-spezifischer Rezeptor betrachtet, und obwohl VEGF-C auch mit geringerer
Affinitdt VEGFR-2 binden kann, wurde VEGF-C als lymphatischer Wachstumsfaktor
angesehen ((Dumont, Jussila et al., 1998). Gezielte Mutation von VEGFR-3 fiihrte
jedoch zur embryonalen Sterblichkeit um E9.5, Vaskulo- und Angiogenese fanden statt,
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aber groBere GefaBe waren abnormal organisiert und hatten einen generellen Defekt
des GefaBlumens (Dumont, Jussila et al., 1998). Zusammenfassend hat VEGFR-3 eine
bedeutungsvolle Funktion in der Entwicklung des embryonalen kardiovaskuléren
Systems, bevor lymphatische GefaBe im Embryo auftreten.

Die Signaltransduktion von VEGFRs verlauft im Allgemeinen (ber die klassischen
Signalmolekiile, die auch von anderen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen genutzt werden (Cross,
Dixelius et al., 2003). Fir eine Anzahl von Proteinen konnte gezeigt werden, dass sie mit
ihrer Src-Homologiedomane-2 (SH2) an spezifische autophosphorylierte Tyrosinreste
von VEGFR-2 binden: Tyr951 bildet z.B. eine Bindungsstelle fir das VEGF-assoziierte-
Protein (VRAP) (Wu, Mayo et al., 2000) und Tyr1175 kreiert eine Bindungsstelle fir Sck
(Warner, Lopez-Dee et al., 2000) und PLC-y (Phospholipase C-y) (Takahashi,
Yamaguchi et al, 2001). Fur VEGFR-2 konnte u.a. gezeigt werden, dass die
extrazellular-regulierten Kinasen 1/2 (Erk1/2) in der VEGF-A-induzierten Proliferation
und die Mitogen-aktivierte Protein-Kinase p38 (p38) in der VEGF-A-abhéngigen
Zellmigration involviert sind (Cross, Dixelius et al., 2003). Ferner wird Raf im VEGF-Raf-
MEK-MAPK-DNA-Synthese-Signalweg durch ein PKC-abh&ngigen Mechanismus
aktiviert (Takahashi, Ueno et al., 1999). PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase), Protein-
Kinase B (Akt/PKB) und das kleine GTP-bindende Protein Rac wurden ebenfalls als
Komponenten des VEGFR-2-Signalweges nachgewiesen (Cross, Dixelius et al., 2003).
Die Signaltransduktions-Kapazitdt von VEGFR-2 ist stark beeinflusst durch den
Adhasionsstatus der Endothelzelle. Vaskulares endotheliales Cadherin (VE-Cadherin/
Cadherin-5) ist ein endothelspezifisches adherence junctions-Molekll, welches mit
VEGFR-2 einen teilweise identischen Signalweg hat (Cross, Dixelius et al., 2003). Der
VE-Cadherin/VEGFR-2-Signalweg beinhaltet B-Catenin, welches VEGF-A-abhangig
phosphoryliert und zum Kern transloziert wird. Nukleéres 3-Catenin bindet an den T-Zell-
Faktor oder an den nahe verwandten lymphoid-verstarkenden Faktor (TCF/Lef), und
wirkt dadurch regulierend auf die Expression von in der Angiogenese implizierten Genen
(Henderson and Fagotto, 2002).

1.3.2 Tie/Ang
Trotz der dominierenden Stellung von VEGF in der vaskuldren Entwicklung werden

zusatzliche Faktoren benétigt, damit der Embryo ein funktionelles kardiovaskulares
System entwickeln kann. Die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie1/Tie2 und ihre Liganden
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Angiopoietin1-4 (Ang1-4) bilden ein weiteres Rezeptor/Liganden-System, das wesentlich
in der Angiogenese involviert ist (Yancopoulos, Davis et al., 2000).

Die Angiopoietine1-4 binden exklusiv an Tie2, eine Interaktion mit Tie1 konnte bisher
unter den getesteten Bedingungen und mit den verwendeten Modellsystemen nicht
nachgewiesen werden (Thurston, 2003). Es wurde gezeit, dass Ang3 ein Antagonist und
Ang4 ein Agonist von Tie2 ist. Detaillierte Studien Uber die tatsachliche in vivo-Funktion
dieser beiden Angiopoietine sind jedoch noch nicht publiziert (Yancopoulos, Davis et al.,
2000).

FOr Ang1 sowie fir Ang2 konnte gezeigt werden, dass sie die Phosphorylierung von
Tie2 induzieren kdnnen (Thurston, 2003). Es gibt jedoch Indizien, die zeigen, dass Ang2
in vivo antagonistisch auf Tie2 wirken kann, und potent in der Lage ist, die Ang1-
induzierte Tie2-Phosphorylierung zu inhibieren (Maisonpierre, Suri et al., 1997).
Ang1-defiziente Mause haben einen mit Tie2-defizienten Mausen vergleichbaren
Phanotyp. Der Knockout von Ang1 resultiert in einer embryonalen Sterblichkeit um
E12.5 aufgrund von Defekten in der Herz- und GeféBentwicklung (Suri, Jones et al.,
1996). Der vaskulare Defekt duBert sich in einer geringeren hierarchischen Organisation
des GefaBsystems. Ferner konnte mittels Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass
die Endothelzellen der Ang1-defizienten Mause nur rudimentéar mit der Basalmembran
und den perivaskukaren Zellen assoziiert sind (Suri, Jones et al., 1996).

Ang2-Defizienz fihrt zu einem weniger stark ausgepragten kardiovaskuldren Phanotyp.
Die Ang2-Knockouts werden relativ normal geboren, sterben aber am postnatalen Tag
14 (P14) an kardiovaskularen und lymphatischen Defekten (Gale, Thurston et al., 2002).
Somit kann Ang2 eine eher postnatale Funktion in der Angiogenese zugewiesen werden.
Um néheren Aufschluss Uber die unterschiedlichen Funktionen von Ang1 und Ang2 zu
erlangen, wurden Mause generiert, bei denen Ang2 durch Ang1 substituiert ist (Gale,
Thurston et al., 2002). Die Analyse zeigte, das Ang2 im lymphatischen System als Tie2-
Agonist agiert (Ang1-rescue), aber in der Retina-Vaskulatur als Antagonist fungiert (kein
Ang1-rescue vorhanden). Zusammenfassend bedarf es noch weiterer Studien, um den
Ang1/Ang2-Signalweg vollkommen verstehen zu kdnnen (Thurston, 2003).

Tie1- und Tie2-Knockouts sind embryonal letal, dabei fihrt die Tie2-Defizienz zu einem
embryonalen Tod um E10.5, welcher mit Herzfehlern, Hamorrhagie und diversen
vaskularen Defekten assoziiert ist (Dumont, Gradwohl et al., 1994; Sato, Tozawa et al.,
1995). Bis E13.0 zeigt der Tie1-Knockout keine Anzeichen eines vaskuldaren Defekts,
kurz darauf entwickelt der Embryo jedoch Odeme, lokale Hamorrhagie und geplatzte
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MikrogefaBe. Dieses fuhrt schlieBlich zum embryonalen Tod zwischen E13.5 und E18.5
(Puri, Rossant et al., 1995; Sato, Tozawa et al., 1995). Zu bemerken ist, dass in beiden
Tie-defizienten Mausen die groBen PrimargefaBe gebildet werden, so dass die priméaren
Funktionen der Tie-Rezeptoren in der Angiogenese und der Herzentwicklung liegen
(Thurston, 2003).

Die Signaltransduktionswege, die nach Tie2-Aktivierung ausgeldst werden, basieren auf
Proteinen mit klassischen SH2 oder phosphotyrosinbindenden Domé&nen (PTP). Far
zwei Proteine mit SH2-Domanen konnte in vitro eine Bindung an aktiviertes Tie2 gezeigt
werden: fir das wachstumsfaktorbindende Protein 2 (GRB2) und fir die SH2-Tyrosin-
Phosphatase 2 (SH-PTP2) (Huang, Turck et al., 1995). Vorherige Experimente legten
dar, dass GRB2 und SH-PTP2 in Signalkaskaden involviert sind, die Zellwachstum und
Zelldifferenzierung regulieren (Neel, 1993; Feng und Pawson, 1994).

Das Adaptermolekil Dok-R bindet mit einer PTB-Doméne an phosphoryliertes Tie2
(Jones und Dumont, 1998). Nach der Bindung wird Dok-R durch Tie2 phoshoryliert, was
die Bindung an das Ras-GTPase-aktivierende Protein (rasGAP) und das Adapterprotein
NCK ermdglicht (Rockow, Tang et al., 1996). NCK wird mit Zellmigration und
Proliferation in Verbindung gebracht (Rockow, Tang et al., 1996), wohingegen fir
rasGAP eine wichtige Funktion in der kardiovaskuldaren Entwicklung nachgewiesen
werden konnte (Henkemeyer, Rossi et al., 1995).

1.3.3 EphB/EphrinB

Die Eph-Rezeptoren umfassen die groBte Familie von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und
sind zusammen mit ihren Transmembranliganden, den Ephrinen, in zwei Untergruppen
unterteilt (Xu und Wilkinson, 1997; Flanagan und Vanderhaeghen, 1998): Ephrin-As sind
mit einem Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) in der Membran verankert;
Ephrin-Bs haben eine konservierte intrazelluldre Domane (Davis, Gale et al., 1994).
EphA-Rezeptoren binden mit wenigen Ausnahmen an Ephrin-As und EphB-Rezeptoren
an Ephrin-Bs. Die Ephrin-Bs kdénnen im Gegensatz zu den Ephrin-As Uber ihre
intrazellularen Doméanen Signale weiterleiten (Gale, Holland et al., 1996; Henkemeyer,
Orioli et al., 1996), was eine bidirektionale Signaltransduktion ermdéglicht (Holland, Gale
et al., 1996).

Urspriinglich wurden die Ephrine ausschlieBlich mit der axon guidance und der
boundary maintenance im zentralen Nervensystem (ZNS) in Zusammenhang gebracht
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(Rossant and Howard, 2002), ihre Funktion in der vaskularen Entwicklung wurde erst in
den letzen Jahren durch verschiedene Arbeiten gewirdigt (Augustin and Reiss, 2003).
Auffallend sind die spezifischen Expressionen von Ephrin-B2 und EphB4. Ephrin-B2 ist
nur in arteriellen und EphB4 nur in vendésen GefédBen ab sehr frihen embryonalen
Stadien spezifisch exprimiert (Wang, Chen et al., 1998). Zuséatzlich zu diesen kontrar-
exprimierten Ephrin/Eph-Paar werden noch weitere Mitglieder der Ephrin/Eph-Familie,
EphB2 und EphB3, im embryonalen GefaBsystem exprimiert (Cheng, Brantley et al.,
2002), wobei Single- und Doppelknockout-Studien EphB2 und EphB3 nur
untergeordnete Funktionen in der GefaBentwicklung zusprechen (Adams, Wilkinson et
al., 1999).

Embryonen die entweder EphrinB2- oder EphB4-defizient sind, sterben um E10.5 an
den Folgen diverser vaskularer Defekte, die Uber eine reine Veranderung der
Venen/Arterien-Identitdt hinausgehen (Wang, Chen et al., 1998; Gerety, Wang et al.,
1999). Zusammen mit weiteren Maus-Mutanten, die u.a. Ephrin-B2 und EphB4 reziprok
exprimieren, konnte gezeigt werden, dass die bidirektionale Signaltransduktion essentiell
fir den Prozess der Angiogenese ist (Adams, Diella et al., 2001; Rossant and Howard,
2002)

1.3.4 Delta/Notch
Die Notch-Signaltransduktion ist in verschiedensten zelluldren Prozessen involviert, u.a.

in der Initierung der Zelldifferenzierung, in der Zellzyklus-Progression und in der
Apoptose (Shawber und Kitajewski, 2004). In Saugetieren wurden bisher vier Notch-
Rezeptoren und finf Notch-Liganden identifiziert: Notch1-4 und die Liganden Jagged1-2
und Delta1, 3-4 (DII1, 3-4).

Die Aktivierung von Notch durch Ligandenbindung flhrt zur proteolytischen Abspaltung
der intrazellularen Doméane (NICD) von der Membran. Die NICD transloziert nun in den
Nukleus, um dort mit Proteinen der CSL-Familie von DNA-bindenden-Proteinen (CBF-1,
Su(H), Lag-2) einen transkriptionsaktivierenden Komplex zu bilden (Mumm und Kopan,
2000). Nun erfolgt die Aktivierung der Notch/CSL-abhangigen Zielgene. Dazu gehdren
z.B. die Hairy/Enhance of Split (HES) und die HES-verwandten (Hey, CHF, HRT, HESR)
Gene (Nakagawa, McFadden et al., 2000; Davis and Turner, 2001).

In den letzten Jahren wurden viele Studien durchgefiihrt, die die wesentliche Funktion
von Notch/Delta-Signaltransduktion in der vaskularen Entwicklung hervorheben (Torres-
Vazquez, Kamei et al.,, 2003). So wurde u.a. die humane degenerative vaskulare
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Krankheit CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts
and leukoencephalopathy) mit einer Mutation von Notch3 assoziiert (Joutel, Corpechot
et al., 1996). In Vertebraten sind Notch1, Notch4, Jagged1, Jagged 2, DII1 und DIlI4 im
arteriellen Endothel exprimiert (Shawber und Kitajewski, 2004). Gezielte Mutationen von
Notch1, Notch1/Notch4, Jaggedi oder DII1 resultierten ausnahmslos in vaskularen
Defekten (Hrabe de Angelis, MciIntyre et al., 1997; Xue, Gao et al., 1999; Huppert, Le et
al., 2000; Krebs, Xue et al., 2000). Leider bleibt die prazise Aufgabe der Notch-
Signaltransduktion bezlglich der Einflussnahme auf das Endothelzellverhalten trotz
Knockoutstudien weitgehend unklar. Notch1”-, Notch1”/Notch4”- und Jagged1™-
Embryonen entwickeln ein nahezu normalen primaren vaskularen Plexus, sind jedoch
nicht in der Lage, die Neugestaltung des Plexus durchzufihren. Dies wirde auf eine
essentielle Funktion von Notch in der angiogenen vaskularen Morphogenese und
Neugestaltung hindeuten (Xue, Gao et al., 1999; Huppert, Le et al., 2000; Krebs, Xue et
al., 2000).

Die vorherrschend arteriell-spezifische Expression wirde auf eine Funktion von Notch in
der Differenzierung von Endothelzellen zur arteriellen Identitat hinweisen. Mutation des
von Notch downstream liegenden Genes gridlock (grl) im Zebrafisch (Ortholog zum
HRT2-Gen in den Vertebraten), resultierte in dem Fehlen der Rumpfzirkulation aufgrund
von Defekten in der dorsalen Aorta (Weinstein, Stemple et al., 1995). Ferner fiihrte die
Doppeldefizienz der Notch-Zielgene hey1 und heyZ2 in der Maus ebenfalls zu schweren
Defekten im arteriellen GefaBen (Fischer, Schumacher et al., 2004).

Aufgrund der Tatsache, dass Notch-Liganden und —Rezeptoren wahrend der
Entwicklung ausschlieBlich in arteriellen Endothelzellen exprimiert werden, besteht die
einzige Mdglichkeit der Einflussnahme auf die arterielle Differenzierung darin, dass
Notch in einer autokrinen Weise die arterielle Differenzierung von einzelnen
Endothelzell-Populationen beeinflusst (Torres-Vazquez, Kamei et al., 2003). Dies wirde
die Vermutung unterstitzen, dass die vendse ldentitdt den Ausgangspunkt darstellt und
es folglich nur zu einer aktiven Differenzierung zur arteriellen Identitdt kommt (Torres-
Vazquez, Kamei et al., 2003).

1.3.5 FGF/FGFR
FGFs (fibroblast growth factors) gehbéren zu den ersten Molekilen, fir die ein

stimulierender Einfluss auf die Proliferation, Migration und Differenzierung von
Endothelzellen in vitro und in vivo beschieben wurde (Bikfalvi, Klein et al., 1997). Bis
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heute umfasst das FGF/FGF-Rezeptor (FGFR)-System 23 FGFs und vier Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen. AuBerdem wird dieses Repertoire durch zahlreiche Isoformen und
prozessierte Derivate innerhalo der FGF-Familie und durch verschiedene
SpleiBvarianten der FGFR erganzt (Ornitz and Itoh, 2001).

Die Aktivierung der FGFRs erfordert zusatzlich zu der Ligandenbindung Heparan-Sulfat-
Proteoglykane (HSPGs) als Korezeptoren. Dabei wird angenommen, dass die HSPGs
die Ligandendimerisierung induzieren, mit dem Effekt, dass die FGFRs ebenfalls
dimerisieren und somit aktiviert werden (Kwan, Venkataraman et al., 2001).

Zusétzlich zu den klassischen parakrinen Effekten der FGFs exprimieren vaskulére
Zellen eine Reihe von FGF-Isoformen, die in autokriner und intrazellularer Weise
agieren (Auguste, Javerzat et al., 2003). Zum Beispiel kommen in vaskularen Zellen
FGF2-Isoformen als zytoplasmtische 18-kDa-, sowie als vier unterschiedliche nukleéare
high molecular weight (HMW)-FGF2-Isoformen vor (Arese, Chen et al., 1999).

Im Gegensatz zu den gut charakterisierten Ligand/Rezeptor-Paaren VEGF/VEGFR,
Eph/EphR und Ang/Tie ist die vaskuldre Funktion von FGF/FGFR eher unvollstdndig
beschrieben. In vitro-Experimente konnten zeigen, dass FGFs an der FIk-1+-
Hamangioblast-Differenzierung (Poole, Finkelstein et al., 2001), sprieBender
Angiogenese (Seghezzi, Patel et al.,, 1998; Feraud, Cao et al., 2001) oder in der
Endothelbildung wahrend der Vaskulogenese (Flamme and Risau, 1992) beteiligt sind.
Die Inaktivierung von FGF/FGFR-Genen hatte jedoch einen geringeren Informationswert
beziiglicher lhrer Rolle in der GefaBbildung. FGF1"- und FGF2”-Mause (Einzel- oder
Doppelknockout) prasentierten keinen vaskuldren Phanotyp (Miller, Ortega et al., 2000),
was entweder auf eine funktionell-redundante oder nicht-essentielle Funktion der FGFs
in der Vaskulo- und Angiogenese hinweist.

FGFR1 und FGFR2 sind als einzige FGFRs in vaskuldren Zellen exprimiert, wobei
FGFR1 stark und FGFR2 gering exprimiert wird (Javerzat, Auguste et al., 2002). Die
Knockouts dieser beiden Rezeptoren resultierten in Wachstumsstillstand der Embryonen,
bevor die embryonale Vaskulogenese einsetzen konnte (Deng, Wynshaw-Boris et al.,
1994; Arman, Haffner-Krausz et al., 1998). Damit konnte die Frage, ob FGFRs eine
essentielle Rolle in der GefaBentwicklung besitzen, noch nicht beantwortet werden.
Untersuchungen an transgenen Mausen, die eine dominant-negative FGFR1-Variante
mit fehlenden zytoplasmatischen Déméanen spezifisch im Auge exprimieren, deuten
jedoch darauf hin, dass FGFR1 essentiell fir die Verzweigung des GefaBsystemes ist
(Rousseau, Larrieu-Lahargue et al.,, 2003). Bezlglich der FGF/FGFR-abhangigen
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Signaltransduktionwege in vaskularen Zellen wurde die Beteiligung von einigen
verschiedenen Proteinen beschrieben. So konnten z.B. die Tyrosinkinasen Fyn, Src und
Fes und die Adaptarproteine Shb und Grb2 mit der FGF-induzierten Angiogenese in
Verbindung gebracht werden (Auguste, Javerzat et al., 2003). Des Weiteren wurde die
mitogen activated protein kinase (MAPK) p38 als essentieller Mediator der FGF-
abhangigen Signalwege in Endothelzellen identifiziert (Matsumoto, Turesson et al.,
2002).

1.3.6 Weitere Rezeptoren
Neben den bereits beschriebenen Liganden/Rezeptor-Paaren wurden zwei weitere

Ligand/RTK-Paarungen als essentiell fir den Prozess der embryonalen
GefaBentwicklung beschrieben wurden, TGF-B/TBRII (tumor necrosis factor §) und
PDGF/PDGFR (platelet derived growth factor).

Die PDGF-Signaltransduktion ist in der Proliferation von vSMC und der Migration von
vSMC und Perizyten zum sich entwickelnden Endothel involviert (Lindahl, Hellstrom et
al.,, 1998), ein Prozess, der reziproke Interaktion zwischen dem Endothel und den
umgebenden Zellen erfordert. Arterielle und kapillare Endothelzellen sezernieren PDGF-
B, wohingegen sich entwickelnde vSMC und Perizyten den PDGF-B-Rezeptor PDGFR-,
exprimieren (Betsholtz, Karlsson et al., 2001).

TGF-B-Signaltransduktion in Endothelzellen basiert auf ein Zusammenwirken von TGF-j3,
TBRI, Alk1, AIkS (Alk, activin receptor-like kinase) verschiedenen Smad-
Transduktionsfaktoren (sma- and mad-related protein). Im Prinzip bindet TGF-3 an den
Typll-Rezeptor TRRI, welcher darauf folgend einen der Typl-Rezeptoren, Alk1 oder Alk2,
rekrutiert und phosphoryliert (Wrana, 1998). Diese interagieren mit und phosphorylieren
verschiedene Smad-Transduktionsfaktoren (u.a. Smad-2, Smad-3 oder Smad-5), welche
mit Smad-4 komplexieren und nach ihrer Translokation in den Nukleus die Transkription
von bestimmten Zielgenen aktivieren (Rossant und Howard, 2002). Endothelzellen
exprimieren auBerdem den Typlll-Transmembran-Korezeptor Endoglin, der die
Aktivierung des TGF-Signals reduzieren kann (Barbara, Wrana et al., 1999).

Basierend auf Knockout- und Zellkultur-Studien wurde postuliert, dass TGF-
zusammen mit Alk5 und weiteren Wachstumsfaktoren die Proliferation und Migration
von Endothelzellen unterstltzt, aber zusammen mit Alk1 in einer spateren Phase der
Angiogenese durch Rekrutierung von Helfer-Zellen zur Stabilisierung der GeféBe
beitrdgt (Rossant und Howard, 2002). Ferner wurde dargelegt, dass der TGF-B-
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Signalweg eine entscheidende Funktion in der arteriovenésen Entwicklung der
GefaBsysteme besitzt (Urness, Sorensen et al., 2000).

1.4 Adhasions-Molekiile in der vaskularen Entwicklung

1.4.1 Cadherine
Cadherine bilden eine Familie aus Transmembran-Glykoproteinen, die Kalzium-

abhangige Zell-Zell-Adhé&sion vermitteln. Im Allgemeinen sind sie in adherence junctions
organisiert, wo sie gebiindelt vorliegen und Uber ihre zytoplasmatische Doméane mit
einer Vielzahl an Zytoskelett-Proteinen ein komplexes Netzwerk bilden (Wheelock and
Johnson, 2003). Basierend auf inrer homophilen Interaktion sind sie an verschiedensten
zelluldren Prozessen beteiligt, u.a. an der Embryogenese, Etablierung der Zellpolaritat,
Aufrechterhaltung der Gewebemorphologie und Zelldifferenzierung (Wheelock and
Johnson, 2003).

Endothelzellen exprimieren nur drei verschiedene Cadherine: neuronales Cadherin (N-
Cadherin), vaskular-endotheliales Cadherin (VE-Cadherin) und das erst klrzlich naher
charakterisierte T-Cadherin (Cadherin 13) (lvanov, Philippova et al., 2004). T-Cadherin
zeichnet sich durch seinen fir Cadherine ungewdhnlichen Glycosylphosphatidylinositol-
(GPN-Anker aus und wird hauptsachlich mit Zelladh&sion in Verbindung gebracht
(lvanov, Philippova et al., 2004). Detaillierte Untersuchungen zu der Funktion von T-
Cadherin in vivo sind leider noch nicht vorhanden.

VE-Cadherin und N-Cadherin sind die hauptséchlich exprimierten Cadherine in
Endothelzellen, und obwohl ihre Proteinexpression vergleibar ist, ist nur VE-Cadherin in
den adherence junctions lokalisiert. N-Cadherin ist hingegen gleichmaBig Uber die
Zellmembran verteilt (Navarro, Ruco et al., 1998).

Interessanterweise fiihrt die N-Cadherin-Defizienz zu einem embryonal-letalen Phanotyp
um E9.5, der teilweise auf einen vaskularen Defekt des Dottersackes zurlickzufiihren ist
(Radice, Rayburn et al., 1997). AuBerdem wird N-Cadherin eine essentielle Funktion in
der SMC-EC-Interaktion attestiert (Gerhardt, Wolburg et al., 2000; Moiseeva, 2001)
VE-Cadherin wird exklusiv in Endothelzellen exprimiert (Lampugnani, Resnati et al.,
1992). Die Analyse von VE-Cadherin-defizienten Mausen zeigte, dass VE-Cadherin
primér in der Angiogenese aktiv ist (Gory-Faure, Prandini et al., 1999). VE-Cadherin-

Knockouts bilden zwar ein primaren vaskularen Plexus aus, doch es kommt zu keiner
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angiogenen Neugestaltung (Carmeliet, Lampugnani et al., 1999). Erstaunlich ist, dass
die VE-Cadherin-Defizienz zu keinem offensichtlichen Defekt der interzellularen
Kontakte fuhrt (Gory-Faure, Prandini et al., 1999), was mdglicherweise mit einer
funktionellen Redundanz der beiden Cadherine erklart werden kann (Navarro, Ruco et
al., 1998).

Ein weiterer Mechanismus, wie VE-Cadherin in der Angiogenese involviert ist, wurde
durch die detaillierte Analyse des Knockouts dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass
VE-Cadherin-defiziente Embryonen im Endothel eine erhéhte Apoptoserate aufzeigen
(Carmeliet, Lampugnani et al., 1999). Ferner konnte gezeigt werden, dass VE-Cadherin-
defiziente Zellen kein durch VEGF-A-induziertes anti-apoptotisches Signal weiterleiten
kénnen. Die Unterbrechung dieses Signalweges beruhte letztendlich auf dem
Unvermdgen der mit VEGFR-2 gebundenen Phosphatidylinositol-(P13)-Kinase mit dem
VE-Cadherin assoziierten B-Catenin zu komplexieren (Carmeliet, Lampugnani et al.,
1999).

1.5 Transkriptionelle Kontrolle der vaskularen Entwicklung

Die vaskulare Entwicklung ist ein komplexer Vorgang, der eine zeitlich und rdumlich
regulierte Expression von spezifischen Genen erfordert und die transkriptionelle
Regulierung dieses Vorganges ist entscheidend fir die koordinierte Expression dieser
notwendigen Gene. Promotor-, Transaktivierungs- und Knockoutstudien identifizierten
eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, die eine essentielle Funktion in der Vaskulo-
sowie in der Angiogenese besitzen. In der GefaBentwicklung sind hauptséchlich
Transkriptionsfaktoren der Ets-, bHLH-, PAS-bHLH- und der MADS-Box-Gruppe
involviert.

1.5.1 Ets-Familie
Die Ets-Familie umfasst Aktivatoren und Inhibitoren der Transkription, deren Aktivitat

durch Phosphorylierung und durch Protein-Protein-Interaktion reguliert ist. Aus dieser
Familie sind wahrend der Angiogenese Ets-1 (E26 avian leukemia oncogene 1), Erg-1
(v-ets erythroblastosis virus E26) und Fli-1 (friend leukemia virus integration 1) in
Endothelzellen exprimiert (Lelievre, Lionneton et al., 2001). |hre Expression wird durch
angiogene Faktoren in kultivierten Endothelzellen sowie durch verschiedene
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Stressfaktoren, die wahrend der Angiogenese auftreten, induziert (Lelievre, Lionneton et
al., 2001).

Funktionelle Ets-Bindungssequenzen konnten in mehreren Promotoren von Genen, die
in der Angiogenese involviert sind, identifiziert werden. Fir tie1 (lljin, Dube et al., 1999),
tie2 (Dube, Akbarali et al., 1999), vegfr1/fit-1 (Wakiya, Begue et al., 1996) und vegfr2/flk-
1 (Kappel, Schlaeger et al., 2000) konnte sogar eine direkte Regulierung durch Ets-1
gezeigt werden. Ferner erniedrigt Ets-1 die Endothelzelldichte im konfluenten Zustand
und reguliert die Expression von VE-Cadherin (Lelievre, Mattot et al., 2000).

In vivo-Studien wiesen ebenfalls auf eine notwendige Funktion von Ets-1 in der
GefaBbildung hin. Die verminderte Expression von Ets-1 flihrte beispielsweise im chorio-
allantoic-membrane (CAM)-Hihnchen-Modellsystem zur signifikanten Inhibierung der
Angiogenese denn GeféaBdurchmesser sowie die Anzahl der GefaBe waren reduziert
(Wernert, Stanjek et al.,, 1999). Der Ets-1-Knockout zeigte hingegen keine
kardiovaskularen Defekte, was einerseits auf eine nicht essentielle Funktion von Ets-1 in
der Angiogenese hinweist oder darauf hindeuten kénnte, dass Fli-1 oder Erg-1, die ein
Uberlappendes Expressionsmuster mit Ets-1 haben, die Ets-1-Defizienz kompensieren
kénnen (Barton, Muthusamy et al., 1998; Lelievre, Lionneton et al., 2001).

Fli-1 und Erg-1 regulieren ebenfalls die Expression verschiedener Gene, die direkt oder
indirekt in der Angiogenese involviert sind. So konnte u.a. gezeigt werden, dass die
Expression von VEGFR1 und der Kollagenase1 durch Erg-1 und GATA-1, Tenaskin-1
und EndoA durch Fli-1 reguliert wird (Lelievre, Lionneton et al., 2001).

Im Gegensatz zu den Ets-1-defizienten Mausen sterben Fli-1"-Mause allerdings um
E12.0 an einen generellen kardiovaskularen Defekt (Spyropoulos, Pharr et al., 2000),
was die unentbehrliche Funktion des Transkriptionsfaktors in der embryonalen
Angiogenese demonstriert.

1.5.2 PAS-bHLH, bHLH und MADS-Box
Zusatzlich zu der Ets-Familie sind mindestens drei weitere Gruppen von

Transkriptionsfaktoren in dem Prozess der Angiogenese beteiligt: die PAS-basic-helix-
loop-helix (PAS-bHLH)-, die bHLH- und die MADS-Box-Transkriptionsfaktoren (Oettgen,
2001).

Beispielsweise sind Mause, die defizient fir die MADS-Box-Transkriptionsfaktoren
MEF2C und SMAD5 sind, aufgrund von massiven Defekten in der kardiovaskularen
Entwicklung embryonal letal (Bi, Drake et al., 1999; Yang, Castilla et al., 1999). Hairy
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and enhancer of split related basic helix loop helix-Transkriptionsfaktoren wie Hey und
Hes sind Hauptzielgene der Notch/Delta-Signaltransduktion. Wie bereits beschrieben
wurde, ist dieser Signalweg essentiell fir die embryonale GefaBentwicklung (Abschnitt
1.3.4). Dies wurde durch die Generierung des Hey1/Hey2-Doppelknockouts bestatigt,
denn doppeltdefiziente Embryonen sterben um E9.5 am generellen Fehlen der
Angiogenese (Fischer, Schumacher et al., 2004).

Auch fir Transkriptionsfaktoren der PAS-bHLH-Gruppe konnte durch die Generierung
von Knockouts gezeigt werden, dass sie notwendige Funktionen in der embryonalen
GeféaBentwicklung besitzen. Hif-1a-defiziente Embryonen zeigen z.B. diverse Defekte in
der Bildung des primaren GefaBplexus sowie in der Angiogenese. Detaillierte Analysen
des Knockouts konnten die Ursache des Defektes auf eine VEGF-unabhangige
Erhéhung des mesenchymalen Zelltodes zuriickfiihren (Kotch, lyer et al., 1999). Dies ist
ein gutes Beispiele dafir, dass der Prozess der GefaBentwicklung hochkomplex ist und
die Interaktion eine Vielzahl verschiedener Zelltypen voraussetzt.
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1.6 Zielsetzung

Die Protein Kinase C-Familie ist eine der meist untersuchten Gruppen von Proteinen, die
in der intrazellularen Signaltransduktion beteiligt sind. Fundierte Kenntnisse Uber
funktionelle Redundanz oder Interaktionen innerhalb dieser Familie sind jedoch nur
sparlich vorhanden.

Obwohl gezeigt wurde, dass PKCs u.a. bei Zellmigration, zellularer Kommunikation und
Apoptose wichtige Funktionen Ubernehmen, sind nahezu alle PKC-defizienten Mause
lebensfahig und zeigen keine offensichtlichen entwicklungsbiologischen Schaden.

Die vorliegende Arbeit sollte einen Einblick in die funktionelle Interaktion von PKC-
Isozymen wahrend der embryonalen Entwicklung geben. Hierzu sollte nach
Uberlappenden Expressionsdomanen innerhalb der PKC-Familie gesucht werden.
AnschlieBend sollten die erzielten Erkenntnisse als Basis fir die Generierung einer
PKC-doppeldefizienten Mauslinie dienen. Der Fokus des Projektes wirde nun die
phanotypische Analyse einer PKC-doppeldefizienten Mauslinie sein. Hierbei sollten
neben den anatomischen und histologischen Analysen zur Untersuchung
morphologischer Defekte die in den PKC-doppeldefizienten M&usen veradnderten

Signalkaskaden im Mittelpunkt der Analyse stehen.
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2 Ergebnisse

2.1 Expressionsanalyse von PKCd&/e wahrend der
Embryogenese der Maus

Die Expression von PKCs in verschiedenen adulten Geweben ist von diversen
Arbeitsgruppen untersucht worden (Schreiber, Paquet et al., 2001), (Redling, Pfaff et al.,
2004). Eine genauere embryonale Analyse der Expressionsdoménen wurde jedoch bis
auf einige wenige Expressionsanalysen wie z.B. der von PKC® (Wilda, Ghaffari-Tabrizi
et al., 2001) nicht durchgefuhrt. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, funktionelle
Interaktionen von PKC-Isozymen wahrend der embryonalen Entwicklung zu analysieren.
Hierzu sollte nach Uberlappenden Expressionsdoméanen innerhalb der PKC-Familie
gesucht werden. AnschlieBend sollten die erzielten Kenntnisse als Basis fur die
Generierung einer PKC-doppeldefizienten Mauslinie dienen. Um Aufschluss Uber eine
mogliche  funktionelle Interaktion von PKC® und PKCe wéahrend der
Embryonalentwicklung zu erhalten, wurde die Expression dieser beiden nPKCs
zwischen E8.0 und E14.5 untersucht. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe von
Immunhistochemie, der whole mount in situ-Hybridisierung (wmlISH), in situ-
Hybridisierung von Schnitten und der LacZ/X-Gal-Farbung homozygoter PKC3-2°4-2¢%.
und PKCe"*“**““.Mause die genaue Lokalisierung der beiden PKC-Isoformen bestimmt.

2.1.1 Expression von PKCd wahrend der Embryogenese
Die PKC&-Expression zwischen E8.0 und E13.5 wurde hauptséchlich im kardio-

vaskuldren und neuronalen System beobachtet. Des Weiteren konnte die Lokalisierung
von PKCS in einigen anderen Organsystemen nachgewiesen werden.

2.1.1.1 Kardiovaskulare Expression

Die kardiovaskulare Expression von PKCd wurde zwischen E8.0 und E13.5 untersucht,
dabei konnte PKC® in verschiedenen Herzregionen und in arteriellen sowie vendsen
GefaBen nachgewiesen werden. Die frilheste in den hier untersuchten embryonalen
Stadien detektierbare Expression von PKC® konnte um EB8.0 innerhalb des Herz-
Halomondes (Abb. 2.1 A) und innerhalb der Blutinseln (Daten nicht gezeigt)
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dokumentiert werden. Der Herz-Halbmond ist eine embryonale Anlage, die spater an der
Formation des Herzens beteiligt ist (Zaffran und Frasch, 2002). Die Blutinseln sind im
Gegensatz dazu u.a. an der Formation des primaren vaskularen Plexus beteiligt.

Bei E9.5 ist die kardiovaskulare Expression auf die meisten Bereiche des sich
entwickelnden Herzens und des GefaBsystems ausgeweitet (Abb. 2.1 B). Hierbei konnte
PKC® im allen Herzregionen, d.h. im Bulbus cordis, in den primitiven Herzkammern und
im Sinus venosus sowie innerhalb des ganzen arteriellen sowie vendsen GeféaBsystems
nachgewiesen werden. Im speziellen konnte PKCe-Expression innerhalb der
IntersegmentalgeféaBe (Abb. 2.1 C) sowie in den durch Vaskulogenese geformten
primaren GeféBsystem wie z.B. innerhalb der dorsalen Aorten und der Kardinalvenen
(Abb. 2 D) detektiert werden.

Grundsétzlich bleibt das kardiovaskuldre Expressionsmuster von PKCO einen Tag
spater bei E10.5 (Abb. 2.1 E, F, G, I-K) unverandert. Weiterhin ist PKCd innerhalb der
PrimérgefaBe (Abb. 2.1 E, J, K) und kleinerer GefédBe (Abb. 2.1 G) lokalisiert. Allerdings
beschrankt sich nun die Expression im Herzen auf das Perikardium, auf das
Endokardium und auf das Epikardium, wobei diese Expression wiederum in allen
Herzregionen vorhanden ist, darunter auch in den primitiven Herzkammern und
innerhalb des Bulbus cordis (Abb. 2.1 |, K). Wahrend der embryonalen Tage E11.5-
E13.5 konnte PKCd weiterhin in den verschiedenen Bereichen des kardiovaskularen
Systems nachgewiesen werden wie z.B. innerhalb des Perikardiums (Abb. 2.2 A, B) der
IntersegmentalgefaBe (Abb. 2.2 G) und des Epikardiums (Abb. 2.2 H).
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Abb. 2.1. Die Expression von PKCd um E8.0 (A), E9.5 (B-C) und E10.5 (E-K) wurde mit whole
mount- Immunhistochemie (A-G, I), LacZ/X-Gal Farbung (H) und Immunhistochemie auf
Paraffin-Schnitten untersucht (J, K). DA, dorsale Aorta; DS, Dottersack; DWG, dorsale
Wurzel-ganglien; GB, GeféaBe des Bauchbereiches; H, Herz; HH, Herz-Halbmond; ISG,
IntersegmentalgeféaBe; KA, Kiemenbogen-Aorta; KV, Kardinalvene; TG, Trigeminal-Ganglion;
VI/VII, kraniale Ganglien VI/VII; 1.K, erster Kiemenbogen.

2.1.1.2 Neuronale Expression

Die Expression von PKCd im Zentralnervensystem (ZNS) wurde zwischen E10.5 und
E13.5 hauptséchlich in drei verschiedenen Strukturen nachgewiesen; innerhalb der
kranialen Ganglien, der dorsalen Wurzelganglien (DWG) und innerhalb des
Neuralrohres. Die friiheste Expression von PKCS innerhalb des ZNS wurde um E10.5 in
den dorsalen Wurzelganglien nachgewiesen (Abb.2.1 E, F), dabei ist anzumerken, dass
diese Expressionsdomane in den in dieser Arbeit untersuchten spateren embryonalen
Stadien konstant vorhanden bleibt. Etwa zeitgleich mit dem Auftreten der Expression in
den DWG konnte PKC® mittels LacZ/X-Gal-Farbung innerhalb verschiedener kranialer
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Ganglien nachgewiesen werden. Abbildung 2.1 H zeigt die Expression innerhalb des
Trigeminal-Ganglions (Kranialganglion V) und der VI/Vll-kranialen Ganglien. Wie bereits
zuvor fir die PKCO®-Expression in den DWG beschrieben wurde, bleibt auch die
Expressionsdomane der kranialen Ganglien in den spateren embryonalen Stadien E11.5
und E13.5 erhalten (Abb. 2.2 A-C, E). Ab E11.0 wurde mit dem Neuralrohr eine
zusétzliche PKCo-Expressionsdomane beobachtet (Abb. 2.2 C) Dabei beschrankt sich
die Expression auf den somatisch-efferenten Teil der Grundplatte des Neuralrohres
(Abb.2.2 C und nicht gezeigte Daten).

Bei E13.5, dem altesten in dieser Arbeit untersuchten embryonalen Stadium, konnte die
Expression in den bereits fir jingere Stadien beschriebenen Expressionsdoméanen
weiterhin nachgewiesen werden. Die PKC&-Expression im Trigeminal-Ganglion ist
weiter stark ausgepragt, wobei nun zusétzlich eine Expression in der Verbindung zur
Briickenregion (Pons) zu erkennen ist (Abb. 2.2 A, B, D).

2.1.1.3 Weitere Expressionsdoménen

Abgesehen von der vorherrschenden Expression von PKCS im kardiovaskularen und im
neuronalen System konnte PKCd auch in anderen embryonalen Geweben lokalisiert
werden. So wurde z.B. eine ubiquitdre Expression im Dottersack von E9.5-E11.5-
Embryonen detektiert (Abb. 2.1 E und 2.2 B, Stadium E13.5 wurde nicht auf PKC®-
Expression im Dottersack gepriift). Ferner zeigten LacZ/X-Gal whole mount-Farbungen
von E10.5 PKC3"*“"**“.Embryonen die Expression von PKCd im ersten Kiemenbogen
(Abb. 2.2 H). AuBerdem konnte PKC® im Zwerchfell und in der Niere mittels
Immunhistochmie nachgewiesen werden (Abb. 2.2 F, H).
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Abb. 2.2. Expression von PKCd um
E11.5 (A-C) und E13.5 (D-H). A-C,
LacZ/X-Gal-Farbung; D-H, Immun-
fluoreszenz auf Paraffin-Schnitten. DS,
Dottersack; DWG, dorsale Wurzel-
ganglien; HE, Herz; ISG, Interseg-
mentalgeféaBe; N, Niere; NR,
Neuralrohr; PK, Perikardium; TG,
Trigeminal-Ganglion; ZF, Zwerchfell.

2.1.2 Expression von PKCe wahrend der Embryogenese
Die Expressionsanalyse von PKCe um EB8.5-E14.5 zeigte, dass PKCe ein mit PKCd

Uberlappendes Expressionsmuster aufweist. Wie bereits flir PKC3 beschrieben,
beschrankt sich die Expression von PKCe innerhalb der in dieser Arbeit untersuchten
embryonalen Stadien hauptsdchlich auf zwei Expressionsdomanen, namlich
kardiovaskulare Strukturen und neuronale Strukturen des ZNS.
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2.1.2.1 Kardiovaskulare Expression

Das friiheste untersuchte embryonale Stadium mit Bezug auf die Expression von PKCe
im kardiovaskularen System war E8.5. In diesem Zusammenhang konnte die Expression
von PKCe im primitiven Herzen detektiert werden (Abb. 2.3 A). Dabei ist PKCe im
Myokardium der allgemeinen Herzkammer und innerhalb des Sinus venosus exprimiert
(Abb. 2.3 E). Die Entwicklung des primaren vaskularen Plexus ist um E8.5
abgeschlossen und der embryonale Prozess der Angiogenese fihrt nun zu einer
Umgestaltung des primitiven GefaBsystems in ein Netzwerk, bestehend aus GeféBen
mit heterogenem Lumen. Beginnend um E9.25-E9.75 konnte PKCe in dem sich wahrend
der Angiogenese entwickelten mikrovaskuldren GefaBsystem nachgewiesen werden
(Abb. 2.3 D, F, H,). Die Expression von PKCe beschrankte sich um E9.5 jedoch nicht
ausschlieBlich auf GefaBe, die sich wéhrend der Angiogenese entwickelt haben,
sondern PKCe konnte auch im primaren GefaBsystem detektiert werden. Abbildung 2.3
C zeigt im Ausschnitt die PKCe-Expression innerhalb der dorsalen Aorta. Hierbei ist
anzumerken, dass die Expression innerhalb der PrimargefaBe nur mittels whole mout-
ISH nachgewiesen werden konnte und somit die Expressionsanalyse bezlglich der
PrimargefaBe fiir die alteren Stadien aufgrund der technischen Einschrankungen der
whole mount-1ISH nicht durchgefiihrt werden konnte.

Zusatzlich zu der Expression innerhalb der Mikrovaskulatur und der dorsalen Aorta
wurde PKCe, wie schon bereits fir E8.5-Embryonen beschrieben wurde, im Herzen
detektiert (Abb. 2.3 B, D, F, G). Auch bei diesem embryonalen Stadium beschrankte sich
die Expression auf das Myokardium der primitiven Herzkammern und ferner auf den
Bulbus cordis und den Sinus venosus. Wahrend des embryonalen Tages 10.5 bleibt die
Expression im kardiovaskularen Bereich bestehen, wobei die kardiale Expression nun
auch das Epikardium umfasst (Abb. 2.4 E). Das embryonale Herz um E10.5 besteht
grundsétzlich aus den primitiven Herzkammern, dem Truncus arteriosus , dem Bulbus
cordis und dem Sinus venosus. In all diesen Herzregionen konnte um E10.5 die
Expression von PKCe nachgewiesen werden (Abbildung 2.4 D, E und nicht gezeigte
Daten).
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Abb.2.3. Die PKCe-Expression von E8.5-E9.75 (E8.5, A, E; ES.0, B, C, F; E9.5, G; E9.75,
D, H) wurde detektiert durch LacZ/X-Gal-Farbung (A, D, F und H), whole mount ISH (B, C)
und Immunhistochemie auf Paraffin-Schnitten (E, G). DA, dorsale Aorta; DWG, dorsale
Wourzelganglien; HE, Herz; MG, MikrogefédBe; SO, Somiten; TG, Trigeminal-Ganglion;
VI/VII, kraniale Ganglien VI/VIL.

Letztendlich bleibt die Expression von PKCe im kardiovaskuldren System um E11.5 und
E14.5 bestehen und umfasst grundsétzlich die bereits fir friihere Stadien erwéhnten
Strukturen (Abb. 2.4. D, E und hier nicht gezeigte Daten).

2.1.2.2 Neuronale Expression

Die neuronale Expression von PKCe &hnelt der von PKCd und beginnt um E9.75 in den
dorsalen Wurzelganglien, dem Trigeminal-Ganglion, den VI/VIl-Kranialganglien und den
XI/X-Kranialganglien (Abb. 2.3 D). Einen knappen Tag spéter, um E10.5, ist die
Expression von PKCe im ZNS stérker ausdifferenziert. Es konnte eine Expression in
allen bis zu diesem Stadium entwickelten sensorischen Ganglien nachgewiesen werden
(Abb. 2.4 A-D, F). Um E11.75-E12.5 wird PKCe zuséatzlich zu den bereits erwédhnten
Ganglien im Xl. kranialen Ganglion exprimiert und ist nun verstarkt innerhalb der
Neuralréhre lokalisiert (Abb. 2.5 A-C, E, F). Im Neuralrohr beschrankt sich die LacZ/X-
Gal-Farbung um E10.5 und E11.5 auf den somatisch-efferenten Teil der Grundplatte
(Abb. 2.4 F, 2.5 B). Im Gegensatz dazu, wird PKCe durch Immunhistochemie um E10.5
und E12.5 ubiquitar im Neuralrohr detektiert (Abb. 2.4 B, 2.5 C).
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Abb. 2.4. Expression von PKCe um E10.5. Die Lokalisierung von PKCe wurde detektiert
durch (A, C) whole mount ISH, (B, E) Immunhistochemie auf Paraffin-Schnitten, (D, F)
LacZ/X-Gal- Farbung. AK, gemeinsame arterielle Kammer; BC, Bulbus cordis; DWG,
dorsale Wurzelganglien; NR, Neuralrohr; TG, Trigeminal-Ganglion; VI/VII- IX-X, kraniale
Ganglien.

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Expressionsdomanen um E12.5 konnte bei
diesem embryonalen Stadium eine ausgepragte Expression von PKCe in der
Brickenregion nachgewiesen werden (Abb. 2.5 D).

Im weiter entwickelten Gehirn des E14.5-Embryos konnte PKCe-Expression auBerdem
in der Kortikalplatte des Kortex, im Cerebellum und im Neuroephithel des Auges
detektiert werden (Abb. 2.5 F, H, ).
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Abb. 2.5. Die PKCe-Expression von E11.5- (A, B), E12.5- (C, D) und E14.5-Embryonen
(E-l) wurde durch LacZ/X-Gal-Farbung (A, B), Immunhistochemie (C, D, G-l) und durch
ISH (E, F) nachgewiesen. BR/MPJ, Brickenregion (Midbrain/Pons junction); DWG,
dorsale Wourzelganglien; KP, Kortikalplatte; NE-A, Neuroepithel des Auges; NR,
Neuralrohr; TG, Trigeminal-Ganglion; ZE, Cerebellum.
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2.1.2.3 Weitere Expressionsdoménen

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Expressionsdoméanen von PKCe innerhalb des
kardiovaskularen Systems und des ZNS konnte um E9.5 eine Expression in den
Somiten nachgewiesen werden (Abb.2.4 B, C, F, G). In diesem Zusammenhang wurde
PKCe ubiquitar innerhalb der Somiten exprimiert (G).

2.2 Generierung und phanotypische Charakterisierung der
PKCb&/e-doppeldefizienten Mauslinie

Die PKC3”- und PKCe"-Mause wurden in der Arbeitsgruppe Leitges generiert (Leitges, ;
Klock, 2000) und zeigen keinen auffalligen Phanotyp bezliglich der embryonalen
kardiovaskularen oder neuronalen Entwicklung. Beide einzeldefizienten Mauselinien
sind lebensfahig, wenn auch nur bedingt fertil.

Die Expressionsanalyse von PKCO® und PKCe zeigte Uberlappende Expressions-
domanen dieser beiden PKC-Isoformen innerhalb des kardiovaskuldren und des
neuronalen Systems auf. Diese Uberlappung kénnte auf eine funktionelle Redundanz
dieser beiden Isoformen innerhalb dieser Bereiche hindeuten, und somit erklaren,
warum es keinen embryonalen Phanotyp in den einzeldefizienten M&usen gibt.

Um Aufschluss Uber eine mdgliche funktionelle Redundanz von PKC® und PKCe zu
erhalten, wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit durch gezielte Verpaarung der
Einzeldefizienzen die Folgen der PKC&/e-Doppeldefizienz untersucht.

2.2.1 Genotyp-Haufigkeiten unter den Jungtieren und Embryonen
Die Verpaarung von PKC5*/PKCe*" Mausen mit nachfolgender Genotypisierung von ca.

150 Neugeborenen (Daten nicht gezeigt) ergab, dass zwei der zu erwartenden
Genotypen, PKC3"/PKCe*" und PKC&"/PKCe”, nicht in der Neugeborenenpopulation
vorhanden waren. Dagegen wiesen alle anderen Genotypen keine signifikanten
Abweichungen von der zu erwartenden Haufigkeit innerhalb der genotypisierten
Population auf. Dieser Befund lasst die Schlussfolgerung zu, dass die PKCd"/PKCe*" -

und die PKC5"/PKCe”-Genotypen einen embryonalen letalen Phanotyp besitzen.
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2.2.2 Phanotypische Beschreibung der letalen Genotypen
Mit einer systematischen genotypischen Analyse von Embryonen im Alter zwischen

E9.5 und E16.5 konnte gezeigt werden, dass die beiden letalen Genotypen zwar in
E9.5-E10.5, aber nicht mehr in E11.5-E16.5-Populationen prasent sind (Daten nicht
gezeigt), wodurch der Zeitpunkt des Sterbens letaler Genotypen auf Embryonaltag 10
eingegrenzt wurde.

Die detaillierte phanotypische Charakterisierung der verschiedenen Genotypen im Alter
von E9.5 und E10.5 zeigte, dass PKC®'/PKCe*- und PKC&'/PKCe”-Embryonen
diverse embryonale Fehlentwicklungen aufweisen (Abb. 2.6 A-D). Bei E9.5 ist der PKC&
"IPKCe*"-Genotyp &uBerlich nicht vom Wildtyp zu unterscheiden, wohingegen der
doppeldefiziente Embryo eine generelle Wachstumsretardierung aufweist, die in Kopf-
und Schwanzregion am ausgepragtesten zu beobachten ist.

E9.5: PKCS—/— / PKCe~/*+ E9.5: PKC&6—/—/ PKCe=/—

E10.5: PKC&t/+/ PKCet/+

—

Abb. 2.6. Phanotypisches Erscheinungsbild von PKC5"/PKCe™- (C, D), PKC5"/PKCe*"- (A,
B) und Wildtyp-Embryonen (E, F) bei E9.5 und E10.5. Die PKC&"/ PKCe”’-Embryonen
zeigen im Vergleich zu den PKC8'/PKCe”-Embryonen einen weniger stark ausgepragten
Phéanotyp, dennoch weisen beide Genotypen eine generelle Wachstumsretardierung auf.
Charakteristisch sind die vergrdBerten Perikardialhdéhlen und die veranderten Strukturen der
Dottersacke. DS, Dottersack; HE, Herz; PK, Perikardium.

43



Ergebnisse

Ein vergrdBertes Perikardium, ein charakteristisches Merkmal fir GeféBsystemdefekte,
konnte ebenfalls in der PKC&/e-Doppeldefizienz beobachtet werden (Abb. 2.6 C, D). In
Teilen des extraembryonalen Gewebes, insbesondere im Dottersack, weisen beide
letalen Genotypen bei E9.5 und bei E10.5 eine veranderte Struktur auf (Abb. 2.6 A-D).
Im Alter von E10.5 ist die Wachstumsretardierung des doppeldefizienten Embryos weiter
ausgebildet (Abb. 2.6 B), und die bereits bei E9.5 sichtbaren Fehlbildungen sind nun
starker ausgepragt. PKC3"/ PKCe*-Embryonen zeigen bei E10.5 &hnliche, jedoch
mildere Fehlentwicklungen im Vergleich zu den doppeldefizienten Embryonen. Jedoch
sind auch hier eine generelle Wachstumsretardierung mit dem Schwerpunkt auf Kopf-

und Schwanzregion und ein vergréBertes Perikardium zu beobachten.

E9.5: PKCS—/— / PKCe—/— E9.5: PKC&t/+/ PKCet/+

7%5,?)

) weed

Abb. 2.7. Immunhistochemische (Pecam-1) Darstellung des embryonalen vaskularen
Systems um E9.5 (A-F) und um E10.5 (G-L). Die PKC&"/PKCe™ -Embryonen (A-C) haben
diverse vaskulare Defekte; die kranialen GefaBe sind vergroBert und dle PrimargefaBe der
Rumpfregion sind stark verkleinert oder fehlen véllig. Die PKC&"/PKCe*" -Embryonen zeigen
einen weniger stark ausgepragten vaskularen Phanotyp. Die PrimérgefaBe sind entwickelt
und die GefaBlumen sind normal, scheinen jedoch weniger vaskularisiert zu sein. DA,
dorsale Aorta; ISG, IntersegmentalgefédBe; KA, Kiemenbogen-Arterien; KG, KranialgefaBe.
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2.2.3 Immunhistochemische Darstellung des embryonalen
vaskuldren Systems
PKC®& und PKCe haben eine Uberlappende Expression innerhalb des kardiovaskularen

Knockouts, mit kardiovaskularen Defekten, beschrieben (siehe Abschnitt 3.2). Auch die
PKC"/PKCe*"- und PKC5"/PKCe"-Mause weisen dieses Merkmal auf. Uberlappende
Expression, letaler Phanotyp und vergréBertes Perikardium fihrten zur Hypothese, dass
die PKCod/e-Doppeldefizienz mdglicherweise zu einem Defekt in der embryonalen
kardiovaskularen Entwicklung fihrt. Um dies zu prifen, wurde das vaskuldre System
von E9.5- und E10.5-Embryonen der verschiedenen Genotypen mit dem
endothelspezifischen Marker Pecam-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule1)
immunhistochemisch dargestellt. Das vaskulare System des doppeldefizienten Embryos
bei E9.5 zeigt drastische Defekte in Bereichen, die wahrend der Vaskulogenese sowie
wahrend der Angiogenese gebildet wurden (Abb. 2.7 A-B). Das GefaBsystem des
Kopfbereiches, welches sich wahrend der Angiogenese entwickelt, weist deformierte,
vergréBerte GefaBe auf (B). Eine Verzweigung der GefaBe, die auf der Neugestaltung
des primaren vaskularen Plexus beruht, scheint zu fehlen. Am Rumpfbereich sind die
wahrend der Vaskulogenese entstandenen PrimargefaBe (dorsale Aorta und
Kardinalvenen) stark retardiert oder fehlen véllig (C).

Um E10.5 sind die PKC3”/PKCe*-Embryonen im Vergleich zum Wildtyp weniger
vaskularisiert (Abb. 2.7 G-L). Die GefédBe des Kopfbereiches sind im Gegensatz zu
denen der doppeldefizienten Embryonen nicht vergréBert, eine klare verzweigte Struktur
fehlt hier allerdings ebenfalls (H). Im Gegensatz zur PKC&/e-Doppeldefizienz sind die
primaren GefaBe des Rumpfbereiches vollstandig entwickelt (1).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass beide letalen Genotypen einen
vaskularen Defekt aufweisen, der auf eine fehlerhafte Angiogenese und im Falle der
Doppeldefizienz auch auf eine fehlerhafte Vaskulogenese schlieBen lasst.

2.2.4 Histologische Darstellung von Plazenta und Dottersack
Die Prozesse der embryonalen Vaskulogenese und Angiogenese finden nicht nur im

Embryo, sondern auch in extraembryonalen Bereichen statt. Dazu z&hlen der Dottersack
und die embryonalen Bereiche der Plazenta wie das Chorion. Die einwandfreie
Entwicklung des extraembryonalen GeféBsystems ist essentiell fir die ausreichende
Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen. Zur Analyse des extraembryonalen Bereichs
wurden histologische Praparate der jeweiligen Bereiche angefertigt. Die histologische
Analyse des GefaBsystems von E9.5-Dottersacken zeigte, dass die Organisation der
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DottersackgefaBe in PKC3”/PKCe”-Embryonen diskontinuierlich ist. AuBerdem konnte
keine erkennbare Unterteilung in kleinere Kapillaren und gréBere SammelgefaBe (Abb.
2.8 B, E) beobachtet werden. Ein Querschnitt durch den Dottersack ergab weiterhin,
dass die GefaBe in den PKCd/e-doppeldefizienten Dottersacken extrem vergréBert sind
(C, F). Die histologische Untersuchung der Plazenta von E10.5 PKC3&"/ PKCe’-
Embryonen zeigte, dass alle wichtigen Strukturen gebildet werden: Chorion, Labyrinth
und die Spongiotrophoblast-Grenzschicht sind vorhanden (Abb 2.9 A-D). Eine
Betrachtung des vaskuldren Systems zeigte jedoch, dass in den Plazenten der PKC3™
/PKCe”-Embryonen die GefaBe extrem vergréBert sind (D). Mit der Analyse der
extraembryonalen Bereiche konnte klar gezeigt werden, dass nicht nur die PKC3"
/PKCe"-Embryonen, sondern auch die extraembryonalen Strukturen einen vaskuldren

Defekt aufweisen.

PKC&*/*/PKCet/+

PKC&/-/IPKCe/-

Abb. 2.8. Phéanotypisches Erscheinungsbild des Dottersacks um E9.5. A-C, Wildtyp-
Embryonen. D-F, PKC3"/PKCe”-Embryonen. A und D, whole-mount Ubersicht. B und E,
lichtmikroskopische-Aufnahmen. C und F, histologische Darstellung. Die Dottersack-
gefaBe der PKC&"/ PKCs'/'-Embryonen haben eine abnormale Morphologie (E) und
vergréBerte Lumen (F). G, GefaB; PL, Plazenta; SG, Sammelgefa3 des Dottersacks
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E10.5: PKC&H+ / PKCet/+ E10.5: PKC&6—/—/ PKCe—/—

i L

Abb. 2.9. Histologische H&E-Farbung der Plazenta um E10.5. A und B, Wildtyp. C und D,
PKC&"/ PKCe™. Die Detailansicht (B und D) zeigt, dass alle Bereiche der Plazenta in der
PKC®&/e-Doppeldefizienz entwickelt sind. Auffallend sind jedoch die im Lumen vergrdBerten
GefaBe der PKCS"/ PKCe"-Plazenta. C, Chorion (embryonaler Bereich); DO, Dottersack; G,
GefaB; La, Labyrinth; Ma, maternaler Bereich (desidua basalis); ST, Spongio-Trophoblast-
Bereich.

2.3 Allantois-Kultur

Die extraembryonalen Gewebe, Plazenta und Dottersack, sind essentiell fir die normale
Entwicklung des Embryos (Conway, Kruzynska-Frejtag et al., 2003). Entwicklungs-
biologische Fehlentwicklungen in diesen Strukturen fihren in einigen Fallen zur
embryonalen Sterblichkeit und haben direkten Einfluss auf die fehlerfreie Entwicklung
der embryonalen Vaskulatur.
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Allantois

PKC&H/+/PKCet/+ PKC&/*/PKCe- PKC&-/PKCe -

D E F

PKC&/-/PKCet/+ PKC&/+/PKCe-- PKC&-/PKCet-
+ 3 UM Rottlerin

Abb. 2.10. Allantois-Kultur. Die Allantois von E7.5-Embryonen wurde fir 24 Std. kultiviert.
Die Neovaskularisierung wurde mittels immunhistochemischer Farbung mit dem
Endothelmarker Pecam-1 analysiert. In den einzeldefizienten Allantois (B und D) ist keine
erkennbare Beeintrachtigung der Neovaskulogenese zu beobachten. Die Allantois-Kulturen
der beiden letalen Genotypen (C und D) sowie die der durch Rottlerin nachgeahmten
Doppeldefizienz (E) weisen eine signifikante Reduktion der Neovaskularisierung auf. Die
Abbildung der Allantois eins E7.5-Embryos (s.0.) ist verandert von (Edinburgh, 2004).
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Um die Frage zu beantworten, ob der vaskulare Defekt der PKC&/e-doppeldefizienten
Embryonen auf vaskularen Fehlentwicklungen der Plazenta und des Dottersacks basiert,
wurde eine Kultur von E7.5-Allantois durchgefiihrt. Diese Allantois-Kultur dient zum
Nachweis von maternaler und plazentaler unabhangiger Vaskulogenese und frihen
Angiogenese (Downs, Gifford et al., 1998; Drake and Fleming, 2000).

Abb. 2.10 zeigt die neovaskularisierten Allantois von verschiedenen Genotypen; Wildtyp
(A), PKCd"*/ PKCe"(B), PKC5"/PKCe™(C), PKC5"/ PKCe** (D), PKC5"*/ PKCe” + 3
uM Rottlerin (PKC3-Inhibitor) (E) und PKC3”/ PKCe™ (F). In den einzeldefizienten
Allantois war keine erkennbare Beeintrachtigung der Neo-vaskulogenese zu beobachten.
Die Allantois-Kulturen der beiden letalen Genotypen sowie die der durch Rottlerin
nachgeahmten PKCd/e-Doppeldefizienz wiesen eine signifikante Reduktion der
Neovaskularisierung auf.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine maternale und plazentale
unabhangige Stérung der Vaskulogenese und friihen Angiogenese in PKC5"/ PKCe™*-
und PKC&"/ PKCe™"-Allantois besteht.

2.4 Immunhistochemische Darstellung von vaskularen glatten
Muskelzellen des embryonalen vaskularen Systems

Wahrend der embryonalen GefaBentwicklung differenzieren mesenchymale Zellen zu
vaskuldren glatten Muskekelzellen (Abschnitt 1.2.1), welche zusammen die Tunica
media bilden und den GeféBen Stabilitat verleihen. Fir eine Vielzahl an Knockouts
wurde zusatzlich zu einem Defekt in der Vaskulo- und/oder Angiogenese ein Fehlen von
vSMC nachgewiesen. Beispielweise kommt es zu keiner Differenzierung zu vSMC in
den Tie2-, Endoglin-, Alk-1-, SMAD5-, LKLF- und VEGF-A-Knockouts (Suri, Jones et al.,
1996; Kuo, Veselits et al., 1997; Carmeliet, Lampugnani et al., 1999; Li, Sorensen et al.,
1999; Yang, Castilla et al., 1999; Oh, Seki et al, 2000; Thurston, 2003).
Interessanterweise wird flr die meisten dieser Knockouts davon ausgegangen, dass der
Primardefekt in den Endothelzellen vorliegt, und dass die Effekte auf die Entwicklung der
Tunica media sekundér sind (Gerhardt and Betsholtz, 2003).

Um die Frage zu klaren, ob die PKC&/e-Doppeldefizienz zur Beeintrachtigung der
Differenzierung von periendothelialen Zellen zu vSMC fuhrt, wurden doppeldefiziente
Embryonen auf das Vorhandensein von vaskulédren glatten Muskelzellen untersucht.
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Wildtyp-E9.5-Embryonen zeigen a-smooth muscle actin-positive Zellen (Marker fur
vSMC und firr glatte Muskelzellen des Herzens) im Bereich der ventral gelegenen Seite
der dorsalen Aorta (Abb. 2.11 A) und innerhalb des Herzens (B). Hingegen weisen die
PKC&/e-doppeldefizienten Embryonen ausschlieBlich a-smooth muscle actin-positive
Zellen im Herzbereich auf (Abb. 2.11 C, D), was auf ein generelles Fehlen von
vaskuldren glatten Muskelzellen schlieBen lasst. Auch bei E10.5 konnten keine a-
smooth muscle actin-positive Zellen auBerhalb des Herzens in PKCd’/PKCe™-
Embryonen detektiert werden. Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden,
dass es in der PKC&/e-Doppeldefizienz zu keiner Differenzierung von periendothelialen

Zellen zu vaskularen glatten Muskelzellen kommt.

E9.5: PKC&t/+ / PKCet/+ A E9.5: PKC&—/—/ PKCe—/— C

1

E10.5: PKC&*/+/ PKCE_"'/‘I' i

T

A

Abb. 2.11. Immunhistochemische Darstellung von vSMC in E9.5 (A und C, whole mount-
Ansicht) und E10.5 Embryonen (B, D, transversale Schnitte). Die E9.5 und E10.5 PKCS”
/PKCe"-Embryonen weisen keine a-smooth muscle actin- positiven Zellen auBerhalb des
Herzens auf. DA; dorsale Aorta; MK, Myokardium; H, Herz.
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2.5 Elektronenmikroskopische Analyse von embryonalen
Gewebeschnitten

Die Integritdt der embryonalen GefdBe wird maBgeblich durch die Interaktion der
Endothelzellen untereinander sowie durch den Kontakt mit der Extrazellularmatrix und
den Mesenchymzellen (sowie im reifen Gefa3 zu den vaskulédren glatten Muskelzellen)
gewahrleistet. Das vergréBerte Perikardium der PKC®/e-doppeldefizienten Embryonen,
welches auf ein erhdhtes Fllssigkeitsvolumen innerhalb dieses Areals basiert, lasst auf

E9.5: PKC&++/ PKCet/+

o

E9.5: PKCS~/—/ PKCe~/—

' 0.1 pm

Abb. 2.12. Elektronenmikroskopische Analyse von embryonalen Gewebeschnitten um E9.5
(A-D). Die analysierten KranialgefaBe der PKC&"/ PKCe”-Embryonen (C und D) zeigen eine
Erweiterung des GeféBlumens. Die Proteindichte an den adherence junctions ist vermindert,
und Fokalkontakte sind nahezu nicht ausgebildet (D). AJ, adherence junctions; E,
Endothelzelle; ER, Erythrozyte; FK, Fokalkontakte; M, vSMC-Vorlauferzelle. Die EM-Bilder
wurden von Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie, Zentrum Anatomie) in
Zusammenarbeit angefertigt.
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ein durchlassiges GefaBsystems schlieBen. Ferner kommt es zu keiner Differenzierung
von mesenchymalen Zellen zu vaskuldaren glatten Muskelzelle in den PKC&/e-
doppeldefizienten Embryonen. Um die Frage zu beantworten, ob die mutmaBlich
durchlassigen GefaBe sowie das Fehlen der vSMC durch unzureichende interzellulare
Kontakte verursacht werden, wurde die Endothelstruktur von E9.5-Embryonen in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie, Zentrum
Anatomie) elektronenmikroskopisch analysiert. Die GefaBe des Wildtyps bestehen aus
einem durchgangigen Endothel (Abb. 2.12 A), welches von vaskuldren glatten
Muskelzellvorlauferzellen umgeben ist. Kontakte zu diesen Vorlauferzellen sind klar zu
erkennen (B). Die GefaBe der PKC®’/PKCe”-Embryonen sind hingegen stark
vergrdBert (Abb. 2.12 C), und das gesamte Endothel hat eine dlinne und glatte
Erscheinung, zellulare Auslaufer sind nicht zu erkennen.

Die Wildtyp-Endothelzellen sind UOber stark ausgepragte adherence junctions
miteinander verbunden (B) und Kontakte der Aktinfilamente mit der Zellmembran sind
vorhanden (B). Im Gegensatz dazu sind die Endothelzellen der PKC3”/ PKCe™-GefaBe
Uber adherence junctions miteinander verbunden, die Uber eine geringere Dichte an
Proteinen verfigen (D). Kontakte von Aktinfilamenten zur Zellmembran (Fokalkontakte)
sind stark vermindert vorhanden oder fehlen véllig (D).

Zusammenfassend fehlt dem Endothel der PKC3”/ PKCe’-Embryonen im Vergleich
zum Wildtyp-Endothel ein genereller Kontakt zu den umliegenden Mesenchymzellen und
auBerdem sind die Fokalkontakte nur sehr vermindert ausgebildet oder fehlen véllig.

2.6 Molekulare Analyse der PKC&/e-doppeldefizienten
Mauslinie

Die PKCd/e-Doppeldefizienz fuhrt wéhrend der embryonalen Entwicklung zu einem
Defekt in der Vaskulogenese und der Angiogenese. Eine genaue Einordnung von PKCd
sowie von PKCe in klassische Signaltransduktionswege der Vaskulogenese und der
Angiogenese konnte bisher jedoch nicht Gberzeugend dargelegt werden. Um Aufschluss
Uber PKCd/e-abhédngige downstream-Gene zu erlangen, wurden quantitative
Expressionsanalysen zwischen PKCo&/e-doppeldefizienten und Wildtyp-Embryonen
durchgeflhrt.
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2.6.1 Quantitative Expressionsanalyse von Angiogenese-relevanten
Genen
Fir den quantitativen Vergleich der cDNA-Populationen von E9.5 PKCo/e-

doppeldefizienten- und E9.5 Wildtyp-Embryonen wurden zwei unabhangige Methoden
verwendet: ein cDNA-Array fur die primare Suche nach verschiedenartig exprimierten

Genen und die real-time-PCR zu ihrer Validierung.

2.6.1.1 cDNA-Array

Die semiquantitative Analyse der unterschiedlichen Expressionslevel konnte aus
technischen Griinden (Blot-Qualitat/Analysesoftware) nur Gber manuellen Vergleich der
Arrays erfolgen. Trotz dieses technischen Nachteils, konnte die auf der cDNA-Array

PKC38—/—/PKCe-/- PKC3+/+/PKCet/+
C Adamts1 | Adamtsg | Agpt Agpt2 Ang Cd36 Cdh5 Choa
A » B 1 2 3 4 5 6 7 8
4 Col18a Csf3 Ctaf | Edg1 | Efnaz Efas | Einb2 | Eof
9 10 11 12 13 14 15 16
Egfr Eng Ephb4 Erob2 Ets1 F2 I Fgf | Fgf16
Agpt2 Cadh5 Agpt2 17 18 19 20 21 22 23 24
Cadh5 Fgf2 Fgfa Fgf6 Fgf7 Fairl Fgfr3 Fgfra Figf
25 26 27 28 29 30 31 32
Kd Fitt Fnl Cxclt Hof Hift TabT 1db3
33 34 35 36 37 38 39 40
Ifnal Ifnb Ifng Igf1 nmo 12a Itga! Itga
41 42 4 44 45 46 47 48
T3 Madh1 Mdk Mmp2 Mmp9 Misr1 Nos3 Nip
' 49 50 51 52 53 54 55 56
Pdgf: Pdgfb Bagh Pdgfb | Pecam Cxcla Paf PI
57 58 59 60 61 62 63 64
Pigst Pigs2 Pt Rsn Ccl2 | Serpinb5 | Serpinel | Serpinb2
Mdk Mdk 595 f?s 67 68 69 70 7 72
Serpinfl | Sp: Spp1 Tek Tofa Tafo1 Tgfo2 Tgfo3
73 74 75 76 77 78 79 80
Tgfbr1 Tgfbr2 Tgfbr3 Thbs1 Thbs2 Thbs3 Thbs4 Tie1
81 82 83 84 85 87 88
Timp1 Timp2 Tnc Tnf Vcam1 Vegfa Vegfb Vegfc
89 % 91 92 93 % 95 %
PUCI8 | PUCi8 | PUCIS Blank Blank Blank: Gapd Gapd
Vegfa Vegfa o7 %8 99 100 101 102 103 104
Ppia Ppia Ppia Ppia Rpi13a | Rpl13a Actb Actb
105 106 107 108 109 110 111 112

Abb. 2.13. cDNA-Array-Analyse der Genexpression von Angiogenese-relevanten Genen um
E9.5 (A und B). Rot markierte Gene wurden vermindert, blau markierte erhéht in der PKC&/e-
Doppeldefizienz exprimiert (C). Fur die detaillierte Analyse der Arrays wurden Filme mit
verschiedenen Exponierungszeiten verwendet (hier nur 12 Std.). Agpt2, Angiopoietin-2;
Cadh5, VE-Cadherin; Ephb4, EphB4; Fgfr4, FGFR4; Ifnal, Interferon-a, Mdk, Midkine; Tnc,
Tenaskin.

Erhoht exp. Vermindert exp.
VEGF (+ +) VE-Cadherin (++++) Tab.2.1.  Geschéatzte  Expressions-
L unterschiede zwischen Wildtyp- und
Angiopoietin-2 ++)

PKC®d/e-doppeldefizienten Embryonen,
Ephb4 ++) basierend auf den cDNA-Arrays. Die
Ets] ) Werte beziehen sich auf die in den

PKC®d/e-doppeldefizienten Embry-onen
Fefrd (+++) verandert exprimierten Gene. (+)Séarke
des Expressionsunterschieds.

Midkine +++)
Tenaskin +)
Ifnal (+++)
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basierende Expressionsanalyse neun Gene identifizieren, die um E9.5 im direkten
Vergleich zum Wildtyp-Embryo im PKC®&/e-doppeldefizienten-Embryo quantitativ
unterschiedlich exprimiert werden (Abb. 2.13). Von den neun Genen wurden acht
vermindert und ein Gen erhdht in den PKC&/e-doppledefizienten Embryonen exprimiert.
Davon wurde VEGF-A, ein zentraler Wachstumsfaktor der Vaskulo- und Angiogenese,
als einziges Gen erhéht in den PKCd&/e-doppeldefizienten Embryonen exprimiert. Im
Gegensatz dazu wurden VE-Cadherin, Fgfr4, Angiopoietin-2, EphB4, Ets1, Midkine,
TNC (tenascin) und Ifnal (interferon alpha 1) mit unterschiedlicher Intensitat vermindert
in der PKC&/e-Doppeldefizienz exprimiert (Tab. 2.1).

Zur weiteren Validierung der cDNA-Array-Kandidaten wurden die Gene, fir die bereits
Funktionen in der embryonalen GefaBentwicklung bekannt sind, mittels real-time-PCR

zusatzlich quantifiziert.

2.6.2 Quantitative Analyse der cDNA-Array-Kanditaten mittels real-
time-PCR

Eine Expressionsanalyse basierend auf einem cDNA-Array zeigte, dass die
Expressionsstarken von VE-Cadherin, Angiopoietin-2, FGFR-4, Midkine, Ets-1, EphB4
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Abb. 2.14. Quantitative Analyse der cDNA-Array-Kanditaten mittels real-time-PCR (basierend
auf E9.5-Embryonen). Die real-time-PCR bestatigte signifikante Expressionsunterschiede fir
sechs von neun Kandidaten, ndmlich VE-Cadherin, Angiopoietin-1, Angiopoietin-2, Midkine,
Ets-1, EphB4. Fir von VEGF-A und FGFR-4 wurden die Array-Ergebnisse nicht signifikant
bestétigt. In blau dargestellt, Wildtyp; in gelb dargestellt, PKCd/e-Doppeldefizienz. * = p <
0,01, ##* = p < 0,001
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eine Expressionsanalyse fir die Kandidatengene basierend auf der real-time-PCR
durchgefiihrt. Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Genen wurden auBerdem weitere
und VEGF-A in der PKC&/e-Doppeldefizienz um E9.5 verandert sind Zur Validierung und
genauen Quantifizierung dieser Epxpressionsunterschiede, wurde Gene auf eine
mogliche PKCod/e-abhangige Expressionsveranderung untersucht. In  diesem
Zusammenhang wurden Gene ausgewahlt, die aufgrund eines zu niedrigen
Expressionsniveaus nicht durch den cDNA-Array erfasst wurden, sowie mehrere, die
ursprunglich nicht auf dem cDNA-Blot vertreten waren.

Mégliche Expressionsunterschiede von Genen, die spezifisch fir Endothelzellen sind,
kdénnten aufgrund einer verdnderten Anzahl an Endothelzellen auftreten. Um diese
Méglichkeit ausschlieBen zu kdnnen, wurden auBerdem zwei unabh&ngige Endothel-
Marker-Gene, VEGFR2 und Pecam-1, in die Analyse mit einbezogen.

Die real-time-PCR-Analyse (Abb. 2.14) bestétigte die meisten der Expressions-
unterschiede, die mittels des cDNA-Arrays zuvor identifiziert wurden. In diesem
Zusammenhang konnte die signifikant-verminderte Expression von VE-Cadherin,
Angiopoietin-1, Angiopoietin-2, Midkine, Ets-1, EphB4 bestatigt werden. Die veranderten
Expressionslevel von VEGF-A und FGFR-4 konnten jedoch nicht reproduziert werden
(Abb. 2.14). Uberdies konnte durch die Expressionsanalyse der Endothelmarker Pecam-
1 (Abb. 2.15) und VEGFR-2 (Abb. 2.14) gezeigt werden, dass die Anzahl an
Endothelzellen im Mutanten sowie im Wildtyp vergleichbar sind. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass die Expressionsunterschiede der hier untersuchten Gene
nicht auf einer veranderten Quantitat der Endothelzellen zuriick zu fiuhren ist.

2.6.2.1 Real time-PCR-Quantifizierung der Expression von N-Cadherin, T-
Cadherin, Fli-1, Erg-1 und PDGF-bb

Die Expressionsanalysen konnten nachweisen, dass der Transkriptionsfaktor Ets-1 um
E9.5 in der PKCd/e-Doppeldefizienz vermindert exprimiert wird. Der Ets-1-Knockout
besitzt jedoch keinen kardiovaskuldren Defekt, was die zentrale Bedeutung dieser
verminderten Expression in Frage stellt. Fli-1 und Erg-1 bilden zusammen mit Ets-1 eine
Subfamilie der Ets-Transkriptionsfaktoren. Dabei wird davon ausgegangen, dass diese
Ets-Transkriptionsfaktoren jedenfalls teilweise funktionell redundant sind (Lelievre,
Lionneton et al., 2001). Daher sollte die Expression von Fli-1 und Erg-1 in der PKCd/¢-
Doppledefizienz genauer untersucht werden.
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Die verminderte Expression von Ets-1 in der PKCd/e-Doppeldefizienz kénnte zur
verminderten Expression von Ets-1-abhangig regulierten Genen flihren, was letzten
Endes die funktionelle Beeintrachtigung der Vaskulo- und Angiogenese bewirken kénnte.
Ets-1 reguliert u.a. die Expression von VE-Cadherin (siehe Einleitung, Abschnitt 1.5.1);
ob nun das erniedrigte Expressionsniveau von Ets-1 in der PKC®&/e-Doppeldefizienz
auch direkt oder indirekt Einfluss auf die Expression der zwei weiteren in Endothelzellen
exprimierten Cadherine, N-Cadherin und T-Cadherin, hat, sollte auBerdem mittels der
real-time -PCR ermittelt werden.

Im Abschnitt 2.6 wurde bereits beschrieben, dass es in der PKCd/e-Doppeldefizienz zu
keiner Differenzierung von Mesenchymzellen zu vSMC kommt. Im Allgemeinen ist die
Rekrutierung von Mesenchymzellen zum Endothel ein wichtiger Schritt in dieser
Differenzierung. In diesem Zusammenhang besitzt der von den Endothelzellen
sezernierte Wachstumsfaktor PDGF-bb eine zentrale Aufgabe (siehe Abschnitt 1.5.1).
Inwiefern eine mdgliche verédnderte PDGF-bb-Expression zur vSMC-Defizienz der
PKCd/e-doppeldefizienten Embryonen beitragt, wurde ebenfalls mittels der real-time-
PCR untersucht

Die Auswertung der real-time-PCR-Expressionsanalyse zeigte, dass N-Cadherin und Fli-
1 im Mutanten signifikant geringer exprimiert werden. T-Cadherin- sowie Erg-1-Level
sind vergleichbar, wohingegen PDGF-bb wesentlich erhéht exprimiert wird.
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Abb. 2.15. Real-time-PCR-Quantifizierung der Expression von N-Cadherin, T-Cadherin, Fli-1,
Erg-1 und PDGF-bb. Die Expressionsanalyse konnte nachweisen, dass N-Cadherin und der
Transkriptionsfaktor Fli-1 vermindert in der PKC&/e-Doppeldefizienz um E9.5 exprimiert sind.
Im Gegensatz dazu, wurde gezeigt, dass PDGF-bb mehr als doppelt so stark in den Mutanten
exprimiert wird. T-Cadherin-, Erg-1- und Pecam-1-Expressionslevel weisen keine
Unterschiede zwischen dem Wildtyp- und Mutantenembryo auf. In gelb dargestellt, PKC&/e-
Doppeldefizienz und in blau dargestellt, Wildtyp. *** = p < 0,001
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2.7 Untersuchungen zur Funktion von PKCd&/g in embryonalen
murinen Endothelzellen

Die quantitative Expressionsanalyse von in die Angiogenese involvierten Genen
(Abschnitt 2.6.1) identifizierte eine Reihe von verschiedenen Faktoren, die in der
PKC&/e-Doppeldefizienz entweder erhdht oder vermindert exprimiert werden. Somit
konnten verschiedene direkt oder indirekt PKC&/e-abhéngig regulierte Gene identifiziert
werden.

Far die ldentifizierung von potentiellen PKC&/e-regulierenden Faktoren missen jedoch
zusatzliche Methoden angewendet werden. Das heiB}t, eine detaillierte Untersuchung
des Signaltransduktionsweges kann nur bedingt im Embryo durchgefiihrt werden, im
generellen ist es jedoch notwenig fur diesen Zweck ein zelluldres Modelsystem zu
verwenden. Dabei sollte ein adaquates zellulares Modelsystem verwenden werden,
dass heiBt Zelllinien, die méglichst nahe verwandt sind mit dem Mausmodel, welches fr
die Generierung der Primardaten verwendet wurde. Fir diesen Zweck wurden
verschiedene embryonale Maus-Endothelzelllinien (mouse embryonic endothelial cells,
MEECs) aus E9.5-Embryonen etabliert (sieche Material/Methoden, Abschnitt 4.12) und
ihre korrekte Expression von bekannten Endothelmarkern mittels RT-PCR und
Immunhistochemie bestatigt.

A

p-Aktin

Abb. 2.16. Charakterisierung von MEEC-Zellininen (A und B). Die Charakterisierung der
etablierten MEEC-Zelllinien aus E9.5 Wildtypembryonen (A1 A6) erfolgte durch den Nachweis
der Expression von verschiedenen Endothelmarkern mittels RT-PCR (A) und
Immunfluoreszenz (B). RT-PCR, VEGFR1-3/Tie-1/VE-Cadherin (Cadh5) (A); Immun-
fluoreszenz, Pecam-1 (B). A1-A6, Widltyp-MEECs; Pos, End2-Zelllinie; Neg.,
Wasserkontrolle.

A1 A2 A3 A4 A5 A6 Pos. Neg. Pecam-1
o et
e e |
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2.7.1 Charakterisierung der embryonalen Endothelzellen
Die Charakterisierung der etablierten MEEC-Zelllinien erfolgte durch den Nachweis der

Expression von verschiedenen Endothelmarkern; VEGFR1-3, Tie-1, VE-Cadherin und
Pecam-1. In allen getestet MEEC-Zelllinien (Wildtyp-Zellen), wurden die far
Endothelzellen charakteristischen Gene, VEGFR1-3, Tie-1 und VE-Cadherin auf
vergleichbarem Niveau exprimiert (Abb. 2.16 A). Ferner konnte die membransténdige
Lokalisierung von Pecam-1 durch Immunhistochemie in allen MEEC-Zelllinien
nachgewiesen werden (Abb. 2.16 B).

2.7.2 Untersuchungen zur VEGF,¢s-abhdngigen Aktivierung von
PKCbd/e

Die PKCo&/e-Doppeldefizienz fuhrt zu einem Defekt in der Vaskulo- sowie in der
Angiogenese, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die PKCs in einen
Signalweg involviert sind, der eine Funktion in beiden dieser Prozesse austbt. VEGF¢s
ist der zentrale Wachstumsfaktor der Vaskulo- sowie Angiogenese. Um zu untersuchen
ob PKC&/¢ in einem VEGF,45- abhéangigen Signalweg involviert sind, wurden MEECs mit
VEGF,g5 stimuliert, und eine potentielle Translokation der PKCs zu der Membran
analysiert.

VEGF 50 ng/ml (min)

Lésliche Fraktion 1% Triton-Fraktion
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
- A\ \
— > Ry D - = e PKCe
—————— o s — — o= o [-Aktin
———— e g @D @D OB i

Abb. 2.17. Untersuchungen zur VEGFiss-abhangigen Aktivierung von PKC®/. MEECs
wurden mit VEGFg5 (50 ng/ml) fur verschiedene Zeitrdume stimuliert. Nachfolgend wurde die
Aktivierung der PKCs durch Fraktionierung des Zelllysates (1%TritonX-100 entspricht der
Memranfraktion), SDS-Page und Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Beide Isoenzyme
translozieren nach VEGF-Stimulierung mit vergleichbarer Kinetik zur Membranfraktion des
Zelllysates (1% Triton).
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Es konnte gezeigt werden, dass beide Isoenzyme zur Membranfraktion des Zelllysates
(1% Triton) nach VEGF;-Stimulierung translozieren, und dass dies mit einer
vergleichbaren Kinetik verlduft. Dabei erreicht die Translokation von PKC® und PKCe

nach 40 min das Maximum.

2.7.3 Untersuchungen zur VEGF,¢-abhédngigen Aktivierung von
Erk1/2 und p38

In humanen Endothelzelllinien (HUVEC) kommt es zu einer Aktivierung der MAP-
Kinasen Erk1/2 und p38 nach Stimulierung mit VEGFs5. Ob VEGF¢ auch in
embryonalen Mausendothelzellen ein potenter Aktivator von Erk1/2 und p38 ist, sollte
durch die Verwendung von MEECs in Stimulierungsexperimenten geklart werden.

Die Stimulierung von MEECs mit VEGF.s flhrte zu einer zeitabhéngigen
Aktivierung/Phosphorylierung von Erk1/2 und p38. Dabei resultierte die VEGFgs-
Stimulierung in der stérksten Phosphorylierung von Erk1/2 nach 40 min und die
VEGFes-abhangige p38-Phosphorylierung fihrte nach 30 min — 50 min zu einer
Aktivierung der Kinase.

Zusammenfassend konnten die fir HUVEC postulierten VEGFes-abhangigen MAPK-
Signalwege auch in embryonalen Maus-Endothelzellen bestétigt werden.

VEGF 50 ng/ml (min)
0O 10 20 30 40 50

e — e D38-P

T— W — — p38

VEGF 50 ng/ml (min)
0O 10 20 30 40 50

Erk2-P
- j— —Erki-p

= wwrwwes:

Abb. 2.18. VEGF,¢s-abhangige Aktivierung von Erk1/2 und p38 in MEECs. Die
Stimulierung von MEECs mit VEGFe flhrte zu einer zeitabhangigen
Aktivierung/Phosphorylierung von Erk1/2 und p38. Die VEGF;¢s- Stimulierung
fhrte zur starksten Phosphorylierung von Erk1/2 nach 40 min und die VEGFg5-
abhangige p38-Phosphorylierung fihrte nach 30 min — 50 min zu einer
Aktivierung der Kinase.
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2.7.4 Induktion der Expression von Ets-1
Ets-1 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der die Expression einer Vielzahl von Genen

reguliert, die an Vaskulo- und Angiogenese beteiligt sind (siehe Einleitung, Abschnitt
1.5.1). In den PKCd/e-defizienten Embryonen sind Ets-1 und einige Ets-1-regulierte
Gene signifikant vermindert exprimiert. Uberdies konnte gezeigt werden, dass VEGFs-
Stimulierung in der Lage ist PKC&/¢ zu aktivieren. In humanen (HUVECs) und in Rinder-
Endothelzellen (bovine aortic endothelial cells, BAEC) konnte eine PKC-abhangige
Induktion der Expression von Ets-1 experimentell gezeigt werden (siehe Abschnitt
1.5.1 ), was eine Involvierung von PKCd/¢ in der VEGF-abhéngigen Ets-1 Expression
theoretisch erméglichen wirde. Um die Frage zu klaren, ob die in den HUVECs und
BAECS postulierten Signalwege ebenfalls in der Maus existieren, wurden MEECs mit
VEGFi5 stimuliert und die relative Expression von Ets-1 mittels real time-PCR

quantifiziert.

Induktion der Expression von Ets-1
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Abb. 2.19. Induktion der endogenen Expression von Ets-1 in MEECs. Die Stimulierung von
konfluent wachsenden MEECs mit VEGF-A resultierte in einer signifikanten Erhéhung der
relativen Ets-1-Expression im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen Die Stimulierung mit
VEGF-A zusammen mit PKC-Inhibitoren, verminderte die Expression von Ets-1. Dabei fiihrte

die Zugabe des generellen PKC-Inhibitors Bisindolylmaleimide 1 zu einer starkeren Hemmung

der Expression, als die von dem cPKC-Inhibitor G6 6976 . * = p < 0,01, #** = p < 0,001
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Die Stimulierung von konfluent wachsenden MEECs mit VEGF-A resultierte in einer
signifikanten Erhéhung der relativen Ets-1-Expression im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollzellen (Abb. 2.19). Die Stimulierung mit VEGF-A zusammen mit PKC-Inhibitoren,
verminderte die Expression von Ets-1. Dabei fiihrte die Zugabe des generellen PKC-
Inhibitors Bisindolylmaleimide 1 zu einer stéarkeren Hemmung der Expression, als die
von cPKC-Inhibitor Gé 6976.

2.8 Interaktionen von RTKs und PKCs

Es konnte gezeigt werden, dass PKCd&/e in den VEGF-A-abhangigen Signalweg
involviert sind, es bleibt jedoch unklar, ob die PKC-Aktivierung zu einer direkten
Interaktion mit den VEGF-A-aktivierten Rezeptoren fiihrt. Rekrutierung von PKCs zu
einem RTK-standigen Signalkomplex wirde sie in unmittelbare rdumliche Nahe zu
potentiellen Substraten bringen, was deren Phosphorylierung und somit die
Signalweiterleitung ermdglichen wirde.

Um die Frage zu klaren, ob PKCd/e durch die Komplexierung mit VEGF-A-Rezeptoren
oder mit anderen RTKs Einfluss auf Angiogenese-relevante Signalkaskaden auslben,
sollte die Kolokalisierung mit VEGFR-2 und Tie-2 Gberprift und eine mdgliche

Komplexierung mit weiteren RTKs ermittelt werden.

2.8.1 Koexpression von VEGFR-2, Tie-2 mit PKC&/¢ in COS7-Zellen
VEGFR-2/Flk-1 und Tie-2 sind zentrale Signalmolekile der embryonalen GefaBbildung.

Eine Kolokalisierung von PKCd und/oder PKCe mit ihnen, wirde auf ein funktionelles
Zusammenwirken im Prozess der GeféBbildung hindeuten.

Endothelzellen kénnen nicht durch konventionelle Techniken transfiziert werden, daher
wurden Standard-Zelllinien wie COS7-Zellen flir diesen experimentellen Ansatz
verwendet.

In diesem Zusammenhang wurden COS7-Zellen mit PKC® oder PKCe zusammen mit
entweder VEGFR-2/FIk-1 oder Tie-2 kotransfiziert. Dabei war eine zusatzliche
Stimulierung der Rezeptoren nicht notwendig, weil RTKs in einem Status der
Uberexpression nachweislich im  aktivierten Zustand vorliegen (persdnliche
Korrespondenz mit Prof. Dr. Urban Deutsch, MPI Minster). Die Lokalisierung der RTKs
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und PKCs konnte mit Hilfe von spezifischen Antikérpern durch Immunfluoreszenz
visualisiert werden.

Die gemeinsame Expression von PKCs und RTKs flUhrte zu einer durch die
Uberexpression bedingten Kolokalisierung im perinukleéren Bereich, eine (iberlappende
raumliche Anordnung im Zellmembran-Bereich konnte aufgrund der nur sehr bedingten
membranstandigen Lokalisierung der RTKs nicht festgestellt werden.
Zusammenfassend flhrte die gemeinsame Expression von VEGFR-1 oder Tie-2 mit
PKC&/e nur zu einer Kolokalisierung im perinukledren Bereich, die eher durch die
Uberexpression als durch eine funktionelle Lokalisierung bedingt ist. Eine Aussage ber
die wirkliche Kolokalisierung im Membranbreich lasst sich aufgrund der nur gering

membranstandig exprimierten RTKs nicht treffen.

VEGFR-2

PKCe + VEGFR-2 "JPKCeyt Tie-2

PKCd + VEGFR-2@PKCS +Tie-2

Abb. 2.20. Lokalisierung von VEGFR-2/Flk-1, Tie-2 und PKC&/e in COS7-Zellen. Die
Koexpression von PKCs und RTKs fiihrte zu einer durch die Uberexpression bedingten
Kolokalisierung im perinukledren Bereich, eine Uberlappende raumliche Anordnung im
Zellmembran-Bereich konnte aufgrund der nur sehr bedingten membranstandigen
Lokalisierung der RTKs nicht festgestellt werden.
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2.8.2 GST-RTK/PKC®/e-pulldown in MEECs

Basierend auf der Erkenntnis, dass RTKs in Standard-Zelllinien keine beziehungsweise
nur geringe membransténdige Lokalisierung aufweisen, und weil die Verwendung von
Endothelzellen aufgrund Ihrer nicht-Transfizierbarkeit nicht mdglich ist, sollte eine
potentielle Interaktion von RTKs mit den PKC mittels eines GST-RTK/PKCd/¢-pulldowns
mit MEECs (Zelllysat) untersucht werden. Hierfir wurden die C-terminalen
zytoplasmatischen Bereiche von VEGFR-1, VEGFR-2, Tie-1, Tie-2, und EphB4 an GST
fusioniert und in E. coli exprimiert. AnschlieBend wurden die Fusionsproteine mittels
GST aufgereinigt (Abb. 2.21 A). Als Positivkontrolle wurde ein GST-Racki
Fusionsprotein verwendet, fiir welches eine direkte Interaktion mit PKCe bereits
beschrieben wurde (Csukai, Chen et al., 1997). MEECs-Zelllysat und GST-RTKs wurden
zusammen inkubiert, und nach der GST-Préazipitation und einer SDS-PAGE wurde eine
maogliche Koprazipitation der PKCs mittels spezifischer Antikdrper im Western-Blot
untersucht.

Der GST-pulldown zeigte, dass sowohl PKCd als auch PKCe mit allen GST-RTK-
Fusionsproteinen Kkoprazipitieren (Abb. 2.21 B), nicht jedoch mit GST alleine.
Demzufolge konnte mit der Verwendung von GST-RTK-Konstrukten gezeigt werden,
dass sowohl PKCd als auch PKCe im GST-pulldown mit den zytoplasmatischen
Bereichen von in der Angiogenese relevanten Rezeptoren interagieren kénnen. Es bleibt
jedoch unklar, ob diese Interaktion in vivo ebenfalls stattfindet und in welcher Art und
Weise die PKCs mit den RTKs interagieren.
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Abb. 2.21. GST-pulldown. GST-Fusionsproteine wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt
(A). Jeweils 5 ug GST-Fusionprotein wurde in einen GST-pulldown mit Endothelzelllysat mit
nachfolgender SDS-Page und Western-Blot eingesetzt. PKCS und PKCe interagieren mit allen
GST-Fusionproteinen (B).
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3 Diskussion

Obwonhl die Isoenzyme der PKC-Familie an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt
sind, fUhrte die Generierung von PKC-defizienten Mausen in den meisten Féllen zu
erstaunlich milden Phanotypen (Parker and Murray-Rust, 2004). Dieses Phanomen
kénnte auf eine physiologisch-funktionelle Redundanz der Isoenzyme zurlickzuflihren
sein, das heiBt, einzelne Isoenzyme kénnen im Fall der Defizienz eines anderen
Isoenzymes dieses funktionell substituieren und somit die Aufrechterhaltung der
biologischen Prozesse bewirken. Als Voraussetzung fur eine solche Substitution missen
die potentiell funktionell-redundanten lsoenzyme jedoch in den gleichen Zellen, das
heiBt, in denselben Geweben exprimiert werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene PKC-Isoenzyme auf ihr mdgliches
Zusammenwirkern zu untersuchen, um dadurch naheren Aufschluss Udber ihre
tatsé&chliche Funktion in vivo zu erhalten. In dieser Arbeit konnte fir zwei der zu den
novel PKCs zahlenden Isoenzyme, PKCd und PKCe, Uberlappende
Expressionsdomanen wahrend der Embryogenese bestimmt werden. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Generierung von PKCd/e-doppeldefizienten Mausen, aus
urspringlich vitalen Einzelknockouts, zur embryonalen Sterblichkeit fuhrt, die auf
schwere Defekte in den Bereichen der Uberlappenden Expressionsdomanen
zuruckzufthren ist. Somit konnte erstmalig fir die Familie der PKCs ein Zusammenhang
zwischen Uberlappender Genexpression und funktionellem Zusammenwirken einzelner

Isoenzyme in der Maus dargestellt werden.

3.1 Die Expression von PKCd und PKCe in der Embryogenese
der Maus

Die Analyse der Expression von PKC& und PKCe hat gezeigt, dass beide Isoenzyme
wahrend der Embryonalentwicklung ein erstaunlich &hnliches Expressionsmuster
aufweisen, welches hauptséchlich das neuronale und kardiovaskuldre System umfasst.
Dabei ist festzustellen, dass neben dem hohen Anteil an Uberlappenden Expressionen,
auch Isoenzym-spezifische Expressionsdoméanen vorhanden sind.
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Fir PKC® und im Besonderen fir PKCe wurde eine essentielle Funktion im
sensorischen Nervensystem aufgezeigt (Dekker, 2004), die in Ubereinstimmung mit der
embryonalen Expression von PKC& und PKCe steht. Beide Isoenzyme sind in nahezu
allen Bereichen des sich entwickelnden sensorischen Nervensystems exprimiert, wobei
die Uberlappende Expression in den dorsalen Wurzelganglien, dem Neuralrohr, dem
Trigeminal-Ganglion und den VI/VII-Kranial- Ganglien am starksten ausgepragt ist.

Die Funktion der beiden nPKCs im Herzen wurde bisher ausschlieBlich in adulten
Mausen untersucht (Chen, Hahn et al., 2001; Roman, Geenen et al., 2001), die
embryonale Funktion beziehungsweise Expression von PKCd/¢ in der Herzentwicklung
war bisher nicht bekannt.

PKCd sowie PKCe sind in allen embryonalen Herzkammern und Regionen exprimiert,
wobei PKC® vornehmlich im Epi- und Endokardium, PKCe hingegen im Myokardium
lokalisiert ist. Diese komplementédre Expression der beiden nPKCs im embryonalen
Herzen lasst auf eine eher unterschiedliche als synergistische Funktion in der
Herzentwicklung und/oder der embryonalen Herzfunktion schlieBen. Innerhalb des
vaskularen Systems wird PKCd in allen GefaBtypen relativ stark exprimiert, PKCe
konnte hingegen nur in geringeren MaBe detektiert werden. So konnte u.a. die
Expression von PKCe in dem mikrovaskularen System mittels Lac-Z-Farbung nur in
PKC"“'%°Z_ gber nicht in PKC**°“-Embryonen nachgewiesen werden, was ein gutes
Indiz fir eine geringe Expression von PKCe im vaskularen System ist. Basierend auf der
Beobachtung, dass wohl beide nPKCs im vaskuldaren System exprimiert sind, die
Expressionsintensitat von PKCS jedoch weit starker ist als die von PKCg, kann von einer
dominanten Funktion von PKCd ausgegangen werden.

Die identischen Expressionsmuster der beiden nPKCs fiihrten letztendlich zu der
Hypothese, dass sie redundante Funktionen in den betroffenen Zelltypen haben kénnten
und/oder in dem Fall der Defizienz der anderen Isoform diese funktionell substituieren

kdnnen.

3.2 Untersuchungen zur Funktion von PKCd und PKCce in der
Maus
Die PKCd- und PKCe-einzeldefizienten Mause weisen keinen embryonalen Phanotyp

auf, sind lebensféhig, bedingt fertil und zeigen keine Fehlentwicklungen bezliglich des
neuronalen oder kardiovaskuldren Systems. Das Fehlen eines gravierenden Phanotyps
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kdnnte dadurch erklart werden, dass andere PKC-Isoformen die Defizienz substituieren.
Dass erst das Fehlen von mindestens zwei Isoformen einer Kinasefamilie zu der
Entwicklung eines signifikanten Ph&notypes fihrt, wurde anhand der Src-Familie von
Tyrosin-Kinasen mehrfach gezeigt, und verdeutlicht die physiologische Bedeutung von
Redundanzen innerhalb einzelner Protein-Familien (Lowell, Niwa et al., 1996; De
Franceschi, Fumagalli et al., 1997; Yasue, Nishizumi et al., 1997; Quek, Pasquet et al.,
2000).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PKC® und PKCe aufféllige identische
embryonale Expressionsmuster aufweisen, was zu der Hypothese flhrte, dass die
beiden nPKCs mdglicherweise sich gegenseitig substituieren kénnen. Eine solche
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Abb. 3.1. Vergleich der PKCd&/e-Mutanten (D, E) mit verschiedenen Knockouts (A-C) die
einen embryonalen vaskularen Defekt aufweisen um E9.5. Eine generelle Wachstums-
retardierung und eine vergréBerte Perikardialhdhle um E9.5 sind charakteristisch fiir
vaskulare Phanotypen. A, Hey1/Hey2-Doppelknockout (Fischer, Schumacher et al., 2004),
B, Alk1-Knockout (Khasar, Lin et al., 1999; Oh, Seki et al., 2000)und C, VE-Cadherin-
Knockout (Carmeliet, Lampugnani et al., 1999). DS, Dottersack; PK, Perikardium
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funktionelle Redundanz kénnte somit das Fehlen eines gravierenden Phanotyps in den
Einzeldefizienzen bezlglich der neuronalen und kardiovaskularen Expressiondoméanen
erklaren. Die Verpaarung von PKC&”- mit PKCe”-Mauslinien zeigte, dass zwei der
mdglichen Genotypen einer doppelt-heterozygoten Verpaarung embryonal letal sind. Die
PKC5"/PKCe”- und die PKC5"/PKCe*"-Embryonen sterben um E10.5, wobei die PKC
"/PKCe*-Embryonen einen vergleichbaren, aber durchgédngig milderen Phénotyp
ausbilden. Ein direkter Vergleich mit verschiedenen anderen Knockouts, die ebenfalls
einen letalen Phanotyp um E9.5-E10.5 aufweisen, lasst einige phanotypische Parallelen
erkennen. Die Alk”-, Hey1”/Hey2”- und VE-Cadherin”-Mause und die PKC-Mutanten
sind ausnahmslos wachstumsretardiert. Die Dottersacke sind morphologisch verandert,
und das Perikardium ist stark vergréBert (Oh, Seki et al., 2000), (Fischer, Schumacher et
al., 2004), (Gory-Faure, Prandini et al., 1999), (Abb. 3.1). Im Besonderen die
VergroBerung des Perikardiums in den verschiedenen Mauslinien wird einem
kardiovaskularen Defekt zugeschrieben. Dabei wird davon ausgegangen, dass
durchlassige GeféBe fir die Akkumulation von Flissigkeit in der Perikardialhdhle
verantwortlich sind (Conway, Kruzynska-Frejtag et al., 2003).

Die anfanglich observierte Expression von PKC&/¢ im kardiovaskularen System wéhrend
der Embryogenese, die embryonale Sterblichkeit und die eindeutigen phanotypischen
Parallelen zu anderen Knockouts mit definierten kardiovaskularen Defekt fihrte zu einer
ausflhrlichen Untersuchung des embryonalen GefaBsystems der PKC&/¢-defizienten
Embryonen.

3.2.1 Der Einfluss von PKC®% und PKCge auf die embryonale
GefaBentwicklung

Die embryonale Entwicklung des GefaBsystems ist grundsétzlich in zwei sequentielle
Prozesse unterteilt, die Vaskulo- und die Angiogenese (siehe Einleitung, Abschnitt 1.2).
Wahrend der Vaskulogenese entwickeln sich aus Angioblasten GefaBe in bisher noch
nicht vaskularisierten Gewebe. Wahrend der embryonalen Angiogenese wird der
wéhrend der Vaskulogenese entstandene priméare vaskulare Plexus durch verschiedene
Mechanismen umgestaltet und entwickelt sich letztendlich zu einem mit
vSMCs/Perizyten stabilisierten GefaBsystem (Risau, 1997). Defekte in der embryonalen
GefaBentwicklung sind mannigfaltig und fihren haufig zu einer prénatalen Sterblichkeit.
So bewirkt z.B. die Defizienz von VEGFR-2 einen kompletten Verlust an Endothelzellen,
was zum Tod zwischen E8.5-E9.5 flhrt (Shalaby, Rossant et al., 1995). An diesem

Beispiel kann man den zeitlichen Rahmen erkennen, in dem das embryonale
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GefaBsystem lebensnotwendig fiir den Embryo wird. So wird zwischen E8.5-E9.5 die
Umstellung von reiner Versorgung durch Diffusion zu einer N&hrstoffversorgung Uber die
DottersackgefaBe und Uber die direkte GefaBverbindung zur Plazenta zum wichtigsten
Schritt wéhrend dieses Entwicklungsabschnittes (Drake and Fleming, 2000). Eine
unvollstandige Ausbildung des primaren vaskularen Plexus flhrt somit unweigerlich zur
Wachstumsretardierung und letztendlich zum préanatalen Tod. PKCd/e-defizienten
Embryonen sterben um E10.5, was ebenfalls auf einen Defekt in der GefaBentwicklung
hindeutet, und somit eine detaillierte Untersuchung des GeféaBsystems im intra- sowie im
extraembryonalen Bereichen als notwendig erscheinen 1&3t.

Die immunhistochemische Darstellung des embryonalen GefaBsystems der Mutanten
zeigte, dass es zu einer generellen Differenzierung von Endothelzellen kommt (Abschnitt
2.2.3). Damit unterscheiden sich die PKC&/e-Mutanten mit dem Knockout fir VEGFR-2.
Eine Funktion von PKC&/e in der Angioblasten-Differenzierung scheint eher
unwahrscheinlich zu sein. Die PKC&/e-Mutanten haben jedoch eindeutige Defekte in
GefaBen, die wahrend der Vaskulogenese sowie wahrend der Angiogenese gebildet
werden. Ein Vergleich der beiden letalen Genotypen zeigt, dass der PKCd"/ PKCe* -
Genotyp anscheinend einen milderen vaskularen Phanotyp aufweist (siehe Abschnitt
2.2.3). Folglich gibt es gewisse Ubereinstimmungen bezliglicher der vaskuléaren Defekte
aber auch grundlegende Unterschiede. Eine ausflhrliche Diskussion der
Ubereinstimmungen sowie Unterschiede zwischen den beiden Genotypen wird im
Abschnitt 3.3 gefihrt. Demnach fokussiert sich die nachfolgende Diskussion auf den
vaskularen Phanotyp der PKC®&/e-Doppeldefizienz. Die extreme Verkleinerung und/oder
der Verlust der dorsalen Aorta und der Kardinalvenen in der Rumpfregion der PKC&/e-
doppeldefizienten Embryonen basiert auf einer mangelhaften Vaskulogenese, und ist
vergleichbar mit dem Defekt, der bereits fir dei Hey1/Hey2-Doppelmutante beschrieben
wurde (Fischer, Schumacher et al., 2004). Die Vaskularisierung der Kopfregion findet
hauptséachlich wahrend der Angiogenese statt, wobei es dabei zu einer Verzweigung der
primaren kranialen Aorten und Venen (Arteria carotis, Kardinalvene) kommt (Risau,
1997). Die PKCo/e-Doppeldefizienz fiihrt zu einem desorganisierten kranialen
GeféBsystem, mit auffélligen Defekten in der Verzweigungsstruktur und Lumen (Abb.
2.7). Die verénderte kraniale GeféaBstruktur &ahnelt der von Mef2C-defizienten
Embryonen (Bi, Drake et al., 1999). Bei den Mef2C-Mutanten wird davon ausgegangen,
dass erhdhte VEGF-Werte aufgrund der auf der fehlenden Blutzirkulation beruhenden
Hypoxie im Kopfbereich fur die Erweiterung der GefaBlumen verantwortlich sind. Ob
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partiell erhéhte VEGF-Werte im Kopfbereich auch fiir die PKC®&/e-abhédngige
GefaBlumenerweiterung verantwortlich sind, kann nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, jedoch weisen die auf den ganzen Embryo ermittelten durchschnittlichen VEGF-
Werte (Abb. 2.14) auf ein eher VEGF-unabh&ngigen Mechanismus hin.

Die embryonale Vaskulogenese und Angiogenese findet nicht nur im Embryo, sondern
auch in den extraembryonalen Bereichen statt. Dazu z&hlen der Dottersack und die
embryonalen Teile der Plazenta. Die einwandfreie Entwicklung des extraembryonalen
GeféBsystems ist essentiell fur eine ausreichende Versorgung des Embryos mit
Nahrstoffen. Es konnte mittels verschiedener Mutanten gezeigt werden, dass
embryonale Fehlentwicklungen in diesen GeféBbereichen zur pranatalen Sterblichkeit
fihren kénnen. Mause, die defizient fir den Plazenta-a2-Adrenozeptors sind, sterben
z.B. zwischen E10.5-E11.5 an schweren Missbildungen des GefaBsystems im Bereich
des Dottersacks und der embryonalen Bereiche der Plazenta (Philipp, Brede et al.,
2002). Die bereits beschriebenen Hey1/Hey2- und Mef2C-defizienten Tiere entwickeln
neben dem generellen Angiogenesedefekt ebenfalls vaskulare Defekte im
extraembryonalen Gewebe (Bi, Drake et al., 1999; Fischer, Schumacher et al., 2004).
Die PKCod/e-Doppeldefizienz fihrt im Labyrinth der Plazenta und innerhalb des
Dottersacks ebenfalls zu einer signifikanten VergréBerung der BlutgefaBe (Abb. 2.8, 2.9),
mit verringerter Verzweigungsstruktur und homogen GrdBe. Mause mit Defizienz fir den
TGF-B-Typ1 Rezeptor (TBR1) weisen eine nahezu identischen Dottersack-Phanotyp auf
(Larsson, Goumans et al., 2001), und es konnte gezeigt werden, dass dieser vaskulare
Defekt hauptsachlich auf einer erhéhten Proliferationsrate und auf einem veranderten
Migarationverhalten der Endothelzellen basiert (Larsson, Goumans et al., 2001). Ob
eine veranderte Proliferation oder Migration zu dem vaskularen Phanotyp der PKC&/e-
doppeldefizienten Embryonen betragt, wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht
né&her untersucht.

Aufgrund der schweren extraembryonalenvaskuldaren Defekte konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass der kardiovaskulare Phanotyp des PKCd/e-
doppeldefizienten Embryonen ein sekundarer Effekt ist. Die Allantois-Kultur dient als
Nachweis fir eine maternal und extraembryonal unabhangige Neovaskularisierung und
frihe Angiogenese (Downs, Gifford et al., 1998; Drake and Fleming, 2000). Die
Allantois-Kultur der PKC-Mutanten zeigte eine stark reduzierte Neovaskularisierung im
Vergleich zu den getesteten Kontrollgruppen (Abb. 2.10). Was eindeutig zeigt, dass sich
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die vaskuldaren Defekte der PKC-Mutanten unabhangig von den extraembryonalen
Defekten entwickeln.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung von GefaBen des Kopfbereiches bestatigte
die Annahme, dass die GefaBlumen der PKC&/e-doppeldefizienten Embryonen speziell
im Kopfbereich stark erweitert sind (Abb. 2.11). AuBerdem konnte eine verringerte
Proteindichte in den adherence junctions festgestellt werden, die vermutlich zu einer
durchlassigen Endothelstruktur fiihrt und somit die Flussigkeits-Akkumulation in der
Perikardialhdhle erklaren kann. Expressionsanalysen konnten eine stark verminderte
Expression von VE-Cadherin in der PKC-Mutante nachweisen (Abschnitt 2.6.1). VE-
Cadherin ist ein zentrales Zell-Zell-Adhasionsprotein welches in den adherence
junctions organisiert ist (Abschnitt 1.4.1). Die verminderte VE-Cadherin-Expression
kénnte ausschlaggebend sein flr die geringere Proteindichte an den Zell-Zell-Kontakten
und infolgedessen auch verantwortlich fir die Durchlassigkeit des Endothels.
Zusammenfassend flhrt die PKCd/e-Doppeldefizienz zu schwerwiegenden Defekten des
embryonalen GefaBsystems. Dabei sind GefaBe betroffen, die wahrend der
Vaskulogenese sowie wahrend der Angiogenese entstanden sind. Eine préaferenzielle
Schadigung des arteriellen oder des venésen embryonalen GefaBsystems konnte nicht
festgestellt werden. Ferner betreffen die Defekte zusatzlich die extraembryonalen
Bereiche Dottersack und die embryonalen Regionen der Plazenta.

3.2.2 Die PKC5"/PKCe*"-/PKC5"/PKCe* -Genotypen im Vergleich
Die beiden letalen PKC8/e-Genotypen, PKC5"/PKCe*" und PKC5"/PKCe™, sterben um

E10.5, wobei PKC8”/ PKCe*-Embryonen teilweise auch in spateren Embryonalstadien
vorzufinden sind. Das phanotypische Erscheinungsbild der PKC3”/PKCe* -Embryonen
unterscheidet sich zur Doppeldefizienz in verschiedener Hinsicht. Um E9.5 weisen beide
Genotypen ein abnormales Erscheinungsbild des Dottersacks auf (Abb. 2.6). Der Kérper
des PKC38"/PKCe*-Embryos ist jedoch zu diesem Zeitpunkt morphologisch nicht vom
Wildtyp zu unterscheiden. Im Vergleich dazu, weist der doppeldefiziente Embryo bereits
schwere Beeintrachtigungen in der Entwicklung auf. Erst um E10.5 zeigt der PKC&”
/PKCe*"-Genotyp charakteristische Anzeichen einer Wachstumsretardierung. Die
Darstellung des vaskularen Systems der beiden Genotypen zeigt, dass es sich um zwei
unterschiedliche vaskulare Defekte handelt. Im Gegensatz zu den offensichtlichen
Vaskulo- und Angiogenese-Defekten des doppeldefizienten Embryos (Abb. 2.7) weist
der PKC5"/PKCe*"-Genotyp keine Beeintrachtigung der Vaskulogenese auf. Obwohl die
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KopfgefaBe nicht im Lumen vergréBert scheinen, kann aufgrund der reduzierten
generellen Verzweigung davon ausgegangen werden, dass der PKC5"/PKCe*"-Genotyp
einen Defekt in der Angiogenese besitzt. Es wére jedoch ebenfalls denkbar, dass die
Wachstumsretardierung speziell des PKC5"/PKCe*-Genotyps zu einen gewissen Anteil
auf den Defekt des Dottersacks zurtickzufiihren ist (Conway, Kruzynska-Frejtag et al.,
20083).

Dass es signifikante Unterschiede in der phanotypischen Auspragung zwischen
doppeldefizienten und Embryonen mit einem einseitig heterozygoten Genotyp gibt,
wurde bereits fur die NP1/NP2- und Hey1/Hey2-Doppelknockouts im Detail beschrieben.
NP17/NP2"-Embryonen sterben um E8.5 im Uterus, und weisen keine GefaBstrukturen
im Dottersack auf (Takashima, Kitakaze et al., 2002). Der NP1*"/NP2"- als auch der
NP17"/NP2"*-Genotyp sind ebenfalls embryonal letal, jedoch erst um E10.5. Im
Gegensatz zu den nicht vaskularisierten Dottersdcken der Doppeldefizienz bilden die
»~Semi-Heteromutanten® ein GeféBsystem im Dottersack aus, es fehlen allerdings
gréBere SammelgefaBe und eine ausgepragte Verzweigung des GefaBnetzes
(Takashima, Kitakaze et al., 2002). Hey1”/Hey2”-Embryonen sterben um E9.5 an
einem ausgepragten vaskuldren Phanotyp, der auf einem kompletten Fehlen
funktioneller Angiogenese beruht (Fischer, Schumacher et al., 2004). Auch in diesem
Fall, entwickeln die einfach heterozygoten Mause, Hey1”"*/Hey” und Hey1”/Hey™, einen
individuell charakteristischen Phanotyp im Vergleich zu den Einzelknockouts
beziehungsweise zum Doppelknockout aus. Diese Diskrepanzen flihren wie u.a. bei
Hey1/Hey2-doppeldefizienten Mausen dazu, dass die phanotypische Charakterisierung
solcher Doppeldefizienzen hauptsachlich auf den kompletten Doppelknockout fokussiert
ist (Fischer, Schumacher et al., 2004).

3.2.3 PKCbd/e-abhangige Differenzierung von vaskularen glatten
Muskelzellen
In ausdifferenzierten BlutgefaBen bilden vSMC/Perizyten die Tunica media, die Schicht,

die dem GefaB Stabilitdt und Flexibilitdt verleiht. Eine Defizienz von vSMC/Perizyten
fhrt jedoch nicht nur zu einem generellen Stabilitatsverlust der GeféaBe, sondern auch
zu einem generellen Angiogenesedefekt (Gerhardt and Betsholtz, 2003) (Hellstrom,
Gerhardt et al., 2001).

Eine Anzahl an verschiedenen Knockouts entwickeln eine vSMC/Perizyten-Defizienz,
wobei nur in PDGF-B/PDGFR-B-Knockouts dafir ein funktioneller Mechanismus
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beschrieben werden konnte (Hellstrom, Gerhardt et al., 2001). Bezlglich der
Mausmutanten fir Ang1 und seinem Rezeptor Tie-2, Endoglin, Alk-1, SMADS5, LKLF
sowie fur VEGF-A (Suri, Jones et al., 1996; Li, Sorensen et al., 1999; Thurston, 2003)
(Yang, Castilla et al., 1999; Oh, Seki et al., 2000) (Kuo, Veselits et al., 1997) (Carmeliet,
Lampugnani et al., 1999) ist der funktionelle Mechanismus eher unklar. Fir die meisten
dieser Mutanten ist es jedoch wahrscheinlich, das der Primardefekt in den
Endothelzellen stattfindet, und dass die Effekte auf die Entwicklung der Tunica media
sekundar sind (Gerhardt and Betsholtz, 2003)

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in den PKC&/e-doppeldefizienten
Embryonen zu keiner Differenzierung von periendothelialen Zellen zu vSMC/Perizyten
kommt (Abschnitt 2.4). Dabei ist anzunehmen, dass dieser Defekt auf der PKC®&/e-
abhangigen Deaktivierung von flr die Differenzierung essentiellen Genen basiert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass u.a. Ang-1 und N-Cadherin in den PKC&/e-
doppeldefizienten Mausen vermindert exprimiert werden (Abb. 2.15).

Ang-1-defiziente Mause sterben um E11.5 an Defekten des embryonalen GefaBsystems,
dabei bilden die Ang-1-defizienten Endothelzellen keinerlei Kontakte zu
periendothelialen Zellen aus (Suri, Jones et al., 1996). Die verminderte Ang-1-
Expression kénnte somit einen &hnlichen Effekt in der PKC- Mutante bewirken.

Die Interaktion von Endothelzellen mit vSMC-Vorlauferzellen ist essentiell flr die
Differenzierung von Mesenchymzellen zu vSMCs (Gerhardt and Betsholtz, 2003). N-
Cadherin ist im Gegensatz zu VE-Cadherin nicht an der Bildung von intraendothelialen
adherence junctions beteiligt (Navarro, Ruco et al., 1998), sondern hat eine Funktion in
der Kontaktbildung zu den periendothelialen Zellen (Gerhardt, Liebner et al., 1999;
Gerhardt and Betsholtz, 2003). Ferner konnte gezeigt werden, das N-Cadherin die B-
Catenin-Signaltransduktion in adherence junctions zwischen Endothelzellen und
Perizyten unterstitzt (Gerhardt, Wolburg et al., 2000). Zusammen mit der reduzierten
Ang-1-Expression kann die stark reduzierte N-Cadherin- Expression somit ein wichtiger
Faktor sein, der die fehlende Differenzierung von periendothelialen Zellen zu vSMC in
der PKCd/¢-Defizienz beeinflusst.

Unterstitzt wird diese Vermutung auBerdem durch die Ergebnisse der
elektronenmikroskopischen Untersuchung von GeféBen der PKCd/e-doppeldefizienten
Embryonen (Abschnitt 2.5). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die
Endothelzellen der PKC&/e-doppeldefizienten Embryonen im Gegensatz zu den
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Wildtypkontrollen keine Verbindungen zu vSMC/Perizyten Vorlauferzellen und/oder zu
der extrazelluldren Matrix ausbilden (Abb. 2.12).

Zusammenfassend kann das Fehlen von vSMC/Perizyten in der PKC-Mutanten
Ursachen haben, die entweder priméar auf der verminderten Expression von Ang-1 und
N-Cadherin, oder sekundar aufgrund des allgemeinen GefaBdefekts basieren.

3.3 Der Einfluss von PKC®&/¢ auf die Expression von Genen der
GefaBentwicklung

Am Ende einer Signalkaskade kann die Regulierung der Expression von spezifischen
Genen stehen, die die zelluldare Antwort auf ein urspringliches initiierendes Signal
darstellen. Die Defizienz von Signaltransduktions-Proteinen kann somit zu einer
Veranderung der Expression von den jeweiligen downstream-Genen fuhren. Diese
veranderte Expression tréagt nun entscheidend zur Bildung und zum Charakter eines
Knockout-Phanotypes bei. Das Erscheinungsbild eines Phanotypes stellt die Summe der
aufgrund der Defizienz entstandenen Expressions-Verénderungen dar.

Die Expressionsanalyse von Genen der GefaBentwicklung identifizierte eine Anzahl an
Genen, die in der PKCd/e-Doppeldefizienz entweder vermindert oder erhéht exprimiert
werden (Abschnitt 2.6.1). So konnte gezeigt werden, dass PDGF-BB signifikant erhéht,
VE-Cadherin, N-Cadherin, Ang-1, Ang-2, Midkine, Ets-1, Fli-1 und EphB4 hingegen
vermindert in der PKC®&/e-Doppeldefizienz exprimiert werden.

PDGF-BB bildet zusammen mit seinem Rezeptor PDGFR-B eine wichtige
Ligand/Rezeptor-Einheit, welche entscheidenden Einfluss auf die Interaktion von
Endothelzellen und vSMC-Vorlduferzellen hat. Die erhdhte Expression von PDGF-BB
kénnte indirekt durch das Fehlen einer negativen Rickkopplung aufgrund der vSMC-
Defizienz geférdert werden. Alternativ konnte die verminderte Expression von Ang-1,
einem Wachstumsfaktor, fir den eine Funktion in der negativen Regulierung von PDGF-
BB nachgewiesen wurde (Taylor and Khachigian, 2000), zu der Erhéhung des
Expressionsniveaus fuhren.

Der Heparin-bindende-Wachstumsfaktor Midkine Ubernimmte vielfélltige Funktionen in
verschiedenen Bereichen der Angiogenese (Zhang and Deuel, 1999; Sumi, Muramatsu
et al., 2002), so dass die Reduzierung des Expressionsniveaus einen signifikanten
Einfluss auf den Angiogenesedefekt des PKC-Mutanten haben kdnnte. Interessanter-
weise ist Midkine ein Ligand des Heparan-Sulfat-Proteoglykan-Transmembranrezeptors
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Syndecan-4 (Deepa, Yamada et al., 2004). Syndecan-4-defiziente Mause zeigen eine
verminderte Wundheilung, die auf einem Angiogenesedefekt beruht. Flr die Aktivierung
des Rezeptors wurde auBerdem gezeigt, dass hierfiir eine durch PKCd vermittelte Serin-
Phosphorylierung notwendig ist (Murakami, Horowitz et al., 2002).

Die PKCd/e-abhangige verminderte Expression des Transkriptionsfaktors Ets-1 besitzt
womdglich eine Schliisselfunktion bezlglich der veranderten Expression von weiteren
Genen in der PKC-Mutante. So konnte gezeigt werden, dass Ets-1 die Expression von
Ang-2, Fli-1 und VE-Cadherin regulieren kann und somit upstream von diesen in der
PKC-Mutanten vermindert exprimierten Genen liegt (Lelievre, Mattot et al., 2000;
Lelievre, Lionneton et al., 2001; Lelievre, Lionneton et al., 2002; Hasegawa, Abe et al.,
2004) . AuBerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die durch VEGF stimulierte
Induktion der Expession von Ets-1 von der PKC vermittelten Signaltransduktion
abhéangig ist (Abschnitt 2.7.4 und 3.4).

Eine Datenbank-Analyse identifiziere eine Vielzahl an bekannten Ets-1/Fli-1
Bindungsstellen in  der  Promotorsequenz  von  N-Cadherin  (http://www.
biochem .missouri.Edu /~martin /etsalign.htm). Dieses erdffnet die Mdéglichkeit, dass
auch die verminderte Expression von N-Cadherin in der PKC-Mutante auf dem
reduzierten Ets-Niveau basiert.

Eine Ets-1-abhangige verminderte Expression von Ang-2, Fli-1 und VE-Cadherin und N-
Cadherin wirde bedeuten, dass PKC& und PKCe upstream von Ets-1 wirken, und damit
ein Fehlen der PKCs direkt zu einer verminderten Expression des Transkriptionsfaktors
fuhrt. Ferner sollte ein Ets-1-Knockout einen ahnlichen Phanotyp aufweisen wie der
PKC&/e-Knockout. Allerdings zeigen Ets-1-defiziente Mause keinen Angiogenesedefekt,
was die essentielle Funktion von Ets-1 in Frage stellt (Barton, Muthusamy et al., 1998).
Es wird angenommen, dass in Ets-1-defizienten Mausen Fli-1 und Erg Ets-1 funktionell
substituieren (Lelievre, Lionneton et al., 2001). In der PKCd/e-Doppeldefizienz werden
Ets-1 und Fli-1 signifikant vermindert expremiert, so dass es zu keiner Substitution von
Ets-1 durch Fli-1 kommen kann. Interessanterweise, flihrt die Fli-1-Defizienz zu einem
Defekt in der embryonalen Angiogenese, was in einem embryonalen Tod um E12.5
resultiert (Spyropoulos, Pharr et al.,, 2000). Somit ist der Ph&notyp der PKC&/e-
doppeldefizienten Embryonen im Gegensatz zu den Ets-1-, Fli-1-Einzelmutanten das
Resultat einer verminderten Expression von zwei Ets-Transkriptionsfaktoren, was die
Unterschiede in der phanotypischen Auspragung der vaskuldren Defekte erklaren

kdnnte.
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In Endothelzellen wird die Ets-1-Expression u.a. durch VEGF induziert (Valter, Hugel et
al., 1999). Ob PKCd und PKCe ebenfalls durch VEGF aktiviert werden, und somit
potentiell upstream von Ets-1 in einer VEGF-induzierten Signalkaskade liegen, wurde
anhand von VEGF-Stimulations-Experimenten in MEECs untersucht (Abschnitt 3.4).

3.4 Untersuchungen zur VEGF-abhangigen Signalkaskade in
MEECs

VEGF;¢5 ist der vorherrschende vaskulare Wachstumsfaktor, der die Expression von
Ets-1 in Endothelzellen induzieren kann. Jedoch konnte bisher noch nicht eindeutig
nachgewiesen werden, welcher der VEGFs-Rezeptoren fir diese Induktion
verantwortlich ist. Der Wachstumsfaktor VEGFies bindet mit verschiedener Affinitat
VEGFR-1, VEGFR-2, NP-1 und NP-2. Somit kann die Expression von Ets-1 durch eine
Reihe von verschiedenen Signalkaskaden in der Zelle initialisiert werden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass VEGF;e nicht nur in humanen und Rinder-
Endothelzellen, sondern auch in Mauszellen Ets-1-Expression induzieren kann
(Abschnitt 2.7.4). Ferner konnten die in HUVEC untersuchten VEGF-abhangigen p38-
und Erk1/2-Stimulierungen in MEECs qualitativ reproduziert werden (Abschnitt 2.7.3).
Dies lasst den Schluss zu, dass die beschriebenen VEGF-Signalkaskaden mit denen
der embryonalen Maus-Endothelzellen identisch sind.

In HUVECs wurde bereits eine VEGF-abhéngige PKCe-Aktivierung beschrieben (Wu,
Mayo et al., 2000), eine Aktivierung von PKCd durch VEGF wurde jedoch bisher in
keiner Zelllinie nachgewiesen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PKCd und
PKCe durch die Stimulierung von MEECs mit VEGFgs aktiviert werden (Abb. 2.17).
Ferner konnte mit Hilfe von verschiedenen PKC-Inhibitoren nachgewiesen werden, dass
die VEGFgs5-abhangige Ets-1-Induzierung jedenfalls teilweise tiber nPKCs erfolgt.

Der zeitliche Verlauf der p38-, Erk1/2- und PKCd/e-Aktivierungen lasst vermuten, dass
p38 PKC&/e-unabhangig, Erk1/2 jedoch mdglicherweise PKCd/e-abhangig durch
VEGF¢s aktiviert werden koénnte. Fir definitive Aussagen bezlglicher der PKC-
abhangigen MAPKs Aktivierungen missten jedoch entweder VEGFg5-Stimulierungen
mit PKC&/¢-einzel- oder -doppeltdefizienten Zellen oder Stimulierungen mit
entsprechenden Inhibitoren durchgefihrt werden.
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3.5 Die Interaktion von PKC3d und PKCes mit Rezeptoren der
GefaBentwicklung

Wie zuvor beschrieben, fihrt die VEGF;¢-Stimulierung von MEECs zur Translokation
von PKCd sowie der von PKCe zur Membranfraktion des Zelllysates. Ferner konnte
dargestellt werden, dass die PKCs direkt oder indirekt an die VEGF,s5-Rezeptoren
VEGFR-1, VEGFR-2 sowie an Tie-1, Tie-2 und EphB4 binden. AuBerdem konnten erste
Untersuchungen zur PKC-abhangigen Phosphorylierung der RTKs zeigen, dass diese
nicht durch die PKCs phosphoryliert werden (Daten nicht gezeigt), was darauf schlieBen
lasst, dass die Funktion der Bindung darin besteht, die PKCs in rdumlicher Nahe zu
ihrem Substrat zu lokalisieren. Die Méglichkeit einer indirekten Bindung der PKC an die
RTKs wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass der Rezeptor fiir aktivierte C-Kinasen 1
(Rack-1) ebenfalls an die GST-RTK Fusionsproteine binden kann (Busche, 2004).

Das Adapterprotein Rack-1 wurde urspriinglich als Bindungspartner von PKCBII
identifiziert (Ron und Mochly-Rosen, 1995). Inzwischen konnte jedoch auBerdem die
Bindung von PKC& und PKCe an Rack-1 nachgewiesen werden (Besson, Wilson et al.,
2002; Rosdahl, Mourton et al., 2002). Neben der Bindung von PKC interagiert Rack-1
u.a. mit den zytoplasmatischen Tyrosin-Kinasen Src und Fyn (Chang, Chiang et al.,
2001; Yaka, Phamluong et al., 2003; Miller, Lee et al., 2004), welche wiederum an
bestimmte VEGF-Rezeptoren binden kdnnen. So konnte nachgewiesen werden, dass
Src praferenziell mit VEGFR-2 und Fyn mit VEGFR-1 interagiert (Chou, Wang et al.,
2002). Basierend auf diesen Interaktionen ist es denkbar, dass PKCd und PKCe (ber
Rack-1/Src oder Rack-1/Fyn an VEGFR-1 beziehungsweise VEGFR-2 binden. Aufgrund
der Tatsache, dass Rack-1 ebenfalls an Tie-1, Tie-2 und EphB4 binden kann (Abschnitt
2.8.2), ist fir diese Rezeptoren ein ahnlicher Mechanismus denkbar. Die Vermutung,
dass es sich um eine indirekte Interaktion handelt, wird auBerdem dadurch bekréaftigt,
dass PKC® sowie PKCe in einem yeast two hybrid Ansatz nicht mit den RTKs
interagieren (Busche, 2004).

3.6 PKCbd/e-Signaltransduktion in der murinen vaskularen
Entwicklung — Das Gesamtbild

Bisher wurden in dieser Arbeit viele verschiedene Aspekte diskutiert, die sich mit den
Folgen einer PKCd/e-Doppeldefizienz in der murinen Embryogenese befasst haben. Wie
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sieht jedoch das Gesamtbild der Signaltransduktions-Ereignisse aus, das durch PKC®
und PKCe vermittelt wird?

Ausgangspunkt der Konstruktion eines Gesamtiberblickes ist die embryonale
Sterblichkeit der PKC&/e-doppeldefizienten Embryonen um E10.5, die auf einen
umfangreichen Defekt in der Vaskulo— und Angiogenese beruht. Somit ist festzustellen,
dass beide PKC Isoformen eine essentielle Aufgabe in den Signaltransduktions-
Ereignissen besitzen, die den Prozess der GefaBbildung und GeféaBneugestaltung
kontrollieren. Basierend auf der Vermutung, dass es sich hierbei um einen Signalweg
handeln muss, der bekanntlich in der Vaskulo- sowie in der Angiogenese involviert ist,
kann es sich primar nur um ein durch VEGF-A-vermittelten Signaltransduktionweg
handeln. Diese Annahme beruht auf der Tatsache, dass VEGF-A der einzige vaskulare
Wachstumsfaktor ist, der nachweislich essentielle Funktionen in beiden embryonalen
Prozessen der GefaBentwicklung besitzt und dabei keine Praferenz fir
verschiedenartige GefaBe aufweist (Rossant and Howard, 2002). Als VEGF-Rezeptoren,
die Einfluss auf die Vaskulogenese haben, kommen vornehmlich VEGFR-2, NP1 und
NP2 in Frage. Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
VEGF-A-Isoform VEGFies upstream von PKC® und PKCe wirkt (Abschnitt 2.7.2).
VEGF¢s ist an einer Vielzahl an funktionellen Prozessen der GefaBentwicklung beteiligt,
wobei die Induktion der Expression des vaskularen Transkriptionsfaktors Ets-1 eine
zentrale Bedeutung in der VEGF-stimulierten zelluldren Antwort darstellt (Lelievre,
Lionneton et al., 2001).

Es konnte nachgewiesen werden, dass Ets-1 und der Ets-Transkriptionsfaktor Fli-1 in
der PKC®&/e-Doppelmutanten vermindert exprimiert werden. Dieses lasst vermuten, dass
diese verminderte Expression durch eine Stérung des VEGF-Signalweges
hervorgerufen wurde. Bestarkt wurde diese Annahme auBerdem durch die VEGF-
abhangigen Ets-1 Expressionsinduktions-Studien in MEECs. Dabei konnte durch
Verwendung von PKC Inhibitoren die VEGF abhangige Ets-1 Induktion signifikant
gehemmt werden (Abschnitt 2.7.4). Ets-1 und Fli-1 sind Transkriptionsfaktoren, die die
Expression von vielen vaskularen Proteinen regulieren. Somit wiirde das Fehlen dieser
wichtigen Regulatoren erst indirekt durch die unterbleibende Expression von
downstream-Genen einen physiologischen Effekt auf die Vaskulogenese haben. Die
Expressionsanalyse von bekannten Ets-1/Fli-1-downsteam-Genen, sowie die von Genen
mit Ets-Bindungsstellen, konnte die verminderte Expression von VE-Cadherin, Ang-2
und N- Cadherin in der PKC&/e-Doppeldefizienz nachweisen (Abschnitt 2.6.1)
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Abb. 3.2. Schematische Darstellung der PKC&/e-abhangigen VEGFgs-induzierten Expression
von Ang1, VE-Cadherin und N-Cadherin. Stimulierung der VEGF-Rezeptoren VEGFR1-2 oder
NP1-2 fihrt zur PKC-abhangigen Induzierung der Expression von Ets-1 und Fli-1. Dies flhrt
zur verstarkten Expression vom Wachstumsfaktor Ang1 und den Adhéasionsproteinen VE-
Cadherin und N-Cadherin.

Far VE-Cadherin und N-Cadherin ist bekannt, dass sie wichtige Funktionen in der
Vaskulogenese sowie Angiogenese auslben. Die Defizienz von vSMC und die
veranderte Struktur der adherence junctions in den PKCd/e-doppeldefizienten
Embryonen kdnnte somit das Resultat der verminderten Expression von VE-Cadherin
und N-Cadherin sein.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass die unterbundene VEGF-A
induzierte Ets-1/Fli-1-Induktion in den PKC&/e-doppeldefizienten Embryonen zu einer
verminderten Expression von VE-Cadherin, Ang1 und N-Cadherin fihrt, und dass dieses
letztendlich entscheidenden Einfluss auf die Auspragung des vaskularen Phanotypes
hat.
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3.7 PKCbd und PKCe: Die Bedeutung funktioneller Redundanz in
der Embryogenese

Funktionelle Redundanz bedeutet, dass zwei oder mehr Gene/Proteine die gleiche
Funktion ausiben kdénnen, so dass die Inaktivierung von einen dieser Gene/Proteine
einen geringen oder keinen Effekt auf den biologischen Phanotyp hat (Nowak, Boerlijst
et al., 1997). Dabei scheint Redundanz in vielen verschiedenen biologischen Prozessen
weit verbreitet zu sein, u.a. in der Embryogenese (Wang, Schnegelsberg et al., 1996),
(Solloway and Robertson, 1999), in der Immunologie (De Franceschi, Fumagalli et al.,
1997) und der Neurobiologie (Grifman, Galyam et al., 1998).

Uber die biologische Bedeutung der Redundanz beziehungsweise iiber ihre Evolution
wurde in den letzten Jahren viel spekuliert (Nowak, Boerlijst et al., 1997; Krakauer and
Nowak, 1999).

Eines der schwerwiegendsten Argumente gegen eine vollstdndige Redundanz zweier
Gene ist der evolutiondre Selektionsdruck. Dabei wirde mindestens eines der
redundanten Gene den ,Schutz” gegen die Akkumulation von Mutationen verlieren
(Nowak, Boerlijst et al., 1997). Aufgrund der Tatsache, dass dennoch funktionell
redundant wirkende Gene aktiv sind, wird davon ausgegangen, dass die Konservierung
der redundant wirkenden Gene in einem biologischen Bereich stattfindet, der nicht
redundant zwischen den beiden Genen ist. Das heif3t, neben der Uberlappenden
Funktion zweier redundant wirkender Genee, gibt es im Organismus auBerdem gen-
spezifische Funktionen (Nowak, Boerlijst et al., 1997). Allgemein wird dieser
Mechanismus auch als Pleiotropie bezeichnet.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei dem Versuch, die biologische Bedeutung der
funktionellen Redundanz zu erklaren, ist die ,Rickversicherung® gegen somatische
Mutationen wahrend der Embryogenese, die bei Genen, die in lebensnotwendigen
Prozesse involviert sind verstarkt vorzufinden ist. FolgendermaBen fuhrt das
Vorhandensein von redundant agierenden Genen zu einer héheren Wahrscheinlichkeit
zu Uberleben, denn im Fall einer durch Mutation bedingten funktionellen Beintréchtigung
des einen Genes kann die Funktion von einem anderen Gen ausgelbt werden (Nowak,
Boerlijst et al., 1997).

Die Untersuchung der PKC&/e-doppeldefizienten Mauslinie konnte die oben
aufgefiihrten Charakteristika einer funktionellen Redundanz bestatigen. Beide PKC-
Isoformen haben sowohl Uberlappende sowie unterschiedliche Expressionsdoménen,
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und die Einzelmutanten zeigen unterschiedliche Phanotypen. Das bedeutet, die
evolutiondre Konservierung der beiden PKC Gene erfolgt aufgrund der
unterschiedlichen biologischen Funktionen. Dass PKCd und PKCe funktionell redundant
in den Uberlappenden Expressionsdoménen sind, konnte in dieser Arbeit anhand der
Analyse des kardiovaskuldren Defekts des PKCd/e-Doppelknockouts gezeigt werden.
Der PKC®'/PKCe*- aber nicht der PKC®"/PKCe”-Genotyp ist zusatzlich zu der
Doppeldefizienz embryonal letal, was zu der Frage fihrt, in welcher Art und Weise die
funktionelle Redundanz dieser beiden Isoenzyme in der Zelle organisiert ist.

Die Expressionsanalysen zeigen eine starker ausgepragte Expression von PKCS in allen
Bereichen des embryonalen vaskularen Systems im Vergleich zu PKCe, fiir das nur eine
moderate Expressionstéarke nachgewiesen wurde. Dieses kénnte ein Indiz fir eine
dominante Funktion von PKC? sein.

Die unterschiedlichen Expressonsniveaus in Verbindung mit dem letalen PKC"/PKCe*"
-Genotyp kdnnten jedoch auch zu einer anderen Hypothese fihren: Angenommen, dass
PKCe und PKCd im Endothel vornehmlich zwei unterschiedlich Funktionen austiben,
jedoch im Fall der Defizienz des anderen Isoenzyms sich reziprok substituieren kénnen,
miissten die Isoenzyme folglich mit der gleichen Quantitat zwei unabhéngige Funktionen
ausuben kénnen. Fir die stark exprimierte PKC® kdnnte dies demnach eher mdglich
sein, als far die nur im Vergleich schwach exprimierte PKCe. Somit kdnnte die in dem
PKC&-Knockout-Hintergrund beobachtete PKCe-Haploinsuffizienz als Resultat der
unterschiedlichen Expressionsstarken bewertet werden.

Obwohl die in dieser Arbeit gezeigten Daten wie z.B. die Aktivierung von PKCd sowie
die von PKCe nach VEGF;g5, auf das Zusammenwirken der beiden Isoenzyme in der
gleichen Signalkaskade hindeuten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass beide
Isoenzyme in verschiedenen Kaskaden aktiv sind. Somit kénnte der vaskulére Defekt
der PKC&/e-Mutanten nicht ausschlieBlich auf eine klassische funktionelle Redundanz
zurlckzufihren sein, sondern kénnte sich vielmehr aufgrund einer synergistischen
Amplifikation aus zwei urspringlich auf den Einzeldefizienzen beruhenden

geringflgigeren vaskularen Defekten entwickelt haben.
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4 Material und Methoden

4.1 Behandlung und Haltung der Versuchstiere

Samtliche Arbeiten mit Tieren wurden entsprechend den Vorschriften des Bundes-Tierschutz-
gesetzes durchgefihrt (BGB1 S.1105, ber. S. 181, Abschnitt 2 (§2+3), 5 (§7-9) und 8(§119)). Zur

Analyse von Expressionsmustern wurde der Mausstamm NMRI verwendet.

4.2 Generierung der PKCd/e-doppeldefizienten Mauslinie

Die PKC®- und PKCe-einzeldefizienten Mauslinien wurden zuvor in der AG Leigtes generiert
(Klock, 2000) und nicht publizierte Daten (Leitges). Die Generierung der PKCd/e-doppeldefiziente
Mauslinie erfolgte durch Kreuzung der einzeldefizienten Mauslinien. Durch Riickkreuzungen bis

zur F7-Generation wurde ein homogener genetischer Hintergrund generiert.

4.3 Whole mount in situ-Hybridisierung (wm-ISH)

Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders erwdhnt, auf einem Schiittler bei Raumtemperatur (RT).
Inkubationsschritte bei héheren Temperaturen wurden in einem Schittelwasserbad durchgefihrt.
Die Embryonen wurden in GlasgefaBen mit Teflon-beschichteten Deckeln behandelt.
Prahybridisierung und Hybridisierung

Die Embryonen wurden nach einer Methanol/PBT-Reihe in reines PBT (0,1% Tween-20 in PBS
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NaH,PO4; 2 mM KH,PO4; pH 7,4)) tberflhrt: 75%, 50%,
25% Methanol/PBT fir je 10 min, danach zweimal 10 min in PBT. Dann wurden die Embryonen
in 6% H.O, in PBT fiir eine Stunde gebleicht, dreimal fiir jeweils 5 min in PBT gewaschen und mit
10 ug/ml Proteinase K (Roche, Schweiz) in PBT fiir eine Dauer entsprechend ihres
Entwicklungsstadiums behandelt (E8.5 fur 1 min, E9.5 fir 4 min, E10.5 fir 7 min, E11.5 fir 10
min). Danach wurden die Embryonen zweimal in 2 mg/ml Glycin in PBT fir jeweils 10 min und
dreimal mit PBT fir 5 min gespullt. AnschlieBend erfolgte eine Fixierung mit 4%
Paraformaldehyd/0.2% Glutaraldehyd in PBT fir 20 min. Daraufhin wurden die Embryonen in 1
ml Prahybridisierungspuffer (50% Formamid, 5 x SSC (20 x SSC: 3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat; pH
45), 50 pg/ml Hefe-tRNA; 1% SDS; 50 ug/ml Heparin) fir 5 min geschuttelt. Der

Prahybridisierungspuffer wurde durch 2 ml frischen Prahybridisierungspuffer ersetzt und die
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Embryonen zwei Stunden im Wasserbad bei 70°C inkubiert. Schliesslich wurden die Embryonen
in 1-2 ml Prahybridisierungspuffer, der 1 ug/ml der RNA-Sonde enthielt, Gber Nacht bei 70°C
inkubiert.

Post-Hybridisierung und Antikoérper-Inkubation

Nach Entfernung der Hybridisierungsmischung wurden die Embryonen dreimal fiir 30 min in einer
vorgewarmten Lésung | (50% Formamid; 5 x SSC pH 4,5; 1% SDS; in nicht DEPC-behandeltem
Wasser) bei 70°C gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen. Nach drei
Inkubationen in TNT (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,1% Tween-20) fiir 5 min bei RT
wurden die Embryonen zweimal 30 min mit 100 pg/ml RNase in TNT bei 37°C behandelt.
AnschlieBend wurden die Embryonen nach einem kurzen Waschschritt fir 5 min in TNT-Lésung |
(1:1) bei RT dreimal fiir 30 min in Lésung 1l (50% Formamid; 2 x SSC, pH 4,5; 0.2% SDS, in nicht
DEPC-behandeltem Wasser) bei 65°C inkubiert. Parallel wurde die Antikdrperlésung hergestellt.
Hierzu wurde 1 mg Embryopuder (Trockensubstanz aus E10.5-E12.5-alten Mausembryonen) in
ein 50 ml-GeféaB eingewogen und 0,5 ml MAB/Block (s.u.) zugesetzt. Die Suspension wurde
durch kurzes Vortexen gemischt und fir 30 min bei 70°C inkubiert und anschlieBend auf Eis
gekihlt. Nach Zugabe von 5 ul Schafserum und 0,4 ul Anti-Dig-Peroxidase-Konjugat (Roche,
Schweiz) wurde die Antikdrperldsung fir eine Stunde bei 4°C geschwenkt. Durch eine 10-
minltige Zentrifugation bei 5000 rpm wurde der unlésliche Teil der Lésung sedimentiert. Der
Uberstand wurde durch die Zugabe von 1% Schafserum in MAB/Block (2% Roche
Blockingreagenz in 100 mM Maleinsaure; 150 mM NaCl; 2 mM Levamisol; pH 7,5) auf 2 ml
verdlinnt. Der beschriebene Ansatz wurde flr ein einzelnes Probengefall eingesetzt. Nach der
Inkubation in Lésung Il wurden die Embryonen dreimal 5 min in MAB (100 mM Maleinsaure; 150
mM NaCl; 2 mM Levamisol (Sigma, Deutschland); pH 7;5; frisch hergestellt) bei RT inkubiert.
Nachdem die Embryonen fir 2-3h in MAB/Block bei RT prainkubiert wurden, wurden sie Uber
Nacht bei 4°C in der Antikérperldsung unter leichtem Schwenken inkubiert.

Waschschritte nach der Antikérper-Inkubation

Die Embryonen wurden dreimal fir 10 min bei RT in MAB gewaschen, dann wurde die MAB-
Lésung wurde Uber den ganzen Tag stundlich erneuert. Die Embryonen wurden dann Gber Nacht
bei 4°C in MAB geschwenkt.

Farbereaktion und Lagerung

Am darauffolgenden Tag wurden die Embryonen dreimal 10 min bei RT mit NTMT (100 mM Tris-
HCI, pH 9,5; 50 mM MgCI2; 100 mM NaCl) gespult. Die Farbereaktion erfolgte anschlieBend in
BM-Purple (Roche, Schweiz), 2 mM Levamisol in Geféssen, die durch Aluminiumfolie vor
Sonneneinstrahlung geschitzt waren. Die Reaktion wurde solange vollzogen, bis das Signal
erkennbar war, maximal Uber Nacht. Gestoppt wurde die Farbung durch dreimaliges Waschen in

PBT, pH 4,5 fir 5 min bei RT. Die Embryonen wurden entweder in dieser Lésung bei 4°C
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gelagert, in 80% Glycerin/PBT Uberfliihrt und bei —80°C gelagert oder zur Anfertigung von

Schnitten in 90% Methanol transferiert.

4.4 ISH auf Paraffinschnitten

Soweit nicht anders erwahnt wurden die Inkubations- und Waschschritte bei RT durchgeflhrt.
Die Paraffinschnitte wurden durch zweimaliges Eintauchen in Xylol fir jeweils 10 min entwachst
und durch eine absteigende Reihe von Ethanol/PBS in reines PBS Uberflihrt. Darauf folgte eine
Nachfixierung in 4% PFA fir 20 min gefolgt von zweimaligem Waschen in PBS fir jeweils 5 min.
Nachdem die Schnitte fir 10 min einer Proteinase K-Behandlung unterzogen wurden (10 pug/ml
Proteinase K in 100 mM Tris-HCI, pH 7,5), wurden sie zur Inhibierung der Reaktion fiir 10 min in
0,2 % Glycerin/PBS eingetaucht.

Nach zweimaligem Waschen in PBS fir 5 min, wurde zum zweiten Mal fir 10 min in 4% PFA
fixiert. Dann wurden die Schnitte fiir 5 min mit PBS gewaschen, fir 15 min in eine 0,2 N HCI-
Lésung eingetaucht, erneut zweimal 5 min mit PBS gewaschen und 10 min in der TEA-LS6sung
(0,1 M Triethanolamin, pH 8,0; 0,25% Essiganhydrid) inkubiert, um Aminogruppen abzusattigen.
Nun wurden die Schnitte fiir jeweils 5 min in PBS und DEPC-H,O gewaschen, um sie
anschliesend fir 2h bei 70°C zu prahybridisieren (in 50% Formamid; 5 x SSC (20 x SSC: 3 M
NaCl; 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0), 50 pg/ml Hefe-tRNA; 1% SDS; 50 ug/ml Heparin; 1 x Denhards;
0,1% Tween). Die Hybridisierung erfolgte bei 70°C lber Nacht mit 3 pg/ml Dig-markierter Probe
in der Préhybridisierungs-Lésung. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte dreimal fir 30
min in Lésung 1 (50% Formamid; 5 x SSC pH 4,5 und 1% SDS in ddH,0) bei 67°C gewaschen.
Nach drei Inkubationen in TNT (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0.1% Tween-20) fir 5 min
bei RT wurden die Schnitte zweimal 30 min mit 100 ug/ml RNase in TNT bei 37°C behandelt.
AnschlieBend wurden die Schnitte nach einem kurzen Waschschritt fir 5 min in TNT: Ldsung Il
(1:1) bei RT dreimal fiir 30 min in Lésung Il (50% Formamid; 2 x SSC pH 4,5; 0,2% SDS, in nicht
DEPC-behandeltem Wasser) bei 63°C inkubiert. Nachdem die Schnitte dreimal fiir jeweils 5 min
in MAP-Lésung (100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; 2 mM Levamisol, pH 7,5) gewaschen
wurden, folgte das Blockieren der freien Bindungstellen in MAP/Block/Schafserum (2% Roche
Blockingreagenz in 100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; 2 mM Levamisol, pH 7,5; 10%
Schafserum) flr 3 Stunden bei RT unter konstanter Bewegung auf dem Schdttler. Schliesslich
wurden jeweils 200 uL Antikérper-Losung (Herstellung siehe wm-ISH mit Mausembryonen) pro
Objekttrager aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am dritten Tag der ISH wurden die
Schnitte dreimal fir 10 min und viermal fir 1 Stunde in MAP-Lésung gewaschen. Daraufhin
wurden die Schnitte dreimal 10 min mit NTMT (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 50 mM MgCI2; 100 mM
NaCl) gespllt. Die Farbereaktion erfolgte anschlieBend in BM-Purple (Roche, Schweiz), 2 mM
Levamisol, so lange, bis das Signal erkennbar war, maximal Gber Nacht. Gestoppt wurde die
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Farbung durch dreimaliges Waschen in PBT, pH 4,5, jeweils flir 5 min bei RT. Die histologischen

Praparate wurden zur Aufbewahrung in MOVIOL® eingedeckelt.

4.5 Immunhistochemie mit PFA-fixierten und Paraffin-
eingebetteten Gewebeschnitten

Die Gewebeschnitte wurden durch zweimaliges Eintauchen in Xylol fir jeweils 10 min ent-
paraffinisiert und durch eine Ethanol-Reihe in reines PBS Uberflihrt. Es folgte eine zweiminltige
Inkubation der Schnitte im kochenden Zitratpuffer (10mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan; 150
mM NaCl). Nach 5 min in PBS wurden die Schnitte mit 10% FCS/PBS fir 1 Stunde blockiert und
danach Uber Nacht bei 4°C mit dem entsprechenden Antikdrper (verdiinnt in 10% FCS/PBS)
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Gewebeschnitte dreimal 5 min in PBT (PBS +
0,002% Tween) gewaschen und danach fir 2 Stunden mit dem jeweiligen sekundéaren Antikérper
(verdinnt in 10% FCS/PBS) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBT wurde die
Farbreaktion durch Zugabe von DAB (Diaminobenzidine) durchgefihrt.

4.6 Whole mount-immunhistochemie (wm-IHC) mit
Mausembryonen

Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, auf einem Schttler bei Raumtemperatur (RT).
Die Embryonen wurden in GlasgeféaBen mit Teflon-beschichteten Deckeln behandelt.

Fixieren, Bleichen und Verdau

Die Embryonen wurden abhéngig vom verwendeten Antikbper entweder in 4% PFA oder in
Methanol:DMSO (4:1) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Embryonen in 6% H,O, fir 2 Stunden gebleicht, um endogene Peroxydasen zu neutralisieren.
Die Embryonen wurden in 100% Methanol Uberfiihrt und in einer Reihe von Methanol/PBT in
reines PBT uUberfiihrt. Abhangig vom eingesetzten Antikérper wurden die Embryonen mit 20
ug/ml Proteinase K fir 3-5 min verdaut. Dabei wurden Proteinase K-verdaute Embryonen
zusatzlich mit 0,1% GDA Lésung (Glutardialdehyd) fir 15 min fixiert und zweimal in 2 mg/ml
Glycin gewaschen.

Antikorper-Inkubation

Die Embryonen wurden zweimal fur 1 Stunde in PMTM (PBS; 0,1% Triton-100; 2%
Magermilchpulver) blockiert und mit der entsprechenden Antikérperverdiinnung in PMTM (ber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde sie zweimal bei 4°C und dreimal bei RT in

PMTM gewaschen. Der Sekundarantikdrper wurde mit der entsprechenden Verdinnung in
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PMTM (ber Nacht mit den Embryonen inkubiert. Am nachsten Tag folgte ein zweimaliger
Waschvorgang bei 4°C gefolgt von einem dreimaligen Waschschritt bei RT in PMTM.

Nach 20 min Waschen in PBBT (0,2% BSA; 0,1% TritonX-100; PBS) wurden die Embryonen f(ir
20 min in DAB vorinkubiert, bevor die DAB-Farbreaktion durch Zugabe von H,O, initialisiert
wurde. Nach erfolgter Farbung wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen in PBT gestoppt.
Wenn erwlinscht, wurden die Embryonen mit 0,1% GDA/PBT nachfixiert und durch eine Reihe
von Glycerin/PBT zur Lagerung bei -20°C in 80% Glycerin/PBT Uberfiihrt.

4.7 B-Galactosidasefarbung von transgenen Mausembryonen

Die zu farbenden Embryonen wurden direkt nach der Prapération aus der Geb&rmutter in PBS
gewaschen und entsprechend des Alters fir 10-30 min fixiert (100 mM Phosphatpuffer (168 mM
Na,HPO,; 32 mM NaH,PO,), 0,2 % GDA; 2 mM MgCl, und 5 mM EGTA). Nach dreimaligem
Waschen in NP-Waschlésung (0,01% Natrium Desoxycholat; 0,002 Nonident-P40; 2 mM MgCly;
100 mM Phosphatpuffer) folgte die Farbungsreaktion (50 mg/ml X-Gal; 10 mM Kj[Fe(CN)g]; 10
mM K, [Fe(CN)¢] in NP-Waschlésung) tber Nacht bei 37°C auf einer Wippe. Am néchsten
Morgen wurden die Embryonen mit PFA nachfixiert und bei Bedarf durch eine Glycerin/PBS-
Reihe in 80% Glycerin/PBS Uberfihrt.

4.8 Immunfluoreszenz auf Zellen

24 Stunden vor der Immunfluoreszenz-Behandlung wurden die Zellen auf Gelatine-beschichtete
Glasscheiben in 12-Loch-Platten ausgesat. Dann wurden die Zellen entweder mit 4%
Paraformaldeyd flir 10 min bei RT oder mit 100% Methanol fiir 20 min bei -20°C fixiert. Nach der
Fixierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fir 30 min mit 0,1% Borax/PBS
gebleicht. Wahlweise wurden die Zellen fir 5-15 min mit 0,1% TritonX-100/PBS inkubiert. Es
folgte das Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen mit dem entsprechenden Serum fiir 1-3
Stunden bei RT. Die Inkubation mit dem 1. Antikdrper erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen mindestens dreimal mit 0,0002% Tween-20/PBS
gewaschen, mit dem entsprechenden sekundaren Antikérper fir 20 min bis 2 Stunden bei RT

inkubiert und erneut dreimal mit 0,0002% Tween-20/PBS gewaschen.

4.9 AQuantitative RT-PCR (Q-PCR)

Um die unterschiedlichen Expressionsniveaus der in den verschiedenen experimentellen

Versuchsanordungen zu detektierenden Gene zu ermitteln, wurden die Transkripte mittels PCR
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wie zuvor beschrieben quantifiziert (iCycler real-time-PCR System, BIO-RAD) (Fruman, Ferl et al.,
2002). Das Haushaltsgen elongation factor 1 alpha (EF1a) wurde verwendet, um die cDNA-
Mengen zu normalisieren. Die PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung des iQ-SYBR Green
Supermix (BIO-RAD) entsprechend eines Standardprotokolls angesetzt.

PCR-Reaktionsansatz

5 pl cDNA (1:10 Verdiinnung der cDNA-Stammlésung, s.0.)

5 pl Primer-Mix (1,4 uM von forward- und reverse-Primer)

10 pl Sybr-Mix

2=20ul

Um Abweichungen durch Pipettierfehler zu verringern, wurden die Reaktionsansatze durch
Verwendung eines Mastermixes, der die Primer und den SYBR Green-Mix enthielt, vereinigt.
Dieser wurde dann auf die vorgelegte cDNA gegeben.

PCR-Programm

Denaturierung: 95°C 3 min

Amplifikation (50 Zyklen): 94°C 30 sek

Primerbindung: 58-64°C 25 sec (Temperatur war abhangig von den verwendeten
Primern)
72°C 25 sek

Denaturierung: 95°C 1 min

Temperatur-Rampe (90 mal): 50-95°C 10 sek, nach jedem Zyklus + 0.5°C

Final: 4°C

Die anféngliche Denaturierung reichte aus, um die hot-start-Tag-Polymerase des SYBR Green-
Mixes zu aktivieren. Die DNA-Konzentration wurde wahrend der Amplifikation und des
Temperatur-Gradienten detektiert. Die Schmelzkurve der PCR-Produkte (Resultat des
Temperatur-Gradienten) diente dazu, Reaktionen mit mehr als einem PCR-Produkt aus-
zuschlieBen (in den beschriebenen Experimenten nicht der Fall). Um Expressionsunterschiede
zwischen verschiedenen Embryonen zu vermindern, wurden immer mehrere Embryonen zu
einem Gesamtpool vereinigt. Um Pipettier- und PCR-Durchfiihrungsfehler zu reduzieren, wurden
alle PCR-Reaktionen mindestens in Triplikaten angesetzt. Fir die spatere Quantifizierung wurde

der Mittelwert unter Berlcksichtigung der Standardabweichung verwendet.

4.10 cDNA-Array

Die Quantifizierung von Expressionsunterschieden zwischen E9.5-PKCd/e-doppeldefizienten und
E9.5-Wildtyp-Embryonen wurde grundsétzlich gemass der Arbeitsvorschrift des GE-Arrays-Kits
(Super-Array, Katalognummer: MM-009-2) durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde aus E9.5-

Embryonen und des Dottersacks isoliert und nachfolgend quantifiziert. Jeweils 5 ng Gesamt-RNA
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wurde radioaktiv mit **P-dCTP markiert und als Sonde in der Blot-Hybridisierung eingesetzt.
Nach semi-quantitativer Auswertung der Blots und Entfernung der vorherigen Sonde wurde die
Hybridisierung mit der jeweils anderen Sonde erneut hybridisiert, um eventuelle Unterschiede in

den verwendeten cDNA-Blots zu kompensieren.

4.11 Allantois-Kultur

Die Allantois-Kultur wurde wie zuvor beschrieben durchgefihrt (Drake and Fleming, 2000).
Allantois von E7.5-Embryonen wurden seziert und Uber Nacht in AK-Medium (D-MEM (Gibco
Kat.-Nr. 61965-026); 10% FCS; 1% Pen/Strep; 2% L-Glutamin; 1% Natriumpyruvat; 1% nicht-
essentielle Aminosauren; 5 uM B-Mercaptoethanol) bei 37°C und 10% CO, inkubiert. Wahlweise
wurden die Allantois auf Gelatine-beschichteten Glasplatten kultiviert. Danach wurden die
Allantois fir 10 min mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit 0,02% TritonX-100 fir 30 min
permeabilisiert. Darauf folgte die Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen durch
Inkubation mit 3% BSA/PBS fiir 12-18 Stunden und die Inkubation mit dem primaren Antikdrper
far 1,5 Stunden bei 26°C. Nun wurden die Explantate dreimal mit PBS gewaschen und fir 1,5
Stunden mit dem sekundaren Antikdrper bei 26°C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit

PBS bevor die GefaBe durch das jeweilige Detektionsystems (DAB, oder IF) visualisiert wurden.

4.12 Generierung und Kultivierung von embryonalen
Endothelzellen aus der Maus (MEECSs)

E9.5-Embryonen wurden aus der Gebarmutter entnommen und von maternalem und
extraembryonalem Gewebe gesdubert. Die Embryonen wurden mit jeweils 100 ul einer
Kollagenase/Dispase-Lésung (10 mg/ml Stock, Roche) fiir 15-20 min bei 37°C verdaut. Danach
folgte die Homogenisierung des Zellgemisches durch wiederholtes Pipetieren mit einer 200 ul-
Spitze. Das Homogenisat wurde fiir 10 min bei 1300 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und der Niederschlag in einer 0,125% Trypsinldsung (Invitrogen) aufgenommen und fir 5 min bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml MBE-Medium (DMEM; 10% FCS; 1%
Pen/Strep; 2% L-Glutamin; 1% ECGs; 1% Natriumpyruvat; 1% nicht-essentielle Aminosauren; 5
uM B-Mercaptoethanol) abgestoppt und wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde danach in 2 ml MBE-Medium aufgenommen und in 12-Loch-Platten lber Nacht bei 37°C
kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die Primarzellen fir 2 Stunden mit einem Polyoma-
middle-T-Retrovirus-Uberstand (von frisch wachsenden zu 2/3 konfluenten virusproduzierenden
Zellen (GP+E86 pNTK mT)) und 8 ug/ml Polybrene (Sigma) inkubiert. Der Uberstand wurde nun
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mit normalen MBE-Medium ausgetauscht. Nach ca. 6-12 Wochen konnten reine

Endothelzelllinien charakterisiert werden

4.13 Wachstumsfaktor-Stimulierung von MEECs

Konfluent-gewachsende MEECs wurden fiir 24-48 Stunden gehungert (0,1% FCS), um die
basale Phosphorylierung der zu untersuchenden Kinasen zu vermindern. Durch Zugabe von 50-
100 ng/ml VEGF,¢s (PeproTech EC) oder 50-100 ng/ml FGF-2 (PeproTech EC) wurden die
MEECs unterschiedlich lange stimuliert. Nach der Stimulierung folgte die Lysis der Zellen durch
Zugabe des Lysispuffers fir ca. 15 min auf Eis (50 mM Tris/HCI, pH 7,5-8,0; 2 mM EDTA, pH 7,0;
10 mM EGTA, pH 7,0; 1 x Protease-Inhibitoren-Mix (Sigma); 1 x Phosphatase-Inhibitoren-Mix
(Sigma); 0,1% TritonX-100). Die Lysate wurden dann fir 20 min bei 12,000 rpm zentrifugiert und
die Uberstande entfernt. Fiir die Untersuchung der Transloktation von PKCs zu der Membran
wurde der Niederschlag in 1%-TritonX-100-Lysispuffer resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Schliesslich wurden die Lysate mit 1 x SDS-Puffer vermischt (250 mM Tris/HCI, pH 6,5; 8 x SDS;
20% Glycerin; 100 mM DTT und 0,0001% Bromphenolblau) und fiir 5 min bei 99°C aufgekocht.

4.14 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Die Expression der GST-Fusionsproteine basiert auf der Arbeitsvorschrift der Firma Amersham
Biosciences, es wurden jedoch einige Verdanderungen vorgenommen. Mit pGEX (Expressions-
vektor, Amersham Biosciences) transformierte E. coli (BL21 oder Rosetta) wurden in LB-Medium
{iber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde dann 1:10 mit neuem LB-Medium
verdiinnt und erneut bis zu einer Wachstumsdichte zwischen ODgyy 0,5 und ODgy 1,0 bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von IPTG (Endkonzentration zwischen 0,1 und 2 mM)
gefolgt von einer zeitlich variabelen Inkubation (2,5 Std. bis Uber Nacht) zur Proteinexpression.
Die Bakteriensuspension wurde dann fiir 15 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, der Niederschlag in kaltem PBS resuspendiert und erneut bei 3000 rpm fiir 2 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in einer PBS-Lysozym-Lésung (100 pg/ml, Roche)
aufgenommen und fiir 15-30 min auf Eis inkubiert. Danach folgte die Zugabe von 5 mM DTT und
0,1-1 mM PMSF. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch die Zugabe von Sarkosyl zu einer
Endkonzentration von 1,5%. Das Lysisgemisch wurde nun fiir ca. 5 min durch Vortexten gemischt
und durch Zugabe von TritonX-100 zu einer Endkonzentration von 1,5% wurde das Sarkosyl
durch die Bildung von gemischten Mizellen neutralisiert. Dann wurden die Lysate flir 5 min im
Wasserbad sonifiziert und bei 12 000 rpm fiir 1 Stunde bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstande
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wurden danach zusammen mit den Glutathion-Sepharose 4B-beads flur mindestens 2 Stunden
bei 4°C rotiert.

AnschlieBend wurden die beads bei 1000 rpm sedimentiert, der Uberstand verworfen und mit 1 x
PBS gewaschen. Dieser Schritt wurde dann fir 6-8-mal wiederholt. Aufgereinigte Fusionsproteine

wurden bei -80°C bis zu der Verwendung gelagert.

4.15 GST-pulidown

5 ug der an beads gebundenen aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden mit der
entsprechenden Menge an MEEC-Lysat (ca. 1000 pl/5 x 10° Zellen, MEEC-Lysat-Puffer: 1%
TritonX-100; 1% Natriumdeoxycholat; 0,1% SDS; 0,15 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 7,2; 1 mM
EDTA; 1 x Protease-Inhibitoren-Mix; 1 mM PMSF) fir mindestens 2 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurden die beads bei 1000 rpm sedimentiert, der Uberstand verworfen und die
beads zweimal mit MEEC-Lysat-Puffer und 6-8 x mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 x
SDS-Puffer und Aufkochen fir 5 min bei 99°C wurden die Proteine mittels einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mégliche Koimmunprazipitationen von Proteinen durch einen Western-Blot

nachgewiesen.

4.16 Transfektion von COS7-Zellen

Zu 80% konfluent-gewachsene COS7-Zellen wurden fir 30 min mit einem Kalzium-Phosphat-
DNA-Koprézipitat bei 37°C inkubiert (250 pl 40 pg/ml DNA in 0,1 x TE-Puffer, pH 8,0; 31 ul CaCl;
und 220 ul 2 x HBS-Puffer (280 mM NaCl; 10 mM KCI; 1,5 mM Na,HPO4x2H,0; 12 mM Dextrose;
50 mM HEPES). Nach 48-60 Stunden wurden die Transfektionseffizienz —mittels

Immunfluoreszenz bestimmt.

4.17 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Die Genotypisierung von Mausen erfolgte in der Regel durch PCR-Analyse. Dazu wurden 0,5-1
cm lange Schwanzbiopsien entnommen und in 400 pl Extraktions-Puffer (200 mM Tris/HCI, pH
8,0; 50 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1% SDS; 1 mg/ml Proteinase K) Uber Nacht bei 55°C inkubiert.
Nach kurzem Vortexen wurden unldsliche Partikel durch Zentrifugation sedimentiert (20 min,
13000 rpm, RT). Die DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von einem Volumen
Isopropanol gefallt (30 min, 13000 rpm, RT), mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und in 200 ul TE-
Puffer geldst (2-10 Std. bei 55°C). Firr die PCR wurden 0,6 ul DNA in einer 1:10-Verdiinnung

eingesetzt (in einem 25 ul Ansatz).
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4.18 Praparation der Dottersack-DNA zur Genotypisierung von
Mausembryonen

Die Genotypisierung von E7.5-E18.5-Embryonen erfolgte durch PCR-Analyse. Dafiir wurden ca.
0,5 cm® des Dottersackes in 50 ul PCR-Lysispuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 2 mM
MgCly; 0,45% NP-40; 0,45% Tween-20; 60 ug/ml Proteinase K) Uber Nacht bei 55°C verdaut. Am
nachsten Tag wurde das PCR-Lysispuffer-Gemisch fiir 10 min bei 99°C aufgekocht und 0,6 pl in
die PCR-Analyse eingesetzt.

4.18.1 PCR-basiertes Genotypisieren

Die Genotypisierung der Knockout-Mause erfolgte mittels Multiplex-PCR. Dabei wurden in einer
Reaktion Knockout- und Wildtyp-Allele detektiert.

PCR-Programm fiir PKCe PCR-Programm fiir PKC%

1.95°C — 15 min 1.95°C — 15 min

2.95°C - 30 sek 2.95°C — 30 sek

3. 64,1°C — 45 sek 3. 65,1°C — 30 sek

4. 72°C — 45 sek zuriick nach 2. (40 x) 4, 72°C — 45 sek zurilick nach 2. (44 x)
5.72°C — 10 min 5.72°C — 10 min

6. 4°C — Endlosschleife 6. 4°C — Endlosschleife

Wildtypfragment: 800 bp Wildtypfragment: 1020 bp

Neo-Fragment: 1100 bp Neo-Fragment: 800 bp

0,6 pl genomische DNA (s.0.) 0,6 pl genomische DNA (s.0.)

12,5 pl HotStartTaqg Mastermix Kit (Qiagen,|12,5 upl HotStartTag Mastermix Kit (Qiagen,
Deutschland) Deutschland)

0,5ul PKCe -/- (10 pM) 0,5ul PKCd -/- (10 pM)

0,5 pl forward (10 uM) 0,5 pl forward (10 pM)

1,0 pl reverse (10 pM) 1,0 pl reverse (10 pM)

10 pl HO 6,5 ul H,O

=25l >=25ul
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4.19 Oligonukleotide

Name GenBank oder forward-Primer (5’-3’) | reverse-Primer (5’-3’) | Lange
Ensembl-ID (bp)
Oligonuk. fiir real time-PCR
VE- ENSMUSGO0000003 | TGTGCAAGTGCAACG |CGTGAATCTCCAGC | 194
Cadherin | 1871 AGCAG GCACTC
T- ENSMUSGO0000003 | TGGATGTCAACGAGG |CCGTTCCATTGATG |192
Cadherin | 1841 GACC GGGTTG
N- ENSMUST0000002 | CCCCACACCCTGGGG |CCGCTGCCCTCGTA |114
Cadherin | 5166 ATATT GTCAAA
PDGF-BB | BC064056 GGGCGCTCTTCCTTC | TCCAGCTCAGCCCC | 168
CTCTC ATCTTC
EphB4 XM_124676.1 TCGGCTCCTTTGAGG | TGCTGCACACTGGC | 103
TGGTC CAAGAT
Pecam-1 | ENSMUSG0000002 | GCGGTGTTCAGCGAG | GGCTCGTCCCCTCT |1
0717 ATCC TTCACA 0
8
VEGFR-2 |NM_010612.1 AAAGAGAGGAACGTC |ACCCTCAGACCTGC | 120
GGCAGAG CACCAG
Ang1 XM_122933.1 GTGCAAATGCGCTCT |TCCATGATTTTGTCC | 100
CATGC CGCAGT
Ang2 NM_007426.1 CCGCGGCCAAAATAA | CGTCAAACCACCAG |120
GTAGC CCTCCT
Ets-1 ENSMUST0000003 | CCGATCCAGCTGTGG |GGCCACGGCTCAGT |178
4534 CAGTT TTCTCA
Fli-1 ENSMUST0000001 | GGATCACAGACCATG |TGGTCCCCTCCCAG | 180
6231 GGCAAG GTGATA
Erg-1 ENSMUST0000003 | CAGCCACCTCACCCC |TCGAGCAGGAACTG |167
5525 TCAGT CCACAG
B-Aktin NM_007393.1 ACCCAGGCATTGCTG |GGACAGTGAGGCCA | 136
ACAGG GGATGG
EF1-a BC083069 AATTCACCAACACCA |TGCCCCAGGACACA |96
GCAGCAA GAGACTTCA
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Midkine ENSMUSG0000002 | ATGGGAGCACTGGCA | GGAGGCTCTCTGGC 171
7239 CCAAA CTCCTG
FGFR4 ENSMUSGO0000000 | GCAGCTGGTGGAAGC | GCAAAGGGTCGTGG | 152
5320 TCTGG CTGAAA
VEGF-A | NM_009505.1 CAAGGCGAGGCAGCT |GGTTCCCGAAACCC |103
TGAGT TGAGGA
Oligonuclotide fir GST-RTK-
Konstrukte
VEGFR-2 |NM_010612.1 TATCCGCAGGGTGAG |GCTACTTCCGGGTG | 1980
GAAGG GTGGAA
VEGFR-1 |NM_010228.1 ACCTCACCGTGCAAG |TGTCGGGGCTGGTG |1787
GAACC AGAAG
Rack-1 AF295529 TGCTTGGCTCTCTGA |AATTGGTGATGAAA | 1197
GCTATC TGACATCTG
EphB4 XM_124676.1 GGCCAGGAGCATCAC |GGGAGGGGCTCAT | 1491
AGTCA CTTGTGA
Tiel NM_011587 TGGCTGCCCTTTTAG |TGGGAACAGCTGGC | 1278
CCTTG AAGAAA
Tie2 NM_013690 TCGGCTGGAATGACT |TGGGTGGCTTGCTT | 1197
TGCAT GGTACA
Oligon. fiir Genotypisierungen
PKCo ENSMUSG0000002 | ACAGGCCAGCCTCAC |GTCAGCGCAGGGG |1020
1948 ACACCTAC CGCCCGG
PKC&™ GCAGGGAGCCCAGCT 800
CATAGG
PKCe ENSMUSG0000005 | CTCCCCCTCCGGGAG | CTGCAGCAGCTCCT |800
5637 TCGAAATTG CGAACTGGT
PKCe™ CTTGGGTGGAGAGGC 1100
TATTC
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4.20 Plasmide und Vektoren

Name Plasmid Fragment Verwendung GenBank-/
Ensembl-ID
PKCe pBluescript Il SK+ |12-1700 ISH/wm-ISH ENSMUSG00000
055637
PKCe pmT2 121-2100 COS7-Transfektion ENSRNOGO00000
015603
PKCo pCRII-TOPO 240-2200 ISH/wm-ISH ENSMUSG00000
021948
PKC® pmT2 5-2020 COS7-Transfektion ENSRNOT000000
22279
Tiel pJFE14 mRNA COS7-Transfektion NM_011587
Tie2 pJFE14 mRNA COS7-Transfektion NM_013690
VEGFR-2 | pJFE14 mRNA COS7-Transfektion NM_010612.1
VEGFR-1 | pPGEX-6P-3 2261-4047 GST-pulldown NM_010228.1
Uber Sali
VEGFR-2 | pGEX-6P-1 2370-4349 GST-pulldown NM_010612.1
Uber EcoR1
EphB4 pGEX-6P-3 1648-3138 GST-pulldown XM_124676.1
Uber Sali
Rack-1 pGEX-6P-1 322-1518 GST-pulldown AF295529
Uber EcoR1
Tiel pGEX-6P-1 2678-3955 GST-pulldown NM_011587
Uber EcoR1
Tie2 pGEX-6P-1 2598-3794 GST-pulldown NM_013690
Uber EcoR1
4.21 Antikorper
Name Verwendung/ Firma Gekop-
(Anti-) Verdiinnung pelt mit
Actin (I-19) WB: 1:1000 Santa Cruz sc-1316
p38 (N-20) WB: 1:1000 Santa Cruz sc-728
P-p38 WB: 1:1000 Cell Signaling #9211
PKCo WB: 1:2000 R&D Antibodies AS-2443S
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a-Smooth muscle actin | IHC: 1:250 Sigma A 5691 AP, Fitz
Erk1/2 WB: 1:2000 StressGen KAP-MAO0O1
P-Erk1/2 WB: 1:2000 Biomol SA-275
P-PKCe WB: 1:1000 Upstate 06-821
P-PKCd WB: 1:1000 StressGen KAP-PKO010
PECAM-1 (CD31) wmlIHC: 1:100 Pharmingen 553372
GST WB: 1:4000 Amersham Bio. RPN1236 HRP
PKCeg (C-15) WB: 1:1000 Santa Cruz Sc-214

wmlIHC: 1:500
PKC®d (C-17) WB: 1:1000 Santa Cruz sc-213

wmIHC: 1:100
PKC?d (C-20) WB: 1:1000 Santa Cruz sc-937
Tiel (H-180) IF: 1:1000 Santa Cruz sc-9025
Tie2 IF: 1:1000 Upstate 05-584
VEGFR2 (C-20) IF:1:1000 Santa Cruz sc-315
Sekundarantikérper
Goat Anit-Rabbit WB: 1:5000 Dianova 111-035-144 HRP
Donkey Anti-Goat WB: 1:5000 Dianova 705-035-147 HRP
Goat Anti-Rat wmlHC: 1:250 Dianova 112-035-003 HRP
Donkey Anti-Goat IF: 1:200-1:2000 Dianova 705-025-147 Tritz
Donkey Anti-Rabbit IF: 1:200-1:2000 Dianova 711-095-152 Fitz
Anti-Rabbit ICH: 1:200 Dianova 711-065-152 Biotin-

SP

Streptavidin ICH: 1:500 Dianova 016-020-084 Tritz
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ABKURZUNGEN

DAB
DAG
d.h.
DEPC
dig
DMEM
DMSO
DNA
DNase
DTT

ECM
EDTA

EFla
EGTA
EtOH
FCS
FGF
Fitz
GDA
GST
HRP
HUVEC
IF

ISH
IHC
IP3
k.o.
kb

MAPK
MeOH
MEEC

Grad Celcius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol pro Liter

alkalische Phosphatase

Angiopoitin

Adenosintriphosphat
Rinderserum-Albumin
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
Basenpaare

beziehungsweise

circa

komplementare DNA

Centimeter

dorsale Aorta

Diaminobenzamidin
sn-1,2-Diacylglycerin

das heif3t

Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

Dithiothreitol

embryonaler Tag

extrazelluldre Matrix
Ethylendiamintetraacetat
Elongationsfaktor 1a
Ethylenglycol-bis-(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’,-Tetraessigsaure
Ethanol

fetales Kélberserum

fibroblast growth factor
Fluoreszeinisothiozyan at
Gilutaraldehyd
Glutathion-S-Transferase
Meerrettich-Peroxidase

human umbilical vein endothelial cells
Immunfluoreszenz

in situ-Hybridisierung
Immunhistochemie
1,4,5-myo-Inositoltriphosphat
knock-out

Kilobasenpaare

Mol pro Liter

Mitogen Activated Protein Kinase
Methanol

embryonale Endothelzellen aus der Maus
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min Minuten

ml Milliliter

mM Millimol pro Liter

MOPS 3-[N-Morpholino]-Propansulfonsaure
n Anzahl

NaOAc Natrium-Acetat

NaF Natriumfluorid

NBT 4-Nitro-Blue-Tetrazolium-Chlorid
N-Cadherin neuronales Cadherin

NP Neuropelin

P postnataler Tag

PAA Polyacrylamid

PBS Phosphatpuffer, salzhaltig

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PDGF platelet derived growth factor
PFA Paraformaldehyd

pH potentia hydrogenium = pH-Wert
PKC Protein Kinase C

PKD Protein Kinase D

PMA Phorbol 12-myristat 13-Acetat
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PS Phosphatidylserin

Rack Rezeptor fir aktivierte C Kinasen
RNA Ribonukleinséure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase
RT-PCR Reverse Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion
S.0. siehe oben

S.u. siehe unten

SDS Natrium-Dodecylsulfat

Sek Sekunden

SH2 Src-homologe Doméne 2

SSC Natrium-Citratpuffer, salzhaltig
Std. Stunden

TBS Tris-Puffer, salzhaltig

TCA Trichloressigsaure

TE Tris-EDTA-Puffer

TEA Triethanolamin

TGF tumor growth factor

TRIS Tris[hydroxymethyl]Jaminoethan
Tritz Tetramethylrhodaminisothiozyanat
u.a. unter anderem

uv ultraviolett

\Y Volt

VE-Cadherin vaskuléres Endothel-Cadherin
VEGF vaskular endothelial growth factor
vSMV vaskulére glatte Muskelzelle
wmISH whole mount in situ-Hybridisierung
wmIHC whole mount Immunhistochemie
z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem
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