Aus dem Institut fir Laboratoriumsmedizin, klinische Chemie und Pathobiochemie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) als

interventionelle Zielstrukturen der Arteriogenese

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum medicarum (Dr. rer. medic.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Daniel Hackbusch

aus Berlin

Datum der Promotion: 30.05.2015



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMMENTASSUNG......ceiiieiiiiiiee e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e et aaa e s e e eeeeeeesssnnaeeaeeeeeennnes 1
Y 0111 = Vo PP 2
1. Einleitung und ZielStellUNg .......cccooeiiiiiiiiie e 3
2. Material UNnd MethOUEN ........oii i e 4
2.1. Tiermodelle und StUdIENAESION .......uuiiiie i 4
2.2.  Immunhistochemie (IHC) und Proximity Ligation Assay (PLA).......ccccccceeeveerennn. 5
2.3, ZEIKURUT ... 5
2.4, EXPreSSIONSANAIYSEN .....cooiiiieeeeeeeee e 5
2.5.  ProteinbiochemisChe ANAlYSEN ........ccooiii i 5
2.6.  Mikrospharenperfusion und Mikro-CT Analysen ..........ccocoii 6
2.7.  StatiStISChE AUSWEITUNG ... .cceieeieeeiiee e e e e e e e e e e e e 6
3. ErgebNISSE ... 6

3.1.  Knockout von Density Enhanced Phosphatase (DEP)-1 vermindert die
zerebrovaskulare Reservekapazitat in einem Arteriogenesemodell der Maus

(Publikation 1 [P1], ErStAULON) .....ccceceiiiiieiecie e e e 6
3.2.  Inhibierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen steigert das kollaterale
GefalRwachstum in der Ratte (Publikation 2 [P2], Erstautor (geteilt))........ccccccceeeee.n. 8
3.3.  Adventitielle Regulation von Protein-Tyrosin-Phosphatasen bei der
Neointimabildung in der Ratte (Publikation 3 [P3], KO-AULOI)..........ccvvviiiiieeeeiieeeiiiinn, 9
N I [ U 1 (o] o P 10
[T = UL LY== (o o] 1 22
Eidesstattliche VEersSiCNeruNg.............uuuuuiiiiiiiiiiiiii e
Anteilserklarung an den erfolgten Publikationen ...............cccoooooiiiiiiiiiii e, I
Druckexemplare der ausgewahlten Publikationen ..............ccccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiis \Y,
0T 01T 151 = L W
Komplette PUBIKAIONSIISTE ..........uuuiiiiiiiiiiiiiii e IX
Liste der ausgewahlten Publikationen.............cccoooii i, X

DANKSAGUNG ...ttt Xl



Zusammenfassung

Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) gelten als gegen-regulatorische Enzymgruppe
von Tyrosinkinasen und sind entscheidend an der Phosphotyrosin-abhangigen
Signaltransduktion beteiligt. Klassische PTPs bilden dabei eine Gruppe sowohl
membranassoziierter als auch zytosolischer Hydrolasen, die sich durch ihre exklusive
Phosphotyrosin-Substratspezifitat auszeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurden PTPs
als potentiell therapeutische Zielstrukturen zur Beeinflussung der Kollateralisierung
(Arteriogenese) untersucht. Durch die Proliferation praexistenter Gefal3e und
konsekutive GefalRdurchmesserzunahme ist die Arteriogenese in der Lage, der durch

eine stenotische Erkrankung hervorgerufene Minderversorgung entgegenzuwirken.

In zwei funktionellen Tiermodellen, der Maus und der Ratte, wurde durch operative
Modifikation der Blutflussdynamik (Karotisligatur (CCAO) bzw. 3-Gefaldverschluss
(3-VO)) zerebrales Kollateralwachstum induziert. In einem konventionellen knockout der
Maus bzw. durch pharmakologische Behandlung in der Ratte wurde anschlielBend die
Bedeutung von PTPs fiur die Arteriogenese untersucht. Mause mit einem knockout der
PTP Density-Enhanced Phosphatase (DEP)-1 zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren
nach Arteriogenese-induzierender CCAO-Operation eine signifikant reduzierte
zerebrovaskulare Reservekapazitat (CVRC). Demgegentber war eine morphologische
Zunahme der Durchmesser zerebraler GefalRe in DEP-1 knockout-Tieren nicht
nachweisbar. Genexpressionsanalysen in arteriellem Zielgewebe
(Arteria cerebri anterior, ACA) zeigten eine signifikante Abnahme von Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF)-B-Transkripten in DEP-1 knockout-M&usen. In vitro-Experimente
bestétigten eine transkriptionelle Abnahme von PDGF-B nach einem knockdown von
DEP-1 in kultivierten Endothelzellen. Die Analyse eines potentiellen Effektes auf das
periphere Kollateralwachstum konnte beim Vergleich von Wildtyp- und DEP-1 knockout-

Mausen nicht festgestellt werden.

Die Bedeutung einer pharmakologischen pan-PTP-Inhibierung und die spezifische
Hemmung der PTPs Src homology 2 domain tyrosine phosphatase (SHP)-1 und PTP1B
erfolgte im 3-VO Modell der Ratte. Die Inhibierung der pan-PTP- und PTP1B-Aktivitat
fuhrte, insbesondere in der posterioren Zerebralarterie (PCA), zu einer gesteigerten
Gefal3proliferation und signifikant erhohten GefalRdurchmesserzunahme. Die

PTP1B-Inhibierung resultierte zudem in einer funktionell verbesserten CVRC. Die


http://en.wikipedia.org/wiki/Platelet-derived_growth_factor_receptor
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pan-PTP- und die PTP1B-Hemmung fuhrten zuséatzlich zu einer Hyperphosphorylierung
des PDGF (B-Rezeptors. Zusammenfassend konnten die hier erarbeiteten Daten
erstmals eine generelle Relevanz von PTPs beim Kollateralwachstum zeigen.
Insbesondere PTP1B wurde dabei als negativer Regulator und potentielle
therapeutische Zielstruktur zur vorteilhaften Beeinflussung der Arteriogenese
identifiziert.

Abstract

Protein tyrosine phosphatases (PTPs) are considered as a primarily opposing enzyme
group to tyrosine kinases and are therefore in particular antagonizing intracellular
phosphotyrosine dependent signaling events. The group of classical PTPs is composed
of membrane associated as well as cytosolic enzymes with a solely phosphotyrosine
substrate specificity. Here we analyzed the impact of PTP-inhibition on collateral growth
(arteriogenesis). By the proliferation of pre-existing arterioles, arteriogenesis as a
vascular remodeling process is leading to the development of fully functional arterial
vessels to overcome ischemic related circulatory deficits. In the present work, we
therefore determined the potential of PTPs as pharmacological targets to therapeutically
enhance collateral growth - arteriogenesis.

Using two animal models of cerebral hypoperfusion in mice (permanent occlusion of the
common carotid artery (CCAO)) and rats (three-vessel-occlusion (3-VO)), cerebral
collateral growth was evaluated. Based on these models of induced arteriogenesis the
relevance of individual PTPs was examined via conventional PTP knockout or
pharmacological intervention. In mice deficient for the receptor-like PTP density-
enhanced phosphatase (DEP)-1, a significantly reduced cerebrovascular reserve
capacity (CVRC) was detected compared to wild-type animals. However, morphological
changes, assessed by measuring the cerebral vessel diameters, were not detected.
Gene expression analysis in target tissues (Arteria cerebri anterior, ACA) revealed a
significant reduction in platelet-derived growth factor (PDGF)-B transcripts in DEP-1
knockout mice compared to wild-type animals. Additionally, in vitro experiments in
cultured endothelial cells confirmed reduced PDGF-B expression after DEP-1
knockdown. Examining a peripheral vascular effect after femoral artery ligation did not

show significant alterations comparing knockout and wild-type mice.
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Pan-PTP-inhibition and specific inhibition of Src homology 2 domain tyrosine
phosphatase SHP-1 and PTP1B was performed in a 3-VO model in rats. Inhibition of
both pan-PTP- and PTP1B-activity resulted in significantly elevated cerebrovascular
diameter gain, particularly in the posterior cerebral artery (PCA). PTP1B-inhibition
furthermore led to improved CVRC. Under pan-PTP- and PTP1B-inhibition a
hyperphosphorylation of the PDGF B-receptor was detected. Our analysis did not reveal
a significant impact of SHP-1 in cerebral collateral growth. Taken together, our data
point towards a to date unrecognized relevance of PTPs during the vascular remodeling
process of arteriogeneis. Especially PTP1B was identified as a negative regulator and
potential therapeutical target in pharmacological induced arteriogenesis.

1. Einleitung und Zielstellung

Jedes Jahr erleiden etwa 16 Millionen Menschen weltweit einen Schlaganfall bei
30%iger Mortalitatsrate. Weitere funf Millionen tragen bleibende Behinderungen als
Folgeerscheinung davon [1]. Die Arteriogenese beschreibt den physiologischen
Prozess des Kollateralwachstums préaexistenter, arterieller Gefal3e und stellt einen
potentiell praventiven, wie auch therapeutisch nutzbaren Mechanismus zur Behandlung
ischamischer Erkrankungen dar. Durch die Bildung eines endogenen Bypasses kdnnen
vaskulare Verschlisse, Stenosen und die damit verbundenen Defizite einer
Minderdurchblutung ggfs. umgangen und die Aufrechterhaltung des Struktur- und
Funktionsstoffwechsels gewahrleistet werden [2]. Die dem GefalRwachstum zugrunde
liegenden Mechanismen der Proliferation, Differenzierung und Migration von vaskularen
und  nicht-vaskularen  Zellen werden u.a. durch eine Vielzahl von
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) reguliert [3]. Beim vaskularen Remodeling und der
daran beteiligten Signaltransduktion sind insbesondere der Platelet Derived Growth
Factor beta (PDGF B)-Rezeptor und der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) 2-Rezeptor von Bedeutung [3]. Die Rezeptoraktivierung mindet nach der
Phosphotyrosyl-Modifikation der zytosolischen Rezeptordomé&nen und der Aktivierung
und Amplifizierung Uber Signalproteine in einer spezifischen Zellantwort [4].
Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) unterbinden bzw. reduzieren durch die Hydrolyse
des Phosphorsaureesters die RTK-vermittelte Signaltransduktion [5]. Eine Reihe von
PTPs, darunter PTP1B und DEP-1, wurden als VEGF- und PDGF B-Rezeptor



antagonisierende Phosphatasen beschrieben [6]. In vivo- und in vitro-Studien haben
gezeigt, dass der funktionelle Verlust dieser PTPs in der Hyperphosphorylierung von
RTKs und erwartungsgemal in gesteigerter Proliferation und Migration von vaskularen
Zellen resultiert [7-11].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von PTPs beim vaskularen
Remodeling, insbesondere der Arteriogenese, untersucht. Durch genetische Ablation
oder pharmakologische Intervention wurden ausgewéhlte PTPs (DEP-1, SHP-1 und
PTP1B) auf ihr Potential als therapeutische Zielstrukturen in operativ induzierten
Arteriogenesemodellen der Ratte und Maus hinsichtlich des zerebralen bzw. peripheren

Kollateralwachstums analysiert.

2. Material und Methoden

2.1. Tiermodelle und Studiendesign

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung von

PTPs bei der Arteriogenese wurden in zwei unabhangigen in vivo-Studien durchgefihrt.

Die Bedeutung der PTP DEP-1 (PTPRJ, CD148) fur das periphere und zerebrale
Kollateralwachstum wurde in einem konventionellen knockout-Modell in der Maus
(25-30g) untersucht. Nach Verpaarung heterozygoter Geschwistertiere wurden
méannliche DEP-1"" und Wildtyp-M&use (C57BL/6; Deltagen; Stamm: Ptprj (t736)) einem
permanenten Verschluss der rechten Arteria femoralis (femoral artery occlusion; FAO)
bzw. der linksseitigen Arteria carotis communis (left common carotid artery occlusion;
CCAO) unterzogen.

Die pharmakologische Inhibiton von PTPs wurde in einem zerebralen
3-Gefaliverschlussmodell (3-vessel-occlusion, 3-VO) der Ratte (~300g) untersucht.
Nach Okklusion der beiden Vertebralarterien und der linken Arteria carotis communis
wurden mannliche Sprague—Dawley Ratten tUber 7 Tage mit einem Ldsungsmittel
(0,9 % NaCl) bzw. ausgewahlten PTP-Inhibitoren (SHP-1-Inhibitor: Natrium-
Stiboglukonat (SSG, Chalbiochem), pan-PTP-Inhibitor: Bis-maltolato-oxovanadium
(BMOV, ORGANICA Feinchemie GmbH Wolfen), PTP1B-Inhibitor: AS279 (Merck))
behandelt.
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2.2. Immunhistochemie (IHC) und Proximity Ligation Assay (PLA)

Gewebsschnitte von 5 um Schichtdicke wurden auf Superfrost Objekttrager (Thermo
Scientific) aufgebracht. Die Detektion ausgewahlter Zielstrukturen erfolgte nach
Standardprotokollen mittels Diaminobenzidin  (DAB)-Farbungen (Vector) bzw.
Oligonukleotid-konjugierten  Sekundarantikdrper  (Duolink®, Sigma-Aldrich)  und
anschlieBender mikroskopischer Visualisierung (Keyence BZ9000).

2.3. Zellkultur

Kommerziell erworbene murine Endothel- (ATCC: CRL-2181) und mittels klassischer
Explant-Technik gewonnene primére aortale glatte GefaBmuskelzellen (VSMC) aus der
Ratte wurden in Subkonfluenz kultiviert. In RNAi-Experimenten erfolgte die Transfektion
von DEP-1 siRNA und non-targeting siRNA (Dharmacon) mittels Lipofectamin®
RNAIMAX (Invitrogen). Zur Untersuchung des PDGF-BB-abhangigen Zellverhaltens
glatter Gefal3muskelzellen wurde rekombinantes PDGF-BB (PeproTech) verwendet.

2.4.Expressionsanalysen

Die Isolierung von RNA  (RNAesy Mini Kit, Qiagen) und die
Reversetranskriptase-Polymerase-Kettenreaktion (SuperScript® Il, Invitrogen) unter
Verwendung von oligo dT Primern erfolgte nach Standardprotokollen. Die
Genexpressionsanalyse (quantitative-PCR; qPCR) ausgewahlter Gene erfolgte mittels
SybrGreen (Applied Biosystems) unter Verwendung von Lightcyclern des Typs
Mx3000P (Stratagene; Agilent Technologies, La Jolla, CA).

2.5. Proteinbiochemische Analysen

Die Extraktion von Proteinen erfolgte unter nativen Bedingungen in der Gegenwart von
Proteaseinhibitoren (complete mini, Roche). Die Probenpraparation, Prazipitation
mittels wheat germ agglutinin  (WGA)-Sepharose, Sodium  Dodecylsulfat
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), Proteintransfer auf Nitrozellulose-
bzw. Polyvinylidenfluorid (PVDF)- Membranen und anschlieBende Immundetektion
erfolgte nach Standardprotokollen.



2.6. Mikrospharenperfusion und Mikro-CT Analysen

Die Mikro-CT-Messung erfolgte nach Adenosin-induzierter maximaler Vasodilatation
und anschlieBender Injektion von Microfil (MV-122, Flow Tech, Carver, MC, USA). Nach
PET/CT wurde das GefaBnetzwerk und die Gefalldurchmesseranalyse mittels
Amira 5.5.5 Software dargestellt und ausgewertet. Die Mikrospharenperfusion der
peripheren Gefal3e erfolgte mit Fluorochrom-konjugierten Mikrospharen bei
unterschiedlichen Druckintensitaten. Nach enzymatischem Verdau des muskularen
Hinterlaufgewebes wurde die Anzahl immobilisierter Mikrospharen

durchflusszytometrisch analysiert.

2.7. Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics

(Version 12, IBM) statistisch ausgewertet.

3. Ergebnisse

3.1.Knockout von Density Enhanced Phosphatase (DEP)-1 vermindert die
zerebrovaskulare Reservekapazitat in einem Arteriogenesemodell der Maus
(Publikation 1 [P1], Erstautor)

Zur Bestimmung der Relevanz von DEP-1 beim Kollateralwachstum wurde die
zerebrale Arteriogenese mittels CCAO und die periphere Arteriogenese mittels FAO
untersucht. Die Charakterisierung des CCAO-Modells bestatigte eine deutliche
Induktion des zerebralen Kollateralwachstums, wobei der grof3te externe
Diameterzuwachs bei der Arteria cerebri anterior (ACA) vermerkt werden konnte
([P1], Abb.1A und 1B). Zur molekularen Charakterisierung wurden Expressionsanalysen
durchgeftihrt, bei denen das Hauptaugenmerk auf Signalmolekilen mit pro-
proliferativen Effekten in Endothelzellen und VSMCs lag. Anhand der aus dem
Zielgewebe (ipsilaterale ACA) gewonnenen Genexpressionsdaten konnten keine
statistisch relevanten Kandidatengene identifiziert werden, die im Vergleich zu nicht
operierten Wildtyp-Tieren differenziell reguliert waren ([P1], Abb. 1C). Sieben Tage
nach CCAO waren die Transkriptlevel des PDGF 3-Rezeptors und der beiden Liganden
PDGF-B und PDGF-D unverédndert. Der VEGF2-Rezeptor und VEGF-A zeigten eine



tendenziell reduzierte, jedoch nicht signifikant verminderte Expression. Zusatzlich
wurden PTPs in die Analyse mit einbezogen, die als RTK-antagonisierend beschrieben
wurden und denen eine gegenregulatorisch Wirkung der PDGF B-Rezeptor- bzw. der
VEGF2-Rezeptor-vermittelten  Signalweiterleitung zugeschrieben wird. Vascular
endothelial (VE)-PTP-, SHP-2-, DEP-1- und T-Cell (TC)-PTP-Transkripte waren im
Vergleich zu Kontrolltieren unverandert. Einzig die Expression von PTP1B war in
CCAO-Tieren vermindert, allerdings war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant.
Das Fehlen einer Regulation von DEP-1 schlie3t eine generelle Bedeutung beim
Kollateralwachstum jedoch nicht aus. Vor diesem Hintergrund und einer Dbereits
beschriebenen PDGF B-Rezeptor bzw. VEGF2-Rezeptor-antagonisierenden Funktion
von DEP-1 wurde die Bedeutung von DEP-1 bei der Arteriogenese in einem DEP-1
knockout-Modell in C57BL/6 Mausen untersucht ([P1], Abb. 2A und 2B).

Beim Vergleich von Wildtyp-CCAO und DEP-1"-CCAO Méausen konnte kein Einfluss
auf das Kollateralwachstum festgestellt werden. Der Durchmesser der untersuchten
GefalRe des Circulus Willisi, insbesondere der ACA, war von keinem Zuwachs in den
DEP-1" Ma&usen gekennzeichnet ([P1], Abb. 2C). Bei transkriptionellen
Untersuchungen in der ACA zeigte sich demgegeniber eine signifikant reduzierte
PDGF-B mRNA-Expression. Alle anderen zuvor in der CCAO-Charakterisierung
untersuchten Gene blieben 7 Tage nach CCAO beim Vergleich von DEP-17- und
Wildtyp-Tieren unverandert ([P1], Abb. 2D). Die vaskulare Expression von PDGF-B als
parakrinem Wachstums- und Differenzierungsfaktor von VSMCs erfolgte unter anderem
in den lumenauskleidenden Endothelzellen [12]. Vor diesem Hintergrund wurde die
Ursache der vaskular verminderten PDGF-B Expression durch den knockdown von
DEP-1 in kultivierten Endothelzellen untersucht ([P1], Abb. 3A). Nach erfolgreicher
RNA-Interferenz (RNAI) zeigte sich bei unterdriickter DEP-1 Expression in vitro ebenso
eine verminderte PDGF-B Expression ([P1], Abb. 3B und 3C). Die funktionelle Analyse
der CVRC in DEP-17" Mausen zeigte einen signifikant verminderten zerebrovaskularen
Blutfluss. Nach Acetazolamid-induzierter maximaler Vasodilatation in Wildtyp- und
DEP-1"-Mausen konnte eine signifikante Modulation der zerebrovaskularen
Reservekapazitat nachgewiesen werden ([P1], Abb. 2D und 2E).

Die weitere Analyse zum Einfluss des DEP-1 knockouts auf das periphere
Kollateralwachstum erfolgte durch den Vergleich von Kontroll- und DEP-1"-Tieren nach

Mikrospharenperfusionsanalyse  und  mikro-CT-Aufnahmen des  Dbetreffenden
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Hinterlaufes. Auf der Basis der mikro-CT-Daten wurde der Hinterlauf softwarebasiert
dreidimensional dargestellt und die Diameter der potentiell proliferierenden Gefal3e
erfasst. Bei der Auswertung beider Analyseverfahren wurde kein Unterschied zwischen
Wildtyp- und DEP-1""-Tieren detektiert ([P1], Abb. 4A-C).

3.2.Inhibierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen steigert das kollaterale
Gefallwachstum in der Ratte (Publikation 2 [P2], Erstautor (geteilt))

Die funktionelle Bedeutung von PTPs und insbesondere von SHP-1 und PTP1B beim
zerebralen Kollateralwachstum wurde in einem 3-VO-Modell der Ratte untersucht. Das
3-VO induzierte Gefal3wachstum wurde zeitabh&ngig hinsichtlich morphologischer,
funktioneller und molekularer Marker charakterisiert. 3-VO operierte Ratten zeigten im
Vergleich zu Kontrolltieren bis zum Tag 21 nach 3-VO einen anhaltend induzierten
Diameterzuwachs in der posterioren Zerebralarterie (PCA) und der Arteria
communicans posterior (PComA, Daten nicht gezeigt) ([P2], Abb. 1). Alle anderen
untersuchten GefaRe des Circulus arteriosus (cerebri) zeigten kein signifikant
induziertes GefalRwachstum. Die detektierte Diameterzunahme ging bis Tag 7 mit einer
erhohten Expression des Proliferationsmarkers PCNA in der ipsilateralen PCA einher
([P2], Abb. 2A und 2B). Am Tag 21 nach 3-VO und daruber hinaus konnte keine weitere
proliferative Aktivitdt nachgewiesen werden. Funktionelle Untersuchungen zeigten eine
anfanglich (3 bis 7 Tage nach 3-VO) aufgehobene zerebrovaskulare Reservekapazitat
(CVRC). 21 Tage nach 3-VO erreichte die CVRC etwa 50 % des Ausgangsnhiveaus
nicht operierter Tiere ([P2], Abb. 2C). Zur pharmakologischen Intervention wurde Tag 7
als Zeitpunkt gewahlt, um sowohl potentiell positive als auch negative Effekte der PTP-
Inhibition auf das 3-VO-induzierte GefaBwachstum detektieren zu kénnen. Da die
Diameterzunahme in der ipsilateralen PCA am grof3ten war, erfolgte die weitere
Evaluation ebenfalls anhand dieses Gefalies.

Im Folgeexperiment wurden Ratten nach 3-VO-Operation einmal taglich fir 7 Tage mit
dem pan-PTP-Inhibitor BMOV, dem SHP-1-Inhibitor Natrium Stiboglukonat (SSG), dem
PTP1B-Inhibitor AS279 oder einem Losungsmittel als Kontrolle behandelt. Die Analyse
der ipsilateralen PCA-Durchmesser zeigte jeweils eine signifikante 15 %ige Zunahme
unter BMOV- und einen 22 %igen Diameterzuwachs unter PTP1B-Inhibition im
Vergleich zu kontrolloperierten Tieren. Die Behandlung mit SSG resultierte in keiner
signifikanten Steigerung des Kollateralwachstums ([P2], Abb. 3A wund 3B).



Immunhistologisch konnte in Ubereinstimmung mit den GefaRdurchmesserdaten eine
mehr als verdoppelte PCNA-Expression in BMOV- und AS279-behandelten Tieren im
Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen werden ([P2], Abb. 4A und 4B). Zur
funktionellen Analyse wurde die CVRC gemessen, wobei die Tiere der
3-VO-Kontrollgruppe 7 Tage nach 3-VO Uber nahezu keine zerebrale Reservekapazitat
verfugten. Die vaskuldre Reservekapazitat der AS279-behandelten Tiere zeigte im
Vergleich zu 3-VO-Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg und erreichte mit 69 %
wiederhergestellter CVRC nahezu das Niveau nicht-operierter Tiere. Die CVRC der
SSG-Gruppe und der BMOV-behandelten 3-VO-Ratten zeigte mit ca. 30%
wiederhergestellter = Reservekapazitat keinen  signifikanten  Unterschied  zur
3-VO-Kontrollgruppe ([P2], Abb. 4C). PLA-Untersuchungen ([P2], Abb. 5B und 5C) und
konventionelle immunhistologische Bestimmungen ([P2], Abb. 5A) der PDGF B-
Rezeptor-Phosphorylierung an dem Tyrosinrest (Tyr) 751 zeigten zudem eine
Hyperphosphorylierung in BMOV- und AS279-behandelten 3-VO-Tieren. Zusatzliche
in vitro Dephosphorylierungs-Assays bestatigten, dass PTP1B den PDGF B-Rezeptor
beeinflusst und sowohl die totale Tyrosin-Phosphorylierung des Rezeptors als auch die
seitenspezifische Phosphorylierung an dem Tyrosinrest 751 reduziert ([P2], Abb. 5D).
PTP-Aktivitatsbestimmungen aus Herzlysaten zeigten zudem eine um 39 % reduzierte
pan-PTP-Aktivitat in BMOV-Tieren und eine 45 % herabgesetzte PTP1B-Aktivitat in
AS279-behandelten Tieren ([P2], Abb. 4D). Aktivitatsbestimmungen von SHP-1 in SSG-
behandelten Tieren konnte keine reduzierte PTP-Aktivitat nachweisen. Um die
Gewebespezifitat der verwendeten Inhibitoren zu untersuchen, wurde aul3erdem in der
ipsilateralen PCA von SSG-, BMOV- und AS279-behandelten 3-VO-Tieren die
pan-PTP-Aktivitat gemessen. In der BMOV-Behandlungsgruppe konnte eine signifikant
reduzierte PTP-Aktivitat detektiert werden, wohingegen die der SSG- und der AS279-
behandelten Tiere im Vergleich zu 3-VO-Kontrolltieren nicht signifikant reduziert waren
([P2], Abb. 4E).

3.3. Adventitielle Regulation von Protein-Tyrosin-Phosphatasen bei der
Neointimabildung in der Ratte (Publikation 3 [P3], Ko-Autor)

Die Expression von PTPs wurde bereits in Analysen des Endothels, der Tunica media
und dem vaskularen Gesamtgewebe beschrieben. Die Existenz und funktionelle
Bedeutung von PTPs in der Adventitia ist hingegen unzureichend untersucht. Vor

diesem Hintergrund wurde nach Ballon-induzierter Geféal3verletzung der Arteria carotis
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communis in der Ratte die transkriptionelle Regulierung von PDGF-Rezeptoren, PDGF-
Liganden und PDGF-Rezeptor-bindenden PTPs nach 8 und 14 Tagen in der Adventitia
untersucht. Durch morphometrische Analysen wurde eine graduelle Lumenverringerung
nach 8 und 14 Tagen im Vergleich zu nicht verletzten Kontrolltieren festgestellt
([P3], Abb. 1A und 1B). Immunhistologische Untersuchungen der zellularen Proliferation
zeigten eine Zunahme der PCNA-Expression nach 8 Tagen. Nach 14 Tagen befand
sich die PCNA-Expression wieder auf dem Niveau von Kontrolltieren ([P3], Abb. 2A).
Zur genexpressionellen Analyse mittels quantitativer Real-time PCR wurde die
Adventitia der Carotis durch Laser-Capture-Mikrodissektion isoliert. In Ubereinstimmung
mit den immunohistologischen Daten wurde nach 8 Tagen eine verstarkte
MRNA-Expression des Proliferationsmarkers Ki67 gemessen, die nach 14 Tagen
wieder auf ein initiales Niveau reduziert war ([P3], Abb. 2B).
PDGF B-Rezeptor-Transkripte zeigten eine deutlich Zunahme nach 8 Tagen und eine
moderate Erh6hung nach 14 Tagen ([P3], Abb. 2A). PDGF-C- und PDGF-D-Transkripte
waren nach 8 Tagen erhdht und zeigten nach 14 Tagen ein basales Niveau. Fur
PDGF-A wurde keine expressionelle Regulation festgestellt. Die PDGF-B mRNA-Level
waren hingegen nach 8 und 14 Tagen im Vergleich zu Kontrolltieren deutlich reduziert
([P3], Abb. 2B). Die PDGF B-Rezeptor-bindenden PTPs DEP-1, TC-PTP und SHP-2
zeigten nach 8 Tagen ein erhdhtes Expressionsniveau. Nach 14 Tagen konnte
bezuglich dieser PTPs keine differentielle Expression in der Adventitia detektiert
werden. Die PTP1B-Expression war zu keinem der gemessenen Zeitpunkte verandert
([P3], Abb. 2C). Die immunhistologische Analyse des adventitiellen Gewebes zur
Untersuchung der PDGF p-Rezeptor-Aktivierung 8 und 14 Tage nach
Endothelverletzung zeigte keine signifikante Veranderung auf den
Phosphorylierungsstatus des PDGF -Rezeptors am Tyrosinrest 1021 ([P3], Abb. 4A
und 4B).

4. Diskussion

Kardiovaskuldre Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall gelten in den
Industrielandern als Zivilisationskrankheit und filhren die Statistik der haufigsten
Todesursachen an [1].
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Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille ist, unter idealisierten Bedingungen, die
weitestgehend fur das Blutgefal3system zutreffen, der Volumendurchfluss von der
vierten Potenz des GefaRdurchmessers abhangig (Abb. 1). Damit haben bereits
kleinste Anderungen des GefaRdurchmessers einen bedeutenden Einfluss auf den
Blutstrom. Da sich die gangige klinische Praxis besonders bei der Behandlung von
zerebralen Stenosen als problematisch erweist, stellt das pharmakologisch induzierte
Kollateralwachstum, Arteriogenese, zur Bildung von endogenen Umgehungskreislaufen
ein vielversprechendes Prinzip zur prophylaktischen und therapeutischen Behandlung

von stenotischen Erkrankungen und der Vermeidung der mit ihnen verbundenen

Risiken dar.
Variable Bedeutung Si-Einheit
v Volumenstrom md/s
. il Ap r Rohrinnenradius m
V= 8 - - | Ap Druckdifferenz zwischen Rohranfang und Rohrende Pa
H dynamische Viskositat der Flissigkeit Pa-s
| Lange des Rohres m

Abb. 1 : Gesetz von Hagen-Poiseuiille

In der vorliegenden Arbeit kamen sowohl einwérts- (Ballon-induzierte Gefaldverletzung)
als auch auswartsgerichtete (CCAO, 3-VO, FAO) Modelle des vaskularen
GefaBumbaus zum Einsatz. Dabei handelt es sich um einen lumenverkleinernden bzw.
einen lumenvergroéfRernden vaskularen Umbauprozess, der in beiden Fallen u.a. durch
die Proliferation von VSMCs gepragt ist. Die Bedeutung von PTPs bei diesen

Umbauprozessen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Die adventitielle Rolle des PDGF B-Rezeptors, der PDGF-Liganden, sowie der
PDGF B-Rezeptor-bindenden PTPs bei der Neointimabildung wurde in einem
Rattenmodell nach Ballon-induzierter Gefal3verletzung analysiert. Acht und 14 Tage
nach der Gefaldverletzung wurde mittels Laser-Capture-Mikrodissektion die Adventitia
der A. carotis communis zur Genexpressionsanalyse auf mRNA-Ebene isoliert. Die
Detektion des Proliferationsmarkers PCNA und die reprasentative
PDGF B-Rezeptor-Phosphorylierung (Tyrl021) erfolgte durch zusétzliche

immunhistologische Aufarbeitung.
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Der Adventitia wird primar Anker- und Stiutzfunktion beigemessen. Die adventitielle
Genexpression von PDGF-Signalkomponenten und gegenregulatorischen PTPs

wahrend der Neointimabildung sollte Gegenstand dieser Untersuchungen sein.

In Ubereinstimmung mit der Fachliteratur kam es nach GefaRverletzung zu einer
Lumenverkleinerung und analog zu den Beobachtungen in der Tunica media und der
Tunica neointima zeigten adventitielle Zellen ein zeitabhangiges Proliferationsverhalten
nach induzierter Neointimabildung [10]. Die differentielle Expression von
PDGF-Liganden in der Tunica intima und der Tunica media wurde bereits beschrieben
[10, 13]. Die Expressionsanalyse in mikrodisseziertem adventitiellem Gewebe zeigte
eine dynamische Regulation des PDGF B-Rezeptors und von PDGF 3-Rezeptor-
bindenden PTPs. Die Expression des PDGF (3-Rezeptors, sowie von PDGF-C und
PDGF-D war in der Frihphase (8 Tage nach der Gefal3verletzung) erhdht und nahm
nach 14 Tagen wieder ab. Diese Beobachtungen stimmen mit den erhobenen
Proliferationsdaten (PCNA und Ki67) adventitieller Zellen tberein. Immunhistologische
PCNA-Farbungen und genexpressionelle Analysen der Ki67-mRNA deuten auf eine
maximale Proliferation 8 Tage nach der Gefal3verletzung hin. Die PDGF-A-Expression
zeigte keine Verédnderung auf mRNA-Ebene und legt nahe, dass dieser Ligand bei der
Proliferation adventitieller Zellen von geringer Bedeutung ist. Diese Annahme wird
durch friihere Publikationen gestitzt, in der PDGF-AA im Vergleich zu PDGF-BB einen
geringeren mitogenen Effekt auf VSMCs zeigte bzw. ebenfalls von geringer Expression
gekennzeichnet war [14, 15]. Interessanterweise wurde in dem von uns untersuchten
Modell eine verminderte PDGF-B-Expression nach 8 und 14 Tagen festgestellt. Im
Gegensatz dazu beschreibt eine friihere Publikationen in einem Schweinemodell eine
induzierte PDGF-B-Expression nach Gefaldverletzung [16]. Die naheliegende Ursache
fur diese Beobachtung kdnnten Speziesunterschiede sein. Darliber hinaus ware ein
migratives abwandern PDGF-B exprimierender Zellen aus der Adventitia in die Media
bzw. Intima denkbar, was zu dem beobachteten Phanomen in dem hier untersuchten
Modell fhrte.

PDGF-CC und PDGF-DD sind die jungsten entdeckten Vertreter innerhalb der PDGF-
Familie. Beide Liganden waren in der Frihphase, 8 Tage nach Gefal3verletzung, auf
mRNA-Ebene erhoht. Ubereinstimmend mit den hier gezeigten Daten wurden beim
vaskularen Remodeling bereits erhdhte Transkriptlevel von PDGF-D in der Adventitia

beschrieben [16, 17]. Funktionell weisen priméare glatte GefalBmuskelzelle in
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Abhangigkeit von PDGF-DD ein verstarktes Proliferations- und Migrationsverhalten auf
[17]. PDGF-DD induziert die Dimerisierung und Tyrosin-Phosphorylierung der
B-Rezeptoruntereinheiten des PDGF-Rezeptors. Dabei wurde im Hinblick auf glatte
GefalBmuskelzellen insbesondere die PDGF B-Rezeptor-abhangige Proliferation,
Migration und Dedifferenzierung beschrieben [18, 19]. Vor diesem Hintergrund wurde
ein etwaiger Einfluss der erhohten adventitiellen Ligandenexpression auf die
PDGF B-Rezeptor-Phosphorylierung beispielhaft anhand des Tyrosinrestes 1021
untersucht. Es konnte jedoch keine zeitabhéngige Veranderung der PDGF 3-Rezeptor-
Phosphorylierung festgestellt werden. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die Rezeptoraktivierung zu einem friuheren als hier untersuchten Zeitpunkt des
GefaBumbaus von Relevanz ist. Zudem ist denkbar, dass andere nicht untersuchte
Phospho-Tyrosinreste einen bedeutenderen Einfluss auf die Remodeling-relevante

Signaltransduktion haben.

Die Prasenz verschiedener PTPs ist bereits in der GefalBwand beschrieben worden [6].
Deren dynamische Expressionsanderung beim vaskularen Remodeling deutet zudem
auf eine funktionelle Bedeutung bei GefalBumbauprozessen hin. In invivo- und
in vitro-Experimenten wurde die Gegenwart von PTPs zudem explizit in Endothel- und
glatten Gefalimuskelzellen beschrieben [6]. Durch Mikrodissektion der Tunica adventitia
konnten die PDGF B-Rezeptor-bindenden PTPs DEP-1, PTP1B, TC-PTP und SHP-2 in
diesem Teil der Gefallwand erstmals nachgewiesen werden. Die in dieser Studie
untersuchten PTPs wurden zuvor als v.a. regulatorische Komponenten der PDGF-
Signalweiterleitung beschrieben [10, 20-22]. Durch Experimente mit DEP-1- und
TC-PTP-knockout-Zellen konnte der Tyrosinrest 1021 des PDGF B-Rezeptors als
Target dieser PTPs identifiziert werden [10, 20].

Die beobachtete verstarkte Expression der beschriebenen PTPs in der Tunica
adventitia am Tag 8 konnte daher Uber eine Dephosphorylierung von RTKs einen
gegenregulatorischen Mechanismus einleiten, welcher zu dem beobachteten
Normalniveau hinsichtlich proliferativer Marker und der PDGF-Expression nach 14

Tagen fuhrte.

Auf der Grundlage dieser Arbeit und anderer Publikationen, in denen die vaskulare
Expression von PTPs in der Tunica intima, media und adventitia nachgewiesen wurde

und deren differentielle Expressionsdynamik auf eine funktionelle Relevanz beim
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vaskularen Remodeling hindeutet, wurde in der ersten und zweiten Publikation u.a. das
pharmakologische Potential von PTPs beim Kollateralwachstum zur Bildung von
Umgehungskreislaufen untersucht. Durch operative Modifikation der Blutflussdynamik
mittels CCAO und FAO in der Maus und durch 3-VO in der Ratte wurde zerebrales bzw.
pheripheres Kollateralwachstum induziert. Die Effektivitdt der operativen Prozeduren
zur Induktion zerebraler Arteriogenese durch 3-VO bzw. CCAO wurde zu
Experimentbeginn  mittels  Angiographie  bestatigt. In  Ubereinstimmung  mit
Buschmann et al. wurde die ipsilaterale PCA als die mal3geblich von der 3-VO-
Operation beeinflusste Zerebralarterie identifiziert [23]. Analoge Untersuchungen im
CCAO-Modell der Maus identifizierten die ipsilaterale ACA als die Arterie mit dem
grofdten Diameterzuwachs. In beiden Féllen wurde innerhalb von 7 Tagen eine
signifikant gesteigerte GefalRdurchmesserzunahme detektiert. Auf dieser Basis wurde
die Relevanz von PTPs auf die Kollateralisierung im Allgemeinen und die der PTPs
SHP-1 und PTP1B im Speziellen durch pharmakologische Inhibierung in der 3-VO
Ratte und die Rolle von DEP-1 in CCAO-operierten DEP-17 Mausen untersucht.

In der Charakterisierungsphase des CCAO-Modells konnte ein induziertes
Kollateralwachstums morphologisch bestétigt werden. Da fiur den VEGF2-Rezeptor und
fur VEGF-A keine differenzielle Expression detektiert wurde, konnten Hypoxie-

induzierte Effekte und angiogenes Gefalwachstum ausgeschlossen werden [24].

Der knockout von DEP-1 in der CCAO-Maus zeigte weder peripher noch zerebral
signifikante morphologische Gefallverédnderungen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Ein
erkennbarer Einfluss der DEP-1-Defizienz wurde hingegen auf funktioneller Ebene
detektiert. In DEP-1 knockout-Mausen wurde eine verminderte vaskulare PDGF-B
Expression einhergehend mit einer verminderten CVRC nachgewiesen. Die positiv
regulierende Wirkung von PDGF-B auf die zerebrovaskulare Vasodilatation wurde
bereits in Kaninchen nachgewiesen [25]. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse
deuten darauf hin, dass DEP-1 Uber einen Einfluss auf die PDGF-B Expression als
positiver Regulator der CVRC fungiert. Einen Einfluss auf das periphere
Kollateralwachstum hingegen konnte mit den angewandten Methoden der
Mikrospharenperfusion und mikro-CT-basierten GefalRdurchmesserbestimmung nicht
detektiert werden. Eine bedeutende Rolle der weiterhin untersuchten Rezeptoren
(PDGF B-Rezeptor, VEGF2-Rezeptor), Liganden (PDGF-D, VEGF-A, TGFB1, FGF-2)
und PTPs (VE-PTP, TC-PTP, SHP-1) konnte in dem hier untersuchten Modell nicht
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festgestellt werden, wenngleich sie bei vaskularen Umbauprozessen als relevant bzw.
als RTK-antagonisierend beschrieben wurden [2, 6]. Eine differenzielle Expression der
hier untersuchten Gene zu friheren Zeitpunkten des Remodeling-Prozesses (vor
7 Tagen) ist jedoch moglich. Eine generelle Bedeutung und Relevanz dieser Liganden
und PTPs in der Frihphase der Arteriogenese kann daher nicht ausgeschlossen

werden.

DEP-1 ist eine ubiquitdr detektierte PTP, deren Expression gewebsabhangig stark
variieren kann [26]. Dabei haben in situ Hybridisierungs-Analysen gezeigt, dass die
vaskulare Expression von DEP-1 in Endothelzellen besonders stark, in VSMCs
hingegen relativ gering ausgepragt ist [26]. Nichts desto trotz konnte in friheren Studien
beobachtet werden, dass VSMCs durch den knockdown von DEP-1 ein pro-
proliferatives und —migratives Zellverhalten zeigen [10]. Da sich jedoch kein solcher
positiver Effekt hinsichtlich morphologischer oder funktioneller Parameter beobachten
lie3, ist in dem untersuchten DEP-1 knockout-CCAO-Modell ein direkter, Uber glatte
GefalBmuskelzellen vermittelter Effekt mit untergeordneter Rolle denkbar. Die
nachgewiesene Reduktion von PDGF-B in DEP-1"-Tieren impliziert, im
Zusammenhang mit der beschriebenen hohen Expression von DEP-1 in Endothelzellen,
dass der gezeigte Effekt einer verminderten CVRC in Folge einer modifizierten

Endothelzellfunktion beobachtet wird.

In Abhangigkeit der Gewebsherkunft bzw. der vaskularen Lokalisation wurden bereits
phanotypische Unterschiede von Endothelzellen beschrieben [27, 28]. Vergleichende
Untersuchungen in humanen Primarzellen haben gezeigt, dass Endothelzellen
peripheren bzw. zerebralen Ursprungs Unterschiede hinsichtlich Morphologie,
Zellproliferation und Proteinsynthese aufweisen und auf endogene Faktoren
unterschiedlich reagieren [29]. Insbesondere die Rolle der Endothelzellen bei der
Funktion der Blut-Hirn-Schranken weist deutlich auf diese endotheliale Zellheterogenitat
hin [30, 31]. Vor diesem Hintergrund ware der in dieser Arbeit gezeigte Unterschied
hinsichtlich der peripheren (FAO) und zerebralen (CCAO) Perfusionsdaten, zumindest
partiell, durch zellph&notypische Divergenz innerhalb der untersuchten Gefalibetten zu
erklaren. Es kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass Remodeling-relevante
Rezeptoren und Liganden in phanotypisch unterschiedlichen Endothelzellen
verschiedene basale Expressionslevel aufweisen. Dariiber hinaus sind lokalisations-

bzw. operationsbedingte Unterschiede der Blutflussdynamik denkbar, die zu
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unterschiedlichen morphologischen und funktionellen Ergebnissen flhren. Die
zerebralen und peripheren morphologischen Daten weisen zusammenfassend jedoch

nicht auf einen Einfluss von DEP-1 auf das GefaRwachstum hin.

Die funktionelle Rolle von PTP1B wurde in einem 3-VO-induzierten
Arteriogenesemodell der Ratte untersucht. Die pharmakologische Inhibition von PTP1B
mittels AS279 resultierte in einer gesteigerten intravaskuléaren Proliferation (gemessen
als PCNA-Expression), welche zu einem gesteigerten Zerebralgefallwachstum fuhrte.
Die CVRC war bei diesen Tieren 7 Tage nach 3-VO ebenfalls signifikant erhdht und mit
69 % gegenluber unbehandelten Wildtyp-Tieren nahezu wieder hergestellt. Eine
vergleichbar verbesserte CVRC wurde zuvor in der Charakterisierung des 3-VO Modells
in unbehandelten Tieren nach 21 Tagen beobachtet. Die Inhibierung von PTP1B flihrt
somit sowohl zu einer beschleunigten Gefal3proliferation, als auch zu einer raschen

Wiederherstellung der Gefal3funktionalitat.

Die Wirksamkeit des Inhibitors wurde durch radioaktiv-basierte und somit sensitive
Dephosphorylierungsmethodik bestimmt. Da die Proteinmenge, die aus den Gefalien
der PCA isoliert werden kann, nicht zur Bestimmung der spezifischen PTP1B-Aktivitat
ausreichte, wurde die Phosphatase-Aktivitat alternativ im Herzgewebe analysiert. Unter
der Annahme, dass die Zufuhr und Aufnahme des Inhibitors (AS279) in kardiale Zellen
dem von GeféalRen &ahnelt, wurde die Bestimmung in linksventrikularem Herzgewebe
durchgefuhrt. Die spezifische PTP1B-Aktivitatsbestimmung im Herzen bestétigte die
Funktionalitdt des PTP1B-Inhibitors in AS279-behandelten 3-VO-Tieren. In
Ubereinstimmung mit dem pro-arteriogenen GefaRwachstum wurde mittels PLA und
IHC eine erhohte PDGF B-Rezeptor-Phosphorylierung am Aminosaurerest 751
detektiert. In diesem Zusammenhang konnten die invitro Beobachtungen von
Richard et al. bestatigt werden, laut denen PTP1B die
PDGF B-Rezeptor-Phosphorylierung an Tyrosinrest 751 ebenso wie die Total-
Phosphorylierung des Rezeptors hydrolysiert und somit vermindert [32]. Die kumulative
Phosphorylierung der Tyrosinreset 751 und 740 ist strukturell fur die Aktivierung des
Phosphoinositid-3-Kinase/Akt (PISK/PKB)-Signalweges notwendig [33]. Kultivierte
VSMCs zeigen ein  signifikant  reduziertes = PDGF B-Rezeptor-abhangiges
Proliferationsverhalten, wenn ihnen zur Stimulation mit PDGF-BB der PI3K-Inhibitor
LY294002 verabreicht wird [34]. Die Hyperphosphorylierung des PDGF [-Rezeptors am

Tyrosinrest 751 impliziert daher, in Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen, einen
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potentiellen Mechanismus, der durch induzierte VSMC-Proliferation zum beobachteten
zerebralen Kollateralwachstum fuhrte. Die Beobachtung einer stark verminderten
Total-Tyrosinphosphorylierung des PDGF [3-Rezeptor in der in vitro
Dephosphorylierungsanalyse deutet darauf hin, dass die Inhibierung von PTP1B mittels
AS279 amplifizierenden Einfluss auf weitere PDGF B-Rezeptor-vermittelte Signalwege
hat.

Die Prasenz und Akkumulation von Monozyten, insbesondere in der Friihphase der
Arteriogenese, wurde bereits beschrieben [35, 36]. Zusatzlich deutet das beeintrachtigte
Kollateralwachstum nach Monozyten-Depletion auf die positive Bedeutung dieser Zellen
bei der Arteriogenese hin [35]. Viable motheaten Méause zeigen bei zugrunde liegender
SHP-1-Defizienz eine Hyperproliferation von Monozyten/Makrophagen [37, 38]. Die
postulierte Wirkung von SSG zielte daher v.a. auf die induzierte Proliferation von
Monozyten ab. Die SHP-1-Inhibibierung in 3-VO operierten Tieren zeigte jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf morphologische, funktionelle und molekulare Parameter.
Aktivitatsbestimmungen konnten zudem keine Reduktion der SHP-1-Aktivitat unter
SGG-Behandlung nachweisen. Die in der Studie gewahlten Behandlungsdosen
entsprachen denen, die zuvor in Nagetieren Effekte bei der Behandlung von
Leishmaniose gezeigt hatten [39, 40]. Da SSG als reversibler PTP-Inhibitor fungiert, ist
es denkbar, dass durch den Prozess der Gewebeaufarbeitung von SSG-behandelten
Tieren bis hin zur Aktivitatsbestimmung kein inhibiertes SHP-1 mehr vorlag, sodass
keine PTP-Aktivitatsreduktion detektiert werden konnte. Unter der Annahme einer
generellen, ggfs. kurzzeitigen Wirksamkeit des Inhibitors konnte SHP-1 keine relevante
Bedeutung beim zerebralen Kollateralwachstum beigemessen werden. Eine potentielle
funktionelle Bedeutung von SHP-1 beim Kollateralwachstum zu friheren Zeitpunkten
als den gemessenen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Der Transfer unseres
experimentellen Ansatzes in ein viable motheaten-CCAO-Mausmodell kdnnte Uber
einen etwaigen pro-arteriogenen Effekt von SHP-1 Auskunft geben, ist jedoch vor dem

Hintergrund des Belastungsgrades der SHP-1-Defizienz ethisch kritisch zu betrachten.

Durch die pharmakologische Intervention mittels BMOV sollte die Eingangsthese
bestatigt werden, dass PTPs negative Regulatoren der Arteriogenese darstellen. BMOV
wirkt als unspezifischer PTP-Inhibitor auf alle 38 klassischen PTPs hemmend [41].
In vivo-Studien mit BMOV konnten bereits zeigen, dass die RTK-bedingte

Signaltransduktion verstarkt und die VEGF-abhéngige Endothelzellproliferation und
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Insulinsensitivitat in Ratten gesteigert werden [42, 43]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
unter pan-PTP-Inhibierung eine erhOhte zerebrale Gefal3proliferation und
Gefalldurchmesserzunahme nach 3-VO beobachtet. Die Hyperphosphorylierung des
PDGF B-Rezeptors (Tyr751) unter BMOV-Behandlung impliziert, in Analogie zu den
Beobachtungen der PTP1B-Inhibition, einen maoglichen zugrunde liegenden
Mechanismus zur beobachteten gesteigerten Arteriogenese. Dieser konnte aufgrund
der Ergebnisse in AS279-behandelten Tieren zumindest partiell durch die Inhibierung
von PTP1B hervorgerufen sein. Die BMOV-Tiere zeigten gegentuber der Kontrollgruppe
eine nicht signifikant erhdhte CVRC. Da die CVRC im DEP-1 knockout-Modell reduziert
war und DEP-1 ebenfalls ein potentielles Zielmolekil von BMOV darstellt, kbnnte die
nicht signifikant gesteigerte CVRC unter BMOV-Behandlung teilweise auf eine
reduzierte DEP-1-Aktivitat zurtickzufihren sein. Interessanterweise beschreibt eine
frGhere Publikation eine verbesserte periphere CVRC nach 2-4 wochiger Behandlung
bei niedrigerer BMOV-Dosis [42]. Im Vergleich der beiden Studien konnten die Dosis-
Unterschiede sowie die Behandlungsdauer Ursache fur die divergierenden Resultate
sein. Bei geringerer Dosierung ist davon auszugehen, dass die Anzahl potentiell
inhibierter PTPs abnimmt und eventuell die Funktion positiv regulatorischer PTPs
weniger stark beeintrachtigt wird. Eine Uber die hier gewéhlten 7 Tage hinausgehende
Behandlung héatte eventuell in einer signifikant verbesserten CVRC resultiert, zumal die
Mittelwerte der BMOV Gruppe bereits eine entsprechend positive Tendenz erkennen
lassen. AuBerdem konnte in Ubereinstimmung mit den Daten des DEP-1 knockouts in
der CCAO-Maus die Lokalisation des vaskularen Bettes (zerebral versus peripher) von

Bedeutung sein.

PTPs werden aufgrund ihrer generellen Enzymfunktion als Uberwiegend negativ
regulatorisch beschrieben. In der Tat konnten zahlreiche Studien die Antagonisierung
von RTKs bestatigen. Die funktionelle PTP-Inaktivierung in verschiedenen Modellen
fuhrt zur Hyperphosphorylierung der betreffenden RTKs und konsekutiv gesteigerter
Signaltransduktion [10, 42-45]. Obwohl die Expression spezifischer PTPs in Zellen der
GefaBwand bekannt ist und in relevanten Signalwegen als funktionell
gegenregulatorisch beschrieben wurde, ist die Rolle von PTPs insbesondere beim

zerebralen Kollateralwachstum neben den hier vorgestellten Daten unbekannt.

Da eine Vielzahl von RTKs wachstumsstimulierend wirken und PTPs diese direkt

antagonisieren, verspricht die Inhibierung von PTPs eine signaltransduktorisch
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amplifizierende Wirkung. Insbesondere die Rezeptoren der VEGF- und der PDGF-
Familie haben einen Einfluss auf die Proliferation, Migration und Differenzierung von
Endothel- und glatten GefalBmuskelzellen, die den Grol3teil der zellularen Gefal3struktur

ausmachen [3].

Die Liganden-vermittelte Aktivierung einer RTK ist insbesondere in vivo kein isolierter
Prozess. Zellen reagieren auf eine Vielzahl gleichzeitig eintreffender intra- und
extrazellulare Stimuli. Dabei akkumulieren sie zentrale Schlisselenzyme zur
Signalweiterleitung, die sich ggfs. unabhangig vom urspriinglichen initilerten Signalweg
gegenseitig beeinflussen koénnen. Dieser Cross-talk ist zum Beispiel zwischen dem
Insulin- und dem PDGF B-Rezeptor bekannt [46] und auch solcher zwischen hier nicht
untersuchten RTKs ware denkbar. Die Aktivierung des PDGF B-Rezeptors initiiert
mehrere Signalkaskaden [47], die sich ebenfalls gegenseitig beeinflussen.
Exemplarisch ist die Wechselwirkung zwischen dem PI3K/Akt- und dem
Ras/MEK/Erk1/2-Signalweg belegt [48, 49]. Zudem existieren
Tyrosinphosphorylierungen, die funktionell inhibierende Wirkung zeigen und ebenfalls
von PTPs antagonisiert werden. In diesem Fall wirken PTPs regulatorisch positiv auf die
Signalweiterleitung. Beispielhaft bewirkt SHP-2 eine Dephosphorylierung des GRB2-
associated-binding protein (Gab)-1. Diese verhindert die Bindung von RasGAP und
fuhrt so zur dauerhaften Aktivierung des Ras/Raf/Mek/Erk-Signalweges [50, 51]. Eine
andere Studie zeigt, dass die ERBb2-abhéngige Aktivierung der Kinase c-Src und
konsekutive Zellproliferation von PTP1B positiv reguliert wird [52]. Die Funktion von
PTP1B kann folglich Zellkontext-abhangig auch positiv sein. Dartber hinaus bestehen
negative Feedback-Regulierungen. So konnte belegt werden, dass die Kinase Akt/PKB
die Tyrosinphosphatase PTP1B phosphoryliert und so dessen PTP-Aktivitat hemmt
[53]. Zusatzlich wurde bereits gezeigt, dass der knockdown von DEP-1 in
Endothelzellen zwar zu einer Hyperphosphorylierung des VEGF-Rezeptors flhrt,
welche sich jedoch nicht in einer verstarkten Akt und c-Src Aktivierung widerspiegelte
[54, 55]. Die vorangestellten Beispiele zeigen die Komplexitat der intrazytosolischen
Signalweiterleitung und deren Vernetzung auf, die durch PTP-Inhibierung potentiell
modifiziert werden kénnen. Vor diesem Hintergrund kann die funktionelle Bedeutung
von Phosphorsaureester-hydrolysierenden PTPs zellkontextabh&angig sowohl positiv als

auch negativ sein [5, 6].
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Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass PTPs
therapeutisch relevante Zielstrukturen zur vorteilhaften Beeinflussung der Arteriogenese
darstellen. Die unter BMOV-Behandlung erhobenen Daten implizieren eine
Ubergeordnet negative-regulatorische Funktion von PTPs beim zerebralen
Kollateralwachstum. Durch die Betrachtung der untersuchten PTPs, bei der sich DEP-1
als funktionell positiv regulatorisch und PTP1B auf morphologischer und funktioneller
Ebene als negativ regulatorisch darstellt, erscheint vor dem Hintergrund einer
therapeutischen Nutzung von PTPs jedoch eine differenzierte Betrachtung dieser
Enzymgruppe angemessen. Neben der pharmakologischen PTP-spezifischen
Adressierung deuten insbesondere die Ergebnisse der CVRC-Messung aus dem
DEP-1-knockout-Modell darauf hin, dass die Lokalisation des Gefal3bettes bei der
Arteriogenese von zusatzlicher Bedeutung ist. Die Induktion einwarts- bzw.
auswartsgerichteter Gefal3proliferation in der Ratte und der Maus erfolgte durch einen
experimentellen operativen Eingriff. Diese damit verknipften Stimuli zum Gefa3umbau
sind daher artifiziell und somit nur bedingt in der Lage, die tatséchliche
pathophysiologische Situation, die bspw. im erkrankten menschlichen Organismus

besteht, darzustellen.

Da im humanen Genom strukturell und funktionell identische, homologe Proteine
identifiziert wurden, kann eine &hnliche Relevanz von PTPs insbesondere beim
zerebralen Kollateralwachstum grundsatzlich auch im Menschen angenommen werden.
Allerdings haben Studien in der Vergangenheit gezeigt, dass Anwendung und Funktion
von tierexperimentell erhobenen Daten nicht unkritisch auf den Menschen Ubertragbar
sind. AuBerdem ist bei Patienten mit relevanter klinischer Symptomatik eine eventuell
vorhandene zusatzliche Medikation einzubeziehen, deren Wechselwirkung mit dem
Krankheitsverlauf einhergehen und ebenfalls Einfluss auf das durch PTP-Inhibition
induzierte Kollateralwachstum haben koénnte [56]. Vor diesem Hintergrund und der
potentiellen klinischen Nutzung von PTPs als therapeutische Zielstrukturen ware die

weitere Relevanz dieser Ergebnisse in humanen Studien zu prufen.

In der vorliegenden Arbeit fihrte die PTP1B-Inhibierung in einem Ratten-Modell zu
gesteigertem zerebralen GefalBwachstum und funktionell erhdohter CVRC.
Winschenswert ware daher eine weitergehende Analyse in PTP1B-defizienten Tieren.

Die hier gezeigten Ergebnisse mittels pharmakologischer Inhibierung deuten jedoch
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bereits darauf hin, dass PTP1B eine potentielle therapeutische Zielstruktur zur
Verbesserung des kollateralen Wachstums darstellt.
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