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Chapter 1 Introduction

1.1 Introduction to signaling receptors
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1.2 Introduction to PEDF
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1.2.1 PEDF is a neurotrophic factor
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1.2.2 PEDF is a stem cell niche factor
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1.2.4 PEDF and metabolism
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1.2.5 Blood vessels and disease
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1.2.6 PEDF is an anti-angiogenic factor
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1.2.7 PEDF is an anti-tumor factor
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Table 1-1. Biological effects of PEDF on multiple cell types.
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Table 1-2. Diseases potentially benefit from PEDF treatment
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Chapter 2 Characterizing PEDF receptors PLXDC1 and PLXDC2

2.1 Introduction
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2.2 Materials and methods

2.2.1 Material
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2.2.2 Engineering cDNAs for PLXDC1, PLXDC2 and PEDF.
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2.2.3 PEDF purification from conditioned media.
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2.2.4 Gene expression analysis at mRNA level
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2.2.5 siRNA -mediated knock-down
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2.2.6 Receptor binding assay

#�"� 2�� ������$����� ����� �����/�.�/��/������ ����� �'����� � ����$��� �� #-� �� ?W�3 
����

������$������& ���� ������ 2�� ����'�� �$ ���� �� �'����� � ����$��� �� #-� �� ?W� ��� � � ������

�� ������$������ 2�� �������� �$ � � � ��� �� ��������� 2��� � �� �"�/#
(� ���� �����

���������� 2�� �������'����3 � � ��'������ �� ������$������ �� � �� ������ �� � ��� ��� �������

� �� ������� ���� �� ������ ������� ���� ��� �� ���� ��9��$ �� ��������� 2�� ���������� ����'�����3 ��

��������& ������ �� ����� ����� ������� ���������� ��� ������� ��� ����2� �������'� ���������3



?+

.�2�'��& �5�����'� ������$������ ��� ������'��� �������� ��� �� � � ������������ �� 9�$ �$����

��������3 �� ���'��� �5�����'� ������$������& � � ����� ������ �� ������$������ �� ����� ;*G& ��

6����� �$ � ������ �� ��������� 2��� � ����� ������� �� �������'����3 -�����$����� #�"� 0)* �%1

2�� ����� �� ����������� �� ������� ����� ���2� �� � �����������/������ ��� �� .-�� 2�� +*

�% .�#��& �. A3, ��� ) ��F�� -�
 �� ���� ����������� ��� +  ���3 
���� �2� ����������

2�� �� 2�� .-��& +* �% .�#��& �. A3,& � � ����� 2��� ��5�� ����� ���� �$ ���� ?G

������������ $�� �� .-��& �. A3, ��� )* ���3 � � ����� 2���  ����� �� .-�� �� @,W� ��� +  �

�� ������'� ���������� 
# ����'��$3 
���� ����9��� �� , ��F�� -�
 �� #-� ��� +  ���& � � �����

2��� ��������� 2�� �������'����/
# ������� �� , ��F�� -�
 �� #-�3 
���� ���� 2�� �� �����

#-�& 
# ����'��$ 2�� '������4�� ����� �-�F-��#3

2.2.7 Immunofluorescence
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2.2.8 Cell coculture and protein copurification studies
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2.2.9 Protein electrophoresis and Western Blotting



?>

#������� 2��� ������ ���� +*G �� ?/+)G �������� �"�/#
(� ���� ��� ����������� ��

�������������� �������� 0+*�� Z+*��13 %�������� 2��� ����9�� �� �� ��� +  � �� +* �� ,G

���9 �� ����/-������� ������ ��� �2��� )* 0�-��13 � � ��������� 2��� ��������� 2�� 

������$ �������$ �� ,G ���9 �� �-�� �� �� ��� ���� �� +  � �����2�� �$ � ��� ,/��� 2�� ��3

��������$ �������$ ������� 2�� ��������� �� +* �� ,G ���9 �� �-�� �� �� ��� +  � �����2��

�$ � ��� ,/��� 2�� ��3 �� ������ 2��9 ������& 2� ��� ������$ �������$ ������� �� �-�� 2�� 

,��F�� -�
 �� �� ��� + � �� �� ?W� �'����� �3

7� ���� �2� ��'������� �$�����E � � � ��������������� �$���� ��� �����/�������� �$����3 ��

� ��������������� �$����& 2� ����  $������ ����5����� 0.�#1/���6������ ���� ����/�����

�������$ 0�� ����� ���������� ������$ �������$，.�#/����/����� 
�1& �� .�#/���6������ ����

����/������ �������$ 0�� ����� ���$������ ������$ �������$& .�#/����/������ 
�1 �� ��������$

�������$3 �� ��'���� ���������& ��������� 2��� ��������� 2�� �������� .�# ��������� ���

)��� �� ��3 � �� ��������� 2��� ��'������ �$ 7������ ���� ��������� �$���� 0��6�����&

�
�/>***13 �� �����/�������� �$����& 2� ���� "$��� � @B*/���6������ ���� ����/����� �������$

0�� ������$ ���������� ������$ �������$1 �� ��"$� B**/���6������ ���� ����/������ �������$ 0��

������$ ���$������ ������$ �������$1 �� ��������$ �������$3 %�������� 2��� ������� �$ �����

�������� ������3 �� �����/�������� �$����& � � �������� ��� �� ������ �$ �2� ������$

���������� ���� ��������� ������� �� � � ���� ����3



??

2.2.10 Endothelial cell death assay.
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2.2.11 MTT assay
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2.2.12 PEDF neurotrophic activity assay
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2.2.13 Macrophage IL-10 secretion assay
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2.3 Results

2.3.1 PLXDC1 and PLXDX2 confer cell-surface binding to PEDF
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2.3.2 PLXDC1 copurifies with PEDF in immunopurification assay
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2.3.3 PEDF induces IL-10 secretion in macrophage through PLXDC1 or PLXDC2
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2.3.4 PEDF inhibits SVEC4-10 endothelial cell death inthrough PLXDC2
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2.3.5 PEDF protects neuronal cells via PLXDC1
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2.4 Discussion
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Table 2-1. List of reagents, cell lines, and equipment.
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Figure 2-1. PLXDC1 and PLXDC2 protein sequences alignment.
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Figure 2-2. Expression of PLXDC1 and PLXDC2 in three cell models.
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Figure 2-3. The binding of PEDF to PLXDC1 or PLXDC2 on live cell surface.
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Figure 2-4. Binding of PEDF to cells expressing proposed PEDF receptors
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Figure 2-5. PEDF copurified with PLXDC1
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Figure 2-6. Unbiased screening for effective siRNAs in macrophage
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Figure 2-7. The roles of PLXDC1 and PLXDC2 in PEDF-induced IL-10 secretion
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Figure 2-8. The PLXDC2 dependence of PEDF's effect on endothelial cell
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Figure 2-9. Unbiased screening for effective siRNAs in endothelial cell SVEC4-10
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Figure 2-10. The neurotrophic effect of PEDF on 661W cells depends on PLXDC1
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Figure 2-11. Unbiased screening for effective siRNAs in neuronal cell 661W
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Chapter 3 Mechanism of PEDF-Receptor Interaction

3.1 Introduction
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3.2 Materials and methods

3.2.1 Materials
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3.2.2 Engineering cDNAs for PLXDC1 and PLXDC2
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3.2.3 Copurification studies
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3.2.4 Incubation of PLXDC1 extracellular constructs with PEDF



B*

�/�������� ���/������ #�<"�+ �������� ���������� ������ 
 �� � 0���/#�<"�+/�
-�1

��� #�"� ���������� 2��� ����������� ���� ��= );>� ����� �� � )E+ �����3 ���� ������ 2��

� ����� �� ����� ���� "�������8� %������� ������ %����� 0��%1 @  � ����� ������������3 �����

2��� ��������� �� >AW� ��� ?B  ���� ������ ���� ����������� ������ 2��  ��'�����3 � �

����������� ������ 2�� ��������� �� ���� ����������� ��� �'����� � ������ ����� ������ 2�� 

�� 2�� ��� "�� ��� ������ �� �"�/#
(� ���3

3.2.5 Receptor terminal cysteine crosslinking catalyzed by oxidizer
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3.2.6 An assay to visualize receptor dissociation
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3.2.7 Real-time analysis of PEDF-mediated receptor receptor dissociation
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3.3 Results

3.3.1 PLXDC1 and PEDF interaction requires domain B of the receptor
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3.3.2 PLXDC1 or PLXDC2 forms homooligomer
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3.3.3 Studying receptor dimerization using cysteine crosslinking
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3.3.4 PEDF dissociates PLXDC1 oliogomer
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3.3.5 PEDF forms a dimer upon interaction with its receptor
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3.3.6 PEDF dimerization depends on a disulfide bond
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3.3.7 PLXDC1 domain B induces PEDF dimer formation
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3.3.8 PEDF loses C-terminal tail upon the interaction with the receptors
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Table 3-1. List of reagents, cell lines, and equipment
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Figure 3-1. PLXDC1 domain definition
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Figure 3-2. Schematic diagrams of the PLXDC1 and PLXDC2 constructs
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Figure 3-3. PLXDC1 and PEDF interaction requires domain B
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Figure 3-4. PLXDC1 or PLXDC2 homooligomer formation
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Figure 3-5. PLXDC1 oligomerization depends on domain D

#�<"�+ �������� ������ 2�� � ��� ��� �����2��� � � �/�������� ��������� ������ 2��� ��������

����� �� 2�� .
/������ ���� ����� #�<"�+ �$ �����$��� � � ��� ��� 0�������� �� � � ����13


���/��� 7������ �� � �2� �� � � ��� ��� ����/.
 7������ �� � �2� �� � � ������ ��� � �

��������3 .
/#�<"�+ �� ������ ���������� �� ������ " �� �������3



;;

Figure 3-6. PEDF inhibits disulfide bond formation induced by oxidizer
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Figure 3-7. PEDF-mediated receptor dissociation on the cell surface

�� ������ ������� �� �� � � ����3 #�"� ��������� ���/������ #�<"�+ �5����������� ������

0���/#�<"�+/��"& �����1 ����� �� ���� ������� #�<"�+ 0���$1 �� ����� ����� ���� �� � �

�5����������� ������3 �������������� �� ���/#�<"�+/��"& 0������������� 2�� #�<"�+1 ��

��'� ���� ������� �� � �2� �� � � ������ �2� �������� 0����� ������13 -��� ����� �� ������� ����

����� "
#�3 ����� �������E ������� 0�� #�"�13 ��2�� �������E #�"� �������3 I����������� ��

����� ���/#�<"�+/��" �� � � ���� ������� 2�� �� 2�� ��� #�"� ��������� �� � �2� �� � �

��� �3



+*+

Figure 3-8. PEDF-mediated receptor dissociation in real time
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Figure 3-9. Terminal cysteine crosslinking of PLXDC1 prevents PEDF-mediated

dissociation.
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Figure 3-10. PEDF forms dimer during the interaction with PLXDC1.
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Figure 3-11. PEDF dimerization depends on disulfide bond
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Figure 3-12. PLXDC1 domain B is sufficient and necessary to induce PEDF dimer
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Figure 3-13. PEDF cleavage depends on PLXDC1
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Figure 3-14. PEDF loses its C-terminal tail during the interaction with PLXDC1
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Figure 3-15. PEDF mutant and Rim-PLXDC1-fABC copurification
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Chapter 4 High Throughput Screening (HTS) of Compounds Targeting
PLXDC1 and PLXDC2

4.1 Introduction


 �������� ������� �� ��'���� ����� ��������/����� � ���������� �� �� ������ ���������3 �����

��������� ��������� ��������� ������� ��� ���� � ��  ��� �� ��� ������������ ���� ����� �� � �

2����3 � ��� ��� ���$ ������� 2 $ ��������� ��� ����� � � ���� ���������� � ��������� �������

�� ��������3 �����& � �$ ��������$ ������'� �5����������� ������� ��� ��� ���������� �� � � ����

�������3 ������& ������� ��������� ��������$ �������� �� �������� ������/�������� �������� ���������&

����� ��������� � �� ����� �� ����9 � � ������� ������ �$ ��������� ��������� ��� �� ���� ��

��������$ ������� � ��� �������� ���������3 ��� �5�����& ��������& � 2����$ �������� �����

�������� ��  ���� �����������& ��������� �� � �������'� ��������� �������� ����������3 �� �������

���������& ����� �������� ����� ��� �� ��'������ �� ����� �� ����9 � � ������ �� ��

�5����������� ������3 � ��� ����� ��������� ��� ��� �� � � �������� 2�� ������ ����������$ ���

� ������9������� � �� � � �������� ������& 2 �� ��� �� ���������������3 .��� � �������� ���

������ �� ��'���� ����� ��������/����� ����� ������� #�"� ���������3

4.1.1 Broad therapeutic value of PEDF

#�"�  �� ��������� ���������� ��������� ���� ��� �������� ��� �������$ ����� ��� ��������������

�� +;;+3 ��  �� ���� �������� �� ���$ �������� ����� �� ��'���� � $���������� ��� ��� ��������
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���������3 #�"�  �� ���� �������4�� �� � ��������� �� ������& � ���� ���� ��� � ������& �

����/�����������$ ������& � ����/���������� ������ ��� � ����� �� ������3 
� � ������& ���������

#�"� ��� 2�$ ����������$ �������� � � ��������� �� � '�����$ �� �������� ������� ���� ��������

������� �������� �� ���$ 9���� �� ������3 .�2�'��& � � � ��������� '���� �� #�"� �� ������$

������� �$ � � ���9 �� 9��2����� �� #�"� ��������� ��� �����3 ���������$& � � �������$ ��

#�"� �������� �������$  �� �������� ������� ��� ���$ $����3 
� ��������� �� ���'���� � ������&

��� ��� ���������� #�"� ���� ������� ��������� �� #�<"�+ ��� #�<"�)3 �� ����� �� ���������

� �  �� � ��������� '���� �� #�"� �� �  ���$ �������� ������� & 2� ������� �� ������ �����

��������� � �� ������� #�"� ���������3

4.1.2 Two general strategies in drug discovery

��������� � ���������$ ��� ��'���� � ���������$ ��� �2� ��6�� ���������� �� ���� �����'��$3 ��

��������� � ���������$& ����� ��� �������� �$ ��� ���������� ����'��$ �� ������ ����� �� ��������

2�� ��� � � 9��2����� �� ��� ���������� �������3 "���� ��� �� �������� �$ �����$��� ���� �������

�������� �� �5������& �$ ��������� � ������ ������$ �� �'�� �$ ������������� �����'��$3 
�� �����

�5����� �� � � )*+, ����� #��4� �2����� �� ��'�����3 	��$�� �� ���������� ��� �5�������

����������� ���� � ����� ����������� �������� 
�������� ����� ��� ����� � � � ��������$ ����

�������'� ���� ��� �������3 	��& � � ��� ����� �� ����������� �� ������ ������� ��� ��� ����

������ ����� ������ �������3 
� � � ��������& ��'���� � ���������$ �� ��������� �� � � ����� �� �
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2��� � ��������4�� ������ �����������$ ���9�� �� ��������3 "���� ��� �������� '�� ���������

���������� ������� �� �������� ���������� ����'��$ � �� ������ � ������� �������3 � �� �� � ����

��'����� �������$ ����� �$  ���� ������ ��!������� ���  �� � ���� ��� ���������3 �5������

�� ����� ��'������ � �� 2�$ ������� ��������& � ����� �������� ��������� -��F
-� ������

������� �� ����� � ����� �$����� ���9����& ��� -�'���4����& �� �������$ ������� '�������

����� ����� ���2� ������ 0��(�1 �� �� ���� ������������ �� ���/������� ������� ������������ 0��

2��9� �����$ �� ������ ��� �� �$������ ��5����$13 � � ��'���� � ���������$ �� ���� ��������$

���� �� ���� ��'�������� ������� �� ��� ����������$ ��� ���������$ 0��9���9�3& )**+13

4.1.3 Our Screening strategy

��'���� � ���������$ �� ���� ��������� � �� ��������� � ���������$& ���������$ 2 �� � � ������

�� �������4�� �� �� � � ���� #�"�& 2 ��� ��������� ��� ��������� ��� � ��������4��3 �� ������

��������� � �� ������ #�"� ���������& �� �� ��!����� �� ��'���� � ������ ��� ������������ ����$

� �� ������ � �������� #�"� ���������� ����'��$3 �� ������������� 2�� "�3 ������ "��������5:�

���& 2� ��'������ � ��'�� �������$ ����� �� � �������� ����$ ���  �� � ���� ��� ��������� 0.��1

�� �������$ ����� ��������� �$ ��������� #�"� ���������3 � � �������$ �� �� ������ ���������

� �� ���� �� ���� ���� �� ���� ���'�'�� �����������$ � ���� #�<"�+ �� #�<"�)3 � �� ��

�� ��'�� �$ � ���/����� �$���� 2 ����$ 2� �����/����� #�<"�+/�5��������&

#�<"�)/�5��������& ��� ������������� ����� 2�� �����& ��� ��� ���� ��������'��$3 � �� 2�
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���� ���������&  �� /������� �������$ �� ������� � � � ���� �� ���� ������ �� ��� ����� ����

�������� ���������3 ��������� � �� �����������$ ������ #�<"�+ �� #�<"�) �5�������� �����

��� ��������3 Figure 4-1 �� � �� ������ ������� �� � � ���/����� �$����3

� � ���/����� �$����  �� � ��2 ��'�������3 �����& �� ����2� ������ '������4����� ��� ����9��� ��

�������� �5�������� �����& � �� ����2� �'�������� �� ������ ���� ����������3 ������& �� ���'���� �2�

�������� �������� � �� �5����� ����� ������'�3 ��� �5�����& ��� ��� ���� ������� ���'� �� �2�

�������� �������� �� ����� ������ �� �'�������3 
 ���� � �� ������� #�<"�+ 2��� � ���� ����� ����

������ ��� 2��� ��� ������ � � ������� �� ���& #�<"�) �5�������� ����� ��� ����& �������������

�����3 .�2�'��& ����� 2�� ������� ��5����$ �� ���/���'�'�� ������ 2��� ������ ����� �� ��� � ���

������3 � ���& ���/����� �$���� �� ���� �� ����������$ ������ ��������� ��������� #�<�"+ ���

��������� ��������� #�<"�) �� � � ���� ����& 2 �� ������� ����& ����� ��� �������� ����3

� � �������$ 2��� �������� � ��2 �������� �������� 2 �� ��� �������� �� Figure 4-23 
����

������$ ��������� ����� � � ���/����� �$����& ����������� ��������� 2��� ���� �� ������ �� ���

��� ����� ���������� ����$ ��� ���� ����� ����� ����$� ��� '���������3

4.2 Materials and Methods
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4.2.1 Materials and equipment

� � ���������& ��������& ����� ��� �!������� ���� �� � � �5��������� ��������� �� � �� � ����� ���

������ �� Table 4-13

4.2.2 Description of the compound libraries

7� �������� � � �������� ���������� ���'���� �$ � � ��������  �� /� ���� ��� ���������
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�5�����'� ��������� ������� ����������� ��� �� ������'� ������ ��� ����������� �� ������ ���������

��� � � ������$ ����������� 0"��������5 �3& )*++13 7� �������� ���� ����������E +1

# ������������� '��������� ��� ����������� ���������& )1 ����/��9� ��������� 0"�1& >1 � � ��'����

��������� 0���
1& ��� ?1 � � ��'����F����� ��������� 0�
% ��� ��13 
�� � � ��������� ��� ��

����� ;*G ���� �� ������3 %��� �������� � ������������� �� ��� ������$ ��� �������� �� Figure 4-33

4.2.3 Cellular model

7� ���� ���9�$ 9����$ ����������/��9� ���� �
�/+ �� ��������� ����� ����� ������� ���$ ����

�����3 �
�/+ ���� �� �����$ �����������3 �� ���� ���2� �������$ �� � ����� ����� 2�� �������

��������� ���������3 �����$& ��� ���� ����������$& �
�/+ ����& 2 ��  ������������$ �5�����
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#�<"�+ �� #�<"�)& ������� ���� ���� ���� #�"� ���������3 �� �������� � �� �
�/+ �����

������� �� #�"� ��������� �� � ��������/��������� ������3 �� ��������& � � ������ �� ������ ��

.�=);>� ����� �� � �2� �� Figure 4-43 �� ���� �� 2���& �
�/+ ���� ��������� ��2�������

�������� �� ��������� �������� ������� � �� ��� ����������� ��� #�"� �������� ���� ���� 3

� �������& �
�/+ ���� �� �� ���� ����� ��� ��� ����� ����� ��������� �� �� �� �����$ �����������&

�������� ��� ����� ����� ��������� ��� �������� �� #�"� �� � #�"� ��������/��������� ������3

4.2.4 Establishing the tri-color system for high-throughput screening

�� � � ���/����� �$����& 2� ��!���� �
�/+ ���� �� �� ����� ����� ��� �5����� �������� �� ��

��������� ������3 �� �� ��'� � �� ����& 2� ������� ��'���� ��5$�$����� 0"�51/��������� �"�


����������3 � � "�5/��������� ��������� �#�<"�+/�(�# ����2� ����������'� �5�������� ��

�(�# ��� "�5/������� �5�������� �� #�<"�+J ���� �� ��������� �#�<"�)/�� ���$ ����2�

����������'� �5�������� �� �� ���$ ��� "�5/������� �5�������� �� #�<"�)3 � � ���������� ��

� � ��������� �$����� ��� � �2� �� Figure4-53 �������� ��� � � ���/����� �$���� �� � 9�$ ���� ��

���������3 
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4.2.5 Primary compound selection using HTS
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4.2.6 Luciferase assay
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4.2.7 Endothelial cell death assay
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4.2.8 Copurification assay
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4.3 Results

4.3.1 Primary selection of compounds by HTS
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4.3.2 Second round of screening
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4.3.3 Two top compounds induce endothelial cells death
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4.3.4 Two top compounds interfere with PEDF and receptor interaction
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Figure 4-1. Schematic diagram of the experiment design
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Figure 4-2. Possible outcomes of the high-content screening.
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Figure 4-3. Compound libraries
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Figure 4-4. Cell type specific response to PEDF
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Figure 4-5. Structures of Dox inducible constructs
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Figure 4-6. The workflow of each round of screening
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Figure 4-7. A sketch of the design for a 384-well plate
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Figure 4-8. Display of screening results in CDD
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Figure 4-9. An example of luciferase-based verification of 70 compounds
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Figure 4-10. SVEC4-10 cell death induced by DL-12 and DL-60.
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Figure 4-11. DL-12 and DL-60 interfere with the interaction of PLXDC1-ECD and PEDF
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