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Fir meine Familie!



Jedes Wissen fordert ein zweites, ein drittes und immer so fort;
wir mogen den Baum in seinen Wurzeln oder in seinen Asten und Zweigen
verfolgen, eins ergibt sich immer aus dem andern, und je lebendiger irgendein
Wissen in uns wird, desto mehr sehen wir uns getrieben, es in seinem

Zusammenhang auf- und abwaérts zu verfolgen.

Johann Wolfgang von Goethe
(aus ,, Tages- und Jahreshefte 1807*)
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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Endothelzellen kleiden als einschichtiger Zellverband das Innere der Blutgefife aus und
wirken als Barriere zwischen Blut und Interstitium. Entziindungen und Erkrankungen wie
Lungenddem oder Arteriosklerose sind gekennzeichnet durch einen Zusammenbruch der
Endothelbarriere. Erste Untersuchungen deuten auf eine bedeutende Rolle der GTPasen
der Rho-Familie mit den Hauptvertretern Rho A, Rac 1 und Cdc42 als Regulatoren der
Endothelbarriere hin. Beziiglich der Regulation der Endothelbarriereintegritdt werden den
GTPasen Rho A und Rac 1 meist antagonistische Funktionen zugeschrieben. Hierbei
nimmt Rho A eine barrieredestabilisierende und Rac 1 eine barrierestabilisierende Rolle
ein. In einem ersten Teil dieser Dissertation wurde daher die Funktion der Rho-GTPasen
Rho A, Rac 1 und Cdc4?2 fiir die Endothelbarriere in verschiedenen Endothelien untersucht.
Hierzu wurden drei mikrovaskulidre Endothelzelltypen verschiedenen Ursprungs (Myokard,
Mesenterium, Haut) sowie makrovaskuldre Endothelzellen der Pulmonalarterie mit
GTPase-aktivierenden oder -inaktivierenden bakteriellen Toxinen behandelt. Messungen
des transendothelialen Widerstandes, des FITC-Dextran-Flusses in Transwell-Filter-
Studien und der VE-Cadherin-vermittelten Adhdsion mit der Laserpinzettentechnik sowie
Immunfluoreszenz-Studien dienten dabei als Auswertsysteme. Die Aktivierung von Rho A
resultierte in allen Endothelzelltypen mit Ausnahme der mikrovaskuldren myokardialen
Endothelzellen in einem Zusammenbruch der Endothelbarriere. Die Aktivierung von Rac 1
und Cdc4?2 fiihrte in allen Endothelzellarten zu einer Barrierestabilisierung. Dariiber hinaus
konnte in fast allen Endothelzelltypen durch pharmakologische Inhibition der Rho-Kinase
eine Stabilisierung der Endothelbarriere induziert werden. Die Inaktivierung aller GTPasen
sowie die alleinige Inaktivierung von Rac 1 fiihrte zu einem kompletten Zusammenbruch
der Endothelbarriere in vitro. Zudem ergaben in vivo-Experimente an perfundierten
Rattenmesenterien eine gesteigerte Permeabilitit nach Inaktivierung von Rho A, Rac 1 und
Cdc42. Es lasst sich folgern, dass eine Rac 1-Aktivierung fiir die Aufrechterhaltung der
Endothelbarriere notwendig ist, wohingegen ein negativer Einfluss der Aktivierung von
Rho A auf die Endothelbarriereintegritit in den meisten Endothelzelltypen nachgewiesen
wurde.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die cAMP-vermittelte Stabilisierung der
Endothelbarriere genauer charakterisiert und dabei der Einfluss gesteigerter cAMP-Spiegel

auf die Aktivitdt von Rho-GTPasen in humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen
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untersucht. Hierbei wurde die cAMP-Konzentration zum einen durch den Einsatz einer
Kombination aus dem Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin und dem Phosphodiesterase 4-
Inhibitor Rolipram und zum anderen durch das cAMP-Analogon 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
(O-Me-cAMP) gesteigert. O-Me-cAMP stellt hierbei einen selektiven Aktivator des cAMP
nachgeschalteten Epac/Rap 1-Signalweges dar, wohingegen Forskolin/Rolipram durch die
generelle cAMP-Steigerung zusitzlich die durch Proteinkinase A (PKA) vermittelten
Signalwege stimuliert. Messungen des transendothelialen elektrischen Widerstandes
zeigten nach cAMP-Anstieg in beiden Fillen eine Barrierestabilisierung, die mit den
Effekten einer Aktivierung von Rac 1 vergleichbar waren. Dies ging mit Verdnderungen
der Organisation und der Morphologie von Zell-Zell-Kontakten einher. Zusitzlich kam es
nach cAMP-Steigerung zu einer gesteigerten Rac 1-Aktivierung ohne Beeinflussung der
Rho A-Aktivitit. Dariiber hinaus zeigten Endothelzellen nach cAMP-Anstieg die Bildung
eines corticalen Aktinrings und verminderte Stressfaserbildung, was typische Indizien
einer Aktivierung von Rac 1 sind. Um die Rolle von Rac 1 ndher zu untersuchen, wurden
Rac I-Inhibitionsstudien durchgefiihrt. Die pharmakologische Inhibition der Rac 1-
Aktivitit resultierte in einer verminderten Endothelbarriereintegritit. Fiir beide cAMP-
steigernden Mediatoren kann nach Kombinationsstudien angenommen werden, dass die
durch cAMP-Steigerung vermittelten barrierestabilisierenden Effekte durch Rac 1
vermittelt zu sein scheinen. Somit kann aus den Untersuchungen des zweiten Teils dieser
Arbeit geschlussfolgert werden, dass cAMP eine gesteigerte Endothelbarrierefunktion
sowohl liber PKA- als auch iiber Epac/Rap 1-abhéngige Rac 1-Aktivierung vermittelt.

Um die Rolle der Rho-GTPasen und von cAMP wihrend einer Barrieredestabilisierung zu
untersuchen, wurde im dritten Teil Thrombin als barrieredestabilisierender physiologischer
Mediator in humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen genutzt. Thrombin-Gabe
fiihrte zu einem reversiblen Zusammenbruch der Endothelbarriere mit deutlicher
Liickenbildung und Stressfaserbildung nach 5 bis 15 min. Zu diesen Zeitpunkten kam es zu
einer signifikanten Inhibition von Rac 1 und einer deutlichen Aktivierung von Rho A. Erst
nach 15 min fielen die gesamtzelluldren cAMP-Spiegel ab. Innerhalb von 60 min erholte
sich die Endothelbarriere und Rac 1- bzw. Rho A-Aktivititen sowie der cAMP-Spiegel
erreichten wieder ihr Ausgangsniveau. Vorinkubation der Endothelzellen mit beiden
cAMP-steigernden  Mediatoren  inhibierte den  Thrombin-induzierten = Barriere-
zusammenbruch ebenso wie die Thrombin-vermittelten Verédnderungen der Rac 1- und

Rho A-Aktivititen. Auch in diesem Zusammenhang durchgefiihrte Rac 1-
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Inhibitionsstudien deuten darauf hin, dass die Hemmung der Thrombineffekte durch
cAMP-Steigerung u.a. durch Aktivierung von Rac 1 vermittelt wird.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Aktivierung von Rho A in Zellrasen
verschiedener Endothelzelltypen die Filtrationsbarriere destabilisiert, wohingegen Rac 1-
Aktivierung in allen untersuchten Endothelzellarten eine Endothelbarrierestabilisierung
vermittelte. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl die cAMP-induzierte
Festigung der Endothelbarriere als auch ein durch Thrombin-Gabe verursachter
Zusammenbruch der Barrierefunktion mit einer Aktivierung oder Inaktivierung von Rac 1

im Zusammenhang stehen.
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Summary

Endothelial cells build a monolayer coating the inner surface of blood vessels and thereby
form a dynamic barrier between plasma and interstitial space. Impaired endothelial barrier
function can result in vascular diseases such as edema, atherosclerosis and inflammation.
Small GTPases of the Rho family such as Rho A, Rac 1 and Cdc42 are well known
regulators of endothelial barrier integrity. It is generally believed that Rho A and Rac 1
regulate endothelial barrier functions in antagonistic manner. According to this concept,
Rho A destabilizes barrier integrity whereas Rac 1 enhances endothelial barrier properties.
In a first step we investigated the role of Rho A, Rac 1 and Cdc42 in endothelial barrier
regulation in four different types of endothelial cells. Microvascular endothelial cells of
different origin (myocardium, mesentery and dermis) and macrovascular endothelial cells
from pulmonary artery were treated with bacterial toxins to specifically activate or
inactivate Rho GTPases. Effects on endothelial barrier functions were revealed by
immunfluorescence microscopy, measurement of transendothelial electrical resistance and
FITC-dextran flux as well as by quantification of VE-cadherin-mediated adhesion using
laser tweezers. Activation of Rho A resulted in break-down of endothelial barrier functions
in all endothelial cell types except microvascular myocardial endothelial cells. Activation
of Rac 1 and Cdc42 as well as pharmacological inhibition of Rho kinase stabilized
endothelial barrier function in all endothelial cell types. Moreover, inactivation of all three
GTPases as well as inactivation of Rac 1 alone resulted in endothelial barrier-breakdown in
all endothelial cell types. From these data we conclude that Rac 1 is a highly important
regulator required for maintenance of endothelial barrier function.

In the second part of the study, we characterized the role of Rho GTPases in cAMP-
mediated barrier stabilizing effects in microvascular endothelium. Therefore, we analyzed
cAMP-induced effects on transendothelial electrical resistance, Rho GTPase activity and
cell junction morphology in human dermal microvascular endothelial cells. To increase
intracellular cAMP levels we used the cAMP-analogue 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (O-Me-
cAMP) or combined treatment with adenylat cyclase-stimulating agent forskolin together
with phosphodiesterase 4 inhibitor rolipram. In this approach O-Me-cAMP is used to
selectively activate the Epac/Rap 1 pathway whereas forskolin/rolipram-induced increase
of cAMP triggers both protein kinase A (PKA)- and Epac/Rap 1-dependent mechanisms.
Measurement of transendothelial electrical resistance revealed barrier stabilizing effects of

both Epac/Rap 1 and PKA signaling pathways. Barrier stabilization was accompanied by
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changes in cell junction morphology and both O-Me-cAMP and forskolin/rolipram
treatment strongly activated Rac 1 without affecting Rho A activity. Moreover, endothelial
cells displayed changes in actin distribution and cortactin localization typical for activation
of Rac 1. To investigate the role of Rac 1 activation in cAMP-mediated barrier
stabilization we performed Rac 1 inhibition studies. Pharmacological inhibition of Rac 1
activity decreased transendothelial electrical resistance which was accompanied by
formation of intercellular gaps. Under these conditions the efficacy of increased cAMP to
stabilize endothelial barrier functions was reduced and O-Me-cAMP had no effect. This
indicates that barrier-stabilizing effects of cAMP are at least in part mediated by Rac 1-
dependent mechanisms which are induced via PKA and Epac/Rap 1 signaling.

Next, to address the importance of cCAMP and of Rac 1 under conditions of impaired
endothelial barrier integrity we used the physiological permeability-increasing mediator
thrombin. Thrombin induced a transient breakdown of endothelial barrier function
accompanied by increased stress fiber and gap formation in human dermal microvascular
endothelial cells. Rac 1 was significantly inactivated whereas Rho A was strongly
activated 5 and 15 min after thrombin treatment. Additionally, cAMP levels were
decreased. After 60 min Rac 1 and Rho A activity as well as cAMP levels reached baseline
values and endothelial barrier function was restored. Increase of cAMP completely blocked
endothelial barrier breakdown and largely prevented thrombin-mediated effects on Rac 1
and Rho A activity indicating that reduction of cAMP was the primary mechanism causing
the thrombin response. When Rac 1 was inactivated in parallel, both O-Me-cAMP and
forskolin/Rolipram were not effective to prevent thrombin-induced endothelial barrier
breakdown.

Taken together, these data demonstrate that Rho A activation leads to barrier
destabilization in many endothelial cell types whereas Rac 1 activation is required for
barrier stabilization in all endothelial cells. Moreover, the well-established barrier-
stabilizing effects of cAMP as well as thrombin-induced endothelial barrier breakdown are

at least in part mediated by activation and inhibition of Rac 1.
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2. Einleitung

Endothelzellen bilden einen kontinuierlichen einschichtigen Zellverband, der Blutgefifle
auskleidet. Sie erfiillen somit eine Barrierefunktion zwischen Blut und umliegendem
Gewebe, dem Interstitium. Ebenso sind sie fiir einen selektiven transmembraniren und
transzelluldren Stofftransport verantwortlich (Mehta and Malik, 2006; Vandenbroucke et
al., 2008).

Die Aufrechterhaltung der endothelialen Barrierefunktion ist fiir einen gesunden
Organismus grundlegend. Sie muss einerseits mechanischen Beanspruchungen von
Blutdruck und  Scherkriaften standhalten, andererseits miissen parazelluldre
Transportvorginge oder Zellmigration kontrolliert ablaufen konnen. Eine gestorte
Funktion und Regulation der Endothelbarriere fithrt im Rahmen verschiedenster
Krankheitsbilder wie Lungenodem (Dudek and Garcia, 2001), Entziindung (Mehta and
Malik, 2006; Michel and Curry, 1999), Arteriosklerose (Libby et al., 2006) und Diabetes
(Kim et al., 2006) zu teilweise lebensbedrohlichen Zustinden. Aus diesem Grund sind

genaue Kenntnisse tiber Bau, Funktion und Regulation der Endothelbarriere notwendig.

2.1. Aufbau der Endothelbarriere

Die Endothelbarriere wird im Wesentlichen durch Occludenskontakte und
Adhérenskontakte aufgebaut (Abb. 1). Im Gegensatz zu Epithelzellen sind in
Endothelzellen diese beiden Arten der Kontakte nicht streng voneinander getrennt, sondern
wechseln sich entlang der Membran ab (Dejana, 2004).

Neben den Zell-Zell-Kontakten kommen auch Zell-Matrix-Kontakte vor, die indirekt auch
die Barriereeigenschaften des Endothels beeinflussen. Hier dienen Integrine als
Adhésionsbriicke zur extrazelluldren Matrix (Mehta and Malik, 2006).

Durch ihren zytoplasmatischen Anteil binden alle junktionalen Adhdsionsmolekiile iiber
intrazelluldre Adapterproteine an das Zytoskelett. Diese enge Verbindung zwischen
Aktinzytoskelett und endothelialen Junktionen ermoglicht nicht nur deren feste
Verankerung, sondern auch die Regulation der Barrierefunktion. Somit spielt auch das
Aktinzytoskelett fiir die Aufrechterhaltung und Regulation der Endothelbarriere eine
entscheidende Rolle (Mehta and Malik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008).
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Occludenskontakt

Adhiirenskontakt

Abb. 1: Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothelzellen. Die Adhérenskontakte zwischen
Endothelzellen werden durch VE-Cadherin aufgebaut, welches intrazellular iiber verschiedenste
Adaptermolekiile (a -, B-, y-Catenin, a-Aktinin) am Aktinzytoskelett der Zelle verankert ist. Claudine
bilden das Hauptverankerungsmolekiil von Occludensjunktionen. Neben Claudinen sorgen auch
Occludine fiir eine dichte Bindung in diesem Junktionstyp. Auch diese Proteine sind iiber
Adaptermolekiile (ZO-1) an das Aktinzytoskelett der Zelle gebunden. Neben der Bindung an das
Aktinzytoskelett spielt auch p120-Catenin eine Rolle, das nicht an das Zytoskelett verankert ist,
sondern die Lebensdauer von VE-Cadherin reguliert. (modifiziert nach Drenckhahn, Christof)

2.1.1. Occludenskontakte

Die Occludenskontakte (tight junctions) dichten den Interzellularspalt so weit ab, dass
selbst kleine hydrophobe Molekiile diese Grenze nur schlecht passieren konnen (Navarro
et al., 1995; Wolburg and Lippoldt, 2002). Da die Organisation der Junktionen
entsprechend der Bediirfnisse der benétigten Endothelbarriere im BlutgefaBsystem variiert,
sind Occludenskontakte in der Blut-Hirn-Schranke sehr komplex, dafiir aber in
postkapilldren Venulen weniger gut organisiert.

Die Adhision der Zonula occludens wird in Endothelzellen durch Proteine der Claudin-
Familie (Claudinl, 5 und 12), durch Occludin, durch JAMs (junctional adhesion molecules

A, B und C) und durch ESAM (endothelial selective adhesion molecule) gewéhrleistet.
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Occludin war das erste in Occludensjunktionen identifizierte Junktionsprotein (Furuse et
al., 1993). Es besitzt vier transmembrandre Doménen mit zwei extrazelluldren Schleifen.
Das N-und das C-terminale Ende befinden sich im Zytoplasma.

Claudine sind kleine Proteine mit einem Molekulargewicht von 20-24 kDa, welche
ebenfalls zwei extrazellulire Doménen und vier Transmembrandomidnen mit
zytoplasmatisch lokalisierten N- und C-Termini besitzen. Der C-Terminus der meisten
Claudine endet mit einer sogenannten PDZ-Bindedomine, welche eine direkte Interaktion
mit intrazelluldren Adapterproteinen (ZO-1, -2 und -3) ermdglicht. Es wurden bislang
mehr als 24 Mitglieder der Claudinfamilie identifiziert (Forster, 2008). Die Wichtigkeit der
Claudine zeigt sich darin, dass eine Defizienz von Claudin 5 mit einer Letalitdt in den
ersten 10 Stunden nach der Geburt einhergeht (Nitta et al., 2003) und Claudin 1-defiziente
Mause innerhalb von 24 Stunden nach Geburt versterben (Furuse et al., 2002).

JAMs, die sowohl in Occludens- als auch Adhédrensjunktionen vorkommen, sind
transmembranire Ca’ -unabhiingige Adhésionsmolekiile. Sie gehoren zu den Ig-dhnlichen
Adhisionsmolekiilen, die extrazelluldar homophile cis-Dimere und trans-Dimere ausbilden.
Intrazelluldr sind JAMs mit ZO-1 und Cingulin kolokalisiert. Des Weiteren binden sie an
partitioning-defective (PAR) Proteine. PAR-3, auch bekannt als atypische Proteinkinase C
(aPKC), und PAR-6 sind in der Lage, Signalkomplexe mit den kleinen GTPasen Rac 1 und
Cdc42 zu bilden (Ebnet, 2008). JAM-2 und JAM-3 sind ebenfalls direkt mit PAR3
assoziiert (Miyoshi and Takai, 2005).

ESAM (endothelial cell selective adhesion molecule) gehort zu der Immunglobulin-Familie
und ist ein weiteres Transmembranprotein der Occludenskontakte, welches homophile
Bindungen ausbildet (Hirata et al., 2001; Nasdala et al., 2002). ESAM interagiert mit
MAGI-1 (membrane-associated guanylate kinase) liber eine PDZ-Domédne. Des Weiteren
kolokalisiert ESAM mit MAGI-1 an Zell-Zell-Kontakten, so dass vermutet werden kann,
dass ESAM MAGI-1 an die Zell-Zell-Konakte rekrutiert (Wegmann et al., 2004). MAGI-1
wiederum kann z.B. RapGAP, ein GAP fiir Rap, und mNetl, ein GEF fiir Rho-GTPasen
binden und somit barriereregulatorische Aufgaben erfiillen. Allerdings sind ESAM-
defiziente Méuse phénotypisch normal und lebensféhig (Ishida et al., 2003).
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2.1.2. Adharenskontakte

Adhérenskontakte sind fiir die mechanische Stabilitit endothelialer Junktionen
verantwortlich und ubiquitér vorhanden. Das spezifisch in Endothelzellen vorkommende
Adhésionsmolekiil dieser Kontaktart ist VE-Cadherin (vascular endothelial cadherin; auch
Cadherin 5). Neben VE-Cadherin besitzen Endothelzellen auch N-Cadherin, das
normalerweise liberwiegend in Nerven- und Muskelzellen vorzufinden ist. Allerdings ist
N-Cadherin nicht in den Junktionen lokalisiert, sondern diffus in der gesamten
Zellmembran verteilt. N-Cadherin ist wohl fiir die Haftung mit Perizyten und Muskelzellen
notig (Dejana et al., 1995). Dariiber hinaus nehmen auch Proteine des Nektin-Afadin-
Komplexes an Adhdrensjunktionen teil (Ebnet, 2008).

VE-Cadherin ist fiir die Bildung der Endothelbarriere maB3geblich (Dejana et al., 1999). Es
konnte gezeigt werden, dass in vivo Antikorper gegen VE-Cadherin zu einer gesteigerten
GefaBpermeabilitit fithren (Corada et al., 1999; Corada et al., 2001; Gotsch et al., 1997). In
vitro konnten durch Antikorper gegen die extrazellulire Doméne von VE-Cadherin in
konfluenten Endothelzellen Liickenbildung und eine gesteigerte Permeabilitit fiir
Makromolekiile gemessen werden (Gulino et al., 1998). VE-Cadherin-defiziente Mause
sind daher embryonal letal (Vittet et al., 1997).

VE-Cadherin bildet mit seiner extrazelluliren Domine Ca’"-abhingige homophile
Bindungen aus (Angst et al., 2001; Hirano et al., 1987; Takeichi, 1988). Die intrazellulédre
Domine von VE-Cadherin besitzt zwei funktionelle Doménen: die juxtamembrandre
Domine (JMD) und die C-terminale Domine (CTD). Uber die JMD bindet VE-Cadherin
an p120-Catenin, wohingegen der C-Terminus an - und y-Catenin (Plakoglobin) bindet
(Vandenbroucke et al., 2008). B- und y-Catenin binden danach wiederum an a-Catenin,
welches neben anderen Proteinen den Cadherin/Catenin-Komplex an das Aktinzytoskelett
bindet (Mehta and Malik, 2006).

VE-Cadherin kann mit seiner extrazelluliren Doméne an eine Phosphatase, die VE-PTP
(vascular endothelial protein tyrosine phosphatase), binden, welche die Phosphorylierung
von Cadherinen und Cateninen reguliert und somit die Barrierepermeabilitit kontrolliert
(Dejana, 2004). Da ein Ausschalten der VE-PTP Expression in Endothelzellen zu
gesteigerter Permeabilitit flihrt (Vestweber, 2008), wird die Hypothese unterstiitzt, dass
Tyrosinphosphorylierungen des VE-Cadherin/Catenin-Komplexes in die VE-Cadherin-

vermittelte Regulation der Zelladhédsion verwickelt sind.
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Eine wichtige Rolle in Adhérensjunktionen spielt neben dem Cadherin/Catenin-System
auch das Nektin/Afadin-System. Lange Zeit wurde das Nektin/Afadin-System besonders
fiir epithelialen Zellen als wichtig angesehen, aber auch in endothelialen Zellen scheint es
eine wesentliche Rolle im Aufbau der Endothelbarriere einzunehmen (Dejana, 2004).
Nektine sind Proteine der Immunglobulinfamilie, die Ca*"-unabhingige homophile oder
heterophile Adhésion vermitteln (Sakisaka et al., 2007). Im Zellinneren sind sie an Afadin
(AF6) gebunden. Afadin wiederum kann zum einen direkt an F-Aktin binden und zum
anderen kann es indirekt iiber Ponsin an Vinculin an F-Aktin binden (Ebnet, 2008;
Takahashi et al., 1999). Nektin und Afadin binden zudem an ZO-1 und JAMs, so dass eine
Rolle des Nektin/Afadin-Systems in der Regulation von Occludensjunktionen mdglich ist.
Dartiber hinaus kann Afadin auch an o-Catenin binden, was eine gegenseitige
Beeinflussung der beiden Adhirensjunktionsklassen mdglich erscheinen lisst. Ahnlich zu
den Cadherinen konnen Nektine Cdc42 und Rac 1 aktivieren. Die Transinteraktion von
Nektinen resultiert in einer Aktivierung und Rekrutierung der Src-Kinase, welche eine
Aktivierung von GEFs der GTPasen Rac 1 und Cdc42, wie FRG und Vav2, nach sich zieht
(Fukuhara et al., 2003; Fukuhara et al., 2004; Honda et al., 2003; Kawakatsu et al., 2005).

2.1.3. Kommunikationskontakte

Die Kommunikationskontakte der Endothelzellen sind gap junctions (GJ), die elektrische
und metabolische Kommunikation ermoglichen. Sie sind durch Connexine (Cx) gebildete
transmembrandre Verbindungen. Als Connexon bezeichnet man den porenbildenden
Komplex aus jeweils sechs Connexin-Molekiilen. In Endothelzellen kommen Cx37, Cx40
und Cx43 vor (van Rijen et al., 1997; van Rijen et al., 1998). Zwei Connexone bilden einen
GJ-Kanal, der die Membranen zweier aneinandergrenzender Zellen durchquert und so die
Zytoplasmen zweier benachbarter Zellen miteinander verbindet. Einige hundert GJ-Kanile
bilden gemeinsam die GJ, die den Austausch von lonen und kleinen Molekiilen zwischen
Nachbarzellen ermoglicht. So werden GJs genutzt, um vor allem intrazelluldre Botenstoffe
wie Ca®" und IP; auszutauschen (Beyer et al., 2000; Moerenhout et al., 2001). GJs werden
vor allem durch Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierungen reguliert. Studien haben
gezeigt, dass alleiniges Fehlen von Cx37 oder Cx40 zu keinen phénotypischen
Verdnderungen fiihrte, eine Doppel-Defizienz allerdings bereits perinatal letal war (Mehta

and Malik, 2006; Simon and McWhorter, 2002).
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2.1.4. Weitere Adhisionsmolekiile

Ein Junktionsprotein, das keiner der bisher genannten Gruppen zuzuordnen ist, ist das
platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM), ein Mitlied der Immunglobulin-
Familie von Transmembranpoteinen. PECAM-1 interagiert mit der Tyrosin-
phosphorylierten Form von B-Catenin. Moglicherweise moduliert PECAM-1 als Reservoir
zur Bereitstellung von p-Catenin die AJ. PECAM-I1-defiziente Méiusen wiesen eine
verlangsamte Erholung der Endothelbarrierefunktion nach Histamingabe auf (Graesser et
al., 2002), so dass es nahe liegt, dass PECAM eine Rolle bei der Wiederherstellung der
Endothelbarriere zukommt. Ebenso spielt PECAM bei der Leukozytenmigration eine Rolle,
da es ein Ligand fiir a,f3;-Integrin der Leukozyten ist (Mehta and Malik, 2006).

2.1.5. Regulation der Zell-Zell-Adhédsion durch zytoplasmatische
Adapterproteine

Adapterproteine der endothelialen Junktionen binden iiblicherweise an das C-terminale
Ende der CAMs im Zytoplasma und verbinden diese direkt oder indirekt mit dem Aktin-
Zytoskelett der Zelle.

Z0-Proteine verbinden die Adhédsionsproteine der Occludensjunktionen mit dem
perijunctionalen Aktin-Myosin-Ring. ZO-1 ist ein 220 kDa grof3es Protein, das drei PDZ-
Dominen, eine Src-homology (SH)-3-Domine und eine inaktive Guanylatkinasedoméne
besitzt. ZO-Proteine binden verschiedene weitere Proteine, die die Dynamik von
Occludensjunktionen beeinflussen. So assoziiert ein ZO-1-Nukleinsidure-bindendes Protein
(ZONAB) mit der SH3-Domine von ZO-1. Ebenso binden Nektin/Afadin-Kontakte an
Z0-1 und stellen somit eine Verbindung zwischen Adhérens- und Occludenskontakten her
(Miyoshi and Takai, 2005; Sakisaka et al., 2007). ZO-1 geht aber nicht nur Verbindungen
mit TJ-Proteinen ein, es bindet auch an a-Catenin, Connexine und vasodilator-stimulated
phosphoprotein (VASP) (Comerford et al., 2002; Lee et al., 2006; Miyoshi and Takai,
2005). Obwohl diese Interaktionen bislang nur unvollstindig verstanden sind, legen sie die
Wichtigkeit von ZO-1 in der Organisation der Zell-Zell-Kontakte und somit auch in der
Kontrolle der Endothelpermeabilitit nahe.

Catenine sind eine weitere Gruppe von zytoplasmatischen Adapterproteinen. a-Catenin
reguliert die Anordnung vieler Proteine, die den Cadherin/pB-Catenin-Komplex mit dem

Aktinzytoskelett verbinden. a-Catenin kann mittels seiner C-terminalen Doméne direkt mit
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F-Aktin, Afadin, Vinculin und Proteinen der Zyxin-Familie interagieren. Derartige direkte
Interaktionen fiihren zu einer nachfolgenden Rekrutierung weiterer Proteine an die
Adhirensjunktionen, wie zum Beispiel auch Ena/VASP. Die direkte Bindung von a-
Catenin an Vinculin und a-Aktinin stabilisiert die Verankerung der AJ am Aktinzytoskelett
(Bazzoni and Dejana, 2004). Allerdings wurde in den letzten Jahren zunehmend deutlich,
dass die Bindung von a-Catenin an den B-Catenin/Cadherin-Komplex keine statische
Verbindung, sondern eher eine dynamische Interaktion darstellt. So zeigen Befunde aus
dem Labor um Nelson, dass o-Catenin nicht gleichzeitig an den B-Catenin/Cadherin-
Komplex und direkt an F-Aktin binden kann (Drees et al., 2005; Yamada et al., 2005).
Man geht nunmehr davon aus, dass a-Catenin stindig wechselnd entweder an den -
Catenin/Cadherin-Komplex oder an das Aktinzytoskelett der Zelle gebunden ist (Drees et
al., 2005; Yamada et al., 2005). a-Catenin kommt im Rahmen dieser neuen Beobachtungen
eine regulatorische Funktion beziiglich der Aktindynamiken u.a. iiber den Arp2/3-
Komplex und iiber Ena/VASP-Proteine zu (Gates and Peifer, 2005). p-Catenin ist neben
der Funktion der Verankerung der Cadherine auch in den Wnt-Signalweg involviert (Erez
et al., 2005). Der Wnt-Signalweg stellt einen von vielen Signaltransduktionswegen dar,
durch die Zellen auf duflere Signale reagieren. Zahlreiche Proteine sind an diesem
Signalweg beteiligt. So bindet wihrend der Embryonalentwicklung Wnt an seinen
Rezeptor, was zur Inaktivierung der Glykogen-Synthase-Kinase (GSK-3) flihrt und
letztlich den proteosomalen Abbau von B-Catenin inhibiert (Lampugnani and Dejana,
1997). Somit kann B-Catenin in den Zellkern wandern und mit TCF einen Protein-
Komplex bilden und so spezifische Zielgene aktivieren (Eisenmann, 2005).

pl120-Catenin reguliert die Zell-Zell-Adhésion vor allem indem es die Lebensdauer von
VE-Cadherin und die Lokalisation von VE-Cadherin auf der Zelloberfliche steuert
(Reynolds, 2007). Dies konnte angesichts der Tatsache, dass viele Entziindungsmediatoren
wie Histamin, Thrombin und LPA die PKC-vermittelte Phosphorylierung von p120-
Catenin modulieren, bei der Aufrechterhaltung der Endothelbarriere wichtig sein (Miyoshi
and Takai, 2005; Reynolds, 2007). p120-Catenin kann pl 90RhoGAP rekrutieren und somit
eine Inaktivierung von Rho A bewirken (Anastasiadis and Reynolds, 2001). Dariiber
hinaus kann es zudem Rac 1 und Cdc42 aktivieren (Grosheva et al., 2001; Noren et al.,
2000). Moglicherweise stellt p120-Catenin somit einen der wichtigsten Regulatoren der
Interaktionen zwischen Cadherinen, Kinasen und Rho-GTPasen dar, wodurch iiber den

Phosphorylierungsstatus der Cadherine die Zelladhésion beeinflusst wird (Reynolds, 2007).
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Die Wichtigkeit von p120-Catenin in einem Organismus zeigt auch der Befund, dass p120-
Catenin-defiziente-Mause embryonal letal sind (Perez-Moreno et al., 2006).

Afadin ist ein F-Aktin bindendes Protein, dass Nektine an das Aktin-Zytoskelett der Zelle
bindet. Afadin kann durch indirekte oder auch direkte Interaktion mit ZO-1 und a-Catenin
Occludens- und Adhérensjunktionen an Nektin-basierte Zell-Zellverbindungen rekrutieren.
Allerdings ist die genaue Rolle der Nektin-Afadin-Kontakte in der Aufrechterhaltung der
Endothelbarriere bislang unbekannt (Mehta and Malik, 2006).

Ein weiteres AJ-bindendes Scaffoldprotein ist /QRas GTPase-aktivierendes Protein-1
(IQGAP-1), welches an Aktin, aktives Rac 1 und Cdc42, B-Catenin und Calmodulin bindet
(Briggs and Sacks, 2003). In epithelialen Zellen konnte gezeigt werden, dass IQGAP die
E-Cadherin-Adhésion reduziert und die Permeabilitét steigerte. Aktives Rac 1 und Cdc42
verhinderten eine Interaktion zwischen IQGAP-1 und B-Catenin, was die Schlussfolgerung

zuldsst, dass Rac und Cdc4?2 die Barriere durch diesen Mechanismus stabilisieren konnten

(Kuroda et al., 1996).

2.2, Das Zytoskelett von Endothelzellen

Das Zytoskelett ist fiir die mechanische Stabilisierung einer Zelle und ihrer dufleren Form
verantwortlich. Des Weiteren dient es der aktiven Bewegung einer Zelle und es vermittelt
Transportvorgénge und Signale innerhalb der Zellen (Drenckhahn, 2003). Es handelt sich
nicht um ein Geriist einer Zelle, sondern ist vielmehr variabel und anpassungsfahig. Es
unterstiitzt so zum Beispiel die Ausbildung von speziellen Zellfortsitzen wie Mikrovilli
und Zilien. Das Zytoskelett ist aus spezialisierten auf- und abbaubaren Strukturproteinen,
die sich zu feinen Fiaden (Filamente) zusammenlagern (polymerisieren), aufgebaut. Durch
derartige Polymerisierungsprozesse kann sich innerhalb einer Zelle ein ganzes Netzwerk
bilden. Die Strukturen des Zytoskeletts sind zumeist mit Adapterproteinen assoziiert, die
die Filamente verstirken, sich entlang der Filamente bewegen oder mit Strukturen
verbinden.

In eukaryotischen Zellen werden drei verschiedene Zytoskelettfilamente unterschieden: die
Aktinfilamente, die Intermediarfilamente und Mikrotubuli.

Mikrotubuli sind Hohlzylinder mit einem Durchmesser von 25 nm, die sich aus Tubulin

zusammensetzen. Intrazelluldr sind sie fiir langere Transportvorgénge und die Bewegung
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bzw. die Befestigung von Organellen im Zytosol verantwortlich. Sie sind weniger an der
mechanischen Stabilisierung der Zelle beteiligt. In manchen Zellen sind sie am Aufbau von
Kinozilien beteiligt. Mikrotubuli sind an der Regulation der Endothelbarriereintegritét
beteiligt. So fiihrt die Destabilisierung von Mikrotubuli zu einer Aktivierung von Rho A
(Birukova et al., 2004a; Birukova et al., 2004d; Birukova et al., 2005; van Horck et al.,
2001) zum einen iiber die Aktivierung von pl90RhoGEF (van Horck et al., 2001) oder
iiber p1 15RhoGEF und die p38 mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK) (Birukova et al.,
2004a; Birukova et al., 2004d; Birukova et al., 2005), was moglicherweise in
Stressfaserbildung und gesteigerter Kontraktilitdt resultiert. Studien haben zudem gezeigt,
dass der durch Thrombin induzierte Anstieg der endothelialen Permeabilitit teilweise
abhédngig von dem Polymerisationsstatus der Mikrotubuli in Endothelzellen ist (Birukova
et al.,, 2004a). Dariiber hinaus nehmen Mikrotubuli durch ihre Wechselwirkung mit z.B.
p120-Catenin am Transport von Cadherinen und anderen an Junktionen beteiligten
Proteinen teil (Ichii and Takeichi, 2007).

Intermedidrfilamente stehen mit ithrem Durchmesser von 8-10 nm zwischen Mikrotubuli
und Aktinfilamenten. Thre genaue Funktion fiir die Regulation der Endothelbarriere ist
unbekannt, allerdings wird ihnen eine passive mechanische Stiitzfunktion zugeschrieben
(Mehta and Malik, 2006).

Aktinfilamente sind Fasern mit einem Durchmesser von 7 nm bestehend aus Aktin. Aktin
ist mit ca. 10 % (abhidngig von Zelltyp) der Gesamtproteinmenge das am stérksten
exprimierte Protein im Zytoplasma von eukaryotischen Zellen. F-Aktin (Mikrofilamente)
setzen sich aus Aktinmonomeren (G-Aktin) durch Polymerisation zusammen. Sie dienen
hauptsichlich der Stabilisierung der dauBeren Form einer Zelle und halten membranstindige
Proteine an ihrem Platz, so auch die Adhérensjunktionsproteine. Wichtige an
Aktinfilamente assoziierte Proteine sind a-Aktinin, Spectrin und Filamin. Verzweigungen
der Aktinfilamente konnen durch den Arp2/3-Komplex induziert werden. Ein
Zusammenwirken mit dem Motorprotein Myosin fithrt zur Bildung kontraktiler
Filamentbiindel (Stressfasern). Ebenso dienen Stressfasern u.a. der Stabilisierung der Zelle
gegen externe Zugkrifte. An bestimmten Regionen ist das Aktinzytoskelett der Zelle mit
der extrazelluldren Matrix verbunden. In diese fokalen Kontakte sind Aktinfilamente unter
Zwischenschaltung von Adapterproteinen an Integrinen verankert. Ahnlich sind auch

Kontakte von Aktin mit Adhérensjunktionen verbunden.
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Wie wichtig das Zytoskelett einer Zelle fiir eine intakte Barrierefunktion ist, zeigen
Studien, in denen mittels Cytochalasin D eine Depolymerisation des Aktinzytoskeletts der
Zelle herbeigefiihrt wurde. In vivo resultierte die Cytochalasin D-Behandlung in einer
drastisch gesteigerten Permeabilitét, welche in vitro mit einer deutlichen Liickenbildung
einherging (Blum et al., 1997; Haselton et al., 1996; Waschke et al., 2005). Durch den
Einsatz von Jasplakinolid, welches das Aktinzytoskelett stabilisieren kann, wurde die
durch Cytochalasin D-Gabe hervorgerufene Storung der Endothelbarrierefunktion
vermindert (Waschke et al., 2005). Im Gegensatz zu den barrierestabilisierenden Effekten
niedriger Dosen von Jasplakinoliden, kam es durch den Einsatz hoher Dosen von
Jasplakinoliden zu einer gesteigerten Permeabilitit in vivo und interzelluldrere
Liickenbildung in myokardialen Endothelzellen in vitro. Aus diesen beiden Studien kann
man schlussfolgern, dass die Regulation des Zytoskeletts gut ausbalanciert sein muss, um
die Endothelbarrierestabilitit zu gewihrleisten.

Des Weiteren konnte durch direkte Regulation der Kontraktilitit des Aktinzytoskeletts
gezeigt werden, dass eine verminderte Kontraktion in vivo und in vitro durch die
Hemmung der Rho-Kinase mittels Y27632 und zum anderen durch Hemmung der Myosin-
ATPase zu einer verminderten basalen Permeabilitit und somit zu einer gesteigerten

Barrierefunktion fiihrte (Adamson et al., 2002; Waschke et al., 2004c¢).

2.3. Familie der kleinen GTPasen

Rho-GTPasen sind niedermolekulare GTP-bindende Proteine, die zur Ras-Superfamilie
gehoren. Mehr als 150 niedermolekulare GTP-bindende Proteine wurden bislang
identifiziert (Yang and Kazanietz, 2007). Ihre Einteilung erfolgt in fiinf grofe Familien.
Die Ras-, Rab-, Sarl/Arf-, Ran- und die Rho-Familie (Abb. 2).

2.3.1. Ras als Prototyp der kleinen GTPasen

Ende der 70er Jahre fiihrte ein onkogenes Maéusesarkomvirus auf die Spur der Ras-
GTPasen. Man erkannte, dass von den Harvey- und Kirsten-Viren kodierte 21 kDa-

Proteine infizierte Zellen zur Proliferation zwingen.
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In den 80er Jahren fand man das Ras-Gen in Sarkoma-Viren von Ratten, woher die
Bezeichnung Ras (rat sarcoma) riihrt (Ellis et al., 1981). Gene der Ras-Superfamilie sind
weit verbreitet und wurden aus einer Vielzahl eukariotischer Zellen, von Hefen bis
Sdugerzellen, isoliert (Madaule and Axel, 1985). Bis heute wurden mehr als 50 Mitglieder
der Ras-Subfamilie gefunden, zu denen die Ras/Ral/Rap-Proteine zdhlen (Lundquist, 2006;
Takai et al., 2001).

Ras-GTPasen sind proto-oncogene Proteine mit einem Molekulargewicht von 20-29 kDa.
Sie sind vor allem an der Regulation der Genexpression und der Zellproliferation und -
differenzierung beteiligt. Der intrazelluldre Vesikeltransport wird unter anderem durch die
Rab- und Sarl/Arf-Familie geregelt. Die Ran-Familie reguliert den nukleoplasmatischen
Transport und die Organisation von Mikrotubuli wihrend des Zellzyklus. Die Regulation
der Zelladhdsion und die Reorganisation des Zytoskeletts gehdren zu den wichtigsten
Funktionen der Rho-Familie (Bokoch and Der, 1993; Takai et al., 2001; Vega and Ridley,
2007). Daher sind Rho-GTPasen moglicherweise entscheidend an der Regulation der
Endothelbarriere beteiligt.

Abb. 2: Stammbaum Ras-
Superfamilie [modifiziert
nach (Bustelo et al., 2007;
Kooistra et al., 2007;
Lundquist, 2006;
Wennerberg and Der,
2004)]. Mehr als 50
niedermolekulare ~ GTPasen
wurden bis heute entdeckt.
Die Rho-Familie spielt
innerhalb der groBen Gruppe
der Ras-dhnlichen GTPasen
mit ihren 8§ Subfamilien eine
grole Rolle. Dies vor allem
bei der Regulation des
Aktinzytoskeletts und somit
bei der Aufrechterhaltung der
Endothelbarriere. Des
Weiteren wird auch fiir Rap 1
aus der Ras/Rap/Ral-Familie
eine barriereregulierende
Funktion diskutiert.

2.3.2. Rho- (Ras-Homologie Proteine) GTPasen

Rho-GTPasen sind zu anndhernd 25 % mit Ras identisch (Madaule and Axel, 1985;
Wojciak-Stothard and Ridley, 2002). Seit Entdeckung von Rho 1985 (Madaule and Axel,
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1985) wurden viele weitere dazugehorige GTPasen entdeckt. Zu den Rho-GTPasen im
engsten Sinne zdhlen vor allem die Isoformen Rho A, B und C, die eine Vielzahl
biochemischer Charakteristika teilen und deren Aminosduresequenzen bis zu 94%
identisch sind.

Bis heute wurden 27 Mitglieder der Rho-GTPasen beim Menschen gefunden, die in 8
Subfamilien unterteilt werden konnen (Tab.l und Abb. 2) (Aspenstrom et al., 2004;
Sorokina and Chernoff, 2005; Vega and Ridley, 2007).

Rho A, Rac 1 und Cdc42 sind die am besten untersuchten Rho-GTPasen und besitzen
jeweils weitere Isoformen. In die Rho-Gruppe gehéren Rho A, Rho B und Rho C. In die
Cdc42-Gruppe gehoren neben Cdc42 auch TC10, TCL, Chp und Wrchl und 2. Zur Rac-
Gruppe zédhlen Rac 1, Rac 2, Rac 3 und RhoG. RhoD, RhoH und Rnd bilden jeweils eine
eigene Gruppe. Die Aminosduresequenzen der Rho-verwandten GTPasen stimmen mit der
Sequenz von Rho A zu 40 % bei RhoH und sogar 54 % bei Rac 1 {iberein.

Die Mitglieder dieser sechs Gruppen besitzen jeweils den klassischen Aufbau der Rho-
GTPasen aus einer GTPase-Domaine und einem isoprenyliertem C-terminalem Ende.

In neueren Studien wurden auch atypisch aufgebaute Mitglieder entdeckt, die eine
zusitzliche Domine enthalten. So besitzen RhoBTB Proteine eine GTPase-Doméne und
zwei BTB-Dominen am C-terminalen Ende. BTB (Broad-Complex, Tramtrack and Bric &
brac) sind evolutiondr konservierte Domédnen, die in Protein-Protein-Interaktionen
involviert sind (Rivero et al.,, 2001). Die Miro-Proteine setzen sich aus zwei GTPase-
Doménen zusammen, zwischen denen sich zwei EF-Handmotive, die potentielle Ca®'-

bindende Motive darstellen, befinden (Fransson et al., 2003).

Typische Rho-GTPasen Tab.1: Einteilung der Rho-
Gruppe Isoformen GTPasen (Wennerberg and
Rho- Gruppe Rho A, Rho B, Rho C Der, 2004): Die Rho-GTPasen
Cdc42- Gruppe Cdc42, TC10, TCL, Chp und Wrch1/2 konnen in acht Subfamilien
Rac- Gruppe Rac 1, Rac 2, Rac 3, Rho G ung:frtell.tl. Weide'n. Se:izhs
Rnd- Gruppe Rndl, Rnd2, Rnd3/RhoE Subfamilien ~ besitzen  den
- klassischen Aufbau einer Rho-

RhoD- Gruppe RhoD und Rif .
RhoHl Rholl/TTF GTPase. Zwei Gruppen
o - o besitzen eine etwas
Atypische Rho-GPTasen abgewandelte Struktur und
Gruppe Isoformen werden deshalb als atypisch

RhoBTB-Gruppe RhoBTB1, RhoBTB2 bezeichnet.
Miro-Gruppe Mirol, Miro2

2.3.2.1. Funktionsprinzip

Rho-GTPasen sind Guanosintriphosphat (GTP)-hydrolysierende Proteine, die zwischen

einer aktiven und einer inaktiven Form pendeln. Im GTP-gebundenen Zustand sind diese
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Proteine ,,aktiv, im Komplex mit GDP sind sie dagegen ,,inaktiv*. Diese beiden Zustdnde
sind zyklisch miteinander verbunden (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002). Wenn GDP
freigesetzt wird, tritt das Protein in einen nur voriibergehenden Zustand ohne
Bindungspartner ein. Unter physiologischen Bedingungen lagert sich sofort an der frei
gewordenen Bindungsstelle GTP an, wodurch sich die Konformation der GTPase und auch
deren Eigenschaften (z.B. Affinitit zu Effektorproteinen) dndern. SchlieBlich wird durch
die hydrolytische Aktivitit des Proteins GTP zu GDP abgebaut und die GTPase erreicht
wieder ihren Ausgangszustand. Der Kreislauf kann so von neuem beginnen.

Die intrinsischen GTP-Hydrolyse- und GDP-Dissoziationsraten sind sehr niedrig (Bourne
et al,, 1991), wobei sich die Hydrolysearten der einzelnen GTPasen untereinander
unterscheiden. So ist die Hydrolyserate von Rho A kleiner als die von Rac 1 oder Cdc42
(Zhang and Zheng, 1998). Die Hydrolyse von GTP stellt in diesem Kreislauf einen
irreversiblen Schritt dar, somit ist gewéhrleistet, dass der Zyklus nur in eine Richtung
ablaufen kann (Bourne et al., 1991). Die Kinetik sowohl der Freisetzung von GDP als auch
die des Hydrolyseschrittes wird durch eine Reihe von Steuerproteinen prézise reguliert.
GTPasen sind in ihrem aktiven Zustand, d.h. GTP-gebundenem Zustand, mittels eines
Farnesylankers an der Zellmembran verankert. Durch Inaktivierung 16sen die GTPasen

ihre Verankerung an der Zellmembran.

2.3.2.2. Struktur

Ein typisches Merkmal der Rho-GTPasen, welche monomere Proteine sind, ist das geringe
Molekulargewicht zwischen 21 kDa und 35 kDa. Thre Struktur zeichnet sich durch zwei
flexible Schleifen, die Switch-I- und die Switch-II-Region aus. Beim Austausch von GDP
zu GTP vollziehen die Switch-Regionen eine deutliche Konformationsinderung, welche
die Bindung der Rho-GTPase an Effektormolekiile ermoglicht.

Im Gegensatz zu Ras dienen bei den Rho-GTPasen auch andere Regionen aufler der
Switch-I-Region (Aminosduren 32-41) der Effektorbindung. So sind daran auch die
Switch-II-Region, die Insert-Region und Teile des C- und N-terminalen Endes beteiligt (Li
et al., 1999). Die Switch-II-Region (AS 62-78) ist an der GTP-Bindung und an der
Hydrolysereaktion der Rho-GTPasen beteiligt. Fiir die Hydrolysereaktion sind zwei
Aminoséuren (AS) erforderlich, Glycin 14 und Glutamin 63 (Foster et al., 1996). Glutamin

63 aus der Switch-II-Region interagiert dabei mit dem hydrolysierendem Wassermolekiil
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und bewegt sich wihrend der Reaktion in Richtung y-Phosphat des GTP-Molekiils. Dort

stabilisiert es den fiir den Ablauf der Hydrolyse notwendigen Ubergangszustand (Garavini

et al., 2002). Eine Rho-GTPase ohne Glutamin 63 hat keine GTPase Aktivitét.

2.3.2.3. Regulation

Rho-GTPasen werden durch drei Gruppen regulatorischer Proteine in ihrem Zyklus
beeinflusst. Zum einen sind GAPs (GTPase-activating proteins) als Hydrolyse
vorantreibende Proteine zu nennen. Die zweite Grofle Gruppe der GTPase-beeinflussenden
Proteine sind GEFs (Guanotid exchange factors). GEFs fiihren zu einer schnelleren
Dissoziation des im inaktiven Zustand gebundenen GDP und somit zu einer Aktivierung
der GTPasen. GDIs (GDP dissociation inhibitors) inhibieren die Aktivierung von GTPasen,

indem sie die Dissoziation des im inaktiven Zustand gebundenen GDPs verhindern.

GAPs (GTPase-activating proteins)

Die Existenz eines Proteins, das die GTP-Hydrolyse stimuliert, wurde von Trahey und
McCormick (Trahey and McCormick, 1987) vorgeschlagen. Derartige Proteine werden als
GAPs (GTPase-activating proteins) bezeichnet und sind entsprechend ihrer Funktion
inaktivierend, d.h. sie tiberfithren mehr GTPase-Molekiile aus dem aktiven in den inaktiven
GDP-gebunden Zustand.

Es gibt eine Vielzahl bislang entdeckter GAPs, die oftmals unterschiedliche Spezifitit zu
den einzelnen GTPasen aufweisen. Beispiele fiir Rho-spezifische GAPs sind myr5 (Muller
et al., 1997), p190 (Zhang and Zheng, 1998) und p122 (Sekimata et al., 1999). Ebenfalls
auf Rho wirkt pSORhoGAP, jedoch soll dieses fiir Cdc42 eine hohere Affinitdt aufweisen
als fiir Rho (Zhang and Zheng, 1998). Bis heute wurden mehr als 70 Rho-GAPs
identifiziert (Yang and Kazanietz, 2007). Fiir die GTPase Rac sind bisher nur 12 dieser 70
GAPs spezifisch. So wurden beispielsweise 3BP-1 [SH3 (Src-homology domain 3)-
binding protein 1], Abr [active BCR (breakpoint cluster region)-related protein], Chimaérine,
Oligophrenin-1 gefunden (Bernards, 2003). Fiir Cdc42 sind RGA1, RGA2 und RGA3
sowie BEM3 (Smith et al., 2002) als spezifische GAPs charakterisiert worden. Einige
GAPs zeigen neben ihrer eigentlichen GAP-Funktion noch andere Aktivitdten. So bindet
beispielsweise pl122 an PLC-delta 1 und aktiviert dieses Enzym. Dadurch wird die
Hydrolyse von 4,5-PIP; gesteigert (Homma and Emori, 1995).
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GEFs (Guanotid exchange factors)

Die zweite grofle Gruppe der die GTPase beeinflussenden Proteine sind GEFs (Guanotid
exchange factors), auch GDSs (GTP/GDP dissociation stimulators) genannt. GEFs fiihren
zu einer schnelleren Dissoziation des im inaktiven Zustand gebundenen GDP und somit zu
einer Aktivierung der GTPasen.

GEFs fiir Rho-GTPasen kénnen in zwei Subtypen unterschieden werden. Zum einen die
klassische DH-PH- (Dbl homology-pleckstrin homology domain) Familie mit momentan
69 Vertretern im menschlichen Genom (Rossman et al., 2005). Hierbei spielt die DH-
Domine vor allem in der Regulation der GDP/GTP-Austauschaktivitét eine Rolle und die
PH-Domine vermittelt die direkte Interaktion DH-Doméne an Rho-Protein (Debreceni et
al., 2004). Zum anderen wurden 11 menschliche Mitglieder der Dock 180-abhingigen
Proteine entdeckt, die eine DHR (Dock homology region domain) enthalten (Brugnera et
al., 2002; Cote and Vuori, 2007). Zum Teil konnen Rho-GEFs mit mehreren Rho
Unterfamilien interagieren (Rho, Rac und Cdc42), andere hingegen sind fiir einzelne
Proteine spezifisch. Als Rho spezifisch gelten Lbc (Zheng et al., 1995), mRho GEP, Vav2
und p155RhoGEF (Takai et al., 2001).

Fiir Rac 1 sind spezifische GEFs Tiam 1 (Habets et al., 1994) und GEF-HI. Fiir die Rac 1-
spezifische GEF-Interaktion ist die Aminosdure Tryptophan an Stelle 56 (Trp°) essentiell.
Viele Rac 1-vermittelte barrierestabilisierende Effekte scheinen iiber Tiam 1 reguliert zu
sein, da nach Expression einer Tiam 1-inaktiven Mutante die entsprechenden Rac 1-
Effekte nicht mehr vermittelt werden konnten (Malliri et al., 2004). Trio besitzt zwei
grof3e funktionelle DH/PH-Doménen. Mit der N-terminalen Domédne wird eine spezifisch
auf Rac 1 wirksame GEF-Aktivitdt vermittelt, wohingegen die C-terminale Domédne Rho
A-spezifische GEF-Aktivitit aufweist (Gao et al., 2001). Es ist bekannt, wie sich durch die
Bindung von Trio oder Tiam 1 die Struktur von Rac 1 verdndert (Gao et al., 2001). Darauf
basierend fand die Arbeitsgruppe um Yaun Gao einen pharmakologischen Inhibitor (NSC-
23766), der passgenau die Bindungstasche von Rac 1 um Trp>® abschirmt und somit die
Interaktion der Rac 1-spezifischen GEFs verhindert (Gao et al., 2004). Ein fiir Cdc42
spezifisches GEF ist Frabin (Obaishi et al., 1998).

GDIs (GDP dissociation inhibitors)

GDIs (GDP dissociation inhibitors) bilden die dritte Gruppe regulatorischer Proteine der
kleinen GTPasen. Die bislang 3 bekannten (Jaffe and Hall, 2005) GDIs inhibieren die
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Aktivierung von GTPasen, indem sie die Dissoziation des im inaktiven Zustand
gebundenen GDP verhindern. So wurde schon 1992 gezeigt (Kikuchi et al., 1992), dass ein
Rho-GDI die Aktivierung von Rho A durch ein GEF vermindert. Rho-GDI hemmt nicht
nur die GAP-katalysierende GTPase, sondern auch die intrinsische Aktivitdt. Rho-GDI
fiihrt zur Dissoziation der GDP-gebundenen Form von der Zellmembran. Basierend auf
diesen Befunden wurde vermutet, dass Rho-GDI auch in die Translokation von GTPasen
einbezogen ist (Takai et al., 1993). RhoGDI beeinflusst auch die Aktivitdt auf Rac 1
(Chuang et al., 1993) und Cdc42 (Hart et al., 1992).

2.3.24. Regulation des Aktinzytoskeletts durch Rho-GTPasen

Eine der Hauptfunktionen der Rho-GTPasen liegt in der Regulation des Zytoskeletts der
Zellen. So sind Zellmigration, Pino- und Exozytose, Phagozytose, Zellpolaritit,
Vesikeltransport, Zytokinese, Morphogenese, Axonwachstum und zytoskelettale
Umorganisation typische Beispiele flir Prozesse, bei denen die durch Rho-GTPasen
vermittelte Zytoskelett-Reorganisation eine Rolle spielt (Jaffe and Hall, 2005; Ridley,
2001a; Ridley, 2001b). Als Regulatoren des Zytoskeletts einer Zelle haben Rho-GTPasen
auch einen groflen Einfluss auf die Barrierefunktion des Endothels. Den GTPasen Rho A
und Rac | werden in diesem Zusammenhang meist antagonistische Funktionen
zugeschrieben (Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard and Ridley, 2002; Wojciak-
Stothard et al., 2005). Dabei wird Rho A zumeist Barrieredestabilisierung zugeschrieben,

wohingegen Rac 1 zumeist mit gesteigerter Barrierefunktion in Verbindung gebracht wird.

Die meisten bekannten Effektoren der Rho-GTPasen nehmen Einfluss auf Abldufe in der
Zelle, die durch Aktin vermittelt werden. Rho-GTPasen nehmen auf drei
Organisationsformen von F-Aktin Einfluss. Zum einen die Stressfasern. Sie sind iiber die
Integrine der Fokaladhdsionkontakte an die Extrazelluldrmatrix gebunden. Zweites
regulieren Rho-GTPasen das corticale junktionsassoziierte Zytoskelett. Und drittens
regulieren Rho-GTPasen die Aktinfilamente in Zellausldufern wie Lamellipodien und

Filopodien (Nobes and Hall, 1995).
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Rho A und das Aktinzytoskelett

Wird Rho A in Kulturzellen aktiviert, kommt es zu einer Verstirkung der Stressfasern.
Aktivierung von Rho A fiihrt zur Aktivierung der nachgeschalteten Rho-Kinase. Die Rho-
Kinase ist eine 160 kDa Serin/Threonin-Kinase, die spezifisch an GTP-Rho bindet und
deren Aktivitdt durch diese Interaktion etwa um den Faktor zwei erhoht wird (Matsui et al.,
1996). Die Rho-Kinase ihrerseits hemmt die MLCP (myosin light chain phosphatase), so
dass phosphoryliertes Aktin nicht mehr dephosphoryliert werden kann und somit die
phosphorylierte Form akkumuliert (Leung et al., 1995; Matsui et al., 1996). Aullerdem
kann Rho-Kinase selbst Myosinleichtketten phosphorylieren (Amano et al., 1996), so dass
resultierend aus beiden Mechanismen mehr phosphorylierte Myosinleichtketten vorliegen,
die verstarkt an Aktinfilamente binden und somit Stressfasern entstehen lassen.

Die durch Rho A-Aktivierung vermittelte Steigerung der Stressfasern erfolgt auch durch
den Rho-Effektor, mDia das ein formindhnliches Protein ist, und durch Bindung an das
aktinbindene Profilin die Stressfaserbildung fordert (Narumiya et al., 1997).

Die Bildung von Stressfasern durch Rho A kann iiber einen dritten Weg vermittelt werden.
Dieser geht mit der Aktivierung von PIP-5-Kinase (Phosphatidylinositolphosphat-5-Kinase)
einher (Nobes and Hall, 1995). Durch eine Aktivierung von PIP-5-Kinase kommt es zur
Bildung von Phosphoinositiden, welche Kappenproteine am Plusende der Aktinfilamente

verdrdngen, so dass Aktin polymerisiert werden kann (Chong et al., 1994).

Abb. 3: Regulation des
Aktinzytoskeletts durch Rho A.
Rho A reguliert das Aktinzytoskelett
auf drei Wegen. Zum einen aktiviert
RhoA die nachgeschaltete Rho-
Kinase (ROK), welche die MLP
inhibiert. Dadurch kommt es zur
vermehrt phosphorylierten MLCs,
die Stressfasern bilden. Ein zweiter
Weg fiihrt iber die Aktivierung des
Rho-Effektors mDia {iber Profilin zu
vermehrter Stressfaserbildung. Der
dritte Weg fiihrt iber die PIP-5-
Kinase zu einer Freilegung der
Plusenden von Aktin, so dass die
Polymerisation von Aktin vermehrt
T Kitipolneativg ist. [modifiziert nach (Ridley,
Kontraktilitit 2001b)]

Cdc42 und das Aktinzytoskelett
Aktives Cdc4?2 fiihrte in Swiss 3T3-Zellen (Fibroblasten) zur Ausbildung von Filopodien,

welche diinne lingliche Ausstiilpungen der Plasmamembran darstellen. Sie bestehen aus
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Biindeln von Aktinfilamenten, die durch aktinbindende Proteine vernetzt sind (Nobes and
Hall, 1995). In migrierenden Zellen scheinen Filopodien eine korrekte Ausrichtung der
Zelle zu gewihrleisten (Nobes and Hall, 1999).

Der wohl am besten erforschte Weg, wie Cdc42 auf das Aktinzytoskelett wirkt, ist der liber
N-WASP. WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) ist ein direkter Effektor von Cdc42
und interagiert direkt mit dem Arp2/3-Komplex (actin-related protein 2/3) (Hall, 2005;
Takai et al., 2001).

Rac 1 und das Aktinzytoskelett

Die Aktivierung von Rac 1 zeigt in kultivierten Endothelzellen ein ganz typisches Bild. Es
kommt es zur Ausbildung eines corticalen Aktinrings entlang der Zellgrenzen (Ridley et al.,
1992). Die Zellen bilden Lamellipodien, Ausldufer, die von einem Aktinnetzwerk
durchzogen sind und vor allem der Zellmigration dienen.

Typische Effektoren von Rac (auch gleichzeitig fiir Cdc42) sind Ser/Thr-Kinasen der PAK
Proteinfamilie (p21-aktivierte Kinasen), die die Féhigkeit besitzen, die Bildung von
Lamellipodien und Filopodien hervorzurufen (Matozaki et al., 2000). Am Aktinzytoskelett
hemmen die PAKs die MLCK (myosin light chain kinase), den Gegenspieler der MLCP
(Abb. 4), und fiihren durch diese Inhibition zu einer verminderten Phosphorylierung der
Myosinleichtketten und somit zu einer verminderten Stressfaserverbreitung. PAKs
phosphorylieren auch die LIM-Kinase (LIMK) (Ridley, 2001b), welche ihrerseits Cofilin
phosphoryliert und somit inhibiert. Cofilin ist ein Protein, das die Depolymerisation von
Aktinfilamenten vermittelt. Durch die Hemmung dieser Depolymerisation kann Rac 1 iiber
PAK und LIMK die Aktinfilamente stabilisieren. Ebenso bindet Rac 1 an WAVE 1,
welches ein WASP-dhnliches Protein ist, das sich in ,,membrane ruffles* befindet und wie
WASP/N-WASP mit Arp2/3 interagiert (Hall, 2005; Jaffe and Hall, 2005; Ridley, 2001b;
Weed and Parsons, 2001). Die Bindung von WAVE an Rac 1 scheint allerdings keine
direkte Bindung darzustellen, sondern durch das Adapterprotein IRSp53 an WAVE 1
vermittelt zu werden (Miki et al., 2000). Interessanterweise ist es WASP-Proteinen
moglich, GEFs fiir Rho-GTPasen zu binden. So kann WAVE 1 direkt das Rac 1-GEF
WRP binden (Daly, 2004). Aktivierung von Rac 1 fiihrt zu einer corticalen Verlagerung
von Aktinfilamenten. Dieser Vorgang wird unter anderem durch eine Rac 1-vermittelte
Rekrutierung von Cortactin, welches direkt an F-Aktin bindet, an den Arp2/3-Komplex

vermittelt. Cortactin kann die Aktinpolymerisation durch Bindung an WASP-Proteine und
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durch direkte Aktivierung des Arp2/3-Komplexes fordern. Es kommt folglich zu einer

Anreicherung des Cortactin/Aktin/Arp2/3-Komplexes und dessen Verlagerung an die

Zellgrenzen. Dariiber hinaus ist der aktivierte Arp2/3/Cortactin-Komplex in der Lage,

direkt an den intrazelluldren Teil der Cadherine zu binden (Bershadsky, 2004; Weed et al.,

2000; Weed and Parsons, 2001).

.
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Abb. 4: Regulation des Aktinzytoskeletts durch Rac 1 und Cdc42. Rac 1 aktiviert PAK, welche ihrerseits die
LIM-Kinase phosphoryliert, die ihrerseits Cofilin phosphoryliert und somit inaktiviert. Anderseits hemmt Rac 1
als Gegenspieler zu Rho A die MLCK, so dass weniger phosphoryliertes Myosin vorliegt. Rac 1 und Cdc42
binden an Proteine der WASP-Familie, wodurch die Bindung an den Arp2/3 Komplex ermoglicht wird. An
diesen Komplex lagern sich Profilin und Aktinfilamente an, so dass die Aktinpolimerisation stattfinden kann.
Ebenso spielt Cortactin nach Rac 1-Aktivierung in der Regulation des Arp2/3-Komplexes eine wesentliche Rolle

2.3.3. Rap 1

Rap 1 ist eine Ras-dhnliche kleine GTPase, welche Ende der 80er Jahre entdeckt wurde

(Bourne et al., 1991; Kitayama et al., 1989). Frithe Studien konzentrierten sich vor allem

auf die Rolle von Rap 1 in Ras-abhdngigen Signalwegen. Allerdings deuten viele

Untersuchungen an, dass Rap 1 auch Ras-unabhingige Signalwege aktiviert, so zum

Beispiel Zelladhdsion, Regulation des Zytoskeletts, Zellpolaritit und die Bildung von Zell-
Zell-Kontakten (Bos, 2005; Knox and Brown, 2002; Lundquist, 2006; Schwamborn and
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Puschel, 2004; Wittchen et al., 2005). Durch vielfiltige extrazelluldre Stimuli wird die
GDP-gebundene Rap 1 Form in die aktive GTP-gebundene Form iiberfiihrt. Viele dieser
Stimuli sind durch bekannte intrazellulire Botenstoffe, wie Ca’", Diacylglycerol und
cAMP reguliert. Rap 1 selbst reguliert in seiner aktiven GTP-gebundenen Form viele
Prozesse, wie zum Beispiel die Integrin-vermittelte Adhédsion, den Vesikeltransport,
neuronale Polaritdt und die Phagozytose (Bos, 2005). Des Weiteren ist Rap 1 in die
Regulation der Zell-Zell-Adhésion durch VE-Cadherin eingebunden (Bos, 2005; Kooistra
et al., 2007).

Erste Kenntnisse tiber die Rolle von Rap 1 in Zell-Zell-Junktionen wurden aus Studien in
Drosophila melanogaster (Knox and Brown, 2002) gewonnen. In diesen Untersuchungen
wurde Rap 1 eine stabilisierende und regulierende Rolle in der periphdren Verteilung von
Adhirensjunktionen zugeschrieben. Unterstiitzt wurden diese Befunde durch Ergebnisse,
dass GFP-Rap 1 mit Adhirensjunktionen kolokalisiert und an Stellen neuer Zell-Zell-
Kontakte vermehrt vorkommt (Kooistra et al., 2007). In Sdugetierzellen wurde die Rolle
von Rap 1 durch die Identifizierung von DOCK-4 als atypischem Rap-GEF verstarkt
(Yajnik et al., 2003). In MDCK-Zellen stabilisiert Rap 1 Zell-Zell-Kontakte. Dariiber
hinaus blockiert Rap 1 den durch HGF- (hepatocyte growth factor) induzierten
endothelialen Barrierezusammenbruch (Birukova et al., 2007a; Price et al., 2004). Rap 1
scheint durch cAMP und Aktin-bindende Proteine wie IQGAP1 reguliert zu werden.
cAMP, welches schon sehr lange als endothelbarrieresteigernder Mediator bekannt ist,
vermittelt seine stabilisierenden Effekte nicht nur iiber Proteinkinase A (PKA), sondern
auch iiber Rap 1. So aktiviert cAMP direkt Epac 1 (Exchange protein activated by cyclic
AMP), welches ein GEF fiir Rap 1 darstellt (de Rooij et al., 1998). Endothelzellen, die mit
dem cAMP-Analogon 8-pCPT-2’0O-Me-cAMP (O-Me-cAMP) behandelt wurden, zeigen
eine Umorganisation von Zellkontakten (Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 2005),
welche durch ein Ausschalten von Epac 1 komplett verhindert werden konnte (Kooistra et
al., 2005). Dariiber hinaus weisen mit O-Me-cAMP behandelte Zellen eine gestirkte
Endothelbarriere auf (Birukova et al., 2008). Es wird angenommen, dass VE-Cadherin
dabei eine wesentliche Rolle spielt (Lorenowicz et al., 2008). So wurde gezeigt, dass die
Adhésion von Endothelzellen auf mit VE-Cadherin beschichteten Platten durch Expression
von RapGAP, welches Rap 1 inaktiviert, gemindert wird, so dass Rap 1 fiir VE-Cadherin-

vermittelte Adhédsion wichtig zu sein scheint (Fukuhara et al., 2005). Dariiber hinaus
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zeigen Zellen, die kein VE-Cadherin exprimieren, keine durch O-Me-cAMP vermittelte
Barrierestirkung (Kooistra et al., 2005).

Ebenso bindet IQGAP 1 in epithelialen Zellen Calmodulin-abhéngig an GTP-Rap 1.
Durch eine derartige Interaktion findet wahrscheinlich eine gesteigerte GTP-Hydrolyse
statt, die zu vermehrt inaktivem Rap 1 fiihrt. Im Gegensatz fiihrte die Bindung von IQGAP
1 an Rac 1 und Cdc42 nicht zu einer Inaktivierung. Der Grund hierfiir scheinen
verschiedenen Bindedoméanen der GTPasen an dem IQGAP 1-Molekiil zu sein. Es konnte
gezeigt werden, dass Uberexprimierung von IQGAP 1 die cAMP-vermittelte Aktivierung
von Rap 1 vermindert und Zellen, die IQGAP 1 nicht exprimieren, eine gesteigerte Rap 1-
Aktivitdit aufweisen. Daher scheint IQGAP 1 als Regulator von Rap 1 die
barrierestabilisierenden Effekte von Rap 1 zu vermindern (Jeong et al., 2007).

Rap 1 scheint einige seiner Funktionen durch Regulation von Rho-GTPasen auszuiiben. So
wurde gezeigt, dass Rap 1-Aktivitét fiir die Aktivierung von Cdc42 wihrend der Bildung
von Zell-Zell-Kontakten notwendig ist, und eine aktive Mutante von Cdc42 die negativen
Effekte von RapGAP blockieren konnte, was eine Rap 1 nachgeschaltete Stellung von
Cdc42 vermuten ldsst (Hogan et al., 2004). Andere postulieren ein Modell, in welchem die
Aktivierung von Vav, ein Rac-GEF, und FRG, ein Cdc42-GEF, eine aktive Src-Kinase und
aktives Rap 1 bendtigen (Fukuyama et al., 2005a; Fukuyama et al., 2005b). Dartiber hinaus
interagiert das Rac-GEF Tiam 1 mit Rap 1 und ist notwendig fiir die Zell-Zell-Kontakt-
Entwicklung (Malliri et al., 2004; Mertens et al., 2005). So kénnte eine weitere Funktion
von Rap 1 die Rekrutierung von Rac 1- und Cdc42-spezifischen GEFs an die Zell-Zell-
Kontakte darstellen und zur in der Bildung eines corticalen Aktinrings beitragen (Cullere
et al., 2005; Kooistra et al., 2005). Daneben scheint Rap 1 durch Arap3 die Rho A-
Aktivitit zu reduzieren (Krugmann et al., 2004; Maillet et al., 2003).

Viele weitere Proteine werden durch Aktivierung von Rap 1 an die Junktionsproteine
verlagert. So z.B. Afadin 6 (AF6), welches ein Adapterprotein vieler junktionaler Proteine
wie Nektin und ZO-1 darstellt (Bos, 2005). In vitro-Studien haben gezeigt, dass AF6 in
Anwesenheit von Rap 1 die Endozytose von E-Cadherin verhindert, wobei die Bindung
von AF6 an p120-Catenin beteiligt zu sein scheint (Hoshino et al., 2005).

Neben Rho-GTPasen hat Rap 1 weitere Effektormolekiile wie z. B. Riam. Die Expression
von Riam induziert Integrin-vermittelte Adhésion dhnlich wie aktives Rap 1. Studien, die
die Aktivitdit von Riam mittels siRNA ausschalteten, wiesen eine Block der Rap 1-

induzierten Integrin-vermittelten Zell-Adhision auf. Des Weiteren scheint eine Aktin-
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regulierende Rolle von Riam moglich zu sein, da Riam-defiziente Zellen einen geringeren
Anteil F-Aktin besitzen und Rap 1 nicht mehr an Fokaladhdsionen lokalisiert ist. Ebenso
bindet Riam an Ena/VASP und Profilin. Beide Proteine sind in die Regulation des
Aktinzytoskeletts involviert (Lafuente et al., 2004).

2.34. Aktivierung und Inhibition von Rho-GTPasen

Fiir viele Studien ist es notwendig, die Aktivitdt von Rho-GTPasen gezielt zu steigern oder
zu reduzieren. Dies kann zum einen durch bakterielle Toxine oder durch entsprechende

Mutanten erreicht werden.

2.3.4.1. Bakterielle Toxine

Der Einsatz bakterieller Toxine ermdglicht es, Rho-GTPasen in ihrem Aktivitdtszustand
gezielt und selektiv innerhalb kurzer Inkubationszeiten zu beeinflussen (Aktories, 1997).

Rho-GTPasen werden durch C3-ADP-Ribosyltransferasen inaktiviert (Aktories et al.,
1992), welche von verschiedensten Bakterien produziert werden, so z.B. Clostridium
botulinum, Bacillus cereus und Staphylococcus aureus. Derartige Proteine haben eine
GroBe von 25 kDa und sind bis zu 70 % untereinander identisch. C3-dhnliche Transferasen
ADP-ribosylieren vor allem Rho A, B und C, nicht aber Rac und Cdc42. Die ADP-
Ribosylierung am Asparagin 41 hat nur geringfiigige Effekte auf die Nukleotidbindung
und die GTPase-Aktivitdt, dafiir ist die Effektoraktivierung gestort. Eine zweite
Moglichkeit der Inaktivierung von GTPasen ist eine Glykosylierung. Zu diesen Toxinen
gehoren die Clostridientoxinen, so z.B. Toxin A und B aus Clostridium difficile (Bobak,
1999). Sie haben ein wesentlich groferes Molekulargewicht von ca. 300 kDa. Toxin A
und B aus Clostridium sordellii und Clostridium novyi modifizieren Rho A, Rac 1 und
Cdc42, wohingegen Letales Toxin (LT) aus Clostridium sordellii Rac 1 und Ras
glykosyliert. Ein Toxin B aus Clostridium difficile (Toxin B 1470) modifiziert vor allem
Rac 1 und ein wenig Cdc42, hat aber keine Effekte auf Rho A (Chaves-Olarte et al., 1999).
Alle diese Toxine modifizieren die GTPasen durch UDP-Glycosylierung von Threonin 37
bei Ras und Rho A und von Threonin 35 bei Rac 1 und Cdc42 (Chaves-Olarte et al., 1996;
Chaves-Olarte et al., 1997; Popoff et al., 1996). Durch eine derartige Glycosylierung an

Thr***” werden sowohl die intrinsische und GAP-stimmulierte GTPase-Aktivitit als auch
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die Effektorbindung reduziert. Ebenso scheint es zusétzlich zur Hemmung der
Translokation der GTPase vom Zytosol an die Membran zu kommen (Aktories et al.,

2000).

Aktivierende Toxine der Rho-GTPasen sind z.B. cytotoxic necrotizing factor 1 und 2
(CNF-1/2) von Escherichia coli. Diese 115 kDa groB3en Proteine deamidieren Glutamin
(GIn® fiir Rho A; GIn®' fiir Rac 1 und Cdc42) zu Glutaminsiure. Diese Modifikation
resultiert in einer konstitutiven Aktivierung der GTPase, da sowohl die intrinsische als
auch die GAP-vermittelte GTPase-Inaktivierung gehemmt werden. So kénnen CNFs nicht
nur Rho A, sondern auch Rac 1 und Cdc42 deamidieren (Boquet, 2001; Schmidt et al.,
1997, Schmidt et al., 1998). CNFy (cytotoxic necrotizing factor y) aus Yersinia
pseudotuberkulosis aktiviert selektiv nur Rho A (Hoffmann et al., 2004; Lockman et al.,
2002).

cytotoxic necrotizing Abb. 5: Aktivierende und
ﬁ
Rho A F—

factor y (CNFy) > inaktivierende Toxine der
(Yersinia pseudotuberculosis) Rho-GTPasen. Beide
cytotoxic necrotizing factors
(CNF-1 und CNFy) gehoren
. Letales Toxin (10) zZu dF:n GTPase e_lktlwerenden
factor 1 (CNF-1) —3> Racl (Clostridium sordellii) TOXlnen, wobei CNFy nur
(Exoheriohia coli) Rho A und CNF-1 alle drei
Toxin B GTPasen aktiviert. Letales
(Cloctridivm difficlls Toxin und Toxin B gehoren
zu den inaktivierenden

L5 Cdeaz — bakteriellen Toxinen.
2.34.2. Transfektion mit DNA fiir konstitutiv aktive und inaktive GTPasen

Eine weitere Moglichkeit der Regulation der Aktivititszustinde der GTPasen sind
Mutationen der GTPasen, die sowohl zu konstitutiv aktiven oder dominant negativen
Molekiilen (Bourne et al., 1991) fiithren konnen. Mutationen, die die GTPase-Aktivitét
aufheben (beispielsweise Glycin 12 zu Valin; G12V) ergeben z.B. eine konstitutiv aktive
Variante der kleinen GTPasen. Dagegen fithren Mutationen, welche die Interaktion
zwischen GTPase und deren Effektoren reduzieren (z.B. Threonin 17 gegen Asparagin;
T17N) zur Bildung einer dominant negativen Variante der Molekiile. Die entsprechenden
Plasmide konnen durch verschiedenste Transfektionsmethoden oder durch Mikroinjektion

in Zellen eingebracht werden (Bourne et al., 1991).
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24. Regulation der Endothelbarriere

24.1. Rolle der Rho-GTPasen

Der Einfluss von Rho-GTPasen auf das Aktinzytoskelett und dessen Auswirkungen auf die
Aufrechterhaltung der Endothelbarriere sind gut untersucht. Allerdings ist im Gegensatz
dazu die Rolle der Rho-GTPasen auf endotheliale Junktionen noch wenig verstanden. Es
gibt in vielen Publikationen sehr oft auch widerspriichliche Hinweise darauf, welche
Einflisse = Rho-GTPasen auf endotheliale Junktionen ausiiben und somit
barriereschwichende oder auch stirkende Mechanismen vermitteln kdnnen. So scheinen
derartige Effekte aber auch abhingig vom Ursprung der Endothelzellen, also
zelltypabhéngig, zu sein (Erez et al., 2005; Miyoshi and Takai, 2005).

Der Zusammenbruch der Endothelbarriere wird in vielen Veroffentlichungen vor allem
durch gesteigerte Aktin-Myosin-Kontraktilitdit und verminderte interzelluldre Haftung
erklart (Drenckhahn D, 1997; Michel and Curry, 1999). Rho A vermittelt iiber die
nachgeschaltete Rho-Kinase vermehrte Kontraktilitdt, die oftmals als ursdchlich fiir den
Zusammenbruch der Endothelbarriere gesehen wird (Aepfelbacher and Essler, 2001). So
zeigten Studien in HUVECs, dass Rho A/Rho-Kinase einen wesentlichen Einfluss wiahrend
des Thrombin- oder Histamin-induzierten Zusammenbruchs der Endothelbarriere besitzen.
Sowohl durch Transfektion der Endothelzellen mit dominant negativem Rho A, als auch
durch Inhibition von Rho A durch C3-Transferase, oder durch Hemmung der Rho-Kinase
mittels Y27632 konnten die barrieredestabilisierenden Effekte von Thrombin und Histamin
vermindert werden (Wojciak-Stothard et al., 2001), was im Einklang zu den Erkenntnissen
fritherer Studien steht (Carbajal and Schaeffer, 1999; Essler et al., 1998). Nicht nur in vitro
zeigt die Inhibition der Rho A/Rho-Kinase-vermittelten Kontraktion barrierestabilisierende
Effekte, es konnten Untersuchungen an intakten isolierten Koronarvenulen von Schweinen
zeigen, dass der VEGF-induzierte Anstieg der Permeabilitit durch Y27632-Inkubation
verhindert werden konnte (Sun et al., 2006). Dariiber hinaus legen in vivo-Befunde der
Arbeitsgruppe um Roy Curry dar, dass die hydraulische Konduktivitit, gemessen in
postkapilldren Venulen des Rattenmesenteriums, durch basale Inhibition der Rho-Kinase
mit Y27632 gesenkt werden konnte. Allerdings reichte diese in vivo erlangte
Barrierefestigung  nicht  aus, den  barrieredestabilisierenden  Effekt  des

Entziindungsmediators PAF zu verhindern (Adamson et al., 2003). Aus dieser Studie kann
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geschlossen werden, dass die Rho A/Rho-Kinase-vermittelte Kontraktilitdt nicht in jedem
Fall urséchlich fiir einen Zusammenbruch der Endothelbarriere sein muss.

Der Rho A/Rho-Kinase-Signalweg scheint zudem auch Effekte auf die Junktionsproteine
zu besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition sowohl von Rho A und als auch
der Rho-Kinase den durch Thrombin-induzierten Verlust von Occludensjunktionen
verhinderte (Wojciak-Stothard et al., 2001). Der Mechanismus iiber den Rho A einen
Einfluss auf endotheliale Junktionen nimmt, ist noch weitestgehend unklar. Ein mdéglich
denkbarer Effekt von Rho A auf Junktionsproteine konnte die Regulation des
Phosphorylierungstatus von Junktionsproteinen iliber Rho-Kinase darstellen (Wojciak-
Stothard et al., 2001). Allerdings ist es interessant zu bedenken, dass kontrdr zu den
Befunden in Endothelzellen die Inhibition von Rho A in Epithelzellen eine Reduktion von
Occludensjunktionen bewirkte (Nusrat et al., 1995), so dass die Regulation der Junktionen
zwischen Endothelzellen und Epithelzellen verschieden zu sein scheint. Ahnliche Befunde
ergaben sich auch fiir Adhérensjunktionen. Hier zeigte die Inhibition von Rho A oder Rac
1 einen Verlust an Cadherin in Epithelzellen, was in Endothelzellen nicht der Fall war

(Braga et al., 1999).

Die Inhibition aller drei GTPasen durch Toxin B verursachte sowohl in vitro (Hippenstiel
et al.,, 1997) als auch in vivo (Adamson et al.,, 2002) einen Zusammenbruch der
Endothelbarriere. Zudem zeigte auch die alleinige Inhibition von Rac 1 durch LT eine
gesteigerte hydraulische Konduktivitét in mikrovaskuldren Venulen von Rattenmesenterien
und in vitro eine Dissoziation der endothelialen Junktionen, was mit einem Verlust der VE-
Cadherin-vermittelten Adhésion einherging (Waschke et al., 2004a; Waschke et al., 2004b).
Dariiber hinaus konnten weiterfithrende in vitro-Untersuchungen an mikrovaskulidren
myokardialen Endothelzellen einen barrierestabilisierenden Effekt nach Aktivierung von
Rac 1 und Cdc42 durch CNF-1-Behandlung aufzeigen. Diese Endothelbarrierefestigung
ging mit der Bildung eines corticalen Aktinrings und der Umverteilung von Cortactin und
VASP an die Zellmembranen einher. Allerdings konnte die Barrierefestigung nicht durch
verdanderte VE-Cadherin-vermittelte Haftung erkliart werden. In vivo konnten Messungen
der hydraulischen Konduktivitdt basal keinen stabilisierenden Effekt nach CNF-1-Zugabe
zeigen, allerdings waren derartig behandelte Gefdle partiell vor einem durch PAF

induzierten Zusammenbruch der Endothelbarriere geschiitzt (Waschke et al., 2006).
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Des Weiteren ergaben andere in vitro-Studien nach Transfektion von dominant negativem
Rac 1 in Endothelzellen eine gestorte Endothelbarrierefunktion (Vouret-Craviari et al.,
2002). Dariiber hinaus zeigen auch die GTPasen Rac 1 und Cdc42 eine Aktin-Myosin-
regulatorische Funktion. Durch die Rac 1 und Cdc42 nachgeschalteten Effektoren PAK
wird die MLCK und folglich die Kontraktilitit gechemmt. Dariiber hinaus wird nach Rac 1-
Aktivierung lber die nachgeschaltete PAK die LIM-Kinase aktiviert, welche Cofilin
phosphoryliert und somit inaktiviert, was die Bildung eines corticalen Aktinrings zur Folge
hat. Somit nimmt Rac 1 eine zu Rho A antagonistische Funktion beziiglich der Regulation
der Kontraktilitdt und folglich der Permeabilitit ein (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002).

Rac 1 und Cdc42 haben zusétzlich zu ihrer Aktin-regulatorischen Funktion auch Einfliisse
auf Junktionsproteine (Mehta and Malik, 2006; Vestweber, 2008). In nichtendothelialen
Zellen wurde gezeigt, dass z.B. E-Cadherin mit dem aktinbindenden Protein Arp2/3
interagiert, welches WASP und Cortactin bindet. WASP und Cortactin sind
Effektorproteine von Cdc42 und Rac 1, was eine Interaktion dieser GTPasen mit
Adhirensjunktionen nahe legt. Rac 1 moduliert Cadherin-vermittelte Zell-Zellkontakte
moglicherweise auch durch die Akkumulation von Aktin an geklusterte Cadherinkomplexe
(Braga et al., 1997). Rac 1 ist in Epithelzellen an Zell-Zell-Kontakten lokalisiert (Braga et
al., 1999). Des Weiteren wird angenommen, dass Rac 1 einen Einfluss auf die Bindung
von B-Catenin und IQGAP besitzt. Rac 1 kann die Bindung zwischen B-Catenin und
IQGAP verhindern, wodurch B-Catenin verstirkt an o-Catenin bindet und somit den
Cadherin-Catenin-Komplex stabilisieren kann (Kuroda et al., 1996). All diese Befunde
zeigen eine wesentliche Rolle von Rac 1 in der Aufrechterhaltung und der Regulation der

Endothelbarriere.

Studien der Arbeitsgruppe um Braga haben im Gegensatz zu anderen Studien
widerspriichliche Befunde gezeigt. So konnte diese Arbeitsgruppe u.a. zeigen, dass die
Mikroinjektion von C3 Transferase in Endothelzellen, welche Rho A-Aktivitit inhibiert,
genauso wie die Mikroinjektion von inaktivem Rac (N17Rac) keinen Effekt auf VE-
Cadherin ausiibte (Braga et al., 1999), so dass die Inaktivierung von Rho A oder Rac 1 in
dieser Studie keinen Effekt auf die VE-Cadherin-vermittelte Adhdsion zu besitzen schien.
Auch die Neubildung von VE-Cadherin-Kontakten zwischen Endothelzellen war

unabhingig von einer Rho A- oder Rac 1-Inaktivierung durch mikroinjizierte DNA (Braga
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et al., 1999). Dariiber hinaus zeigte diese Gruppe in Epithelzellen, dass Rho-Proteine die
E-Cadherin-vermittelte Adhision beeinflussen (Braga et al., 1997; Lozano et al., 2008).

Die Rolle von Cdc42 in der Regulation der Endothelbarrierefunktion ist momentan
unzureichend verstanden. In der Vergangenheit wurde aus Transfektionsstudien mit
konstitutiv aktivem oder dominant negativem Cdc42 angenommen, dass Cdc42 keine
wesentliche Rolle in der Regulation der Endothelbarriere einnimmt (Vouret-Craviari et al.,
1998; Wojciak-Stothard et al., 2001). Zunehmend zeigen Studien, dass Cdc42 eine
wesentliche Rolle wihrend der Neubildung von Adhidrensjunktionen nach Thrombin-
induzierter Zerstorung der Endothelbarriere einnimmt. Die Arbeitsgruppe um Malik fand
heraus, dass in humanen Endothelzellen 1 h nach Thrombinzugabe die Aktivitit von
Cdc42 zunahm, korrelierend mit einer Umverteilung von aktivem Cdc42 an die
Membranen der Endothelzellen und einer Wiederherstellung der Endothelbarriere (Kouklis
et al., 2004). Zu diesem Zeitpunkt begann in den Studien dieser Arbeitsgruppe die
Wiederherstellung der Adhéarensjunktionen und des transendothelialen elektrischen
Widerstandes. Bestiarkt wird dieser Befund durch die Tatsache, dass innerhalb dieser
Studie verwendete dominant negative Cdc42-transfizierte Endothelzellen eine deutlich
verzogerte Wiederherstellung der Adhirensjunktionen und der Endothelbarrierefunktion
aufwiesen (Kouklis et al., 2004). Dariiber hinaus wird in weiterfithrenden Studien dieser
Gruppe eine Cdc42-vermittelte Interaktion von o- und B-Catenin diskutiert (Broman et al.,
2006). Dazu wurden Endothelzellen zum einen mit einem VE-Cadherin, welches keine
Extrazellulirdoméne aufwies oder mit einem VE-Cadherin ohne Extrazelluldrdoméne und
fehlender intrazelluldrer a-/B-Catenin-Bindedoméne transfiziert. Anschliefend erfolgten
Koimmunprézipitationen. Man fand heraus, dass a- und -Catenin koimmunoprizipitiert
wurden, wenn die intrazelluldire Doméne intakt war, nicht aber bei gestorter o-/B-Catenin-
Bindung. Fiihrte man diese Transfektionen als Doppeltransfektionen mit dominant
negativem Cdc42 durch, konnten a- und B-Catenin nicht mehr koprézipitiert werden, so
dass dies nahe legt, dass die Bindung von a- an B-Catenin moglicherweise iiber eine
Aktivierung von Cdc42 vermittelt wird. Rac 1 spielte innerhalb dieser Untersuchungen

keine Rolle (Broman et al., 2006; Broman et al., 2007).

Eine weitere GTPase, von der Endothelbarriere-regulierende Eigenschaften berichtet

werden, ist Rap 1. Rap 1 ist vor allem an der Regulation der Cadherin- und der Integrin-
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vermittelten Adhdsion von Zellen untereinander und zur Matrix beteiligt (Retta et al., 2006;
Wittchen et al., 2005). So fiihrt durch cAMP-Steigerung iiber Epac 1 zur Aktivierung von
Rap 1, welches die Funktion von VE-Cadherin positiv unterstiitzt (Fukuhara et al., 2005;
Kooistra et al., 2005). Untersuchungen in HUVECs ergaben, dass diese Zellen nach
cAMP-Anstieg in Epac/Rap 1-abhingiger Weise an VE-Cadherin-beschichteten
Glasflaichen eine gesteigerte Haftung aufwiesen (Fukuhara et al., 2005). Eine andere
Arbeitsgruppe zeigte, dass ein cAMP-Anstieg iiber Epac/Rap 1-abhingige Mechanismen
zur Umverteilung von AF6 entlang der Zell-Zell-Kontakte fithrt und somit AF6 als
molekulare Verbindung zwischen Epac/Rap 1 und gesteigerter Barrierefunktion agieren
konnte (Cullere et al., 2005). Zusédtzlich konnte innerhalb dieser Studien auch eine
verdnderte VE-Cadherin-Verteilung beobachtet werden. Dariiber hinaus deutet eine
aktuelle Untersuchung eine Interaktion von Rap 1 mit IQGAP an, was einen weiteren
Mechanismus der Epac/Rap 1-vermittelten Regulation der Endothelbarriere darstellen

konnte (Jeong et al., 2007).

Fiir die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere scheint besonders auch eine korrekte
Anbindung von VE-Cadherin an das Aktinzytoskelett {iber die Catenine grundlegend
wichtig zu sein. Die Expression eines VE-Cadherins, dem die B-Catenin-Bindedoméne
fehlte, fiihrte zu einer verminderten Zell-Zell-Adhésion (Carmeliet et al., 1999). Genauso
wichtig erscheint die Interaktion von VE-Cadherin mit p120-Catenin, auch wenn dieses
nicht mit dem Aktinzytoskelett assoziiert ist. Allerdings scheint die Verbindung aus VE-
Cadherin und p120-Catenin die kontraktilen Mechanismen der Zelle durch Inaktivierung
von Rho A und die Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 zu regulieren (Noren et al., 2000).
Das Ausschalten von p120-Catenin fiihrte in humanen Zellen zu einer Destabilisierung der
Adhirensjunktionen, ebenso zeigten Zellen mit reduzierter Expression von p120-Catenin
eine verminderte Membranlokalisierung und gestorte AJ-Bildung (Erez et al., 2005). Diese
p120-Catenin-vermittelten Effekte auf AJ gingen mit Verdnderungen der Aktivitit von

Rho-GTPasen einher (Erez et al., 2005).
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2.4.2. Stabilisierung der endothelialen Barrierefunktion durch cAMP

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass cAMP-steigernde Mediatoren wie Forskolin, welches
die Adenylatzyklase aktiviert, die Permeabilitit des Endothels reduzieren (Stelzner et al.,
1989). Es ist somit eine etablierte Meinung, dass ein Anstieg an intrazellulirem cAMP in
vivo und in vitro zu einer gesteigerten Barrierefunktion fiihrt (Lorenowicz et al., 2007,
Michel and Curry, 1999; van Nieuw Amerongen and van Hinsbergh, 2002). Die zugrunde
liegenden Mechanismen beinhalten zum einen eine gesenkte Aktin-Myosin-Kontraktilitit,
verursacht durch eine verminderte Phosphorylierung der Myosinleichtketten (myosin light
chain; MLC) tiber Proteinkinase A (PKA)-vermittelte Hemmung der MLC-Kinase (MLCK)
(Gallagher et al., 1997; Garcia et al., 1997; Nishikawa et al., 1984). Zum anderen spielt
auch eine PKA-vermittelte Inhibition von Rho A durch Serinlgg-Phosphorylierung eine
Rolle (Ellerbroek et al., 2003; Loirand et al., 2006). Dies verursacht eine gesteigerte
Interaktion von phosphoryliertem Rho A mit GAPs, die zu Inaktivierung der GTPase fiihrt
(Loirand et al., 2006), so dass weniger phosphorylierte MLC vorliegen (Qiao et al., 2003).

AuBerdem phosphoryliert PKA einige aktinbindende Proteine wie VASP (Blume et al.,
2007; Harbeck et al., 2000; Rosenberger et al., 2007) oder Filamin (Hastie et al., 1997; Wu
et al., 1994), welche moglicherweise iiber Regulation der Aktindynamik die Barriere
beeinflussen. So soll es durch Phosphorylierung von VASP zu einer Reduktion der VASP-
abhingigen Aktinpolymerisation und Stressfaserbildung kommen (Bogatcheva et al., 2002).
Eine gestorte Regulation der Aktindynamik fithrt zu gesteigerter Permeabilitit in vivo
(Waschke et al., 2005). Es scheinen Aktinfilamente notig zu sein, endotheliale Junktionen
zu stabilisieren (Bazzoni and Dejana, 2004). Dariiber hinaus konnte eine
barrierestabilisierende Aktivitdt von PKA in fritheren Studien ermittelt werden (Patterson

et al., 2000), die nicht nur iiber Regulation kontraktiler Mechanismen erklarbar war.

Es wurde gezeigt, dass eine Verstirkung der Barrierefunktion auch {iiber eine
Reorganisation und Umverteilung von Adhidrens- und Occludensjunktionsproteinen
(Cullere et al., 2005) oder auch iiber eine Verstirkung der VE-Cadherin-Bindung
(Fukuhara et al., 2005; Kooistra et al., 2005) funktionieren konnte. Diese verdnderte
Regulation von VE-Cadherin ist allerdings PK A-unabhingig reguliert. So kann ein Anstieg
von cAMP auch tiber die Aktivierung der GTPase Rap 1 und deren GEF Epac laufen. Dies
wurde gezeigt, da das cAMP-Analog O-Me-cAMP konzentrationsabhéngig spezifisch an
Epac bindet und somit nur den Epac/Rap 1-Signalweg aktiviert (Christensen et al., 2003;
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Holz et al.,, 2006). Durch O-Me-cAMP war es mdglich, die durch PAF induzierte
Umstrukturierung der endothelialen Adhdrensjunktionen und den damit assoziierten
Permeabilititsanstieg zu verhindern (Adamson et al., 2008). Uber welche nachgeschalteten
Effektoren cAMP und Rap 1 die Endothelbarriere stabilisieren, war sehr lange unklar. In
fritheren Studien wurde eine direkte PKA-vermittelte Modulation von Rac 1 durch
Phosphorylierung ausgeschlossen (Ellerbroek et al., 2003). Allerdings wurde auch gezeigt,
dass cAMP {iber PKA-abhidngige Mechanismen in der Lage war, die
barrieredestabilisierenden Effekte einer Rac 1-Inaktivierung durch Letales Toxin in vivo zu
blockieren, so dass ein cAMP-vermittelter Rac 1-regulierender Mechanismus angenommen
wurde (Waschke et al., 2004b). Die genaue Rolle von cAMP, Rap 1 und Rac 1 in der
Regulation der Barrierefunktion im mikrovaskuldrem Endothel ist nicht bekannt. Erst seit
kurzer Zeit gibt es Anhaltspunkte, dass Rac 1 dabei im Endothel eine wesentliche Rolle
spielen konnte (Birukova et al., 2007b). Rap 1 kann in Fibroblasten Rac 1 iiber die GEFs
Vav2 und Tiam 1 aktivieren. AuBBerdem kann Rap 1 Rho A iiber Arap3 inaktivieren. Somit
sind Rho A und Rac 1 geeignete Kandidaten, protektive Effekte von cAMP zu vermitteln
(Kooistra et al., 2005; Lorenowicz et al., 2007). Tatsdchlich wurde in makrovasuldren
Zellen gezeigt, dass O-Me-cAMP die durch Thrombin-induzierte Permeabilitdtssteigerung
vermindern konnte, was mit einer Inhibition der durch Thrombin verursachten Rho A-

Aktivierung einherging (Cullere et al., 2005).
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2.5. Zielsetzung der Arbeit

Eine intakte Endothelbarrierefunktion ist grundlegend fiir einen gesunden Organismus. Das
Verstidndnis der Rolle und der Funktion barriereregulatorischer Mediatoren und Proteine ist
somit dullerst wichtig. So regulieren GTPasen der Rho-Familie die Endothelbarriere zum
einen durch Regulation des Aktinzytoskeletts, zum anderen wohl aber auch durch direkte
Modulation endothelialer Junktionsproteine. Sehr viele Studien wurden an sehr
verschiedenen Endothelzelltypen vorgenommen, die Unterschiede beziiglich der
Regulation und der Effekte von Rho-GTPasen in Abhéngigkeit des zelluldren Hintergrunds
andeuteten. So konnte entgegen der allgemeinen Meinung durch unsere Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass Rho A-Aktivierung nicht in allen Endothelzellen zu einem
Barrierezusammenbruch fiihrt. So gaben die Befunde aus myokardialen mikrovaskuldren
Endothelzellen (MyEnd) den Ausgangspunkt zu dieser Dissertation. Daher wurde in einer
ersten Studie in vier verschiedenen Endothelzelltypen in vitro und in postkapilléren
Venulen in vivo untersucht, welche Unterschiede beziiglich der Regulation und der Effekte
der Rho-GTPasen bestehen. Es wurde mittels bakterieller Toxine eine Aktivierung oder
Inaktivierung der Rho-GTPasen herbeigefiihrt, da bakterielle Toxine die GTPase-Aktivitét
schnell in allen Zellen eines Verbandes modulieren. In dieser Studie wurden je zwei
inaktivierende (Toxin B und Letales Toxin) und zwei aktivierende Toxine (CNF-1 und
CNFy) verwendet.

In einem zweiten Teil dieser Dissertation wurde der schon lang bekannte
barrierestabilisierende Effekt von cAMP untersucht. Es war zu Beginn dieser Arbeit noch
nicht klar, ob gesteigerte cAMP-Spiegel die Barriere moglicherweise auch iiber Rac 1-
Aktivierung beeinflussen und in wie weit der Epac/Rap 1-Signalweg dabei involviert ist.
Es sollte im Rahmen dieser Untersuchungen ermittelt werden, welche morphologischen
und funktionellen Verdnderungen durch cAMP-Steigerung induziert werden. Hierzu wurde
zum einen Forskolin/Rolipram (F/R), welches sowohl PKA-abhéngige als auch Epac/Rap
1-abhingige Signalwege aktiviert, und zum anderen das speziell Epac/Rap 1 aktivierende
cAMP-Analogon O-Me-cAMP genutzt.

Ebenso sollte in diesem Zusammenhang geklart werden, wie Thrombin als
barriereschwéichender Mediator die Aktivitdt von Rho-GTPasen und den cAMP-Spiegel
moduliert. Dabei sollte geklart werden, ob Thrombin die Barriere nur iiber Aktivierung von

Rho A oder auch iiber Rac 1- und cAMP-abhingige Mechanismen destabilisiert.
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3. Material und Methoden

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Losungen, Puffer, Gerite,

Verbrauchsmaterialien und Vektoren ist im Anhang zu finden.

3.1. Material

3.1.1. Kulturzellen

Es wurde sowohl mit makrovaskuldren als auch mit mikrovaskuldren Endothelzellen (EZ)
gearbeitet, die entweder als Primdrkultur oder immortalisiert vorhanden waren. Die
genutzten Primérzellarten waren zum einen Endothelzellen der Arteria pulmonalis des
Schweins (PSEC) und zum anderen humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen aus
Brustbiopsaten des Menschen (HDMEC). Als immortalisierte Zelllinien wurden
mikrovaskulidre Endothelzellen des Mesenteriums (MesEnd) und des Myokards (MyEnd)
von Méusen verwandt. Fiir Versuche genutzte Endothelzellen wurden immer erst nach
Erreichen der Konfluenz verwendet. MyEnd, MesEnd und PSEC wurden selbst prépariert,

wiahrend die HDMECs kommerziell tiber die Firma PromoCell erworben wurden.

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Zellen. Herkunft
PSEC makrovaskulér Primérzellen (Schnittler et al., 1990) Schwein
HDMEC mikrovaskuldr Primérzellen PromoCell Mensch
MesEnd mikrovaskuldr immortalisiert (Baumer et al., 2008a) Maus
MyEnd mikrovaskuldr immortalisiert (Golenhofen et al., 1999) Maus

Die in dieser Arbeit genutzten Endothelzellen wurden vor Gebrauch mit
Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analyse auf das Vorhandensein typischer
Endothelzellmarker iiberpriift. Durch das Vorhandensein von VE-Cadherin, PECAM 1, (-
Catenin und Von-Willebrand-Faktor konnte sichergestellt werden, dass mit Endothelzellen

gearbeitet wurde.

3.1.2. Medien

Zur Kultivierung der mikrovaskuldren Endothelzellen aus der Maus (MesEnd und MyEnd)
diente Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), dass mit 10 % FCS und 50 U/ml
Penicillin/Streptomycin (P/S) versetzt wurde. Die Endothelzellen, prédpariert aus der

Arteria pulmonalis des Schweins (PSEC), wurden in Passage 0 mit 20 % FCS-versetztem
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M199 kultiviert und anschlieend ab Passage 1 in 10 % FCS in M199 gehalten. Humane
dermale mikrovaskuldre Endothelzellen (HDMEC) wurden in Endothelial Growth Medium

(PromoCell, Heidelberg) kultiviert. Dem Medium wurde ein Supplement-Mix (PromoCell,

Heidelberg) und 50 U/ml PenicillinG und 50 pg Streptomycin (P/S) hinzugefiigt.

Tab.3: Auflistung der fiir die jeweiligen Zelllinie benutzten Medien.

. Hersteller des ]
FCS P/S Medium Mediums Sonstiges
. Sigma-Aldrich p0: 20 % FCS
0, V) il >
el /0% ja MI199 Steinheim ab p1: 10 % FCS
MyEnd 10 % ja DMEM Life Technologies, -
MesEnd 10 % ja DMEM Karlsruhe ---
. Endothelial PromoCell, Supplement Mix-
HDMEC B Ja Growth Medium Heidelberg Zugabe
3.1.3. Testreagenzien
Toxine:

Tab.4: Auflistung der fiir die jeweiligen Zelllinie benutzten Toxin-Konzentrationen.

Herkunft MyEnd [ MesEnd | HDMEC | PSEC | invivo
CNFy Prof. Gudula Schmidt (Institut 900 ng/ml
fiir Pharmakologie und
CNF-1 Toxikologie Freiburg) 300 ng/ml -
Toxinp | rof- Holger S‘iﬁ;’ (Universitat 100 ng/ml 300 ng/ml | 100 ng/ml
Dr. Torsten Giesemann
LT (Universitiit Freiburg) >0 ng/ml 100 ng/ml o
Entziindungsmediator:
Thrombin: Die Serinprotease Thrombin ist nicht nur ein Koagulationsinduktor,

sondern steigert auch die Endothelpermeabilitit in kultivierten

Endothelzellen, weshalb Thrombin in vielen Studien als

Entziindungsmediator eingesetzt wird (Malik et al., 1986).
Verwendung: 10 U/ml

Andere Mediatoren:

Forskolin:

Ein aus dem Harfenkraut (Coleus forskohlii) gewonnener Wirkstoff, der
Adenylatzyklasen stimuliert und dadurch den intrazelluldren Spiegel von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) erhoht.

Verwendung: 5 uM (in Kombination mit Rolipram)
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Rolipram: Ist ein PDE 4-Inhibitor, der den Abbau von cAMP in der Zelle hemmt.
Verwendung: 10 uM (in Kombination mit Forskolin)

O-Me-cAMP: 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (O-Me-cAMP) ist ein selektiver Aktivator von
Epac (Exchange protein directly activated by cAMP), einem cAMP-
reguliertem GEF fiir Rap 1 und Rap 2.
Verwendung: 200 uM

Y27632: Y27632 hemmt selektiv die Rho-assoziierte Protein-Kinase p160ROK.
Verwendung: 30 uM

BAPTA: BAPTA  ist  Ca’’-spezifischer ~ Chelator. Er  besitzt  vier
Carboxylsiuregruppen, die die Bindung jeweils zweier Ca®"-Ionen
ermdglichen. Damit eine Bindung von Ca”" erst intrazellulér geschieht, sind
die Carboxylgruppen verestert. Die Ester werden erst nach Aufnahme in die
Zelle gespalten.
Verwendung: 20 uM

NSC-23766: NSC-23766 ist ein spezifischer und reversibler Rac 1-Inhibitor. Er hemmt
die Rac 1-GDP/GTP-Austauschaktivitit, indem es mit den Rac 1-
spezifischen GEFs Trio und Tiam 1 interagiert. Dieser Inhibitor hat keine
Effekte auf Rho A oder Cdc42 (Gao et al., 2004).
Verwendung: 200 uM

3.14. Antikorper

Erstantikorper

Die im  Folgenden aufgefiilhrten  Primérantikérper  wurden  sowohl  fiir
Immunfluoreszenzanalysen als auch im Immunoblot eingesetzt.

Zum Anfiarben von filamentirem Aktin in griin wurde farbstoffgekoppeltes Alexa-
Phalloidin 488 in einer Verdiinnung von 1:60 verwendet. Phalloidin ist das Toxin des
Knollenblitterpilzes und bindet an die Verbindungsstelle der Aktinuntereinheiten in einem
Aktinfilament. Um filamentdres Aktin rot darzustellen, wurde TRITC-Phalloidin in einer
Verdiinnung von 1:60 eingesetzt. Beide Substanzen wurden von Mobitec (Goettingen,

Deutschland) bezogen und zusammen mit dem Zweitantikorper zugegeben.
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Tab.5: Auflistung der fiir das jeweilige Protein genutzten Erstantikorpers und dessen Eigenschaften.

q Verdiinnung Quelle/ Sekundér-
Zielstruktur Bemerkung in IF im Blot Referenz antikorper
B-Catenin --- 1:100 1:1000 Sigma, Steinheim garb
IF nur in PSEC und ) ) .

Cdc42 HDMEC 1:100 1:1000 Dianova, Hamburg garb
Claudin 5 1:50 1:500 | Zymed Laboratories, garb

San Fransisco

. Alexa-Phallodin )
Cortactin 488- gekoppelt 1:100 - Upstate, NY -
PECAM 1 funk“i‘i’éﬁ? in ¥ 1:1000 Santa Cruz, CA garb
funktioniert in IF ) Prof. U. Walter,
P-VASP nicht B 1:1000 Universitdt Wiirzburg gam
IF nur in PSEC und ) .
Rac 1 HDMEC 1:100 1:500 Upstate, NY gam
Rho A funktlopleﬂ in IF - 1:1000 Upstate, NY gam
nicht
. ) Prof. U. Walter,

VASP B 1:100 1:1000 Universitdt Wiirzburg garb

: nur in unverdiinnt (Hybridoma 18Go, 11D4.1,
VE-Cadherin MvEnd/MesEnd Uberstand) Hybridomazellen gart

y Gotsch et al., 1997
. in PSEC und . .

VE-Cadherin HDMEC 1:100 1:1000 Santa Cruz, CA dag

Von-Willebrand- ) ) . S
Faktor --- 1:100 1:1000 Sigma, Steinheim garb

Zweitantikorper

Folgende Zweitantikdrper wurden nach Erstantikdrperinkubation genutzt, um ein Protein

sichtbar zu machen.

Tab.6: Auflistung der genutzten Zweitantikorper.

Abkiirzung . Konzentration
Blot (Peroxidase- IF Hersteller
gekoppelt) (cy3- o. cy2-gekoppelt)
goat anti-mouse gam
goat anti—yabbit garb 1:3000 1:600 Dianova,
goat anti-rat gart Hamburg
donkey anti-goat dag

3.1.5.

Statistische Unterschiede der

Statistische Analyse

verschiedenen Versuchsansitze wurden anhand eines

zweiseitigen “student’s T-Test” (Microsoft Exel™) beurteilt. Die Werte sind als

Mittelwerte £ Mittelwertabweichung angegeben. Statistische Signifikanz wurde bei p <

0,05 angenommen.
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3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur
3.2.1.1. Vorbehandlung von Zellkulturmaterialien

Gelatinieren von Kulturschalen

Manche Endothelzellen bendtigen fiir ihr Wachstum in Kulturschalen einen gelatinierten
Untergrund. Dazu zdhlen PSEC, MyEnd- und MesEnd-Zellen. Bevor diese Zellen in eine
neue Kulturschale iiberfithrt werden konnten, mussten diese gelatiniert werden. Dazu
wurde der Boden der Kulturflasche mit 0,5 % Gelatinelosung bedeckt. Nach 20 min wurde
diese wieder entfernt. Vor Kultivieren der Zellen wurden die Kulturschalen mit dem spéter

benotigten Medium gespiilt und etwas Medium vorgelegt.

Gelatinieren und Quervernetzen von Deckglaschen

Da oben genannte Zellen gelatinierte Flaschen und Kulturschalen benétigten, mussten auch
alle anderen Gegenstinde gelatiniert werden, auf denen diese Zellen kultiviert wurden.
Dazu gehorten Deckgldschen verschiedenster Groflen. Die zuvor mit Hitze sterilisierten
Deckglidschen wurden unter sterilen Bedingungen mit Gelatinelosung 30 min inkubiert.
Danach wurde die Gelatinelosung abgesaugt und zweimal mit PBS gewaschen. Die
Deckgldschen wurden anschlieBend mit einer 2 % Glutaraldehydlosung fiir 30 min
ebenfalls unter sterilen Bedingungen quervernetzt (Schnittler et al., 1990). Das
Glutaraldehyd musste sorgfiltig abgenommen werden und die Deckglidschen wurden
dreimal mit PBS griindlich gewaschen. Die Aufbewahrung gelatinierter und quervernetzter

Deckglischen erfolgte bei 4°C in PBS, welches mit 10000 U P/S versetzt wurde.

Gelatinieren und Quervernetzen von Transwellfiltern

Die Kultivierung von MyEnd- und MesEnd-Zellen auf Transwellfiltern erforderte
ebenfalls eine Gelatinierung. Fiir PSEC-Zellen wurde zusitzlich eine Quervernetzung der
Gelatineschicht durchgefiihrt. Die Filter wurden unter sterilen Bedingungen in eine 6-
Loch-Platte iiberfiihrt und fiir 20 min mit Gelatinelésung inkubiert. Die Gelatine musste
danach griindlich mit PBS abgewaschen werden. Zusétzlich wurde mit dem spéteren
Medium gespiilt. Um die entstandene Gelatineschicht fiir die Kultivierung von PSEC

querzuvernetzen, wurden die Filter fiir 20 min mit 2 % Glutaraldehydldsung iiberschichtet.
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Nach mehrfach griindlichem Waschen mit PBS wurden die Filter in eine neue 6-Loch-

Platte Uiberfiihrt.

3.2.1.2. PSEC-Priaparation

Pulmonale Schweineendothelzellen aus der Arteria pulmonalis sind primére
makrovaskuldre Endothelzellen. Bevor diese Zellen préipariert werden konnten, mussten
Arteriae pulmonales von frisch geschlachteten Schweinen auf dem Schlachthof
entnommen werden.

Die entnommenen GefiBe wurden unter der Sterilbank von eventuellen Fett- und
Geweberesten befreit. Danach wurde das Gefall mit sterilem PBS gewaschen, am unteren
Ende mit einer GefdaBklemme abgeklemmt, mit Kollagenase-Losung befiillt und mit einer
zweiten Gefallklemme verschlossen. Es folgte eine Inkubationszeit in 37°C vorgewidrmtem
sterilem PBS fiir 11 min. Nach dieser Inkubation wurde die Kollagenase abgegossen und
das GefaB3 mit 5 ml warmem M199 (ohne FCS) gefiillt, nach oben erneut abgeklemmt und
vorsichtig massiert. Durch diese Bewegungen 16sten sich die Endothelzellen von ihrem
Untergrund ab und gingen in das Medium tiiber. Die so gewonnene Zellsuspension wurde
in ein 50 ml Greiner-Réhrchen iiberfiihrt und nach Wiederholen dieses Vorgangs bei 900
rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet mit 5 ml M199 mit 20 % FCS in eine gelatinierte T25-Zellkulturflasche {iberfiihrt.
Die so préparierten Zellen befanden sich somit in Passage 0 und wurden mit 20 % FCS
versetztem M199 versorgt. Zwei Stunden nach Aussat dieser Zellen erfolgte ein erster
Mediumwechsel, der einen Tag nach Préparation wiederholt wurde. Ab Passage 1 wurden

PSEC in M199 mit 10 % FCS kultiviert.

3.2.1.3. Routinekulturen

Die Zellkulturhaltung erfolgte als offenes System in einem CO; -Brutschrank bei 37°C, ca.
80 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COs,.
Als Kultivierungsmedien dienten:

e DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium)

e MI199

e HDMEC-Medium (Endothelial Growth Medium)
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DMEM und M199 wurden in fertigen Pulvermischungen geliefert, fiir den Gebrauch in
H,0 gel6st und durch Zugabe von NaHCOs5 gepuffert (pH 7,5). Die Medien wurden steril
filtriert und anschlieBend bei 4°C gelagert. Vor dem Gebrauch wurden die Medien mit 50
U/ml Penicillin- G, 50 pg Streptomycin und 10% FCS supplementiert. Endothelial Growth
Medium wurde von PromoCell (Heidelberg) bezogen. Diesem Medium musste vor

Gebrauch ein Supplement-Mix (PromoCell) und P/S zugesetzt werden.

MyEnd-Kulturen/MesEnd-Kulturen

Die Kulturflaschen und Transwellfilter wurden vor Gebrauch gelatiniert. Der
Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die Zellen waren 2 Tage nach dem Aussden
konfluent und wurden einmal pro Woche im Verhéltnis 1:3 ausgesdt. Vor der etwa

zehnminiitigen Trypsin-Inkubation wurden sie kurz mit Trypsin-Losung gewaschen.

Tab.7: Angabe der pro Flicheneinheit jeweils benotigten Mengen an Medium und Trypsin.

Kulturgefaly Grundfliche Menge an Medium Menge an Trypsin
12 well 3.83 cm’ 1 ml 0,3 ml
6 well 9,4 cm’ 2ml 1,0 ml
T 25 25 cm’ 5ml 1,5 ml
T75 75 cm’ 18 ml 3,0 ml

PSEC-Kulturen

Wie die meisten Endothelzellen brauchten auch diese gelatinierte Kulturflaschen,
Deckgldaschen und Transwellfilter. Deckgldschen und Filter mussten zusétzlich
quervernetzt werden. Die Kultivierung von PSEC erfolgte in M199 mit ab Passage 1 10 %
FCS. PSEC wurden bei Erreichen von Konfluenz im Verhiltnis 1:3 ausgesit. Dies war
meistens nach ca. 5 Tagen der Fall. PSEC wurden vor dem Splitten mit Trypsinlésung

vorsichtig abgespiilt und danach bei 37°C mit Trypsinldsung ca. 5 min abgelost.

HDMEC-Kulturen

HDMEC-Zellen brauchten als spezielles Kulturmedium Endothelial Growth Medium
(PromoCell, Heidelberg), dem ein Supplement-Mix und P/S zugesetzt wurde. Sie wurden
auf ungelatinierten Flaschen, Deckgldschen, Elektroden und Transwellfiltern kultiviert.
Das Medium zum Mediumwechsel wurde bei RT verwendet. Beim Aussden der HDMEC
im Verhiltnis 1:3 wurde das in die Kulturgefia3e vorgelegte Medium eine halbe Stunde im
Brutschrank inkubiert, um damit Temperatur und pH-Wert fiir die frisch abtrypsinierten

Zellen richtig einzustellen. Alle fiir das Aussden notigen Losungen wurden vorher
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aufgetaut und ebenfalls bei RT verwendet. Vor der Zugabe der Trypsinierungslosung
wurde mit 100 pl/cm*> HEPES/BSA-Losung (PromoCell) gewaschen. Mit 100 pl/cm®
Trypsinlosung (Trypsin/EGTA; PromoCell) erfolgte bei RT das Abtrypsinieren und nach
ca. 3 min Ablosezeit unter mikroskopischer Beobachtung konnte mit 100 pl/cm® Trypsin-
Neutralisations-Losung der Ablosevorgang abgeschlossen werden. Die Zellen wurden vor

Erreichen der Konfluenz (80-90 %) ausgesit. HDEMC wurden fiir 6-8 Passagen verwendet.

Tab.8: Angabe der pro Flicheneinheit benotigten Mengen Medium und der Bestandteile des Splitkits.

Flache Medium HEPES/BSA-Ldsung Trypsinlosung Neutralisationslosung

10 cm? 2 ml 1 ml 1 ml 1 ml

25 cm? 5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

75 cm? 18 ml 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml
3.2.14. Kryokonservierung von Zellen

Je haufiger eine Zelllinie passagiert wird, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass es
zu morphologischen und genomischen Verdnderungen der Zellen kommt. Deshalb wurden
immortalisierte Zelllinien regelmiBig kryokonserviert und bei Bedarf rekultiviert.

Kryokonservierung war mdglich bei MesEnd- und MyEnd-Zellen.

Einfrieren von Zellen

Die Zellen einer konfluenten T75-Kulturflasche wurden durch Trypsinbehandlung abgelost
und bei 900 rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment in
2 ml vorgekiihltem Einfriermedium, das 10 % des kryoprotektiven Dimethylsulfoxid
(DMSO) enthielt, resuspendiert. Da DMSO bei RT toxisch an den Zellen wirkt (Zerstorung
der Membranen), wurde ziigig gearbeitet. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in ein
Kryordhrchen iiberfiihrt und fiir eine Woche in einer Einfrierbox bei -80°C, danach in

fliissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryordhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad
gehalten. Dann wurde die Zellsuspension zum schnellen Verdiinnen des DMSO in 10 ml
Medium aufgenommen und zentrifugiert (900 rpm, 5 min). Die abzentrifugierten Zellen
wurden in 5 ml frischem Medium resuspendiert und in einer entsprechend vorbehandelten
T25-Kulturflasche ausgesit. Am folgenden Tag wurden tote Zellen durch Mediumwechsel

entfernt.
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3.2.1.5. Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate sind die Grundlage des Nachweises von Proteinen mittels einer Western Blot-
Analyse. Es wurde immer mit Zellen einer Petrischale gearbeitet, die mindestens 70 %
Konfluenz erreicht hatten. Fiir eine einfach Western Blot-Analyse wurden die Proben mit
80 ul dreifach konzentriertem Probenpuffer abgekratzt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
tiberfiihrt. Nach Zerkleinern des Lysats mittels Ultraschall wurden sie weiter verwendet
(siehe 3.2.2.2.). Die Lysatgewinnung fiir einen Triton-Extraktionsassay wurden ebenfalls
aus konfluent in Petrischalen gewachsenen und mit den entsprechenden Toxinen bzw.
Mediatoren inkubierten Zellen gewonnen. Hierzu wurden die Zellen zweimalig mit PBS
gewaschen, mit 200 pl 0,5 % Triton-Puffer tiberschichtet und fiir 10 min auf Eis belassen.
Danach konnte das Lysat durch Abschaben gewonnen werden. Die fiir Pull Down-Assays
benotigten Zelllysate wurden aus in einer T75-Kulturflasche kultivierten Zellen gewonnen,
da die Proteinmenge aus kleineren Kulturflaschen nicht ausreichte. Die Zellen wurden mit

1 ml Lysepuffer abgekratzt und in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt.

3.2.2. Zellbiologische Methoden

3.2.2.1. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen auf Deckgldschen (@ 12 mm)
in Petrischalen ausgesdt, mit Toxinen oder Mediatoren behandelt und nach erfolgter
Inkubation mit Formaldehyd hergestellt aus Paraformaldehyd fixiert. Bei der
Formaldehydfixierung wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen, dann mit 2 %
Formaldehydlésung 5 - 7 min bei RT fixiert, 3 x mit PBS gewaschen und anschlieend fiir
5 min mit 0,1 % Triton-X-100 in PBS permeabilisiert und wiederum 3 x mit PBS
gewaschen. Die Deckgldschen wurden dann auf Objekttrager platziert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden 30 min mit BSA/NGS (normal-goat-serum) oder 10% NDS -
(normal-donkey-serum) (abhéngig von der Wahl des Zweitantikorpers) abgesittigt und die
Zellen anschlieBend iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer mit einem
Erstantikorper (Tab.5) inkubiert. Vor der Zugabe eines markierten Zweitantikorpers
wurden die Objekttrager wieder 3 x mit PBS gespiilt. Die Zellen wurden 45 min bei RT
mit dem Zweitantikdrper (Tab.6) inkubiert, 3 x mit PBS gewaschen und mit 60 %
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Glycerin/l % NPG (n-Propylgallat) - zum Schutz vor Verbleichen - eingedeckt. Alle

verwendeten Antikorper wurden in PBS/Natriumazid verdiinnt.

3.2.2.2. Proteinanalyse mittels Western Blot

Derartige Analysen dienen dem Nachweis des Vorhandenseins bestimmter Proteine oder
dem Auftreten von Mengenverdnderungen eines Proteins in einem Zelllysat, welches

mittels Probenpuffer gewonnen wurde.

Amidoschwarz-Proteinbestimmung

Eine Proteingehaltsbestimmung mit Amidoschwarz (Zlatanova et al., 1994) erlaubt im
Gegensatz zu dem Verfahren nach Bradford eine genaue Bestimmung auch in
Anwesenheit hoher Konzentrationen an Detergentien (Triton X-100) oder Salzen und
ermOglicht so die Messung von Proben, die in SDS-Probenpuffer oder auch in Triton-
Puffer geldst sind.

Zuerst wurde eine Zelluloseacetatfolie in 1 cm” groBe Felder aufgeteilt und mit zwei
Metallklammern frei schwebend aufgehéngt. Je 5 ul der mit SDS- Probenpuffer versetzten
Proben wurden auf ein entsprechend beschriftetes Feld aufgetragen. Als Proteinstandard
wurde BSA in den Konzentrationen 1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 pg pro 10 pl analog
eingesetzt. Nach dem Trocknen wurden die Foliestreifen 10 min in der Amidoschwarz-
Férbelosung auf dem Schiittler gefdarbt. Durch mehrfaches Wechseln der Entfarbelosung
wurde entférbt, bis der Hintergrund erneut weill war. Die Zelluloseacetatfolie wurde in der
Luft getrocknet, bevor die Felder auseinander geschnitten und in 1,5 ml Reaktionsgefdflen
mit je 1 ml Aufléselosung 30 min im 50°C Wasserbad inkubiert wurden. Die Folie 16ste
sich dabei vollstindig auf. Die Absorption wurde bei 620 nm im Photometer gemessen.

Mit Hilfe des Standards wurde die Proteinkonzentration errechnet.

SDS- PAGE

Das Prinzip der von Laemmli (1970) beschriebenen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) basiert auf der Trennung von Proteinen durch den
Molekularsieb-Effekt einer polymerisierten Gelmatrix aus Acrylamid und Bisacrylamid
(Laemmli, 1970). Durch das im Probenpuffer und im Gel enthaltene SDS werden die

Proteine denaturiert und mit negativen Ladungen besetzt und somit deren Eigenladung
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iberdeckt, so dass sie nach Anlegen der Spannung in Richtung Anode wandern und dabei
ausschlieflich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch ein
vorgeschaltetes Sammelgel niedriger Dichte und mit niedrigerem pH-Wert als das
Trenngel werden die Proben zundichst durch Isotachophorese am Ubergang
Sammelgel/Trenngel gestapelt. Erreichten die Folgeionen (Glycin-Ionen) diesen Ubergang,
so ist der Spannungsgradient zwischen Leit- (Cl'-Ionen) und Folgeionen, der die Stapelung
bewirkte, aufgehoben und die Proteine werden nun vom gleichen Startpunkt aus im
Trenngel nach ihrer Grof3e aufgetrennt.

Die Flachbettgele wurden zwischen zwei Glasplatten, die durch ca. 1 mm dicke
Abstandshalter voneinander getrennt und in einer Halterung eingespannt waren, gegossen.
Die Polymerisierung der Gele wurde durch Ammoniumpersulfat (APS) initiiert und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) diente als Katalysator. Zundchst wurde die 10 %
Trenngellosung zwischen die Platten gefiillt und mit Wasser iiberschichtet, um Sauerstoff
fernzuhalten und fiir eine gerade Oberfldche zu sorgen. Nach dessen Polymerisation wurde
das Wasser wieder entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der
Taschenkamm, der fiir das Einfiillen der Proben fiir Aussparungen im Sammelgel sorgte,
eingesetzt. Die Proben wurden vor dem Auftragen im Verhidltnis 3:1 mit dreifach
konzentriertem Probenpuffer mit DTT (Dithiothreitol, spaltet intra- bzw. intermolekulare
Disulfidbriicken) vermischt und fiir 5 min auf 56°C erhitzt. Der Auftragspuffer enthielt
Glycerin, damit die Gesamtprobe durch ihre hohere Dichte in die Taschen sank, und den
Farbstoff = Bromphenolblau zum  visuellen Verfolgen des  Auftrags- und
Elektrophoreseprozesses. Es wurde immer auch ein GroBenmarker aufgetragen (Prestained
protein ladder; PPL Marker; Fermentas, St. Leon — Rot). Die Elektrophorese wurde in 1 x
Elektrophoresepuffer bei einer Spannung von 80 V im Sammelgel und bis zu 160 V im
Trenngel durchgefiihrt, bis die durch den Farbstoff markierte Lauffront aus dem Gel

herausgelaufen war. AnschlieBend wurde das Gel fiir einen Immunoblot genutzt.

Western Blot
Beim Westernblot (Immunoblot) werden Proteine nach einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese im elektrischen Feld auf eine Nitrozellulose-Membran mit hoher

Proteinaffinitét libertragen. Der Transfer wurde in einer Horizontal-Blot-Kammer mittels

Semi-dry-Technik durchgefiihrt (Kyhse-Andersen, 1984).
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Das Gel wurde im Blotpuffer luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Dann wurden Gel und
Membran - flankiert von je zwei mit Blotpuffer angefeuchteten Filterpapieren gleicher
GroBBe - zwischen die horizontal angeordneten Graphitplatten gelegt, die als Elektroden
dienten. Da die Proteine im elektrischen Feld in Richtung Anode wandern, wurde die
Membran auf die Anodenseite und das Gel auf die Kathodenseite der Blotapparatur
platziert. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/cm® Gel iiber 90 min. Transferierte Proteine
wurden zundchst zur Kontrolle des Transfers mit Ponceau fiir 1-2 min gefarbt. Nach
Entfarben mit H,O wurde das Proteinmuster sichtbar, und bei Bedarf konnten so

verschiedene Spuren voneinander getrennt werden.

Western Blot-Analyse

Bei der Western Blot-Analyse konnen Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikoérpern auf
der Nitrozellulosemembran nachgewiesen werden. Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden
iiber das Peroxidase-System durch die Umsetzung eines Chemilumineszenzsubstrates
(Entstehung von Photonen und Schwirzung eines Rontgenfilmes) nachgewiesen.

Zunichst wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran durch
Schwenken in 5 % Magermilchpulver in PBS + 0,05 % Tween blockiert. Danach wurde
die Membran mit Erstantikérper inkubiert (Erstantikorper Tab.5) Es folgten 45 min
Inkubation der Membran mit dem in 5 % Magermilch in PBS + 0,05 % Tween verdiinnten
Zweitantikorper. Dieser ist gegen den Fc-Teil des Erstantikdrpers gerichtet und mit
Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Nach erneuten 3 x 5 min
Waschschritten mit PBS + 0,05 % Tween konnte die Detektion mit Hilfe der ECL-
Losungen (enhanced chemiluminescence) erfolgen. Die Nitrozellulosemembran wurde
hierzu 1 min in einer 1 zu 1 Mischung aus den ECL-Ldsungen I und II geschwenkt, in der
Dunkelkammer in eine Rontgenfilmkassette gelegt und mit Klarsichtfolie abgedeckt. Die
Ecken der Nitrozellulosemembran wurden mit einem Edding markiert und schlieBlich bei
Rotlicht ein Rontgenfilm darauf positioniert. Die Exposition erfolgte bei geschlossener
Rontgenfilmkassette in der Regel fiir 1 min, bei Bedarf auch ldnger (10 min) oder kiirzer
(bis 15 sec). Hierbei katalysierte die Peroxidase die Oxidation des in der ECL I-Losung
enthaltenen Luminol und 16ste die Chemilumineszenz aus. Der Rontgenfilm wurde
anschlieend 1 min in Entwicklerlosung gebadet, mit Wasser gewaschen, dann in Fixierer
gelegt und erneut in Wasser gespiilt. Der GroBenmarker der Nitrozellulosemembran wurde

auf den getrockneten Rontgenfilm iibertragen.
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3.2.2.3. Triton-vermittelte Proteinextraktion

Der Triton-Extraktionsassay ist eine Methode zur Analyse von Proteinen, die frei
zytosolisch oder gebunden an das Zytoskelett vorliegen. Durch die Herstellung der
Zelllysate mit einem Triton-Puffer und folgender Abzentrifugation entsteht im Pellet eine
Fraktion mit zytoskelettal gebundenen Proteinen und im entstandenen Uberstand eine
Fraktion aus nicht-zytoskelettal gebundenen Proteinen (Wright et al., 2002). Das so
gewonnene Lysat wurde in einer Kiihlzentrifuge bei 4°C 14000 U/min abzentrifugiert. Der
Uberstand, der die tritonldslichen Bestandteile wurde abgenommen, mit DTE-haltigem
dreifach konzentriertem Probenpuffer versetzt und bis zur Proteinbestimmung bei -20°C
tiefgefroren. Das bei der Zentrifugation entstandene Pellet wurde mit 100 pl dreifach
konzentriertem Probenpuffer mit DTE versetzt und fiir 10 min auf 95°C erhitzt. Mit je 5 pl
Probe wurden von beiden Fraktionen die Proteingehalte mittels Amidoschwarz bestimmit.
AnschlieBend wurde eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt. Auch hier wurden
angeglichene Proteinmengen beider Fraktionen auf ein Gel aufgetragen und mittels SDS-
PAGE und Western Blot-Analyse VE-Cadherin (10 % Gel) und Claudin 5 (15 % Gel)
detektiert.

3.2.24. Messung der Aktivitit von Rho-GTPasen mittels Pull Down-Assay

Pull Down-Assays sind eine in vitro-Methode, die genutzt wird, um Interaktionen
zwischen zwei oder mehreren Proteinen zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit
wurden Pull Down-Assays dazu verwendet, um die Aktivierung von Rho-GTPasen
nachzuweisen. Um spezifisch aktivierte GTPase aus einem Zelllysat zu gewinnen benutzt
man Sepharose, die mit einer fiir die GTPasen spezifischen Bindedomine beschichtet ist,
so dass nur die aktive GTPase bindet. Rho A bindet im aktiven Zustand an Rhotekin und
aktives Rac 1 bzw. Cdc42 binden beide an die PAK.

Herstellung der beschichteten Sepharose

Zur Herstellung der fiir die Sepharose benétigten Proteine wurden in Ubernacht-Kulturen
Bakterien angeziichtet, welche die Rhotekin- bzw. PAK-Bindedoméne produzierten. Dazu
wurde 100 pl der Glyzerinkultur in 300 ml LB-Medium gegeben und mit 2 pl/ml
Ampicillin versetzt. Die Kultur inkubierte unter Rotation iliber Nacht bei 37°C. Am

nichsten Tag wurde mit LB-Medium ad 1000 ml aufgefiillt und weiter inkubiert, bis eine

-54 -



Material und Methoden

optische Dichte von 1,164 (gemessen bei 600 nm) erreicht war. IPTG, ein kiinstlicher
Induktor des Lac-Operons, wurde 0,5 mM zugegeben und fiir 3 h weiter bei 37°C auf dem
Schiittler inkubiert, damit eine gesteigerte Translation des entsprechenden Proteins
stattfinden konnte. Die entstandene Bakteriensuspension wurde anschlie3end bei 4°C und
5000G fiir 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 40 ml PBS geldst und 1 mg/ml
Lysozym zugegeben. Die so entstandene Suspension wurde fiir 30 min auf Eis unter
Bewegung inkubiert. Danach wurden 40 ml einer Triton-Lésung (0,2% Triton X-100, 1
mM EDTA in PBS), 40 ul DNAse und 40 ul RNAse zugegeben und bei 4°C fiir 10 min
auf einem Drehrad inkubiert. Die somit entstandene zdhe Masse wurde mittels
Ultraschallbad zerkleinert und abzentrifugiert (30 min, 4°C, 5000G), so das im klaren
gelblichen Uberstand das gewiinschte Protein enthalten war. Dieser Uberstand wurde mit
3,5 ml equilibrierter Sepharose gemischt und fiir 1 h bei RT am Drehrad unter Zugabe von
1 M DTT inkubiert. Wihrend dieser Zeit kam es zur Bindung des gewiinschten Proteins an
die Sepharose. Die mit Protein beladenen Sepharose wurden 3 x mit PBS gewaschen und

bei -80°C gelagert.

Rho A/Rac 1 Pull Down-Assay

Nach Inkubation der Zellen mit bzw. ohne Toxine in einer ca. 70 % konfluenten T75-
Kulturflasche wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit kaltem
TBS (Rho A)/PBS (Rac 1) gewaschen. Wenn alle Medienreste abgespiilt waren, wurde 1
ml kalter Rho A- bzw. Rac 1-Lysepuffer zugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber
abgeschabt. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} iiberfiihrt
und fiir 15 min bei 4°C an einem Drehrad belassen. Nach dem folgenden
Zentrifugationsschritt (5 min bei 14000 U/min) wurde der Uberstand abgenommen
(Zelllysatfraktion) und dessen Proteinkonzentration mittels Bradford bestimmt. Jeweils
gleiche Proteinmengen des jeweiligen Uberstandes wurden zu der mit Rhotekin- bzw.
PAK-Dindedoménen beladenen Sepharose gegeben. Diese inkubierten danach 1 h bei 4°C
unter Rotation. Nach Beenden der Inkubation wurde die Sepharose mit gebundenem
aktiven Rho A/Rac 1 abzentrifugiert, dreimal mit PBS gewaschen und mit 25 pl dreifach
konzentriertem Probenpuffer/DTT versetzt. Es folgte eine SDS-Gelelektrophorese mit

anschlieender Western Blot-Analyse.
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Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen, die sehr empfindlich ist (im Bereich Mikrogramm pro Milliliter). Diese
Proteinmengenbestimmungsmethode wurde 1976 von Marion M. Bradford beschrieben
(Bradford, 1976). Die Grundlage dieser Technik ist eine Bindung der basischen und
hydrophoben Seitenketten der Proteine mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-
Brillant-Blau G-250 in saurer Losung. Diese Bindung verursacht eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm. Es wurde 1 ml Bradford Reagenz mit 10
ul der Zelllysatfraktion versetzt und 10 min bei RT stehen gelassen. Um Farbstabilitdt zu
gewihrleisten, wurde diese Losung innerhalb einer Stunde gegen eine entsprechende

Kontrolle bei 595 nm mittels des SmartSpec™ Plus-Spectophotmometers gemessen.

SDS- PAGE/ Western Blot-Analyse

Gleiche Mengen der Zelllysatfraktion (ca. 20 pl) werden mit 5 pl Probenpuffer versetzt
und als Zelllysatfraktionen (enthielt aktive und inaktive GTPasen) auf das Gel gegeben.
Den Pull Down-Fraktionen wurde nach Erwéirmen (95°C) und abzentrifugieren der
entstandenen jeweiligen Uberstandes abgenommen und auf das Gel als Pull Down-
Fraktionen (nur aktive GTPase) aufgetragen. Anschliefend an die SDS-PAGE (15 % Gel)

wurde eine wie oben beschriebene Western Blot-Analyse durchgefiihrt,

3.2.2.5. Messung der Aktivitit von Rho-GTPasen mittels GLISA

Der GLISA (GTPase-linked immunosorbent assay) ist eine weitere Methode um
Aktivierungsraten von Rho-GTPasen zu untersuchen, die einem ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) dhnelt. Es standen bis vor wenigen Wochen nur Rho A- und Rac 1-
GLISA zur Verfiigung (Cytoskeleton). Folgende GLISA Ansédtze wurden nach exakter
Anweisung des Herstellers genutzt:

-Rho GLISA Activation Assays Biochem Kit™ (Cytoskeleton Inc., Denver CO, USA)
-Rac GLISA Activation Assays Biochem Kit™ (Cytoskeleton Inc., Denver CO, USA).

Um spezifisch aktivierte GTPase aus einem Zelllysat zu gewinnen, nutzt man mit einer fiir
die GTPasen spezifischen Bindedoméne beschichtete Vertiefungen einer 96-Loch-Platte,
so dass nur aktive GTPase bindet. Rho A bindet im aktiven Zustand an Rhotekin und
aktives Rac 1 bzw. Cdc42 binden beide an PAK.

-56 -



Material und Methoden

Endothelzellen wurden bei einem Konfluenzstadium von ca. 70 % in einer 35 mm
Petrischale verwendet. Nach Inkubation der Zellen in An- oder Abwesenheit von Toxinen
oder Mediatoren wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Danach wurde eiskalter
Lysepuffer zugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber lysiert. Durch Zentrifugation
fiir 2 min bei 15000g und 4°C wurde die Lysatfraktion im Uberstand gewonnen. 10 ul
dieses Uberstandes wurden aufbewahrt, um die Proteinkonzentration zu messen. Der Rest
wurde sofort bei -70°C weggefroren. Nach erfolgter Bestimmung der Proteinkonzentration
wurden die Zelllysate mit Lysepuffer auf gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt. 50 pl
dieser Losungen wurden in die entsprechende Vertiefung des entsprechenden GLISAs
gegeben. In einem parallelen Ansatz wurde nicht hydrolysierbares Rac 1 oder Rho A als
Positiv- oder Negativkontrolle verwendet. Die Lochplatte wurde bei 400 rpm bei 4°C fiir
30 min auf einem Schiittler belassen. Wihrend dieser Inkubationszeit bindet aktives Rho A
oder Rac 1 an die jeweils in den Vertiefungen befindliche Bindedomine. Danach wurde
zweimal mit Waschpuffer bei RT gewaschen. 200 pl Antigen-Présentationspuffer wurden
anschlieend in jede Vertiefung gegeben und dort fiir 2 min bei RT belassen. Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 50 pl des Rho A- oder Rac 1-
Erstantikorpers (1:200 verdiinnt in Antikorper-Verdiinnungspuffer) in jede Vertiefung
gegeben und dies fiir 45 min bei RT auf einem Mikroplatten-Orbitalschiittler bei 400 rpm
belassen. Danach wurde erneut dreimal gewaschen und 50 pl des HRP-gebundenen
Zweitantikorpers (1:100 verdiinnt) zugegeben. Dieser inkubierte erneute 45 min bei 400
rpm und RT. AnschlieBend wurde wiederholt dreimal mit Waschpuffer gewaschen und 50
ul der HRP-Detektionslosung fiir 15 min bei 37°C zugegeben. Die folgende Zugabe von
50 ul HRP-Stopplosung beendete das Entstehen der Chemolumineszenz. Die Wells
mussten sofort bei 490 nm mittels eines Mikroplattenspektrometers (Sunrise, Tecan GmbH,
Crailsheim Germany) vermessen werden. Die Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel

ausgewertet.

3.2.2.6. Messung der cAMP-Konzentration

Die Bestimmung intrazellulirer cAMP-Spiegel erfolgte mit einem kommerziell
erhiltlichen cAMP-ELISA (Biomol, Germany), der exakt nach Anweisungen des
Herstellers angewendet wurde. HDMEC-Zellen wurden in 35 mm Petrischalen ausgesit

und bei Konfluenz mit Mediatoren oder Toxin inkubiert. Nach Inkubation wurde das
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Medium abgesaugt und mit PBS kurz gewaschen. Die Zellen wurden durch Zugabe von
200 pl 0,1M HCl fiir 10 min lysiert. Durch Zugabe der HCl wurde nicht nur Lyse
induziert, sondern auch die Aktivitit endogener Phosphodiesterasen gehemmt. Die
gewonnenen Zelllysate wurden anschlieBend bei 14000 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert.
100 pl des entstandenen Uberstandes wurden in die Vertiefungen des cAMP-Assays
gegeben, welche mit goat anti-rabbit IgG beschichtet waren. Danach wurden 50 pl einer
Losung eines Alkalischen Phosphatase—cAMP-Konjugates und 50 pl einer anti-cAMP-
Antikorperlosung zugegeben. Dies wurde dann fiir 2h bei RT auf einem Orbitalschiittler
(500 rpm) inkubiert. Danach wurde dreimal mit je 200 pl Waschldsung gewaschen und
200 ul des p-NPP Substrates (Losung von p-Nitrophenolphosphat) zugegeben und fiir
weitere 60 min inkubiert. Darauf wurde die Reaktion mit je 50 ul Stopp-Losung beendet
und sofort mittels eines Mikroplattenspektrometers (Sunrise, Tecan GmbH, Crailsheim)
bei 405 nm gemessen. Die gemessene optische Dichte wurde mittels einer Standardkurve
in cAMP-Konzentrationen umgerechnet. Die Konzentration der jeweiligen Kontrolle in
pmol/l wurde gleich 100 gesetzt und in Relation mit den Konzentrationen der anderen

Versuche gesetzt. Die Daten wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet.

3.2.2.7. Messung der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration mit FURA-2

Fiir die Bestimmung der intrazelluliren Ca**-Konzentration in lebenden Zellen eignen sich
bevorzugt fluoreszierende Farbstoffe wie FURA-2, die sich intrazelluldr anreichern.
FURA-2 (FURA-2-acetoxy-methylester) ist ein Anfang der 80er Jahre aus BAPTA (1,2-
bis-Aminophenoxytetraessigsiure) entwickelter Ca*"-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff mit
hoher Spezifitdt und Fluoreszenzintensitit (Grynkiewicz et al., 1985). FURA-2 dringt
durch seine Lipophilie leicht durch Zellmembranen. Im Zellinneren wird der Ester
abgespalten und FURA-2 somit Ca’’-sensitiv. Die Ca®’-gebundene Form gibt eine
maximale Fluoreszenz bei einer Anregung von 340 nm ab. Ist weniger Ca’" an das
Molekiil gebunden, sinkt die Fluoreszenzintensitit ab, so dass man Verschiebungen der
Ca”*-Spiegel als direktes MaB der Verinderung der Fluoreszenzintensitit messen kann.
Die fiir einen derartigen Versuch bendtigten HDMEC wurden auf 24 mm-Deckgldschen
ausgesit und bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert. Vor Beginn der Messung wurden
die Zellen mit FURA-2 behandelt indem sie mit FRET-Puffer griindlich gewaschen, mit 2
uM FURA-2-Losung in FRET-Puffer {iberschichtet wurden und 40 min bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen erneut griindlich mit FRET
Puffer gewaschen und anschlieend bei RT 40 min im Dunkeln inkubiert. Vor Beginn der
Messung wurden die Zellen mit FCS-freiem Medium versorgt. Die Markierung mit FURA-
2 war fiir circa 1,5 h stabil. Zur Messung wurden die Zellen in eine Halterung eingespannt
und mit 500 pl FRET-Puffer {iberschichtet. Nach einer Kontrollphase von 1 min erfolgte
durch Zugabe von 500 pl toxin- oder mediatorhaltigem-FRET-Puffer eine Ca*"-Antwort in
HDMEC. Mittels Microsoft Excel und Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

wurden die dabei erlangten Daten ausgewertet und in Diagrammen zusammengefasst.

3.2.2.8. Permeabilititsmessung mit Filtersystem

Auf Transwell-Filtern kultivierte Endothelzellen ermoglichen die Messung der
Permeabilitét als Fluss einer fluoreszierenden Losung (FITC-Dextran 4 kDa) von einem
oberen in ein unteres Kompartiment.

Die Endothelzellen wurden entsprechend ihrer Anforderungen auf semipermeablen Filtern
(0,4 pum PorengroBe; Falcon, Heidelberg) ausgesit, die sich in einer 6-Loch-Platte
befanden. Hatten die Zellen ein konfluentes Stadium erreicht, wurden sie mit Toxinen oder
Mediatoren inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das Medium entfernt
und mehrmals vorsichtig mit PBS gewaschen, damit alle Medienreste entfernt wurden, da
evtl. verbleibendes Phenolrot aus dem Medium die Fluoreszenzmessung falsch positiv
beeinflussen konnte. In das untere Kompartiment wurden danach 1,5 ml Medium ohne
Phenolrot gegeben. In das obere Kompartiment wurden 1,35 ml Medium ohne Phenolrot
und Toxin bzw. Mediator gefiillt. 150 pl einer 10 mg/ml FITC-Dextran (4 kDa)-Losung
wurden zusétzlich in das obere Kompartiment gegeben. Es erfolgte sofort danach die erste
Probenabnahme von 50 pl aus dem oberen Kompartiment. Die entnommenen Proben
wurden in eine 96-Loch-Platte tiberfiihrt. Der Nullwert, also die erste Probennahme, wurde
mit 50 pl Medium verdiinnt. Die 6-Loch-Platte mit den Filtereinsdtzen wurde bei 37°C auf
einem horizontalen Schiittler weiter inkubiert. Danach erfolgte in 30 min-Abstdnden eine
Abnahme von 100 pl Probe aus den unteren Kompartimenten in die 96-Loch-Platte. Nach
2 Stunden Probenabnahme wurde die Fluoreszenz der 100 ul Aliquots der 96-Loch-Platte
mit dem Victor’-Spectrophotometers bei einer Exzitation von 485 nm und der Emission

von 535 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel.
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3.2.2.9. Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes (TER)

Eine weitere Moglichkeit, Verdnderungen der endothelialen Barriere zu bestimmen, ist die
Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes (transendothelial electrical
resistance; TER) (Garcia et al., 2001; Hartmann et al., 2007; Tiruppathi et al., 1992).
Hierfiir wurde ECIS 1600R (Applied BioPhysics Inc., USA) genutzt. 40 Elektroden
messen parallel innerhalb einer Vertiefung einer ECIS 8-Loch-Platte. Die Fldche eines
Wells betrigt 0,15 cm®. Die einzelnen Elektroden sind mittels der Elektrolyte des auf den
Zellen befindlichen Mediums miteinander verbunden. ECIS misst den mit einem
angelegten Strom (1 pA) assoziierten Spannungsabfall durch das System und bestimmt den
elektrischen Widerstand der Zell-liberschichteten Elektrode. Voruntersuchungen in
unserem Labor ergaben, dass eine Frequenz von 4000 Hz die sensitivsten Ergebnisse
beziiglich Verdnderungen der TER fiir Endothelzellen ergab. HDEMCs wurden auf die
Elektroden ausgesit und bei Erreichen der Konfluenz nach ca. 10 Tagen fiir Experimente
genutzt. Nach einem Mediumwechsel wurden 200 pl Medium in die Vertiefung der
Lochplatte gegeben und diese in die Messkammer eingespannt. Nach kurzer
Aquilibrierung von 5-10 min wurden fiir weitere 5-10 min die Basalwerte der TER
ermittelt. Danach wurden weitere 200 ul Medium, das wahlweise Toxin oder Mediatoren
enthielt, zugegeben. Kontrollen erhielten nur 200 ul Medium. Sofort nach Zugabe wurde
die Messung fortgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet.

3.2.2.10. Laserpinzette

Seit den 80er Jahren wird in der physikalischen Grundlagenforschung der Impuls von
Photonen (Lichtdruck) zur mechanischen Beeinflussung von kleinen Partikeln eingesetzt
(Ashkin et al., 1987). In den Biowissenschaften wird diese Technik bei der Laserpinzette
verwendet (Ashkin et al., 1987; Sheetz, 1998). Bei dieser Technik wird ein
Infrarotlaserstrahl (A = 1064 nm) in ein Mikroskopobjektiv gelenkt und von diesem in die
Objektebene fokussiert. Mit diesem Laserstrahl ist es moglich, kleine Partikel einzufangen
und zu bewegen. Aufgrund ihres -elektrischen Dipols wandern diese in einem
Lichtintensitdtsgradienten immer in Richtung der hochsten Lichtintensitédt, daher bleiben
sie bei Bewegung des Lasers (oder der Unterlage) immer im Fokus, solange sie nicht fest
gebunden sind. Mit Hilfe einer Videokamera konnen die Aktionen auf einem Bildschirm

ibertragen und beobachtet werden.
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Mit der Laserpinzette wurde die Haftung von mit VE-Cadherin beschichteten Mikroperlen
auf MyEnd- und MesEnd-Zellen untersucht, nachdem diese mit Toxinen oder Mediatoren
behandelt wurden, um herauszufinden, ob Verdnderungen der Barrierefunktion durch

gesteigert oder geminderte VE-Cadherinhaftung erklérbar sind.

aserstrah

Abb. 6: Prinzip der Laserpinzette.
Eine mit VE-Cadherin-Fc beschichtete
Mikroperle im Fokus des Laserstrahls

4 auf einer Endothelzelle. LieB sich die
Mikroperle durch Verschiebung des

. Laserstahls bewegen, galt sie als nicht

, \ gebunden. (modifiziert nach

Drenckhahn/Christof)

VE-Cadherin

Endothelzelle

Beschichtung der Protein- A- Mikroperlen

10 pl der mit Protein A beschichteten Polystyren-Mikroperlen-Suspension (2 x 10°
Mikroperlen/ml, Durchmesser 2,8 pum) wurden zundchst dreimal mit 100 pul 0,1 M
Natriumphosphatlosung (pH 8,1) in einem Eppendorfgefil gewaschen. In einem
Magnethalter fiir das Eppendorfgefdl sammelten sich die magnetischen Mikroperlen an
der Gefilwand, so dass die Fliissigkeit zwischen den Waschschritten abgezogen werden
konnte. Zum Binden des Proteins an die Perlen wurden diese anschlieBend in 100 ul 0,5 M
Natriumphosphatlosung (pH 8,1) mit 10 ug VE-Cadherin-Fc-Fusionsprotein {iber Nacht
bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Mikroperlen dreimal
mit 0,1 M Natriumphosphatlosung (pH 8,1) gewaschen und anschlieBend durch
dreimaliges Wechseln in 0,1 M Boratpuffer (pH 9) umgepuffert und 45 min in 0,1 M
Boratpuffer (pH 8,5) mit 0,54 mg DMP bei RT auf einem Drehrad inkubiert. DMP diente
zur Quervernetzung von Protein A mit den Proteinen. Die Mikroperlen wurden zweimal
mit 100 pl 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) gewaschen und anschlieend noch 2 h bei RT am
Drehrad inkubiert, um restliche Bindungsstellen abzusittigen. Danach wurden die
Mikroperlen dreimal fiir 5 min mit HBSS gewaschen, in 100 ul HBSS aufgenommen und
bei 4°C auf dem Drehrad bis zum Gebrauch aufbewahrt. Es wurden keine beschichteten
Perlen benutzt, die dlter als eine Woche waren. Die Mikroperlen-Konzentration betrug

etwa 1,6 x 10® Mikroperlen/ml.
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Messung mit der Laserpinzette

Sterile runde Deckglédser (Durchmesser 24 mm) mit einem konfluenten Endothelzellrasen
wurden auf einen Metallobjekttrager mit passgenauer Frisung gelegt, der das Betrachten
des Deckglases in Olimmersion von unten erlaubte, mit Silikon-Paste abgedichtet und mit
200 ul DMEM bedeckt. Zu den Zellen wurden 10 pl mit VE-Cadherin beschichtete
Mikroperlen-Suspension gegeben und 30 min gewartet, um das Absinken und die
Anhaftung der Mikroperlen auf den Zellen zu ermoglichen. Einzelne Mikroperlen wurden
durch Verschieben des Objekttragers in den Fokus des Laserstrahls gebracht. Lose
Mikroperlen sprangen in den Laserfokus, feste blieben an ihrem Platz. Die
Bindungseigenschaften wurden durch den prozentualen Anteil der Mikroperlen, die sich
bei einer bestimmten Laserleistung (42 mW) nicht von der Zelloberfliche bewegen lieen,
quantifiziert. Zusdtzlich wurden mit Mikroperlen inkubierte Zellen unterschiedlichen

Bedingungen ausgesetzt.

3.2.3. Molekularbiologische Methoden

Alle verwendeten thermostabilen Losungen wurden vor Gebrauch durch Autoklavieren
sterilisiert (121°C, 2 bar, 4 h). Thermolabile Losungen wurden durch Sterilfiltration
entkeimt (Sterilfilter Porengréfe 0,2 um). Zur Positivselektion plasmidhaltiger Bakterien
wurde den Kulturen Kanamycin (dem Plasmid entsprechend) beigefiigt. In dieser Arbeit

wurde nur mit konstitutiv aktivem Rac 1 in Form plasmidischer DNA gearbeitet.

3.2.3.1. Transformation von Bakterien mit Plasmiden

Fir Transformationen wurden MAX Effiency DH50™ Competent Cells (Invitrogen,
Carlsbad) verwendet. Diese chemisch kompetenten Zellen wurden bei -80°C gelagert und
kurz vor Benutzung auf Eis aufgetaut. Zur Transformation wurden 50 pl Bakterien und
'/sdes Ligationsansatzes gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
der Transformationsansatz 30 sek. zum Hitzeschock auf 42°C erhitzt und danach sofort
wieder 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 950 pul SOC-Medium wurden die
transformierten Bakterien auf einem Drehrad bei 37°C fiir eine Stunde bewegt. 200 pl

dieser Suspension wurden auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikazusatz
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ausplattiert. Die restlichen 800 pl wurden bei 2000 x g 5 min zentrifugiert, das
Bakteriensediment in etwa 100 pl Medium resuspendiert und auf einer zweiten Platte
ausplattiert. Von iiber Nacht bei 37°C gewachsenen Klonen wurden am folgenden Tag 5

ml Fliissigkulturen angesetzt.

3.2.3.2. Anzucht von Bakterien in Fliissigkulturen

Fliissigkulturen wurden zum Gewinnen von Plasmid-DNA verwendet. 5 ml LB-Medium
mit Antibiotikazusatz wurden in sterile Reagenzglidser gefiillt und mit einzelnen Klonen,
die entweder von einer Plattenkultur oder aus einer Glyzerinkultur stammten, angeimpft.

Die Kulturen wuchsen tiber Nacht (16-18 h) auf einem Drehrad bei 37°C.

3.2.3.3. Anzucht von Bakterien auf Agarplatten

Der LB-Agar wurde in der Mikrowelle vorsichtig aufgekocht und anschlieend zum
Abkiihlen ins Wasserbad (50°C) gestellt. Nach dem Abkiihlen auf eine Temperatur < 60°C
wurde das Antibiotikum zugefiigt. Die Agarlésung wurde anschlieBend in Plastik-
Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm gegossen. Nachdem die Platten getrocknet
waren, wurden sie kiihl gelagert (4°C). Plattenkulturen ermdglichten die Isolation von
Einzelkolonien, die zur Animpfung von Fliissigkulturen verwendet wurden. Einzelklone
erhielt man entweder aus einer Glyzerinkultur durch Ausstreichen mit einer Impfose oder
durch Ausstreichen einer Fliissigkultur mit einem Drigalski-Spatel. Nach dem
Ausstreichen wurden die Platten bei 37°C fiir ca. 16 bis 18 h (iiber Nacht) im Brutschrank
inkubiert. Einzelne Kolonien wurden mit einem Zahnstocher bei Bedarf aufgenommen und
in einer Flissigkultur vermehrt. Die Agarplatten wurden mehrere Wochen bei 4°C
aufbewahrt, wobei Austrocknung und Kontamination durch den Verschluss der

Petrischalen mit Parafilm verhindert wurde.

3.2.34. Glycerinkulturen

Zur Lagerung iiber einen ldngeren Zeitraum wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dafiir
wurde 1 ml Flissigkultur mit 250 ul 85 % Glycerin gut vermischt und bei -80°C
tiefgefroren und gelagert.
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3.2.3.5. Isolierung doppelstringiger Plasmid-DNA

Minipraparationen

Die Plasmid-Minipriparation wurde mit Hilfe eines Reaktionssatzes von Promega nach
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt (Wyzard“Plus SV Miniprips DNA Purification
System; Promega, USA). 2 ml einer 5 ml Ubernachtkultur wurden zweimal bei 13000 g 1
min zentrifugiert. Es bildete sich hierbei ein Bakteriensediment am Boden des Rohrchens.
Dieser Schritt wurde wiederholt. Das Bakteriensediment wurde mit 250 pl
Resuspendierungslosung, die RNAse A enthielt, resuspendiert. AnschlieBend wurden 250
ul Zelllyselosung zugegeben, um die Zellen alkalisch zu lysieren. Das Reaktionsgefal3
musste mehrere Male vorsichtig invertiert werden. Dazu wurden 10 pl Alkalische
Protease-Losung zugegeben, vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach
erfolgter Zelllyse wurden 350 pl Neutralisationslosung zugegeben, 4-mal invertiert und bei
13000 g 10 min zentrifugiert.

900 pl des entstandenen Uberstands, der nach Lyse 16sliche Zellbestandteile und die
gewiinschte Plasmid DNA enthielt, wurden auf die Sdulen gegeben und 1 min bei RT bei
13000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Die Sdulen wurden danach
zundchst mit 750 pl Waschlésung und in einem zweiten Schritt mit 250 ul Waschldsung
gewaschen. Nach erfolgtem Waschen wurde noch einmal 1 min bei 13000 g zentrifugiert,
bis die Sdule trocken war. Im folgenden Schritt wurde die an die Sdule gebundene DNA
mit sterilem Wasser in ein 1,5 ml Eppendorfgefal durch Zentrifugation fiir 2 min bei
13000 g eluiert. Die DNA wurde bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Die gewonnene
DNA konnte fiir Transfektionen mit Effektene genutzt werden. Eine Transfektion mit

Lipofectamin musste mit endotoxinfrei gewonnener DNA durchgefiihrt werden.

Maxipraparationen

Die endotoxinfreie DNA-Gewinnung erfolgt mit einer kommerziell erhéltlichen
Maxipriparation (NucleoBond“PC 500 EF, Macherey und Nagel) nach Angaben des
Herstellers. Die transformierten Bakterien wurden der Glyzerinkultur entnommen und
zundchst in einer Startkultur (5 ml LB Medium + 7 pl/ml Kanamycin + 10 pl
Glyzerinkultur) eine Nacht im Reagenzglas bei 37°C unter Bewegung angeimpft. Am Tag
danach wurde diese Startkultur in 300 ml LB Medium mit 7 pl/ml Kanamycin in einem
Schikanekolben gegeben und erneut iiber Nacht bei 37°C unter Bewegung kultiviert. Die

so gewonnene Bakteriensuspension musste an Tag 3 bei 6000 g, 4°C fir 15 min
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zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde verworfen. Das erhaltene Pellet wurde nun
einer Zelllyse unterzogen, indem mit 12 ml S1-EF Puffer (enthielt 100 pug/ml RNAse)
resuspendiert wurde, 12 ml S2-EF Puffer zugegeben und dies ca. achtmal invertiert wurde.
Um die Zelllyse abzuschlieBen, wurden 12 ml vorgekiihlter S3-EF Puffer zugegeben, die
Mischung durch Invertieren vermengt und 5 min auf Eis stehen gelassen. Wihrenddessen
konnte die Sdule Nucleo-Bond-AX500 mit 5 ml Puffer S2-EF equilibriert werden. Das auf
Eis stehende Lysat wurde im néchsten Schritt iiber einen Filter geklart. Der Durchfluss
wurde dann auf die zuvor equilibrierte Sdule gegeben. In diesem Schritt kam es zur
Bindung des im Durchfluss enthaltenen Plasmid an die Sdule. Nach erfolgter Bindung des
Plasmids wurde die Séule zunédchst mit 2 x 24 ml N3-EF und danach mit 2 x 12 ml N4-EF
Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch N5-EF Puffer. Das Eluat wurde mittels 11 ml
Isopropanol bei RT préazipitiert. Und durch 30 min Zentrifugation bei 12°C fiel das
Plasmid als Pellet aus. Nach Abnahme des Isopropanols wurde mit 5 ml 70 % Ethanol das
gewonnene Plasmid gewaschen und bei RT fiir 30 min getrocknet. Im letzten Schritt wurde
das so gewonnene Plasmid in 200 pl endotoxinfreiem Wasser gelost. Aus dieser Losung

wurde der Gehalt bestimmt und ein Kontrollgel angefertigt.

Bestimmung der Nucleinsaurekonzentration

Um Transfektionen mit der gewonnen DNA reproduzierbar zu machen, musste der Gehalt
an DNA photometrisch bestimmt werden. Dazu werden 10 pl der wissrigen DNA-LOsung
in 490 ul Ampuwa gegeben und bei 260 nm in einer Quarzkiivette gegen einen Lehrwert
aus 500 pul Ampuwa vermessen. Die erhaltene optische Dichte muss mit dem Faktor 2500
multipliziert werden, um die Konzentration in ng/ml zu erhalten. Der Faktor 2500 ergibt
sich aus der eingesetzten Verdiinnung von 1:50 in der Kiivette und aus der Tatsache, dass 1

OD bei 260 nm einer Konzentration von 50 ng/ml entspricht.

Kontrollverdau

Ein Kontrollverdau ermoglicht eine GrdéBencharakterisierung entstehender DNA-
Bruchstiicke in  anschlieBender = DNA-Gelelektrophorese  durch  Einsatz ~ von
Restriktionsendonukleasen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Plasmid, welches die
Sequenz fiir konstitutiv aktives Rac 1 enthielt, genutzt. Es wurde freundlicherweise von
Prof. Dr. Kozo Kaibuchi (Nagoya, Japan) zur Verfiigung gestellt. Nach erfolgter Mini-

oder Maxipriparation wurde ein Kontollverdau durchgefiihrt. Dazu wurden 2 pl des
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gewonnenen Plasmids mit je 1 pul der fiir dieses Plasmid spezifischen
Restriktionsendonukleasen BamH1 und Xbal versetzt, 2 pl 10 fach Tango-Puffer
hinzugegeben und mit Ampuwa auf 20 pl aufgefiillt. Diese Losung wurde vorsichtig
gemischt und fiir 3 h im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Wihrend dieser Inkubationszeit
schneiden die eingesetzten Restriktionsendonukleasen die DNA in spezifische Bruchstiicke.
Durch eine anschlieBende DNA-Gelelektrophorese erfolgte eine Auftrennung dieser

Bruchstiicke entsprechend ihrer Grof3e.

DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
(Johnson and Grossman, 1977). Aufgrund der negativen Ladung der Phosphatreste bei
alkalischem pH-Wert wandern Nukleinsduren in einem elektrischen Feld zur Anode.
DNA-Molekiile unterschiedlicher Grofe wandern unterschiedlich schnell durch die
Agarose. In der vorliegenden Arbeit wurde 0,8 % Agarose verwendet. Durch Auftrennen
der DNA im elektrischen Feld entsprechend ihrer GroBe kann die gewonnene DNA gepriift
werden. Die Agarose wurde durch Aufkochen in 1 x TBE-Puffer geldst, auf etwa 50°C
abgekiihlt und in einen Gelschlitten mit Probenkamm gegossen. Nach Erstarren der
Agarose wurde der Gelschlitten in die mit 1 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
gelegt und die DNA-Proben (1:6 mit DNA-Probenpuffer versetzt) in die durch den
Probenkamm geformten Taschen pipettiert. Durch das im Probenpuffer enthaltene
Glycerin kommt es zum Absinken der Proben in die Geltaschen. AuBerdem ermoglicht der
Probenpuffer durch die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol ein Abschitzen der
Wanderungsstrecke der DNA-Molekiile wahrend der Elektrophorese. Gleichzeitig mit den
DNA-Proben wurde ein DNA-Grof8enmarker aufgetragen. Die Gelelektrophorese lief bei
einer angelegten Spannung von 80—130 V fiir 30—60 min. Um die GroBe in Agarosegelen
bei DNA Bestimmungen festzustellen, wurde der Lambda DNA/Eco911 (Bs¢Ell) Marker
verwendet (Fermentas, St. Leon — Rot).

Durch Ethidiumbromid, dessen Molekiile zwischen den Basenpaaren der DNA
interkalieren, wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar gemacht. Es absorbiert
UV-Licht (302 nm — 366 nm) und emittiert Licht im sichtbaren Bereich (590 nm, rot-
orange). Die Intensitdt des emittierten Lichtes ist proportional zur Menge der in der DNA
interkalierten Molekiile. Daher kann man DNA sowohl im Gel sichtbar machen als auch

deren Konzentration durch Vergleich mit Banden bekannter Konzentration abschétzen.
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Nach der Elektrophorese wurde das Agarosegel fiir etwa 10 min in einer 0,1 %
Ethidiumbromidlosung gefarbt, anschlieBend auf einem UV-Tisch betrachtet und mit einer

Digitalkamera fotografiert.

3.2.3.6. Transfektionsmethoden

Transfektion mit Effektene

Die Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte u.a. mit Effektene nach den Angaben des
Herstellers (Effektene®Transfection Reagent, Quigen, Hilden). Bei dieser Form der
Liposomentransfektion wird die DNA mit Hilfe von Mizellen durch Verschmelzen mit den
Zytoplasmamembranen in die Zellen befordert.

Die Zellen wurden auf Deckgléschen in einer 12-Loch-Platte ausgesét und bei einer Dichte
von 70-80 % transfiziert. Pro Vertiefung wurden 600 pg DNA (einer Plasmid-DNA-
Minipréparation) eingesetzt. Diese wurden mit 25 pul EC-Puffer versetzt und 3 pl Enhancer
dazu pipettiert. Der Ansatz wurde mit gevortext, zentrifugiert und 5 min bei RT inkubiert.
Dann wurden 4 ul Effektene zugegeben, erneut gevortext, zentrifugiert und 10 min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde bei den Zellen das Medium entfernt und 500 pl
frisches Medium zugegeben. Schlielich wurden 100 ul des Mediums mit 10 % FCS zu
dem Transfektionsansatz pipettiert, mit diesem vermischt und auf die Zellen gegeben. Die
Zellen wurden fiir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert, danach das Medium gewechselt
und fiir 24h im Brutschrank belassen. Am folgenden Tag wurden die Zellen fiir
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen fixiert. Zur Selektion enthielten die Vektoren
ein EGFP-Gen (Enhanced Green Fluorescent Protein), mit ihm transfizierte Zellen

fluoreszieren demnach griin.

Transfektion mit Lipofectamin 2000

Die Transfektion von Endothelzellen kann auch mit einer weiteren Art der liposomalen
Transfektion erfolgen. Lipofectamin schleust mit Hilfe von positiv geladenen kationischen
Lipiden die Plasmid-DNA in die Zellen ein. Hierzu muss die negativ geladene DNA von
den positiv geladenen kationischen Lipiden komplexiert werden. Diese Methode wurde
mit Lipofectamin™ 2000 Reagent (Invitrogen) durchgefiihrt. Es wurde zur Transfektion
das von Invitrogen optimierte Medium Opti-MEM® (Invitrogen) verwendet. Das

Lipofectamin-Reagenz enthdlt zwei positiv geladene Komponenten: DOSPA (2,3-
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dioeyloxy- N- [2 (sperminecarboxamido) ethyl] —N, N- dimethyl-1-propanaminium
trifluoracetat), welches ein polykationisches Lipid darstellt und DOPE (dioleoyl
phosphatidylethanolamine), ein Phospholipid. Beide Reagenzien zusammen umbhiillen die
Plasmid-DNA und ermdglichen iiber ihre hydrophoben Anteile den Durchtritt durch die
Zellmembran. Lipofectamin wurde zusammen mit der Plasmid-DNA (gewonnen aus einer
endotoxinfreien Maxiprdparation) in einem Verhéltnis von 1:2 zu den Zellen gegeben.
Hierzu wurden 50 pl Opti-MEM® mit 800 pg Plasmid- DNA versetzt. 2.4 ul Lipofectamin
2000 Reagenz wurden mit Opti-MEM® ad 50 pl aufgefiillt, vorsichtig gemischt und fiir 5
min bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden Plasmid-DNA-Losung und
Lipofectamin-Losung zusammengegeben. In einer weiteren 20-miniitigen Inkubation bei
RT konnten sich die bendtigten Liposomen bilden. Die so entstandene
Liposomensuspension wurde auf die 24 h zuvor 1:1 auf 12 mm-Deckgldschen ausgeséten
Endothelzellen gegeben. Die Endothelzellen mussten vor der Transfektion 24 h ohne
Antibiotikazudtze gehalten werden, so dass sie bei Aussat am Tag zuvor in ihrem jeweils
bendtigten Medium ohne Antibiotika kultiviert wurden. Vor Beginn der Transfektion war
es wichtig sicherzustellen, dass die Zellen eine ca. 95 % ige Konfluenz erreicht hatten. Vor
Zugabe der Liposomensuspension wurde das Medium der Zellen ebenfalls auf Opti-
MEM® umgestellt. Das Transfektionsreagenz zusammen mit der DNA wurde dann fiir 24 h
auf den Zellen im Brutschrank belassen. Nach erfolgter Transfektion wurde das Medium
der Zellen auf ihr entsprechendes Medium ohne Antibiotika umgestellt und die Zellen fiir
weitere 24 h wachsen gelassen, um danach fiir Immunfluoreszenzmikroskopie prozessiert

zu werden.

Transfektion mit Elektroporation

Fiir besonders schwer zu transfizierende Zellen wie HDMEC nutzten wir eine dritte
Transfektionsmethode. Die Nucleofactor™-Technologie (Basic Nucleofactor®Kit for
Primary Endothelial Cells; Amaxa Biosystems) kombiniert die elektrischen Parameter der
Elektroporation mit den optimierten Pufferlosungen, die den Transport der DNA direkt in
den Zellkern ermdglichen. HDEMCs wurden unmittelbar vor der Transfektion abgeldst.
Fiir eine erfolgreiche Transfektion wurden 5x10° Zellen bendtigt. AnschlieBend wurde die
entsprechende Menge Zellsuspension fiir 10 min bei 900 g zentrifugiert. Nach erfolgter
Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 100 ul Basic

Nucleofactor Solution aufgenommen und 3 pg endotoxinfreie Plamid-DNA zugegeben.
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Die entstandene Zellsuspension konnte nun in die Elektroporationskiivette (Amaxa)
tiberfithrt werden und mittels Nucleofactorll (Amaxa) Programm MO003 elektroporiert
werden. Die so transfizierten Zellen wurden in einer sterilen Einmalpasteurpipette
aufgenommen und je nach Versuchsbedingungen auf Deckgldschen ausgesit und 24 h bei
37°C im Brutschrank kultiviert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die

Deckgliaschen mit PFA fixiert und fiir Inmunfluoreszenzmikroskopie weiter behandelt.

3.2.4. Einzelkapillarperfusion postkapillidrer Venulen in vivo

Die Einzelkapillarperfusion postkapilldrer Venulen bei Ratten in vivo ist eine sehr genaue
Methode, um die Permeabilitdt von mikrovaskuldren Venulen zu messen. Sie wurde von
Prof. Eugen Landis 1932 etabliert (Krogh et al., 1932) und von Prof. Fitz-Roy Curry an
Ratten weiterentwickelt (Michel and Curry, 1999).

Wista Ratten (350-600g) wurden mit 65 mg/kg Pentobarbital narkotisiert. Danach wurde
durch mediane Inzision das Abdomen der Ratte gedffnet und das Mesenterium vorsichtig
auf einem Quarzblock ausgebreitet. Mittels eines Lichtmikroskops konnten die Gefdl3e
innerhalb des Mesenteriums gesucht werden. Nach Auffinden von Gefdflen mit einer
Breite von ungefdhr 30 um und entsprechender Lénge ohne Seitendste wurde es mittels
einer Glaskapillare fixiert. Durch Superperfusion mit Ringer-Losung (37°C) wurde das
Mesenterium feucht gehalten. Eine fein geschliffene Kaniile entsprechender Grof3e wurde
mit einer Ringer-Losung, die 10% bovines Serumalbumin (BSA) enthielt und mit
menschlichen Erythrozyten versetzt war, befiillt. Mit dieser Kaniile wurde das Gefal3
angestochen und nach erfolgreichem Anstechen nur mit den in der Kaniile und dem
Reservoir befindlichen menschlichen Erythrozyten perfundiert. Der Perfusionsdruck betrug
in der Regel 50 cm H,O. Zusétzlich wurde der Perfusions-Losung Toxine oder Mediatoren

zugefiigt.
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Abb. 7: Einzelkapillarperfusion. Die Messung der Gefapermeabilitit in vivo wurde mittels der
Einzelkapillarperfusion durchgefiihrt. Hierbei wurde eine postkapillire Venule des Mesenteriums einer Ratte
mittels einer Mikropipette angestochen und mit menschlichen Erythrozyten perfundiert. Die Geschwindigkeit
der Erythrozyten wéhrend des VerschlieBens der Venule diente zur Berechnung der hydraulischen
Konduktivitit, die ein Mal der Permeabilitét darstellt. (modifiziert nach Waschke, Drenckhahn, Christoph)

Mittels eines Occluders wurde das Gefdl3 in einem Abstand von 10 min (erste 20 min alle 5
min) am untersten moglichen Ende durch Druck verschlossen und die stromenden
Erythrozyten auf Videoband aufgenommen. Es wurden jeweils drei Verschliisse
durchgefiihrt. Anhand der Geschwindigkeit der Erythrozyten innerhalb des geblockten
GefilBabschnittes konnte mittels der modifizierten Starling-Formel die hydraulische

Konduktivitit errechnet werden, welche ein direktes MaB fiir die Permeabilitit des Geféalles

darstellt.

L.= Jv Die hydraulische Konduktivitit berechnet sich aus der Filtration (Volumen/Zeit) pro
p S AP Oberfldcheneinheit pro Einheit hydrostatischer Druckdifferenz.
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4. Ergebnisse

4.1. Regulation der Endothelbarriere durch Rho-GTPasen in

verschiedenen Endothelien

4.1.1. Aktivierung der Rho-GTPasen durch CNF-1 in verschiedenen
Endothelzellen

Um die Aktivititszustinde der Rho-GTPasen nach Applikation bakterieller Toxine zu
messen, wurden Pull Down-Assays und GLISA-Messungen durchgefiihrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass sich die Gesamtmenge an Rho A, Rac 1 und Cdc42 durch die
Behandlung der Zellen mit bakteriellen Toxinen nicht signifikant d&ndert (Abb. 8 A).

CNFy (Cytotoxic necrotizing factor y) aktivierte nach 6 h Inkubation in allen Zelltypen,
d.h. MesEnd, PSEC und HDMEC, ausschliefllich Rho A und nicht Rac 1 oder Cdc42. In
Vorarbeiten wurde gezeigt, dass dies auch in MyEnd der Fall ist (Doktorarbeit Sabrina
Burger). Andererseits kam es bei 3-stlindiger Behandlung der verschiedenen
Endothelzellen mit CNF-1 (Cytotoxic necrotizing factor 1) zu Unterschieden in den
einzelnen Endothelien. In MyEnd-Zellen zeigten frithere Befunde, dass durch CNF-1-
Behandlung Rac 1 und Cdc42 aktiviert werden. Dagegen zeigte sich in MesEnd, PSECs
und HDMECs, dass durch CNF-1-Gabe zusétzlich eine Aktivierung von Rho A auftritt, d.h.
CNF-1-Behandlung fiihrt in diesen Zellarten zu einer simultanen Aktivierung von Rac 1,
Rho A und Cdc42 (Abb. 8 A).

Des Weiteren konnten wir diese Befunde der Aktivierungszustinde der Rho-GTPasen Rho
A und Rac 1 in HDMECs durch GLISA bestitigen. Auch in diesen Experimenten (Abb. 8
B) resultierte CNFy-Behandlung (6 h) in einer spezifischen Aktivierung von Rho A auf
203 + 22% des Kontrollniveaus (n = 5) wihrend CNF-1-Behandlung (3 h) zu einer
simultanen Aktivierung von Rho A (144 £+ 14%; n = 5) und Rac 1 (231 + 59%; n = 5)
fiihrte.

-71 -



Ergebnisse

A MesEnd PSEC
Gesamtmenge Rho A aktives Rho A Gesamtmenge Rho A aktives Rho A
Rios S A - o Rhoa M R 210
CNFy - - + - - + CNFy - - + - - +
CNF-1 - + - - + - CNF-1 = + " - + "
Gesamtmenge Rac 1 aktives Rac 1 Gesamtmenge Rac 1 aktives Rac 1
Rac1 e B 00 Rag{ S -~ 21koa
CNFy - ) + - - + CNFy - - + - - +
CNF-1 = + = = + - CNF-1 = + - = + -
Gesamtmenge Cdcd2 aktives Cded2 Gesamtmenge Cdcd2 aktives Cdcd2
Cdod2 —— 21403 cdosz WS R oo
CNFy - - + = - + CNFy # = + . . +
CNF-1 - + # ™ + - CNF-1 i + % = + o
HDMEC Abb. 8 A: Bestimmung der Aktivitit der Rho-
GTPasen mit Pull Down-Assay: Eine
Gesamtmenge Rho A aktives Rho A Behandlung der Zellen mit den verschiedenen
RhoA [ENEEREEN S 0 Toxinen  verursacht  keine  signifikante
Ly ® =2 % = 5 0% Verdanderung der Gesamtmenge an GTPase. In
CNF1 -t - -t dem hier gezeigten Experiment in HDMECs
Gesamtmenge Rac 1 aktives Rac 1 kam es zu einer Reduzierung von Cdc42 nach
Rac 1 S  [EEEENESS 21kDa CNF-1 Behandlung. CNFy-Gabe fiihrte in allen
CNFy - = - D Zelllinien zu einer spezifischen Aktivierung von
Chi:t 3 i = * = Rho A, ohne die Aktivitdt von Rac 1 oder Cdc42
Gesamimenge Cdc42 aktives Cdod2 zu beeinflussen. CNF-1-Behandlung resultierte
cicsz NGNS 2. in einer simultanen Aktivierung von Rac 1, Rho
CNFy - -+ - -+ A und Cdc42 in allen drei Zellarten. [modifiziert
CNF-1 -+ - - - nach (Baumer et al., 2008a)]
ORac1
= 250 -
E s Abb. 8 B: Bestimmung der
5 200 Aktivitit der Rho-GTPasen mit
o GLISA in HDMEC. Die Zugabe
;\3 150 ol von CNFy zu HDMEC ergab eine
9 Aktivierung von Rho A. Dagegen
é kam es zu simultaner Aktivierung
S 1007 von Rho A und Rac 1 nach CNF-1-
g Gabe. [(*) Signifikanz zur Kontrolle
57 mit p < 0.05]
0 T T 1
Kontrolle CNFy CNF-1
4.1.2. Einfluss der Rho-GTPasen auf Adhirensjunktionen und
Aktinzytoskelett

Da durch Analysen der GTPase-Aktivitit in den einzelnen Zellarten Unterschiede
aufgetreten  waren, wurden im  Anschluss immunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt, um morphologische Unterschiede bei unterschiedlicher

GTPase-Aktivitit zu ermitteln.
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Zunichst wurden die Effekte von Rho-GTPasen auf endotheliale Adhirensjunktionen und
das Aktinzytoskelett der Zelle untersucht. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte zuvor die
Effekte der Rho-GTPasen auf MyEnd-Zellen (Doktorarbeit Sabrina Burger). MyEnd-
Zellen waren den mesenterialen Endothelzellen (MesEnd) sehr dhnlich. So zeigten die
MesEnd-Kontrollen in der Aktinfirbung Stressfasern, die das ganze Zytoplasma
durchzogen, wohingegen PSEC-Zellen nur einzelne Stressfaserbiindel und HDMECs nur
wenige Stressfasern aufweisen (Abb. 9 A-C: a). VE-Cadherin war in allen Zelltypen unter
Kontrollbedingungen als kontinuierliches Band entlang der Zellgrenzen detektierbar (Abb.
9 A-C: b).

Die Behandlung mit CNFy (6 h), d.h. die Aktivierung von Rho A, fiihrte in allen
untersuchten Zellarten zu einer starken Vermehrung von Stressfaserbiindeln (Abb. 9 A-C:
c). Diese ging in MesEnd, HDMECs und PSECs mit einer Fragmentierung der VE-
Cadherin-Farbung (Pfeile in Abb. 9 A-C: c-d) und einer interzelluldren Liickenbildung
einher.

Die simultane Aktivierung aller drei Rho-GTPasen durch Behandlung mit CNF-1 (3 h)
zeigte in MesEnd-Zellen und HDMECs gesteigerter Stressfaserbildung (Abb. 9 A und B:
e), was wahrscheinlich auf die Rho A-Aktivierung zuriickzufiihren war. Allerdings kam es
zu keinen Verdnderungen der VE-Cadherin-Verteilung (Abb. 9 A und B: f). Des Weiteren
konnte beobachtet werden, dass die durch die Rac 1-Aktivierung in MyEnd-Zellen (nicht
gezeigt) aufgetretene Bildung eines verstirkten corticalen Aktinrings in MesEnd-Zellen
deutlich geringer zu finden war (Abb. 9 A: e¢). HDMEC-Zellen wiesen unter gleichen
Bedingungen keine Verstirkung des corticalen Aktinbandes auf. Die einzige von uns
benutzte makrovaskulire Endothelzellart (PSEC) zeigte durch die gleichzeitige
Aktivierung aller drei Rho-GTPasen nach CNF-1-Gabe (3 h) vermehrte Stressfaserbiindel
und einen gesteigerten corticalen Aktinring (Abb. 9 C: e). Im Gegensatz zu den
mikrovaskulidren Endothelzellen konnte hier eine interzelluldrer Liickenbildung beobachtet
werden (Pfeile in Abb. 9 C: f).

In allen drei benutzten Endothelzelltypen fiihrte die Inaktivierung der drei Rho-GTPasen
durch Toxin B-Behandlung (3h) zur Fragmentierung der VE-Cadherin-Féarbung und damit
verbundener Liickenbildung (Pfeile in Abb. 9 A-C: g und h). AuBlerdem resultiert eine
Toxin B-Behandlung in den priméren Zellen (HDMEC und PSEC) in einer Reduktion der
Stressfasern (Abb. 9 B und C: g). Dahingegen kam es in MesEnd-Zellen zu keiner
signifikanten Reduktion der Stressfaserverteilung (Abb. 9 C: g).

-73 -



Ergebnisse

Ahnlich den Effekten von Toxin B fiihrte auch die alleinige Rac 1-Inaktivierung durch
Gabe von LT (3 h) zu einer dramatischen interzelluldren Liickenbildung (Pfeile in Abb. 9
A-C: i-j). Zudem zeigte sich in allen Endothelzellen eine gesteigerte Stressfaserbildung
nach Inaktivierung von Rac 1 durch LT (Abb. 9 A-C: 1).

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Gabe (6 h) zu
einer Liickenbildung fiihrt, was einen Unterschied zu friiheren Befunden in MyEnd-Zellen
darstellt (Tab.9). Ebenso fiihrte die Aktivierung von Rho A parallel zur Aktivierung von
Rac 1 und Cdc42 durch CNF-1-Behandlung nur in PSECs zu einer Liickenbildung.

A: MesEnd B: HDMEC
F-Aktin VE-Cadherin F-Aktin VE-Cadherin
Kontrolle Kontrolle

20um
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C: PSEC Abb. 9: Einfluss der Rho-GTPasen auf
+ ¢ Adhirensjunktionen und Aktinzytoskelett.
F-Aktin VE-Cadherin MesEnd (A), HDMEC (B) und PSEC (C)
wurden mit dem entsprechendem Toxin
inkubiert, fixiert und mit a-VE-Cadherin
Antikorper (polyklonal; 1:100) versetzt. Als
Zweitantikoper  wurde  dag-cy3  (1:600)
verwendet und zusammen mit 1:60 Alexa-
Phalloidin 488 zugegeben.
MesEnd-Zellen weisen im Gegensatz zu
HDMECs und PSECs im Kontrollzustand mehr
Stressfasern auf. In allen Zelllinien ist VE-
Cadherin als kontinuierliches Band entlang der
Zellgrenzen lokalisiert (b). Nach Aktivierung
von Rho A durch CNFy-Behandlung (6 h) kam
es in allen Zelllinien zu einer drastischen
Zunahme der Stressfaserbiindel (c) und zu
interzelluldrer Liickenbildung (Pfeile in ¢ und
d). Die Effekte der simultanen Aktivierung von
Rac 1, Cdc42 und Rho A durch CNF-1-
Behandlung (3 h) waren zelltypabhéngig. In
MesEnd und HDMEC kam es zu einer
gesteigerten Stressfaserbildung (A, B: e), aber
nicht zur Liickenbildung (A, B: e und f),
wohingegen PSECs nach CNF-1-Gabe eine
deutliche Liickenbildung aufwiesen (Pfeile in
C: e und f). Zusitzlich ist in MesEnd und in
PSEC nach CNF-1-Behandlung die Bildung
eines corticalen Aktinrings zu beobachten (A,
C: e). Die inaktivierenden Toxine fiihrten in
allen drei Zelltypen zu gleichen Ergebnissen. So
resultierte sowohl die Inaktivierung von Rac 1
durch LT-Gabe (3 h) als auch die Inaktivierung
aller GTPasen durch Toxin B-Behandlung (3 h)
zu einer dramatischen Liickenbildung (Pfeile in
A-C: g-j) im Endothelverband. Nach LT-Gabe
kam es zur vermehrten Stressfaserbildung (A-C:
i), wohingegen Toxin B iiberwiegend zu einer
Reduktion der Stressfasern fiihrte (A-C: g)
[modifiziert nach (Baumer et al., 2008a)]

2['11]1

4.1.3. Einfluss der Rho-GTPasen auf die Barrierefunktion in vitro und

in vivo

Um die Barrierefunktion von Endothelzellen in vitro zu bestimmen, bedienten wir uns

zunichst zweier verschiedener Methoden. Zum einen wurde die Permeabilitit als Fluss von
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FITC-Dextran (4 kDa) durch einen Zellrasen der entsprechenden Zellen in Transwell-
Filtern gemessen. So konnten wir die Verdnderungen der Barrierefunktion nach
Behandlung mit Toxinen, d.h. nach Aktivierung oder Inaktivierung der Rho-GTPasen,
messen (Abb. 10).

Nach Aktivierung von Rho A durch CNFy-Behandlung (6 h) wurde festgestellt, dass in
MesEnd, HDMEC und PSEC der FITC-Dextran-Fluss gesteigert war (174 £ 29 %, n = §;
153 £ 10 %, n = 10; und 274 + 61 %, n = 10). Nach Aktivierung von Rac 1, Cdc42 und
Rho A durch CNF-1-Gabe (3 h) zeigten die beiden mikrovaskuldren Endotheltypen
MesEnd und HDMEC einen unveridnderten (95 £+ 22 % der Kontrollen, n = 7) oder sogar
verringerten (75 = 7 %, n = 10) FITC-Dextran-Fluss. Dies zeigte, dass in HDMEC-Zellen
die Barrierefunktion trotz simultaner Rho A-Aktivierung gesteigert wurde. PSECs
reagierten mit einem Anstieg des FITC-Dextran-Flusses auf 370 + 119 % des
Kontrollniveaus (n = 10).

Die Inaktivierung aller drei GTPasen durch Toxin B-Behandlung (3 h) fiihrte in allen
untersuchten Endothelien zum Barrierezusammenbruch. Dies zeigte sich durch einen
Anstieg des FITC-Dextran-Flusses auf 280 + 30 % (n = 16) in MesEnd, 143 £ 16 % (n = 8)
in HDMEC und 413 + 123 % (n=12) in PSEC.

600% - * E MesEnd
550% - OHDMEC
500% A PSEC

450%
400% <
350%
300% <
250% -
200% -
150% A

100% < N
0% - N

Kontrolle CNFy CNF-1 Toxin B LT Y27632

FITC-Dextran-Fluss (% der Kontrolle)

Abb. 10: Messung der Permeabilitiit anhand der Bestimmung des transendothelialen Flusses von
FITC-Dextran (4 kDa) in vitro. Die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Gabe (6 h) fiihrte in allen
Zelllinien zu einem gesteigerten Fluss von FITC-Dextran durch den Endothelzellverband (MesEnd: 174 +
29 %; HDMEC: 153 + 10 %; PSEC: 274 + 61 %). Die Aktivierung von Rho A zusétzlich zu Rac 1 und
Cdc42 durch CNF-1-Behandlung (3 h) steigerte in PSECs den Fluss von FITC-Dextran auf 370 + 119 %,
nicht aber in MesEnd-Zellen (95 + 22%) und HDMECs (75 + 7 %). Die Behandlung der Zellen mit Toxin
B (3 h) und LT (3 h) fiihrte in allen Zellen zu einem drastischen Permeabilitdtsanstieg. [(*) Signifikanz mit
p < 0.05] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008a)]
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In HDMECs wurde zusitzlich der TER gemessen (Abb. 11). Die Aktivierung von Rho A
durch CNFy-Gabe in HDMEC fiihrte nach 4 h zu einer Abnahme des TER auf 55+ 1 %
der Kontrollwerte. Die Aktivierung von Rac 1, Cdc42 und Rho A durch CNF-I-
Behandlung fithrte in HDMECs zu einer gesteigerten Barrierefunktion, erkennbar an einem
signifikanten Anstieg des TER auf 115 + 5 % der Kontrolle.

Die Inaktivierung von Rho A, Rac 1 und Cdc42 durch Toxin B sowie von Rac 1 alleine
durch LT fiihrte analog zu den Transwellmessungen zu einem Anstieg der Permeabilitét in
HDEMC:s. Die normalisierten Werte nach 3 h lagen bei 73 £ 4 % (LT) und 20 + 1 %
(Toxin B). Bei Toxin B-Behandlung zeigte sich im Laufe der Messungen iiber weitere 3 h

ein weiteres Absinken des TER auf 41 + 3 % des Ausgangswertes.

A Abb. 11: Messung der
120 4 Barriereintegritit durch
2 Bestimmung des TER in

T 100 vitro.
£ A: Aktivierende Toxine:
E 80 4 —=Kontrolle Die Messung des TER in
E jgﬁl HDMECs ergab, dass die
‘Z 60 Y Aktivierung von Rho A
A durch CNFy-Behandlung zu
.“:‘ 40 einem transienten Abfall
N des Widerstandes fiihrte.
20 Die Aktivierung aller drei
GTPasen durch CNF-1-
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gabe fiihrte zu einem
0 60 120 180 240 300 360 signifikanten Anstieg des

Zeit [min] Widerstandes.

B 7 B: 1 - S
: Inaktivierende Toxine:

Sowohl die Inaktivierung
aller drei GTPasen (Toxin
B) als auch die
Inaktivierung von Rac 1
durch LT fiihrten zu einem
- Kontrolle irreversiblem  Abfall der

~ LT gemessenen Widerstinde.
——Toxin B

% des Basiswiderstandes

0 60 120 180 240 300 360

Zeit [min]

Die Messung der hydraulischen Konduktivitdt erlaubt eine Permeabilitdtsmessung in vivo.
In allen Versuchen mit Toxin B (n=5) und CNFy (n=3) kam es in den perfundierten

Gefillen kam es zu einem Zusammenbruch der Barrierefunktion.
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Abb. 12: Bestimmung der Permeabilitit
durch Messung der hydraulischen
Konduktivitit in vivo. Durch Perfusion
mit Toxin B konnte festgestellt werden,
dass die Inhibition der Rho-GTPasen in
vivo zu einem dramatischen
Zusammenbruch der Barriere fiihrt. A/B
zeigen ein  reprdsentatives  Einzel-
experiment, in dem im Vergleich zur
Kontrolle nach ca. 50-60 min der
Permeabilitdtsanstieg durch Toxin B-Gabe
erkennbar ist. C zeigt eine Mittelwertkurve
aus allen 6 Einzelexperimenten. Die
Aktivierung von Rho A durch Applikation
von CNFy (900 ng/ml) resultierte in einem
Permeabilititsanstieg nach 130 min. D
zeigt  ein  reprdsentatives CNFy-
Einzelexperiment.
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Der Lp lag in den ersten 40 min bei ca. 2 x 10" + 0,5 cm/s*cmH,0. Verglichen mit
Kontrollen zeigte sich ein Anstieg auf 9 x 107 + 4 cm/s*cmH,0O nach 60 min, auf 44 x 10’
+ 18 cm/s*cmH,0 nach 90 min und auf 182 x 107 +80 cm/s*c¢cmH,0 nach 120 min, was
einem totalen Zusammenbruch der Barriere entspricht. Die Kontrollen zeigten zu keinem
Zeitpunkt einen Lp von mehr als 3 cm/s*cmH,O iiberschritten.

Die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Gabe resultierte in den perfundierten Gefdflen in
einem Zusammenbruch der Endothelbarriere beginnend nach 130 min. So lag der
ermittelte Lp (n = 2) bei 8 x 10’ + 3 cm/s*cmH,0 nach 130 min, bei 27 x 10" + 13
cm/s*cmH,0 nach 210 min und bei 44 x 107 + 2 cm/s*cmH,0 nach 240 min.

4.14. Rolle der Rho-Kinase in der Regulation der Endothelbarriere

Da es in den hier untersuchten Endothelzelllinien zu einer signifikanten Koaktivierung von
Rac 1, Cdc42 und Rho A durch CNF-1-Behandlung kam und die Effekte der
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen und der Permeabilitdtsmessungen der
verschiedenen Endothelien unterschiedlich ausfiel, wurden Kombinationsexperimente mit
einem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 durchgefiihrt. Wir testeten, ob durch Zugabe von
Y27632 die Liickenbildung in PSEC-Zellen nach Gabe von CNF-1 verhindert werden kann.
So wurden alle CNF-1- und CNFy-Experimente erneut in Kombination mit Y27632
durchgefiihrt, diesmal u.a. auch in MyEnd-Zellen (Abb. 13).

Inkubation der Zellen mit Y27632 (1 h) alleine reduzierte den FITC-Dextran-Fluss
signifikant unter Kontrollniveau in MyEnd (41 + 9 %, n = 6) und PSECs (51 + 8 %, n =
10), etwas weniger ausgepragt in HDMEC (76 + 5 %, n = 6), aber nicht in MesEnd-Zellen
(86 =13 %, n =7) (Abb. 10).

Eine Kombination aus CNFy-Behandlung (6 h) und Y27632-Vorbehandlung (1 h)
reduzierte den FITC-Dextran-Fluss in MyEnd-Zellen (n = 6), MesEnd-Zellen (n = 6) und
in HDMEC (n = 9) um ~ 50 % und in PSECs (n = 10) um ~ 80 % verglichen zu den
CNFy-Werten. Daraus lieB sich schlussfolgern, dass ein Teil des durch Rho A-Aktivierung
induzierten Permeabilitdtsanstiegs liber den Rho-Kinase-Signalweg vermittelt wurde.

In MyEnd-Zellen (n = 6) und in HDMEC (n = 8), in denen ein durch CNF-1-Gabe (3 h)
reduzierter FITC-Dextran-Fluss ermittelt wurde, konnte diese Barrierestabilisierung durch
die Inhibition der Rho-Kinase durch Y27632-Vorbehandlung (1 h) nicht weiter gesteigert
werden. Im Gegensatz dazu konnte Y27632-Vorbehandlung (1 h) in Kombination mit
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CNF-1-Gabe (3 h) in MesEnd-Zellen (n = 6) und in PSECs (n = 10) den FITC-Dextran-

Fluss um ~ 80 % senken.

_
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Abb. 13: Messung der Permeabilitit durch Bestimmung des transendothelialen Flusses von FITC-
Dextran (4 kDa) in vitro. Y27632-Vorbehandlung (1 h) mit CNFy-Gabe (6 h) fiihrte in allen
Endothelzelltypen zu einer Stabilisierung der Barriere verglichen mit CNFy alleine (MyEnd 59 + 17%,
MesEnd 59 + 11%, HDMEC 60 + 6%, PSEC 19 + 2%). Die Kombination von Y27632-Vorbehandlung (1 h)
und CNF-1-Gabe (3 h) zeigte in MyEnd (74 = 18%) und in HDMEC (100 + 13%) keine weitere
Barrieresteigerung verglichen mit Experimenten, in denen CNF-1 alleine verwendet wurde. Allerdings war in
MesEnd (22 + 3%) und in PSECs (18 + 4%) der FITC-Dextran-Fluss verglichen mit dem jeweiligen CNF-1-
Werten reduziert und die Barriere im Vergleich zu Kontrollen stabilisiert. [(*)Signifikanz mit p < 0.05 gegen
die Kontrolle; (**) Signifikanz gegen CNFy oder CNF-1] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008a)]
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Abb. 14: Messung der Barriereintegritit durch Bestimmung des TER in vitro. Die Vorbehandlung von
HDMECs mit Y27632 (1 h) ergab keine zur Kontrolle signifikanten Anderungen. Aktivierung aller drei
GTPasen durch Zugabe von CNF-1 zu Y27632 vorbehandelten HDMEC resultierte in zur Kontrolle
signifikant erhohten Widerstdnden 45 min nach CNF-1-Zugabe (110 + 2% der Kontrolle). Die Zugabe von
CNFy (Rho A-Aktivierung) zu Y27632 vorinkubierten HDMEC ergab signifikant zur Kontrolle gesteigerte
Widerstandwerte nach 240 min mit 111 + 3% der Kontrolle. [(*) Signifikanz gegen CNF-1+Y27632 zu
Kontrolle, (#) Signifikanz CNFy+Y278632 zur Kontrolle mit p < 0.05]
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Unter gleichen Bedingungen wurden TER-Messungen in HDMECs durchgefiihrt (Abb. 14).
HDMECs reagierten wie vorher gezeigt auf die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Gabe
mit einem Barrierezusammenbruch und auf die simultane Aktivierung aller drei GTPasen
durch CNF-1-Behandlung mit einer leichten Barrieresteigerung. Y27632 war in der Lage,
die barrieredestabilisierenden Effekte der Rho A-Aktivierung durch CNFy komplett zu
verhindern. So stieg der TER auf 127 + 3 % normalisiert auf Kontrollniveau verglichen mit
66 £ 1 % bei alleiniger CNFy-Inkubation. Die Zugabe von Y27632 und CNF-1 (129 £2 %

der Kontrolle) fiihrte zu keiner weiteren Barrierestabilisierung.

F-Aktin VE-Cadherin F-Aktin VE-Cadherin

‘MyEnd CNFy/N27632 MesEnd CNFy/Y27632 /1
IR ’ : /

20pum

PSEC CNFy/Y27632

F-1/¥27632

20um

Abb. 15: Einfluss der Rho-Kinase auf Adhirensjunktionen und das Aktinzytoskelett.
Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von VE-Cadherin (a-VE-Cadherin polyklonal; 1:100; dag-
cy3) sowie des Aktinzytoskeletts mit Alexa-Phalloidin 488. In allen Zelltypen fiihrte die Kombination von
Y27632 (1h Vorbehandlung) mit CNFy (6 h) oder mit CNF-1 (3 h) zu einer Reduktion der Stressfasern.
Ebenso konnte die durch CNFy-Behandlung hervorgerufene Liickenbildung in MesEnd, HDMEC und PSEC
und die durch CNF-1-Inkubation hervorgerufene Liickenbildung in PSEC verhindert werden. [modifiziert
nach (Baumer et al., 2008a)]
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Im Folgenden wurde durch Kombination von Y27632-Vorbehandlung (1 h) nach CNF-1-
(3 h) oder CNFy-Zugabe (6 h) mit Immunfluoreszenzmikrokopie untersucht, welche
morphologischen Verdnderungen der Adhédrenskontakte und des Aktinzytoskeletts nach
Aktivierung der Rho-GTPasen durch die Rho-Kinase vermittelt werden. In allen Zelllinien
fiihrte Y27632 in Kombination mit CNFy oder CNF-1 zu einer Reduktion der Stressfasern
im Vergleich zu Experimenten mit CNFy oder CNF-1 alleine (Abb. 15 vgl. mit Abb. 9).
Des Weiteren konnte die in MesEnd, HDMEC und PSEC durch CNFy vermittelte
Liickenbildung verhindert werden, ebenso die Liickenbildung in PSEC nach CNF-1-
Behandlung.

4.1.5. Einfluss der Rho-GTPasen auf die Regulation der VE-

Cadherin-vermittelten Adhéasion

SchlieBlich untersuchten wir die Effekte der Rho-GTPasen auf die Funktion
Adhirensjunktionen, indem wir Verdnderungen der VE-Cadherin-vermittelten Adhésion
mit der Laserpinzetten-Technik gemessen haben (Abb. 16). Hierbei wurden mit VE-
Cadherin beschichtete Mikroperlen auf die Oberfliche von MyEnd- und MesEnd-Zellen
gegeben. Wie schon frither gezeigt wurde, kommt es durch das Absetzen der VE-Cadherin
beschichteten Perlen auf der Oberfliche von MyEnd-Zellen zur Bildung von artifiziellen
Adhirensjunktionen zwischen Zelle und Perle mit einer Rekrutierung von VE-Cadherin, -
Catenin und F-Aktin an die Zell-Zell-Kontakte (Baumgartner et al., 2003). Die Anzahl der
gebundenen Perlen, die anschlieBend nicht durch einen Laserstrahl verschoben werden
konnten, galt als Mall fiir die VE-Cadherin-Haftung. In fritheren Studien wurde
herausgefunden, dass eingeschrinkte Barrierefunktion in vivo und in vitro mit
eingeschriankter VE-Cadherin-Haftung einhergeht (Waschke et al., 2004a; Waschke et al.,
2004b; Waschke et al., 2004c). Da die hier verwendeten Perlen mit murinem VE-Cadherin
beschichtet waren, konnten keine Messungen mit HDMECs und PSECs durchgefiihrt
werden.

In MesEnd-Zellen konnte wie in fritheren Ergebnissen in MyEnd-Zellen (Doktorarbeit
Sabrina Burger) keine durch CNFy- (6 h) und CNF-1-Behandlung (3 h) hervorgerufene
signifikante Anderung der Anzahl gebundener Perlen festgestellt werden (101 +4 %, n = 8,
bzw. 102 £ 5 %, n = 8), so dass weder die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Gabe (6 h)
noch die simultane Aktivierung aller drei GTPasen durch CNF-1-Behandlung (3 h) zu
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einer Anderung der VE-Cadherin-vermittelten Haftung fiihrten. Y27632-Behandlung
alleine oder in Kombination mit CNFy- oder CNF-1-Gabe fiihrte zu einer auf 116-136 %
der Kontrolle gesteigerten Haftung (n = 6 fiir MyEnd, n = 7 fiir MesEnd), was andeutete,
dass die Rho-Kinase bereits unter Kontrollbedingungen einen negativen Effekt auf die VE-
Cadherin-vermittelte Adhésion in beiden Zelllinien besitzt.

Die Inhibition aller drei GTPasen durch Toxin B-Behandlung (3 h) reduzierte die Zahl der
gebundenen Perlen in MesEnd-Zellen auf 70 + 6 % (n = 8) und 78 + 3 % (n = 6) in
MyEnd-Zellen (Doktorarbeit Sabrina Burger). Die Inhibition von Rac 1 alleine durch LT-
Gabe (3 h) war dhnlich effektiv wie Toxin B-Behandlung (MyEnd 73 + 8 %, n = 14
Doktorarbeit Sabrina Burger; MesEnd 68 + 7 %, n=11).

Zusammenfassend kann man sagen, dass diese Daten einen kausalen Zusammenhang
zwischen Rac 1-Inaktivierung, Liickenbildung und VE-Cadherin-Haftung andeuten und
sich somit die Mdglichkeit ergibt, dass der Verlust der VE-Cadherin-Haftung urséchlich

fiir den durch Rac 1-Inhibition verursachten Barrierezusammenbruch sein konnte.
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Abb. 16: Einfluss der Rho-GTPasen auf die VE-Cadherin-vermittelte Adhision. In MyEnd und in
MesEnd fiihrte die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Behandlung (114 + 10 %, n=6; 101 + 4 %, n=8)
sowie die Aktivierung aller drei GTPasen durch CNF-1-Behandlung (95 + 6 %, n=11; 102 £ 5 %, n = 8)
nicht zu signifikanten Anderungen der Perlenhaftung. Inaktivierung der Rho-Kinase durch Y27632-Gabe (1
h) steigerte die Perlenhaftung in beiden Zelltypen (MyEnd: 116 + 3 %, n = 6; MesEnd: 130 £ 3 %, n = 6)
ebenso wie die Kombination aus Y27632 mit den GTPase-aktivierenden Toxinen. Die Inaktivierung der
GTPasen durch Toxin B-Gabe (MyEnd 78 + 3 %, n = 6; MesEnd: 70 + 6 %, n = 8) und die alleinige
Inaktivierung von Rac 1 durch LT-Behandlung (MyEnd 73 + 8 %, n = 15; MesEnd: 68 + 7 %, n = 14) fiihrte
zu einer reduzierten Haftung der Mikroperlen. [(*) Signifikanz mit p < 0.05] [modifiziert nach (Baumer et
al., 2008a)]
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4.2. Die Rolle von Rac 1 in der durch cAMP vermittelten

Stabilisierung der Endothelbarriere

4.2.1. Stabilisiert die Endothelbarriere durch cAMP

Im Folgenden sollte in HDMEC-Zellen untersucht werden, ob die bekannten protektiven
Effekte von cAMP iiber die GTPase Rac 1 vermittelt werden. Zur Erhdhung der
intrazelluliren cAMP-Konzentrationen wurde eine Kombination des Adenylatzyklase-
Aktivators Forskolin (F; 5 uM) und des Phosphodiesterase 4-Inhibitors Rolipram (R; 10
um) verwendet. Es ist bekannt, dass cAMP-Anstieg die Barriere sowohl iiber PKA-
abhingige Mechanismen als auch iiber den Epac/Rap 1-Signalweg stirkt (Adamson et al.,
1998; Adamson et al., 2008; Birukova et al., 2008; Cullere et al., 2005; Fukuhara et al.,
2005; Kooistra et al., 2005). Durch Verwendung von O-Me-cAMP, das dosisabhéngig
selektiv den Epac/Rap 1-Signalweg aktiviert, konnte die Bedeutung PKA-unabhéngiger
Mechanismen charakterisiert werden. Zundchst wurde sichergestellt, dass die hier
verwendete Dosis von 200 pM O-Me-cAMP eine selektive Aktivierung des Epac/Rap 1-
Signalwegs ermoglicht. Es ist bekannt, dass es nach cAMP-Steigerung {iiber eine
Aktivierung von PKA zu einer Phosphorylierung VASP an Serin'>’ kommt und diese
Phosphorylierung zu einem veridnderten Laufverhalten in der SDS-PAGE fiihrt (Halbrugge
et al., 1990). In Western Blot-Analysen mit Detektion von VASP und P-VASP (p-S157-
VASP) konnte festgestellt werden (Abb. 17), dass unter Kontrollbedingungen VASP als
Einzelbande bei 46 kDa detektiert wurde, wihrend kein Nachweis von P-S157-VASP
moglich war. Nach F/R-Behandlung (1 h) kam es zu einer partiellen Verschiebung dieser

Bande auf 50 kDa, was eine Phosphorylierung von VASP an Serin'’

(Halbrugge et al.,
1990) andeutet. Dies konnte mit dem Nachweis von P-S157-VASP bestitigt werden. Im
Gegensatz dazu konnte weder nach O-Me-cAMP-Gabe (1 h) noch nach CNF-1-

Behandlung (3 h) eine derartige Phosphorylierung detektiert werden, so dass VASP unter

diesen Bedingungen nicht PKA-abhéngig phosphoryliert wurde.

50kDa Abb. 17: Phosphorylierung von VASP nach
46 kDa VASP Behandlung mit F/R und O-Me-cAMP. Dic
Western  Blot-Analyse von VASP (a-VASP
Kontrolle F/R  o0-Me- CNF-1 polyklonal; 1:1000, garb pox) und p-S157-VASP (a-
cAMP p-S157-VASP monoklonal; 1:500; gam pox) ergab,
< dass der cAMP-Anstieg nach 1 h F/R-Gabe iiber eine
50kDa " p-S157-VASP  Phosphorylierung von VASP an Serin 157 resultierte,
wihrend keine Phosphorylierung von VASP nach O-
Kontrolle F/R  o-Me- CNF-1 Me-cAMP-Gabe (1 h) und CNF-1-Gabe (3 h)
detektierbar war. [modifiziert nach (Baumer et al.,

CAMP 2008b)1
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In ersten Untersuchungen wurde ermittelt, ob es durch F/R und O-Me-cAMP (1 h) unter
diesen Bedingungen auch in HDMECs zu einer gesteigerten Barrierefunktion kommt.
Messungen des TER mittels ECIS 1600 ergaben, dass der mittlere Basiswiderstand unter
Kontrollbedingungen bei 27 + 1 Q*cm? (n = 30) lag. Beide cAMP-steigernde Mediatoren
fiihrten innerhalb der ersten 5 min zu einem Anstieg des TER und erreichten nach 60 min
einen Maximalwert, widhrend CNF-1 als Positivkontrolle einer Rac 1-Aktivierung
innerhalb der ersten 60 min keinen signifikanten Effekt hatte (Abb. 18). Zu diesem
Zeitpunkt war durch F/R- und O-Me-cAMP-Gabe der TER auf 170 + 18% und 141 + 5%
des Kontrollniveaus angestiegen. Nach 120 min, die notwendig waren, um durch CNF-1-
Gabe in HDMECs Rac 1, Cdc42 und Rho A zu aktivieren, fiihrte auch CNF-1-Behandlung
zu gesteigerten TER-Werten (121 + 4% der Kontrolle, n = 5, nicht gezeigt).

250 - Abb. 18: Messung des
TER nach Erhohung von
cAMP. Die Behandlung
200 von HDMECs mit F/R und
O-Me-cAMP resultierte
nach 60 min in verglichen

g
z
4
2
S 150 1 o mit Kontrollen erhdhten
2 e ————— 0 o TER-Werten (170 + 18%
e 100 4 IR SN und 141 £ 5%; n=5). Zu
= diesem Zeitpunkt hatte die
$ —e—Kontrolle Gabe von CNF-1 noch
=~ 50 ——F/R keinen zur  Kontrolle
5 ——0-Me-cAMP signifikanten Effekt.
= —o— CNF-1 [gezeigt ist je  ein
0 T T T T T T | reprasentatives Experiment]
0 10 20 30 40 50 60 70 [modifiziert nach (Baumer
Zeit [min] et al., 2008b)]
4.2.2. Einfluss von cAMP auf Adhiirens- und Occludenskontakte

Um herauszufinden, ob die barrierestabilisierenden Effekte nach F/R- und O-Me-cAMP-
Gabe (1 h) mdglicherweise durch eine Reorganisation von endothelialen Junktionen
vermittelt werden, wie in anderen Studien gezeigt wurde (Cullere et al., 2005; Fukuhara et
al., 2005; Kooistra et al., 2005), wurden Adhirens- und Occludensjunktionen mit
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.

In Kontrollen zeigte sich eine kontinuierliche VE-Cadherin- und Claudin 5-Verteilung
entlang der Zellgrenzen, welche an manchen Stellen filopodienartige Interdigitationen (*)

und teilweise zellulire Uberlappungsbereiche aufwiesen (Pfeile in Abb. 19: a und b). Die
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Behandlung der Zellen mit F/R (1 h) ergab eine Linearisierung der VE-Cadherin- und
Claudin 5-Fiarbung (Abb. 19 ¢ und d), wobei die Claudin 5-Farbung zudem verstérkt
erschien (Abb. 19 d). Ahnliche Effekte konnten bei O-Me-cAMP-behandelten Zellen (1 h)
festgestellt werden (Abb. 19 e und f). AuBerdem schien in diesen Zellen die
Immunfluoreszenz fiir VE-Cadherin verstirkt zu sein (Abb. 19 e). Die Behandlung der
Zellen mit CNF-1 (2 h) als Positivkontrolle fiir eine Rac 1-Aktivierung zeigte eine partielle
Linearisierung der VE-Cadherin- und der Claudin 5-Fiarbung, zudem erschien analog zu
den cAMP-steigernden Mediatoren die Claudin 5-Immunfluoreszenz verstirkt zu sein

(Abb. 19 gund h).

Kontrolle F/R O-Me-cAMP CNF-1

=
™
)
-—
=
-
W
£3)
-

Claudin 5

Abb. 19: Einfluss von cAMP auf Adhérens- und Occludenskontakte. Immunfluoreszenzmikroskopische
Darstellung von VE-Cadherin (a-VE-Cadherin; polyklonal; 1:100; dag-cy3) als AJ-Protein und Claudin 5 (a-
Claudin 5; polyklonal; 1:50; garb-cy3) als TJ-Protein wiesen unter Kontrollbedingungen eine kontinuierliche
Verteilung entlang der Zellgrenzen auf und zeigten zudem zellulire Uberlappungsbereiche (Pfeile) und
filopodienartige Interdigitationen (*). Nach 1-stiindiger F/R- und O-Me-cAMP-Gabe zeigten HDMEC eine
Linearisierung sowohl der AJ (c und e) als auch der TJ (d und f). CNF-1-Behandlung (3 h) resultierte in einer
Linearisierung der Claudin 5-Farbung (h), nicht aber der VE-Cadherin-Fluoreszenz (g). Sowohl die zwei cAMP-
steigernden Mediatoren (d und f) als auch CNF-1-Gabe (h) schienen die Claudin 5-Férbung zu verstirken.
Zusitzlich zeigten O-Me-cAMP-behandelte HDEMC eine fiir VE-Cadherin verstirkte Fluoreszenzintensitit (e).
(GroBenbalken: 20um) [modifiziert nach (Baumer et al., 2008b)]

Um diese Effekte zu quantifizieren, wurden die Breite und die Intensitit der VE-Cadherin-
und der Claudin 5-Férbungen gemessen (Abb. 20). Sowohl F/R-Gabe als auch O-Me-
cAMP-Behandlung (jeweils 1 h) reduzierten signifikant die Breite der VE-Cadherin-
Féarbung auf ca. 50 % des Kontrollniveaus (49 + 2% und 47 + 1%), wohingegen durch
CNF-1-Gabe (2 h) keine Verdnderung auftrat. O-Me-cAMP-Gabe steigerte zudem die
Intensitdt der VE-Cadherin-Féarbung auf 176 + 42%, wihrend CNF-1- und F/R-
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Behandlung hier keinen Einfluss hatten. Parallel zeigte sich durch F/R-, O-Me-cAMP- und

CNF-1-Behandlung eine Reduktion der Breite des Immunfluoreszenzsignals auf 29

32 + 1% und 38 + 1% im Sinne einer Linearisierung der Occludensjunktionen.

+ 1%,
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Abb. 20: Quantifizierung der Effekte von cAMP auf die Zellkontakte. Oben sind die Mittelkurven
der Ausmessung der Intensitit der VE-Cadherin- und Claudin 5-IF {iber die Fluoreszenzbreite nach
Gabe der einzelnen Mediatoren gezeigt. Unten sind die maximale Intensitit und Breite der
Immunfluoreszenz aufgetragen worden. F/R- und O-Me-cAMP-Gabe (1 h) verringerten die Breite der
VE-Cadherin-Farbung um ca. 50 %, wéhrend CNF-1-Behandlung (3 h) diesen Effekt nicht aufwies.
Alle drei Substanzen resultierten in einer signifikanten Reduktion der Claudin 5-IF-Breite um ca. 70
%. Die Gabe von F/R und O-Me-cAMP ergab ein um 140 % gesteigertes Claudin 5-Fluoreszenzsignal,
wihrend CNF-1-Behandlung eine Verstiarkung um 40 % verursachte. Die Intensitdt der VE-Cadherin-
IF war nur nach Behandlung mit O-Me-cAMP signifikant gesteigert (um 50 %). [(*) Signifikanz gegen
die Kontrolle mit p < 0.05] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008b)]

Zusitzlich konnte ermittelt werden, dass F/R- und O-Me-cAMP-Gaben (1 h) die Intensitit

der Claudin 5-Fluoreszenz signifikant zur Kontrolle steigerten (219 = 11 % und 216 + 10
%). Die Behandlung der HDMEC mit CNF-1 (2 h) resultierte in einer zur Kontrolle

signifikant erhohten Claudin 5-Fluoreszenzintensitét, die allerdings deutlich unter den
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Befunden der cAMP-steigernden Mediatoren lag (144 £ 9 %). Fiir die Intensitit der VE-
Cadherin-Immunfluoreszenz konnte lediglich fiir O-Me-cAMP-behandelte Zellen eine
Zunahme um ca. 60 % detektiert werden, wihrend die F/R- und die CNF-1-behandelten
Zellen keinen zur Kontrolle signifikanten Unterschied ergaben (90 +5 % und 100 +5 %).

In Western Blot-Analysen zeigte sich, dass sich die Gesamtmenge an VE-Cadherin und
Claudin 5 unter den verschiedenen Bedingungen nicht dnderte (Abb. 21 linker Teil), so
dass derartige beobachteten Effekte nicht mit Anderungen der totalen Proteinmenge erklrt
werden konnen. Um zu untersuchen, ob cAMP die Zytoskelettverankerung dieser Proteine
reguliert, wurde eine Triton-Proteinextraktionsassay vorgenommen (Abb. 21 rechter Teil).
Dadurch kommt es zu einer Zelllysatauftrennung in eine tritonlosliche Fraktion, die nicht
Zytoskelett-gebundene Bestandteile enthidlt, und eine tritonunldsliche Fraktion, die das
Zytoskelett und daran gebundenen Proteine beinhaltet.

Hier zeigte sich, dass nach Behandlung mit O-Me-cAMP (1 h) selektiv der Gehalt von VE-
Cadherin in der Zytoskelett-gebundenen Fraktion zunahm, wihrend dies nach F/R-Gabe (1
h) nicht der Fall war. Im Unterschied dazu wurde Claudin 5 in dieser Fraktion sowohl nach
Behandlung mit O-Me-cAMP als auch nach Behandlung mit F/R angereichert. Es war
somit vermehrt Claudin 5 nach Behandlung mit beiden cAMP-steigernden Mediatoren an
das Zytoskelett gebunden, wohingegen VE-Cadherin nur nach O-Me-cAMP-Gabe

vermehrt zytoskelettal gebunden vorlag.

Gesamtzellysate tritonunldsliche Fraktion tritonlosliche Fraktion
E -
TS KD2 S S S S V.- Cadherin @ S — -— —
Kontrolle F/R  o-Me- CNF-1 Kontrolle F/R  o0-Me- CNF-1 Kontrolle F/R  0-Me- (CNF-1
cAMP cAMP cAMP
S O —
Kontrolle F/R  o-Me- CNF-1 Kontrolle F/R  o-Me- CNF-1  Kontrolle F/R — ©0-Me- CNF-]
cAMP cAMP cAMP

Abb. 21: Effekt von cAMP auf die Zytoskelettverankerung von VE-Cadherin und Claudin 5. Linker Teil:
Western Blot-Analysen von VE-Cadherin (a-VE-Cadherin; polyklonal; 1:1000; dag pox) und Claudin 5 (a-
Claudin 5; polyklonal; 1:500; garb pox) ergaben, dass sich die Gesamtproteinmengen weder fiir Zellen, die mit
cAMP-steigernden Mediatoren behandelt wurden, noch fiir CNF-1-behandelte Zellen &nderten. Rechter Teil:
Triton-vermittelte Proteinextraktion erlaubt das Auftrennen der behandelten Zelllysate in eine Zytoskelett-
gebunden (tritonunldslich) und eine nicht Zytoskelett-gebundene (tritonldsliche) Fraktion. Fiir 1 h O-Me-cAMP-
behandelte Zellen ergab sich eine gesteigerte Anreicherung von VE-Cadherin in der Zytoskelettfraktion, was fiir
F/R- oder CNF-1-Gabe nicht zu detektieren war. Allerdings induzierten beide cAMP-steigernden Mediatoren
eine gesteigerte Verankerung von Claudin 5 am Zytoskelett, was in CNF-1-behandelten Zellen nicht der Fall
war.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Stabilisierung der Endothelbarriere

durch cAMP mit einer Reorganisation der Adhéirens- und Occludensjunktionen einhergeht.
4.2.3. Einfluss von cAMP auf die Aktivitit von Rac 1 und Rho A

Es wurde mit Rho A- und Rac 1-GLISA untersucht, ob cAMP die Aktivitit dieser Rho-
GTPasen reguliert (Abb. 22). Die Gabe von F/R (1 h) aktivierte Rac 1 auf 153 + 16% des
Kontrollniveaus und hatte keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitdt von Rho A (88 +
6%). Ahnlich dazu wiesen die mit O-Me-cAMP (1 h) behandelten HDMEC eine
gesteigerte Rac 1-Aktivitdt von 281 + 65% des Kontrollniveaus und eine unverdnderte Rho
A-Aktivitit auf (102 £6%).

Behandlung von HDEMC mit CNF-1 (2 h) fiihrte zu einer Aktivierung von Rac 1 auf 231
+ 59% und einer Aktivierung von Rho A auf 144 + 14%.

Diese Daten deuten an, dass ein barrierestabilisierender Effekt durch cAMP auch durch
eine Rac 1-Aktivierung vermittelt werden konnte. Da gesteigerte cAMP-Spiegel keinen
Einfluss auf die Rho A-Aktivitdt ausiibten, ist es unwahrscheinlich, dass cAMP die

Barriereeigenschaften direkt tiber Rho A reguliert.

Abb. 22: Messungen der

@ Rac G-Lisa Aktivitit von Rho A und Rac

* E Rho G-Lisa 1 nach Behandlung mit F/R
oder O-Me-cAMP.

% Behandlung von HDMECs mit

F/R oder O-Me-cAMP (1 h)
fihrte zu einer Aktivierung von
Rac 1 (153 + 16%; 281 + 65%).
CNF-1-Gabe (3 h) fiihrte zu
einer Aktivierung von Rac 1
(231 £+ 59%). Die Aktivitdt von
Rho A war sowohl nach F/R (88
+ 6%) als auch nach O-Me-
cAMP (102 + 6%) unverédndert,
wiahrend CNF-1-Gabe eine
Aktivierung von Rho A
bewirkte (144 + 14%). [(*)
Signifikanz mit p < 0,05]
[modifiziert nach (Baumer et

Kontrolle F/R 0-Me-cAMP CNF-1 al., 2008b)]
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Um herauszufinden, ob die durch cAMP-vermittelte Rac 1-Aktivierung ausreichend ist, um
typische Rac 1-abhdngige zytoskelettale Verdnderungen und Reorganisationen assoziierter
Proteine hervorzurufen, wurden die Effekte von F/R- und O-Me-cAMP-Behandlung (1 h)
auf die Lokalisation des Rac 1-Effektors Cortactin und die Morphologie des Zytoskeletts
untersucht (Abb. 23).
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Es wurde beobachtet, dass in den Kontrollen wenige Stressfasern vorhanden waren,
Cortactin sowohl im Zytoplasma als auch partiell an den Zellmembranen lokalisiert war
und Rac 1 vor allem perinuklear zu finden war (Abb. 23 a, b, c¢). F/R-Gabe (Abb. 23 d, e)
und O-Me-cAMP-Gabe (Abb. 23 g, h) fiihrten zu einer Reduzierung von Stressfasern, zur
Bildung eines verstarkten corticalen Aktinbandes und zur Rekrutierung von Cortactin an
die Junktionen (Abb. 23 e, h). Wurde CNF-1 (2 h) genutzt, um Rac 1 direkt zu aktivieren,
war die Lokalisation von Cortactin entlang der Zellmembranen ungleichméBig (Abb. 23 k)
und es kam zu einer gesteigerten Stressfaserbildung (Abb. 23 j), welche durch die
simultane Aktivierung von Rho A zu erkldren ist. F/R-, O-Me-cAMP- und CNF-1-Gabe
verursachten eine partielle Rac 1-Translokation zu den Zellmembranen (Abb. 23 f, i, 1).
Um die Effekte einer Rac 1-Aktivierung noch genauer zu untersuchen, wurden HDMECs
mit konstitutiv aktivem Rac 1 (pEGFP-Rac 1-CA) transfiziert. Transfizierte Zellen (griin
leuchtend) zeigten eine deutliche Lokalisation von pEGFP-Rac 1-CA entlang der
Junktionen (Pfeile in Abb. 23 m-0) und einen verstirkten corticalen Aktinring (Pfeile in
Abb. 23 m), weniger Stressfasern und eine gesteigerte junktionale Farbung von Cortactin
(Pfeile in Abb. 23 n) verglichen mit daneben liegenden untransfizierten Zellen.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die durch cAMP hervorgerufenen
zytoskelettalen Verdnderungen wahrscheinlich durch eine Rac 1-Aktivierung vermittelt

werden.

Abb. 23: Vergleich der Effekte von cAMP und Rac 1-Aktivierung auf das Aktinzytoskelett.
Farbungen von F-Aktin (Alexa-Phalloidin 488 1:60 [griin]; TRITC-Phalloidin 1:60 [rot]), von Cortactin
(a-Cortactin; monoklonal; 1:100; Alexa 568 gekoppelt) und Rac 1 (a-Rac 1; monoklonal; 1:100; gam-
cy3) lassen cAMP- und CNF-1-vermittelte Verdanderungen des Zytoskeletts und der Lokalisation dieser
Proteine erkennen. Die Kontrollen wiesen wenige Stressfasern (a), geringe Cortactin-Farbung (b) und
keine membransténdige Farbung von Rac 1 (c) auf. Durch Behandlung mit F/R oder O-Me-cAMP fiir 1
h kommt es zur Ausbildung eines corticalen Aktinrings und zu einer Verringerung der Stressfasern (d,
g). Ebenso wird aktives Rac 1 (f, i) und dessen nachgeschalteter Effektor Cortactin (e, h) an die
Membran verlagert. Die Aktivierung von Rac 1 durch CNF-1-Behandlung (3 h) fiihrt zu gesteigertem
corticalen Aktin und gesteigerter Stressfaserbildung (j). Die corticale Verlagerung von Rac 1 und
Cortactin ist ebenso nachweisbar (k, 1). pEGFP-Rac 1-CA transfizierte HDMEC (griin) zeigen die
Bildung eines corticalen Aktinrings (rot in m) und eine membranstindige Lokalisation von aktivem Rac
1 (Pfeile in m-o) sowie von Cortactin (Pfeile in n). [Groenbalken: 20 pm] [modifiziert nach (Baumer et
al., 2008b)]
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4.2.4. Rolle von Rac 1 in der cAMP-vermittelten Stabilisierung der

Endothelbarriere

Der Rac 1-Inhibitor NSC-23766 hemmt die GDP/GTP-Austausch-Aktivitit durch die
Hemmung der Interaktion von Rac 1 mit den Rac 1-spezifischen GEFs Trio und Tiam 1
(Gao et al., 2004). Da dieser Mediator keine Effekte auf die Rho A- und Cdc42-Aktivitat
aufweist, konnen spezifische Effekte einer Rac 1-Inhibition und deren Rolle in der cAMP-
vermittelten Endothelbarrierestabilisierung untersucht werden.

Zundchst wurde durch TER-Messungen (Abb. 24) untersucht, ob die basale
Barrierefunktion durch den Einsatz des Rac 1-Inhibitors NSC-23766 (30 min) vermindert
wird und ob unter diesen Bedingungen F/R- und O-Me-cAMP-Zugabe (1 h) weiterhin
barriereprotektive Effekte vermittelt. 30 min nach Zugabe des Rac 1-Inhibitors kam es zu
einer signifikanten Schwéchung der Endothelbarriere mit einem Absinken des TER auf 72
+ 1% (n=5) des Ausgangswertes. Nach Zugabe von F/R zur Steigerung der cAMP-Spiegel
kam es zu einer Steigerung des TER auf das Kontrollniveau (103 + 4% der Kontrolle; n=5).
Eine Zugabe von O-Me-cAMP nach Behandlung mit dem Rac 1-Inhibitor resultierte in
weiterhin signifikant erniedrigten TER-Werten (74 + 3% der Kontrolle; n=5). Im
Gegensatz dazu zeigten Versuche mit F/R oder O-Me-cAMP in Abwesenheit des Rac 1-
Inhibitors signifikant erhohte TER-Werte (F/R: 178 + 12% der Kontrolle, n=7; O-Me-
cAMP: 154 + 8% der Kontrolle, n=7).

Zusammenfassend deuten diese Daten an, dass eine Inaktivierung von Rac 1 zu einem
einer geschwiéchten Endothelbarriere fiihrt. cAMP scheint seine barriereprotektiven

Effekte zum Teil iiber Rac 1-Aktivierung zu vermitteln.
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Abb. 24: Reolle von Rac 1 in der cAMP-vermittelten Erhohung des TER. A:
Mittelwertskurven der jeweiligen Einzelversuche. B: Darstellung der TER-Messungen als
Balkendiagramm normalisiert auf die Kontrolle. Durch eine Inaktivierung von Rac 1 durch NSC-
23766 (30 min) kommt es zu einer signifikanten Senkung des gemessenen Widerstandes (72 +
1%). Die Zugabe von F/R (1 h) nach 30 min Vorbehandlung mit NSC-23766 resultierte in einer
Steigerung des TER auf Kontrollniveau (103 + 4%), wéhrend alleinige F/R-Behandlung fiir 1 h
eine 70 %ige Steigerung des Widerstandes bewirkte. Die Zugabe von O-Me-cAMP zu zuvor mit
NSC-23766 behandelten HDMECs fiihrte innerhalb von 60 min zu keiner Erhéhung der zuvor
durch NSC-23766 signifikant reduzierten TER-Werte (74 = 3%), wohingegen alleinige Gabe von
O-Me-cAMP (1 h) den Widerstand um 50 % steigerte. [(*) Signifikanz zur Kontrolle und (#)
Signifikanz zu entsprechenden Mediatoreinzelmessungen mit p < 0,05.]

Im Folgenden wurde untersucht, ob Verdnderungen des TER mit Verdnderungen in der
VE-Cadherin-Verteilung einhergehen. Abbildung 25 zeigt in der Kontrolle eine
gleichmiBige Verteilung der VE-Cadherin-Féarbung entlang der Zellgrenzen (Abb. 25 a).

-93 -



Ergebnisse

Durch Inkubation der HDMECs mit dem Rac 1-Inhibitor NSC-23766 (30 min) kam es zu
einer deutlich sichtbaren Fragmentierung der VE-Cadherin-Firbung und zu einer
interzelluldren Liickenbildung (Abb. 25 b). F/R und O-Me-cAMP-Behandlung (1 h)
bewirkten wie oben beschrieben eine Linearisierung der VE-Cadherin-Féarbung (c und e).
Eine Kombination mit F/R-Gabe (d) konnte im Gegensatz zu O-Me-cAMP-Gabe (f) die
durch NSC-23766-Vorbehandlung verursachte Liickenbildung verhindern. Allerdings ist
die strickte Linearisierung der Adhérensjunktionen, die bei alleiniger F/R-Behandlung

auftritt, nicht mehr so deutlich ausgeprégt.

Kontrolle . O-Me-cAMP

NSC-23766 NSC-23766'+ F/R NSC-23766+0-Me-cAMP

Abb. 25: Rolle von Rac 1 in der cAMP-vermittelten Reorganisation der Adhirenskontakte. Die
Kontrollen der HDEMCs zeigten eine kontinuierliche VE-Cadherin Férbung (a-VE-Cadherin;
polyklonal; 1:100; dag-cy3) (a). Die Behandlung der Zellen mit NSC-23766 (30 min) fiihrte zu einer
deutlichen interzelluldren Liickenbildung (Pfeile in b) und einer verstirkten Bildung von
Interdigitationen. Behandlung der Zellen mit F/R fiir 1 h resultierte in einer Linearisierung der VE-
Cadherin-Farbung (c). Die Zugabe von F/R zu NSC-23766 (30 min) vorbehandelten HDMEC ergab
eine Inhibition der durch NSC-23766-Gabe-vermittelte Liickenbildung (b, d). O-Me-cAMP-Behandlung
(1 h) induzierte eine Linearisierung und Verstirkung der VE-Cadherin-Férbung (e). Vorbehandlung mit
NSC-23766 (30 min) vor O-Me-cAMP-Zugabe (1 h) fithrte &hnlich wie nach der alleinigen NSC-23766-
Inkubation zur Bildung interzelluldrer Liicken (Pfeile in b, f). [GroBenbalken: 20 um]
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4.3. Die Rolle von cAMP und Rho-GTPasen bei dem Thrombin-

vermittelten Zusammenbruch der Endothelbarriere

Da Rac 1 und cAMP unter Ruhebedingungen eine wesentliche Rolle in der
Aufrechterhaltung der Endothelbarriere spielen und auch schon in vielen fritheren Studien
diskutiert wurde, dass Rho-GTPasen auch bei dem durch Entziindungsmediatoren
verursachten Barrierezusammenbruch beteiligt sind (Mehta and Malik, 2006;
Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard and Ridley, 2002), wurde im letzten Teil
dieser Arbeit die Beteiligung von Rac 1 und cAMP bei der Entziindungsreaktion
untersucht

Es wurden verschiedenste Entziindungsmediatoren wie PAF (platelet activating factor),
Bradykinin, Histamin und Thrombin in allen uns zur Verfiigung stehenden Endothelien mit
und ohne Serumentzug getestet. Es konnten allerdings nur fiir Thrombin in PSECs und in
HDMEC:s sicher reproduzierbare Befunde fiir die Wirksamkeit gefunden wurden, so dass
alle weiteren Studien mit Thrombin in HDEMCs durchgefiihrt wurden. Es sollte in diesem
Zusammenhang besonders untersucht werden, ob tatsédchlich einer Aktivierung von Rho A

der grofite Stellenwert fiir den Thrombin-induzierten Barrierezusammenbruch zukommt.

4.3.1. Effekte von cAMP auf den Thrombin-induzierten

Barrierezusammenbruch

Um herauszufinden, welche Rolle die durch gesteigertes cAMP hervorgerufene Rac 1-
Aktivierung unter Bedingungen einer gestorten Barrierefunktion durch eine
physiologischen Mediator hat, wurden die Effekte von Thrombin mit oder ohne Zugabe
von F/R und O-Me-cAMP (1 h) untersucht.

Zundchst wurde der Einfluss von Thrombin auf die Barriere eines Zellrasens von HDMEC
mit TER-Messungen untersucht. Vor Zugabe von Thrombin lag der mittlere TER bei 35+ 2
Q*cm? (n=15). Behandlung mit Thrombin fiihrte zu einem reversiblen Abfall des TER
(Abb. 26). Diese Abbildung zeigt die Graphen fiinf verschiedener Einzelexperimente.
Innerhalb von 5 min lag eine signifikante Reduktion des TER vor, der im Mittel 9,4 min
nach Zugabe von Thrombin ein Minimum von 58 + 3% des Kontrollniveaus erreichte

(n=5). Innerhalb von 60 min erreichte der TER wieder das Ausgangsniveau.
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140 - Abb. 26: Messung der
Thrombin-induzierten

Verinderungen des TER.
Thrombin fiihrte in TER-
Messungen zu einem
reversiblen Abfall des TER, der
im Mittel nach 9,4 min ein
Minimum von 58 + 3% des
Kontrollniveaus erreichte.
Innerhalb von 60 min erreichten
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Es st bekannt, dass gesteigert cAMP-Konzentrationen Thrombin-induzierte
Endothelbarriereschwéchung blockieren konnen (Garcia et al., 1995; Patterson et al., 2000),
deshalb wurden Kombinationsexperimente mit F/R- oder O-Me-cAMP-Vorbehandlung (1
h) durchgefiihrt (Abb. 27). Die Vorbehandlung der Endothelzellen fiir 1 h mit F/R oder mit
O-Me-cAMP ergab, dass zu keinem Zeitpunkt ein signifikantes Absinken des TER unter
das Ausgangsniveau nach Thrombin-Zugabe stattfand und somit der Thrombin-vermittelte

Abfall des TER komplett inhibiert war.
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Abb. 27: Einfluss der cAMP-Steigerung auf Thrombin-induzierte Verinderungen der TER-Werte.
Die Darstellung des TER als Balkendiagramm. Die Vorbehandlung von HDMEC:s fiir 1 h mit F/R (170 +
18%) oder O-Me-cAMP (141 + 5%) resultierte in gesteigerten TER-Werten. Die Zugabe von Thrombin
zu derart vorbehandelten Zellen fiihrte zu einer kompletten Inhibition des Thrombin-induzierten Abfalls
des Widerstandes. Dariiber hinaus zeigen diese Zellen zu jedem Zeitpunkt zur Kontrolle signifikant
erhohte TER-Werte. [(*) Signifikanz gegen Kontrolle und (#) Signifikanz gegen jeweiligen
Thrombinwert mit p < 0,05] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008b)]

Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von F-Aktin und VE-Cadherin in

HDEMC:s zeigten, dass die Effekte von Thrombin auf die Endothelbarrierefunktion mit der
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Bildung interzelluldrer Liicken einhergingen (Abb. 28). Verglichen mit der Kontrolle (Abb.
28 a und b) waren 5 und 15 min nach Thrombinzugabe vermehrte Stressfaserbildung,
Fragmentierungen in der VE-Cadherin-Farbung und interzellulire Liicken (Pfeile)
nachweisbar (Abb. 28 c-f). Nach 60 min Thrombin-Behandlung waren keine Liicken mehr
zu finden wihrend die Stressfasern verglichen mit den Kontrollen noch immer leicht
vermehrt waren (Abb. 28 g und h). Die Vorbehandlung der HDMECs mit F/R oder O-Me-
cAMP (1 h) inhibierte die durch Thrombinzugabe-induzierte Liickenbildung komplett
(Abb. 28 i-1). Des Weiteren wiesen derartig vorinkubierte Zellen trotz Thrombinzugabe
eine verminderte Stressfaserverteilung und die Bildung eines corticalen Aktinrings auf

(Abb. 28 i und k).

F-Aktin VE-Cadherin VE-Cadherin
K_{_)tl trolle ~ el ]

ombin 1 5’ini’1i‘=

¥l

Abb. 28: Effekte von cAMP auf die Thrombin-vermittelte Bildung von interzelluléiren Liicken und
Stressfasern. Die IF von HDMECs gegen VE-Cadherin (a-VE-Cadherin; polyklonal; 1:100; dag-cy3) und
das Anfarben des Aktinzytoskeletts (Alexa-Phalloidin 488; 1:60) ergaben unter Kontrollbedingungen eine
geringe Zahl an Stressfasern und eine kontinuierliche VE-Cadherin-Verteilung entlang der Zellgrenzen.
Die Zugabe von Thrombin induzierte nach 5 min deutlich gesteigerte Stressfasern (c) und die Bildung
interzelluldrer Liicken (Pfeile c, d). 15 min nach Thrombin-Zugabe sind Stressfaservermehrung (e) und
Liickenbildung (Pfeile in e, f) weiterhin vorhanden. 60 min nach Thrombin-Gabe waren keine Liicken und
eine noch gering gesteigerte Stressfaserverteilung erkennbar (g, h). Zellen, die 1 h mit F/R oder O-Me-
cAMP vorbehandelt waren, zeigten 5 min nach Thrombinzugabe keine Liickenbildung und nur moderat
gesteigerte Stressfasern (i-1). Zudem wiesen diese Zellen ein verstirktes corticales Aktinband auf (i, k).
[GroBenbalken: 20 um] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008b)]
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4.3.2. Mechanismen des Thrombin-induzierten Zusammenbruchs der

Endothelbarriere

Im Folgenden sollten die Mechanismen des Thrombin-induzierten Zusammenbruchs der
Endothelbarriere  untersucht werden. Thrombin induziert wie viele andere
Entziindungsmediatoren einen Anstieg der intrazelluliren Ca*"-Konzentration, der als
ursidchlich fiir viele weitere sich anschlieBende Signalkaskaden angesehen wird
(Bogatcheva et al., 2002). Um sicherzustellen, dass das genutzte Thrombin auch in diesen
Zellen wie andere Entziindungsmediatoren einen intrazelluliren Ca**-Anstieg verursacht,
wurde dies mittels FURA-2 Messungen liberpriift.

Durch die Bindung von Ca®" verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Ca®'-
bindenden Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2. Bei steigendem intrazelluliren Ca”*-Spiegel
steigt die bei 340 nm gemessene Fluoreszenzintensitit an. Die Zugabe von Thrombin ergab
einen Anstieg des intrazelluldren Ca’" innerhalb von 40 + 10 % sec auf 135 £ 9 % (n=8)
des Ausgangsniveaus (Abb. 29). Die gestiegene intrazellulire Ca**-Konzentration sank
wieder ab und erreichte 3 min nach Thrombinzugabe zu ihrem Ausgangswert nicht mehr
signifikante Werte. Um sicherzustellen, dass der hier gemessene Anstieg der
Fluoreszenzintensitit durch Ca®" hervorgerufen worden ist, wurde in einem zweiten
Versuch die durch Thrombin-verursachte Freisetzung von Ca®" durch den Ca®"-Chelator
BAPTA geblockt. Eine 30-miniitige Vorbehandlung mit 20 uM BAPTA war in der Lage,

den Anstieg von intrazelluldrem Ca”" komplett zu verhindern (Abb. 29).
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Abb. 29: Effekte von Thrombin auf den intrazelluliren Ca®'-Spiegel. Nach Zugabe von Thrombin kam es
innerhalb von 40 sec zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitit um ca. 30 % durch Bindung von
freigesetztem intrazelluliren Ca®* an FURA-2. Durchschnittlich 3 min nach Zugabe von Thrombin wurden
zum Ausgangsniveau nicht mehr signifikante Fluoreszenzintensitdt ermittelt. 30 min Vorinkubation der
HDEMC mit BAPTA, einem Chelator fiir Ca?*, verhindert die Bindung des durch Thrombin-Zugabe
freigesetzten Ca>" an FURA-2. [(*) Bereich der Signifikanz gegen Basisfluoreszenz mit p < 0,05]
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Der  Thrombin-induzierte  Endothelbarrierezusammenbruch ~ wird  in  viele
Veroffentlichungen mit Veranderungen der Aktivitit von Rho-GTPasen in Verbindung
gebracht. So weill man, dass Thrombin zu einer deutlichen Aktivierung von Rho A fiihrt
(Essler et al., 1998; Vouret-Craviari et al., 1998). Beziiglich Rac 1 gibt es unterschiedliche
Befunde. Manche Studien fanden eine Rac 1-Inaktivierung (Birukova et al., 2007a;
Vouret-Craviari et al., 2002), andere aber nicht (Qiao et al., 2003). Aus diesem Grund
wurden im Folgenden Verdnderungen der Aktivitdt von Rho A und Rac 1 gemessen. Da
F/R und O-Me-cAMP den durch Thrombin vermittelten Barrierezusammenbruch

verhinderten, wurde auch der cAMP-Spiegel untersucht (Abb. 30).
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Abb. 30: Effekte von Thrombin auf die Aktivitit von Rac 1 und Rho A sowie die cAMP-Spiegel.
Die Aktivierung von Rac 1 und Rho A wurde mit GLISA ermittelt, die Bestimmung der cAMP-
Konzentrationen erfolgte mit ELISA. Die Behandlung von HDMECs mit Thrombin fithrte 5 min
nach Zugabe zu einer Abnahme der Aktivitdt von Rac 1 um 50% und zu einer Steigerung der Rho A-
Aktivitdt um 80%. 15 min nach Thrombinbehandlung war Rac 1 weiterhin inaktiviert (57 + 7%) und
Rho A (169 + 15%) deutlich aktiviert. Zudem waren die cAMP-Konzentrationen um 40% reduziert.
60 min nach Thrombingabe erreichten diese drei Parameter wieder Kontrollniveau. 1 h
Vorbehandlung der Zellen mit F/R oder mit O-Me-cAMP konnte die nach 5 min durch
Thrombinzugabe deutlich gesteigerte Rho A-Aktivierung komplett inhibieren (75 + 6%; 108 + 15%).
Dariiber hinaus zeigten F/R-vorbehandelte Zellen eine totale Inhibition der Rac 1-Inaktivierung (91 +
6%), wihrend O-Me-cAMP-vorbehandelte HDEMC nur eine partielle Inhibition aufwiesen (74 +
3%). [(*) Signifikanz gegen die Kontrolle und (#) Signifikanz gegen jew. Zeitpunkt nach
Thrombingabe mit p < 0,05] [modifiziert nach (Baumer et al., 2008b)]

GLISA-Messungen der Rac 1-Aktivitdt ergaben, dass 5 min nach Thrombinzugabe, d.h. als
die Barriereeigenschaften reduziert waren, die Rac 1-Aktivitit auf 47 + 8 % des
Kontrollniveaus reduziert war, wihrend zu diesem Zeitpunkt Rho A mit 181 = 15 %

signifikant aktiviert war. Allerdings ergaben sich 5 min nach Thrombinzugabe keine
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signifikanten Verdnderungen der gesamten zelluliren cAMP-Spiegel. 15 min nach Zugabe
von Thrombin war die Aktivitit von Rac 1 noch immer signifikant reduziert (57 + 7 %)
und Rho A weiterhin aktiviert (169 + 15 %). AuBlerdem war zu diesem Zeitpunkt auch der
cAMP-Spiegel deutlich reduziert (59 = 13 % der Kontrolle). Nach 60 min Thrombin-
Behandlung lagen sowohl die Aktivitdten der Rho-GTPasen als auch die cAMP-Spiegel
wieder auf Ausgangsniveau. Durch Vorinkubation mit F/R (1 h) konnte der Abfall der
cAMP-Konzentration (138 + 12 %), die Inaktivierung von Rac 1 (91 + 6 %) und auch die
Aktivierung von Rho A (75 + 6 %) komplett verhindert werden. O-Me-cAMP-
Vorinkubation (1 h) blockierte die Rac 1-Inaktivierung nur partiell (74 + 3 %), dahingegen
die Rho A-Aktivierung vollstindig (108 + 15 %).

Es kann zusammenfassend festgestellt werden, dass der Thrombin-induzierte
Barrierezusammenbruch mit einer Reduktion von cAMP sowie Inaktivierung von Rac 1
und Aktivierung von Rho A einhergeht. Da sowohl der Barrierezusammenbruch als auch
die verdnderten Aktivititen der Rho-GTPasen durch cAMP verhindert wurden, ist der

Abfall von cAMP als der grundlegende Mechanismus anzusehen.

Die Rolle von Rac 1 und Rho A soll im Folgenden untersucht werden. Dazu wurde
zunidchst die Rho-Kinase mit Y27632 inhibiert. TER-Messungen zeigten nach
Vorinkubation der Zellen mit Y27632 (1 h) keinen Thrombin-induzierten Abfall des TER
(Abb. 31). Dann wurden Kombinationen des Rac 1-Inhibitors NSC-23766 (30 min) mit
F/R oder O-Me-cAMP (je 1 h) vor der Zugabe von Thrombin verwendet, um die Rolle von
Rac 1 in dieser Signalkaskade zu kldren. Wie oben beschrieben, fiihrte die basale Rac 1-
Inhibition durch NSC-23766 (30 min) zu einem Sinken des TER, der durch Zugabe von O-
Me-cAMP nicht zu hemmen war. Dagegen war die Applikation von F/R zumindest
teilweise effektiv, den TER-Abfall zu verhindern. Dennoch war F/R nicht in der Lage, den
Thrombin-induzierten TER-Abfall zu verhindern. Der Abfall des TER (66 + 6% bei 8,5
min; n=5) war nicht signifikant verschieden von Experimenten, in denen nur Thrombin
gegeben wurde. Im Unterschied zu Zellen, die nur mit Thrombin behandelt wurden,
erreichten mit NSC-23766 und F/R vorbehandelte HDMEC jedoch wieder schneller das
Kontrollniveau (17 min 90 + 3% der Kontrolle vs. 46 min 92 + 7 % der Kontrolle). Bei
Kombination von NSC-23766 mit O-Me-cAMP induzierte Thrombin keinen weiteren
signifikanten Abfall des TER, der unter diesen Bedingungen zu jedem Zeitpunkt

signifikant zur Kontrolle erniedrigt war.
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Abb. 31: Rolle von Rac 1 und Rho A in der durch cAMP-vermittelten Hemmung des Thrombin-
induzierten Zusammenbruchs der Endothelbarriere. Abb. A zeigt ein jeweils repriasentatives Experiment.
Abb. B: Auswertung aller TER-Einzelmessungen und Darstellung als Balkendiagramm. Mit Thrombin
behandelte HDMEC zeigten den typischen reversiblen Verlauf der Widerstandswerte. Vorbehandlung der Zellen
fir 1 h mit F/R zeigte gesteigerte Ausgangswerte. Die Zugabe von Thrombin 16ste in diesen Zellen keine
signifikanten TER-Verdnderungen aus. Allerdings zeigten im Vergleich dazu mit NSC-23766 vorbehandelte
HDMEC keine gesteigerten TER-Werte nach Inkubation mit F/R (98 + 4 %). Die Zugabe von Thrombin
resultierte in diesen Zellen in einem Abfall des TER nach 5 min (72 = 5 %), der signifikant schneller als nach
alleiniger Thrombingabe zum Ausgangsniveau nicht signifikante Werte erreichte (90 + 3 %). Die Vorbehandlung
von HDMEC mit O-Me-cAMP fiir 1 h fiihrte zu gesteigerten Widerstdnden, die auch durch Thrombinzugabe
keiner signifikanten Verdanderung unterlagen. Allerdings zeigten zuvor mit NSC-23766-behandelte Zellen eine
basal erniedrigten Widerstand (70 + 2 %), der durch Zugabe von Thrombin nicht signifikant verdndert wurde (5
min: 58 £+ 3 %). Derartig behandelte Zellen zeigten auch keinen Erholungseffekt der TER-Werte. Mit Y27632
fir 1 h vorbehandelte HDMEC zeigten basal keine verdnderten Widerstinde (109 = 8 %). Thrombinzugabe
konnte in diesen Zellen keine Verdnderungen des TER hervorrufen. [(*) Signifikanz zu den Kontrollen, (#)
Signifikanz zu jew. Zeitpunkt nach Thrombinzugabe mit p < 0,05]
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AnschlieBend wurden die Effekte der Rho-Kinase- und der Rac 1-Inhibition auf die durch
Thrombin-induzierte Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und der Adhirensjunktionen
mit Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 32).

Die Kontrolle zeigte wenige Stressfasern und eine kontinuierliche Verteilung der VE-
Cadherin-Farbung entlang der Zellgrenzen (Abb. 32 a-c). Es kam durch alleinige
Behandlung der Zellen mit Thrombin zur vermehrten Ausbildung von Stressfasern (Abb.
32 d) und zu interzelluldrer Liickenbildung (Pfeile in Abb. 32 d-f). Wie oben beschrieben
konnen F/R- und O-Me-cAMP-Vorbehandlung (1 h) die Effekte von Thrombin verhindern
(Abb. 32 g-i, m-o0). Eine vorherige Hemmung der Rac 1-Aktivierung durch NSC-23766
(30 min) verhinderte die protektiven Effekte von F/R (Abb. 32 j-1) und O-Me-cAMP (Abb.
32 p-r).

Die Inhibition der Rho-Kinase durch Y27632 (1 h) in der Kombination mit Thrombin
fiihrte zu einer Hemmung der fiir Thrombin-Behandlung typischen Stressfaservermehrung
und Liickenbildung (Abb. 32 s-u), so dass Y27632-Gabe anscheinend in der Lage ist, alle

Thrombin-induzierten Effekte zu verhindern.

Abb. 32: Rolle von Rac 1 und Rho A in der cAMP-vermittelten Hemmung der Thrombin-
induzierten Liicken- und Stressfaserbildung. Die Kontrollen (a-c) zeigten wenige Stressfasern
(Alexa-Phalloidin 488 1:60) und ein kontinuierliche die Zelle umfassende VE-Cadherin-Farbung (a-
VE-Cadherin; polyklonal; 1:100; dag-cy3). Die Zugabe von Thrombin zeigte 5 min nach Zugabe eine
deutlich gesteigerte Stressfaserbildung (d) und die Bildung interzelluldrer Liicken (Pfeile in d-f).
HDMEC, die mit cAMP-steigernden Mediatoren 1 h vorinkubiert wurden, zeigten 5 min nach
Thrombinzugabe weder Thrombin-induzierte Stressfaservermehrung (g, m) noch eine Bildung
interzelluldrer Liicken (h, n). Im Gegensatz dazu wiesen HDMEC, die zuvor 30 min mit NSC-23766
behandelt wurden, nach Zugabe von F/R oder O-Me-cAMP fiir 1h und Thrombin fiir 5 min deutlich
vermehrte Stressfaserbildung (j, p) und eindeutige interzelluldre Liicken auf (Pfeile in j-l, p-r).
HDEMC, die mit Y27632 fiir 1 h vorbehandelt wurden, wiesen keine Thrombin-induzierte gestiegenen
Stressfaserbildung (s) und Liickenbildung (t) auf. [GroBenbalken: 20 pm]
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5. Diskussion

5.1. Effekte der Rho-GTPasen in der Regulation der
Endothelbarriere sind zelltypabhéingig

Die Studien dieser Arbeit zeigen, dass Rho-GTPasen in unterschiedlichen Endothelzellen

verschiedene Effekte auf die Endothelbarriere ausiiben.

5.1.1. Schwichung der Endothelbarrierefunktion durch Rho A

Die Aktivierung von Rho A durch CNFy-Behandlung verursachte eine Fragmentierung der
VE-Cadherin-Farbung, eine gesteigerte Stressfaserbildung, die Bildung interzelluldrer
Liicken und eine gesteigerte Permeabilitdt in PSECs, was frithere Studien makrovaskulérer
Endothelzellen ebenfalls zeigten (Carbajal and Schaeffer, 1999; Vouret-Craviari et al.,
2002; Wojciak-Stothard et al., 2001; Wojciak-Stothard et al., 2005). Ahnliche Effekte
wurden in MesEnd-Zellen und in HDMEC:s in vitro und ebenso in intakten mesenterialen
postkapillairen Venulen in vivo gefunden. Im Gegensatz dazu wurde in kultivierten
MyEnd-Zellen durch Rho A-Aktivierung keine Permeabilitéitssteigerung festgestellt, was
im Einklang mit friiheren Studien in MyEnd-Zellen steht (Doktorarbeit Sabrina Burger). Es
kann ausgeschlossen werden, dass CNFy in MyEnd-Zellen Rho A moglicherweise nicht
effektiv aktivierte, da Pull Down-Assays in allen verwendeten Endothelzellen eine
deutliche Aktivierung von Rho A nach CNFy-Behandlung ergaben. Ebenso war auch in
MyEnd-Zellen unter diesen Bedingungen die Stressfaserbildung drastisch gesteigert. Die
Hemmung der Rho-Kinase stirkte die Endothelbarrierefunktion in MyEnd und in HDMEC,
so dass geschlussfolgert werden kann, dass Rho A unter Ruhebedingungen die
Endothelbarrierefunktion in diesen Zelltypen negativ reguliert.

Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass Rho A-Aktivierung nicht immer mit einer
Schwichung der Endothelbarriere einhergeht. In zukiinftigen Studien wére zu ermitteln, ob
Rho A-Aktivierung auch in den Endothelzellen verschiedener Geféllbetten in vivo

unterschiedliche Effekte hervorruft.
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5.1.2. Rac 1 und Cdc42 verstirken im mikrovaskuliaren Endothel die

Barrierefunktion

Die Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 durch CNF-1-Gabe verstérkte die Endothelbarriere
in MyEnd-Zellen. Ahnlich verhielt es sich in HDMECs, obwohl in diesen Zellen durch
CNF-1-Behandlung nicht nur Rac 1 und Cdc42, sondern auch Rho A aktiviert wird. In
MesEnd-Zellen inhibierte die Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 die
barrieredestabilisierenden Effekte der gleichzeitigen Rho A-Aktivierung nach CNF-1-Gabe.
Im Unterschied dazu kam es in PSEC-Zellen nach CNF-1-Behandlung zu einer
gesteigerten Permeabilitdt, d.h. in diesen makrovaskuliren Endothelzellen war die
Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 durch CNF-1 nicht in der Lage, die Effekte einer
simultan auftretenden Rho A-Aktivierung auszubalancieren. Durch Kombinations-
experimente von CNF-1 mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 konnte gezeigt werden,
dass CNF-1 durch Rho A-Aktivierung und nicht durch Aktivierung von Rac 1 und Cdc42
zur Erhohung der Permeabilitét fiihrte.

Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 protektiv
fiir die Barriereintegritidt in mikrovaskuldren Endothelzellen sind, was friihere Befunde
unserer Arbeitsgruppe in vivo bestdtigen (Waschke et al., 2006). In diesen Arbeiten war
die Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 durch CNF-1 in der Lage, barrieredestabilisierende
Effekte des Entziindungsmediators PAF (platelet-activating factor) zu vermindern. Dartiber
hinaus ist fiir physiologische Mediatoren wie Sphingosin-1-Phoshphat (S-1-P) bekannt,
was von aktivierten Pléttchen freigesetzt wird, dass ein barrierestabilisierender Effekt {iber
Rac 1-Signalwege vermittelt wird (Lee et al., 2006). Gegensétzlich dazu scheint geméal der
vorliegenden Arbeit der protektive Effekt von Rac 1 und Cdc42 im makrovaskulidren
Endothel weniger stark ausgeprdgt zu sein. In der Literatur finden sich zu den Effekten
einer Rac 1-Aktivierung im Endothel gegenldufige Ergebnisse. So wurde publiziert, dass
die Expression von konstitutiv aktivem Rac 1 einen protektiven Effekt in PSEC zeigte
(Wojciak-Stothard et al., 2005). Vorher zeigte unter anderem die gleiche Arbeitsgruppe fiir
makrovaskuldre Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVECs), dass eine Rac 1-
Aktivierung negative Effekte auf die Endothelbarriere hatte (van Wetering et al., 2002;
Wojciak-Stothard et al., 2001). Andererseits zeigt eine Arbeit an HUVECs, dass die
Aktivierung der Rho-GTPasen durch CNF-1 nicht wie in unseren makrovaskulidren

Endothelzellen (PSEC) zu einem Barrierezusammenbruch fiihrte, sondern einen
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protektiven Effekt hatte, da sogar ein Thrombin-induzierter Barrierezusammenbruch

verhindert werden konnte (Vouret-Craviari et al., 1998).

5.1.3. Mogliche Mechanismen der kleinen GTPasen in der Regulation

der Endothelbarrierefunktion

Eines der Ziele fiir die Zukunft wird es sein, herauszufinden, durch welche Mechanismen
Rho-GTPasen die Barrierefunktion des Endothels regulieren. In der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass gestorte Endothelbarrierefunktion mit der Bildung interzelluldrer
Liicken einherging, was die Hypothese stdrkt, dass Rho-GTPasen in die Regulation der
parazelluliren Permeabilitit mehr involviert sind als in die transzelluldre
Permeabilitdtsregulation (Mehta and Malik, 2006; Michel and Curry, 1999). Die hier
erbrachten Ergebnisse geben weitere Einblicke in die Wichtigkeit der Stressfaserformation,
der Verstirkung eines corticalen Aktinbandes und der VE-Cadherin-vermittelten Adhésion
in der Regulation der Endothelbarriere.

Einerseits war eine starke Vermehrung der Stressfasern in allen Zelltypen als Antwort auf
Rho A-Aktivierung gefunden worden. Andererseits kam es nur bei drei unserer Zellarten
(PSEC, MesEnd, HDEMC) unter diesen Bedingungen zur Liickenbildung, nicht aber in
MyEnd-Zellen. Weiterhin fiihrte die Behandlung in HDMECs und PSECs mit Toxin B zu
einer Verminderung der Stressfasern, aber dennoch zu einer deutlichen Liickenformation.
Diese Befunde legen nahe, dass interzelluldre Liickenbildung und gesteigerte Permeabilitit
nicht mit gesteigerter Stressfaserbildung einhergehen, wie zu erwarten wire, wenn
Myosin-abhiangige Kontraktion der einer Liickenbildung zugrunde liegende Mechanismus
wiére (Tab.9). Friihere Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten in MyEnd-Zellen, dass
interzelluldre Liicken an Stellen mit fragmentiertem peripherem Aktinring zu finden waren.
Dariiber hinaus ging eine verstirkte Endothelbarriere nach Rac 1-Aktivierung mit einem
gestirkten peripherem Aktinring und einer Rekrutierung von aktinbindenden Proteinen wie
Cortactin und VASP einher (Waschke et al., 2005; Waschke et al., 2006). Aus diesen
Daten kann geschlussfolgert werden, dass es eine positive Korrelation zwischen einer
Verstiarkung des corticalen Aktinrings und einer gesteigerten Barrierefunktion gibt, und
dass Rac 1 und Cdc42 die Barrierefunktion durch Regulation des Aktinzytoskeletts v.a.
durch Regulation des junktional gebundenen Aktins vermitteln. Auch Daten dieser

aktuellen Studie stirken diese Hypothese, denn ein verstirktes corticales Aktin wurde in
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MesEnd-Zellen gefunden, bei denen eine Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 eine Rho A-
vermittelte  interzellulire = Liickenbildung und den  damit  korrelierenden
Permeabilitdtsanstieg ausbalancierten. Allerdings stiarkte in HDMECs eine Aktivierung
von Rac 1 und Cdc42 die Barrierefunktion ohne eine Verstirkung des peripheren
Aktinrings. Zudem war die Bildung eines corticalen Aktinrings in PSEC nach Rac 1- und
Cdc42-Aktivierung nicht ausreichend, die durch parallele Rho A-Aktivierung vermittelte
Barrieredestabilisierung zu verhindern. Damit ist die Bedeutung des perijunktionalen

Aktinrings fiir die Regulation der Endothelbarriere nicht abschlieBend zu klédren.

Da in all diesen Experimenten zu erkennen war, dass interzelluldre Liickenbildung mit
einer Fragmentierung der VE-Cadherin-Lokalisation einherging, stellt sich die Frage,
inwieweit Rho-GTPasen die VE-Cadherin-vermittelte Adhésion und die Morphologie von
Adhirensjunktionen regulieren. Entsprechend der Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
wurde gezeigt, dass eine Schwéchung der Endothelbarriere durch Rac 1-Inaktivierung stets
mit einer Schwéachung der VE-Cadherin-vermittelten Adhdsion verbunden war (Waschke
et al., 2004a; Waschke et al., 2004b; Waschke et al., 2004c). Jedoch waren weder die
Effekte der Aktivierung von Rho A durch CNFy-Behandlung noch von Rac 1 durch CNF-
1-Gabe in MyEnd und MesEnd mit Anderungen in der VE-Cadherin-vermittelten
Adhision assoziiert. Andererseits fiihrte die Hemmung der Rho-Kinase durch Y27632 zu
einer Steigerung der VE-Cadherin-vermittelten Adhision, wie Laserpinzettenexperimente
ergaben, was eine negative Regulation der Adhérensjunktionen durch Rho A andeutet.
Diese Daten zeigen somit auch die Moglichkeit auf, dass VE-Cadherin-vermittelte
Adhidsion nicht junktionaler VE-Cadherin-Molekiile auf der Zelloberfliche nicht
notwendigerweise die Bedingungen in Adhédrensjunktionen zwischen zwei Endothelzellen
widerspiegeln miissen.

Des Weiteren kann Rac 1 die Bindung von IQGAP an B-Catenin unterbinden, so dass 3-
Catenin vermehrt frei vorliegt und mit Cadherinen Adhérensjunktionen ausbilden kann
(Vandenbroucke et al., 2008). Cdc42 scheint vor allem einen Einfluss auf die
Bindungswahrscheinlichkeit von a-Catenin an den B-Catenin/Cadherin-Komplex zu haben,
so dass vermehrt aktives Cdc42 z.B. nach CNF-1-Behandlung neben den Rac 1-
vermittelten Effekten eine zusitzlich barrierestabilisierenden Effekt iiber eine verstirkte
Catenin/Cadherin-Interaktion ausiiben konnte und somit auch bei inflammatorischen

Prozessen nach Thrombin-Gabe die Rekonstitution der AJ erleichtern kénnte (Broman et
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al., 2006; Broman et al., 2007). Das gerade der Phosphorylierungsstatus der
Junktionsproteine, v.a. von VE-Cadherin und von den Cateninen fiir die Aufrechterhaltung
der Endothelbarrierefunktion essentiell ist, zeigen Studien der Arbeitsgruppe um
Lampugnani (Lampugnani et al., 1997; Lampugnani and Dejana, 1997). Fiir AJ konnte
eine Rac 1-abhéngige Tiam 1-Regulation der Endothelbarriere ermittelt werden. So wurde
von einer membranstidndigen Assoziation von Tiam 1 und E-Cadherin in Epithelzellen
berichtet. Durch Einsatz von Tiam 1-siRNA reduzierte sich die E-Cadherin-Férbung
(Malliri et al., 2004).

Es ist zu betonen, dass die Signalwege zwischen Cadherinen und Rho-GTPasen
bidirektional abzulaufen scheinen. Uber eine lokale Aktivierung der PI-3-Kinase durch
Cadherin-Bindung kommt es zur Freilegung einer PH-Domine, welche die Bindedomine
fiir GEFs darstellt. So konnte eine z.B. durch Tiam 1- oder Vav-2-vermittelte Aktivierung
von Rac 1 vermittelt werden. Ebenso kann es zur Aktivierung von Rac 1 nach verstérkter
Cadherin-vermittelter Adhdsion iiber PI-3-Kinase-unabhénige Mechanismen wie durch

p120-Catenin kommen (Erez et al., 2005).

Ebenso besteht auch die Moglichkeit der Regulation der Occludenskontakte durch Rho-
GTPasen (Persidsky et al., 2006). So ist bekannt, dass der Phosphorylierungsstatus von
Occludin, der moglicherweise die TJ-Permeabilitit beeinflusst, durch Rho-GTPasen-
abhingige Signalwege kontrolliert wird (Forster, 2008). So zeigten Studien, dass es durch
Aktivierung der Rho-Kinase zu einer Phosphorylierung von Claudin 5 an Tyrosin 207 und
von Occludin an Tyrosin 382 und Serin 507 in Endothelzellen der Blut-Hirnschranke
kommt (Yamamoto et al., 2008). Des Weiteren konnte eine Studie zum Rac 1-GEF Tiam 1
zeigen, dass Zellen, die kein Tiam 1 besitzen, eine gestorte TJ-Bildung und somit eine

gestorte Endothelbarrierefunktion aufwiesen (Mertens et al., 2005).
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§ Stessfasemn l . T . l
'E Rac 1 Liicken + + + +
= FD-Fluss 1 t t 1]
= (L) VE-Cad. Adh. | | { nt nt
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Tab.9: Ubersichtsdarstellung der Befunde aus vier verschiedenen Zelllinien. Liicken— und Stressfaserbildung
wurde den Immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen entnommen, Permeabilitidt wurde als FITC-Dextran-
Fluss gemessen und die VE-Cadherin-vermittelte Adhésion wurde mit Laserpinzette ermittelt. [N Anstieg; \V Abfall;
~ unverdndert; + vorhanden; - nicht vorhanden; n.t. not tested] = hellgrau umrandete Daten wurden von Sabrina
Burger im Rahmen ihrer Doktorarbeit erbracht. [modifiziert nach (Baumer et al., 2008a)]

5.2. Rac 1 ist an den barrierestabilisierenden Effekten von cAMP

beteiligt

Im zweiten Teil dieser Dissertation sollte gezeigt werde, welche Rolle cAMP und Rac 1 in
der Regulation der Endothelbarriere haben. Die Daten zeigen, dass cAMP unter
Bedingungen, in denen es die Barriere stabilisiert und eine Umorganisation von Adhdrens-
und Occludensjunktionen ausldst, eine Aktivierung von Rac 1 im mikrovaskuldrem

Endothel verursacht und Rac 1-typische Effekte auf das Aktin-Zytoskelett ausiibt.
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5.2.1. cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung geht mit einer
Umorganisation von Adhérens- und Occludensjunktionen

einher

Es ist schon sehr lange bekannt, dass cAMP sowohl die Permeabilitit unter
Ruhebedingungen als auch bei der Entziindung in vivo und in vitro vermindern kann
(Adamson et al., 1998; Adamson et al., 2002; Adamson et al., 2003; Adamson et al., 2008;
Lorenowicz et al., 2007; Michel and Curry, 1999; Nishikawa et al., 1984; Schlegel et al.,
2007; Stelzner et al., 1989). Auch in dieser Studie wurde bestdtigt, dass cAMP im
mikrovaskuldrem Endothel zu einer Stabilisierung der Endothelbarrierefunktion, gemessen
als einen signifikanten Anstieg des TER, filihrte. Diese gesteigerten Barriereeigenschaften
gingen mit einer Verstirkung des corticalen Aktinbandes, einer Linearisierung von
Adhirens- und Occludensjunktionen einher. Diese Ergebnisse unterstiitzen damit andere in
vitro-Studien aus der Literatur (Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 2005; Knox and
Brown, 2002; Kooistra et al., 2005). Allerdings ist noch immer nicht klar, in welcher
Weise Adhirens- und Occludensjunktionen moduliert werden, damit gesteigerte cAMP-
Spiegel ihre Effekte vermitteln konnen. Moglicherweise kommt es zu einer Reduktion der
interzelluliren Uberlappungsbereiche und zu einer Verminderung von interzelluldren
Interdigitationen, so dass die Junktionsproteine vermehr direkt an der Verbindung
zwischen den Zellen angelagert sind. Ebenso steigt die Fluoreszenzintensitit von Claudin 5
nach F/R, O-Me-cAMP und CNF-1 und die Intensitit von VE-Cadherin nach O-Me-cAMP,
so dass eine Zunahme von Adhirens- und Occludensjunktionsproteinen an den Junktionen
denkbar wiére. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse der Triton-Extraktionsassays
unterstiitzt. Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die totale
Gesamtproteinmenge an VE-Cadherin und Claudin 5 nicht verdndert war, sondern dass es
zu einer deutlichen Umverteilung von Junktionsproteinen gekommen war. So fand sich
nach O-Me-cAMP-Behandlung mehr VE-Cadherin in der tritonunldslichen Fraktion, d.h.
es war mehr VE-Cadherin an das Aktinzytoskelett gebunden als unter
Kontrollbedingungen. Ebenso konnten derartige Befunde nach Behandlung mit F/R und O-
Me-cAMP fiir Claudin 5 gefunden werden. Durch Umverteilung von mehr
Junktionsproteinen in die Zellkontakte zweier Endothelzellen konnte die sinkende

Permeabilitét und somit die gesteigerte Barrierefunktion mit erklirt werden.
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5.2.2. cAMP induziert eine Endothelbarrierefestigung unter anderem

durch Regulation der Aktivitit der Rho-GTPasen

Es ist durchaus moglich, dass cAMP {iiber Epac/Rap 1 die VE-Cadherin-vermittelte
Adhision reguliert und somit direkte Effekte auf die Adhédrensjunktionen ausiibt, was in
fritheren Studien durch eine Umverteilung von AF6 parallel zu VE-Cadherin
Umverteilungen nahegelegt wurde (Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 2005; Kooistra et
al., 2005). AF6 und Rap 1 konnen E-Cadherin-basierte Adhérensjunktionen durch
Hemmung der E-Cadherin-Endozytose stiarken (Hoshino et al., 2005).

Rho-GTPasen sind lange bekannte Regulatoren des Aktinzytoskeletts und somit auch der
Zelladhidsion (Bustelo et al., 2007; Jaffe and Hall, 2005). Dabei ist besonders Rac 1 fiir die
Aufrechterhaltung der VE-Cadherin-Bindung notwendig (Waschke et al., 2004a),
wohingegen nach den hier vorliegenden Daten Rho A iiber die Rho-Kinase die VE-
Cadherin-Bindung negativ reguliert. Deshalb ist es denkbar, dass ein Teil der
barriereprotektiven Effekte von cAMP tiber Rho-GTPasen vermittelt werden.

Die Rho A-Aktivitdt wurde sowohl durch F/R-vermittelte cAMP-Steigerung als auch durch
O-Me-cAMP-Gabe zumindest unter Kontrollbedingungen nicht beeinflusst. Dies
unterstiitzt frithere Befunde, die ebenso gezeigt haben, dass O-Me-cAMP basal keine
Verdnderung der Rho A-Aktivitit bewirkte (Cullere et al., 2005). Allerdings haben andere
Studien in makrovaskuldren Endothelzellen gefunden, dass Forskolin auch die basale Rho
A-Aktivitdt vermindert (Birukova et al., 2004b). Grundsétzlich ist eine cAMP-vermittelte
Rho A-Inaktivierung méglich, da PKA-Aktivierung eine Serin'**~-Phosphorylierung von
Rho A verursachen kann, die eine gesteigerte Interaktion mit GAPs zur Folge hat und die
Inaktivierung von Rho A mit sich bringt (Ellerbroek et al., 2003; Loirand et al., 2006).
Dartiber hinaus kann {iber eine Aktivierung von Rap 1 eine Aktivierung des Rho-GAPs
Arap3 erfolgen und somit eine Inaktivierung von Rho A bewirken (Kooistra et al., 2007;
Schmidt et al., 2007). In den von uns verwendeten mikrovaskuliren HDMEC-Zellen
scheint dieser Effekt jedoch unter Ruhebedingungen keine Auswirkung auf die Rho A-
Aktivitdt zu haben, wie unten ausgefiihrt hemmt die cAMP-Erhéhung aber die Thrombin-
vermittelte Rho A-Aktivierung.

Ebenso wurde in dieser Studie die Hypothese untersucht, ob die Aktivitdt von Rac 1 an der

cAMP-vermittelten Barrierestabilisierung beteiligt ist, da die Wichtigkeit von Rac 1 fiir die

- 111 -



Diskussion

Aufrechterhaltung der Endothelbarriereintegritit gut belegt ist (Birukova et al., 2007b;
Gopalakrishnan et al., 2002; Waschke et al., 2004a; Waschke et al., 2004b; Waschke et al.,
2004c; Waschke et al., 2006; Wojciak-Stothard et al., 2005). Wir haben herausgefunden,
dass F/R und O-Me-cAMP zu einer Rac 1-Aktivierung fiihren, die mit einer direkten
Aktivierung durch CNF-1 vergleichbar war.

Dariiber hinaus wiesen Zellen nach Erhohung des cAMP-Spiegels typische zytoskelettale
Veranderungen auf, die fiir eine Rac 1-Aktivierung typisch sind. So fiihrte cAMP-Anstieg
zur Bildung eines corticalen Aktinbandes und einer Umverteilung von Rac 1 und seinem
Effektor Cortactin an die Zellmembran. Diese Befunde wurden durch Versuche mit
konstitutiv aktivem Rac 1 transfizierten HDMEC unterstiitzt. Es ist moglich, dass die
Umverteilung von Cortactin zu einer Barrierestabilisierung beitrdgt, da Rac 1 iiber
Cortactin zu einer Barrierestabilisierung fithren kann (Jacobson et al., 2006). Dies wurde
ebenso von der Arbeitsgruppe um Fukuhara vermutet, denn auch sie beobachteten die
Bildung eines corticalen Aktinrings und die Rekrutierung von Cortactin an die Junktionen
(Fukuhara et al., 2005).

Es wurde gezeigt, dass die Glykosylierung von Rac 1 durch das bakterielle Toxin LT zu
einem Zusammenbruch der Endothelbarriere fiihrt (Waschke et al., 2004a). Ebenso ist
publiziert, dass diese Inaktivierung durch Steigerung der cAMP-Spiegel inhibierbar ist
(Waschke et al., 2004a; Waschke et al., 2004b; Waschke et al., 2004c). Um die Rolle von
Rac 1 in der cAMP-vermittelten Barrierestabilisierung genauer zu untersuchen, wurde in
diesen Studien ein Rac 1-Inhibitor (NSC-23766) genutzt, der die Aktivierung von Rac 1
hemmt, indem er die Bindung der Rac 1-spezifischen GEFs Trio und Tiam 1 an die
GTPase inhibiert (Gao et al., 2004). Die Inaktivierung von Rac 1 durch NSC-23766 fiihrte
zu einer signifikant reduzierten Barrierefunktion, die mit einer deutlichen Liickenbildung
einherging. So kann davon ausgegangen werden, dass eine kontinuierliche Aktivierung von
Rac 1 durch Trio und Tiam 1 zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion nétig ist.

Des Weiteren wurde untersucht, ob trotz Vorinkubation mit dem Rac 1-Inhibitor F/R und
O-Me-cAMP auch weiterhin in der Lage sind, die Barrierestabilisierung zu vermitteln.
Dabei wurde gezeigt, dass die positiven Effekte von O-Me-cAMP groftenteils durch Rac 1
vermittelt sein miissen, da die Zugabe von O-Me-cAMP im Gegensatz zur alleinigen O-
Me-cAMP-Gabe keine barrierestabilisierenden Eigenschaften mehr zeigte. Der gemessene
TER lag weiterhin signifikant unter Kontrollniveau und war begleitet von einer deutlichen

Liickenbildung. Ebenso entfiel die Linearisierung und Verstirkung der VE-Cadherin-
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Fluoreszenz, was auch fiir diesen Effekt einen vor allem durch Tiam 1/Rac 1-vermittelten
Signalweg vermuten ldsst. Zwischenzeitlich konnte eine andere Arbeitsgruppe mit diesem
Inhibitor zeigen, dass sowohl die PKA- als auch die Epac/Rap I1-vermittelte
Barrierestabilisierung iiber eine Aktivierung von Rac 1 verlduft und das hierbei die GEFs
Trio und Tiam 1 involviert sind (Birukova et al., 2007b). Allerdings zeigte eine andere
Arbeit, dass die durch den Epac/Rap 1-Signalweg vermittelte Barrierestabilisierung auch
mit einer Verdnderung der Mikrotubulidynamik einhergeht, die durch gesteigertes cAMP
und Epac, aber Rap 1-unabhingig, vermittelt wird und somit anscheinend keiner Rap 1 —
Rac 1-Aktivierung bedarf (Sehrawat et al., 2008).

Im Unterschied zu O-Me-cAMP fiihrte die Zugabe von F/R zu zuvor mit Rac 1-Inhibitor
behandelten Zellen zu einem Anstieg des TER auf Kontrollniveau. Dies deutet an, dass der
PKA-abhéngige Signalweg nicht nur {iber Rac 1-Aktivierung verlduft oder zumindest Tiam
1 bzw. Trio als GEFs nicht involviert sind. Allerdings war die gefundene
Barrierestabilisierung im Vergleich zu Messungen des TER nach F/R ohne Rac 1-Inhibitor
immer noch signifikant erniedrigt. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der cAMP-
vermittelte barrierestabilisierende Effekt zumindest teilweise tiber Rap 1-abhingige Rac 1-
Aktivierung vermittelt wird. Es ist moglich, dass PKA verschiedenste weitere
barrierestabilisierende Mechanismen vermittelt, die von Rho-GTPasen unabhéngig sind.
So kann PKA u.a. die MLCK inhibieren und damit die Kontraktion inhibieren (Nishikawa
et al., 1984; Yuan, 2002). Dariiber hinaus kommt es durch Aktivierung von PKA zu einer
Phosphorylierung Aktin-bindender Proteine wie VASP (Blume et al., 2007; Rosenberger et
al., 2007) oder Filamin (Hastie et al., 1997), und somit moglicherweise zu einer Regulation
der Endothelbarrierefunktion durch Kontrolle der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts. Es ist
bekannt, dass das Aktin-Zytoskelett bei der Regulation von Adhédrens- und
Occludenskontakten eine wesentliche Rolle spielt. So stabilisieren Aktinfilamente die
Adhérens- und Occludensjunktionen (Dejana, 2004) und dariiber hinaus fiihrt eine gestorte
Aktinpolymerisation zu einer gesteigerten mikrovaskuldre Permeabilitdt in vivo (Waschke
et al., 2005). Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Daten geschlossen werden,
dass die barrierestabilisierende Eigenschaften von cAMP teilweise durch Rac 1-

Aktivierung vermittelt werden.
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5.2.3. cAMP-vermittelte Barrieresteigerung wird sowohl durch den

PKA-abhiingigen als auch durch Epac/Rap 1-Signalweg vermittelt

Nachdem berichtet wurde, dass O-Me-cAMP konzentrationsabhédngig selektiv den
Epac/Rap 1-Signalweg und nicht PKA aktiviert (Christensen et al., 2003), wurde deutlich,
dass viele Effekte, die vorher nur PKA zugeschrieben wurden, durchaus auch Epac/Rap 1
vermittelt werden konnten. Aus diesem Grund wurden in dieser Studie neben F/R zur
Erhohung des cAMP-Spiegels als auch O-Me-cAMP zur selektiven Aktivierung des
Epac/Rap 1-Weges genutzt. Um sicherzustellen, dass O-Me-cAMP unter den hier
verwendeten Bedingungen selektiv Epac/Rap 1-Signalwege aktiviert und nicht PKA,
wurde die Tatsache genutzt, dass VASP an Serin 157 von PKA phosphoryliert wird
(Halbrugge et al., 1990). Es ergab sich eine Phosphorylierung von VASP lediglich nach
F/R-Behandlung. O-Me-cAMP scheint also keine Aktivierung von PKA zu bewirken.
Somit ist aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse die Aktivierung von Rac 1 sowohl iiber
Epac/Rap 1 als auch iiber PKA induzierbar. An dieser Stelle muss allerdings festgestellt
werden, dass nicht untersucht wurde, ob unter den in dieser Studie genutzten Bedingungen
die F/R-vermittelte cAMP-Steigerung ausreichte, um Epac/Rap 1 zu aktivieren. Die Rap 1-
induzierte Aktivierung von Rac 1 scheint durch die spezifischen GEFs Tiam 1 und Vav2
vermittelt zu sein (Birukova et al., 2007a; Kooistra et al., 2007). Da Rac 1 im Gegensatz zu
Rho A keine PKA-Phosphorylierungsstelle aufweist, scheint auch PKA indirekt
moglicherweise iiber die GEFs Tiam 1 oder Trio Rac 1 zu aktivieren (Dormond and Ruegg,
2003).

In Zukunft muss herausgefunden werden, wie die beiden cAMP-abhéngigen Signalwege
die verschiedenen Zellkontakte regulieren. F/R, O-Me-cAMP und CNF-1 hatten dhnliche
Einfliisse auf die Intensitit der Claudin 5-Farbung und die aufgetretene Linearisierung, was
aufzeigt, dass diese Effekte durch Epac/Rap 1 vermittelt sein konnten (Mertens et al.,
2005).

Interessanterweise verursachten F/R- und O-Me-cAMP-Gabe, aber nicht CNF-1-
Behandlung, eine Linearisierung der Adhirensjunktionen. Somit ist weiterhin unklar, ob
dieser Effekt Rac 1-vermittelt oder direkt durch Rap 1 verursacht wird. Des Weiteren
stirkte nur O-Me-cAMP, nicht aber F/R die AJ iiber gesteigerte zytoskelettale

Verankerung von VE-Cadherin. Dieser Prozess scheint damit Rap 1 vermittelt zu sein.
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5.3. Bedeutung von cAMP, Rac 1 und Rho A bei dem durch

Thrombin induzierten Barrierezusammenbruch

5.3.1. Der Thrombin-induzierte Endothelbarrierezusammenbruch

erfolgt durch Reduktion von cAMP

AbschlieBend konnten innerhalb der vorliegenden Arbeit neue Einblicke in die
Mechanismen aufgezeigt werden, die im Rahmen des Thrombin-induzierten
Endothelbarrierezusammenbruchs involviert sind. Zundchst konnte mit Messungen des
TER eindeutig gezeigt werden, dass die von uns verwendeten HDMEC-Zellen auf
Thrombin mit einem reversiblen Zusammenbruch der Endothelbarriereintegritét reagieren,
der bereits nach 5 min feststellbar war. Fiir andere Endothelzellen konnte dies ebenfalls
gezeigt werden (Birukova et al., 2004c). Ebenso zeigten Permeabilitdtsmessungen vieler
fritherer Studien einen rapiden, aber reversiblen Anstieg der Permeabilitdt (Cullere et al.,
2005; Garcia et al., 1995; Patterson et al., 2000; Tiruppathi et al., 1992). Sowohl F/R-Gabe
als auch O-Me-cAMP-Behandlung waren in der Lage, den durch Thrombin induzierten
Endothelbarrierezusammenbruch komplett zu inhibieren, wie es auch schon frither in
dhnlichen Studien ermittelt wurde (Cullere et al., 2005). Diese Befunde legten Nahe, dass
Thrombin durch Reduktion von cAMP zum Zusammenbruch der Barriere gefiihrt haben
konnte.

Daher wurden innerhalb dieser Untersuchungen auch die cAMP-Spiegel gemessen. Es
wurde festgestellt, dass der intrazellulire cAMP-Spiegel 15 min nach Thrombinzugabe
erniedrigt war und nach 60 min wieder das Ausgangsniveau erreicht hatte. Dies ist moglich,
da Thrombin iiber einen Ca*"-Einstrom zu einer Inhibition der Adenylatcyklase 6 und zu
somit zu sinkenden cAMP-Spiegeln fithren kann (Cioffi et al, 2002). Viele
Entziindungsmediatoren verursachen einen derartigen intrazelluliren Ca®*-Anstieg, was als
ursdchlich fiir verschiedenste intrazelluldre Signalwege angesehen wird (Mehta and Malik,
2006; Sandoval et al., 2001; Vandenbroucke et al., 2008). Da allerdings 5 min nach
Thrombingabe, als die Barrierefunktion bereits erniedrigt war, der Gesamt-cAMP-Spiegel
der Zelle noch nicht signifikant erniedrigt war, konnte die Rolle von cAMP nicht
abschlieBend gekldrt werden. Um diesem Ziel ndher zu kommen, wurde die Bedeutung von
cAMP bei weiteren Mechanismen untersucht, durch die Thrombin die Endothelbarriere

reguliert. Dazu zdhlte die Regulation der GTPasen Rho A und Rac 1.
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5.3.2. Rac 1 nimmt eine wesentliche Rolle in cAMP-vermittelten

protektiven Effekten ein

Zu den durch Thrombin induzierten Mechanismen gibt es viele Studien, da Thrombin oft
als eine Art Entziindungsmediator in kultivierten Endothelzellen eingesetzt wird (Abb. 33).
Die durch Thrombin vermittelten Effekte werden primédr durch PARI-Rezeptoren
(protease activated receptor 1) (Bogatcheva et al., 2002; Hirano et al., 2007) vermittelt. Die
Interaktion zwischen PAR1-Rezeptor und intrazelluldren Effektoren ist gut untersucht und
wird durch heterotrimere GTP-bindende Proteine vermittelt. So interagieren PARI-
Rezeptoren mit Gj-, Ggq- und Giy3-Proteinen. Gjyy3-gekoppelte PAR1-Rezeptoren
vermitteln eine Ca®"-unabhingige Aktivierung von Rho A durch p115Rho-GEF (Birukova
et al., 2004c; Greenberg et al., 2003), was zu einer direkten Aktivierung von Rho A fiihrt
und somit eine gesteigerte Rho-Kinase-vermittelte Kontraktion zur Folge hat. Gg-
gekoppelte PAR1-Rezeptoren aktivieren die Phosphoinositolphospholipase C, was iiber
verschiedene Mechanismen zu einem rapiden Anstieg intrazelluldrer Ca**-Spiegel fiihrt
(Sandoval et al., 2001). Und G;-Kopplung resultiert in einer Inaktivierung der
Adenylatzyklase und folglich sinkenden cAMP-Spiegeln (Bogatcheva et al., 2002).

Es wurde im Rahmen dieser Untersuchungen gezeigt, dass die Thrombin-vermittelten
Effekte mit einer Rac 1-Inaktivierung und einer Rho A-Aktivierung einhergehen. So lagen
nach 5 und 15 min und damit zu den Zeitpunkten, an denen eine deutliche Liickenbildung
eingetreten war, Rac 1 inaktiviert und Rho A deutlich aktiviert vor. Parallel zu dem
transienten Abfall des TER erreichte 60 min nach Zugabe von Thrombin die Aktivitit von

Rac 1 und Rho A wieder Kontrollniveau.

Die Effekte von Thrombin auf Rho A sind gut untersucht (Essler et al., 1998; Wojciak-
Stothard and Ridley, 2002) und konnten innerhalb dieser Untersuchungen auch bestitigt
werden. Schon in fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass gesteigerte cAMP-
Konzentrationen in der Lage sind, die durch Thrombin induzierte Rho A-Aktivierung zu
verhindern (Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 2005; Kooistra et al., 2005; Qiao et al.,
2003). Derartige Befunde werden durch Untersuchungen bestérkt, die zeigen, dass PKA
durch Phosphorylierung von Rho A an Serin'® die Dissoziation von Rho-GDI hemmt und
somit die GTPase in ihrer Aktivitit inhibiert (Qiao et al., 2003). Zum anderen wurde fiir
Rap 1 gezeigt, dass es Rho A iiber die Aktivierung des Rho-GAPs Arap3 inaktivieren kann

(Kooistra et al., 2007; Schmidt et al., 2007). Zusammenfassend kann man von diesen
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Studien schlieBen, dass cAMP tatsdchlich iiber Inhibition der Rho A-Aktivierung den
Thrombin verursachten Barrierezusammenbruch verhindern konnte. Unser Befund, dass
die Hemmung der Rho-Kinase durch Y27632 ebenso effektiv in der Hemmung des
Thombin-induzierten Barrierezusammenbruchs war wie die cAMP-Erhohung, deutet an,

dass die Rho A-Aktivierung in diesem Zusammenhang tatsdchlich wichtig ist.

—— Thrombin
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Abb. 33: Regulationskreislauf Thrombin [modifiziert nach (Bogatcheva et al., 2002; Mehta and Malik,
2006; Michel and Curry, 1999)] Thrombin dockt an den PAR1-Rezeptor der Endothelzellen an und 16st somit
abhéingig von der Kopplung des Rezeptors verschiedenste Signalkaskaden aus. Uber eine Gy -Kopplung von
PAR1 kommt es einerseits zu einer direkten Rho A-Aktivierung iiber p115Rho-GEF, welche iiber Rho-Kinase
die Kontraktilitédt der Zelle fordern kann. Andererseits kommt es iiber PKCy zu einer Ca*'-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern, die ihrerseits einen weiteren Einstrom von Ca®' iiber TRPC4-Kanile begiinstigen.
Durch G;-Kopplung und Hemmung der AC kommt es einem Absinken der cAMP Spiegel, welcher Einfliisse auf
die MLCK Aktivitdt hat und somit u.a. zu gesteigerter Kontraktion der Zelle fiihrt.

Im Gegensatz zu der Aktivierung von Rho A ist eine Inaktivierung von Rac 1 in manchen
Studien gezeigt worden (Birukova et al., 2007a; Vouret-Craviari et al., 2002), in anderen
aber nicht (Qiao et al., 2003). Unsere Untersuchungen zeigten eine deutliche Inaktivierung
von Rac 1 nach Thrombinzugabe.

Um die Rolle von Rac 1 genauer zu untersuchen, wurde der Rac 1-Inhibitor NSC-23766
zusammen mit F/R oder O-Me-cAMP in der Vorinkubation von Thrombin verwendet. Wir

fanden heraus, dass eine Zugabe von Thrombin zu den mit NSC-23766 plus F/R
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behandelten Zellen zu einem Barrierezusammenbruch fiihrte. Somit wird deutlich, dass die
durch F/R vermittelte Rac 1-unabhéngige Barrierestabilisierung nicht ausreichend ist, den
durch Thrombin verursachten Barrierezusammenbruch zu verhindern und Rac 1 bei den
Thrombin-vermittelten Mechanismen eine entscheidende Rolle spielt. Dennoch
beschleunigte die cAMP-Erh6hung unter diesen Bedingungen die Wiederherstellung der
Barrierefunktion.

Es ist moglich, dass die Rho A-Aktivierung der Rac 1-Inaktivierung nachgeschaltet ist und
Rho-GTPasen somit einer internen Hierarchie unterliegen (Matozaki et al.,, 2000;
Vandenbroucke et al., 2008). Unterstiitzt wird diese Hypothese auch durch Befunde, die
zeigen, dass Rac 1 tiber PAK 1 das Rho A-GEF NET1 phosphoryliert und somit inhibiert
(Alberts et al., 2005). Zahlreiche Studien postulierten bereits den Zusammenhang zwischen
Rac 1 und Rho A, in denen eine Balance der jeweiligen Aktivititen als Vorraussetzung
einer intakten Endothelbarrierefunktion beschrieben wird (Wojciak-Stothard et al., 2001;
Wojciak-Stothard and Ridley, 2002).
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5.4. Ausblick

Da viele Studien zur Rolle von Rac 1 nur in vitro durchgefiihrt wurden, miissten
Permeabilitdtsmessungen in vivo nach Inhibition von Rac 1 und Rap 1 mit nachfolgender
morphologischer  Aufbereitung der Gefdlbetten fiir Immunfluoreszenz- und
Elektronenmikroskopie erfolgen.

Zukiinftige Untersuchungen sollten weiterhin charakterisieren wie cAMP, Rap 1 und Rac 1
Adhidrens- und Occludensjunktionen und weitere Junktionsproteine regulieren. Dabei
konnte die Phosphorylierung von VE-Cadherin oder anderer junktionaler Proteine eine
Rolle spielen (Kooistra et al., 2007). Es ist folglich von groBem Interesse zu untersuchen,
ob es durch F/R oder O-Me-cAMP zum Beispiel zu Phosphorylierungen von VE-Cadherin
an Tyrosin 685 oder Serin 665 kommt. Ebenso wird eine wesentliche Rolle von p120-
Catenin diskutiert (Vandenbroucke et al., 2008). Dabei ist interessant, dass AF6 mit p120-
Catenin einen Komplex bilden kann, der die Bindung von p120-Catenin an E-Cadherin
steigert und somit die Adhdrensjunktion stirkt (Hoshino et al., 2005). Ebenso ist AF6 an
der Regulation anderer junktionaler Proteine, wie Nektinen oder auch den
Occludenskontakten, beteiligt (Mehta and Malik, 2006). Daher miisste auch die Rolle der
Nektine fiir die Endothelbarrierefunktion genauer charakterisiert werden

Das genaue Verstidndnis der Mechanismen, die bei der Regulation der Endothelbarriere
beteiligt sind, kann in der Zukunft die Entwicklung neuer Therapieansidtze in der

Behandlung vaskuldrer Erkrankungen ermdglichen.
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7. Anhang

7.1. Chemikalienauflistung

Alle Chemikalien und Substanzen entsprachen dem hochstmoglichen Reinheitsgrad und

wurden von folgenden Firmen bezogen:

Acrylamidlosung, 40 %

Agarose

Amidoschwarz

3- Aminophthalhydrazid
(Luminol)

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Ampuwa (deionisiertes H,O)

Aprotinin

BamH1
BAPTA
Bacto-Agar
Bradykinin

Borsdure
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid
Coomassie Brilliant Blau R250

p- Coumarinsdure

Desoxycholsidure (DOC)
Dimethylpimelimidate (DMP)

C3HsNO
C2oH14aNsNa,O0S,
CsH7N;0,

(NH4)2S,05
Ci6H19N304S
H,O
C184H432Ng4079S7

CH24N019
CsoH73N1501

x3 C2H402
H;BO;
C45HaaN3NaO7S,
C19H9BI'4N8.05S

CaC12 X ZHZO
C4sHaaN3NaO7S,

CoH303

Cr4H39NaOy
C9H18N202 x 2HCI
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Roth, Karlsruhe
GIBCO BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
AppliChem, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Pierce, Rockford
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dispase

Dithiothreitol (DTT)
DNAse

Essigsdure, konz. (Eisessig)

Ethanol, reinst

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsidure
(EDTA)

Ethylenglykoltetraessigséure
(EGTA)

Fetales Kélberserum (FCS)

Fluoresceinisothiocyanat FD4
(FITC-Dextran)

Forskolin

FURA-2

Gelatine

Glucose
Glutaraldehyd
Glutathionsepharose
Glycerin

Glycin

HBSS

C,HsOS
Na,HPO4

C4H1002S,

C,H40,
C,HsOH
C,H/NO
C,1HyoN;3Br
CioH16N20s

C14H24N2019

CH3407

C2oH2oN3014K 5

CsH1206
CsHgO,

C3H303
C,HsNO;,

Hefe Extrakt (Bacto' Yeast Extract)---

Hepes Salz
Hepes Saure

Histamin

C8H18N204S
CgHsN>O4S

C5H9N3 x 2HCI
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Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roche, Penzberg

Roth, Karlsruhe
Roche, Penzberg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Amersham Bioscience
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Igepal CA 630

Isopropanol

(CH40),C14H2,0

C3HgO

Isopropyl-B-D-thiogalacopyranosid CoH;305S

(IPTG)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Kollagenase A

Leupeptin

Lysozym

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Mercaptoethanol
MES

Methanol

Narcorenléung
(Pentobarbitallésung)
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat(SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natronlauge

Nonidet P40

Normal donkey serum (NDS)

KCl
KH,PO,
CisH36N401

2C50H33N604
® stO4

MgCl, x 6H,0
MgSO, x 7TH,0
C,H(OS
CeH13NO4S
CH;OH

C11H1sN,0O3

NaNj;

NaCl
NaH,POq4
Ci2H25NaO4S
NaHCO;3
NaOH

(CH40)-53C4H2,0

- 136 -

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
ICN Biomedicals Inc, Aurora

Roche, Penzberg

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

privat

AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merial, Halbergmoos

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldirch, Steinheim
Riedel deHaen, Seelze
Roche, Penzberg

Dianova, Hamburg
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Normal goat serum (NGS)
NSC-23766 (Rac 1-Inhibitor)

O-Me-cAMP
n- Propylgallat

Platelet-activating factor (PAF)

Paraformaldehyd

Penicillin G

Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Ponceaus S

RNAse

Rolipram

Salzsdure

Streptomycin

N’,N’,N",N’,-TetramethyI-
ethylendiamin (TEMED)

Thombin, human

Trichloressigsdure

Tris

Triton X-100

Trypsin

Trypton (Bacto™™ Trypton)
Tween 20

Wasserstoffperoxid
Xbal
Y27632

Cr4H33Ci3N7

C17H16CINsOgPsNa
CioH1205
Cy6Hs4NO7P x H,O
(CH0)q
Ci16H19N204S
C34H63N509
CsH/FO,S

CH12N4NasO1354

Ci6H21NO3

HCIl
C21H39N7012

CsHi6N2

CsgH 114026
H,0O,

C 14H21N3OX2HC1
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Sigma, Deisenhofen

Calbiochem/Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Roche, Penzberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
GIBCO BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Roth

Calbiochem, La Jolla, CA
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7.2. Auflistung der Zusammensetzung von Losungen und Puffer

Zellkultur:

0,5 % Gelatinelosung in H,O, autoklaviert

0,05 % Trypsinlosung mit 0,02 % EDTA in PBS, sterilfiltriert

2 % Glutaraldehydldsung in PBS

Einfriermedium: 10 % DMSO /10 % FCS in DMEM
Penicillin-Stammldsung: 12,87 g/ml in PBS, pH 5,5, sterilfiltriert
Streptomycin-Stammldsung: 6,01 g/ml in PBS, pH 5,5, sterilfiltriert

PSEC-Prdparation:

Kollagenase A-Ldsung: 1 mg/ml Kollagenase A in PBS, sterilfiltriert

Permeabilitdtsmessung in vivo:

Ringer-Stammldsung Ringer-Gebrauchslésung (pH 7,4)
771,40 g | NaCl 400 ml Ringer-Stammldsung
3422¢g | KCl 1,98 g Glucose
29,40 g | CaCl, x 2H,0 0,84 ¢ NaHCO,
29,57 g | MgSO, x 7TH,0 4,70 g Hepes Salz
ad 20 1 Aquages. 525¢g Hepes Séure
ad 21 Aquages.

Ringer/BSA-Losung: 0,05 g BSA in 5 ml Ringer-Gebrauchslosung sterilfiltriert

Immunfluoreszenz:
. 4003 g NaCl 242 ¢ | Tris
PBS: 100g | KCI TBS eH74) 290228 | NaCl
(phosphat buffered saline) 65,3 g | Na,HPO, (tris buffered saline) ad 11 Aquages,
ad 10 1 Aqua ge.

2 % PFA-Losung in PBS

0,1 % Triton X-100 Losung in PBS

BSA/NGS-Losung: 3 % BSA /1 % NGS in PBS

10 % NDS-Losung: 10 % NDS in 0,5 % Natriumazid
Eindeckldsung: 60 % Glycerin/ 1 % NPG in PBS

Pull Down-Assay — Prdaparation der Sepharose

Ampicillin-Stammlosung: 100 mg/ml in H0, sterilfiltriert
LB-Medium (siche Molekularbiologie)
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0,5 mM IPTG-Lo6sung (in H,0)

PBS

1 mg/ml Lysozymlosung in H,0

Losung aus: 0,4 % Triton X-100 und 1 mM EDTA in PBS

Pull Down-Assay/Triton-Assay mit anschliefyender Gel Elektrophorese und Western Blot:
PBS mit 0,05 % Tween 20 pH =74

TBS mit 0,05 % Tween 20 pH = 7,4

Luminollésung: 250 mM 3-Aminophthalhydrazid in DMSO

Coumarinsiureldsung: 90 mM p-Coumarinsidure in DMSO

5 % Magermilch in PBS + 0,05 % Tween

Bradford-Stammlésung vor Gebrauch 1:5 mit H,0 verdiinnen

Lysepuffer vor Gebrauch zusetzen: 1 mM PMSF, 1 ug/ul Leupeptin/Pepstatin/Aproteinin

Rho Puffer vor Gebrauch 1:5 mit 10% Glycerol in Aquages;. verdiinnen

5 fach-Lysepuffer Rho 2 fach-Lysepuffer Rac Triton-Lysepuffer
Pull Down (pH 7,5) Pull Down (pH 7,5) (pH 6.8)

125 mM | HEPES 3,03 g | Tris 0,5% | Triton X-100
70 mM | NaCl 1,02 g | MgCl, 50 mM | MES
50mM | MgCl, 3,65 ¢ | NaCl 25mM | EGTA

5mM | EDTA 10 ml | Nonidet P40 SmM | MgCl,
10 % | Glycerol 50 ml | Glycerol in Aquageg
5% | Igepal CA-630 2,50 g | DOC
ad 500 ml Aquages. ad 500 ml Aquages.
SDS_Sammelgel' vier 10 % vier 10 % Trenngel fiir vier 10 %
Gele Gele Gele
Aquage, 8,1 ml 4,8 ml Aquage. 6,2 ml
1,5 M Tris pH 8,8 6,7 ml 10,0 ml 1,5 M Tris pH 8,8 1,2 ml
30 % Acrylamid 5,0 ml 5,0 ml 30 % Acrylamid 2,5 ml
10 % SDS in H,O 0,2 ml 10 % SDS in H,O 0,1 ml
10 % APS in H,O 60 ul 10 % APS in H,O 30 ul
TEMED 30 ul TEMED 15 ul
Probenpuffer: Elektrophoresepuffer Blotpuffer:
(5fach):
0,454 ¢ | Tris 50,0 g | SDS 25mM | Tris
1,2g | SDS 720,0 g | Glycin 195 mM | Glycin
7,56 g | Glycin 150,0 g | Tris 20 % Methanol
400 ul | Brompholblau ad 100 ml Aquageg. 0,1 % SDS
(30mg | DTT) in Aquageg,
ad 20 ml Aquage;.
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ECL I — Losung: ECL II - Losung: Ponceau:
1 ml Luminollésung 64 ul 30 % H,0, 50g PonceauS
0,44 ml | Coumarinsédureldsung 10 ml | Tris/HCI Lsg pH 8,0 30,0 g | Trichloressigséure
10 ml | Tris/HCI Lsg pH 8,0 ad 100 ml Aquageg. ad 1 I Aquage
ad 100 ml Aquages,

Amidoschwarz:
Férbelosung Entfarbelosung Aufloselosung
0,5 % Amidoschwarz 47,5 % | Methanol 80 % | Ameisensdure
45 % Methanol 47,5 % | Aquages. 10 % | Eisessig
45 % Aquages. 5% | Eisessig 10 % | Trichloressigséure
10 % Eisessig

Permeabilitdtsmessungen mit Transwell-Filtern:

PBS
FITC-Dextran Losung in PBS: 10 mg FITC-Dextran/ml PBS

Laserpinzette:

0,1 M NaH,PO4 Losung pH 8,1 in H,O
0,5 M NaH,PO4 Losung pH 8,0 in H,O
HBSS Losung

0,1 M Boratpuffer in HO pH 9,0

0,1 M Boratpuffer pH 8,5

0,2 M Ethanolamin pH 8,0

100 mM EGTA Losung

Molekularbiologie:

e SOC-Medium (pH =7,0 einstellen und autoklavieren): 1 1 autoklaviertes Medium mit

20 ml 1 M Glucoseldsung versetzen und sterilfiltrieren

20,0 g Bacto-Tryptone (Casein-Hydrolysat)
10,0 g Bacto-Yeast
05¢g NaCl
250 mM | KCI
ad 1 I Aquage,

e LB Medium (pH=7,0 mit 1 M NaOH einstellen und autoklavieren)

10,0 g | Bacto-Tryptone (Casein-Hydrolysat)
5,0 g | Bacto-Yeast
10,0 g | NaCl
ad 11 Aquageg.
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e LB Agar (pH=7,0 mit I M NaOH einstellen und autoklavieren)

10,0 g Bacto-Tryptone (Casein-Hydrolysat)

50¢g Bacto-Yeast

150¢g Bacto-Agar

10,0 g NaCl

ad 11 Aquageg,

Ampicillin-Stammlosung: 100 mg/ml in H0, sterilfiltriert

Kanamycin-Stammlosung: 50 mg/ml in H0, sterilfiltriert

0,1 %ige Ethidiumbromidlosung
TBE-Puffer (10fach; mit HCI pH 8,3)

108 g Tris

55¢ Borsédure

93¢ | EDTA

ad 1 1 Aquage,

FURA-2:

FURA-2-Stamml&sung;: 1 mM FURA-2 in DMSO

FRET-Puffer (pH 7,3)

137 mM NaCl
54 mM KCl
10 mM HEPES
2 mM CaClz
I mM MgCl,
solve in Aquage

Agarosegel-Probenpuffer (6fach)

0,2 ml 100 mM EDTA (pH 8,0)
100 g Glycerin
50 mg Bromphenolblau
50 mg Xylencyanol
ad 20 ml Aquage,

7.3. Auflistung von Geriten und Verbrauchsmaterialien

7.3.1. Gerite

Analysenwaage

Autoklav
Automatikpipetten
Blot-Kammer

Brutschrénke
Digitalkamera

ECIS 1600R
Elektrophoresekammern fiir

Polyacrylamid-Minigele
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Sartorius, Gottingen

Varioklav, Oberschleilheim

Eppendorf, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Heraeus, Hanau

Powerschot A75, Canon, Tokio
Applied BioPhysics Inc., USA

Spezialanfertigung der Fa. Noras,

Wiirzburg
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Feinwaage AB 104

Fluoreszenzspektrophotometer

Gefrierschrank

Gelkammern

Heizwasserbad

Kamera fiir FURA-2-Messungen
Kiihlwasserbad

Magnetriihrer
Mikropipetten-Schleifgerit
Mikrowelle

Mikroskope:

¢ Fluoreszenz-Mikroskop:

e FURA-2-Messungen

e Konfokales UV Laserscanning-

mikroskop:

e Optische Pinzette:

Netzgerate
Nucleofactor II
pH-Meter

Photometer

Mikropipetten-Puller
Schiittler

Sonifier 250
Spektrophotometer
Sterilisator

Thermoblock

Mikroskop am Mikroperfusions-Arbeitsplatz
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Mettler Toledo GmbH, Gieflen
Wallac Victor2, Perkin-Elmer,
Uberlingen

Heraeus, Hanau

GIBCO BRL, Keutz

Haake Messtechnik, Karlsruhe
Visitron Systems, Puchheim
Lauda, Lauda

Janke & Kunkel, Staufen
Sutter Company, CA, USA

Moulinex, Leibzig

Axioskop 2 mot plus; Zeiss, Hamburg
Zeiss Axiovert200, Hamburg

Zeiss (Zeiss LSM 510), Hamburg
Eigenbau mit Nd:Yag-Laser

(1064 nm) und NA-Objektiv (100 x
1.3,0l; Zeiss); Mikroskop: Axiovert
135; Zeiss, Oberkochen

Leica DM LI, Wetzlar

GIBCO BRL, Keutz

Amaxa, Koln

Hanna-Instruments, Kehl am Rhein
SmartSpec™ Plus Spectrophotometer,
BioRad

Bachofer, Reutlingen

Unimax 2010; Heidolph,
Schwabach

Branson Ultrasonics, Danbury
Sunrise, Tecan GmbH, Crailsheim
Heraeus, Hanau

Liebisch, Bielefeld
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UV-Tisch mit UV-Kontaktlampe

Vakuumsaugpumpe
Vortex-Gerit
Waage

Zentrifugen/Rotoren

7.3.2. Verbrauchsmaterialien

Baysilone-Paste
Eppendorfgefille
Fotolaborchemikalien
Gasflammer

Gel Blotting-Filterpapier
Glaswaren

Handschuhe
Frischhaltefolie
Glaskapillaren
Gluthathionsepharose
Kryordhrchen
Monovette”®
Monovette-Kaniilen
Nitrylhandschuhe
Nitrozellulosemembran
Papier

Parafilm
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Vetter GmbH, Wiesloch

Chroma 43 (Mittelwelle 302)
Heinse Ziller, Wiirzburg

Bender & Hobein AG, Ziirich
Sartorius, Gottingen
Tischzentrifuge 5415C;
Eppendorf, Hamburg

5804 R; Eppendorf, Hamburg
SorvallRC5B und SorvallRC5B Plus
mit Rotoren GSA und SS-34; L-80
Ultrazenrtifuge mit Rotoren;
Beckmann, Miinchen

SW 55 Tiund 50.2 Ti

GE Bayer Silicones, Wilton
Eppendorf, Hamburg

Kodak, Paris

Gasi; Schiitt, Gottingen

Whatman, Middlesex

Schott, Wertheim

Proline, Azid Bonz, Herrenberg
Dow, Midland

World Precision Instruments, Florida
Amersham Bioscience, Schweden
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
Ansell Protectiive Products, Coshocton
Amersham, Braunschweig
Kimwipes; Kimberly-Clark, Mainz
Pechiney plastic packaging, Menasha
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Petrischalen
Pipettenspitzen
Plastikpipettenspitzen
Plastikreaktionsgefifle
Plastikr6hrchen
Polaroidfilme
Protein-A-Mikroperlen

Rontgenfilme

Superdex 200
Spritzen
Sterilfilter

Transwellfilter

Zellkulturflaschen und Platten

Zentrifugenrdhrchen
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Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt, Niirnbrecht

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Polaroid, Enschede

Dynal, Oslo

Amersham Biosciences,
Buckinghamshire

GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala
B| Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Falcon BD, Frankreich

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
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