
  

Aus dem Institut für Anatomie 

der Universität Würzburg 

Vorstand: Prof. Dr. med. D. Drenckhahn 

 

 

 

 

 

 

 

„Die Bedeutung von Rho-Proteinen für Migration, Zellkontaktbildung 

und Aktinfilamentdifferenzierung in Endothelzellen“ 

 

 

 

 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung der Doktorwürde der 

Medizinischen Fakultät 

der 

Bayerischen Julius-Maximilians-Universität zu Würzburg 

vorgelegt von 

Adrien Daigeler 

aus Bullenheim 

 

 

 

 

Würzburg, Juni 2001



 

 

 

Referent:  Prof. Dr. med. D. Drenckhahn 

 

Koreferent:  Prof. Dr. med. P. Kugler 

 

Dekan:  Prof. Dr. med. V. ter Meulen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 16. November 2001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Promovend ist Arzt im Praktikum



 

 

 

Gliederung und Inhaltsverzeichnis 

 
Seite 

1. Einleitung........................................................................ 1 

1.1 Das Gefäßendothel und seine Funktion .............................1 

1.2 Das Aktinfilamentsystem der Endothelzelle........................2 

1.3 Kontaktproteine der Endothelzelle......................................5 

1.4 Das kleine GTP-bindende Protein RhoA..............................9 

2. Fragestellung................................................................. 14 

3. Material und Geräteverzeichnis...................................... 15 

3.1 Präparation der Endothelzellen und Zellkultur.................15 

3.1.1 Medium ........................................................................... 15 

3.1.2 Plastikartikel ................................................................... 15 

3.1.3 Enzyme ........................................................................... 15 

3.1.4 Deckgläser....................................................................... 15 

3.1.5 Brutschrank .................................................................... 15 

3.1.6 Zentrifugen...................................................................... 15 

3.2 Mikroinjektion..................................................................16 

3.2.1 Injektionskapillarenherstellung ........................................ 16 

3.2.2 Injektionsvorrichtung....................................................... 16 

3.2.3 Injektionslösungen........................................................... 16 

3.2.4 Pipettenspitzen ................................................................ 16 

3.3 Fluoreszenzmikroskopie ...................................................17 

3.3.1 Fixierungsreagenzien ....................................................... 17 

3.3.2 Detergenzien.................................................................... 17 

3.3.3 Absättigungsmittel ........................................................... 17 

3.3.4 Primärantikörper ............................................................. 17 

3.3.5 Sekundärantikörper......................................................... 18 



 

 

 

3.3.6 Aktinfärbemittel............................................................... 18 

3.3.7 Reagentien für die Fluoreszenzmikroskopie ...................... 18 

3.3.8 Puffer .............................................................................. 18 

3.4 Mikroskope ......................................................................19 

3.5 Toxine, Inhibitoren...........................................................19 

3.6 Gelatinieren der Deckgläser .............................................19 

4. Methoden ...................................................................... 20 

4.1 Gelatinieren der Deckgläser .............................................20 

4.2 Zellkultur .........................................................................20 

4.2.1 Präparation von Endothelzellen aus dem Truncus   
pulmonalis des Schweins (PPAEC)............................................. 20 

4.2.2 Abtrypsinieren ................................................................. 21 

4.3 Mikroinjektion..................................................................21 

4.3.1 Herstellung der Mikroinjektionskapillaren ........................ 21 

4.3.2 Mikroinjektionstechnik..................................................... 21 

4.4 Fluoreszenzmikroskopie ...................................................23 

4.4.1 Fixieren ........................................................................... 23 

4.4.2 Permeabilisieren .............................................................. 23 

4.4.3 Absättigen ....................................................................... 23 

4.4.4 Antikörperinkubation....................................................... 23 

4.4.5 Phalloidin-TRITC-Färbung................................................ 24 

4.4.6 Eindecken ....................................................................... 24 

5. Versuchsbeschreibungen............................................... 25 

5.1 Der FCS/Lovastatin-Versuch ...........................................25 

5.2 Der Toxin-B-Versuch........................................................26 

5.3 Der C3-Toxin-Versuch......................................................27 

6. Ergebnisse..................................................................... 27 

6.1 Beschreibung der Kontrollzellen.......................................27 



 

 

 

6.1.1 Morphologie und Wanderungsverhalten............................ 28 

6.1.2 Aktinfilamentsystem ........................................................ 29 

6.1.3 Zell-Zell-Kontaktproteine.................................................. 31 

6.1.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine ............................................. 32 

6.2 Der FCS/Lovastatin-Versuch ...........................................34 

6.2.1 Zellen in serumfreiem Medium ohne Lovastatinzugabe ..... 34 

6.2.1.1 Morphologie und Wanderungsverhalten ............................34 
6.2.1.1 Aktinfilamentsystem .........................................................35 
6.2.1.2 Zell-Zell-Kontaktproteine...................................................35 
6.2.1.3 Zell-Matrix-Kontaktproteine ..............................................35 

6.2.2 Zellen in serumhaltigem Medium nach Lovastatinzugabe.. 35 

6.2.2.1 Morphologie und Wanderungsverhalten ............................35 
6.2.2.2 Aktinfilamentsystem .........................................................35 
6.2.2.3 Zell-Zell-Kontaktproteine...................................................36 
6.2.2.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine ..............................................36 

6.2.3 Zellen in serumfreiem Medium nach Lovastatinzugabe ..... 37 

6.3 Der Toxin-B-Versuch........................................................39 

6.3.1 Morphologie und Wanderungsverhalten............................ 39 

6.3.2 Aktinfilamentsystem ........................................................ 39 

6.3.3 Zell-Zell-Kontaktproteine.................................................. 40 

6.3.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine ............................................. 41 

6.4 Der C3-Toxin-Versuch......................................................41 

6.4.1 Morphologie und Wanderungsverhalten............................ 42 

6.4.2 Aktinfilamentsystem ........................................................ 42 

6.4.3 Zell-Zell-Kontaktproteine.................................................. 43 

6.4.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine ............................................. 45 

7. Diskussion .................................................................... 46 

7.1 Der FCS/Lovastatinversuch .............................................46 

7.1.1 Zellen in serumfreiem Medium ohne Lovastatinzugabe ..... 46 

7.1.2 Zellen in serumhaltigem Medium nach Lovastatinzugabe.. 47 

7.1.3 Zellen in serumfreiem Medium nach Lovastatinzugabe ..... 48 

7.2 Der Toxin-B-Versuch........................................................49 

7.3 Der C3-Toxin-Versuch......................................................51 



 

 

 

8. Zusammenfassung ........................................................ 54 

9. Literaturverzeichnis ....................................................... 57 

11. Danksagung 

10. Curriculum vitae 



1 

 

 

1. Einleitung 

1.1 Das Gefäßendothel und seine Funktion 

Gefäßendothelzellen bedecken die luminale Oberfläche des gesamten 

Blutgefäßsystems. Sie wachsen im dichten Verband und trennen den 

intravasalen Raum vom Interstitium. In dieser Position sind sie ständigen 

mechanischen Belastungen im Sinne von Scherstress durch das über sie 

hinwegfließende Blut, Druck, dem Blutdruck entsprechend und Dehnung 

und Stauchung durch die Elastizität der Gefäße ausgesetzt (Davies, 1995). 

Abgesehen von der mechanischen Beanspruchung interagieren die 

Endothelzellen aber auch auf molekularer Ebene mit Bestandteilen des Blutes 

und des Interstitiums. Das Endothel sendet Botenstoffe aus und reagiert im 

Gegenzug auf Signalstoffe der näheren und ferneren Umgebung. 

So ist das Endothel Syntheseort des gefäßerweiternd wirkenden 

Stickstoffmonoxids (NO), des gefäßverengend wirkenden "angiotensin 

converting enzyms" und von Wachstumsfaktoren, wie dem "platelet-derived 

growth factor" (PDGF). Auch der Einfluß des Endothels auf das 

Blutgerinnungssystem ist von großer Bedeutung. Von Endothelzellen 

synthetisierte Faktoren wie beispielsweise der von-Willebrand-Faktor (VWF) 

oder der Faktor V sind unerläßlich für eine reguläre Blutgerinnung. 

Im Gegenzug muß jedoch die intravasale Gerinnung verhindert werden. Dies 

geschieht durch die Synthese von Nexin, Heparanproteosulfan, 

Thrombomodulin und anderen Stoffen.  

Die Zellen des Endothels bilden trotz ihrer Kompartimentierungsfunktion 

jedoch keine undurchdringliche Barriere. Einer Vielzahl von Stoffen und sogar 

ganzen Zellen wird der selektive Durchtritt durch das Endothel ermöglicht. Es 

besteht ein reger Austausch von Stoffen und Zellen zwischen intravasalem 

und interstitiellem Raum, den die Endothelzellen durch Endozytose, 

Lockerung der Zellkontakte untereinander oder das Zusammenfließen von 

intrazellulären Vesikeln zu Transportkanälen (Benninghoff I, 15.Aufl., S. 656) 

bewerkstelligen. Der Übertritt von Leukozyten ins Interstitium geschieht 

dagegen rezeptorvermittelt. Eine Reihe von im Endothel synthetisierten 

Oberflächenrezeptoren, Zelladhäsionsmoleküle (CAMs) genannt, vermitteln 

zunächst die Anhaftung von Leukozyten und später deren Durchtritt. 

Besonders bei pathologischen Prozessen wie Entzündungen oder Ödemen 

zeigt das Endothel eindrucksvoll, zu welchen Permeabiltätssteigerungen es 

fähig ist. 
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Eine vergleichbare Permeabilitätserhöhung im humanen Umbilikal-

venendothel konnte im Versuch durch Blockierung der Rho-Proteine erreicht 

werden (Hippenstiel et al., 1997). 

Darüber hinaus ist das Endothel fähig, Verletzungen durch 

Reendothelisierung zu schließen. Zusätzlich zu diesen Leistungen ist das 

Endothel mit seiner Lipoproteinlipase am Abbau von Blutfetten und an deren 

Aufnahme beteiligt. 

Die Endothelzelle hat also eine Reihe von Aufgaben, die eine Anpassung des 

Zellstoffwechsels, aber auch der gesamten Zellmorphologie an die unter-

schiedlichen Gegebenheiten verlangt. 

 

1.2 Das Aktinfilamentsystem der Endothelzelle 

Die morphologische Wandlungsfähigkeit der Zelle ist Voraussetzung für 

beispielsweise eine Permeabilitätserhöhung oder die Heilungsfähigkeit des 

Endothels und wird durch das die Zelle durchziehende System von kon-

traktilen und stützenden Zytoskelettelementen gewährleistet. Das endo-

theliale Aktin-Myosin-System, das die Fähigkeit zur Kontraktion besitzt und 

teilweise an den Zell-Zell oder Zell-Matrix-Kontaktproteinen ansetzt, hat 

hierbei offenbar eine wichtige Funktion (Drenckhahn, 1983; Drenckhahn und 

Ness, 1997; Garcia und Schaphorst, 1995; Gotlieb et al., 1991). 

In Endothelzellen machen Aktin und Myosin etwa 16% am Gesamtprotein der 

Zelle aus, ein im Vergleich zu anderen Nichtmuskelzellen  hoher Anteil. 

Das Verhältnis von Aktinmonomeren zu Myosindimeren ist 16 zu 1, wobei das 

Myosin der aktive, für die Kontraktion verantwortliche Teil ist (Schnittler et 

al., 1989). 

Besonderes Augenmerk richtet sich in dieser Arbeit unter anderem auf das 

Aktinfilamentsystem der Endothelzellen. 

Das Aktinfilamentsystem der Endothelzelle kann schematisch in drei Anteile 

gegliedert werden (Abb.1): 

a) Ein Stressfasersystem, bestehend aus Aktin und Myosin, das hauptsächlich 

basal in der Zelle liegt und mit Fokalkontakten assoziiert ist (Drenckhahn und 

Ness, 1997). Stressfasern sind Myofibrillen vergleichbare Filamentbündel, 

bestehend aus Aktinfilamentbündeln und dazwischenliegenden Myosin-

filamenten. In Endothelzellen der Rattenaorta erreichen sie beispielsweise 25 

µm Länge und eine Dicke von 0.7 µm (White et al., 1983). 

b) Ein kortikales Aktinnetz, das unter der luminalen und basalen 

Plasmamembran ausgebreitet ist (Drenckhahn und Ness, 1997). 
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c) Ein kontaktassoziertes Aktinfilamentsystem, das die gesamte Zirkumferenz 

der Zelle umspannt (Drenckhahn, 1983; Drenckhahn et al., 1986; Gotlieb et 

al., 1991; Kobayashi und Sakai, 1993; Schnittler et al., 1990; Strauss et al., 

1987; White et al., 1983; Wong und Gotlieb, 1986; Wong et al., 1983; 

Wysolmerski et al., 1988). 

 

Abb.1: Schema des Aktinfilaments in Endothelzellen 

a) Stressfasern verlaufen an Zell-Zell-Kontakten (x) und Zell-Matrix-Kontakten (y) 

anhaftend durch die Zelle.  

b) Das kortikale Aktinnetz verläuft unter der Zellmembran. 

c) Das kontaktassoziierte Aktinfilamentsystem umspannt die Zelle im Bereich der Zell-

Zell-Kontakte. 

 

Zu a) Das Stressfasersystem in Endothelzellen gibt der Zelle die nötige 

Stabilität, um mechanischen Irritationen durch Scherstress (Anderson et al., 

1993; Gabbiani et al., 1975 und 1979, Kim et al., 1989; Morita et al., 1993, 

Walpola et al., 1993) und Dehnung der Gefäßwand (Dartsch und Betz , 1989; 

Dartsch und Hämmerle, 1986; Iba und Scumpio, 1991; Ives et al., 1986; 

Shirinsky et al., 1989; Sugimoto et al., 1991) zu widerstehen. 

Auch bei der Migration von Endothelzellen, beispielsweise um nach 

Verletzungen Endothellücken zu verschließen, spielt das Aktinfilament-

system, insbesondere dessen Umsatz und Ausrichtung, eine wichtige Rolle 

(Nobes und Hall, 1999; Lee et al., 1996; Okabe und Hirokawa, 1989; Symons 

und Mitchison, 1991). 

Das Aktin kann als monomeres Aktin oder als filamentäres Aktin (F-Aktin) 

vorliegen. Die oben beschriebenen Funktionen kann Aktin nur in der 

filamentären Form übernehmen. Die Aktinmonomere müssen sich also zu 

Polymeren verbinden. Unter physiologischen Bedingungen sollten 99% der 

Nukleus 

Basallamina 

intravasaler Raum 

a 

b 

c x 

y y 
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Monomere polymerisieren. Tatsächlich sind es aber nur unter 50% (Hall(a), 

1994). Die Polymerisierung wird durch sogenannte „Capping-Proteine“ 

verhindert. Sie binden an das „barbed-end“ der Aktinfilamente, d.h. an 

Aktinmonomere oder filamentäres Aktin, dessen Bindungsstelle für ein 

weiteres Aktinmonomer noch frei ist (Zigmond, 1996). Dadurch wird das 

Anheften weiterer Aktinmonomere und somit die Polymerisierung verhindert. 

Bekannt sind hier unter anderem Gelsolin und Profilin. 

Gelsolin (90 kD) besitzt zwei Aktin-Bindungsstellen, von denen eine durch 

Kalzium reguliert wird. Beide Aktin-Bindungsstellen sind nötig, um 

filamentäres Aktin zu fragmentieren, jedoch vermag die nicht kalziumsensitive 

Domäne alleine an „barbed-end“ Aktin zumindest zu binden und es somit zu 

blockieren. Phosphatidylinositol-4,5-Phosphat hemmt die Aktin-

Fragmentierungsfähigkeit und in weniger starkem Ausmaß auch die 

„capping“-Funktion von Gelsolin (Kwiatkowski et al., 1985; Chaponnier et al., 

1986; Janmey und Stossel, 1987). 

Profilin besitzt wie Gelsolin die Fähigkeit, filamentäres Aktin zu fragmentieren 

und die „barbed-ends“ des Aktins für weitere Aktinmonomere zu blockieren. 

Desweiteren fördert Profilin den ADP/ATP-Austausch von Aktin. Da ATP-Aktin 

sehr viel schneller polymerisiert als das ADP gebundene, kommt es durch 

Profilin nicht nur zu einer größeren Verfügbarkeit von Aktinmonomeren, 

sondern auch zu deren schnellem Wiedereinbau. Profilin fördert also den 

Aktinumsatz, der vor allem für wandernde Zellen von Bedeutung ist 

(Goldschmidt-Clermont et al., 1992). Auch hier spielt Phosphatidylinositol-

4,5-Phosphat eine Rolle als Regulator. Es bindet an Profilin und kann Profilin 

von Aktin trennen und so die Aktinpolymerisierung fördern (Lassing und 

Lindberg, 1988). Zudem steigert es die Phosphorylierung von Profilin durch 

die Proteinkinase C (Hansson et al., 1988). 

Weitere in die Aktinpolymerisierung eingreifende Proteine sind Cofilin, das 

indirekt durch die Rho-Kinase gehemmt wird (Maekawa et al., 1999), und 

Destrin, das wahrscheinlich auch über Phosphorylierung reguliert wird 

(Kanamori et al., 1995). Beide fragmentieren Aktinfilamente. 

Auch der Aktin-Depolymerisierende-Faktor (ADF) spaltet filamentäres Aktin 

(Morgan et al., 1993). 

Unphysiologisch kann es nach Zugabe verschiedener Clostridien-Gifte zu 

einer Depolymerisierung von F-Aktin kommen. Nach Zugabe von C3-Toxin, 

einem Exoenzym aus Clostridium botulinum, auf das später noch genauer 

eingegangen wird, kommt es beispielsweise zu einem kompletten 

Zusammenbruch des F-Aktins. Dies wird auf die selektive Blockade des RhoA-
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Proteins zurückgeführt (Hall(a), 1994). 

Diesem RhoA-Protein wird eine wesentliche Funktion bei der Regulation des 

Aktin-Myosin-Systems in der Zelle zugeschrieben (Chardin et al., 1989, 

Paterson et al., 1990; Aullo et al., 1993; Yamamoto et al., 1993 und 1994). 

Zu b) Das kortikale Atinnetz stabilisiert die Plasmamembran und kann diese, 

beispielsweise unter Scherstress, durch Reaktion auf den externen Stimulus 

noch versteifen (Wang et al., 1993; Sato et al., 1990). Zudem ist es mit 

Membranproteinen verbunden und sorgt so durch deren Fixierung, zum 

Beispiel an der luminalen Membran, für die Polarität des Endothels 

(Delaunay, 1995; Drenckhahn et al., 1996; Luna und Hitt, 1992; Rodriguez-

Boulan und Nelson, 1989; Stolz und Jacobson, 1992). Auch an Endo- und 

Exozytosevorgängen ist das kortikale Netz beteiligt (Aunis und Bader, 1988; 

Gottlieb et al., 1993; Muallem et al., 1995). 

Zu c) Das kontaktassoziierte Aktinfilamentsystem spielt eine wichtige Rolle bei 

der Regulation des parazellulären Stoffaustausches zwischen intravasalem 

Raum und Interstitium. 

Durch den Aktinring, der entlang der Zellkontakte, einem Gerüst vergleichbar, 

in der Zellperipherie verläuft, wird eine Stabilisierung dieser Kontakte 

erreicht. 

Andererseits ist das kontaktassoziierte Aktinflamentsystem durch seine 

Myosinanteile zur Kontraktion befähigt und kann so über die aktive 

Retraktion der Zelle zur Entstehung parazellulärer Lücken führen 

(Drenckhahn und Ness, 1997). 

 

1.3 Kontaktproteine der Endothelzelle 

Entscheidend für die Aufrechterhaltung der Funktionsfähigkeit des Endothels 

sind neben dem teilweise kontraktilen Stützapparat der Zelle auch eine 

Vielzahl von Zell-Kontakt-Proteinen. Sie gewährleisten die Barrierefunktion 

und die Integrität des Monolayers. Einerseits spielen sie eine Rolle bei der 

Regulation der Permeabilität des Endothels, andererseits sorgen sie durch die 

mechanische Verknüpfung der Zellen mit für die Resistenz gegenüber 

mechanischen Stimuli, wie Scherstress. Viele dieser Proteine stehen direkt 

oder indirekt mit dem Aktinfilamentsystem in Verbindung. 

 

 

Besonders erwähnenswert ist hier unter anderem das vaskuläre endotheliale 

kalziumabhängige Adhaesionsmolekül (VE-Cadherin). 
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VE-Cadherin ist die in Zonulae adhaerentes von Endothelzellen 

vorherrschende Form der Cadherine. VE-Cadherin kommt als Seit-zu-Seit-

Dimer vor und besteht als Transmembranprotein aus einer großen 

extrazellulären NH3-terminalen Domaine und einem COOH-terminalen 

intrazellulären Anteil. Der extrazelluläre Anteil bindet kalziumabhängig an 

den extrazellulären Anteil des VE-Cadherin Dimers der Nachbarzelle. Der 

intrazelluläre COOH-terminale, 70 Aminosäuren lange Anteil bindet die 

Proteine beta- und gamma-Catenin, sowie p120 (Sacco et al., 1995). An beta- 

und gamma-Catenin gebundenes alpha-Catenin bindet wiederum an Aktin 

und stellt so eine Verbindung von VE-Cadherin mit dem Zytoskelett her. Diese 

Verbindung mit dem Zytoskelett stabilisiert die Zonulae adhaerentes (Kemler, 

1993; Brieher et al., 1996; Yap et al., 1997), ist aber nicht zwingend für die 

Bindung der extrazellulären Cadherindomainen aneinander nötig (Wheelock et 

al., 1987; Bixby und Zhang, 1990; Vestal und Ranscht, 1992; Kreft et al., 

1997; Navarro 1995). Beta-Catenin scheint eine wichtige Rolle bei der 

Regulation von VE-Cadherin zu spielen (Shapiro et al., 1995; Dejana et al., 

1995; Cowin und Burke, 1996; Knudsen et al., 1995). Auch das RhoA-Protein 

scheint einen Einfluß zumindest auf die Verteilung von VE-Cadherin zu haben 

(Hordijk et al., 1999; Vouret-Craviari et al., 1999). Zeitgleich mit einem 

beispielsweise durch eine Blockade des RhoA-Proteins auslösbaren 

Zusammenbruch des Aktinfilamentsystems ändert sich die aufgelockerte, teils 

ausgefranst erscheinende VE-Cadherin-Anordnung entlang der Zellgrenzen 

hin zu einer, wenn überhaupt noch detektierbaren, dann dünnen, scharf 

begrenzten Linie (Hordijk et al., 1999). 

Eine Blockierung der VE-Cadherin Funktion durch selektive Antikörper führt 

zu verringerter Zelladhäsion, erhöhter Permeabilität und verstärkter 

Leukozyten-Transmigration durch das Endothel (Hordijk et al., 1999; Gulino 

et al., 1998). 

Die Funktion des an den intrazellulären Anteils von VE-Cadherin bindenden 

Proteins p120 (120 kD) ist noch nicht genau geklärt (Shibamato et al., 1995). 

Das zur Gruppe der Catenine gehörende Protein scheint allerdings eine Rolle 

bei der Regulation der Endothelpermeabilität zu spielen. VE-Cadherin wird 

durch Phosphorylierung reguliert und wurde ursprünglich als Substrat der 

Tyrosinkinase Src entdeckt. Eine Permeabilitätserhöhung von Endothelzellen 

wird von einer Dephosphorylierung von p120 an Serin und Threonin begleitet. 

Serin- und Threonin-Kinasen spielen eine Rolle bei der Regulation von p120 

(Ratcliffe et al., 1997). 
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Das beta-Catenin (92 kD) gehört wie p120 und das gamma-Catenin zur 

Gruppe der Armadillo-Proteine. 

Gemeinsam ist ihnen eine erstmals bei Drosophila melanogaster gefundene 

Sequenz von 42 sich wiederholenden Aminosäuren. Zwölf dieser Kopien 

scheinen der proteaseresistente, aktive Teil des Proteins zu sein (Huber et al., 

1997). Beta-Catenin dient als Verbindungsprotein zwischen VE-Cadherin und 

alpha-Catenin (Jou et al., 1995) und wird wahrscheinlich über Tyrosin-

kinasen und Phosphatasen (Barth et al., 1997) und das kleine GTP-bindende 

Protein Rac reguliert (Takaishi et al., 1997). 

 

Gamma-Catenin (83 kD, 744 Aminosäuren) wird auch als Plakoglobin 

bezeichnet und bindet an den zytoplasmatischen Teil von Cadherin (Knudsen 

und Wheelock, 1992; Butz und Kemler, 1994) und an alpha-Catenin (Aberle et 

al., 1996). Das aktive Zentrum für die Bindung an alpha-Catenin liegt 

zwischen den Aminosäuren 104 bis 145 (Ozawa et al., 1995). Gamma-Catenin 

kommt sowohl in Desmosomen als auch in den Zonulae adhaerentes vor 

(Franke et al., 1989). Ihm wird eine wichtige Funktion bei der Stabilisierung 

der Adhaerensjunktionen zugeschrieben. So zeigten Plakoglobin-defiziente 

Zellen unter Scherstress eine verstärkte Lückenbildung, was auf die aufgrund 

der Abwesenheit von gamma-Catenin fehlende Verknüpfung der Cadherine 

mit dem Zytoskelett zurückgeführt wurde (Schnittler et al., 1997). 

 

Das alpha-Catenin (102 kD) ist dem Vinculin homolog und ebenfalls am 

Aufbau der Zonulae adhaerentes beteiligt. Es bindet mit seinem N-terminalen 

Ende an beta- und gamma-Catenin und stellt durch seine Bindung an Aktin 

das Bindeglied zwischen Zellkontakt und Zytoskelett her (Aberle et al. 1996; 

Butz und Kemler, 1994). 

Neben der Haftung an den Nachbarzellen durch Zell-Zell-Kontakte findet die 

Endothelzelle Halt an der Basallamina oder in Kultur an einer Gelatine-

matrix. Spezialisierte basale Fixierungspunkte der Zelle sind die 

Fokalkontakte. Sie sind aus einer Reihe von Proteinen (Vinculin, Paxillin, 

Talin, alpha-Actinin, Zyxin, p130) zusammengesetzt, die einerseits über 

Integrine in der extrazellulären Matrix (Laminin, Kollagen) verankert, 

andererseits zytoplasmatisch mit dem Stützapparat der Zelle verbunden sind 

(Benninghoff I, 15. Aufl., S.26 ff). Diese Fokalkontakte gewährleisten in der 

ruhenden Zelle die Substrathaftung, in migrierenden Zellen werden 

bestehende Kontakte abgebaut und neue ausgebildet. Stressfasern strahlen in 

die Fokalkontakte ein und werden hier mit der Zellmembran verankert. Das 
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RhoA-Protein ist bei der Induktion dieser Fokalkontakte von entscheidender 

Bedeutung (Nobes und Hall, 1995; Rankin et al., 1994; Seckl et al., 1995; 

Flinn und Ridley, 1996; Wang et al., 1997; Garcia et al., 1997). Auch CDC42 

und Rac sind anscheinend unerläßlich für die Aufrechterhaltung von 

regulären Fokalkontakten (Allen et al. 1997; Clark et al., 1998). Sie sind sogar 

in der Lage, die Bildung kleinerer, in ihrem Aufbau aber mit Fokalkontakten 

identischer Komplexe zu initiieren (Nobes und Hall, 1995). 

 

Einen wesentlichen Bestandteil des Fokalkontaktes macht das ebenfalls in 

Adhaerens-Kontakten vorkommende Protein Vinculin (130 kD) aus. Es ist 

stets dort lokalisiert, wo Aktinbündel an Zellmembranen verankert sind 

(Geiger et al., 1980). 

An seinem N-terminalen Ende enthält es wahrscheinlich die Bindungsstelle 

für Talin und Aktin, wobei das COOH-terminale Ende für Vinculin-Vinculin 

Interaktionen (Bendori et al., 1989) und die Bindung an Paxillin (Wood et al., 

1994) verantwortlich zu sein scheint . Die Bindungsstelle für Talin und Aktin 

ist durch eine Interaktion von Kopf und Ende des Vinculins verborgen. Es 

wurde gezeigt, daß Vinculin über die durch das RhoA-Protein regulierte 

Phosphatidyl-Inositol-4-Phosphat-5-OH-Kinase (PIP-5-Kinase) zur Anlagerung 

an Fokalkontakte gebracht werden kann. Dies geschieht durch eine 

Demaskierung der Aktin/Talin-Bindungsstelle. Erst die Bindung von Vinculin 

an Fokalkontakte macht eine Ausrichtung von Stressfasern in der Zelle 

möglich (Gilmore und Burridge, 1996; Geiger et al., 1980). In migrierenden 

Zellen ist das Vorhandensein von Vinculin zwar für die Ausbildung von 

Pseudopodien oder Lamellopodien nicht zwingend notwendig, zur 

Stabilisierung derselben jedoch unabdingbar (Varnum-Finney und Reichart, 

1994). 

 

Neben Talin und Aktin interagiert Vinculin auch mit dem Fokalkontaktprotein 

Paxillin (68 kD), das ursprünglich als Substrat der Tyrosinkinase Src entdeckt 

wurde (Glenney und Zokas, 1989; Turner et al., 1990 und 1991). Paxillin 

findet sich im Gegensatz zu Vinculin jedoch nicht in Zell-Zell-Kontakten, 

sondern nur in Fokalkontakten, wo Aktinbündel an der Zellmembran enden 

(Turner et al., 1990). Dort bindet es an seinem N-terminalen Ende nicht nur 

Vinculin, sondern auch die Fokalkontaktkinase (Turner und Miller, 1994). 

Versuche an Swiss-3T3-Fibroblasten haben gezeigt, daß Paxillin wie auch die 

Fokalkontaktkinase (FAK) durch das kleine GTP-bindende Protein p21Rho, 

auf das später noch detailliert eingegangen wird, aktiviert wird. Im Zuge dieser 
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Aktivierung kommt es zu einer Tyrosinphosphorylierung von Paxillin und FAK 

und zu einer Anheftung von Stressfasern an neu entstehenden 

Fokalkontakten (Barry und Critchley, 1994; Rankin et al., 1994; Yano et al., 

1996). Die Phosphorylierung dieser Fokalkontakt-Proteine, infolge derer es zur 

Ausbildung der Zell-Matrix-Kontakte kommt, erfolgt unabhängig von der 

Anwesenheit von Stressfasern (Flinn und Ridley, 1996). 

Eine verstärkte Phosphorylierung von Paxillin und p125FAK wurde auch bei 

der Permeabilitätserhöhung kultivierter Endothelzellrasen nach Zugabe des 

Rho-aktivierenden Entzündungsmediators Histamin beobachtet (Yuan et al., 

1998). 

 

Die bereits angesprochene Fokalkontaktkinase FAK (125 kD) ist ebenfalls am 

Aufbau von Fokalkontakten beteiligt (Schaller et al., 1992). Sie bindet an 

Paxillin (Turner und Miller, 1994) und Vinculin (Wood et al., 1994) und 

reguliert diese und andere Proteine durch seine Kinase-Aktivität (Schaller und 

Parsons, 1994). Wie bereits erwähnt, wird FAK selbst ebenfalls durch das 

RhoA-Protein und Phosphorylierung reguliert. 

 

Wie beschrieben, sind all die oben genannten Elemente unerläßlich für die 

Aufrechterhaltung der Funktion des Endothels. Der teilweise kontraktile 

Stützapparat gibt der Zelle die nötige Stabilität, sich gegen mechanische 

Irritationen zu behaupten und entstandene Endothelläsionen durch Migration 

zu verschließen.  

Die Zell-Zell-Kontakte sorgen für den Zusammenhalt der Zellen untereinander 

und gewährleisten so die Ausbildung eines dichten Zellverbandes, der eine 

Kompartimentierung in intravasalen und extravasalen Raum erst ermöglicht. 

Die Fokalkontakte fixieren die Zelle am Untergrund und verhindern so die 

Ablösung der Endothelzelle von der Gefäßwand. 

All diese Elemente werden wesentlich durch das nun schon oft genannte 

RhoA-Protein beeinflußt. 

 

1.4 Das kleine GTP-bindende Protein RhoA 

Das RhoA-Protein gehört zur Gruppe der kleinen Guanosintriphosphat (GTP) 

bindenden Proteine. Es wurde erstmals 1985 als ein dem Ras-Onkoprotein 

ähnliches Protein beschrieben (Madaule und Axel, 1985). 
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Zur Gruppe der Rho-Proteine gehören auch CDC42 und Rac. Auf diese beiden 

Proteine soll nur kurz eingegangen werden. 

CDC42 und Rac führen unabhängig von der RhoA-Kaskade zur Bildung von 

Fokalkomplexen, die zwar kleiner als reguläre Fokalkontakte sind, aber die 

gleichen Komponenten enthalten. Beide spielen eine Rolle bei der 

Organisation des Zytoskeletts und beim Wanderungsverhalten der Zelle. 

CDC42, das in der Lage ist Rac und RhoA zu aktivieren, läßt Zellen dünne 

fingerartige Fortsätze (Filopodien) ausbilden, an deren Spitzen Fokalkomplexe 

entstanden und in denen Aktinfasern längs verlaufen. Rac und CDC42 wirken 

wahrscheinlich hemmend auf RhoA, RhoA hat aber keinen Einfluß auf Rac. 

Deshalb geht man von einer Hierarchie innerhalb der Rho-Proteine aus 

(Sander et al., 1999; Zondag et al., 2000). 

Rac stimuliert Zellen, breitbasige Ausläufer (Lamellopodien) auszubilden, in 

denen die Aktinfilamente quer zur Ausbreitungsrichtung verlaufen. 

Zur Gruppe der Rho-Proteine gehören ferner TC10 und RhoG. Für diese ist 

aber bisher keine Funktion in Säugetierzellen bekannt (Nobes und Hall, 

1995).  

Das RhoA-Protein hat eine molare Masse von 21 kD, weshalb es auch p21 Rho 

genannt wird. In der GTP-gebundenen Form ist es aktiv. Es ist fähig, das 

gebundene GTP wieder zu hydrolysieren. Die GTP-Hydrolyse-Rate scheint vom 

Vorhandensein von Mg2+-Ionen abhängig zu sein (Zhang et al., 2000). Über 

GTP-ase aktivierende Proteine (GAP), Guanosinphosphat-Austausch-Proteine 

(GEF) und ein die Dissoziation von Guanosindiphosphat (GDP) hemmendes 

Protein (GDP dissociation inhibitor: GDI) wird die Assoziation von 

Guanosinphosphat und RhoA reguliert. GAP-Proteine sorgen durch die 

Aktivierung der GTP-ase für eine Spaltung von GTP zu GDP und damit für die 

Inaktivierung von RhoA. Sie können durch YopE, einem Toxin aus Yersinia 

pseudotuberkulosis, aktiviert (Pawel-Rammingen et al., 2000) werden. Die 

Balance von GAP-Proteinen und GEF bestimmt im wesentlichen die Aktivität 

der GTP-ase (Vincent und Settleman, 1999). GEF-Proteine tauschen GDP 

gegen GTP aus und aktivieren RhoA. Anscheinend entfernt GEF gebundenes 

Mg2+ von RhoA, wodurch die Dissozation des RhoA-Guanosinphosphat-

Komplexes gefördert wird (Zhang et al., 2000). Die GDI-Proteine fixieren den 

Rho-GDP-Komplex und inaktivieren ihn somit. Die genaue Relevanz dieser 

Proteine ist aber noch unklar, weswegen hier nicht weiter auf sie eingegangen 

werden soll (Hall(b), 1994; Takai, 1993; Zigmond, 1996). 

Als sicher gilt jedoch, daß RhoA, zumindest in Swiss-3T3-Fibroblasten, durch 

die im Serum enthaltene, von Thrombozyten hergestellte Lysophosphatsäure 
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(LPA) aktiviert wird. Man geht davon aus, daß das wachstumsfaktorähnliche 

Phospholipid LPA einen heterotrimeren, G-Protein-gekoppelten Rezeptor in 

der Zellmembran aktiviert. Dadurch kommt es wahrscheinlich zu einer 

Aktivierung einer bisher noch nicht identifizierten Tyrosinkinase und dadurch 

wiederum zu einer gesteigerten RhoA-Aktivität (Ridley und Hall, 1992). Ferner 

konnten auch der von pathogenen Escherichia-Coli-Stämmen produzierte 

zytotoxische Nekrotisierungsfaktor (CNF1) (Contamin et al., 2000) und das in 

Thrombozyten gespeicherte Sphingosin-1-Phosphat (Sph-1-P) (Miura et al., 

2000) und verschiedene andere Faktoren, auf die nicht näher eingegangen 

wird, als Aktivatoren der RhoA-Kaskade identifiziert werden. 

Desweiteren konnte gezeigt werden, daß aktive Rho-Proteine einer 

Prenylierung ihrer C-terminalen CAAX-Sequenz ( C=Cystein, A=aliphatische 

Aminosäure, X=beliebige Aminosäure) bedürfen, um sich dann mit dem 

lipophilen Anteil in der Plasmamembran zu verankern (Fenton et al., 1992; 

Yoshida et al., 1991). Am Cystein wird über eine Thioether Brücke das Lipid 

angehängt. Die restlichen drei Aminosäuren werden proteolytisch abgespalten 

(Clarke et al., 1988; Gutierrez et al., 1989). 

Die angehängten Lipide entstammen dem Cholesterinstoffwechsel. Bei den 

Prenylierungsgruppen handelt es sich um Geranyl und Farnesyl, die 

Vorstufen des Squalens, wobei an RhoA, Rac und CDC42 vornehmlich über 

Phosphat aktiviertes Geranyl-Geranyl angehängt wird (Yoshida et al., 1991; 

Desrosiers et al., 2000). 

Das so aktivierte RhoA erfüllt nun in der Zelle eine ganze Reihe 

unterschiedlicher Aufgaben. 

RhoA aktiviert Protein-Kinasen, reguliert Phospholipasen und Phospho-

kinasen und bindet an eine Reihe weiterer Proteine, deren Funktion noch 

nicht bekannt ist. Die Proteinkinase N, eine Serin/Threonin-Kinase, bindet an 

RhoA und wird dadurch aktiviert (Amano et al., 1996, Watanabe et al., 1996). 

Eine zweite an RhoA bindende und dadurch aktivierte Serin/Threonin-Kinase 

ist die p164-Rho-Kinase, auch einfach Rho-Kinase genannt. Sie phospho-

ryliert das Threonin der Myosinphosphatase vornehmlich an den Positionen 

695 und 850. Hauptsächlich die Phosphorylierung an Position 695 wird für 

die Inaktivierung der Myosinphosphatase verantwortlich gemacht (Feng et al., 

1999). Durch die Hemmung der spezifischen Phosphatase liegen die Myosin-

Leichtketten (MLC) nun vermehrt phosphoryliert vor. Im phosphorylierten und 

damit aktivierten Zustand ist das Myosin fähig, an Aktin zu binden, und es 

kommt zu einer gerichteten Stressfaserpolymerisierung. Dieser Vorgang wird 

als der entscheidende im Rahmen der Entstehung der Stressfasern betrachtet 
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(Kimura et al., 1996), wobei RhoA anscheinend nicht direkt an Aktin bindet 

(Desrosiers et al., 2000). 

RhoA fördert ebenso die Bildung von Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat (4,5 

PIP2) durch eine Aktivierung der PIP-5-Kinase (Chong et al., 1994). 4,5 PIP2 

ist, wie oben bereits beschrieben, wesentlich an der Regulation von Aktin 

Capping-Proteinen beteiligt. Auch hier läßt sich also eine Verbindung des 

RhoA-Proteins mit dem Zytoskelett herstellen. Ein erhöhter PIP2-Gehalt führt 

zu vermehrter Umsetzung durch die Phospholipase C (PLC) zu Diacylglycerol 

(DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). IP3 seinerseits bewirkt als sekundärer 

Botenstoff einen Kalziumanstieg in der Zelle. Viele Aktin-bindende Proteine 

sind kalziumsensitiv (Vandekerkhove, 1990). 

Außerdem ist RhoA für die Phosphorylierung der Fokalkontaktproteine FAK 

und Paxillin wichtig. Dies geschieht über eine zwischengeschaltete, noch nicht 

genau identifizierte Tyrosinkinase (Rankin et al., 1994; Barry und Critchley, 

1994). RhoA stabilisiert Fokalkontakte, während Rac für die initiale 

Ausbildung der Kontakte bzw. Komplexe verantwortlich ist (Rottner et al., 

1999). 

Auch die Anlagerung von Vinculin an Fokalkontakte ist, wie bereits erläutert, 

4,5 PIP2 und somit indirekt von RhoA abhängig (Kotani et al., 1997). 

Zell-Zell-Kontaktproteine wie VE-Cadherin werden ebenfalls, wie oben 

beschrieben, von RhoA beeinflußt. 

Eine direkte Verbindung von RhoA mit den Cateninen konnte bisher noch 

nicht hergestellt werden. 

 

Es ist eindeutig gezeigt, daß das RhoA-Protein in wesentliche Bereiche der 

Zellorganisation eingreift. Durch eine RhoA-Blockade wurden eine Änderung 

der Zellmorphologie und des Zytokineseverhaltens (Aullo et al., 1993; 

Jantsch-Plunger et al., 2000, Paterson et al., 1990; Yamamoto et al., 1993 

und 1994), ein Zusammenbruch der Stressfasern, eine Permeabilitäts-

änderung (van Nieuw Amerongen et al., 1998; Hordijk et al., 1999; Ermert et 

al., 1995; Nusrat et al., 1995; Hippenstiel et al., 1997), eine Modulation der 

Fokalkontakte und eine Änderung der Zell-Zell-Kontaktprotein-Verteilung 

erreicht. Inwieweit sich diese Effekte gegenseitig bedingen, wird kontrovers 

diskutiert. Die klinische Relevanz eines Proteins, das so mannigfaltige 

Aufgaben erfüllt, steht jedoch außer Frage. Mit den Folgen einer 

Permeabilitätserhöhung des Endothels muß sich der Kliniker bei Entzündun-

gen und Ödemen verschiedenster Ursache auseinandersetzen. Es konnte 

auch eine Verbindung zwischen der Rho-Kaskade und der Entstehung von 
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Koronarspasmen (Kandabashi et al., 2000) und der Hypertrophie glatter 

Gefäßmuskulatur (Yamakawa et al., 2000) hergestellt werden. Auch die 

endotheliale Konzentration von Stickstoffmonoxid und somit die Weite, 

beispielsweise von Coronararterien, scheint über Rho-Proteine reguliert zu 

werden (Laufs et al., 1999). Desweiteren spielt RhoA über die Regulation der 

kontraktilen Elemente und der verschiedenen Haftstrukturen eine wesent-

liche Rolle für endothelial Reparationsvorgänge, die Migration und damit die 

Angiogenese (Uchida et al., 2000). Es konnte zum Beispiel ein Zusammenhang 

zwischen der Phosphorylierung des VEGFR (vascular endothelial growth factor 

receptor) und der Aktivität von RhoA nachgewiesen werden (Gingras et al., 

2000). Unter anderem vor diesem Hintergrund erscheint es deshalb sinnvoll, 

die Rolle des RhoA-Proteins in Blutgefäßen, insbesondere im Endothel, 

genauer zu betrachten. 
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2. Fragestellung 

Die in letzter Zeit durch zahlreiche Arbeiten belegte, immer deutlicher 

werdende klinische Relevanz der Rho-Proteine rückt die kleinen GTP-

bindenden Proteine in den Blickpunkt wissenschaftlichen Interesses. Die 

Bedeutung der Rho-Proteine in Endothelzellen, insbesondere die des RhoA, im 

Hinblick auf Migrationsfähigkeit, das Aktinfilamentsystem, Zell-Zell-Kontakte 

und Zell-Matrix-Kontakte wird im Moment teilweise kontrovers diskutiert. 

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Klärung dieser Bedeutung leisten. 
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3. Material und Geräteverzeichnis 

3.1 Präparation der Endothelzellen und Zellkultur 

3.1.1 Medium 

- Aussaatmedium: 500 ml M 199 Kulturmedium (Gibco, BRL) 

?? 100 ml FCS (Fetales Kälberserum, Biochrom, Berlin) 

?? 10 mlGlutamin (200mM, Biochrom, Berlin) 

?? 50 U/ml Penicillin (Gibco, Karlsruhe) 

?? 50 U/ml Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) 

- Wachstumsmedium wie Aussaatmedium, allerdings mit nur 50 ml FCS-

Zusatz 

 

3.1.2 Plastikartikel 

- Petrischalen mit 30 mm Durchmesser 

- Gewebekulturflasche mit 25 cm2 Wachstumsfläche (T25) (Greiner, 

Nürtingen) 

 

3.1.3 Enzyme 

- Trypsin: 0.05% Trypsin, 0.01% EDTA in PBS gelöst (Serva, Heidelberg) 

- Kollagenase: 1 mg/ml in PBS gelöst (Boehringer, Mannheim) 

 

3.1.4 Deckgläser 

- Deckgläser: rund, 12 mm Durchmesser, mit 175 µm Koordinatensystem: 

Cellocates® (Eppendorf, Hamburg), ohne Koordinatensystem (Hartenstein, 

Würzburg) 

- Objektträger: 76x26x1 mm (Marienfeld, Deutschland ) 

 

3.1.5 Brutschrank 

- B 5060 EC-CO2 (Heraeus, Hanau) 

 

3.1.6 Zentrifugen 

- 5417R / 5415C (Eppendorf, Hamburg) 
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3.2 Mikroinjektion 

3.2.1 Injektionskapillarenherstellung 

- "two stage puller": Typ PP-83, "patch clamp 12-90" (Bachhofer, Reutlingen) 

- Borosilikatglasröhrchen mit innerer Glasfaser (Hilgenberg GmbH, Malsfel, 

Deutschland) 

 

3.2.2 Injektionsvorrichtung 

- Mikromanipulator 5170 (Eppendorf), bestehend aus Nadelhalterung, 

Joystick und Steuerungseinheit. 

- Mikroinjektor zur Druckluftsteuerung (Sauer Feinmechanik, Würzburg 

1/1991) 

 

3.2.3 Injektionslösungen 

- PBS mit FITC-Dextran im Verhältnis 9:1 gemischt: 

FITC-Dextran ist hochmolekulares (10 kD), nicht mit dem Zellstoffwechsel 

interagierendes mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiertes Dextran, das 

nach der Injektion die Zelle nicht mehr verläßt und die spätere 

Identifikation der injizierten Zellen ermöglicht. Anregungswellenlänge: 488 

nm, Emissionswellenlänge: 515 nm, Stammlösung: 10 mg/ml mit 0.1 M 

Natrium Phosphat, 0.1M Natrium Chlorid in H2O (Molecular Probes, Leiden 

Niederlande) 

- C3-Toxin-PBS-FITC-Dextran-Gemisch: 

Die C3-Toxin-Stammlösung (Biomol, Hamburg) hatte eine Konzentration 

von 1 mg/ml in H2O, diese Lösung wurde 1:10 in PBS verdünnt. Somit 

ergab sich eine C3-Toxin-Konzentration der Lösung von 100 µg/ml, welche 

im Verhältnis 9:1 mit FITC-Dextran zur endgültigen Injektionslösung 

gemischt wurde. 

 

3.2.4 Pipettenspitzen 

Um die Injektionslösungen in die Kapillaren einzubringen wurden spezielle 

feine Pipettenspitzen verwendet: 

- "Gel loader Spitzen GS 10" (Hartenstein, Würzburg) 



17 

 

 

3.3 Fluoreszenzmikroskopie 

3.3.1 Fixierungsreagenzien 

- 20%ige Glutaraldehydlösung, GLA (Roth, Karlsruhe) 

Zum Fixieren der Zellen wurde aus dem kristallinen Paraformaldehyd 

(Serva, Heidelberg) eine 2%ige Formaldehyd-Lösung in PBS hergestellt. 

 

3.3.2 Detergenzien 

- Zum Permeabilisieren wurde aus Triton X-100 (Sigma, Steinheim) eine 

0.15%ige Lösung in PBS hergestellt. 

 

3.3.3 Absättigungsmittel 

- Zum Absättigen unspezifischer Bindungen wurden bovines Serum-

Albumin (BSA) und normales Ziegenserum (NGS) in Pulver-Form 

verwendet (Sigma, Steinheim) 

 

3.3.4 Primärantikörper 

Zur Darstellung der Zell-Zell- bzw. der Zell-Matrix-Kontakte wurden folgende 

Antikörper, in PBS gelöst, verwendet: 

 

Antikörper gegen Klon Verdünnung Hersteller 

alpha-Catenin monoklonal (Maus) 1:100 Transduction Lab. 

beta-Catenin polyklonal (Kaninchen) 1:2000 Sigma 

gamma-Catenin monoklonal (Maus) 1:300 Transduction Lab. 

VE-Cadherin polyklonal (Kaninchen) 1:150 Vestweber 

Paxillin monoklonal (Maus) 1:1000 Transduction Lab. 

p125-FAK monoklonal (Maus) 1:200 Transduction Lab. 

Vinculin monoklonal (Maus) 1:1500 Sigma 

p 120 monoklonal (Maus) 1:200 Transduction Lab. 

(Transduction Laboratories: Los Angeles, USA; Sigma: Steinheim, 

Deutschland) 

 

Zu den Antikörperlösungen wurde, um Mikrobenbefall zu vermeiden, 0.05% 

NaN3 (Carl Roth, Karlsruhe) zugegeben. 
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3.3.5 Sekundärantikörper 

- Ziege-anti-Maus, gekoppelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 für 

monoklonale Erstantikörper (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., 

West Grove, USA) 

- Ziege-anti-Kaninchen, gekoppelt mit Cy3 für polyklonale Erstantikörper 

(Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, USA) 

 

3.3.6 Aktinfärbemittel 

- Die Darstellung des Aktinfilamentsystems erfolgte durch Phalloidin, 

markiert mit Tetramethyl-rhodaminyl-isothiocyanat (TRITC): Phalloidin-

TRITC (Sigma, Steinheim), Stammlösung: 10 µg/ml in PBS 

 

3.3.7 Reagentien für die Fluoreszenzmikroskopie 

- Zum Eindecken wurde 1,5% n-Propylgallat (3,4,5-Trihydroxy-

benzoesäurepropylester, Serva, Heidelberg) mit 30% Glycerin (Roth, 

Karlsruhe) in PBS verwendet. 

 

3.3.8 Puffer 

PBS: phosphatgepufferte Kochsalzlösung, pH 7,3 

137.00 mM NaCl 

2.68  mM KCl 

6.50  mM Na2 HPO4 

1.50  mM KH2PO4 
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3.4 Mikroskope 

- Fluoreszenzmikroskop Olympus BH II (Olympus, Hamburg) 

- Lichtmikroskop Olympus IMF-2 (Olympus, Hamburg) 

 

3.5 Toxine, Inhibitoren 

- Lovastatin: Reinstsubstanz, Stammlösung: 10 mM in EtOH (Geschenk von 

Merck-Sharp-Dome, München) 

- Toxin-B aus Clostridium difficile: Stammlösung 500 mg/ml in PBS 

(Geschenk von Prof. Aktories, Freiburg) 

- C3-Toxin aus Clostridium botulinum: Stammlösung 1 mg/ml in Bidest 

(Biomol, Hamburg) 

 

3.6 Gelatinieren der Deckgläser 

- Gelatinepulver (Sigma, Steinheim) 0.5% in H20 



20 

 

 

4. Methoden 

4.1 Gelatinieren der Deckgläser 

Die Deckgläser wurden in H2O mit einer Spatelspitze EDTA 10 min aufgekocht 

und anschließend gründlich in H2O gespült. Die gereinigten Gläschen wurden 

nun für ca. 1 h mit 0.5% steriler Gelatine in PBS benetzt. Nachdem sie mit 

PBS gespült worden waren, wurde GLA-Lösung (2%ig in PBS) zum Vernetzen 

der Gelatine dazugegeben. Ca. 1 h später wurde die GLA-Lösung abgesaugt 

und die Gläschen für eine weitere Stunde in 70% Ethanol gegeben. 

Nach gründlichem Spülen mit PBS konnten die Gläschen in PBS mit 

Antibiotika (Penicillin 150 U/ml und Streptomycin 150 U/ml) im Kühlschrank 

gelagert werden. 

Frisch gelatinierte Deckgläschen sollten mindestens einen Tag ruhen, bevor 

Zellen auf sie ausgesät werden, um restliches GLA aus der Gelatine 

diffundieren zu lassen. 

 

4.2 Zellkultur 

4.2.1 Präparation von Endothelzellen aus dem Truncus 

pulmonalis des Schweins (PPAEC) 

Die Versuche wurden mit Endothelzellen aus dem Truncus pulmonalis des 

Hausschweins (PPAEC) durchgeführt. Der Truncus pulmonalis wurde noch im 

Schlachthof direkt nach seinem Abgang aus dem rechten Ventrikel und 

proximal der Bifurcation abgesetzt und in einem sterilen Glasbehälter auf Eis 

gekühlt bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Der gründlich in PBS 

gespülte Truncus wurde an einer Seite mit einer Klemme verschlossen und 

der entstehende Sack mit ca. 3 ml Kollagenase gefüllt. Die andere Seite wurde 

ebenfalls mit einer Klemme verschlossen. Nach einer Inkubationszeit von 10 

min in einem 37°C warmen Wasserbad konnten restliche, noch an der 

Gefäßwand haftende Endothelzellen durch sanftes Massieren des Gefäßes 

gelöst werden. Die Kollagenase-Zellsuspension wurde mit einer Spritze 

abgesaugt, mit 10 ml Aussaatmedium aufgefüllt und abzentrifugiert (10 min 

bei 200*g). Das Zellsediment wurde in 10 ml P0 (Aussaat-) Medium 

resuspendiert und in vorgelatinierte T25 Kulturflaschen ausgesät. Diese 

Flaschen waren für eine halbe Stunde mit 0.5% steriler Gelatine in PBS gefüllt 

worden, die danach wieder abgesaugt wurde. Nach einem Tag erfolgte ein 

Mediumwechsel, bei dem nicht angewachsene, im Medium schwimmende 
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Zellen entfernt wurden. Nachdem die Zellen konfluent gewachsen waren, 

folgte der Mediumwechsel auf Wachstumsmedium, das alle zwei Tage erneuert 

wurde. 

Für die Experimente wurden ausschließlich Zellen der ersten Passage 

verwendet. 

Die Zellen wurden im Brutschrank in wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C 

und 5% CO2 kultiviert. 

Als Beweis, tatsächlich Endothelzellen isoliert zu haben, wurde der 

immuncytochemische Nachweis von VE-Cadherin durchgeführt. 

 

4.2.2 Abtrypsinieren 

Nach kurzem Spülen der Zellen mit PBS, um restliches Medium und FCS zu 

entfernen, wurde 1 ml Trypsin in die T25 Kulturflasche zugegeben. Nach ca. 1 

min Einwirkzeit wurden die Zellen durch Beklopfen des Kulturflaschenbodens 

gelöst, mit 9 ml P1-Medium aufgefüllt und ausgesät. Die Zellen wurden im 

Verhältnis 1:1 bis maximal 1:5 ausgesät. 

 

4.3 Mikroinjektion 

4.3.1 Herstellung der Mikroinjektionskapillaren 

Die verwendeten Mikroinjektionskapillaren wurden in einem Zwei-Schritt-

Verfahren hergestellt. Hierbei wurde durch zirkuläres Erhitzen eines unter 

Zug stehenden Glasröhrchens eine Ausziehung desselben erreicht. In einem 

zweiten Schritt wurde die inzwischen abgekühlte, ausgezogene, wieder unter 

Zug gesetzte Stelle erneut erhitzt und man erhielt so durch das Auseinander-

reißen des Röhrchens eine Injektionskapillare. Die Spitzen der Kapillaren 

hatten einen Durchmesser von 2-4 µm. Es wurden Borosilikatglasröhrchen 

von 10 cm Länge mit innerer Glasfaser (Außendurchmesser 1.5 mm, Innen-

durchmesser 0.85 mm) verwendet. 

 

4.3.2 Mikroinjektionstechnik 

Die zur Injektion vorgesehenen Zellen wurden auf gelatinierte, mit einem 

Koordinatensystem versehene Deckgläschen ausgesät, so daß injizierte Zell-

areale später auch im Lichtmikroskop wiedergefunden werden konnten. 

Die zu injizierende Lösung wurde abzentrifugiert, um Verunreinigungen zu 

sedimentieren und so eine Verstopfung der Kapillare zu verhindern. Mit einer 

speziellen feinen Pipettenspitze wurden einige µl in die Kapillare gefüllt und 
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diese in die Injektionsvorrichtung gespannt. Mit Hilfe eines Joysticks ließ sich 

die Nadel ferngesteuert bis auf 300 nm genau bis auf Zellniveau bringen. Das 

Erreichen der apikalen Zellmembran wurde durch eine leichte Verformung der 

Nadelspitze und eine veränderte Lichtbrechung durch Verformung der 

Zelloberfläche beim Kontakt mit dieser erkennbar. Hier wurde das „axiale 

Limit“ festgelegt, d.h. die Nadel wurde in dieser Stellung so fixiert, daß sie sich 

nicht mehr weiter nach unten bewegen konnte. Dadurch verhinderte man das 

Abbrechen der empfindlichen Nadelspitze auf der Deckgläschenoberfläche. 

Danach wurde die Nadel noch etwas zurückgezogen und mit dem Fußpedal 

die Druckluft gesteuerte Injektion ausgelöst. Die Kapillare durchstieß die 

Zellmembran in einem Winkel von ca. 45°. Es wurde ausschließlich in das 

Zytoplasma injiziert. Injektionen in den Zellkern führten zum Zelltod. 

Der druckluftgesteuerte Mikroinjektor erlaubte über elektronisch kontrollierte 

Ventile Injektionszeiten von 0.1 – 10 s. Der Injektionsdruck konnte zwischen 

100 und 4000 mbar variiert werden. Weiterhin ermöglichte das System die 

Wahl eines konstanten und kontinuierlichen „Haltedruckes“ zwischen 10 und 

100 mbar über die gesamte Dauer des Experiments. Der „Haltedruck“ hielt die 

Kapillarenspitze offen und verhinderte ein retrogrades Einströmen von 

Medium. Zusätzlich bot der Mikroinjektor die Möglichkeit, mit Druckspitzen 

bis zu 10000 mbar eine eventuell verunreinigte Kapillare von einer 

Verstopfung zu befreien („Reinigungsdruck“). 

Zur Injektion wurden ein „Haltedruck“ von ca. 30 mbar und ein Injektions-

druck von ca. 1000 mbar gewählt. Die Injektionszeit betrug 0.3 s.  

Lichtmikroskopisch konnte während der Injektion eine kurzzeitige Ballonie-

rung der Zellen aufgrund der Volumenaufnahme beobachtet werden. Sie 

stellte somit den Indikator für eine erfolgreiche Injektion dar. 

Das injizierte Volumen betrug ca. 500 fl (Arkenau, 1999). Das entspricht ca. 

23% des durchschnittlichen Endothelzellvolumens, welches bei 2300 fl liegt 

(Cursiefen, 1996). 

Durch das Volumen der Injektion schwollen die Zellen für Sekundenbruch-

teile an und für die Dauer von etwa 30 min waren kleine Granula im 

Lichtmikroskop zu sehen, die aber wieder verschwanden. 

Nach spätestens 1h waren diese Zellen im Lichtmikroskop morphologisch 

nicht mehr von nicht injizierten zu unterscheiden.  
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4.4 Fluoreszenzmikroskopie 

4.4.1 Fixieren 

Um restliches Medium zu entfernen, wurden die zu fixierenden Zellen mit PBS 

gespült. Das PBS wurde hierzu auf 37°C erwärmt. Nachdem das PBS wieder 

abgesaugt war, gab man für 10 min 2%iges Paraformaldehyd in PBS auf die 

Zellen, um sie zu fixieren. Nach erneutem Absaugen und dreimaligem Spülen 

mit PBS für je 5 min konnten die Zellen dann permeabilisiert werden. 

 

4.4.2 Permeabilisieren 

Um Phalloidin-TRITC bzw. Antikörpern den Kontakt mit intrazellulären 

Strukturen zu ermöglichen, wurde die Zellmembran mit dem Detergenz Triton 

X-100 (0.1%ig in PBS) permeabilisiert. Hierzu wurden die vorher fixierten 

Zellen für maximal 5 min mit dem Detergenz benetzt und anschließend 

dreimal für 5 min mit PBS gespült. 

 

4.4.3 Absättigen 

Um unspezifische Bindungsmöglichkeiten für die Antikörper weitgehend zu 

blockieren, wurden die Zellen nach der Permeabilisierung für 30 min bei 

Raumtemperatur mit 2% BSA (bovines Serum-Albumin), 1% NGS (normales 

Ziegenserum) in PBS inkubiert und anschließend erneut dreimal 5 min mit 

PBS gespült.  

 

4.4.4 Antikörperinkubation 

Nun konnten die Primärantikörper aufgebracht werden. Es wurden mono- 

und polyklonale Antikörper verwendet. Von diesen Antikörperlösungen 

wurden 4 µl pro Deckgläschen auf die Zellen pipettiert und bei 4°C für 

mindestens 8 h in einer feuchten Kammer inkubiert. 

Nach dreimaligem Spülen mit PBS für jeweils 5 min folgte eine halbstündige 

Inkubation mit den Sekundärantikörpern bei Raumtemperatur, ebenfalls in 

einer feuchten Kammer.  

Die so behandelten Zellen wurden anschließend erneut dreimal für 5 min in 

PBS gespült und kurz in H2O gewaschen, um restliche Salze zu entfernen. 

Dann konnten sie eingedeckt werden. 
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4.4.5 Phalloidin-TRITC-Färbung 

Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, fixiert, permeabilisiert und 

anschließend 30 min bei RT mit jeweils ca. 4 µl 60fach verdünnter Phalloidin-

TRITC Stammlösung (10 µg/ml in PBS) benetzt. 

Phalloidin ist ein bicyclisches Heptapeptid des grünen Knollenblätterpilzes, 

Amanita phalloides, das spezifisch an filamentäres Aktin (F-Aktin) bindet. 

An das Phalloidin ist der Fluoreszenzfarbstoff TRITC kovalent gekoppelt, der 

bei einer Wellenlänge von 542 nm angeregt und bei einer 

Emissionswellenlänge von 563 nm detektiert wurde. 

 

4.4.6 Eindecken 

Zum Eindecken wurde 30% Glycerin mit einem Zusatz von 1,5% n-

Propylgallat in PBS verwendet, um ein Ausbleichen zu verhindern. Jeweils 3 µl 

pro einzudeckendem Deckgläschen wurden auf große Objektträger 

aufpipettiert und das Deckgläschen mit der zellbewachsenen Seite auf den 

Tropfen gelegt. Die so eingedeckten Zellen konnten anschließend im 

Kühlschrank bei 4°C gelagert werden. 
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5. Versuchsbeschreibungen 

5.1 Der FCS/Lovastatin-Versuch 

Die kleinen GTP-bindenden Proteine der Rho-Familie sind, wie bereits 

beschrieben, an der Regulation des Zytoskelettes, des Wanderungsverhaltens 

und der Zellmorphologie beteiligt. CDC42 vermittelt die Ausbildung von 

fingerartigen Fortsätzen, sogenannten Filopodien, in Swiss-3T3-Fibroblasten. 

Die Injektion von dominant aktivem Rac in Fibroblasten führte zu blatt-

förmigen, breitbasigen Zytoplasmaausstülpungen, den sogenannten Lamello-

podien. Zudem kam es zu Aktinpolimerisation quer zur Ausbreitungsrichtung 

dieser Lamellopodien und zur Ausbildung von Fokalkontakten an deren 

Randsaum.  

Das RhoA-Protein ist maßgeblich an der Modulation des Stressfasersystems 

und der Ausbildung von Fokalkontakten beteiligt (Nobes und Hall, 1995). 

Man geht davon aus, daß Rac und RhoA, um ihre Aufgaben erfüllen zu 

können, in der Membran verankert sein müssen. Da sie selbst aber nicht 

lipophil sind, müssen sie mit einem lipophilen Anteil versehen werden (Fenton 

et al. 1992; Yoshida et al., 1991). 

An ihrem carboxyterminalen Ende befindet sich das sogenannte CAAX-Motiv, 

eine Aminosäurensequenz, bestehend aus Cystein (C), zwei aliphatischen 

Aminosäuren (AA) und einer beliebigen Aminosäure (X). Dort, genauer am 

Cystein, wird über eine Thioether-Brücke das Lipid angehängt. Die restlichen 

drei Aminosäuren werden proteolytisch abgespalten (Clarke et al., 1988; 

Gutierrez et al., 1989). 

Diese angehängten Lipide entstammen dem Cholesterinstoffwechsel. Es 

handelt sich um Geranyl und Farnesyl, die Vorstufen des Squalens, wobei an 

RhoA und Rac vornehmlich Phosphat-aktiviertes Geranyl-Geranyl angehängt 

wird (Yoshida et al., 1991). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der 

Biosynthese von Cholesterin ist die Bildung von Mevalonsäure aus ß-HMG-

CoA (ß-Hydroxy-ß-Methyl-Glutaryl-Coenzym A) durch die ß-HMG-CoA-

Reduktase. 

Dieses Enzym wird durch Lovastatin gehemmt. Es kommt also durch die 

Zugabe von zellpermeablem Lovastatin zu einer verringerten Bildung von 

Geranyl und damit auch zu einer verringerten Geranylierung von Rac und 

RhoA. Nach Zugabe von Lovastatin wurden morphologische Veränderungen 

wie ein Abrunden der Zellen und ein Stressfaserzusammenbruch in Swiss-

3T3-Fibroblasten beobachtet. Als ursächlich hierfür wurde die verringerte 
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Prenylierung des RhoA-Proteins angesehen (Koch et al., 1997). 

Es ging nun darum, den Einfluß einer aktiven Hemmung der Prenylierung 

durch Lovastatin und die Auswirkungen eines einfachen Entzugs der 

Isoprenabkömmlinge des Cholesterinstoffwechsels auf Endothelzellen zu 

untersuchen. Zudem entzieht man den Zellen durch das serumfreie Medium 

auch Lysophosphatsäure (LPA), die wie in der Einleitung beschrieben, zur 

Aktivierung von RhoA führt. 

Die auf gelatinierten Deckgläsern ausgesäten Zellen sollten vor 

Versuchsbeginn vollständig konfluent sein. Nach einem Mediumwechsel, 

wobei eine Hälfte der Zellen M199 mit FCS, die andere M199 ohne FCS 

erhielt, wurde mit einer Pipettenspitze ein etwa 1 mm breiter Streifen des 

Zellrasens entfernt und so eine Läsion geschaffen. Danach wurde Lovastatin 

(30 µM) zugegeben. Die Zellen wurden zu vier verschiedenen Zeiten 

(5,10,15,20 h), wie beschrieben, fixiert und der Immunfluoreszenz oder 

Aktinfärbung zugeführt. 

Es wurden Morphologie, Wanderungsverhalten, zytoskelettale Proteine, Zell-

Zell- und Zell-Matrix-Kontaktproteine in Abhängigkeit von Lovastatin und FCS 

untersucht. 

 

5.2 Der Toxin-B-Versuch 

Toxin-B ist das zellmembranpermeable Enterotoxin des sporenbildenden 

Bakteriums Clostridium difficile. Dieses Bakterium ist der Erreger der durch 

Antibiotika ausgelösten pseudomembranösen Colitis. 

Toxin-B koppelt Glukose unter Verwendung von Uridin-Diphosphat (UDP) an 

die Aminosäure Threonin an Position 37 in Rho-Proteinen und inaktiviert 

diese. Dies führt zu einem Zusammenbruch des Aktinfilamentsystems (Just 

(c) et al., 1995) und zu einer Permeabilitätszunahme von Endothelzellen (Just 

et al., 1994). Neben RhoA werden auch CDC42 und Rac glucosyliert. 

Das enzymatisch aktive Zentrum befindet sich am N-terminalen Ende des 270 

kD Proteins (Hofmann et al., 1997). 

Die Stammlösung des Toxins wurde 1:10000 in Wachstumsmedium verdünnt 

auf die Zellen gegeben, so daß sich eine Wirkkonzentration von 50 µg/ml 

ergab. 

Zeitgleich wurde eine Läsion im Monolayer gesetzt, um später das 

Migrationsverhalten der Zellen mit beurteilen zu können. 

Die Zellen wurden nach 45 min, 1.5 h und 2.5 h fixiert und 

immuncytochemisch aufbereitet. 
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5.3 Der C3-Toxin-Versuch 

Das C3-Toxin ist das Exoenzym des sporenbildenden Bakteriums Clostridium 

botulinum, Erreger des Botulismus. Es inaktiviert selektiv das RhoA-Protein 

durch eine ADP-Ribosylierung der Aminosäure Asparagin an Position 41 und 

führt dadurch zur Abrundung und zum Zusammenbruch von F-Aktin 

(Yamamoto et al., 1994). 

Auf Cellocates® konfluent gewachsene Zellen wurden, wie oben beschrieben, 

verwundet. Anschließend wurden im Verband liegende und am Verwundungs-

rand liegende Zellen injiziert. 

Die Injektion war nötig, da das uns zur Verfügung stehende Toxin nicht 

zellmembranpermeabel war. 

Zur Kontrolle wurde PBS im Verhältnis 9:1 mit FITC-Dextran verwendet. C3-

Toxin der Konzentration 100 µg/ml wurde ebenfalls 9:1 mit FITC-Dextran 

gemischt, so daß die in die Zellen injizierte Lösung eine C3-Toxin-

Konzentration von 10 µg/ml hatte. 

Der mit dem hochmolekularen Zucker Dextran markierte Fluoreszenzfarbstoff 

FITC verblieb nach Injektion in der Zelle und ermöglichte so ein späteres 

Wiederfinden der erfolgreich injizierten Zellen unter dem Fluoreszenz-

mikroskop. 

Nach 5, 10 und 20 h wurden die Zellen fixiert und immuncytochemisch 

aufbereitet oder Aktin-gefärbt. 

 

6. Ergebnisse 

6.1 Beschreibung der Kontrollzellen 

Im folgenden sollen nicht mit Toxinen oder Inhibitoren behandelte 

Endothelzellen im Hinblick auf Morphologie und Wanderungsverhalten, das 

Aktinfilamentsystem, die Zell-Zell-Kontakte und die Zell-Matrix-Kontakte 

beschrieben werden. Anhand von Fluoreszenzfärbungen wird so der Vergleich 

des Normalzustandes der Kontrollzellen zu den Veränderungen in den 

behandelten Zellen ermöglicht. 
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6.1.1 Morphologie und Wanderungsverhalten 

Morphologische Einflüsse, d.h. Änderungen in der Gestalt der Zellen, wurden 

immuncytochemisch dargestellt. Da die alleinige lichtmikroskopische 

Darstellung morphologischer Veränderungen unbefriedigende Ergebnisse 

brachte, wurden sie durch Färbungen der an Zellkontakten beteiligten 

Proteine hervorgehoben. Es wurden Zellkontaktproteine und am Aufbau der 

Fokalkontakte beteiligte Proteine beurteilt (VE-Cadherin, alpha-, beta- und 

gamma-Catenin, p120, Vinculin, Paxillin und FAK).  

 

Endothelzellen, die bis zum Versuchsbeginn in normalem Medium kultiviert 

wurden, zeigten 2 bis 3 Tage nach dem Aussäen das typische Bild von im 

Verband wachsenden Endothelzellen. 

Sie waren konfluent gewachsen und 

hatten eine polygonale Form (Abb.2). 

 

 

 

Abb.2: Endothelzellen 3 Tage nach Aus-
saat. Zellkontakt-Darstellung mit ß-Catenin 
Antikörpern 
 

Nachdem in einem solchen Zellrasen mit einer Pipettenspitze ein etwa 1 mm 

breiter Streifen abgeschabt wurde (Läsion), begannen die Zellen in diesen 

Wundspalt einzuwachsen. Nach wenigen Stunden lösten die Zellen am 

Verwundungsrand ihren Kontakt zu den hinter ihnen liegenden Zellen 

teilweise und veränderten ihre Form. Sie wurden länglich und begannen, 

breitbasige Fortsätze, Lamellopodien, in den Spalt einfließen zu lassen. Dies 

beschreibt die erste Phase der Migration (Abb.3a). 

Nach weiteren 10 h zeigten sich zwischen wandernden und zurückbleibenden 

Zellen größere Lücken. Zu den Lamellopodien kamen nach 5 weiteren Stun-

den ausgeprägte Pseudopodien hinzu und die wandernden Zellen streckten 

sich weit in den Spalt hinein. Dies beschreibt die zweite Phase der Migration. 

Genaue Zeitangaben für das Erreichen der Migrationsphasen blieben schwie-

rig, da sich die einzelnen Zellen sehr unterschiedlich verhielten. Die ge-

machten Zeitangaben sind also nur um Näherungsangaben (Abb.3b). Die etwa 

1 mm breite abgeschabte Fläche wurde in zirka 30-40 h von den wandernden 

Zellen überbrückt. Nach weiteren 20-30 h hatten sie einen kontinuierlichen 

Verband gebildet und die Läsion vollständig verschlossen. 
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Abb.3a: Endothelzellen 5 h nach dem Setzen einer Läsion (rechter Bildrand) in 
einer p120-Immunfärbung. Die Zellen nehmen eine im Vergleich zu den im Verband 
liegenden Zellen längliche Form an und schieben in der 1.Migrationsphase 
breitbasige Ausläufer (Lamellopodien) mit kleinen Ausziehungen in die Läsion 
(Pfeil: Wanderungsrichtung).  
Abb.3b: Endothelzellen 15 h nach Setzen der Läsion. Es dominieren lange dünne 
Fortsätze, sogenannte Pseudopodien (Pfeil), die in die Läsion hineingeschoben  
werden (gamma-Catenin-Immunfärbung). 

 

6.1.2 Aktinfilamentsystem 

Das Aktinfilamentsystem der Kontrollzellen im Verband zeigte in der 

Phalloidin-TRITC-Färbung das reguläre Bild mit dem typischen randständigen 

Aktinring und wenigen durch die Zelle laufenden Stressfasern. Das kortikale 

Aktinnetz war in der Immunfluores-

zenzfärbung nicht darstellbar (Abb.4). 

 

Abb.4: Phalloidin-TRITC-Färbung zur 
Darstellung der Aktinfilamente im 
Endothelzell-Verband. Deutlich zu 
erkennen ist das Zell-Zell-Kontakt-
assoziierte Aktinsystem, das vor allem in 
ruhenden Zellen ausgebildet ist. 
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In den Zellen, welche in die gesetzte Läsion einwuchsen, kam es zu einer 

Umorganisation des Aktinfilamentsystems. Es wurden vermehrt Stressfasern 

gebildet. In der ersten Migrationsphase richteten sich diese 

Aktinfilamentbündel in den vorgeschobenen Lamellopodien meist quer zur 

Wanderungsrichtung aus. Der periphere Aktinfilamentring umspannte die 

wandernden Zellen nicht mehr kontinuierlich. Lediglich entlang der 

Kontaktbereiche zu den rückwärtigen Zellen war das Zell-Zell-Kontakt-

assoziierte Aktinfilamentsystem zu sehen. Allerdings erschien es nicht mehr 

so stark ausgeprägt. 

In der zweiten Migrationsphase richteten sich die Stressfasern in den 

Pseudopodien parallel zur Wanderungsrichtung aus. Sie durchzogen die 

gesamte Zelle, eine deutlichere Konzentrierung war jedoch in der 

Zellperipherie und in den dünnen Pseudopodienausläufern zu erkennen. 

Besonders entlang der Ränder dieser Pseudopodien verliefen dicke 

Stressfasern (Abb.5). 

 
Abb.5: Migrierende 
Endothelzellen in der 
Phalloidin-TRITC-Färbung. 
 
A: Die erste 
Migrationsphase ist 
geprägt von 
Lamellopodien-Ausläufern 
und quer zur 
Wanderungsrichtung 
laufenden Stressfasern. 
 
 
 
 
 
 
 
B: Die zweite 
Migrationsphase ist 
geprägt von 
Pseudopodien-Ausläufern 
und parallel zur 
Wanderungsrichtung 
laufenden Stressfasern. 
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6.1.3 Zell-Zell-Kontaktproteine 

Die Zell-Zell-Kontakte wurden immunfluoreszenzmikroskopisch mit Anti-

körpern gegen alpha-, beta-, gamma-Catenin, p120 und VE-Cadherin 

dargestellt. 

 

Alpha-Catenin zeigte in der Immunfärbung konfluent gewachsener Zellen eine 

deutliche Fluoreszenzzone entlang der Zellgrenzen. Typischerweise erschienen 

die Zell-Zell-Kontaktzonen teils schmal, meist jedoch breit und aufgelockert. 

Es fanden sich dünne Linien, aufgefächert und auch blasig erscheinende 

Zonen, die den alpha-Catenin enthaltenden Zell-Zellkontakten entsprachen 

(Abb6). 

 
Abb.6: Im Verband wachsende 
Endothelzellen in der alpha-Catenin-
Immunfärbung. Die alpha-Catenin 
enthaltenden Zell-Zell-Kontakte sind 
kontinuierlich entlang der Zellgrenzen 
angeordnet. 
 

 

 

In den wandernden Zellen blieb alpha-Catenin bestehen. Dort, wo die 

Zellkontakte erhalten blieben, zeigte sich ein reguläres Verteilungsbild von 

alpha-Catenin. An den Stellen, an denen sich die Zellen voneinander lösten 

und Lücken zwischen ihnen entstanden, verschwand alpha-Catenin teilweise 

ganz, teils war es noch in den Zytoplasmabrücken nachzuweisen. Zwischen 

den wandernden Zellen wirkte die Kontaktzone häufig jalousienartig 

aufgefächert (Abb.7). 

Abb.7: Wandernde Endothelzellen 10 h 
nach Setzen der Läsion (rechter Bildrand) 
in der alpha-Catenin-Immunfärbung. 
Markiert ist der Bereich in dem 
benachbarte wandernde Zellen ihre 
Zellkontakte jalousienartig auffächern und 
später lösen.  
 
 
 
 
 
 

Die Immunfärbungen für alpha-Catenin, beta-Catenin, gamma-Catenin und 

p120 unterschieden sich in Verteilung und Intensität weder in der Kontrolle 

noch unter den späteren Versuchsbedingungen. 
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Das Zellkontaktprotein VE-Cadherin stellte sich im konfluenten Zellrasen 

durch eine teils durchgehende, teils unterbrochene Fluoreszenzlinie entlang 

der Zellgrenzen dar. An manchen Stellen verbreiterte sich diese Linie flächig 

und erschien blasig aufgelockert. 

Zwischen den wandernden Zellen fanden sich kaum noch durchgehende 

Linien. VE-Cadherin war meist nur noch punktförmig entlang der Zellgrenzen 

nachweisbar (Abb.8). 

Abb.8a: Im Verband gewachsene Endothelzellen in der VE-Cadherin-Immunfärbung. 
VE-Cadherin ist diskontinuierlich entlang der Zellgrenzen verteilt. 
Abb.8b: In die Läsion (rechter Bildrand) einwandernde Endothelzellen in der VE-
Cadherin-Immunfärbung. Nur an wenigen Stellen haben die Endothelzellen noch 
Kontakt zueinander und VE-Cadherin ist nur selten kontinuierlich entlang der 
Zellgrenzen nachweisbar. 

 

6.1.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine 

Das Verteilungsmuster der Fokalkontaktproteine Vinculin, Paxillin und der 

FAK (Fokalkontakt-Kinase) wurde ebenfalls mittels der Immunfluoreszenz-

mikroskopie beurteilt. Das in Fokalkontakten und Zell-Zell-Kontakten zu 

findende Aktin-bindende Plaqueprotein Vinculin fand sich in ruhenden Zellen 

verstärkt entlang der Zellgrenzen. Vornehmlich in der Zellperipherie zeigte 

sich eine teils punktförmige, teils längliche Vinculin-Verteilung, entsprechend 

der typischen Verteilung von Fokalkontakten (Abb.9). 

In den wandernden Zellen erschien Vinculin vermehrt. Deutlich intensiver 

gefärbt verliefen sowohl als unterbrochene als auch als ununterbrochene 

Linien dargestellte Vinculin-Ansammlungen durch die Zelle. In der ersten 

Migrationsphase verliefen diese Linien quer zur Wanderungsrichtung, in der 

zweiten Phase parallel zu ihr. Die Spitzen der Pseudopodien und deren Ränder 

wiesen starke Vinculinfluoreszenzen auf. Diese Vinculin-Ansammlungen 

entsprechen Fokalkontakten, die wiederum in Kontakt mit dem 

Aktinzytoskelett stehen (Abb.9). 
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Abb.9a: Ruhende Endothelzellen in der Vinculin-Immunfärbung. Vinculin ist in 
ruhenden Endothelzellen vornehmlich entlang der Zellgrenzen lokalisiert. Die 
Fokalkontakte sind unregelmäßig basal der Zelle verteilt und deutlich weniger als 
in wandernden Zellen (vgl. Abb.9a). 
Abb.9b: Endothelzellen 10 h nach Setzen der Läsion in der Vinculin-
Immunfärbung. Die Ausrichtung der Vinculin enthaltenden Zell-Matrixkontakte 
gemäß der Ausrichtung der Stressfasern wird deutlich (vgl. Abb.5). Besonders an 
den Enden der Pseudopodien bilden sich große Vinculin-haltige Zell-Matrix-
Kontakte (Pfeil). 

 

Das Fokalkontaktprotein Paxillin war in ruhenden Endothelzellen keiner 

Struktur zuzuordnen. Im Zellrasen erschien Paxillin diffus basal in der Zelle 

verteilt und fein gekörnt. Im Vergleich 

zu Vinculin fehlt es im Bereich der 

Interzellularkontakte. Die Fluoreszenz 

war in der Zellperipherie schwächer 

als kernnah. 

Abb.11: Im Verband gewachsene 
Endothelzellen in der Paxillin-
Immunfärbung 
 

 

In den Kontrollzellen, die in den Wundspalt einwuchsen, erschien Paxillin 

besonders an den Spitzen der 

Zellausläufer konzentriert zu sein. 

Dort bildeten sich anscheinend neue, 

besonders kräftige Fokalkontakte aus. 

Ansonsten wurde die Körnung gröber.  

 
Abb.12: Endothelzellen 20 h nach Setzen 
der Läsion (rechter Bildrand). Paxillin-
Immunfärbung 
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Es zeigte sich eine sehr an die Vinculinfärbung erinnernde Paxillinverteilung. 

Teilweise unterbrochene Fluoreszenzlinien durchzogen, ausgerichtet wie 

Stressfasern, die ganze Zelle. An den vorderen Enden der sich in den Wund-

rand einschiebenden Zellen fanden sich dicke, punktförmige Paxillin-

Ansammlungen, welche Paxillin-enthaltenden Fokalkontakten entsprachen. 
 

Die Fokalkontakt-Kinase (FAK) zeigte in der Immunfärbung das gleiche Bild 

wie Paxillin. 

 

6.2 Der FCS/Lovastatin-Versuch 

Wie bereits beschrieben, blockiert Lovastatin den geschwindigkeits-

bestimmenden HMG-CoA-Reduktase-abhängigen Schritt der Cholesterin-

synthese und verhindert so die Bildung der Isoprene Farnesyl und Geranyl 

und damit konsekutiv deren Bindung an die GTP-bindende-Proteine (Essig et 

al., 1998; Koch et al., 1997; Fenton et al., 1992). 

Durch serumfreies Medium können den Zellen einerseits die Ausgangsstoffe 

für die Synthese der Isoprene vorenthalten werden, andererseits fehlen 

dadurch Wachstumsfaktoren und GTP-Protein-Stimulatoren wie LPA. 

Die Effekte von Lovastatinbehandlung und Serumentzug wurden isoliert und 

kombiniert betrachtet. 

Im folgenden werden jeweils die Veränderungen der Zellen unter drei 

verschiedenen Versuchsbedingungen dargestellt: 

- Zellen in serumfreiem Medium ohne Lovastatinzugabe 

- Zellen in serumhaltigem Medium nach Lovastatinzugabe 

- Zellen in serumfreiem Medium nach Lovastatinzugabe 

 

6.2.1 Zellen in serumfreiem Medium ohne Lovastatinzugabe 

6.2.1.1 Morphologie und Wanderungsverhalten 

Die Zellen im Verband, denen FCS vorenthalten wurde, zeigten auch nach 20 

h keinen morphologischen Unterschied zu den Kontrollzellen. 

Zellen am Rand der Läsion wanderten ohne FCS die ersten Stunden zwar wie 

die Kontrollzellen, verlangsamten aber nach ca. 10 h ihre Migration deutlich 

und waren nicht in der Lage, den Spalt zu verschließen. Morphologisch 

unterschieden auch sie sich nicht von den Kontrollzellen. 
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6.2.1.1 Aktinfilamentsystem 

In den ruhenden Zellen war kein entscheidender Einfluß des Serumentzugs 

auf das Aktinfilamentsystem festzustellen. 

Die wandernden Zellen unterschieden sich von den Kontrollzellen durch 

dünnere und an Zahl leicht verminderte Stressfasern. Die Ausrichtung der 

Stressfasern schien dagegen nicht beeinflußt. 

 

6.2.1.2 Zell-Zell-Kontaktproteine 

Serumentzug wirkte sich auch nach 20 h Dauer nicht auf die Verteilung der 

Zell-Zell-Kontaktproteine wie der Catenine und VE-Cadherin aus. 

 

6.2.1.3 Zell-Matrix-Kontaktproteine 

Die Verteilung der Zell-Matrix-Kontaktproteine wurde ebenfalls nicht durch 

den Serumentzug beeinflußt. 

 

6.2.2 Zellen in serumhaltigem Medium nach Lovastatinzugabe 

6.2.2.1 Morphologie und Wanderungsverhalten 

In ruhenden Zellen zeigte sich kein Unterschied zu den Kontrollzellen. 

Wandernde Zellen bildeten zwischeneinander größere Lücken als die 

Kontrollzellen, arborisierten und waren nicht in der Lage, die gesetzte Läsion 

zu überbrücken. 

 

6.2.2.2 Aktinfilamentsystem 

Zellen im Zellrasen, die mit Lovastatin behandelt wurden, zeigten bereits nach 

5 h einen weitgehenden Zusammenbruch des Aktinfilamentsystems. Der in 

den Kontrollzellen gut dar-

stellbare periphere Aktinring 

war nun kaum noch nachzu-

weisen. Auch durch die Zelle 

laufende Stressfasern waren 

nur noch selten erkennbar. 

 

Abb.14: Lovastatinwirkung (30 µM) 
nach 5 h in der Phalloidin-TRITC-
Färbung 
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Bei den in die Läsion einwandernden Zellen erschien die Zahl und Dicke der 

Stressfasern ebenfalls stark 

vermindert. Die Ausrichtung 

der Stressfasern gemäß den 

Migrationsphasen war nur 

vereinzelt nachweisbar. 

 

Abb.15: Endothelzellen 20 h nach 
Setzen der Läsion (rechter 
Bildrand) und Lovastatinzugabe 
(30 µM) in der Aktin-Färbung 
 
 
 

 

6.2.2.3 Zell-Zell-Kontaktproteine 

Die im Zellverband liegenden Zellen zeigten nach langer Einwirkzeit von 

Lovastatin (20 h) kleine Unterbrechungen in der sonst durchgängigen 

Immunfluoreszenz der Catenine um die Zellen. Es schienen kleine Lücken 

zwischen den Zellen entstanden zu sein. Eventuell handelte es sich hierbei 

zumindest teilweise auch um 

transzelluläre Löcher. Immun-

cytochemisch war dies nicht 

einwandfrei zu klären. 

 

Abb.16: Ruhende Endothelzellen 
in der alpha-Catenin-Färbung: 
Markiert sind Bereiche, in denen 
bei genauer Auflösung inter-
zelluläre Lücken erkennbar sind. 
 
 
 
 

Bei den wandernden Zellen erschienen die Lücken zwischen den Zellen größer 

als bei den Kontrollzellen. Ansonsten war kein wesentlicher Unterschied 

festzustellen. 

 

VE-Cadherin verhielt sich wie die Catenine. 

 

6.2.2.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine 

In den ruhenden Zellen erschien das mit Zell-Zell-Kontakten assoziierte 

Vinculin entlang der Zellgrenzen deutlich vermindert (vgl.Abb.9a). 



37 

 

 

In jenen Endothelzellen, die in die Läsion eingewandert und weitgehend 

arborisiert waren, zeigten sich die Vinculin-enthaltenden Zell-Matrix-Kontakte 

kaum vorhanden und deutlich weniger ausgerichtet als in den Kontrollzellen 

(vgl.Abb.9b). Auch die Intensität ihrer Vinculin-Fluoreszenz war eindeutig 

schwächer ausgeprägt (Abb.17). 

Abb.17:  
A) Ruhende Endothelzellen nach 20 h Lovastatineinwirkung (30 µM) in der Vinculin-
Färbung 
B) Wandernde Endothelzellen 20 h nach Setzen der Läsion (rechter Bildrand) und 
Lovastatinzugabe (30 µM). Die Zellen, die weit in die Läsion eingewandert sind, zeigen 
kaum Vinculin-enthaltende Fokalkontakte (Pfeil). 

 

Ein Einfluß von Lovastatin auf die Paxillinverteilung in ruhenden Endothel-

zellen war nicht nachzuweisen. 

In den wandernden Zellen führte Lovastatin allerdings, ähnlich wie bei 

Vinculin, zu einer schwächeren Ausrichtung von Paxillin-enthaltenden 

Fokalkontakten sowie zu einer Verkleinerung der gefärbten Bereiche. 

 

6.2.3 Zellen in serumfreiem Medium nach Lovastatinzugabe 

Die Effekte des Entzugs von Serum zusätzlich zur Lovastatinbehandlung lagen 

in einer Verstärkung der bereits unter 6.2.2 beschriebenen Effekte. 

Die Zellen wanderten kaum in die Läsion ein, bildeten keine regelhaften 

Zellausläufer und waren auch nicht in der Lage, den Wundspalt zu 

verschließen. Das Stressfasersystem brach fast völlig zusammen, die 

Lückenbildung zwischen den Zellen war stärker ausgeprägt als bei alleiniger 

Lovastatin-Wirkung und auch die Zell-Matrix-Kontaktproteine waren sowohl 

in wandernden als auch in ruhenden Zellen in ihren typischen Lokalisationen 

deutlich vermindert (Abb.18). 
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Abb.18: 
 
A:Phalloidin-TRITC-
Färbung 15 h nach 
Serum-Entzug, 
Lovastatin-Zugabe 
und Setzen der 
Läsion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B: Ruhende Zellen 
20 h nach 
Serumentzug und 
Lovastatinzugabe in 
der alpha-Catenin-
Färbung Deutlich zu 
sehen ist eine 
interzelluläre oder 
intrazelluläre 
Lückenbildung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C: Ruhende Zellen 
20 h nach 
Serumentzug und 
Lovastatinzugabe 
(30 µM) in der 
Vinculin-Immun-
fluoreszenz 
Die regelhafte 
Vinculin-Verteilung 
scheint völlig 
aufgelöst 
(vgl.Abb.9). 
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6.3 Der Toxin-B-Versuch 

Das zellmembranpermeable Enterotoxin Toxin-B wurde in einer Wirk-

konzentration von 50 µg/ml den Zellen zugegeben. Zu Versuchsbeginn wurde 

auch hier eine Verwundung in den Zellverband gesetzt, um später das 

Migrationsverhalten der Zellen mit beurteilen zu können. Die Zellen wurden 

nach 45 min, 1.5 und 2.5 h fixiert und immungefärbt. 

Die Kontrollzellen für diesen Versuch zeigten das bereits unter 6.1 

beschriebene reguläre Bild. Untersucht wurden die gleichen Parameter wie im 

Lovastatinversuch. 

 

6.3.1 Morphologie und Wanderungsverhalten 

Die Morphologie der Zellen konnte immuncytochemisch eindrucksvoller als 

rein kontrastmikroskopisch dargestellt werden. 

Die konfluent gewachsenen Zellen wiesen bereits nach 45 min eine 

Lückenbildung auf. 

Auch die wandernden Zellen zeigten eine verstärkte Lückenbildung. Die 

Lücken wurden sowohl im Zellverband als auch zwischen den Zellen am Rand 

der gesetzten Läsion im weiteren Beobachtungszeitraum größer und 

zahlreicher. 

Diese Zellen erreichten, wie die Kontrollzellen, das erste und teilweise sogar 

das zweite Stadium der Migration. Sowohl Lamellopodien als auch 

Pseudopodien waren zu beobachten. Sie waren aber, anders als die 

Kontrollzellen, nicht in der Lage zu migrieren. 

 

6.3.2 Aktinfilamentsystem 

Bereits nach 45 min Toxin-B-Einwirkung waren nur einige wenige durch die 

Zelle verlaufenden Stressfasern zu erkennen und der periphere Aktinring 

erschien kondensiert. Nach 2.5 Stunden war das Aktinfilamentsystem in 

wandernden wie in ruhenden Endothelzellen völlig zusammengebrochen. 

Demnach war auch keine Ausrichtung der Stressfasern gemäß den 

Migrationsphasen zu erkennen. In den Zellen waren kleine runde Strukturen 

zur Darstellung gebracht, die bei stärkerer Vergrößerung ringförmig 

erschienen. Ob es sich dabei um Artefakte oder eine spezifische Aktin-

Färbung handelte, war nicht zu entscheiden (Abb.19). 
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Abb.19: 
A) Ruhende Zellen, 2.5 h nach Toxin-B-Zugabe (50 µg/ml) in der Phalloidin-TRITC-
Färbung. Der Zell-Zell-Kontakt-assoziierte Aktinring ist nicht mehr nachzuweisen.  
B) Migrierende Zellen, welche in eine 2.5 h zuvor gesetzte Läsion (rechter Bildrand) 
unter Toxin-B (50 µg/ml) einwanderten, ebenfalls in der Phalloidin-TRITC-Färbung. Es 
sind keine Stressfasern darstellbar. 
 

6.3.3 Zell-Zell-Kontaktproteine 

Aus der Gruppe der Catenine sei stellvertretend das p120 herausgegriffen. Die 

Verteilung von alpha-, beta- und gamma-Catenin unterschied sich in der 

Immunfluoreszenz nicht von der des p120. 

Nach 45 min Toxin-B-Einwirkung war in der p120-Färbung sowohl bei 

ruhenden als auch bei wandernden Zellen eine deutliche Lückenbildung zu 

sehen. Auch hier war nicht eindeutig zu entscheiden, ob es sich um inter- 

oder intrazelluläre Löcher handelte. Der Effekt verstärkte sich mit längerer 

Einwirkzeit des Toxins noch weiter. 

Die VE-Cadherin-Verteilung glich der der Catenine. Auch VE-Cadherin war in 

ruhenden und wandernden Zellen nicht kontinuierlich um die Zellgrenzen 

herum nachweisbar. 

Abb.20: Ruhende Zellen, 2.5 h nach Toxin-B-Zugabe (50 µg/ml) in der p120 (A) und in 
der VE-Cadherin (B) Immunfärbung 
 

 
 

 



41 

 

 

6.3.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine 

Toxin-B-Einwirkung beeinflußte die Verteilung des in Fokalkontakten und 

Zell-Zell-Kontakten vorkommenden Vinculins. 

Nach 45 min war in einigen Zellen bereits eine deutliche Minderung an Zahl 

und Intensität der fluoreszenzgefärbten Vinculin-enthaltenden Strukturen 

erkennbar. Im Vergleich zu den Kontrollzellen erschien besonders das sonst 

entlang der Zellgrenzen der ruhenden Zellen gehäuft dargestellte Vinculin 

vermindert (Abb.21). 

Die migrierenden Zellen zeigten zwar die typische Verteilung von Vinculin in 

den Lamellopodien bzw. Pseudopodien und entlang der Stressfasern, 

allerdings erschienen die einzelnen Vinculin-gefärbten Bereiche deutlich 

weniger fluoreszierend. Über die Zeit verstärkte sich dieser Effekt (Abb.21). 

Abb.21: Ruhende (A) und in die gesetzte Läsion (rechter Bildrand) einwandernde (B) 
Zellen 2.5 h nach Toxin-B-Zugabe (50 µg/ml) in der Vinculin-Immunfärbung 
 

Die Verteilung von Paxillin und FAK unterschied sich nach Toxin-B-Zugabe 

kaum von der des Vinculins. 

 

6.4 Der C3-Toxin-Versuch 

Die verwendeten Injektionslösungen und der Versuchsaufbau wurden bereits 

unter 5.3 abgehandelt. 

Um einen Einfluß des bloßen Injektionsvorgangs vom Effekt der injizierten 

Substanz trennen zu können, wurden im Vorlauf Zellen mit PBS injiziert. Sie 

zeigten keine Auffälligkeiten im Vergleich zu nicht injizierten Zellen. Wie 

beschrieben, wurden die Kontrollzellen mit PBS und, um das Wiederfinden 

der injizierten Zellen zu ermöglichen, zusätzlich mit FITC-Dextran injiziert. 
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6.4.1 Morphologie und Wanderungsverhalten 

Zellen im Verband, die mit C3-Toxin und Dextran injiziert waren, bildeten 

bereits nach 30 min Löcher unterschiedlicher Größe im Zytoplasma, die an 

Zahl und Größe zunahmen, bis nur noch schmale Zytoplasmabrücken 

zwischen ihnen bestanden. Diese Löcher befanden sich vornehmlich am 

Zellrand. Nach 20 h war das gesamte Zytoplasma wabig von Löchern 

durchsetzt. 

Injizierte Zellen, die sich am Verwundungsrand befanden, migrierten kaum. 

Sie waren nicht in der Lage, die Läsion zu verschließen. Nicht injizierte Zellen 

wanderten an ihnen vorbei. In den am Verwundungsrand liegenden, 

injizierten Zellen entstanden ebenso zahlreiche Löcher (Abb.21). 

Abb.21: Ruhende (A) und am Rand der Läsion liegende und p120-immun-gefärbte (B) 
Endothelzellen. Die sichtbaren Zellen wurden mit einer Lösung aus PBS, Dextran-FITC 
und C3-Toxin (C3-Toxin Konzentration 10 µg/ml) injiziert und nach 20 h fixiert. 
 

6.4.2 Aktinfilamentsystem 

Das Aktinfilamentsystem in ruhenden und wandernden Zellen war bereits 

nach 5 h völlig zusammengebrochen. In den ruhenden Zellen war der Zell-

Zell-Kontakt-assoziierte Aktinring nicht mehr nachweisbar. In wandernden 

Zellen konnten keine ausgerichteten Stressfasern mehr dargestellt werden. 

Lediglich entlang der Zellgrenzen färbte sich filamentäres Aktin als dünne, 

meist scharf begrenzte Fluoreszenzlinie (Abb.22). 
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Abb.22: Abgebildet sind ruhende (A,B) und am Rand der Läsion gelegene (C,D) 
Endothelzellen. Die Phalloidin-TRITC-Färbung (A,C) stellt das Aktinfilamentsystem dar. 
Zur Identifizierung der injizierten Zellen dient die Kontrolle im FITC-Filter (B,D) (vgl. 5.3). 
In den injizierten Zellen ist kein filamentäres Aktin mehr nachweisbar. 
 

6.4.3 Zell-Zell-Kontaktproteine 

Die Wirkung der Injektion von C3-Toxin auf die Catenine soll beispielhaft an 

der p120-Immunfluoreszenzfärbung gezeigt werden. 

Alpha-, beta- und gamma-Catenin unterschieden sich in der fluoreszenz-

mikroskopischen Darstellung nicht von p120. Die in den Kontrollzellen breit 

gefächerte und aufgelockert erscheinende Fluoreszenzzone entlang der 

Zellgrenzen erschien bei mit C3-Toxin injizierten Zellen schmaler und schärfer 

begrenzt. P120 blieb allerdings im Gegensatz zu den mit Toxin-B behandelten 

Endothelzellen auch nach 20 h noch an den Zellkontaktzonen als weitgehend 

durchgehende Linie lokalisiert und war deutlich nachzuweisen. Dies galt für 

migrierende wie für im Verband wachsende Zellen. In der Immunfluoreszenz 

verhielt sich VE-Cadherin wie die Catenine. Die dargestellte, VE-Cadherin 

enthaltende Zone entlang der Zellgrenzen wurde schmaler und schärfer 

begrenzt, blieb aber erhalten (vgl.Abb.8). Auch hier unterschieden sich 

migrierende und wandernde Zellen nicht (Abb.23). 
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Abb.23: Gezeigt sind ruhende, im Verband liegende Endothelzellen in der p120- (A) und 
der VE-Cadherin-(C)Färbung 5 h nach C3-Toxin-Injektion. 
B und D zeigen die selben Ausschnitte aus dem Zellrasen im FITC-Filter photographiert, 
um die injizierten Zellen zu identifizieren. Die Zell-Zell-Kontaktproteine werden in ihrer 
Verteilung nicht von C3-Toxin beeinflußt. 
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6.4.4 Zell-Matrix-Kontaktproteine 

Die Verteilung von Vinculin wurde sehr stark durch die C3-Toxin-Injektion 

beeinflußt. Bereits nach 5 h war in ruhenden Endothelzellen weniger Vinculin 

entlang der Zellgrenzen nachweisbar. Auch in den am Verwundungsrand 

liegenden Zellen war nach 5 h kaum noch Vinculin zur Darstellung zu 

bringen. In ruhenden und in wandernden Zellen waren nur selten und wenige 

Vinculin-enthaltende Zell-Matrix-Kontakte nachweisbar, geschweige denn 

eine regelhafte Verteilung derselben (Abb.24). 

Abb.24: Ruhende Endothelzellen in der Vinculin-Immunfärbung (A) und mit dem FITC-
Filter photographiert (B), 5 h nach C3-Toxin-Injektion. Vinculin enthaltende Zell-
Matrixkontakte sind in den injizierten Zellen kaum noch nachzuweisen. 
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7. Diskussion 

7.1 Der FCS/Lovastatinversuch 

7.1.1 Zellen in serumfreiem Medium ohne Lovastatinzugabe 

Der Serumentzug und damit der Entzug verschiedener Wachstumsfaktoren 

wie LPA, für das die Aktivierung von Rho-Proteinen belegt ist (Ridley und Hall, 

1992), zeigte in ruhenden Zellen keinen Einfluß auf die Morphologie, das 

Aktinfilamentsystem, die Zell-Zell- und die Zell-Matrix-Kontaktproteine. 

Das Wanderungsverhalten der Zellen wurde allerdings dahingehend 

beeinflußt, daß sie zwar begannen, in die Läsion einzuwandern, nach ca. 10 h 

aber liegen blieben und nicht in der Lage waren, die Läsion zu überbrücken.  

 

Auch die Ausbildung der Stressfasern schien in diesen Zellen leicht 

vermindert. Anscheinend sind für die Migration von Endothelzellen 

Serumbestandteile wie LPA unabdingbar. Wie bereits geschildert, wirkt LPA 

über eine durch RhoA vermittelte Aktivierung von Proteinkinasen, wie 

beispielsweise der Rho-Kinase. Die Phosphorylierung von verschiedenen Zell-

Kontakt-Proteinen ist für die Migrationsfähigkeit von Endothelzellen 

unerläßlich (Romer et al., 1994). 

Die gemachte Beobachtung deckt sich desweiteren mit der für Fibroblasten 

gezeigten Wirkung von LPA und anderen Wachstumsfaktoren. Diese sind in 

der Lage, in Swiss-3T3-Fibroblasten über eine Rho-Protein-Aktivierung die 

Polymerisierung von Aktin und damit die Bildung von Stressfasern zu 

induzieren (Ridley und Hall, 1992). Im Umkehrschluß kann angenommen 

werden, daß bei dem Entzug von LPA und anderen Wachstumsfaktoren die 

Ausbildung eines regulären Aktinfilamentsystems vermindert sein müßte. Da 

dieses Aktinfilamentsystem in Form von Stressfasern und noch mehr in Form 

von kontraktilen Aktin-Myosin-Einheiten aber den Migrationsmotor darstellt, 

mit dem sich die Zelle fortbewegen kann, ist es den Zellen unmöglich, weiter 

in die Läsion einzuwandern, wenn die Aktinfilamentbildung gehemmt wird. 

Inwieweit das Fehlen anderer Serumbestandteile einen Einfluß auf die 

verringerte Migrationsfähigkeit der Endothelzellen hatte, bleibt unklar. 
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7.1.2 Zellen in serumhaltigem Medium nach Lovastatinzugabe 

Endothelzellen, die mit Lovastatin behandelt wurden, zeigten verschiedene 

Reaktionen. 

Ruhende Zellen wiesen morphologisch zwar keinen wesentlichen Unterschied 

zu den Kontrollzellen auf, wandernde Zellen blieben allerdings nach kurzer 

Strecke liegen und arborisierten. 

Bei diesen Zellen war eine deutliche Verringerung der Stressfasern zu 

beobachten. 

Die HMG-CoA-Reduktase-Hemmung scheint also auch in Endothelzellen 

eventuell durch eine verminderte Geranylierung der Rho-Proteine zu einer 

verminderten Stressfaserpolymerisierung zu führen. Diese Ergebnisse 

stimmen mit den Beobachtungen überein, die an Swiss-3T3-Fibroblasten und 

anderen Zellinien gemacht wurden. Auch dort sind ein Aktinfilament-

zusammenbruch und eine Arborisierung der Zellen nach Lovastatinzugabe 

beschrieben worden (Fenton et al., 1992; Chong et al., 1994; Koch et al., 

1997). Nachdem vornehmlich Rac und RhoA durch Geranylierung aktiviert 

und somit durch Lovastatin gehemmt werden (Yoshida et al., 1991), könnte 

eines oder könnten beide Proteine in geranylierter Form für die Ausbildung 

der Stressfasern verantwortlich sein. Neben diesen wird aber eine Vielzahl 

anderer Proteine ebenfalls prenyliert. Inwieweit diese Proteine in die von den 

Rho-Proteinen regulierten Abläufe eingreifen, wurde nicht weiter abgeklärt. 

Ein Einfluß dieser Proteine kann also allgemein nicht ausgeschlossen werden. 

Nach längerer Einwirkzeit (20 h) führte Lovastatin neben einer 

Stressfaserverminderung zusätzlich zu einer Unterbrechung der Kontinuität 

der Zell-Zell-Kontaktproteine (Catenin, VE-Cadherin). Zwischen den Zellen 

bildeten sich Lücken. Ob diese Lückenbildung ein vom Zusammenbruch des 

Aktinfilamentsystems losgelöster Lovastatin-Effekt ist, ist nicht eindeutig zu 

erklären, da beide Effekte zeitgleich auftraten. Nachdem in Endothelzellen 

allerdings ein durch selektive RhoA-Blockade ausgelöster völliger F-Aktin-

Zusammenbruch über mehr als 15 h hinweg bei erhaltenen Zell-Zell-

Kontakten beobachtet werden konnte (s.u.), liegt nahe, daß dieser Effekt Rac- 

und/oder CDC42-vermittelt ist. Für Rac und beta-Catenin ist ein damit 

übereinstimmender Zusammenhang belegt (Takaishi et al., 1997). Auch 

CDC42 scheint an der Regulation von Catenin- und Cadherin-haltigen Zell-

Zell-Kontakten beteiligt zu sein (Fukata et al., 1999). 

Da, wie bereits in der Einleitung beschrieben, beta-Catenin in die Regulation 

von VE-Cadherin eingreift, das eventuell auch über RhoA gesteuert wird 
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(Hordijk et al., 1999) und die Gruppe der Catenine über verschiedene 

Proteinkinasen, welche wiederum auch über RhoA aktiviert werden, reguliert 

sind, bleibt eine definitive Zuordnung dieses Effekts zu einem speziellen Rho-

Protein schwierig. 

 

Ähnlich verhält es sich mit dem Einfluß von Lovastatin auf die Zell-Matrix-

Kontaktproteine. Eine Verkleinerung der Fokalkontakte war, besonders in 

wandernden Zellen, durch Vinculin- und Paxillin-Darstellung nachzuweisen. 

Dies stimmt mit für Swiss-3T3-Fibroblasten beschriebenen Effekten überein. 

Als Substrate der LPA-vermittelten Phosphorylierung über Tyrosinkinasen 

wurden dort die Fokalkontaktproteine Paxillin und FAK beschrieben (Chong et 

al., 1994). Diese durch RhoA stimulierte Phosphorylierung schien jedoch von 

einem intakten Aktinfilamentsystem abhängig zu sein (Seufferlein und 

Rozengurt, 1994; Barry und Critchley, 1994). Rac wurde in verschiedenen 

Zellreihen für die Ausbildung von Fokalkomplexen und RhoA für deren 

weiteren Ausbau zu Fokalkontakten verantwortlich gemacht (s. 1.3). Auch in 

Endothelzellen scheint die Prenylierung der Rho-Proteine, eventuell auch 

anderer Proteine, für eine Phosphorylierung der Fokalkontaktproteine und 

somit für die Entstehung bzw. Aufrechterhaltung der Zell-Matrix-Kontakte 

notwendig zu sein. 

 

Insgesamt bleibt der Effekt von Lovastatin schwer zu beurteilen. Nicht nur, 

daß weitere Proteine, auch außerhalb der Rho-Familie, physiologischerweise 

prenyliert vorliegen, sondern auch die Tatsache, daß mit der Hemmung der 

Synthese von Geranyl zwangsläufig auch die Hemmung der Synthese von 

Cholesterin, einem wichtigen Bestandteil der Zellmembran, einhergeht, 

erlaubt weitere Interpretation der Ergebnisse. 

 

7.1.3 Zellen in serumfreiem Medium nach Lovastatinzugabe 

Die Effekte, die in diesen Zellen gesehen wurden, unterschieden sich 

qualitativ nicht von den oben beschriebenen. Sie waren allerdings stärker 

ausgeprägt, was sich durch eine Addition der Effekte des Serumentzugs und 

der Lovastatinwirkung erklären läßt. 
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7.2 Der Toxin-B-Versuch 

Toxin-B, das die Rho-Proteine RhoA, Rac und CDC42 durch Glykosilierung 

inaktiviert, zeigte eindrucksvolle Wirkung auf alle untersuchten 

Funktionseinheiten der Zelle. 

 

Bereits nach einer Einwirkdauer von 45 min entstanden Lücken im 

Monolayer, die sich bei längerer Einwirkzeit weiter vergrößerten. Dies steht im 

Einklang mit Arbeiten, die eine Permeabilitätszunahme von Endothelzellrasen 

unter Toxin-B beschrieben. Die Permeabilitätszunahme wurde auf den 

ebenfalls unter Toxin-B gesehenen Stressfaserzusammenbruch zurückgeführt 

(Hippenstiel et al., 1997). 

Die Zellen am Verwundungsrand waren unter Toxin-B nicht in der Lage, zu 

migrieren. Sie änderten allenfalls ihre polygonale Form in eine längliche. Sie 

waren zwar noch in der Lage, Lamellopodien und Pseudopodien in die Läsion 

einfließen zu lassen, blieben aber ortsständig. Dies ist, mit dem 

Lovastatinversuch vergleichbar, wahrscheinlich auf die durch die Rho-

Blockade verhinderte Aktinpolymerisierung bzw. Fokalkontaktprotein-

Phosphorylierung zurückzuführen (Aepfelbacher et al.,1997). Da das Toxin-B 

sowohl Rac, RhoA als auch CDC42 inhibiert, ist dieser Effekt zwar eindeutig 

der Inaktivierung eines oder mehrerer dieser Proteine zuzuschreiben; 

nachdem eine selektive RhoA-Blockade, wie später gezeigt ausreichte, um die 

Migration zu verhindern, scheint RhoA hierbei aber den wesentlichen Einfluß 

zu haben. 

 

Wie bereits angedeutet, kam es unter Toxin-B zu einem Zusammenbruch des 

Aktinfilamentsystems. In ruhenden Zellen waren durch die Zellen laufende 

Stressfasern und der periphere Aktinring nach einer Einwirkzeit von 45 min 

bereits deutlich vermindert und nach 2.5 h kaum noch nachzuweisen. Auch 

die wandernden Zellen verloren ihre Stressfasern und es kam kaum zu der 

typischen Ausrichtung der Stressfasern gemäß den Migrationsphasen.  

Diese Wirkung von Toxin-B wurde in verschiedenen Arbeiten auf die Blockade 

der Rho-Proteine zurückgeführt (Just et al., 1994 und 1995, Hippenstiel et al., 

1997). Wie einleitend beschrieben, fördern die Rho-Proteine, insbesondere 

RhoA, über die Aktivierung von Kinasen bzw. die Hemmung von 

Serinphosphatasen die Phosphorylierung und Aktivierung von Myosin und so 

die Bildung und Ausrichtung von Stressfasern. Dies konnte vor allem für 

Fibroblasten belegt werden. 
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Auch in Endothelzellen spielen die Rho-Proteine am ehesten über die 

gesteigerte Myosin-Phosphorylierung durch erhöhte Tyrosinkinase-Aktivität 

eine entscheidende Rolle beim Aufbau und der Aufrechterhaltung des 

Aktinfilamentsystems. 

 

Auch die Zell-Zell-Kontakte wurden durch die Inaktivierung der Rho-Proteine 

beeinflußt. Bereits 45 min nach Toxin-B-Applikation kam es zu einer 

Lückenbildung im Zellrasen. Diese Lücken bzw. Löcher schienen teilweise 

intra-, teilweise interzellulär zu liegen. Für Endothelzellen konnte bereits 

gezeigt werden, daß das eingangs erwähnte Tyrosinkinase-hemmende und 

damit in die Rho-Kaskade eingreifende Genistein die Verteilung von beta-

Catenin dahingehend veränderte, daß es zu einer Lückenbildung zwischen 

Endothelzellen kam (Carbajal und Schaeffer, 1998). Da auch Toxin-B in den 

gleichen Regelkreis eingreift, scheinen hier Parallelen zu bestehen. 

In der Immunfluoreszenz waren Unterbrechungen der Zellkontaktzonen zu 

erkennen, wobei die Verteilungen von alpha-, beta- und gamma-Catenin und 

VE-Cadherin keine Unterschiede zeigten. Diese Beobachtungen liefern eine 

Erklärung für die Beobachtung, daß die Permeabilität von Endothelzellen aus 

der Arteria pulmonalis des Schweins nach Toxin-B Zugabe deutlich anstieg 

(Hippenstiel et al., 1997). Es wurde dort gezeigt, daß diese 

Permeabilitätssteigerung nach Toxin-B-Zugabe durch die Stabilisierung des 

Aktinfilamentsystems mittels Phalloidin verhindert werden konnte. Bisher 

wurde eine Permeabilitätssteigerung von Endothel oder Epithel einem 

intakten, kontraktionsfähigen Aktinfilamentsystem zugeschrieben (Schnittler 

et al., 1990; Gerhard et al., 1998). Allerdings konnte in anderen Arbeiten 

gezeigt werden, daß eine Permeabilitätssteigerung, unabhängig vom 

Aktinfilamentsystem, auch von einer verstärkten Phosphorylierung von beta-

Catenin und VE-Cadherin begleitet wird (Tinsley et al., 1999). 

Sicher ist, daß die Blockade zumindest eines der Rho-Proteine direkt oder 

indirekt durch Veränderung der Zell-Zell-Kontaktprotein-Lokalisation für die 

Permeabilitätssteigerung des Endothels verantwortlich ist. Ob dieser Effekt 

direkt über die Rho-Protein-Blockade oder durch die mangelnde Stabilisierung 

der Zell-Zell-Kontakte durch das Fehlen des Aktinfilamentsystems der Zelle 

ausgelöst wurde, bleibt noch zu klären. 
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Auch für die Fokalkontakte wird angenommen, daß sie über eine Aktivierung 

der Rho-Proteine in ihrer Ausbildung gefördert werden. Das Vorhandensein 

von Fokalkontakten wiederum ermöglicht die Ausrichtung von Stressfasern in 

der Zelle. 

Nachdem die Fokalkontakte nach Toxin-B-Zugabe deutlich kleiner 

erschienen, schreiben wir den Rho-Proteinen auch hier eine direkte oder 

indirekte Einflußnahme zu. Sowohl FAK, Paxillin als auch Vinculin waren 

nach 2.5 h Toxin-B Einwirkung kaum noch regelhaft verteilt. Für Fibroblasten 

konnte bereits belegt werden, daß sie Rho-Protein-vermittelt Fokalkontakte 

ausbilden bzw. stabilisieren (Nobes und Hall, 1995). 

Auch für Endothelzellen scheinen hierfür diese Proteine essentiell zu sein. 

Nachdem der F-Aktinzusammenbruch und die Abnahme der Fokalkontakte 

zeitgleich geschahen, ist es schwer zu beurteilen, ob sich diese Effekte 

eventuell gegenseitig bedingen, oder ob sie unabhängig zu Stande kommen. 

Sicher ist allerdings auch hier, daß die Zell-Matrixkontakte von einem oder 

mehreren der Rho-Proteine regulieren. 

 

7.3 Der C3-Toxin-Versuch 

Um nun zwischen Effekten von RhoA und den anderen Rho-Proteinen 

unterscheiden zu können, wurde das RhoA-Protein durch C3-Toxin-Injektion 

selektiv blockiert und die Auswirkung beobachtet. 

 

Die Morphologie der injizierten Zellen änderte sich bereits nach wenigen 

Minuten. Es entstanden anscheinend transzelluläre Löcher in wandernden 

und ruhenden Zellen, die meist in der Zellperipherie lokalisiert waren. Nach 

2.5 h war das gesamte Zytoplasma wabig durchsetzt. Ob es sich nun um 

große Vesikel oder tatsächlich um transzelluläre Löcher handelte, ist nicht mit 

letzter Sicherheit zu sagen. Für die transzellulären Löcher spräche die 

Beobachtung, daß es in perfundierten C2-Toxin behandelten Hasenlungen zu 

einer deutlichen Permeabilitätserhöhung des Endothels kam. Der Effekt 

wurde hier auf den C2-Toxin vermittelten F-Aktin-Zusammenbruch 

zurückgeführt (Ermert et al., 1995). 

 

In den Zellen wurde bereits nach 5 h ein eindrucksvoller F-Aktin-

Zusammenbruch offensichtlich. Intrazellulär war kein filamentäres Aktin 

mehr nachzuweisen. Lediglich am Zellrand fand sich noch eine dünne F-

Aktin-Linie. 



52 

 

 

Dieser Effekt von C3-Toxin in Endothelzellen wurde bereits beschrieben 

(Aepfelbacher et al., 1997). Die einleitend dargestellte Wirkung von RhoA auf 

die Aktinpolymerisation in Fibroblasten scheint also auch in Endothelzellen 

wichtig zu sein. 

 

Die Zell-Zell-Kontakte in Zellen am Rand der Läsion und im Zellrasen blieben 

von C3-Toxin weitgehend unbeeinflußt. Dies galt sowohl für die Catenine als 

auch für VE-Cadherin. Die Kontaktzone zwischen den Zellen erschien jedoch 

schmaler und schärfer begrenzt. Für die Catenine liegen bisher keine 

vergleichbaren Arbeiten vor. Die gemachte Beobachtung deckt sich allerdings 

zumindest mit der für VE-Cadherin beschriebenen Unabhängigkeit von RhoA 

(Takaishi et al., 1997; Vouret-Craviari et al., 1999; Braga et al., 1999). 

Andererseits wurden nach C3-Toxin-Zugabe auch eine diffuse VE-Cadherin-

Verteilung und ein Verlust von VE-Cadherin im Bereich der Zellkontakte, 

begleitet von einer Lückenbildung zwischen den Zellen, in humanen 

Endothelzellen beobachtet (Hordijk et al., 1999). 

Für MDCK-Zellen wurde gezeigt, daß beta-Catenin und E-Cadherin nicht über 

RhoA und CDC42, wohl aber über Rac reguliert werden. Sollten sich 

Endothelzellen ähnlich verhalten, würde sich so der beschriebene Verlust der 

Zell-Zell-Kontakte unter Toxin-B (RhoA-, Rac- und CDC42-Blockade) und 

deren Bestehenbleiben unter C3-Toxin (selektive RhoA-Blockade) erklären. 

Eine Bildung von Löchern in den Zellen selbst ist unter C3-Toxin nämlich 

zwar durchaus zu sehen, allerdings keine Lückenbildung zwischen den 

einzelnen Zellen. Ob die bestehenbleibenden Zell-Zell-Kontakte allerdings 

ohne die Stabilisierung durch F-Aktin Scherstress widerstehen könnten, 

scheint unwahrscheinlich (Navarro et al., 1995). 

 

Die Fokalkontakte, beispielhaft das Vinculin, waren in mit C3-Toxin-

injizierten Zellen sehr stark vermindert. Zellen am Läsionsrand bildeten keine 

neuen Fokalkontakte aus und auch die bestehenden Fokalkontakte in 

ruhenden Zellen waren nach C3-Toxin-Injektion stark vermindert.  

Bisher konnte an bovinen Endothelzellen eine verringerte Phosphorylierung 

der Fokalkontaktproteine FAK und Paxillin nach C3-Toxin-Zugabe 

nachgewiesen werden (Yano et al., 1996). Desweiteren wurde allgemein eine 

Verringerung der Stressfaser-assoziierten Fokalkontakte, insbesondere derer, 

die 2 bis 24 h nach Migrationsbeginn ausgebildet wurden, beschrieben 

(Aepfelbacher et al., 1997). 
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Die Effekte der Rho-Proteine auf Fokalkontakte sind bisher an Swiss-3T3-

Fibroblasten genauer erforscht. Es ist beschrieben, daß CDC42 und Rac für 

die Neubildung von Fokalkomplexen zuständig sind und RhoA für deren 

Stabilisierung (Nobes und Hall, 1995). Die Aktivierung von Tyrosinkinasen 

und damit die Posphorylierung der Fokalkontaktproteine wird als der 

entscheidende Mechanismus angenommen. 

Vergleichbar scheint es sich in Endothelzellen zu verhalten. Die Blockade aller 

Rho-Proteine und die selektive Blockade von RhoA zeigten ähnliche 

Ergebnisse. In Endothelzellen scheint also RhoA der wesentliche Regulator der 

Fokalkontakte zu sein.  
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8. Zusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Rho-Proteine, insbesondere die von 

RhoA, in Endothelzellen zu beurteilen. 

Die Endothelzellen erfüllen im Organismus eine Reihe wichtiger Aufgaben. Sie 

sind beispielsweise zur Migration fähig und können so Endotheldefekte 

verschließen oder im Rahmen der Angiogenese in nicht vaskularisiertes 

Gewebe einwandern. 

Außerdem ist das Endothel einerseits für den Austausch von Stoffen und 

Zellen zwischen intravasalem und extravasalem Raum verantwortlich, 

andererseits besteht aber eine wesentliche Aufgabe in der Barrierenbildung 

zwischen diesen beiden Räumen, um vor allem unkontrollierten 

Flüssigkeitsaustritt aus den Gefäßen ins Interstitium zu verhindern. 

Diese Aufgaben erfüllt das Endothel unter besonderer mechanischer 

Belastung, der es durch Druck und Strömung im Gefäßsystem ausgesetzt ist. 

Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, verfügt das Endothel im 

wesentlichen über drei dynamische Funktionseinheiten: 

- Ein intrazelluläres Gerüst, bestehend einerseits aus den sogenannten 

Stressfasern, welche die Zelle durchziehen und vornehmlich an Zell-Zell-

Kontakten und Zell-Matrix-Kontakten anhaften und so der Zelle Stabilität 

geben, und andererseits aus kontraktilen Aktin-Myosinbündeln, welche 

die Zelle befähigen, sich fortzubewegen oder ihre Form zu ändern, 

beispielsweise Ausläufer zu bilden. 

- Zell-Zell-Kontakte, die es den Zellen ermöglichen, fest aneinander zu 

haften und sich so einerseits gegenseitig zu stützen und andererseits eine 

regulierbare Barriere zwischen intravasalem Raum und Interstitium zu 

bilden. 

- Zell-Matrix-Kontakte, welche die Zelle fest mit dem Untergrund verankern 

und ein Unterspülen der Zelle verhindern. 

Besonders während der Migration der Endothelzelle unterliegen diese Systeme 

ständigem Auf- und Abbau. 

In verschieden Arbeiten konnte bisher gezeigt werden, daß diese 

Funktionseinheiten im wesentlichen durch eine Gruppe von kleinen GTP-

bindenden und GTP-spaltenden Proteinen, den sogenannten Rho-Proteinen 

reguliert werden. Man unterscheidet drei wichtige Vertreter dieser Gruppe: 

Rac, CDC42 und RhoA. 

Nachdem die Funktion dieser Proteine in Fibroblasten bereits klar belegt ist, 

war die Frage zu klären, welche Rolle diese Proteine in Endothelzellen spielen. 
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Hierfür wurden zwei experimentelle Ansätze gewählt. 

In einem ersten Versuchsschema wurde die Prenylierung von Proteinen und 

damit auch die Prenylierung von Rho-Proteinen durch den HMG-CoA-

Reduktase-Hemmer Lovastatin unterdrückt. Es war für Fibroblasten gezeigt 

worden, daß vor allem die Rho-Proteine Rac und RhoA dieser Geranyl-

Prenylierung an ihrem C-Terminus bedürfen, um sich mit diesem lipophilen 

Anteil in der Plasmamembran zu verankern und aktiv zu werden. 

In einer zweiten Versuchsserie wurden alle Rho-Proteine unselektiv durch 

Toxin-B, einem Toxin aus Clostridium difficile, und anschließend selektiv 

RhoA durch C3-Toxin aus Clostridium botulinum inaktiviert. 

Es wurden die Effekte auf Primärkulturen von Endothelzellen aus dem 

Truncus pulmonalis des Schweins, besonders im Hinblick auf Migration, 

Stressfasersystem, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte, mit Hilfe 

immuncytochemischer Methoden beobachtet.  

 

Endothelzellen, die in eine gesetzte Läsion einwanderten, zeigten sowohl unter 

Prenylierungs (Geranylierungs)-Hemmung als auch unter selektiver und nicht 

selektiver Blockierung der Rho-Proteine deutliche morphologische 

Änderungen. Sie arborisierten, d.h. sie konnten keine normalen Ausläufer 

bilden und sie waren nicht in der Lage, die gesetzte Läsion zu überbrücken 

oder zu verschließen. Daraus wurde auf eine der Funktion in Fibroblasten 

vergleichbare Funktion der Rho-Proteine in Endothelzellen geschlossen. Es 

konnte gezeigt werden, daß die Rho-Proteine wesentlich für die Bildung von 

Zellausläufern, wie zum Beispiel Lamellopodien, und die Migration in 

Endothelzellen sind. 

Zudem konnte belegt werden, daß Aufbau und Aufrechterhaltung des 

Aktinfilamentsystems und des kontraktilen Apparates der Endothelzellen im 

Wesentlichen über das geranylierte RhoA reguliert werden, da bei 

Inaktivierung desselben kaum noch filamentäres Aktin nachgewiesen werden 

konnte. Die Effekte der unselektiven Rho-Protein-Hemmung unterschieden 

sich hier kaum von denen der selektiven RhoA-Hemmung. Auch die 

Unterdrückung der Geranyl-Prenylierung zeigte vergleichbare Ergebnisse. 

Die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte ist allerdings RhoA-unabhängig, 

da es trotz selektiver RhoA-Hemmung durch C3-Toxin nicht zur Auflösung der 

Zell-Zell-Kontakte kam. Diese werden vielmehr über Rac und/oder CDC42 

gesteuert, denn erst durch die Blockierung aller Rho-Proteine durch Toxin-B 

kam es zur Lückenbildung zwischen den Zellen. Auch hier spielt die 

Geranylierung der Rho-Proteine eine wichtige Rolle, da die 
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Geranylierungshemmung ähnliche Effekte wie die Hemmung durch Toxin-B 

zeigte. Inwieweit allerdings die nach der selektiven RhoA-Blockade bestehen-

bleibenden Zell-Zell-Kontakte, welche nun nicht mehr über Aktinfilament-

bündel stabilisiert sind, mechanischen Belastungen widerstehen können, 

muß noch geprüft werden. 

Die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Fokalkontakte erfolgt im 

wesentlichen auch über die geranylierten Rho-Proteine, wobei RhoA hier die 

entscheidende Rolle zuzukommen scheint. Zwar war unter Lovastatin eine 

Verringerung der Zell-Matrix-Kontakte zu beobachten, durch die generalisierte 

Hemmung aller Rho-Proteine und selbst unter der selektiven RhoA-Hemmung 

war dieser Effekt jedoch bei weitem stärker augeprägt. 

Somit konnte in dieser Arbeit die entscheidende Rolle der Rho-Proteine und 

im speziellen die des RhoA-Proteins bei der Regulation wesentlicher 

Funktionseinheiten der Endothelzelle aufgezeigt werden. 
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