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1. Grundlagen

1.1 Endothel

Blutkompartiment und Interstitium werden durch eine Schicht von Endothelzellen
getrennt, die die Blutgefile auskleidet. Neben dieser Barrierefunktion, die durch
unterschiedliche Mechanismen moduliert werden kann (z.B. inflammatorische
Permeabilitétssteigerung), erfiillt das Endothel auch andere wichtige Aufgaben. So
verhindert es durch seine antithrombogene Oberfldche eine Blutgerinnung im Blutgefal3,
erfiillt verschiedene metabolische Funktionen (Aktivierung von Hormonen;
Umwandlung von VLDL in LDL) und kontrolliert den Tonus der GefdaBmuskulatur und
damit die BlutgefaBBweite durch Vasokine (Drenckhahn, 2003).

Das Endothel wird permanent mechanisch belastet, da es hdmodynamischem Stress
durch den BlutfluB3, dem Blutdruck und einer Wandspannung ausgesetzt ist. Um auf der
einen Seite diesen physiologischen Belastungen standzuhalten und auf der anderen Seite
gleichzeitig die Funktionen und Reaktionen auf physiologische Reize erfiillen zu
konnen, sind die Endothelzellen tiiber verschiedene Zell-Zell-Kontakte sowohl
mechanisch als auch iiber chemische Signalweiterleitung zu einem Zellverband
(Gewebe) verbunden. Aullerdem besitzen die Endothelzellen ein kontraktionsfdhiges
Zytoskelett aus unterschiedlichen Proteinen (Actin, Myosin II, Tropomyosin und o-
Actinin), das ihnen eine aktive Formverinderung und ein Entgegenwirken bei
himodynamischer Belastung ermoglicht und ihnen die Fihigkeit verleiht, sich an

hdmodynamisch verdnderte Konditionen anzupassen (Drenckhahn und Ness, 1997).

1.1.1 Zell-Zell-Kontakte

Im Endothel unterscheidet man die drei Klassen der Barrierekontakte (Zonulae
occludentes), Kommunikationskontakte (Maculae communicantes oder Gap Junctions)

und Adhésionskontakte (Zonulae adherentes) (Drenckhahn und Ness, 1997):



1. Zonulae occludentes (= Tight Junctions/ Occludens-Junktionen) sind relativ
undurchldssige Verbindungen, die den Interzellularspalt selbst fiir die meisten Ionen
unpassierbar abdichten. Sie liegen im Endothel im Unterschied zu anderen Epithelien
vermischt mit den Adhéirenskontakten vor und sind nicht rdumlich von ihnen getrennt
(Dejana, 2004).

2. Maculae communicantes (= Gap Junctions) sind Verbindungen, die die Passage
chemischer oder elektrischer Signale zulassen und so eine interzelluldre
Kommunikation ermdglichen. Die transmembrandren Kanile werden durch gruppierte
Connexine gebildet. Connexin 37, 40 und 43 kommen bei Endothelzellen vor (Simon,
1999).

3. Zonulae adherentes (= Adhérens-Junktionen) sind Haftverbindungen, die der
mechanischen Festigung des Zellverbands dienen und dariiberhinaus in verschiedene

Signalwege involviert sind.
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Abb. 1: Zellkontakte der Endothelzellen. In Tight Junctions sorgen vor allem Claudine und
Occludine fiir eine dichte Bindung. Diese interagieren intrazelluldr mit verschiedenen Proteinen und
binden z.B. tiber ZO1 an Actinfilamente. In den Adhérens-Junktionen wird die Adhésion durch VE-
Cadherin vermittelt, das intrazellulér iiber verschiedenste Adapterproteine (a-, B-Catenin, a-Actinin)
am Actinzytoskelett verankert ist. Neben der Bindung an das Actinozytoskelett spielen andere
Proteine, die nicht an das Zytoskelett verankert sind wie z.B. p120-Catenin, eine regulatorische Rolle
(modifiziert nach Drenckhahn/Christof).

Desweiteren exprimieren Endothelzellen auBlerhalb spezialisierter junktionaler
Strukturen andere zellspezifische homophile Adhédsionsproteine, z.B. PECAM
(= platelet endothelial cell adhesion molecule = CD31) und S-endo-1, welche beide in



die Familie der Immunglobulin-Dominen-Haftmolekiile gehdren (Ilan and Madri,

2003).

Adhisionskontakte

Die Zelladhdsion wird durch Zelladhédsionsmolekiile (cell adhesion molecules= CAMs)
aus flinf verschiedenen Familien (Cadherine, Mitglieder der Immunglobulin(Ig)-
Superfamilie, Selektine, Mucine und Integrine) vermittelt. Man unterscheidet Calcium-
abhingige und Calcium-unabhingige CAMs.

Eine wichtige Gruppe Ca” -abhingiger Zelladhisionsmolekiile wird von der Familie der
Cadherine gebildet.

Neben ihrer Funktion als Zelladhdsionsmolekiile sind Cadherine auch in zelluldre
Prozesse iiber spezifische Signalwege involviert. Dazu gehdren z.B. Morphogenese und
Homoostase von Geweben, Apoptose, Zellproliferation, Migration und Differenzierung
(Dejana, 2004; Wallez and Huber, 2008). In den letzten Jahren wurden immer mehr
Cadherine und Cadherin-dhnliche Proteine beschrieben, so dass man aufgrund der
Dominen-Struktur, der genomischen Organisation und phylogenetischer Analysen
klassische Cadherine (Cadherine Typ I) und atypische Cadherine (Cadherine Typ II),
desmosomale Cadherine, Protocadherine und Cadherin-verwandte Proteine
unterscheidet (Nollet et al., 2000).

Allen Cadherinen ist gemeinsam, dass sie in ihren extrazelluldren Anteilen multiple
Cadherin-spezifische Wiederholungsmotive (Cadherin-repeat= CR) und verschieden
strukturierte Ca®’-bindende extrazellulire Doménen aufweisen, deren CR bis zu 110
Aminosduren lang ist. Die Cadherine unterscheiden sich durch ihre unterschiedliche
Anzahl an CRs (Nollet et al., 2000). Klassische sowie atypische Cadherine sind
Transmembranproteine mit einer einfachen transmembrandren a-Helix, einem
zytoplasmatischen C-Terminus und einem extrazelluliren N-Terminus. Zu den
klassischen Cadherinen Typ I gehdren E (epitheliales)-, P (plazentares)- und N
(neuronales) - und R-Cadherin, die Ca**-abhingig Zell-Zell-Adhésion vermitteln und in
ihrer Grundstruktur dquivalent sind.

Obwohl VE (Vascular Endothelial)-Cadherin (friiher: Cadherin 5) nur 58% homologe
Sequenzen mit der EC (= extracellular) 1-Doméne des Cadherins 11, dem Prototyp der

Typ II-Cadherine, aufweist, gehdrt es aufgrund seiner genomischen Struktur in die



Gruppe der atypischen Typ II-Cadherine (Nollet et al., 2000).

VE-Cadherin und Adhéarens-Junktionen

VE-Cadherin ist ein 140 kDa schweres Protein, welches als Cadherin 5 identifiziert
wurde (Suzuki et al., 1991). Mittels spezifischem Antikorper konnte gezeigt werden,
dass Cadherin 5 selektiv an Zell-Zell-Grenzen endothelialer Zellen in Blut- und
Lymphgefien vieler Gewebe lokalisiert ist und dariiberhinaus eine strukturelle
Ahnlichkeit zu anderen Cadherinen aufweist, worauthin Cadherin 5 in vaskulires
endotheliales Cadherin (= VE-Cadherin) umbenannt wurde (Breviario et al., 1995).
Strukturell besteht VE-Cadherin aus einem extrazelluldren Anteil mit 5 Ca*" -bindenden
extrazelluliren Cadherin-Domidnen (EC 1-5) im Bereich des N-Terminus, der iiber eine
Transmembranregion in der Zytoplasmamembran verankert ist (Takeichi et al., 1990;
Vincent et al., 2004; Dejana et al., 2008). Die 5 EC-Doménen sind homolog und je 110
Aminosiuren lang. Zwischen jeder dieser repetitiven Dominen befinden sich Ca®'-
Bindungsstellen, die die EC-Doménen zu einer steifen Stdbchenstruktur verbinden,
wenn Ca’-Ionen gebunden sind. Entzicht man Ca*"-Ionen, so erschlafft die
Stabchenstruktur und eine Bindung an benachbarte Cadherine ist nicht mehr mdéglich
(Nagar et al., 1996; Pokutta et al., 1994; Vincent et al., 2004).

Die Wichtigkeit der extrazellulairen Doménen des VE-Cadherins in der Vermittlung von
endothelialen Zellfunktionen konnte mittels Antikorper gegen die unterschiedlichen
ECs gezeigt werden. So steigern Antikorper, die gegen die EC 1 gerichtet sind, die
Permeabilitét des Zellverbands in vitro und der Blutgefdfle in vivo und unterbrechen die
Angiogenese. Durch Antikorper, die gegen die EC 4 gerichtet sind, wird nur die
Angiogenese gestort, die Permeabilitit dagegen bleibt unveridndert (Corada et al., 2001;
Corada et al., 2002).

Den Typ I-Cadherinen ist gemeinsam, dass diese alle die Aminosduresequenz HAV in
der EC 1 enthalten. Dort interagiert sie mit einem N-terminalen Tryptophanrest an
Position 2 (Tryp-2). Das HAV-Bindungmotiv wird auch CAR (= cell adhesion
recognition)-Sequenz genannt und scheint eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der
Zell-Zelladhision zu spielen.

Auch die Typ II-Cadherine sowie die desmosomalen Cadherine besitzen eine CAR-
Sequenz mit zentralem Alanin, wobei die umgebenden Reste spezifisch fiir die

einzelnen Subfamilien sind. VE-Cadherin dagegen ist eines von zwei Cadherinen,



denen ein zentrales Alanin an der CAR-Site fehlt, obwohl ein Tryptophan an Position 2
der EC 1 vorkommt (Blaschuk und Rowlands, 2002; Leckband und Sivasankar, 2000).

Cadherine binden sowohl an Partnermolekiile der gleichen Zelle (Cis-Dimerisierung),
als auch an Molekiile der Nachbarzellen (Trans-Dimerisierung) (Chappuis-Flament et
al., 2001; Sivasankar et al., 2001). Obwohl der genaue Mechanismus der Cadherin-
Trans-Dimerisierung noch unklar ist, deuten Studien vermehrt an, dass eine Interaktion
der EC 1-Domine mit gegenseitiger Bindung der Tryptophan-Reste an die CAR-

Sequenzen der Interaktionspartner entscheidend ist (Posy et al., 2008).

Adapterproteine vermitteln die Verankerung der Cadherine am Zytoskelett

Catenine gehoren zu der Familie der Armadillo-Proteine, die durch ein 42-Aminoséure-
Wiederholungsmotiv definiert und in 2 groBe Subfamilien unterteilt werden (Peifer et
al., 1994). a-Catenin, B-Catenin und y-Catenin sind Vertreter der einen Subfamilie. Die
zweite schliesst p120-Catenin, p120-Catenin-verwandte Molekiile und Plakophilline

ein.

p120-Catenin, ein Substrat der Tyrosinkinase Src, bindet an die Juxtamembrandoméne,
und scheint eine regulatorische Rolle in der Cadherinfunktion bzw. Aktivitit und ihrer
Lebensdauer zu spielen. Es steht iiber Kinesin mit Microtubuli in Verbindung (Davis et

al., 2003; Kowalczyk and Reynolds, 2004).

B-Catenin bindet mit seiner Armadillodoméne an die distale Region der zyto-
plasmatischen Cadherindomédne und mit der N-terminalen Region an a-Catenin, was
wiederum mit Actin und Actin-bindenden Proteinen wie Vinculin, a-Actinin oder
Formin-1 eine Bindung eingeht, und damit den Cadherin-Catenin-Komplex mit dem
Zytoskelett verkniipft (Aberle et al., 1994; Ben-Ze'ev und Geiger, 1998). Dennoch ist
nicht die alleinige Verbindung von Actin iiber a-Catenin an -Catenin fiir ihre Stabilitét
verantwortlich, auch indirekte Verbindungen iiber andere Proteine scheinen fiir die
Verankerung des Cadherin-Catenin-Komplexes notwendig zu sein (Drees et al., 2005;
Gates und Peifer, 2005; Yamada et al., 2005).

Ein weiterer Cadherin-Bindungspartner der zytoplasmatischen Doméne ist das v-

Catenin (= Plakoglobin), das z.T. die gleichen Funktionen hat wie B-Catenin (Knudsen



und Wheelock, 1992).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Verankerung von VE-Cadherin an das Actin-
Zytoskelett funktionell bedeutend ist. Zellen, in denen VE-Cadherin ohne Bindungs-
stelle fiir B-Catenin exprimiert wurde, wiesen eine reduzierte VE-Cadherin-Adhésion
auf. Cadherine mit intakter Zytoskelettverankerung, aber fehlender EC-Doméne,
beeintrachtigten dagegen die Barrierefunktion (Kouklis et al., 2003; Navarro et al.,
1995). Die Verankerung von VE-Cadherin am Zytoskelett ist also wichtig, um eine
starke Adhdsion zu ermoglichen. Diese Notwendigkeit wurde auch durch die
Charakterisierung der molekularen Bindungseigenschaften des VE-Cadherins deutlich.
Die Adhésionskraft (ca. 40 pN) und die durchschnittliche Lebensdauer (ca. 0,5 sek) der
einzelnen Molekiilbindung sind relativ gering (Baumgartner et al., 2000). Ohne eine
Zytoskelettverankerung wiirden die Molekiile mit einer 10-20 fachen lateralen Mobilitét
davon driften und so die Zeit bis zu einer Riickbindung nach Dissoziation verldngern.
Eine Verankerung limitiert die laterale Diffusion und erhoht die Wahrscheinlichkeit,
dass nach der Losung einer Bindung wieder eine Riickbindung an denselben
Bindungspartner erfolgen kann (Baumgartner und Drenckhahn, 2002a; Baumgartner
und Drenckhahn, 2002b). Eine durch Cytochalasin D hervorgerufene Actin-
Depolymerisation flihrt daher zu einer gesteigerten Mobilitdt des VE-Cadherins in der
Membran mit Reduktion der Adhédsionskraft und einem Zusammenbruch der
Endothelbarriere in vivo (Baumgartner et al., 2003; Waschke et al., 2005). Folglich ist
die Bindung an Actinfilamente fiir die Stabilisierung der Adhésionkontakte von
wesentlicher Bedeutung.

Die Starke der Adhidsion wird ebenfalls durch die Expression der Cadherine reguliert
(Steinberg und Takeichi, 1994). Cadherine werden stindig endozytiert und wieder in die
Plasmamembran eingebaut. Bei Lockerung der Interzellularkontakte wird dieser Prozess

verstarkt (Kamei et al., 1999; Le et al., 1999).
Wie bereits oben erwihnt, tragen die Catenine aber nicht nur zur Verkniipfung der
Cadherine mit dem Zytoskelett und zur Stabilisierung der Adhésion bei, sondern

fungieren vielmehr auch als Signalproteine und Regulatoren.

p120-Catenin verhindert die Internalisierung membranstéindiger Cadherine und deren



Abbau iiber den endozytotischen Weg. In Studien konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von pl20-Catenin bei Mutanten zu einer eingeschrinkten Endothel-
zellbarrierefunktion durch verminderte VE-Cadherin Expression fiihrt (Xiao et al.,
2003a). Gleichzeitig verhindern Proteasomeninhibitoren den Zusammenbruch
interzellulirer Endotheljunktionen sowie die Degradation von VE-Cadherin in
Endothelzellen, die mutiertes VE-Cadherin exprimieren (Xiao et al., 2003b). Eine Rolle
der Ubiquitinierung bei der Cadherininternalisation scheint somit wahrscheinlich.

Ein mdglicher Erkldrungsansatz ist, dass pl20-Catenin eine Art Kappe an dem
Juxtamembranabschnitt der zytoplasmatischen Domine von E-Cadherin bildet, die eine
Interaktion mit HAKAI (= E3 Ubiquitinligase) bzw. HAKAI-dhnlichen Molekiilen
blockiert und so vor der Cadherininternalisierung und dem Abbau durch Proteasomen
und Lysosomen schiitzt (Fujita et al., 2002).

Dariiberhinaus wird vermutet, dass p120-Catenin das Cadherin-Recycling regulieren
konnte (Davis et al., 2003; Kowalczyk und Reynolds, 2004). Diese Hypothese kann
durch die Tatsache unterstiitzt werden, dass Interaktionen zwischen p120-Catenin und
Kinesin sowie ein gesteigerter Transport von Cadherin zur Plasmamembran gefunden
wurden (Chen et al., 2003).

Die Bindung von pl20-Catenin an VE-Cadherin hat ebenfalls Einfluss auf die
Organisation der Adhirens-Junktionen und die Regulation der endothelialen
Permeabilitit. Studien konnten zeigen, dass p120-Catenin die Aktivitdit von Rho A
negativ kontrolliert, die Aktivierung von Rac 1 und Cdc 42 dagegen positiv mit der
p120-Catenin-Konzentration an der Plasmamembran korreliert (Anastasiadis und
Reynolds, 2001; Noren et al., 2000). Durch die Féhigkeiten die Rho-GTPasen-Aktivitit
zu modulieren und mit microtubuldren Motorproteinen zu interagieren, scheint p120-

Catenin eine wichtige Rolle bei der Regulation der Junktionsstabilitét zu spielen.

Auch dem B-Catenin konnte eine regulatorische Rolle in der Cadherin-vermittelten
Adhidsion nachgewiesen werden. Bei Analysen des Cadherin-p-Catenin-Komplexes
zeigte sich, dass die Cadherindomine in Abwesenheit von B-Catenin unstrukturiert
vorliegt und dadurch sensitiver fiir den proteolytischen Abbau ist (Huber et al., 2001).

Desweiteren zeigten Forschungsergebnisse, dass B-Catenin und y-Catenin auch eine

transkriptionale und signalgebende/-weiterleitende Aktivitit besitzen und zusammen



mit VE-Cadherin Effekte auf das Zellwachstum, die Inhibierung der Apoptose und die
Modulation der Zelldifferenzierung haben (Ben-Ze'ev und Geiger, 1998; Gottardi und
Gumbiner, 2001). Man geht davon aus, dass der Komplex aus VE-Cadherin und (-
Catenin den zytoplasmatischen Gehalt an B-Catenin verringert, so dass weniger freies -
Catenin zum Zellkern translozieren kann, um dort die Gentranskription durch Bindung
an HMG (= high mobility group)-Transkriptionsfaktoren zu modulieren (Behrens et al.,
1996, Huber et al., 1996; Wheelock und Johnson, 2003). Auch die durch Zell-Zell-
Kontakte induzierte Inhibition des Zellwachstums (= Kontaktinhibition) wird
wahrscheinlich iiber diesen Mechanismus vermittelt, da p-Catenin bei voll
ausgebildeten Zellkontakten tliberwiegend an die intrazellulire Domine von VE-
Cadherin gebunden ist. Neben dieser Bindung von B-Catenin im Cadherin/Catenin-
Komplex wird die Akkumulation von B-Catenin im Zytosol und damit die Moglichkeit
zum Zellkern zu translozieren durch einen weiteren Signalweg, welcher GSK-3B (=
Glycogen Synthase Kinase-3f) und APC (= Adenomatdses Poliposis coli-Protein)
umfasst, reguliert. Bildet das freie, nicht an Cadherin-gebundene B-Catenin im Zytosol
einen Komplex mit dem APC-Protein, so wird dieser unter physiologischen
Konditionen rasch abgebaut, indem B-Catenin von GSK-3f an der N-terminalen
Domaéne phosphoryliert und dadurch fiir den Abbau durch Proteasomen markiert wird
(Aberle et al., 1997; Rubinfeld et al., 1996; Wheelock und Johnson, 2003). Wenn
vermehrt freies B-Catenin vorkommt, transloziert B-Catenin vermehrt zum Zellkern,
interagiert dort mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren und reguliert dadurch die
Expression von Genen, die in Mechanismen der Wachstumskontrolle und
Morphogenese involviert sind (Grazia Lampugnani et al., 2003; Holnthoner et al., 2002;
Moon et al., 2002; Venkiteswaran et al., 2002).

Tight Junctions

Tight Junctions (Zonula occludens) sind giirtelformige Interzellularkontakte, die als
Diffusionsbarriere zwischen den apikalen und basolateralen Plasmamembrandoméinen
in Epithel- und Endothelzellen fungieren. Im Endothel der Blut-Hirn-Schranke, in
Arteriolen und grossen Arterien sind sie gut ausgebildet, wihrend sie in vendsen
GefaBen, dem Hauptort der Entziindungsreaktion, schwach ausgebildet sind

(Simionescu und Simionescu, 1991). In den meisten Endothelzellen sind die Tight



Junctions weniger streng verteilt und teilweise mit Adhédrens-Junktionen
vergesellschaftet (Anderson und Van Itallie, 1995). Die molekulare Zusammensetzung
der Tight Junctions ist komplex. Sie bestehen in Endothelzellen in der Regel aus den
Adhésionproteinen Claudin 5 und z.T. auch Occludin (Bazzoni und Dejana, 2004).
Occludin (65kDa) besitzt 4 Transmembrandoménen und scheint nicht essentiell fiir die
Bildung der Tight Junctions zu sein, es beeinflusst aber die Barriere- und
Abgrenzungsfunktion. Fehlt Occludin, kommt es zu einer gesteigerten Permeabilitit
(Bamforth et al., 1999).

Claudine gehdren zu einer groBen Familie, die, basierend auf Sequenz-
iibereinstimmungen, 24 Claudine umfasst (Forster, 2008). Alle Familienmitglieder
zeigen den gleichen Aufbau mit 4 Transmembrandomidnen, zwei extrazelluldren
bogenférmigen Abschnitten zur Bindung an Claudine der Nachbarzellen sowie zwei
zytoplasmatischen Dominen, die iiber ZO 1-3 und Cingulin am Actinzytoskelett
verankert werden. Uber Cingulin bzw. seine Bindung an die schwere Kette von Myosin
II kdnnen kontraktile Kréfte auf die Tight Junctions ausgeiibt werden (Cordenonsi et al.,
1999). ZO-1 ist u.a. ein Bindungspartner fiir das Actin-biindelnde Vasodilator-
stimulierte Phosphoprotein (VASP) (Comerford et al., 2002). Die Expression und die
Kombination der unterschiedlichen Claudine variiert in den verschiedenen Geweben.
Dariiberhinaus gibt es noch andere Proteine, die mit den Tight Junctions assoziiert sind,
z.B. Symplekin oder JAMs. Die Molekiile der JAM-Familie (junctional adhesion
molecule- A, B, C) sind sowohl Bestandteil der endothelialen Tight Junctions, als auch
der Leukozyten. Sie scheinen fiir die Diapedese der letzteren und weniger fiir die
Bildung der Endothelbarriere wichtig zu sein (Del Maschio et al., 1999; Martin-Padura
et al., 1998).

Adhirens-Junktionen und Tight Junctions scheinen miteinander verbunden zu sein und
sich sogar in ihrer Organisation zu beeinflussen. So wurden typische Tight Junction
Proteine wie ZO-1 wiéhrend der friihen Phase der Junktionsbildung in Adhérens-
Junktionen nachgewiesen (Itoh et al., 1993). Gezeigt wurde auch, dass eine korrekte
Organisation der Tight Junctions in epithelialen Zellen nach Zerstérung der Adhéirens-
Junktionen durch Antikorper nicht mehr mdéglich war (Bazzoni und Dejana, 2004;
Behrens et al., 1985). Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die Bildung der

Adhérens-Junktionen der Bildung der Tight Junctions vorausgeht.



Eine wichtige Rolle in der Organisation beider Junktionen scheint das Nectin-Afadin-
System einzunehmen, welches sowohl in Epithel- als auch Endothelzellen vorkommt.
Nectin gehort zur Familie der Immunglobulin-dhnlichen Adhédsionsproteine und bildet
innerhalb der Zelle einen Ca®’-unabhiingigen Komplex mit Afadin (= AF6), welcher
iber die Bindung mit Posin, Vinculin und a-Catenin mit dem Actinzytoskelett verankert
ist. In Tight Junctions interagiert der Nectin-Afadin-Komplex mit ZO-1 und JAMs
(Fukuhara et al., 2002).

1.1.2 Caveolae

Caveolae sind 50-100nm grof3e Invaginationen der Plamamembran, die in den meisten
Zelltypen wie Adipozyten, Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten gefunden
werden. In Endothelzellen machen sie mit 10.000-30.000 Caveolae/Zelle ca. 15% des
totalen Zellvolumens aus (Mehta und Malik, 2006). Thre Morphologie und ihre Rolle
bei der Transzytose von Molekiilen iiber das Endothel wurde bereits in den 1950er
Jahren von Yamada, Farquahar und Palade postuliert und ist seither Gegenstand von
Diskussionen und Untersuchungen (Stan, 2005).

Endotheliale Caveolae konnen in verschiedenen Konformationen vorliegen. Einzelne
Caveolae bilden Haufen, sollen mit Caveolae der gegeniiberliegenden Membran zu
transendothelialen Kanilen fusionieren (Simionescu und Simionescu, 1991) oder
formen vesikulo-vakuoldre Organellen (Feng et al., 2002). Durch den Transport von
Albumin und anderen Plasmaproteinen iiber das Endothel helfen Caveolae den
onkotischen Druck und die Fliissigkeitsbalance der Kapillaren aufrecht zu halten (Mehta
und Malik, 2006).

Immunzytochemisch konnten Caveoline (Caveolin-1, -2 und -3) als spezifische
Komponenten der Caveolae nachgewiesen werden, wobei Caveolin-1 und -2 in den
meisten Zelltypen exprimiert werden und eine gleiche Gewebsverteilung zeigen
(Scheiffele et al., 1998; Scherer et al., 1997), wéihrend Caveolin-3 vor allem in
Muskelzellen vorkommt (Way und Parton, 1995). Noch ist nicht bekannt, ob auch
andere spezifische Caveolae-Komponenten zusdtzlich zu den Caveolinen existieren.
Caveolin-1 ist ein 21-24 kDa grofles integrales Membranprotein (Glenney, 1989;

Glenney, 1992), welches zwei Isoformen, translatiert von verschiedenen mRNAs,
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aufweist (Caveolin-1a und Caveolin-1p) (Kogo et al., 2004; Kogo und Fujimoto, 2000).
Untersuchungen mit Caveolin-1-defizienten Mausen haben gezeigt, dass Caveolin-1 ein
essentielles Strukturprotein fiir die Kompartmentbildung bzw. die Bildung von
Caveolae darstellt (Drab et al., 2001). Caveolin-1 konzentriert und organisiert
spezifische Lipide (Sphingomyelin, Cholesterol) und lipid-modifizierte Signalmolekiile,
wie z.B. G-Proteine, H-Ras, Src-like Kinasen sowie PKCa, eNOS und Ca’"-Kanile wie
IP;R und TRPCI, in der Plasmamembran (Fra et al., 1995; Li et al., 1995; Liu et al.,
2002; Murata et al., 1995; Song et al, 1996), interagiert mit ihnen und ist
mitverantwortlich fiir die Modulation von Signalsystemen. Umgekehrt scheint
Cholesterol aber auch notwendig zur Stabilisierung von Caveolin-Oligomeren zu sein
(Monier et al., 1996). Weiterhin beeinflusst Caveolin-1 {iber verschiedene Mechanismen
auch die Funktion der Endothelbarriere. Es reguliert die mikrovaskuldre Permeabilitit
moglicherweise via caveoldrer Transzytose (Schubert et al., 2002) und spielt eine Rolle
bei der Integritdt interendothelialer Junktionen (Akhtar und Hotchin, 2001; Shen und
Turner, 2005), der Ansammlung und Verteilung von Adhéirens-Junktionen (Lu et al.,
2003), sowie bei der Aktivitdt von Rac 1 (Gonzalez et al., 2004). Dariiberhinaus konnte
gezeigt werden, dass auch eine von PKC (Proteinkinase C) hervorgerufene
Liickenbildung, die teilweise durch eine Verminderung der von VE-Cadherin
vermittelten Zelladhésion hervorgerufen wird, von Caveolin-1 abhingig zu sein scheint

(Waschke et al., 2006).

Zu den oben erwdhnten Caveolae-assoziierten Molekiilen gehort auch die endotheliale
Stickstoff-Synthase (endothelial nitric-oxide synthase= eNOS), deren synthetisiertes
NO (nitric oxide= Stickstoff) als ein wichtiges Signalmolekiil verschiedener Signalwege
bei der Kontrolle der vaskuldren Permeabilitit gilt (Hood et al., 1998; Lal et al., 2001;
Ramirez et al., 1995).

In Studien (Schubert et al., 2002) konnte gezeigt werden, dass die katalytische Aktivitét
der eNOS unter anderem durch die Bindung mit Caveolin-1 kontrolliert und die NO-
Produktion inhibiert wird (Bucci et al., 2000). Cav-1-defiziente Zellen (Cav-1"" -Zellen)
zeigen eine gesteigerte eNOS-Aktivitdt bei gleichbleibenden eNOS-Expressionslevels
(Razani und Lisanti, 2001; Schubert et al., 2001; Schubert et al., 2002) und eine erhdhte

mikrovaskulidre Permeabilitidt. Caveolin-1 scheint somit eine duale Rolle zu spielen:

11



einerseits als ein Strukturprotein, das wichtig fiir die Ausbildung der Caveolae und die
caveoldre Transzytose ist und anderseits als ein negativer Regulator der eNOS mit
Einfluss auf den parazelluliren Transport (Mehta und Malik, 2006) und die
mikrovaskulire Permeabilitdt (Zhu et al., 2004).

1.1.3 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett der Endothelzellen besteht aus verschiedenen Systemen von
Strukturproteinen, die alle zu Filamenten polymerisieren und Netzwerke bilden konnen.
Bestandteile sind sowohl zytoplasmatische Microtubulus-, Intermedidr- und
Actinfilamente, als auch membrangebundene Filamentnetzwerke (das Spectrin- und
Dytrophinsystem). Fiir die mechanische Integritdt des Endothels spielen vor allem die
Komponenten des Actinzytoskeletts eine Rolle. Durch sie haben Endothelzellen die
Féhigkeit sich himodynamisch verdnderten Konditionen anzupassen.

Das Actinfilamentsystem der Endothelzellen kann in drei verschiedenen molekularen

Organisationsformen vorliegen (Drenkhahn und Ness, 1997):

1) Cortikales Actin

Es handelt sich um ein schmales subplasmalemmales Actinnetz, das mit integralen
Plasmamembranproteinen (Spectrin und Protein 4.1) verbunden ist. Es ist mit-
verantwortlich fiir die Viskoelastizitit der Plasmamembran, die Immobilisation der
integralen Membranproteine, die Erhaltung der Zellpolaritdt und die Kontrolle von

Endo- und Exozytose.

2) Junktions-assoziiertes Actinfilamentsystem (JAF)

Es kann als spezialisierter Anteil des cortikalen Netzes angesehen werden. Der
Hauptanteil des JAF ist mit den Zonulae adherentes verbunden. Actin und a-Actinin
binden an a-Catenin, welches tliber B- und y-Catenin an die zytoplasmatische Domine
von VE-Cadherin gebunden ist (Knudsen et al., 1995). Auf der einen Seite stabilisiert
das JAF die Junktionen, erhdlt den Phénotyp und die junktionale Integritit. Auf der
anderen Seite kann es die Zellen iiber einen Ca*"-Calmodulin-abhiingigen Signalweg

mit Phosphorylierung der regulierenden Myosinleichtkettenkinase aktiv retrahieren
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(Goeckeler und Wysolmerski, 1995).

3) Stressfasern

Stressfasern sind Myofibrillen-dhnliche Actinfilamentbiindel mit kurzen Myosin-
filamenten. Thre Enden sind mit Arealen der Plasmamembran verbunden, die iiber
membrandurchspannende Proteine der Integrin-Familie an Komponenten der
Extrazellulirmatrix befestigt sind. Diese spezialisierten Abschnitte werden fokale
Substratkontakte genannt. Stressfasern werden als Antwort auf unterschiedliche
Umgebungsstimuli gebildet, abgebaut oder umorganisiert. Durch ihre ATP-abhingige
Kontraktilitit konnen sie Spannung entwickeln, um mechanischer Beanspruchung, z.B.
Scherstress oder zyklischer Dehnung, entgegen zu wirken (Franke et al., 1984; Dartsch

und Betz, 1989; Drenckhahn und Ness, 1997; Girard und Nerem, 1995).

1.1.4 Regulation der Endothelbarriere

Mechanismen der Liickenbildung

Die Beteiligung von Myosin-abhdngigen kontraktilen Kriaften an der Regulation der
Endothelbarriere wurde erstmalig in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts
angenommen (Majno und Palade, 1961; Majno et al., 1961) und konnte schlieBlich an
kultivierten Endothelzellen bestdtigt werden (Schnittler et al., 1990; Goeckler und
Wysolmerski, 1995). Die Kontraktion spielt sowohl bei der Permeabilitidtskontrolle des
Endothelzellverbands- z.B. Liickenbildung im Rahmen von Entziidungsreaktionen
(Garcia et al., 1995; Drenckhahn und Ness, 1997; Hixenbaugh et al., 1997; Schnittler et
al., 1990) - als auch bei der Anpassung an verdnderte dullere mechanische Stimuli eine

Rolle (Acevedo et al., 1993; Ookawa et al., 1992; Salwen et al., 1998).

Ca®" ist ein tragendes Element der endothelialen Integritit, da eine verinderte
zytosolische Ca®"-Konzentration sowohl die Kontraktilitit als auch, durch Einfluss auf
die Actinpolymerisation, die VE-Cadherin abhingige Zelladhdsion beeinflusst. Die
zytosolische Ca”"-Konzentration kann durch spannungsabhingige Ca*"-Kanile,
rezeptorgekoppelte Ca*-Kanile oder durch die Freisetzung aus intrazelluldren Ca*'-

Speichern gesteigert werden. So beeinflusst eine Erniedrigung der extrazelluldren Ca®'-
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Konzentration, z.B. durch EGTA oder EDTA, die Zelladhdsion iiber eine De-
stabilisierung von VE-Cadherin und fiihrt dadurch zu einer gesteigerten Permeabilitit

(Del Maschio et al., 1996; Gao et al., 2000).

Eine erhohte intrazellulire Ca’’-Konzentration wirkt als primdrer Aktivator der
kontraktilen Elemente in den Endothelzellen. Durch die Bindung von Ca®" an
Calmodulin entsteht ein Komplex, welcher wiederum an die Myosinleichtkettenkinase
(= myosin light chain kinase= MLCK) bindet. Diese bewirkt darauthin die
Phosphorylierung der MLC (= myosin light chain= Myosin Leichtkette), aus welcher
der Anstieg der Actin-aktivierten ATPase-Aktivitit von Myosin und damit die
Kontraktion resultiert (Adelstein und Conti, 1975). Ebenfalls kann auch eine
Phosphorylierung der MLC durch andere Kinasen, insbesondere der Proteinkinase C

(PKC) von funktioneller Bedeutung sein (Kawamoto et al., 1989).

In den letzten Jahren hat sich zunehmend gezeigt, dass die Mitglieder der Familie der
kleinen GTPasen eine tragende Rolle in der Regulation der junktionalen Permeabilitit
spielen. Dabei scheint Rho A die Barrierefunktion des Endothels zu schwichen
(Baumer et al., 2008; Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard und Ridley, 2003).
Man geht davon aus, dass Rho A durch seinen Effektor ROCK (= Rho-Kinase)
zusitzlich die oben beschriebene Phosphorylierung der MLC und somit die Kontraktion
verstarkt, indem es die Aktivitit der MLCP (= myosin light chain phosphatase=
Myosin Leichtketten Phosphatase= PP1) inhibiert (Noda et al., 1995; Yoshioka et al.,
2007). Rho A wird unter anderem durch die PKCa, welche Rho GDI phosphoryliert,
reguliert bzw. aktiviert (Gorovoy et al., 2007).

Dariiberhinaus scheint Rho A auch iiber andere Mechanismen auf die Endothelbarriere
einzuwirken. So fiihrt eine Destabilisierung der Microtubuli liber einen Rho A/ROCK-
abhingigen Signalweg zu einer gesteigerten MLC-Phosphorylierung, Stressfaserbildung
und endothelialen Kontraktion. Dieser Mechanismus scheint ebenfalls durch die
Inhibition der MLC-Phosphatase vermittelt zu werden und unabhéngig von der MLCK
zu sein (Verin et al., 2001). Zusitzlich filhrt ROCK iiber Phosphorylierung von
Occludin zu einem Verlust der Tight Junctions und iiber Phosphorylierung von ERM-

Proteinen (= Ezrin, Radixin, Moesin) zu einer gesteigerten Stressfaserbildung und
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Permeabilitét (Koss et al., 2006; Tsukita und Yonemura, 1999).

Neben den Mechanismen, die die aktive Zellkontraktion stimulieren, sind andere
Vorginge denkbar, welche die Stabilitdt der Zell-Zell-Kontakte beeinflussen. Es wurde
gezeigt, dass eine gesteigerte Tyrosin-Phosphorylierung des Cadherin-Catenin-
Komplexes, wie sie durch Stimulation des VEGF-Rezeptors hervorgerufen werden
kann, eine Internalisation von VE-Cadherin verursacht und mit einer Abschwéchung der
junktionalen Stabilitét korreliert (Esser et al., 1998; Gavard und Gutkind, 2006).

Die Permeabilitit bzw. Integritit des endothelialen Zellverbands in vitro wird
zusammenfassend durch ein Ungleichgewicht zwischen einer gesteigerten Kontraktilitit
der Endothelzellen einerseits und einer reduzierten Zelladhdsion andererseits be-
einflusst. In vivo scheint die Kontraktilitdt weniger bedeutsam fiir die Permeabilitits-
regulation zu sein, da auch bei Hemmung der MLCK-Aktivitdt eine Permeabilitats-

steigerung durch verschiedene Agonisten erfolgen kann (Waschke et al., 2004).

Barriere-stabilisierende Mechanismen

Inflammatorische Stimuli sowie andere permeabilitdtssteigernde Mediatoren induzieren
typischerweise eine gesteigerte endotheliale Permeabilitdt, indem sie die Zelladhdsion
an die extrazelluldre Matrix storen und/oder die interzelluliren Kontakte 6ffnen (Mehta
und Malik, 2006). Die Zelle verfligt tiber bestimmte Mechanismen, die die reversible
Permeabilitdtssteigerung aufheben und zu einer Erholung der endothelialen
Barrierefunktion fithren kdnnen. Diese sind aber im Gegensatz zu den Mechanismen der
Liickenbildung weniger gut verstanden. Man weil} jedoch, dass neben anderen auch hier
die Mitglieder der Familie der kleinen GTPasen eine Rolle spielen. So trigt einerseits
eine Inhibition von Rho A bzw. der Rho A-Aktivitit, z.B. durch FAK (= focal adhesion
kinase= fokale Adhisionskinase), zum Erhalt der endothelialen Barriereintegritit bei
(Holinstat et al., 2006), andererseits vermittelt die Aktivierung anderer Mitglieder der
kleinen GTPasen protektive Effekte.

Es konnte gezeigt werden, dass die kleinen GTPasen Rac 1 und Cdc 42 sowohl die
Bildung und Organisation der Actinfilamente regulieren, als auch die Cadherin-
vermittelte Zelladhdsion und Gruppierung der Adhédrens-Junktionen kontrollieren
(Bustelo et al., 2007; Jaffe und Hall, 2005). Rac 1 scheint einerseits die Interaktion von

a-Catenin und Cadherinen zu regulieren und somit die Endothelbarriere zu stabilisieren
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(Baumer et al., 2008; Waschke et al., 2004), andererseits die Assoziation von f-Catenin
mit [QGAP zu 16sen und somit mehr B-Catenin zur Bindung an Cadherine bereit zu
stellen, was die Bildung neuer Adhédrens-Junktionen induziert (Kuroda et al., 1996).

Auch Cdc 42 wird eine Rolle bei der Regulation der junktionalen Stabilitét und der
endothelialen Permeabilitit zugesprochen. Aktiviertes Cdc 42 transloziert aus dem
Zytosol an die Zellmembran (Kouklis et al., 2003) und stimuliert méglicherweise die
Interaktion zwischen a-Catenin und dem B-Catenin/VE-Cadherin-Komplex, so dass ein
Permeabilitdtsanstieg verhindert werden kann (Broman et al., 2007). Zusétzlich scheint
aktiviertes Cdc 42 Einfluss auf die Bildung und Ausdehnung des Actinzytoskeletts zu
haben, was mdéglicherweise die Wiedervereinigung zerstorter Adhédrens-Junktionen und

die Wiederherstellung der endothelialen Barrierefunktion fordert (Kouklis et al., 2003).

Ein weiterer Mediator, der die Integritdt des endothelialen Zellverbands aufrechterhilt,
ist cAMP. cAMP (= Cyclic adenosine monophosphate= zyklisches Adenosin-
monophosphat) ist ein bekanntes intrazellulires Signalmolekiil, das durch die
Adenylatzyklase und Phosphodiesterasen in seiner Konzentration reguliert wird und
einen positiven Einfluss auf die Barrierfunktion vaskuldrer Endothelzellen hat (Michel
und Curry, 1999; Stelzner et al., 1989). Es dient als sekundirer Botenstoff im Signalweg
des Gs-gekoppelten Rezeptors und ist liber diesen an der Reduktion der durch
inflammatorische Stimuli hervorgerufenen endothelialen Permeabilitétssteigerung
beteiligt (Farmer et al., 2001; Hippenstiel et al., 2002). Man geht davon aus, dass die
durch cAMP-vermittelte Stabilisierung der Zell-Zellkontakte sowie die Stabilisierung
der endothelialen Integritdt hauptséchlich von Proteinkinase A (= PKA) abhingig ist
(Yuan, 2002). Die aktivierte PKA inhibiert unter anderem die endotheliale Kontraktion,
indem sie eine Aktivierung von Rho A und MLCK verhindert (Nishikawa et al., 1984;
Patterson et al., 2000; Qiao et al., 2003) und VASP phosphoryliert, was durch
Stabilisierung der interendothelialen Junktionen zu einer verstirkten Barrierefunktion
beitrdgt (Comerford et al., 2002). Auf der anderen Seite flihrt eine Erh6hung des cAMP-
Spiegels zu einer Zunahme von Zonula occludens-Leisten (Adamson et al., 1998).

Dartiberhinaus scheinen bei der Regulation der Endothelbarriere aber auch PKA-
unabhingige Mechanismen involviert zu sein. So konnten Fukuhara et al. (2005)

zeigen, dass vermehrtes cAMP auch iiber den PKA-unabhdngigen Signalweg
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Epac/Rapl die Permeabilitit reduzieren und die VE-Cadherin vermittelte Zell-
Zelladhdsion stabilisieren kann. Diese protektiven Effekte scheinen u.a. durch eine
cAMP-Epac-Rapl-induzierte Aktivierung von Rac 1 vermittelt zu werden (Birukova et
al., 2007; Baumer et al., 2008). Daneben gibt es andere Barriere-stabilisierende
Mediatoren, wie S1P (= Sphingosine-1-phosphat) oder Ang-1 (= Angiopoetin-1), bzw.
Lipidmediatoren, wie Prostaglandine, die bei einem Permeabilititsanstieg aktiviert
werden und die Barrierefunktion, teilweise iiber oben beschriebene Signalwege,

schiitzen bzw. wiederherstellen (Mehta und Malik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008).

1.2 Heranfiihrung an die Fragestellung

Unter physiologischen Konditionen sind Endothelzellen verschiedenen mechanischen
Kriaften wie Scherstress, zyklischer Dehnung und hydrostatischem Druck ausgesetzt.
Obwohl der Einfluss dieser Krifte auf Endothelzellen schon Gegenstand der Forschung
ist, beschrdankt sich das Verstindnis, welche Rolle der hydrostatische Druck bei der
Regulation der Endothelzellbiologie spielt, auf druckinduzierte morphologische
Verdanderung der Endothelzellen. Es ist aber nur teilweise klar, wie diese Umgebungs-
stimuli bzw. hydrostatischer Druck die Barrierefunktion des Endothels mit beeinflussen.
Werden kultivierte Endothelzellen z.B. einem Scherstress fiir unterschiedlich lange
Zeitspannen ausgesetzt, so zeigen sie dramatische Verdnderungen in ihrer
Zytoskelettstruktur und ihrer Morphologie. Die unter statischen Konditionen
pflastersteinformigen Zellen elongieren parallel zur Flussrichtung und das
Actinzytoskelett wird zu dicken zentral lokalisierten Stressfasern rearrangiert. Dieser
Einfluss von Scherstress ist abhéngig von Zeitintervall und Flussstiarke und konnte in
vielen Studien nachgewiesen werden (Dewey et al., 1981; Franke et al., 1984; Girard
und Nerem, 1993; Levesque und Nerem, 1985).

Ahnliche Phinomene wurden in vorausgehenden Studien unter hydrostatischen
Druckbedingungen beobachtet. Es wird berichtet, dass kultivierte Endothelzellen unter
Driicken zwischen 12 mmHg bis 100 mmHg iiber mehrere Tage signifikante
Verdnderungen in ihrer Morphologie aufweisen. Es wurde beschrieben, dass die

Endothelzellen, im Gegensatz zu den Zellen unter Scherstress, ohne bestimmte
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Orientierung elongiert und die Actinfilamente reorganisiert sind (Acevedo et al., 1993;
Salwen et al., 1998; Sato und Ohashi, 2005; Sumpio et al., 1994). In mehreren
Untersuchungen wurde unter niedrigen Driicken die Bildung mehrlagiger Zellverbdande
beobachtet (Acevedo et al., 1993; Salwen et al., 1998). Ohashi et al. beobachteten
zusitzlich einen Verlust von VE-Cadherin entlang der Zelljunktionen sowie eine
verminderte VE-Cadherin-Expression unter hohen hydrostatischen Driicken bis 100
mmHg fiir 24h (Ohashi et al., 2007; Sato und Ohashi, 2005).

Schon 1973 konnte im Rahmen von Permeabilititsstudien die Beobachtung gemacht
werden, dass Endothelzellen bzw. die endotheliale Barrierefunktion in in vitro-
Modellen und in vivo-Modellen durch eine extrazellulire Ca’-Depletion unter-
schiedlich beeinflusst werden: die Perfusion von mesenterialen und muskuléren Mikro-
gefiBen mit Ca®-freier Ringerlosung fiihrte nicht zu einem Permeabilititsanstieg
(Curry et al., 1973). In den folgenden Jahren fielen im Vergleich zu in vitro-Studien
Diskrepanzen auf. Einerseits zeigten Studien, dass EDTA und EGTA zu einer
gesteigerten Permeabilitdt des endothelialen Zellverbands fiihrten, andererseits konnte
in anderen Untersuchungen, die unter Anwesenheit von hydrostatischem Druck
durchgefiihrt wurden, keine Liickenbildung unter EDTA/EGTA-Exposition beobachtet
werden (Suttorp et al., 1989).

In weiteren Arbeiten wurde gezeigt, dass der Ca**-Calmodulin-Antagonist Trifluperazin
(= TFP) unter niedrigem hydrostatischen Druck eine durch A23187 (Ca2+-Ion0phor)
hervorgerufene Permeabilititssteigerung in Endothelzellen aus der Pulmonalarterie des
Schweins verhindert (Schnittler et al., 1990; Wilke, 1987), wo hingegen TFP in
Abwesenheit von hydrostatischem Druck zu einer Liickenbildung im endothelialen
Zellverband fiihrt.

2001 konnte in unserem Labor ein protektiver Effekt des physiologischen
hydrostatischen Drucks gegeniiber unterschiedlicher chemischer Stimuli in makro-

vaskuldren Endothelzellen bestétigt werden (Steinbrenner, 2001).

1.2.1 Fragestellung

Alle diese Daten zeigen, dass hydrostatischer Druck die Biologie der Endothelzelle

beeinflusst. Dennoch ist der genaue Mechanismus, wie hydrostatischer Druck
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Endothelzellen und Barrierefunktionen reguliert, noch nicht bekannt. In der vor-
liegenden Arbeit sollte die Hypothese, dass physiologischer hydrostatischer Druck
effektiv die Integritdt einschichtiger Endothelzellverbidnde in vitro schiitzt, in einer
vergleichenden Studie von mikrovaskuldiren und makrovaskulidren Endothelzellen
untersucht werden. Dariiberhinaus sollten erste Anhaltspunkte gefunden werden, welche
Signalwege bei der Transduktion des hydrostatischen Drucks auf die Endothel-

zellbiologie eine Rolle spielen konnten.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Isolierung und Priparation pulmonaler Schweine-Endothelzellen

Der Truncus pulmonalis wurde mit Pinzette und Schere weitestgehend von Fettresten
befreit und weiterhin mit sterilem PBS (= Phosphat buffered saline: 0,137 M NaCl; 2,68
mM KCI; 9,58 mM Na,HPO, und 1,47 mM KH;POs in Aquapigest) gespiilt, um
restliches Blut und Blutgerinnsel soweit wie moglich zu entfernen. Unter sterilen
Bedingungen wurde eine Seite des Gefidlles mittels einer Klemme verschlossen, je nach
Grofle des GefdaBes mit ca. 3 ml Kollagenase A-Losung (1 mg/ml in PBS) gefiillt und
anschlieBend auch die zweite Offnung abgeklemmt. Nach einer 15 min Inkubation in
angewarmten PBS konnten die durch die Kollagenase A abgelosten Zellen mit ca. 2 x 5
ml Medium (M199 ohne FCS) in ein steriles 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und
abzentrifugiert (5 Min bei 150 x g) werden. Das Zellsediment wurde schlieBlich in 5 ml
Aussaatmedium (M199 + 20%FCS) resuspendiert und pro Arterie auf eine 25 cm’
grofe gelatinierte Kulturflasche ausgesit. Nach 3 h erfolgte der erste Mediumwechsel,
nach einem Tag der zweite, dann - wie in der Routinekultur - alle 2-3 Tage. Friiheste
Ablosung und Aussaat der Zellen auf weiter Kulturschalen (Splittung) in Passage 1 war
nach einer Woche moglich. Ab diesem Zeitpunkt mussten die Zellen mit M199 + 10%

FCS versorgt werden.

Routinekulturen

Die Zellkulturhaltung erfolgte als offenes System in einem CO;-Auto-Zero-Brutschrank
bei 37°C, ca. 80% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,. Als Kultivierungsmedien dienten
DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium) und M199. Das Medium wurde in fertigen
Pulvermischungen geliefert, fiir den Gebrauch in H,O gelost und durch Zugabe von
NaHCO; gepuffert (pH 7,5). AnschlieBend wurde das Medium steril filtriert und
mehrere Monate bei 4°C gelagert. Vor dem Gebrauch wurde das Medium mit 2,5 ml
Penizillin-G/Streptomyzin (Penizillin/Streptomyzin-Stammldsung: je 10000 U Peni-
zillin und Streptomyzin pro 1000 ml PBS, pH 5,58) und 10% FCS supplementiert.
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PSEC-Routinekultur

Die in gelatinierten T25- Kulturflaschen mit 5 ml Aussaatmedium (M199 + 20% FCS +
2,5ml Pen/Strep) gehaltenen PSEC-Zellen wurden nach etwa 5-7 Tagen passagiert,
wobei alle 2-3 Tage ein Mediumwechsel erfolgte. AnschlieBend konnten die Zellen bei
Konfluenz nach Trypsin-Inkubation (3 min) abgelost und entweder in eine T75
tiberfiihrt oder auf gelatinierte Deckgldschen ausgesidt werden. Fiir alle Experimente
wurden PSEC-Zellen verwendet, die sich in Passage 1-2 befanden und einen

konfluenten Zellrasen gebildet hatten.

MyEnd-Routinekultur

Diese Endothelzellen stammen aus myokardialen mikrovaskuldren Gefdllen. Auch sie
wurden in gelatinierten T25- bzw. T75-Kulturflaschen bei zweitdgigem Medium-
wechsel kultiviert. Bereits ein- bis zwei Tage nach dem Aussden zeigten die Zellen
einen konfluenten Zellrasen, dennoch wurden sie nur einmal pro Wochen im Verhéltnis
1:3 auf Kulturflaschen bzw. gelatinierte Objekttrager und Deckgldschen verteilt. Auch
hier erfolgte das Ablosen der Zellen mit Hilfe einer Trypsin-Inkubation (10 min),
nachdem zunéchst mit einer PBS-Spiilung die Mediumreste entfernt worden waren. Fiir
die Experimente wurden konfluente Kulturen (innerhalb des 3. bis 7. Tages nach
Aussaat) verwendet. Bei der Charakterisierung (Golenhofen et al., 2002; Waschke et al.,
2006) zeigten MyEnd-Zellen Immunpositivitdt fiir verschiedene endotheliale Marker.
Die Expression von junktionalen Proteinen wie VE-Cadherin, a-, -, y-Catenin, ZO-1
und Claudin 5 sowie von-Willebrand-Faktor und eNOS (endotheliale NO-Synthase)

konnten mittels Immunfiarbung und Immunblots verifiziert werden.

Kryokonservierung von MyEnd-Zellen

Je hdufiger eine Zelllinie passagiert wird, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass
es zu genomischen und morphologischen Verdnderungen der Zellen kommt. MyEnd-
Zellen wurden deshalb in niedrigen Passagen krykonserviert, um bei Bedarf wieder

rekultiviert werden zu konnen.
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Einfrieren von MyEnd-Zellen

Die Zellen einer konfluenten T75-Kulturflasche wurden durch Trypsinbehandlung
abgeldst und bei 150 x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment in 3 ml vorgekiihltem Einfriermedium, das 10 %[V/V] des kryoprotektiven
Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt, resuspendiert. Da DMSO bei Raumtemperatur
toxisch an den Zellen wirkt (Zerstéorung der Membranen), wurde ziigig gearbeitet. Je
1 ml der Zellsuspension wurde in ein Kryordhrchen tiberfithrt und fiir eine Woche in

einer Einfrierbox bei -80°C, danach in fliissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen von MyEnd-Zellen

Zum Auftauen der Zellen und zur schnellen Verdiinnung von DMSO wurde auf 37°C
vorgewidrmtes Medium auf die eingefrorenen Zellen im Kryordhrchen pipettiert. Durch
vorsichtiges Resuspendieren und weiterer Zugabe angewédrmten Mediums tauten die
Zellen auf, konnten in ein Zentrifugengefal iiberfithrt und bei 150 x g 5 min zentri-
fugiert werden. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das Zellsediment in 5 ml
frischem Medium resuspendiert und in eine gelatinierte T25-Kulturflasche iiberfiihrt.
Am darauffolgenden Tag war ein Mediumwechsel notwendig, um tote Zellen zu
entfernen. Vor der nichsten Kryokonservierung sollten die Zellen mindestens zweimal

passagiert worden sein.

Vorbehandlung von Kulturflaschen und Glaswaren

Sowohl MyEnd- als auch PSEC-Zellen wachsen besonders gut auf einer Oberfldche, die
mit Kollagen (Gelantine) beschichtet ist.

Gelatinieren von Kulturflaschen

Bevor die Zellen in neue Kulturschalen iiberfiihrt wurden, mussten diese gelatiniert
werden. Dafiir wurde der Boden der Kulturflaschen mit 0,5% Gelatine in H,O bedeckt.
Nach 30 min wurde die Gelatine-Losung abgesaugt, die Flasche zweimal mit PBS

gewaschen und danach Medium vorgelegt.

Gelatinieren von Glaswaren

Sowohl Deckglidschen als auch Objekttriger wurden fiir 30 min mit 0,5% Gelatine in
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H,O unter regelmifligem Schwenken beschichtet. AnschlieBend wurde die Gelatine-
Losung abgesaugt und die beschichteten Glaswaren wurden mit 2% Glutaraldehyd in
PBS fiir 30 min inkubiert, um den Gelatineiiberzug querzuvernetzen (Schnittler et al.,
1993). Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils 10 min, um restliches
Glutaraldehyd zu entfernen, wurden die fertig beschichteten Glaswaren in PBS mit

Penizillin-G/Streptomyzin (10000 U/ml; im Verhiltnis 100:1) bei 4°C autbewahrt.

2.2 Versuchsreagentien

Alle Reagentien wurden fiir 45 min in Anwesenheit oder Abwesenheit des
hydrostatischen Drucks appliziert. EGTA (3mM) wurde bei Applichen (Darmstadt,
Germany) gekauft. Cytochalasin D (10uM), Trifluoperazin (TFP, 100uM) und

Thrombin (10U/ml) wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) bezogen.

1) EGTA
= Ethylenglycoltetraessigséure
EGTA ist ein fiir Ca®"-spezifischer Chelator und kann in Gegenwart von Mg*"

angewendet werden, da es eine 1000fach niedrigere Affinitit fiir Mg®" besitzt.

2) Cytochalasin D
Cytochalasin D ist ein zellpermeables fungales Toxin, welches die
Polymerisation von Actin-Untereinheiten (G-Actin) hemmt. Es inhibiert die
Actin-Polymerisation, indem es an das Plus-Ende der Actinfilamente (F-Actin)
bindet und das Gleichgewicht zwischen Polymerisation und Depolymerisation
zu Gunsten der Depolymerisation verschiebt und so einen Zusammenbruch des
Actinfilament-Systems bewirkt (Goddette und Frieden, 1986). Daraus folgt, dass
Cytochalasin D besonders dynamische Actinfilamentstrukturen (F-Actin) mit

einem hohen Umsatz von Actinmonomeren (G-Actin) zerstort.

3) Trifluperazin (TFP)
TFP, ein Neuroleptikum, gehort in die Klasse der Phenothiazine. Es bindet mit
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4)

hoher Affinitit an Calmodulin, induziert eine Konformationsinderung und
verhindert die Interaktion des Ca’"/Calmodulin-Komplexes mit seinen
Zielproteinen (Bar-Sagi und Prives, 1983; Krebs und Carafoli, 1982; Prozialeck
und Weiss, 1982; Roufogalis et al., 1983) bei einem Konzentrations-Optimum
zwischen 50-100 uM (Osborn und Weber, 1980).

Dadurch verhindert TFP u.a. die Aktivierung der MLCK (Myosinleichtketten-
Kinase), so dass es zur Abnahme des kontraktilen Tonus der Zelle kommt. Die
resultierende Liickenbildung zwischen den Zellen kommt mdglicherweise tliber
eine Reduktion des Tonus sowie der Neubildung von Stressfasern und die

dadurch resultierende Auflosung fokaler Kontakt zustande (Fukata et al., 1999).

Thrombin

(= Faktor IIa der Blutgerinnung). Thrombin ist eine Serin-Endopeptidase, die im
Blutplasma durch Faktor V und X mit Hilfe des Cofaktors Ca®" und
Membranphospholipiden aus Prothrombin entsteht. Es iiberfiihrt 16sliches
Fibrinogen in Fibrin und 16st die Thrombozytenaggregation und Freisetzung von
Plattchenfaktoren aus, bevor es nach einer Halbwertszeit von ca. 5 Minuten
durch Protein C inaktiviert und aus der Zirkulation entfernt wird. Zuséatzlich
reguliert Thrombin Prozesse der Homodostase, der Mitogenese und der
Kontraktion glatter Muskelzellen (Mehta und Malik, 2006). In kultivierten
Endothelzellen wird Thrombin vielfach als inflammatorischer Mediator
verwendet. Es aktiviert an der Zelloberfliche den Proteinase-aktivierten-
Rezeptor-1 (= PAR-1) durch proteolytische Freilegung einer Aktivator-
peptidsequenz und steigert die endotheliale Permeabilitit in endothelialen
Zellverbianden innerhalb von Minuten, indem es zu Liickenbildung zwischen
benachbarten Zellen, zu Aktivierung kontraktiler Mechanismen innerhalb der
Endothelzelle und zu einer verdnderten Organisation der Zell-Zellkontakte fiihrt
(Rabiet et al., 1996; Sandoval et al., 2001). Diese Auswirkungen von Thrombin
auf den endohelialen Zellverband scheinen iiber verschiedene Signalwege
vermittelt zu werden. Unter anderem aktiviert Thrombin die Ca’"-abhingige
PKCao, welche wiederum iiber einen Rho A/ROCK abhédngigen Signalweg den

Zusammenbruch der endothelialen Barrierefunktion vermittelt (Mehta et al.,
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2001). Ein weiterer Signalweg iliber Proteinkinase C-assoziierte Proteinkinasen
scheint ebenfalls eine Rolle bei der Wirkung von Thrombin auf den
endothelialen Zellverband, insbesondere die fokale Adhédsion, zu spielen

(Gavard und Gutkind, 2008).

2.3 Hydrostatischer Druck

Hydrostatischer Druck ist definiert als der Druck, der sich innerhalb einer ruhenden
Flissigkeit unter dem Einfluss der Gravitationskraft einstellt. Im engeren Sinne
bezeichnet der hydrostatische Druck nur den Schweredruck. Dieser wichst in einer
inkompressiblen Fliissigkeit proportional zur Tiefe, da auf eine Wasserschicht eine
umso groflere Gewichtskraft wirkt, je hoher die dariiber lastende Wassersdule ist. Der
hydrostatische Druck einer Fliissigkeit ist {iberall in einem Gefdll gleich und wirkt
allseitig. Auf allen Fldchen bewirkt der hydrostatische Druck (wie jeder Druck) eine
senkrecht zur Fliche gerichtete Druckkraft (SI-Einheit Pascal= Pa= N/m?). Bei einem
Gefdl mit bekannter Querschnittsfliche A ldsst sich der Schweredruck p in
Abhéngigkeit der Fliissigkeitsdichte p fiir die in der Tiefe h befindliche Wasserschicht
berechnen (Duden Physik 2001).

Umrechnungstabelle: 133,322 Pa= 1 mmHg= 1,364 cmH,0
— 5 cmH,0= 3,7 mmHg
— 15 cmH,0= 11 mmHg (Salwen et al., 1998)

2.4 Druckversuche

Fiir jedes einzelne Experiment wurden verschiedene Passagen von MyEnd-Zellen und
unterschiedliche Priparationen der PSECs verwendet. Die Zellen wurden auf
Deckglidschen fiir den diskontinuierlichen- und auf Objekttrigern fiir den

kontinuierlichen Druckversuch ausgesit.
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Diskontinuierlicher Druckversuch

Die Deckgldschen mit konfluentem Zellrasen wurden in die Vertiefungen einer 6-Loch-
Plastikplatte zusammen mit Wachstumsmedium mit bzw. ohne Testsubstanzen
eingebracht und jede einzelne Kammer mittels eines Silikonstopfens luftblasenfrei
abgedichtet. Dieser Stopfen enthielt in seiner Mitte eine Perforation, in die eine Pipette
eingepal3t war, die als Druckrohr fungierte. Schon wéhrend des Abdichtens der Kammer
stieg das enthaltene abgemessene Medium in der Regel auf die gewlinschte Hohe von 5
cmH,0 (= cmMedium) im Druckrohr. Fiir Experimente mit Driicken von 15 cm
Wassersdule wurde das Druckrohr anschlieBend von oben weiter aufgefiillt.
Anschliefend wurde das System fiir 45 min im Brutschrank bei 37°C belassen (siche
Abb. 2). Bei Kontrollversuchen wurden die Vertiefungen der 6-Loch-Platte mit 2 mm
Medium iiberschichtet. Diese Bedingung wird im weiteren Verlauf der Arbeit als

»Abwesenheit von hydrostatischem Druck* bezeichnet.

Kontinuierlicher Druckversuch

Um die Endothelzellen auch unter kontinuierlicher Steigerung des hydrostatischen
Drucks untersuchen zu konnen, musste ein anderes System gewidhlt werden.
Endothelzellen wurden auf gelatinierten Objekttragern geziichtet, welche schlieBlich bei
konfluentem Zellrasen in senkrechter Position iibereinander in einem Messzylinder aus
Plexiglas platziert wurden. AnschlieBend wurde der Messzylinder mit Medium mit oder
ohne Testsubstanzen bis auf 15 cm Wassersdule gefiillt und ebenfalls 45 min bei 37°C
im Brutschrank belassen, um einen so generierten kontinuierlichen Druckgradienten
von 0 cm Wassersdule (unmittelbar unterhalb der Oberfliche des Mediums) bis 15 cm
Wassersdule (am Boden des Zylinders) auf die Zellen einwirken zu lassen (siche Abb.
2). Dieser Aufbau ermdglicht das gleichméBige Einwirken des Drucks auf die Zellen

von allen Seiten unter Aussschluf3 von Biegebeanspruchungen.
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Abb. 2. Fir die diskontinuierlichen Druckexperimente wurden mit Zellen bewachsene
Deckgldschen am Boden einer 6-Loch-Platte platziert. Die einzelnen Locher wurden mittels
eines Silikonstopfens mit zentral eingelassener Pipette verschlossen, die mit Medium befiillt
wurde, um den hydrostatischen Druck zu applizieren (links im Bild). Fiir die kontinuierlichen
Druckversuche wurden Zellen auf Objekttriager ausgesit, welche in aufrechter Position in einem

mit Kultumedium befiillten Messzylinder platziert wurden (rechs im Bild).

(modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

2.5 Mikroskopie bzw. Immunhistochemie

Nach der Inkubation der Zellen mit den Versuchsreagentien fiir 45 min, wurde das
Kulturmedium durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen 10 min bei
Raumtemperatur (RT) mit 2% Formaldehyd in PBS fixiert. Uberschiissiges
Formaldehyd wurde durch weiteres Waschen (3x) entfernt. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 5 min mit 0,1% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert und wiederum 3x mit
PBS gewaschen.

Die Objekttrager und die anschlieBend auf Objekttriager platzierten Deckgldser wurden
bei RT 30 min mit BSA/NGS bzw. BSA/NDS abgesittigt und die Zellen anschlieBend
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iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer mit einem Erstantikérper inkubiert. Um
VE-Cadherin in MyEnd-Zellen anfirben zu konnen, wurden diese mit dem
monoklonalen Ratten-Antikérper 11D4.1  (unverdiinnter ~Hybridoma-Uberstand)
(Gotsch et al., 1997), PSEC dagegen mit einem polyklonalen Ziegen-Antikdrper gegen
VE-Cadherin (Santa Cruz, Heidelberg, Germany, 1:100) behandelt. Um Claudin 5
anzufarben, wurde ein polyklonaler Kaninchen-Antikérper (Zymed Laboratories/
Invitrogen, Karlsruhe, Germany, 1:100) verwendet.

Vor der Zugabe eines markierten Zweitantikdrpers wurden die Objekttriger wieder
dreimal mit PBS gespiilt. Die Zellen wurden 60 min bei RT mit dem Zweitantikdrper
inkubiert [Cy3-markierte Ziege anti-Ratte IgG (garb) oder Cy3-markierte Esel anti-
Ziege IgG (dag) (beide von Dianova, 1:600)]. Zur Darstellung von F-Actin wurde
zusitzlich mit Alexa-markiertem Phalloidin 488 inkubiert (Mobitec Goettingen,
Deutschland). Anschliessend folgten Spiilungen mit PBS (3 x 5min) und Eindeckung
der Deckgldaschen mit 60% Glyzerin in PBS + 2,5% NPG (n-Propylgallat, Serva,
Heidelberg, Germany) - zum Schutz vor Verbleichen. Alle verwendeten Antikorper

wurden in PBS/Acid (0,05 % NaNj3 in PBS) verdiinnt.

2.6 Laserpinzette

2.6.1 Prinzip der Laserpinzetten-Technik

In der physikalischen Grundlagenforschung werden Lichtdruck bzw. Laser seit den 80er
Jahren zur Beeinflussung von kleinen Partikeln verwendet und auch in den
Biowissenschaften z.B. im Rahmen der Laserpinzette eingesetzt (Ashkin und Dziedzic,
1985). Der Strahl eines Infrarotlasers (A-1064nm) wird in ein Mikroskopobjektiv
gelenkt und von diesem in die Objektebene fokussiert. Aufgrund ihres elektrischen
Dipols wandern freie Partikel in einem Lichtintensititsgradienten in Richtung der
hochsten Lichtintensitét und bleiben daher auch unter Bewegung des Lasers immer im
Fokus. Auf diese Weise ist es mdglich Partikel ,,einzufangen® und zu bewegen.

Die Laserpinzette besteht aus einem Nd:Yag Laser (1064 nm), einem Axiovert 135
Mikroskop mit einem hochauflosendem NA-Objektiv (Zeiss, 100 x 1,3 oil) und einem
dichroischen Spiegel (Zeiss, FT 510), der den Laserstrahl zum Objektiv reflektiert. Die
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fokale Ebene kann mittels Videokamera auf einem Bildschirm beobachtet werden. Die
Laserpinzette wurde hier zur Untersuchung der durch VE-Cadherin vermittelten
Adhésion unter Beeinflussung verschiedener Reagentien und Druckbedingungen
eingesetzt. Fiir alle Experimente wurde eine Laserstrahl-Intensitdt von 42 mW im Fokus

gewihlt.

Mit VE-Cadherin beschichtete Mikroperlen wurden unter unterschiedlichen
Versuchsbedingungen ins Kulturmedium appliziert. In einem Zeitraum von 45 min
interagierte das an die Mikroperlen gebunden VE-Cadherin mit dem membranstindigen
VE-Cadherin der mikrovaskuldren Endothelzellen und die Mikroperlen wurden

gebunden.

2.6.2 Beschichtung von Protein A-Mikroperlen

Nach gutem Schiitteln wurden einer Suspension bestehend aus mit Protein A
beschichteten superparamagnetischen Polystyren-Mikroperlen (2x10° Mikroperlen/ml,
Durchmesser 2,8 um; Dynal, Oslo) 10ul entnommen und dreimal mit 100 pl 0,1 M
Natriumphosphatlésung (pH 8,1) in einem Eppendorfgefidll gewaschen. Zwischen den
Waschschritten wurde das Eppendorfgefdl in einen Magnethalter (MPC-E-1, Dynal)
eingespannt, um die magnetischen Perlen an der Gefiwand zu sammeln bzw. zu
immobilisieren, so dass die Waschfliissigkeit ohne groBlere Verluste abgezogen werden
konnte. Anschlieend wurden die Mikroperlen in 100 pl 0,5 M Natriumphosphatlosung
(pH 8,1) und HBSS (Hanks balanced salt solution, Gibco, Karlsruhe) mit 10 pg VE-
Cadherin-Fc-Fusionsprotein iiber Nacht bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert, um das
Protein an die Perlen zu binden. Das VE-Cadherin-Fc-Protein bestand aus der
kompletten extrazelluldiren Doméne des VE-Cadherins (EC1-EC5) der Maus und dem
Fc-Teil des humanen IgGl. Das Protein wurde von transfizierten Ovarialzellen des
chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) exprimiert und mittels Protein-A-Agarose-
Chromatographie aus den Kulturen gewonnen. Am folgenden Tag wurden die
Mikroperlen wieder dreimal mit 0,1 M Natriumphosphatlosung (pH 8§,1) und
anschlieBend dreimal in 0,1 M Boratpuffer (pH 9) gewaschen und 45 min in 0,1 M
Boratpuffer (pH 8,5) mit 0,54 mg DMP bei RT auf einem Drehrad inkubiert. DMP

29



diente zur Quervernetzung von Protein A mit den Proteinen. Die Mikroperlen wurden
zweimal mit 100 pl 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) gewaschen und schlieBlich noch 2 h
bei RT am Drehrad inkubiert, um restliche Bindungsstellen abzuséttigen. Danach
wurden die Mikroperlen dreimal 5 min mit HBSS gewaschen, in 100 pl HBSS
aufgenommen und bei 4°C auf dem Drehrad bis zum Gebrauch, aber nicht ldnger als 7
Tage, aufbewahrt. Die Mikroperlen-Konzentration in der Suspension betrug etwa 1,6 x

10® Mikroperlen/ml.

Laserstrahl
Abb. 3.

Prinzip der Laserpinzette.

Eine mit VE-Cadherin beschichtete
Mikroperle im Fokus des Laserstrahls
auf einer VE-Cadherin exprimier-
enden Endothelzelle. LieB sich die

<:| ‘ |:> Mikroperle durch Verschiebung des

Laserstrahls bewegen, galt sie als nicht

Mikroperle VE-Cadherin gebunden.
e — (modifiziert nach Drenckhahn/
~ ~ Christof)

| Endothelzelle

2.6.3 Messungen mit der Laserpinzette

Fiir die Versuche mit der Laserpinzette wurden die Endothelzellen auf gelatinierte
Deckgldaschen (Durchmesser 22 mm; Stirke 0,13-0,16 mm) ausgesdt und nach
Erreichen eines konfluenten Zellrasens innerhalb von 3-4 Tagen verwendet. Fiir die
Kontrollexperimente wurden die Deckgldschen auf Objekttrager mit einem Loch in der
Mitte aufgelegt und mit einer diinnen Schicht Silikonpaste fixiert, so dass das Zentrum
des Deckgldschens durchgingig fiir den Laserstrahl und auch durchsichtig fiir den
Betrachter bzw. die Mikroskopkamera blieb. Auf die Endothelzellen wurden je nach
Versuchsbedingung 200 pl Medium (mit oder ohne Reagentien) und 10 pl der
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Mikroperlen-Suspension appliziert und fiir 45 min bei RT inkubiert. Anschlieend
wurde der Objekttrdager vorsichtig ins Mikroskop eingespannt, die Ebene fokussiert und
der Laserstrahl ca. 4 sek. auf die gebundenen Mikroperlen gerichtet, um ihre Haftung zu
priifen. Lose Mikroperlen sprangen in den Laserfokus und verlieBen so die fokussierte
Ebene, feste Mikroperlen dagegen lieen sich nicht bewegen und blieben an ihrem Platz
(sieche Abb. 3).

Bei den Versuchen unter Druckbedingungen wurden die Deckglidschen in eine
Metallkammer, die wie die Objekttriger ebenfalls ein Loch im Boden hat, eingelegt und
wieder mit Silikonpaste tiber dem Loch fixiert. Die Kammer wurde anschliefend je
nach Versuchsbedingung mit 5 ml Medium und 30 pl der Mikroperlen-Suspension
gefiillt und mit einem durchsichtigen Plexiglasdeckel luftblasenfrei verschlossen. Uber
einen Seitport wurde ein mit Medium gefiillter Silikonschlauch angeschlossen, um den
hydrostatischen Druck von 15 cm Wassersdule applizieren zu konnen. Dieses System
wurde vorsichtig auf dem Mikroskop der Laserpinzette installiert. Die Messungen
erfolgten nach 45 min Inkubationszeit bei RT in bestehendem System. Pro Messung
wurden 100 Mikroperlen ausgezdhlt und deren Bindungseigenschaft {iiber den
prozentualen Anteil der Mikroperlen, die sich nicht durch den Laserstrahl von der

Zelloberflache losen lielen, quantifiziert.

2.7 Rho A- und Rac 1-Aktivierungsassay

Die Aktivierungsraten von Rho-GTPasen wurden mittels GLISA (= GTPase-linked
Immunosorbent Assay) bestimmt. Der GLISA dhnelt im Prinzip dem ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay). Die Zellen miissen lysiert und die aktiven GTPasen an
spezifische Bindungspartner gebunden werden, um anschlieBend mittels immun-
enzymatischer Reaktion und Spektrophotometer gemessen werden zu kdnnen. Die dafiir
benétigten GLISA-Kits (Rho A GLISA Activation Assays Biochem Kit'™ /Rac 1
GLISA Activation Assays Biochem Kit™, beides von Cytoskeleton Inc., Denver CO,
USA) wurden exakt nach den Vorgaben des Herstellers benutzt.

MyEnd-Zellen wurden in eine gelatinierte 6-Loch-Platte ausgesédt und nach ca. 3 Tagen

bei Konfluenz fiir 45 min mit einem hydrostatischen Druck von 15 cmH,0 ohne Zusatz
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von Mediatoren inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen, bevor sie mittels eisgekiihltem Lysepuffer und Zellschaber vom Boden der
6-Loch-Platte abgeldst und durch Zentrifugation fiir 2 min bei 15000 x g und 4°C in
Uberstand und Sediment aufgetrennt wurden. 10 pl dieses Uberstandes wurden zur
Messung der Proteinkonzentration aufbewahrt, wihrend der Rest des Lysates sofort bei
-70°C eingefroren wurde. Nach Messung der Proteinkonzentration wurden die
Zelllysate aufgetaut und jeweils 50 pl davon wurden in die Vertiefungen einer GLISA-
Platte, die entweder mit Rho A- oder Rac I1-Bindungsdominen beschichtet sind,
hinzugegeben. Als Positivkontrollen wurden zusétzliche Vertiefungen mit Rac 1- bzw.
Rho A-Kontrollprotein sowie Lyse- und Bindungspuffer befiillt. Bei der Negativ-
kontrolle wurden Lyse- und Bindungspuffer in die Vertiefungen gegeben. Anschlielend
wurde die GLISA-Platte fiir 30 min bei 400 rpm und 4°C geschiittelt und zweimal mit
Waschpuffer bei RT gewaschen. Danach wurden 200 pl Antigen-Préasentations-Puffer
in jede Vertiefung hinzu gegeben und dort fiir 2 min bei RT belassen.

Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 50 pl des Rho A oder Rac 1
Erstantikorpers (1:200 verdiinnt in Antikdrper Verdiinnungspuffer) in jede Vertiefung
appliziert und die GLISA-Platte 45 min bei RT auf einem Microplatten-Orbitalschiittler
bei 400 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurden die Vertiefungen dreimal gewaschen,
bevor sie mit 50 pl des HRP (=horse radish peroxidase)-gebundenen Zweitantikorpers
(1:100 verdiinnt) fiir einen Zeitraum von 45 min bei 400 rpm und RT inkubiert wurden.
Nach wiederholtem dreimaligem Waschen wurden 50 pl der HRP Detektionslosung,
welche im Wesentlichen aus Luminol und H,O, besteht, fiir 15 min bei 37°C
zugegeben. Die durch HRP katalysierte Chemoluminiszenz-Reaktion wurde durch
Zugabe von 50 pl HRP-Stopplosung beendet und direkt im Anschluss mittels eines
Mikroplattenspektrometers (Sunrise, Tecan GmbH, Crailsheim Germany) bei 490 nm

gemessen. Die Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet.

2.8 cAMP-ELISA

Zur Quantifizierung der intrazelluliren cAMP-Konzentration wurde ein kommerziell

erhéltlicher cAMP-ELISA (Biomol, Germany) nach exakten Anweisungen des
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Herstellers verwendet. Dieser Versuchssatz funktioniert nach dem Prinzip eines
kompetitiven ELISA: ein Polyklonaler Antikorper bindet auf kompetitive Weise cAMP
aus den Zelllysaten und cAMP, das mit Alkalischer Phosphatase assoziiert ist.

PSEC wurden in eine gelatinierte 6-Loch-Platte ausgesdt und nach ca. 4-5 Tagen bei
Konfluenz fiir 45 min mit einem hydrostatischen Druck von 15 cmH,0O ohne Zusatz von
Mediatoren inkubiert. Nach Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit 200 pl 0,IM HCI fiir 10 min inkubiert. Durch Zugabe von HCl wird
einerseits die Lyse gestartet, andererseits wird die Aktivitit endogener
Phosphodiesterasen gehemmt. AnschlieBend wurden die gewonnenen Zelllysate bei
> 600 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert und 100 ul des entstandenen Uberstandes zu
mit garb-IgG beschichteten Vertiefungen gegeben. Danach wurden je 50 pl eines
cAMP-Konjugats (= Losung aus Alkalischer Phosphatase konjugiert mit cAMP) und
einer Losung eines gegen cAMP gerichteten Kaninchen-Antikdrpers hinzu gegeben und
die Vertiefungen fiir 2 h auf einem Mikroplattenschiittler bei 500 rpm und RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit je 200 pl Waschlosung wurden die Vertiefungen fiir
weitere 60 min mit 200 ul p-NPP-Substrat (Losung von p-Nitrophenolphosphat in
Puffer) inkubiert. Im Anschlu3 wurde die Reaktion mit je 50 pl Stopp-Ldosung gestoppt
und die Platte sofort mittels eines Mikroplattenspektrometers (Sunrise, Tecan GmbH,
Crailsheim) bei 405 nm ausgewertet. Mittels einer Standardkurve konnte die gemessene
optische Dichte in cAMP Konzentrationen umgerechnet werden. Die cAMP-
Konzentration (in pmol/l) der jeweiligen Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt und in
Relation zu den cAMP-Konzentrationen der Druckversuche betrachtet. Je hoher die
gemessene Absorption war, desto geringer war die cAMP-Konzentration der Probe

(Prinzip des Verdrangungsassays).

2.9 Angaben zur Statistik

Unterschiede der Perlenhaftung zwischen verschiedenen Versuchsansitzen wurden
anhand eines zweiseitigen “student’s T-Test” (Microsoft Ecxel™) beurteilt. Die Werte
sind als Mittelwerte * Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Statistische

Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

In Ankniipfung an die vorhergehenden Arbeiten wurde zu weiteren Untersuchungen des
Effektes von physiologischem hydrostatischen Druck auf die endotheliale Integritét eine
immortalisierte mikrovaskuldre endotheliale Zelllinie aus dem Myokard der Maus
(myocardial endothelial cells= MyEnd cells) verwendet. Diese Zelllinie wurde gewéhlt,
da die Regulation der Endothelbarriere bei der Entziindungsreaktion vor allem in
mikrovaskuldren Endothelien eine grofe Rolle spielt. Dariiberhinaus haben murine
immortalisierte Zellen den Vorteil, bis zu 20 Passagen lang kultiviert werden zu kdnnen
und bieten die Moglichkeit, mit Endothelzellen von Mausmutanten zu arbeiten. Die
makrovaskuldren PSEC-Zellen aus dem Truncus pulmonalis des Hausschweins wurden
als nicht immortalisierte Primirkultur von Endothelzellen zum Vergleich verwendet.
Die meisten Vorarbeiten in der Literatur und in unserem Labor wurden mit Zellen
dieser Herkunft durchgefiihrt. Fiir jedes einzelne Experiment wurden verschiedene

Passagen von MyEnd-Zellen und Préparationen von PSEC verwendet.

3.1 Einzeldruckversuche

3.1.1 Hydrostatischer Druck verhindert den Effekt extrazellulirer Ca™"-
Depletion auf die VE-Cadherin-Lokalisation

Im mikrovaskuldren MyEnd-Zellverband lieB sich VE-Cadherin in der Immun-
fluoreszenz deutlich sichtbar darstellen und zeigte eine kontinuierliche Verteilung
entlang der Zellgrenzen (Abb. 4a). Depletion von extrazellulirem Ca*" durch EGTA (3
mM fiir 45 min) fiihrte zu einem Verlust des VE-Cadherins an den Junktionen und einer
diffusen Immunreaktion im Zytoplasma der Zellen. Die vorher deutlich dargestellte
Zellmembran lie sich nicht mehr abgrenzen (Abb. 4b). In parallelen Experimenten
wurden MyEnd-Zellen fiir 45 min einem physiologischen hydrostatischen Druck von 15
cmH,0 (= cmMedium) mit und ohne EGTA (3mM) ausgesetzt. In 41 von 50 Einzel-
experimenten simultaner Applikation konnte der Effekt von EGTA auf die VE-
Cadherin-Immunolokalisation durch hydrostatischen Druck fast vollstdndig verhindert

werden (Abb. 4c).
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Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass weder EGTA noch hydrostatischer
Druck (mit und ohne EGTA) die Verteilung des Tight Junction-Molekiils Claudin 5
beeinflussen (Abb. 4d-f; n=4).

VE-Cadherin

rol|

Claudin 5

Abb. 4. Effekte von extrazelluldrer
Ca*"-Depletion auf die Lokalisation
von VE-Cadherin (a-c) und Claudin 5
(d-f) in An- und Abwesenheit von
hydrostatischem Druck. Unter Kon-
trollbedingungen war VE-Cadherin
kontinuierlich entlang der Zelljunkt-
A N2 ionen lokalisiert (a). Extrazelluldre
EGTA 3 mM Ca*"-Depletion durch EGTA fiihrte zu
einem Verlust der Immunfirbung
entlang der Junktionen und einer
komplett diffusen Immunféirbung (b).
Hydrostatischer Druck (15 c¢mH,0)
blockierte diesen Effekt fast voll-
standig in 41 von 50 Experimenten (c).
Dagegen beeinflussten weder EGTA
noch hydrostatischer Druck die Ver-
: . teilung von Claudin 5 (n= 4) (d-f).
EGTA 31iM+156mH:20, Messbalken = 12 pm fiir a-f
AT A (modifiziert nach
Mueller-Marschhausen et al)

Auch in 7 von 8 Vorinkubationen (Pridkonditionierung) der MyEnd-Zellen mit 15
c¢cmH,0O Druck fiir 45 min und anschlieender Zugabe von EGTA (3 mM fiir 45 min)
unter Kontrollbedingungen konnte ein protektiver Effekt auf die Membranlokalisation

von VE-Cadherin beobachtet werden (Abb. 5).
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Kontrolle EGTA 3 mM Pra15 cmH20+EGTA

VE-Cadherin

Abb. 5. Effekte von extrazelluldrer Ca**-Depletion auf die Lokalisation von VE-Cadherin
(a-c) mit und ohne Vorinkubation mit hydrostatischem Druck. Unter Kontrollbedingungen
war VE-Cadherin kontinuierlich entlang der Zelljunktionen lokalisiert (a). Extrazelluldre
Ca*"-Depletion durch EGTA fiihrte zu einem Verlust der Junktionen u. einer komplett
diffusen Immunféarbung (b). Eine Vorbehandlung der MyEnd-Zellen mit 15 cmH,O fiir 45
Minuten u. anschlieBender 45 miniitiger Inkubation mit EGTA ohne Druckapplikation
verhinderte ebenfalls die Dislokation von VE-Cadherin in 7 von 8 Experimenten (c).
Messbalken = 20 pum fiir a-f, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

Vergleichende Experimente mit 7 Tage lang kultivierten, hochkonfluenten MyEnd-
Zellen ergaben gleiche Ergebnisse und konnten Effekte ausschlieBen, die von der

Kulturdauer und dem Konfluenzgrad abhéngen (Abb. 6).

VE-Cadherin

Kontrolle .+ ~

EGTA3mM - - EGTA 3mM+15 cmi20

Abb. 6. Effekte von extrazelluldrer Ca**-Depletion auf die Lokalisation von VE-Cadherin
(a-c) in An- u. Abwesenheit von hydrostatischem Druck in 7 Tage lang kultivierten,
hochkonfluenten MyEnd-Zellen. Unter Kontrollbedingungen war VE-Cadherin kon-
tinuierlich entlang der Zelljunktionen lokalisiert (a). Extrazellulire Ca*'-Depletion durch
EGTA fiihrte zu einer komplett diffusen Immunfirbung und einem Verlust der
junktionalen Immunlokalisation von VE-Cadherin (b). Hydrostatischer Druck (15 cmH,0)
fiir 45 Minuten verhinderte die Dislokation von VE-Cadherin (c) (n= 4).

Messbalken = 12 pum fiir a-c, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)
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3.1.2 Hydrostatischer Druck inhibiert die durch Cytochalasin D

ausgeloste Actindepolymerisation und interzellulire Liickenbildung

Unter Kontrollbedingungen bildeten MyEnd-Zellen einen regelméfigen einschichtigen
Zellrasen mit einer Vielzahl parallel zur Zellachse ausgerichteter Actin-Stressfasern aus
(Abb. 7 a-c). Die Organisation des Actinzytoskeletts blieb auch unter hydrostatischem
Druck (15 emH,O fiir 45 min) unverédndert (nicht gezeigt).

Inkubation der MyEnd-Zellen mit Cytochalasin D (10 uM fiir 45 min) fiihrte zu einer
Dissoziation der Zellen sowie zu einem kompletten Zusammenbruch der Stressfasern
und Fragmentierung des peripheren Actinbandes (Abb. 7 e). Dort, wo das periphere
Actinband fehlte, kam es zu interzelluldrer Liickenbildung (Abb. 7 d/e, Pfeile, n= 13).
Bei gleichzeitiger Applikation von hydrostatischem Druck und Cytochalasin D, wurden
diese Effekte groftenteils verhindert. In 8 von 13 Experimenten kam es zu einer
deutlichen Reduktion der interzelluldren Liickenbildung sowie der Fragmentierung des
peripheren Actinbandes, widhrend der Zusammenbruch der Stressfasern nur partiell
verhindert wurde (Abb. 7 h). Die VE-Cadherin Firbung blieb weitestgehend
kontinuierlich. Dennoch traten unter Druckbedingungen noch vereinzelte Liicken auf,
was darauthin weist, dass die Effekte von Cytochalasin D nicht komplett durch Druck
inhibiert werden (Abb. 7 g/i, Pfeile). Gleiche Ergebnisse wurden bei Vorinkubation der
MyEnd-Zellen mit 15 c¢cmH,O fiir 45 min und anschlieBender Applikation von
Cytochalasin D (45 min ohne Druck) erzielt (nicht gezeigt, n= 3).
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VE-Cadherin F-Actin VE-Cadherin/F-Actin

Kontrolle

CytoD 10 pM

CytoD 10 uM+15 cmHz20

Abb. 7. Einfluss der Actin-Depolymerisation auf die Integritit des endothelialen Zellverbands
in An- und Abwesenheit von hydrostatischem Druck. Immunfirbung der MyEnd-Zellen fiir
VE-Cadherin (a/d/g) oder Farbung von F-Actin (b/e/h). Unter Kontrollbedingungen bildeten
MyEnd-Zellen intakte Zellverbiande (a-c) mit zahlreichen Stressfasern im Zytoplasma (b), VE-
Cadherin war kontinuierlich entlang der Zelljunktionen lokalisiert (a). Cytochalasin D
verursachte interzelluldre Liickenbildung (Pfeile in d), Fragmentierung des peripheren
Actinbandes (Pfeile in f) u. Verlust von Stressfasern (e). Hydrostatischer Druck verhinderte die
Liickenbildung u. Actinfragmentierung in 8 von 13 Experimenten (g-i), wobei unter diesen
Konditionen noch vereinzelt Liicken gefunden wurden (Pfeile g/i).

Messbalken = 20 um fiir a-i, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

3.1.3 Hydrostatischer Druck verhindert Zellablosung nach
Ca’’/Calmodulin- Inhibition
Im Vergleich zu Kontrollen (Abb. 8 a/b) verursachte der Ca®*/Calmodulin-Inhibitor
TFP (100 uM fiir 45 min) einen Zusammenbruch der VE-Cadherin-Verteilung und eine
Reduktion von Stressfasern (Abb. 8 c/d, Pfeile). Dies fiihrte zur Bildung grofBer
interzelluldarer Liicken, bis hin zu kompletter Ablosung ganzer Zellareale vom

Deckgliaschen. Diese TFP-induzierte Zelldissoziation und Ablosung konnte durch

38



gleichzeitige Applikation von hydrostatischem Druck von 15 ¢cmH,0O (45 min) in 10

von 11 Experimenten fast vollstindig unterdriickt werden (Abb. 8 e/f).

Abb. 8. Einfluss von Ca’/Calmodulin-
Inhibition auf die Integritit des endo-
thelialen Zellverbands in An- und
Abwesenheit von hydrostat. Druck.
Immunfarbung der MyEnd-Zellen fiir
VE-Cadherin- (a/c/e) und F-Actin-
Férbung (b/d/f). Unter Kontrollbeding-
ungen bildeten MyEnd-Zellen intakte
Zellverbdande (a/b) mit zahlreichen
Stressfasern im Zytoplasma aus (b),
VE-Cadherin war kontinuierlich ent-
lang der Zelljunktionen lokalisiert (a).
TFP fiihrte zu interzelluldrer Liicken-
bildung, Ablosung der Zellen und
Reduktion der Stressfasern (Pfeile
c/d). Hydrostat. Druck (15 c¢mH,0)
verhinderte die Liickenbildung fast
vollstindig in 10 von 11 Experimenten
(e/D).

Messbalken = 12 pum fiir a-f
(modifiziert nach
Mueller-Marschhausen et al.)

3.1.4 Hydrostatischer Druck wirkt sich auch protektiv auf die Integritit

makrovaskulirer Endothelzellen aus

Die gezeigten Ergebnisse weisen darauthin, dass physiologischer hydrostatischer Druck
in vitro die Integritit des mikrovaskuldren Zellverbands vor unterschiedlichen
destabilisierenden Stimuli schiitzt. Um auszuschlieBen, dass dieser protektive Effekt auf
den Immortalisationsprozess der MyEnd-Zellen zuriickzufiihren ist, wurden alle Ex-

perimente unter selben Bedingungen mit Primérkulturen von PSEC wiederholt. Unter
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Kontrollbedingungen wuchsen PSEC pflastersteinartig und bildeten einen liickenlosen
Zellrasen. VE-Cadherin lie sich in der Immunfluoreszenz darstellen und war
kontinuierlich entlang der Zelljunktionen verteilt (Abb. 9 a). Unter Druckbedingungen
(5 oder 15 cmH,0) zeigten sich in der Immunfluoreszenz keine Verdanderungen der VE-
Cadherin-Verteilung oder der Intensitit der Immunfirbung (nicht gezeigt). Hydro-
statischer Druck (15 ¢cmH,O fiir 45 Minuten) blockierte auch hier den durch EGTA (3
mM) hervorgerufenen Membranverlust der VE-Cadherin-Immunférbung in 12 von 24
Experimenten (Abb. 9 b und c), ebenso wie die durch Cytochalasin D (100 nM)
hervorgerufene Zelldissoziation in 9 von 12 Experimenten (Abb. 9 d-f, Pfeile) und die
durch TFP (100 uM) induzierte Liickenbildung in allen 5 Experimenten (Abb. 9 g-i,
Pfeile). Bereits unter einem niedrigeren Druck von 5 cmH,O konnten die Effekte von
EGTA (nicht gezeigt) und Cyto D (Abb. 9 e) effektiv reduziert werden, nicht aber die
Eftekte von TFP (Abb. 9 h).

In den aufgefiihrten Experimenten wurden Mediatoren verwendet, die bekanntermafien
die Endothelbarriere storen, jedoch in vivo keine Rolle spielen. Um einen Bezug zu
physiologischen Verhiltnissen herzustellen, wurde gepriift, ob hydrostatischer Druck
auch die Effekte von Thrombin beeinflusst. Dieser Versuch wurde nur mit PSEC
durchgefiihrt, da MyEnd-Zellen nicht auf Thrombinstimulation ansprechen. Thrombin
ist ein pathophysiologischer Mediator, der bei der Blutgerinnung gebildet wird und die
Endothelpermeabilitdt durch interzelluldre Liickenbildung erhoht.

Unter Kontrollbedingungen induzierte Thrombin (10 U/ml) nach einer Inkubationszeit
von 15 min die Ausbildung multipler interzelluldrer Liicken (Abb. 9 j).

Nach Vorbehandlung des PSEC-Zellverbands mit hydrostatischem Druck von 5 oder 15
cmH,O0 fiir 45 min zeigte sich dagegen nach 15 miniitiger Inkubation mit Thrombin eine
reduzierte interzelluldre Liickenbildung. Jedoch konnten die Effekte von Thrombin
nicht komplett unterdriickt und in manchen Arealen noch Liicken gefunden werden

(Abb. 9, Pfeile k und 1).
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Kontrolle EGTA 3mM EGTA 3'mM+15 cmH20

CytoD 100.aM CytoD 100:nM+5ecmH20 g CytoD 400 nv+15 cmH20

TEP 100 M TFP 100 pM+5 cmH20 TFP 100 uM+16 cmH20

Abb. 9. Einfluss von hydrostatischem Druck auf die Zellverbandintegritit in
makrovaskuldrem Endothel. In den PSEC wurde VE-Cadherin durch Immunfirbung
dargestellt. Unter Kontrollbedingungen bildeten PSEC intakte Zellverbinde mit
kontinuierlicher Lokalisation von VE-Cadherin entlang der Zelljunktionen (a). Extra-
zellulire Ca**-Depletion durch EGTA fiihrte zu einer diffusen Immunfirbung (b). Dies
konnte durch hydrostatischen Druck fast vollstindig blockiert werden (c). Durch
Cytochalasin D induzierte interzelluldre Liickenbildung (d) konnte durch hydrostatischen
Druck von 5 u. 15 cmH,0 in 9 von 12 Experimenten inhibiert werden (e und f). TFP
verursachte interzelluldre Liickenbildung (g), welche ebenfalls teilweise durch 5 cmH,0
(h) u. fast vollstindig durch 15 cmH,O (i) verhindert wurde. Thrombin-induzierte
Liickenbildung (j) konnte durch Vorbehandlung der Zellen mit hydrostatischem Druck (5
u. 15 ¢cmH,0) in 8 von 13 Experimenten reduziert, aber nicht vollstdndig verhindert
werden (Pfeile k und 1). Messbalken = 20 pm fiir a-1.

(modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)
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3.1.5 Hydrostatischer Druck schiitzt den Cadherin-Catenin-Komplex

Um den Mechanismus der Dislokation von VE-Cadherin genauer zu verstehen, wurde
in weiteren Versuchen der Einfluss von hydrostatischem Druck auf B-Catenin bzw. den
Cadherin-Catenin-Komplex untersucht. Unter Kontrollbedingungen war B-Catenin in
PSEC wie VE-Cadherin kontinuierlich entlang der Zelljunktionen verteilt (Abb. 10 a-c).
Depletion der extrazelluldren Ca’"-Konzentration durch EGTA (3mM fiir 45 min) fiihrte
nicht nur zu einem Verlust von VE-Cadherin (Abb. 10 d und f) aus den Junktionen,
sondern auch zu einer Dislokation von [-Catenin mit einer diffusen zelluldren
Immunfiarbung (Abb. 10 e und f). Die Zelljunktionen lieBen sich in der Immun-
fluoreszenz nicht mehr abgrenzen. Unter hydrostatischem Druck dagegen war neben
VE-Cadherin (Abb. 10 g und h) auch B-Catenin in 4 von 6 Experimenten vermehrt
entlang der Zelljunktionen verteilt (Abb. 10 h und 1).
B-Catenin VE-Cadherin

Kontrolle'

EGTA 3 mM

EGTA 3 mM+15 cmHz0

Abb. 10. Einfluss von Ca’"-Depletion durch EGTA auf den Cadherin/Catenin-Komplex in
makrovaskuldren Endothelzellen (PSEC). Unter Kontrollbedingungen war sowohl VE-
Cadbherin als auch B-Catenin kontinuierlich entlang der Zelljunktionen lokalisiert (a und b).
Ca**-Depletion fiithrte neben einem Verlust von VE-Cadherin aus den Junktionen (d und f),
auch zu einer Dislokation von B-Catenin mit einer diffusen Immunfirbung (e und f).
Hydrostatischer Druck reduzierte diesen Effekt in 4 von 6 Experimenten (g-i).

Messbalken = 20 um fiir a-i, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)
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TFP und Cytochalasin D wirkten auf f-Catenin ebenfalls dhnlich wie auf VE-Cadherin.
Durch hydrostatischen Druck konnte die Dissoziation von B-Catenin verhindert und die

Integritit des endothelialen Zellverbands aufrechterhalten werden (nicht gezeigt).

3.2 Kontinuierliche Druckversuche

Die oben beschriebenen Einzeldruckversuche sind statische Modelle und reprisentieren
immer genau einen bestimmten Druckwert, nicht aber wieviel hydrostatischer Druck
exakt notwendig ist, um einen protektiven Effekt zu erzielen. Um dies herauszufinden,
wurden die Versuche in einem kontinuierlichen Druckmodell mit einem
Druckgradienten von 0-15 cmH,O wiederholt. Hierbei wurden die mit Endothelzellen
bewachsenen Objekttriager aufrecht in einer mit Kulturmedium gefiillten Messzylinder
platziert, so dass der hydrostatische Druck von allen Seiten auf die Endothelzellen
einwirkte. Dadurch konnte auch ein moglicher Einfluss minimaler druckinduzierter
Verformungen des Kulturtrdgers ausgeschlossen werden. Zusétzlich konnten die Effekte

unterschiedlicher Druckwerte direkt miteinander verglichen werden.

3.2.1 Der protektive Effekt von hydrostatischem Druck steigert sich bis
15 cmH,0

Schon bei einem hydrostatischen Druck von 1 emH»O konnten leichte druckprotektive
Verianderungen sowohl in MyEnd-Zellen (nicht gezeigt) als auch in PSEC beobachtet
werden. Die durch EGTA (Abb. 11 a und b) hervorgerufene Dislokation von VE-
Cadherin war weniger ausgepragt, zum Teil konnten Membranabschnitte abgegrenzt
werden, in denen VE-Cadherin sich nicht aus den Zelljunktionen geldst hatte (Abb. 11
b-i). Dieser druckprotektive Effekt pragte sich mit steigender Wassersdule stiarker aus,
wobei 5 cmH,O (Abb. 11 f) die Auswirkungen von EGTA in MyEnd-Zellen fast so
effektiv blockierten wie 15 cmH,O (Abb. 11 i). Diese Ergebnisse zeigen, dass es beim
hydrostatischen Druck keinen bestimmten Schwellenwert gibt, der tiberschritten werden

muss, um den protektiven Mechanismus auszuldsen.
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EGTA 3mM

=

+12 cmH:0O

Abb. 11. Effekte von hydrostatischem Druck von 0-15 cmH,0 auf MyEnd-Zellen bei gleich-
zeitiger Inkubation mit EGTA {iber 45 Minuten. VE-Cadherin ist durch Immunfirbung
dargestellt. Extrazelluldre Ca**-Depletion durch EGTA fiihrte zu einer vollstindig diffusen
Immunfarbung bei einem hydrostatischen Druck <1 emH,O (a). Hydrostatischer Druck
blockierte den Verlust von VE-Cadherin aus den Zelljunktionen partiell schon ab 1 cmH,0
(b). Der druckprotektive Effekt steigerte sich mit zunehmender Wasserséule bis 15 cmH,O
in 7 von 9 Experimenten (c-i).

Messbalken = 12 pum fiir a-i, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

3.3 Laserpinzetten-Versuche

Die beschriebenen Experimente zeigen, dass hydrostatischer Druck die Zelldissoziation
und den Verlust einer kontinuierlichen VE-Cadherin-Lokalisation entlang der
Zelljunktionen blockiert. Um den direkten Einfluss von hydrostatischem Druck auf die
homophile Bindung von VE-Cadherin zu untersuchen, wurde die Bindung VE-
Cadherin-beschichteter Mikroperlen in An- und Abwesenheit von 15 cmH,0O mittels

Laserpinzette quantifiziert. Da das rekombinante VE-Cadherin aus der Maus keine
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Perlenhaftung an den PSEC-Zellen vermitteln konnte (VE-Cadherin vom Schwein),

wurden die Experimente nur mit MyEnd-Zellen durchgefiihrt.

3.3.1 Hydrostatischer Druck blockiert den Verlust der VE-Cadherin-
Adhision

Ubereinstimmend mit Ergebnissen der vorhergehenden Untersuchungen, banden unter
Kontrollbedingungen ca. 70-80% der beschichteten Mikroperlen fest auf der
Zelloberflache und konnten nicht vom Laserstrahl verschoben werden (Golenhofen et
al., 2002; Waschke et al., 2006). Diese Anzahl wurde auf 100% normiert. Extrazellulére
Ca*"-Depletion durch EGTA (3mM fiir 45 Minuten) reduzierte den Anteil der
gebundenen Mikroperlen auf 54 +/- 2% der Kontrolle (Abb. 12). Dieser Effekt konnte
durch einen hydrostatischen Druck von 15 c¢cmH,O in 12 von 15 Experimenten
signifikant verringert werden (91 +/- 5% gebundene Mikroperlen der Kontrolle). Auch
Actindepolymerisation durch Cytochalasin D (10 pM fiir 45 min) fithrte zu einem
signifikanten Verlust der gebundenen Mikroperlen auf 62 +/- 4% der Kontrolle. Unter
hydrostatischem Druck konnte die Haftung in 5 von 7 Experimenten signifikant
verbessert werden (84 +/- 4% blieben fest auf der Zelloberfliche gebunden und konnten
durch den Laserstrahl nicht verschoben werden). TFP (100 uM fiir 45 min) verringerte
die Zahl der gebundenen Mikroperlen auf 76 +/- 7% der Kontrolle. Dieser
Adhésionsverlust konnte durch hydrostatischen Druck in 8 von 11 Experimenten

vollstindig verhindert werden (97 +/- 2% der Kontrolle) (Abb. 12).
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Abb. 12. Einfluss von hydrostatischem Druck auf die VE-Cadherin-vermittelte Adhdsion getestet
mit der Laserpinzette. Unter Kontrollbedingungen banden ca. 70-80% der mit rekombinantem VE-
Cadherin beschichteten Mikroperlen fest an die Zelloberflache u. lieBen sich durch den Laserstrahl
nicht dislozieren. EGTA, Cytochalasin D u. TFP fiihrten zu einem signifikanten Verlust der
Perlenadhidsion. Diese Effekte wurden durch hydrostatischen Druck (15 c¢mH,O) signifikant
reduziert. Werte +/- Standardabweichung. *Signifikante Verdnderung im Vgl. zur Kontrolle
(p<0.05). #Signifikante Verdnderung im Vgl. zu Experimenten mit gleichem pharmakologischem
Mediator in Abwesenheit von hydrostatischem Druck (p<0.05).

(modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

3.4 Mechanismen der Druckprotektion

3.4.1 Die Rolle von Caveolin-1

In der Literatur wird berichtet, dass Caveolae eine Rolle bei der Registrierung von
zyklischer Dehnung in vaskuldren glatten Muskelzellen spielen (Sedding et al., 2005).
Um herauszufinden, ob Caveolae auch in den oben beschriebenen druckprotektiven
Mechanismus involviert sind, wurden die Einzeldruckversuche mit Zellen einer
Caveolin-1-defizienten (Caveolin-1"") MyEnd-Zelllinie durchgefiihrt, die bereits in
unserem Labor etabliert und charakterisiert wurde (Waschke et al., 2006).

In Caveolin-1" -MyEnd-Zellen verursachte EGTA (3mM fiir 45 Minuten) wie in

normalen MyEnd-Zellen eine Dislokation von VE-Cadherin mit diffuser Inmunfarbung
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(Abb. 13 a und b). Unter hydrostatischem Druck von 15 cmH,0O blieb der in normalen
MyEnd-Zellen beobachtete druckprotektive Effekt jedoch aus (Abb. 13 ¢, n= 6). Diese
Ergebnisse geben einen ersten Hinweis darauf, dass Caveolin-1 und/oder Caveolae

moglicherweise in die druckinduzierten Signalwege der Endothelzellen involviert sind.

\Kontrolle // 7} EGTA3mM ) "EGTA3 mM +15 cmHz20

MyEnd Caveolin -/-

Abb. 13. Der Effekt von hydrostatischem Druck erfordert die Expression von Caveolin-1. VE-
Cadherin wurde in MyEnd Cav-177-Zellen duch Immunfirbung dargestellt. Unter Kontroll-
bedingungen war VE-Cadherin kontinuierlich entlang der Zelljunktionen lokalisiert (a).
Extrazellulire Ca*'-Depletion durch EGTA unter Kontrollbedingungen verursachte eine
vollstdndig diffuse Immunfarbung (b). Im Gegensatz zu MyEnd-Wildtyp-Zellen wurde der
Effekt von EGTA in Caveolin-1-defizienten Zellen unter hydrostatischem Druck nicht
blockiert (c).

Messbalken = 20 um fiir a-c, (modifiziert nach Mueller-Marschhausen et al.)

3.4.2 Die Rolle von Rho A und Rac 1

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse, besteht aulerdem die Mdoglichkeit, dass
hydrostatischer Druck Signalwege aktiviert, welche das Actinfilamentsystem
stabilisieren. Die Mitglieder der Rho-GTPasen, und hier insbesondere Rho A und Rac 1,
sind bekanntermallen Schliisselregulatoren sowohl der endothelialen Adhdsion als auch
des endothelialen Zytoskeletts (Wojciak-Stothard und Ridley, 2003; Vandenbroucke et
al., 2008). Um ihre Rolle bei der Vermittlung des druckprotektiven Effekts ndher
definieren zu konnen, wurde die Aktivitit von Rac 1 und Rho A in MyEnd-Zellen vor
und nach Applikation von hydrostatischem Druck mittels GLISA bestimmt. Hierbei
zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede der Rho A- und Rac 1-Aktivitét
zwischen Kontroll- bzw. Druckbedingungen (Abb. 14; n= 3).

47



120 -

100 -

(0]
o
1

[o2]
o
1

ORac G-LISA
B Rho G-LISA

N
o
L

GTPase-Aktivitat (in % der Kontrolle)
N
o

Kontrolle + 15 cmH,O

Abb. 14. GLISA-Messungen der Aktivitdit von Rho A und Rac 1 unter Kontroll- und
Druckbedingungen. Nach 45 miniitiger Exposition der Endothelzelle mit 15 cmH,0 zeigte
sich keine signifikante Verdnderung der GTPasen-Aktivitit (dargestellt als % der Kontrolle).

3.4.3 Die Rolle von cAMP

Auch cAMP ist bekanntermalen ein Botenstoff, der in stabilisierende Mechanismen des
Endothels involviert ist.

Um herauszufinden, ob der protektive Effekt durch Druck cAMP-abhingig vermittelt
werden konnte, wurden Druckversuche mit PSEC ohne Zugabe von Mediatoren
durchgefiihrt und anschlieBend die cAMP-Spiegel bestimmt. Hierbei ergaben sich
jedoch keine durch hydrostatischen Druck verdnderten cAMP-Konzentrationen im

Vergleich zu Kontrollbedingungen (Abb. 15; n= 3).
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Abb. 15. ELISA-Messungen der cAMP-Konzentration unter Kontroll- und Druck-
bedingungen. Nach 45 miniitiger Exposition der Endothelzellen mit 15 cmH,O zeigte sich
keine signifikante Verdnderung der cAMP-Konzentration (dargestellt als % der

Kontrolle).
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4. Diskussion

4.1 Hydrostatischer Druck schiitzt die endotheliale Integritit

Das Ziel der Arbeit war, die Rolle von hydrostatischem Druck bei der
Aufrechterhaltung der Zellverband-Integritit in mikrovaskuldren (MyEnd-Zellen) und
makrovaskuldren Endothelzellen (PSEC) zu untersuchen. In vorhergehenden Studien
konnte gezeigt werden, dass EGTA-vermittelte Ca*"-Depletion, Cytochalasin D-
induzierte Actindepolymerisation und TFP-vermittelte Inhibition der Ca**/Calmodulin-
Funktion die Integritit des einschichtigen endothelialen Zellverbands unter
Kontrollbedingungen, d.h. in Abwesenheit von hydrostatischem Druck, zerstéren
(Wilke, 1987; Suttorp et al., 1989; Schnittler et al., 1990).

Die im Ergebnisteil beschriebenen Untersuchungen ergaben, dass ein hydrostatischer
Druck von 15 ¢cmH;0, wie er typischerweise im Kapillarbett der Mikrostrombahn
herrscht, ausreichend ist, den durch extrazellulire Ca**-Depletion hervorgerufenen
Verlust von VE-Cadherin an den Zellgrenzen sowohl in mikrovaskuldren als auch in
makrovaskulidren Endothelzellen weitgehend zu unterdriicken. Ebenfalls waren die
interzelluldre Liickenbildung in Folge einer Actindepolymerisation durch Cytochalasin
D sowie die durch TFP induzierte Zellablosung unter Druckbedingungen reduziert.
Dariiberhinaus konnte durch Experimente mit der Laserpinzette gezeigt werden, dass
hydrostatischer Druck auch die VE-Cadherin-Bindung beeinflusst. Unter Druck-
bedingungen wurden der durch EGTA und TFP hervorgerufene Verlust der VE-
Cadherin-vermittelten Adhdsion komplett und die Effekte von Cytochalasin D teilweise
inhibiert. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass hydrostatischer Druck die durch VE-
Cadherin vermittelte Adhdsion sowohl gegen den Einfluss extra- als auch intrazellulérer

destabilisierender Stimuli schiitzt.
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4.1.1 Hydrostatischer Druck verhindert den junktionalen Verlust von VE-

Cadherin durch extrazellulire Caz+-Depleti0n

VE-Cadherin vermittelt homophile interzellulire Bindungen in den endothelialen
Adhirens-Junktionen und ist wichtig fiir die endotheliale Barrierefunktion in vivo und
in vitro (Dejana et al., 2008; Corada et al., 1999; Gotsch et al., 1997; Hordijk et al.,
1999; Lampugnani et al., 1992).

Extrazellulires Ca®" ist notwendig, um die Integritit des endothelialen Zellverbands zu
erhalten. Unter anderem sind millimolare Konzentrationen von extrazellulirem Ca*"
erforderlich, um die Ektodomédne von VE-Cadherin zu stabilisieren und die homophile
Bindung von VE-Cadherin im interzelluldren Spalt zu ermoglichen (Baumgartner et al.,
2000; Vincent et al., 2004).

Unter Kontrollbedingungen fiihrte eine extrazellulire Ca*"-Depletion durch EGTA in
MyEnd-Zellen zu einem kompletten Verlust der Immunfirbung von VE-Cadherin
entlang der Zelljunktionen und gleichzeitig auch zu einer verminderten VE-Cadherin
vermittelten Adhdsion (Baumgartner et al., 2003). Auch in Messungen mit AFM
(atomic force microscopy)-Technik konnte gezeigt werden, dass bei extrazelluldren
Ca’"-Konzentrationen unter 0.5 mM eine Transinteraktion von VE-Cadherin nicht mehr
moglich ist (Baumgartner et al., 2000).

In den vorliegenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass hydrostatischer Druck
von 5-15 cmH,O die junktionale Dislokalisation von VE-Cadherin und die
Zelldissoziation nach extrazelluldrer Ca*"-Depletion verhindert.

In Westernblot-Analysen konnte ausgeschlossen werden, dass hydrostatischer Druck
Einfluss auf die Expression von VE-Cadherin nimmt. Aber selbst wenn die
Druckexposition die Synthese und den Membraneinbau von VE-Cadherin gesteigert
hitte, wire es kaum erklarbar, warum VE-Cadherin in Abwesenheit von extrazelluldrem
Ca®" eine transzellulire Haftung vermitteln sollte. Unsere Untersuchungen mit der
Laserpinzette ergaben allerdings den erstaunlichen Befund, dass mit VE-Cadherin
beschichtete Mikroperlen in Abwesenheit von extrazellulirem Ca®" an der
Zelloberflache der druckexponierten MyEnd-Endothelzellen hafteten, wéhrend sie an
nicht druckexponierten Endothelzellen nicht mehr hafteten.

Da die Transinteraktion von Cadherinen bei Ca®"-Depletion nicht méglich ist, muff man

annehmen, dass hydrostatischer Druck die Oberflichenexposition von Membran-
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proteinen vermittelt, die heterophil an VE-Cadherin in Abwesenheit von Ca>" binden
konnen. Mogliche Kandidaten wéren die endothelialen Proteine PECAM-1, Nectin oder

JAMs (= junction-associated adhesion molecule).

Es wurde beobachtet, dass die Barriereeigenschaften in MyEnd-Zellen von ihrem
Reifegrad abhingig sind (Baumgartner et al., 2004). MyEnd-Zellen, die bis zu 5 Tage
nach Konfluenz (entspricht 7-8 Tage nach Aussaat) kultiviert wurden, zeigten
zunehmend Resistenz gegeniiber verschiedenen Barriere-destabilisierenden Stimuli
(Baumgartner et al., 2004). Um ein unterschiedliches, vom Reifegrad des Zellrasens
abhédngiges Ansprechen auf den hydrostatischen Druck auszuschlieBen, wurden die
Druckversuche vergleichend mit fiir 3 Tage und 7 Tage alten Endothelzellkulturen
durchgefiihrt. Hierbei stellte sich heraus, dass der druckprotektive Effekt nicht von der
Kulturdauer und somit auch nicht von eventuellen Unterschieden im Reifegrad der

Endothelzellmonolagen abhingig ist.

Auch die Moglichkeit, dass Tight Junctions eine Rolle bei der Stabilisierung von VE-
Cadherin in der Membran spielen, sollte in der Arbeit iiberpriift werden. In der Literatur
besteht die Hypothese, dass Adhdrens-Junktionen und Tight Junctions miteinander
verbunden sind und sich sogar in ihrer Organisation beeinflussen. So wurden typische
Tight Junction Proteine wie ZO-1 wihrend der frithen Phase der Junktionsbildung in
Adhérens-Junktionen nachgewiesen (Drenckhahn und Ness, 1997; Itoh et al., 1993).
Gezeigt wurde auch, dass in einigen Zellen die korrekte Organisation der Tight
Junctions von der Ausbildung von Adhédrens-Junktionen abhéngt (Behrens et al., 1985).
Diese Befunde weisen auf die besondere Beziehung der beiden Zellkontaktformen hin.
In dieser Arbeit bewirkte hydrostatischer Druck aber keine vermehrte junktionale
Rekrutierung von Claudin 5, dem Hauptadhédsionprotein der Tight Junctions in
Endothelzellen. Eine druckvermittelte Stabilisierung von VE-Cadherin durch
kompensatorische Verstirkung der Tight Junctions scheint somit eher unwahr-

scheinlich.

Die druckvermittelten Phidnomene konnten moglicherweise auch dadurch erklért

werden, dass hydrostatischer Druck oder sein mechanisches Signal die zytoskelettale
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Verankerung von VE-Cadherin stabilisiert und dadurch dessen Verlust durch laterale
Diffusion aus den Junktionen verhindert (Baumgartner und Drenckhahn, 2002a;
Baumgartner und Drenckhahn, 2002b).

Nach einer Modell-Vorstellung wird VE-Cadherin durch B-Catenin an a-Catenin
gekniipft, welches wiederum mit Actin und Actin-bindenden Proteinen wie Vinculin, a-
Actinin oder Formin-1 eine Bindung eingeht. Diese zytoskelettale Verankerung des
Cadherin-Catenin-Komplex scheint zur Stabilitit der Adhérens-Junktionen und der
Zelle im Allgemeinen beizutragen (Aberle et al., 1994; Ben-Ze'ev und Geiger, 1998).
Dariiberhinaus scheint -Catenin eine regulatorische Rolle in der Cadherin-vermittelten
Adhision zu spielen (Huber et al., 2001) und auch transkriptionale und signalgebende/-
weiterleitende Aktivitdit zu besitzen (Ben-Ze'ev und Geiger, 1998; Gottardi und
Gumbiner, 2001). In der Doppel-Immunfluoreszenz waren VE-Cadherin und B-Catenin
unter Kontrollbedingungen entlang der Junktionen kolokalisiert. Nach extrazelluldrer
Ca**-Depletion (45 Minuten) zeigte sich eine diffuse Firbung, was fiir einen
Zusammenbruch des Cadherin/Catenin-Komplexes und eine Dislokation der beiden
Komponenten spricht.

Nach gleichzeitiger 45 miniitiger Druckapplikation jedoch war sowohl der junktionale
Verlust von VE-Cadherin als auch von B-Catenin blockiert. Mdglicherweise stirkt
hydrostatischer Druck direkt oder iliber bestimmte Signalwege die Verankerung von
VE-Cadherin durch pB-Catenin im Zytoskelett und stabilisiert so die Adhédrenskontakte.
In zukiinftigen Studien sollte auch untersucht werden, ob PECAM, Nectin oder JAMs
unter Druckbedingungen bei niedrigen Ca®"-Konzentrationen transzellulire Bindungen

mit VE-Cadherin eingehen konnen.

4.1.2 Hydrostatischer Druck inhibiert Actindepolymerisation,

interzellulire Liickenbildung und Ablésung der Zellen

Die beschriebenen Experimente zeigen, dass eine interzelluldre Liickenbildung durch
den Ca”*/Calmodulin-Inhibitor TFP oder als Folge der Actindepolymerisation durch
Cytochalasin D unter hydrostatischem Druck reduziert wird.

Die Moglichkeit, dass der hydrostatische Druck Transportmechanismen (u.a.

Membrantransporter) aktiviert, die TFP und Cytochalasin D aus der Zelle entfernen,
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scheint unwahrscheinlich, da gezeigt werden konnte, dass TFP einen durch
intrazellulire Ca’"-ErhShung induzierten Anstieg der Permeabilitit in PSEC unter

hydrostatischem Filtrationsdruck von 10 cmH,O verhinderte (Schnittler et al., 1990).

4.2 Vergleich mit anderen Studien

4.2.1 In vitro-Studien zur Bedeutung des hydrostatischen Drucks

In zwei Publikationen (Acevedo et al., 1993; Salwen et al., 1998) wurde berichtet, dass
PSEC, die bis zu 7 Tage lang unter 8-12 mmHg (= 10,9 bis 16,4 cmH,0) kultiviert
wurden, mit einer Elongation der Zellen und einer Bildung eines mehrschichtigen
Zellverbands reagieren. Sumpio et al. (1994) haben beobachtet, dass Endothelzellen aus
der Rinderaorta, die fiir 9 Tage arteriellen hydrostatischen Driicken zwischen 80-100
mmHg (= 109,1 bis 136,4 cmH,O) ausgesetzt wurden, ebenfalls mit einer Zell-
elongation reagierten; die Bildung eines mehrschichtigen Zellverbands fand jedoch
nicht statt.

Kiirzlich publizierte Studien berichten iiber eine vermehrte Stressfaserbildung und eine
Fragmentierung der VE-Cadherin-Immunfiarbung entlang der Zellgrenzen in
Endothelzellen aus der Rinderaorta, die einem hydrostatischen Druck von 100 mmHg
(136,4 cmH,0) iiber 24 Stunden ausgesetzt waren (Ohashi et al., 2007; Sato und
Ohashi, 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnten unter den beschriebenen Bedingungen dagegen
keinerlei Verdnderungen der Zellform und Schichtigkeit in den untersuchten mikro- und
makrovaskuldren Endothelzellen festgestellt werden. Auch zeigte sich weder in mikro-
noch in makrovaskuldren Zellen unter Druckbedingungen eine vermehrte Stress-
faserbildung oder ein verdndertes Muster der VE-Cadherin-Lokalisation im Vergleich

zu Kontrollzellen.

4.2.2 In vivo-Studien zur Bedeutung von extrazellulirem Ca’

Die Untersuchungsergebnisse zeigen einen protektiven Einfluss von hydrostatischem

Druck auf die Integritit des endothelialen Zellverbands gegeniiber verschiedenen
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Bedingungen, die die Endothelbarriere herabsetzen. Da Zellkulturuntersuchungen in der
Regel nicht unter physiologischem hydrostatischen Druck durchgefiihrt werden,
konnten die Ergebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, verschiedene widerspriichliche
Ergebnisse von in vivo-Untersuchungen an Endothelzellen und Blutgefilen neu zu
bewerten. Beispielsweise konnte wiederholt gezeigt werden, dass eine extrazelluldre
Ca**-Depletion in vitro zu einem Permeabilititsanstieg mit Liickenbildung im
Endothelzellrasen fiihrt. In vivo =zeigte sich jedoch, dass die Funktion der
Endothelbarriere in mesenterialen und muskuldren MikrogefdBen nicht auf eine
extrazelluldre Ca*"-Depletion durch Verwendung Ca*'-freier Losungen oder niedriger
EGTA-Konzentrationen reagiert (Curry et al., 1973; He und Curry, 1993). Dagegen
kommt es im Endothel der Lungenkapillaren durch extrazelluliren Ca®"-Entzug
ebenfalls unter in vivo-Bedingungen zur Liickenbildung zwischen den Endothelzellen
(Gao et al., 2000).

Die Ergebnisse der vorhergehenden Arbeit unterstiitzen jedoch die Hypothese, dass
kultivierte Endothelzellen einen Phinotyp ausbilden konnten, der nicht in allen
Aspekten reprisentativ flir die Endothelzellen intakter Gefdle ist (Curry, 2002). Bei
Diskrepanzen von Ergebnissen vergleichender in vivo- und in vitro-Studien sollte
folglich der Einfluss physiologischer mechanischer Bedingungen, wie z.B. hydro-
statischer Druck oder auch Fliissigkeitsscherstress (Franke et al., 1984), beriicksichtigt

werden.

4.3 Signalweg der Mechanotransduktion

Unter physiologischen Bedingungen sind Endothelzellen verschiedenen mechanischen
Kriaften wie Flissigkeitsscherstress, zyklischer Dehnung und hydrostatischem Druck
ausgesetzt. Die genauen Mechanismen, wie diese mechanischen Reize in biochemische
Signale transduziert werden und so eine zellulire Antwort und Anpassung an die
umgebenden Reize auslosen konnen, sind erst in den Anfingen bekannt. Bei der
zelluliren Wahrnehmung von Scherstress und zyklischer Dehnung spielen
dehnungsabhingige lonenkanéle eine Rolle (Tzima, 2006). Bei hydrostatischer Druck-

applikation findet jedoch keine Verformung der Zellen statt, so dass andere
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Mechanismen der Mechanotransduktion in Erwidgung gezogen werden miissen.

4.3.1 Caveolin-1-defiziente Endothelzellen

Untersuchungen von Caveolin-1 defizienten Médusen haben gezeigt, dass Caveolin-1
eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung und Vermittlung von zyklischer Dehnung in
vaskuldren glatten Muskelzellen spielt (Sedding et al., 2005). Deshalb wurden in der
vorliegenden Arbeit die Druckversuche mit einer im Labor generierten Caveolin-1-
defizienten MyEnd-Zelllinie wiederholt. Es zeigte sich, dass hydrostatischer Druck
keine Resistenzsteigerung der Caveolin-1 defizienten Endothelzellen gegeniiber
extrazellulirer Ca®"-Depletion und Applikation von Cytochalasin D und TFP
vermittelte. Daraus kann gefolgert werden, dass Caveolin-1 und Caveolae bei der
Mechanotransduktion des hydrostatischen Drucks eine Rolle spielen, entweder als

Sensorstrukturen oder als Strukturen der druckvermittelten Signalwege.

Neben Caveolin-1 scheinen auch a,f3;-Integrine, c-Src-Kinasen und PI3-K/Akt bei der
Mechanotransduktion von zyklischer Dehnung in vaskuldren glatten Muskelzellen
involviert zu sein (Sedding et al.,, 2005). Eine Beteiligung von Akt bei der
Mechanotransduktion von Druck in Endothelzellen wurde durch die Anwendung des
Akt-Inhibitors Deguelin gepriift. Da Druck auch in Anwesenheit von Deguelin einen
protektiven Effekt auf die endotheliale Integritit bewirkte, scheint die druckvermittelte
Mechanotransduktion {iber einen Akt-abhédngigen Signalweg eher unwahrscheinlich zu

sein (nicht gezeigte Ergebnisse).

Da Caveolin-1 und Caveolae anscheinend an der Vermittlung des hydrostatischen
Drucks beteiligt sind, sollten weitere Caveolin-abhdngige Signalwege untersucht
werden. Caveolin-1 stabilisiert die Caveolae, die eine Vielzahl lipid-modifizierter
Molekiile beherbergen, so dass sich auch eine Vielzahl an moglichen Molekiilen ergibt,
die an der Vermittlung des protektiven Druckeffekts beteiligt sein konnten.

Ein mogliches Enzym, das an der Vermittlung des druckprotektiven Effekts beteiligt
sein konnte, ist die endotheliale NO-Synthetase (= eNOS). Diese produziert Stickoxid

(= Nitric oxide= NO), ein membrangingiges, reaktives Gas, das an der Regulation der
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Endothelbarriere und des vaskuldren Gefdftonus beteiligt ist (Predescu et al., 2005).
Dartiberhinaus wirkt es antithrombotisch und antiatherogetisch. In Studien konnte
gezeigt werden, dass hohere NO-Spiegel einerseits fiir eine gesteigerte Permeabilitit der
endothelialen Barriere erforderlich sind (Michel und Curry, 1999 ;Bucci et al., 2005;
Hatakeyama et al., 2006; Kubes, 1995). Andererseits gibt es auch Untersuchungen, die
nach Inhibition der eNOS eine gesteigerte Permeabilitit mit Offnung der
interendothelialen Kontakte beobachtet haben (Predescu et al., 2005; Rumbaut et al.,
1995). NO fiibt also eine kritische Funktion auf das Endothel aus: Stabilisierung der
Barriere bei physiologischen Konzentrationen und Destabilisierung der Barriere bei
erhohten Konzentrationen (Vandenbroucke et al., 2008).

Die eNOS-Aktivitdt und damit die NO-Spiegel konnen durch verschiedene vasoaktive
Substanzen, wie Vascular endothelial growth facor (= VEGF), Bradykinin, Acetylcholin
oder Adenosin gesteigert werden. Diese Agonisten fithren zu einer Steigerung der
intrazelluldren Ca2+-K0nzentrati0n, die ihrerseits die eNOS und damit die NO-
Produktion stimuliert (Govers und Rabelink, 2001). NO seinerseits ist ein wichtiger
Kofaktor der gesteigerten Permeabilitit (Bucci et al., 2005; Hatakeyama et al., 2006).
Die durch NO geforderte Permeabilitdtssteigerung scheint vor allem tiber eine
Aktivierung einer von cGMP-abhingigen Phosphodiesterase vermittelt zu werden, die
eine Senkung des cAMP-Spiegels bewirkt (Michel und Curry, 1999). Daneben gibt es
andere Signalwege, die die eNOS Aktivitit beeinflussen kdnnen.

AuBer durch vasoaktive Substanzen kann die endotheliale NO-Produktion auch durch
verschiedene mechanische Kréfte, wie Scherstress oder zyklische Dehnung, stimuliert
werden (Awolesi et al., 1994; Corson et al., 1996). Durch den BlutfluBl induzierter
Scherstress zdhlt sogar zu den potentesten Stimuli der NO-Produktion. Shaul et al.
(2002) konnten zeigen, dass diese mechanische Aktivierung der eNOS unabhéngig von
der intrazelluliren Ca**-Konzentration und Calmodulin-Bindung zu sein scheint. Viel-
mehr wurde gezeigt, dass Scherstress eine eNOS-Phosphorylierung bzw. deren
Aktivierung iiber einen PI3K/Akt-abhéngigen Signalweg induzieren konnte (Dimmeler
et al., 1999; Fulton et al., 1999; Go et al., 2001). Dariiberhinaus scheint Scherstress auch
die Assoziation von eNOS und Caveolin-1 zu beeinflussen und auf diesem Wege die
eNOS aktivieren zu konnen (Rizzo et al., 1998).

Die in der vorliegenden Doktorarbeit durchgefiihrten Inhibitionsexperimente von eNOS
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durch L-NAME (=N-nitro-L-arginine methyl ester) ergaben aber keinen Hinweis
darauf, dass eNOS an der Signaltransduktion des druckprotektiven Mechanismus
beteiligt ist (nicht gezeigt, n=3).

Diese Experimente schlieBen auch unsere Arbeitshypothese aus, dass Mikrogasblidschen
aus NO an der Vermittlung des druckprotektiven Effektes beteiligt sind: Durch die
kontinuierlichen Druckversuche wurde weitgehend ausgeschlossen, dass druck-
abhingige Deformationen an der Mechanotransduktion beteiligt sind. Deshalb haben
wir die Hypothese aufgestellt, dass kleine intrazelluldre Stickstoff-Gasblasen als Sensor
fiir hydrostatischen Druck fungieren konnten. Fiir diese Hypothese spricht, dass
Gasblasen, im Gegensatz zu Fliissigkeiten, dem Boyle-Mariottschen Gesetz und
druckabhéngigen Volumeninderungen unterliegen. Uber diesen Mechanismus kénnten
Gasblédschen eine mechanische Spannung an der caveoldren Membran verursachen und
somit als Sensor weitere Signalwege regulieren. Als Gasquelle erschien uns NO
moglich, u.a. auch weil die eNOS an der Caveola-Membran lokalisiert ist und durch

diese reguliert wird (Bucci et al., 2000).

43.2 PKC

Einige Studien berichten, dass Proteinkinase C (= PKC) durch verschiedene
mechanische Stimuli wie zyklische Dehnung, Scherstress oder Druck aktiviert werden
kann (Ali et al., 2006; Ni et al., 2003; Watson, 1991) und bestimmte zelluldre
Antworten auslost. In der Literatur sind 12 verschiedene PKC-Isoformen beschrieben
(Yuan, 2002), die in 4 Klassen unterteilt werden: die klassischen PKC-Isoformen, die
als Ca”-unabhingige und Phorbolester-responsive Enzyme gelten; die 2. und 3. Klasse
beinhalten ,,neuere“ PKC-Isoformen und ,atypische“ PKC-Isoformen, die Ca*'-
unabhingig und nicht Phorbolester-responsiv sind (Vandenbroucke et al., 2008;
Newton, 1995).

Scherstress aktiviert unter anderem die Bildung von Diacylglycerol, einem Aktivator
der PKC. Die aktivierte PKC kann anschlieend eine zytoskelettale Reorganisation
vermitteln (Girard und Nerem, 1993) und die Endothelin-1 Produktion (Kuchan und
Frangos, 1993) und die Expression von PDGF (= platelet-derived growth factor)

(Biswas et al., 1995) stimulieren. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass auch die
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Scherstress-induzierte Aktivierung von ERK1/2 iiber PKC vermittelt wird. ERK 1 und
ERK 2 gehoren zur Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (= MAPK) und
konnen bekanntermaBlen die zelluldre Physiologie und Genexpression auf
unterschiedliche Weise modulieren (Pelech und Sanghera, 1992; Schweighofer et al.,
2007; Yuan, 2002).

Um zu untersuchen, ob hydrostatischer Druck iiber einen PKC-abhingigen Signalweg
eine zellulire Antwort hervorruft, wurden in der vorliegenden Arbeit Druckversuche
mit EGTA bei gleichzeitiger Applikation des PKC-Inhibitors Chelerythrin durchgefiihrt.
Vorldufige Ergebnisse dieser Experimente gaben jedoch keinen Hinweis darauf, dass

der druckprotektive Effekt liber einen PKC-abhédngigen Signalweg vermittelt wird.

4.3.3 Rho A und Rac 1

Es ist bekannt, dass das Junktions-assoziierte Actinfilamentsystem (= JAF) dazu
beitriagt, die Integritit des Endothelzellverbands aufrecht zu halten, indem es die
Zellkontakte der Endothelzelle stabilisiert, u.a. durch Immobilisierung und Aggregation
von Adisionsmolekiilen wie VE-Cadherin. Auf der anderen Seite kann Actin-Myosin-
Kontraktion die Zellen aktiv auseinander ziehen (Schnittler et al., 1990; Goeckeler und
Wysolmerski, 1995). Wahrscheinlich aber nur, wenn die Zelladhésion geschwicht ist.
Obwohl unter Druckbedingungen in der vorliegenden Arbeit kein offensichtliches
Rearrangement des Actinfilamentsystems unter Druckeinfluss durch Phalloidin-
fluoreszenz beobachtet wurde, sollte dennoch untersucht werden, ob verantwortliche
Signalkaskaden eventuell bereits vor sichtbaren Verdnderungen des Actin-
filamentsystem durch hydrostatischen Druck aktiviert werden, die zuerst zu einer
Stabilisierung und im weiteren zeitlichen Verlauf (> 45 Minuten) schlielich zu einer
Umorganisation der Actinfilamente fiihren kdnnten.

Fir eine druckvermittelte Stabilisierung des Actinfilamentsystems sprechen die
Experimente mit Cytochalsin D und TFP. Beide Substanzen fiihren mittel-bis langfristig
zu einer Destabilisierung dynamischer Actinfilamentstrukturen: Cytochalsin D indem es
die Polymerisation von Actinfilamenten unterdriickt, so dass das Gleichgewicht
zwischen G- und F-Actin zu Gunsten von G-Actin verschoben wird und TFP indem es

die Phosphorylierung und Aktivierung von Myosin blockiert und dadurch die Bildung
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funktioneller Actomyosin-Strukturen unterdriickt.

Druckvermittelte Signalwege konnten durch Aktivierung von Actin-bindenden
Minusend-Cappingproteinen das Actinfilamentsystem stabilisieren und dadurch die
Wirksamkeit von TFP und Cytochalasin D auf das Actinfilamentsystem weitgehend
auler Kraft setzen.

Wichtige Regulatoren des Zytoskeletts sind die Mitglieder der Rho-GTPasen-Familie
Rho A und Rac 1, die sich auch als Schliisselregulatoren der endothelialen Adhésion
und des endothelialen Zytoskeletts erwiesen haben. So konnte gezeigt werden, dass
sowohl eine Inhibition von Rho A (Holinstat et al., 2006), als auch eine Aktivierung von
Rac 1 die endotheliale Barriere stabilisieren (Bustelo et al., 2007; Waschke et al., 2006;
Adamson et al.,2002). Hydrostatischer Druck konnte daher moglicherweise Rac 1
aktivieren, was die Verankerung zwischen VE-Cadherin und dem Actinzytoskelett
reguliert und so zur Stabilisierung der endothelialen Barriere beitrdgt (Waschke et al.,
2004).

In vielen Studien konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Mitglieder der kleinen
GTPasen-Familie auch bei der endothelialen Mechanotransduktion von hydro-
dynamischem Scherstress eine Rolle spielen. Ein geldufiges Erklarungsmodell besagt,
dass Scherstress Integrine aktiviert, die an die Extrazellulire Matrix gebunden sind.
Diese sind in der Lage die Aktivitit von Rho A und Rac 1 zu beeinflussen. Rho A
vermittelt initial die durch Scherstress induzierte Polarisation und Retraktion und
schlieBlich die Elongation der Endothelzelle (Wojciak-Stothard und Ridley, 2003).
Dartiberhinaus hat Rho A Effekte auf die Scherstress-induzierte Genexpression (Li et
al., 1999) sowie die interzelluldre Adhision (Dudek und Garcia, 2001).

Das ebenfalls durch Fliissigkeitsscherstress iiber Integrine aktivierte Rac 1 reguliert die
zytoskelettale Reorganisation als Anpassung an die Flussrichtung der Fliissigkeit
(Birukov et al., 2002). Dariiberhinaus vermittelt die durch Scherstress induzierte
Aktivierung von Rac 1 auch die Stirkung der endothelialen Barriere (Shikata et al.,
2005). Wie Rho A hat auch Rac 1 Effekte auf die Genexpression (Tzima et al., 2002).
Um zu untersuchen, ob die stabilisierenden Mechanismen von hydrostatischem Druck
iiber Rho-GTPasen vermittelt werden, wurde die Aktivitit von Rho A und Rac 1 nach
Druckapplikation durch GLISA bestimmt. Hierbei ergab sich jedoch keine signifikante
druckabhéngige Beeinflussung der Rho A- oder Rac 1-Aktivitit. Zukiinftig sollte in
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weiterfithrenden Studien untersucht werden, inwieweit Integrine (Jalali et al., 2001),
Intermedidrfilamente (Li et al., 1997) und andere kleine GTPasen wie Cdc 42 (Li et al.,
1999) oder Ras (Li et al., 1996), die alle an der Reizweiterleitung von Scherstress
beteiligt zu sein scheinen, auch bei der Mechanotransduktion des hydrostatischen

Drucks eine Rolle spielen.

4.3.4 cAMP

In vielen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine erhohte intrazelluldre
Konzentration von cAMP die endotheliale Barriere sowohl in vivo als auch in vitro
stirkt (Stelzner et al., 1989; van Nieuw Amerongen und van Hinsbergh, 2002). Uber
PKA-abhingige und -unabhingige Signalwege (cAMP-Epac-Rapl) werden unter-
schiedliche Mechanismen, die teilweise auch die kleinen GTPasen involvieren, aktiviert
(Bos, 2003; Birukova et al., 2007).

So werden bei gesteigertem intrazelluliren cAMP-Spiegel die Myosin-vermittelte
Kontraktion durch Inhibition von Rho A blockiert (Qiao et al., 2003) und die
zytoskelettale Reorganisation durch Rac 1-Aktivierung (Baumer et al., 2008) sowie die
Umverteilung der junktionalen Komponenten von Adhidrens-Junktionen und Tight
Junctions vermittelt (Baumer et al., 2008; Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 2005).
Da hydrostatischer Druck ebenfalls einen Barriere-stabilisierenden Mechanismus
hervorruft, galt es herauszufinden, ob hydrostatischer Druck zu einem cAMP-Anstieg
fiihrt und der druckprotektive Effekt iiber cAMP-abhingige Signalwege vermittelt wird.
Die cAMP-Messungen ergaben jedoch keine druckabhingigen Effekte auf die cAMP-
Konzentration. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Boo et al., die 2002 zeigen
konnten, dass Scherstress die Aktivitit der PKA stimuliert und eine eNOS-
Phosphorylierung verursacht (Boo et al., 2002), scheinbar ohne jedoch die endotheliale
cAMP-Konzentration zu beeinflussen (Malek et al., 1993). Da bis dato aber eine
Aktivierung der PKA immer cAMP-abhingig zu sein schien, wurde spekuliert, dass
Scherstress die cAMP-Spiegel in bestimmten subzelluldren Kompartimenten steigert,
ohne dass die gesamte zellulire cAMP-Konzentration dadurch verdndert wird. Eine
weitere Moglichkeit konnte darin bestehen, dass PKA nicht iiber einen cAMP-
abhédngigen Signalweg, sondern iiber PI3K/PDKI1 (= Phosphatidylinositol-dependent
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kinase) aktiviert wird (Go et al., 2001). Auch die Ergebnisse der cAMP-Messung unter
Druckbedingungen konnten so interpretiert werden. In weiterfiihrenden Studien sollte
untersucht werden, welchen Effekt hydrostatischer Druck auf die Funktion von PKA
oder PI3K/PDKI hat.

5. Ausblick

Hamodynamische Krifte konnen die Struktur und Funktion der vaskuldren
Endothelzellen modulieren. Unter normalen Konditionen ermdglichen diese
modulierenden Einfliisse eine optimale Anpassung des vaskuldren Endothels an
Verdnderungen der &ulleren mechanischen Stimuli. Das Verstindnis, wie ein
mechanisches Signal in ein chemisches Signal umgewandelt wird und Mechanismen
aktiviert, die die endotheliale Integritdt aufrechterhalten, kann dazu beitragen, neue
therapeutische Ansdtze pathologischer Storungen der endothelialen Permeabilitit zu
finden.

In weiterfithrenden Studien sollte die protektive, Caveolin-1-abhidngige Stabilisierung
von VE-Cadherin durch hydrostatischen Druck ndher untersucht werden. Durch
Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von VE-Cadherin nach Druck-Exposition
konnte man feststellen, ob die druckvermittelten Signalwege direkt am VE-Cadherin
angreifen. Dariiberhinaus sollte auch die Rolle von NO genauer untersucht werden. Da
auch andere Gruppen =zeigen konnten, dass die eNOS eine Rolle bei der
Mechanotransduktion von Druck in Kokulturen von Endothel- und glatten Muskelzellen
spielt (Vouyouka et al., 2006), muss bedacht werden, dass die Blockade der eNOS mit
L-NAME unzureichend gewesen sein konnte. Es sollte zusétzlich mit eNOS-Knockout-
Modellen oder siRNA gearbeitet werden, um eine mogliche Rolle von NO bei der
Mechanotransduktion zu beweisen. Desweiteren sollten die mit eNOS assoziierten
Signalwege eingehender untersucht werden. Neben Scherstress scheint auch Druck iiber
einen ERK- und PKC-abhingigen Signalweg die eNOS-Konzentration zu beeiflussen
(Vouyouka et al., 2006). Mittels potenter Inhibitoren sollten dieser Signalweg und auch
die durch Scherstress induzierte, PI3K/AKT-abhinginge Phosphorylierung der eNOS

noch einmal unter hydrostatischen Druckbedingungen untersucht werden. Da in
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aktuellen Studien gezeigt werden konnte, dass verschiedene Komponenten der
endothelialen Glykokalix ebenfalls iiber einen NO-abhidngigen Signalweg mechanische
Reize vermitteln kdnnten (Dull et al., 2007; Pahakis et al., 2007), sollte die Moglichkeit,
dass spezifische, mit Caveolae- bzw. Caveolin-1-assoziierte Komponenten der
Glykokalix eine Rolle im Signalweg der Druckprotektion spielen, in Erwdgung gezogen
und tUberpriift werden. Falls durch diese Untersuchungen eine Beteiligung der eNOS
und NO eher unwahrscheinlich zu sein scheint, sollten andere mit Caveolae assoziierte

Signalmolekiile untersucht werden.

6. Zusammenfassung

Endothelzellen kleiden als einschichtiger Zellverband die Blutgefd3e aus und bilden so
eine Barriere zwischen Blut und Interstitium. Der Austausch von Fliissigkeit und
Makromolekiilen iiber diese Barriere wird durch die transzelluldre und parazellulédre
Permeabilitit reguliert. Die parazelluldre Permeabilitit ist von der Integritdt der
interzelluldren endothelialen Junktionen abhingig. Eine Schwichung der Adhésion und
Offnung der Tight Junctions bedingt unweigerlich einen Anstieg der Permeabilitit, die
bei verschiedenen pathologischen Bedingungen, z.B. inflammatorischen Odemen und
allergischem Schock, lebensbedrohlich werden kann. Unter physiologischen Be-
dingungen ist das Endothel verschiedenen mechanischen Stimuli wie Scherstress durch
den BlutfluB3, zyklischer Dehnung durch die Wandspannung und hydrostatischem Druck
durch den Blutdruck ausgesetzt.

Da die Effekte des hydrostatischen Drucks auf die Biologie der Endothelzelle
weitgehend unverstanden sind, sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des
physiologischen hydrostatischen Drucks auf die Integritit des endothelialen
Zellverbands ndher untersucht werden. Sowohl in mikrovaskulédren Endothelzellen als
auch in makro-vaskuldren Endothelzellen wurde gefunden, dass hydrostatischer Druck
von 5-15 c¢mH,0, wie er typischerweise in Blutkapillaren in vivo herrscht, einen
protektiven Einfluss auf die Endothelbarriere gegeniiber permeabilititssteigernden
Einfliissen vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass eine extrazellulire Depletion von

Ca®" durch EGTA zu einem Verlust von VE-Cadherin aus den endothelialen Junktionen
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mit Liickenbildung zwischen den Zellen fiihrt (dargestellt durch Immunfluoreszenz) und
dass dieser Effekt durch die gleichzeitige Applikation eines hydrostatischen Drucks von
15 emH,O weitgehend verhindert werden konnte. Auch die durch Cytochalasin D
induzierte Actindepolymerisation und interzelluldre Liickenbildung sowie die
Dissoziation der Zellkontakte und Zellabldsung nach Zugabe des Ca®"/Calmodulin-
Antagonisten Trifluperazin und die Thrombin-induzierte Zelldissoziation konnten durch
gleichzeitige Druckexposition von 15 cmH,0O inhibiert werden. Dariiberhinaus konnte
mit Hilfe der Laserpinzetten-Technik gezeigt werden, dass hydrostatischer Druck die
Haftung von mit VE-Cadherin beschichteten Mikroperlen an der endothelialen
Zelloberflidche sowohl in Abwesenheit von extrazelluldrem Ca®" als auch unter Einfluss
von Cytochalasin D und Trifluperazin nahezu unvermindert ermoglichte, wihrend ohne
hydrostatischen Druck die Mikroperlen unter diesen Bedingungen (Ca”*-Depletion,
Cytochalasin D, Trifluperazin) nicht mehr hafteten.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, welche Mechanismen an den
druckvermittelten Signalwegen beteiligt sein konnten. Es ist bekannt, dass cAMP und
auch die Mitglieder der Rho-GTPasen-Familie Endothelbarriere-stabilisierende
Funktionen haben. Es konnten jedoch keine signifikanten Veranderungen der cAMP-
Konzentrationen sowie der Rho A- und Rac 1-Aktivitit in makrovaskuldren
Endothelzellen unter hydrostatischem Druck von 15 cmH,O innerhalb von 45 Minuten
nachgewiesen werden.

Da Caveolin-1 in der Literatur eine Rolle in der Mechanotransduktion von zyklischer
Dehnung und Scherstress zugesprochen wird, wurden im Labor generierte
Endothelzellen aus Caveolin-1-defizienten Miusen untersucht. Caveolin-1 stabilisiert
plasmalemmale Invaginationen, die Caveolae, die eine Vielzahl an Molekiilen mit
signalgebenden und -weiterleitenden Funktionen beherbergen. In Caveolin-1-
defizienten Endothelzellen war hydrostatischer Druck nicht in der Lage eine
Destabilisierung des endothelialen Zellrasens durch Cytochalsin D, Trifluperazin und
EGTA zu unterdriicken.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass ein physiologischer hydrostatischer
Druck zur Erhaltung der endothelialen Integritdt und ihrer Barrierefunktion beitrdgt und
Caveolin-1-vermittelte Mechanismen bei der Mechanotransduktion des hydrostatischen

Drucks eine Rolle spielen.
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