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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Integritit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist bei vielen Erkrankungen des humanen
zentralen Nervensystems (ZNS) beeintrichtigt. Unter verschiedenen neuroinflammatorischen
Bedingungen, wie bei zerebralen Ischdmien, Traumata, Hirntumoren oder der Multiplen
Sklerose (MS), kommt es zum Verlust der protektiven Schrankenfunktion. Zu den ersten
Anzeichen des BHS-Zusammenbruchs zdhlt der Verlust der Zell-Zell-Adhidsion: der
Adhérens- und Occludenskontakte. Therapeutische MaBnahmen dieser Krankheiten
beinhalten Behandlungen mit Glukokortikoiden (GCs), wobei der Mechanismus und die
Wirkungsweise dieser Substanzen bis heute nicht vollkommen aufgeklirt sind.

In der zerebralen Hirnendothelzelllinie cEND [Forster C, Silwedel C, Golenhofen N, Burek
M, Kietz S, Mankertz J & Drenckhahn D. (2005). Occludin as direct target for glucocorticoid-
induced improvement of blood-brain barrier properties in a murine in vitro system. J Physiol
565, 475-486] wurde eine Funktionsverbesserung der Endothelbarriere durch die
Expressionerhohung von Occludin nach GC-Behandlung bereits analysiert. Darauthin wurden
andere Kandidaten des apikalen Junktionssystems gesucht, die positiv auf GC-Gabe
ansprechen. Der erste Teil der Arbeit prisentiert den positiven Einfluss der Dexamethason-
Behandlung auf die Expression des Adhédrenskontakt-Proteins VE- (Vascular-Endothelial)
Cadherin in cEND-Zellen. Dabei wurde eine Reorganisation des Zytoskeletts, eine verstirkte
Verankerung des VE-Cadherins an das Zytoskelett, sowie eine einhergehende
Morphologiednderung der behandelten Zellen beobachtet. Untersuchungen der
Transkriptionsaktivierung des VE-Cadherin-Promoters nach Dexamethason-Behandlung,
wiesen auf einen indirekten Steroid-Effekt hin, der zu einer Erhohung der VE-Cadherin-
Proteinsynthese fiihrte. Somit sind GCs wichtig fiir die Proteinsynthese und -organisation
beider Kontaktproteinarten: der Adhédrens- und Occludenskontakte in mikrovaskuldren
Hirnendothelzellen.

Die Beeintrachtigung der BHS-Integritit mit Verdnderungen der Occludenskontaktexpression
zahlt zu den frithen Ereignissen bei der Entstehung einer Inflammation des ZNS, wie
beispielsweise bei der MS. Im zweiten Teil der Dissertation wurde die Herunterregulation
von Occludenskontaktproteinen in der cEND-Zelllinie untersucht. Dabei wurden cEND-
Zellen mit Seren von Patienten, die sich in zwel verschiedenen Stadien der MS befanden,
behandelt: in der akuten Exazerbationsphase oder der Remissionsphase, und auf die Protein-
und Genexpression mit und ohne Dexamethasons-Behandlung untersucht. Es konnte ein
negativer Effekt auf den Barrierewiderstand und die Occludenskontaktexpression, sowie eine

erhohte MMP-9-Genexpression nach Krankheitssereninkubation gezeigt werden. Die



Zusammenfassung

Dexamethason-Behandlung ergab eine geringe, aber keine vollstindige Rekonstitution der
Barrierefunktion. Anhand dieser Studie konnte jedoch erstmals eine Erniedrigung der
Protein- und mRNA-Synthese von Claudin-5 und Occludin in Remissionspatientenseren
inkubierten cEND-Zellen demonstriert werden. Somit konnten diese Erkenntnisse zur
Pradiagnose einer bevorstehenden Exazerbationsphase der MS eingesetzt werden.

Eine Langzeit-GC-Behandlung fithrt zu zahlreichen Nebenwirkungen, u. a. zum
Bluthochdruck, welcher aufgrund einer eingeschrinkten Produktion des vasodilatativen
Faktors Stickstoffmonoxid, NO, im myokardialen Endothel hervorgerufen wird.
Veridnderungen in der NO-Produktion, wie auch anderer Faktoren der NO-Signalkaskade in
der myokardialen Endothelzelllinie MyEND unter Einfluss von Dexamethason standen im
Zentrum des dritten Teils dieser Arbeit. Wéahrend keine Veridnderungen in der Expression der
endothelialen NO-Synthase, eNOS, nach GC-Behandlung gezeigt werden konnten, wurden
repressive Einfliisse von Dexamethason auf die Enzymaktivitit der eNOS in MyEND-Zellen
untersucht. GC-Gabe fiihrte zur einer herabgesetzten Synthese des essenziellen Co-Faktors
der eNOS, des Tetrahydrobiopterins, BH4, sowie zu einer Herunterregulation der GTP-
Cyclohydrolase-1 (GTPCH-1), des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der BHjy-
Produktion. Im Gegensatz zu bisherigen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, konnte in der
vorliegenden Studie belegt werden, dass die Herunterregulation der GTPCH-1 mRNA-Level
auf den Liganden-abhingigen proteasomalen Abbau des Glukokortikoid-Rezeptors (GR)
zuriickzufiihren ist. Das 26S-Proteasom moduliert die GR-abhingige Genexpression durch
Kontrolle des Umsatzes und des Recyclings des Rezeptors selbst, wodurch eine regulierte
Hormonresponsivitidt gewihrleistet wird. Die Aufhebung des Liganden-abhingigen Abbaus
des GR-Proteins durch gezielte Proteasominhibition, sowie durch eine Uberexpression des
ubiquitinylierungsdefekten GR-Konstruktes, K426A-GR, in Dexamethason-behandelten
MyEND-Zellen resultierte in einer Erhohung der GTPCH-1-Expression, sowie einer
gesteigerten eNOS-Aktivitdt. Die hier beschriebenen Ergebnisse erlauben einen innovativen
Einblick in die Erkenntnisse zur GC-vemittelten Hypertonie.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass GC-Behandlungen von mikrovaskuldren
Hirnendothelzellen zu einer Stabilisierung der Endothelbarriere fithren. Unter pathologischen
Bedingungen, wie der MS, wird der protektive GC-Effekt durch andere Faktoren
beeintriachtigt

10
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Summary

The integrity of the blood-brain barrier (BBB) is compromised in many disorders of the
human central nervous system. A breakdown of the blood-brain barrier under conditions of
neuroinflammation and cerebral ischemia, but also traumas, brain tumours and multiple
Sclerosis (MS), leads to loss of the protective function of the barrier. In its breakdown one of
the first observable changes is the loss of intercellular adhesion and concomitant an increase
of permeability. Although therapeutic strategies for diseases with impaired BBB function
include the treatment with glucocorticoids (GCs) but the mechanism explaining GC action
still remains unclear.

Recent studies showed the influence of GCs on the expression of the tight junction protein
occludin in the brain capillary endothelial cell line cEND, contributing to improvement in
endothelial barrier functions. In this study, we investigated GC effects on the expression of
the adherens junction proteins VE- (vascular-endothelial) cadherin. It was possible to show a
positive influence of dexamethasone administration on VE-cadherin protein levels as well as a
rearrangement and the anchorage of VE-cadherin protein to the cytoskeleton. Investigation of
transcriptional activation of the VE-cadherin promoter by dexamethasone, however, did not
point to direct glucocorticoid-mediated VE-cadherin gene induction. But it rather suggested
indirect steroid effects leading to increased VE-cadherin protein synthesis. We thus propose
that glucocorticoid effects on VE-cadherin protein synthesis and organization are important
for the formation of both adherens and tight junctions, and for improved barrier properties in
microvascular brain endothelial cells.

Abnormalities in the expression profile of tight junctions in cerebral endothelium constituting
barrier functions occur early during neuroinflammation, as Multiple Sclerosis (MS). In the
second part of this study, the disruption of tight junction proteins in the cEND cell line was
analysed. cEND cells were incubated with sera from patients, which were in two different
states of MS: in the acute exacerbation or the remission phase of the disease, and protein
levels and gene expression of claudin-5, occludin and VE-cadherin with and without
dexamethasone treatment were investigated. There arised a downregulation of claudin-5 and
occludin on protein and mRNA levels and an accompanying upregulation of MMP-9 activity
revealed. A minor reconstitution of barrier functions related to dexamethasone treatment
could be shown. However, no reconstitution could be detected to the control level.
Especially, observations in downregulation of claudin-5 and occludin in cEND cells

incubated with sera from patients in remission phase of MS could not be demonstrated
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before. Thus, this finding is proposed to be a new useful prediagnostic tool for an early
detection of upcoming exacerbation phase.

One of the numerous side effects of GC therapy is hypertension arising from reduced release
of the endothelium-derived vasodilator nitric oxide, NO, being in the centre of the third part
of this study. While effects of dexamethasone on endothelial NO synthase, eNOS, expression
itself could not be demonstrated, repressive effects of dexamethasone on eNOS enzyme
activity were shown in the myocardial endothelial cell line MyEND. Following GC-treatment
we observed decreased levels of the essential cofactor of eNOS, tetrahydrobiopterin, BH4. We
also determined a downregulation of GTP cyclohydrolase-1, GTPCH-1, the key enzyme of
BH, synthesis. In contrast to recent data from other groups, we postulate that this
downregulation of GTPCH-1 mRNA levels is not a direct downregulation effect of GC
action. But it is rather a consequence of the ligand-dependent proteasomal degradation of the
GC receptor, GR. The 26S-proteasome modulates GR-dependent gene transcription by
regulation of its turnover and the recycling of receptor/transcriptional DNA complexes,
thereby ensuring continued regulation of hormone responsivity. In this work, the inhibition of
proteasome-mediated proteolysis of GR by using inhibitors of the 26S-proteasome, or
overexpression of a point-mutated, ubiquitination-defective GR construct, K426 A-GR, which
attenuates endothelial GC responsivity, was demonstrated. The abrogation of ligand-
dependent degradation of GR protein resulted in increased levels of GTPCH-1 hence
expression, leading to an increased eNOS-activity. These results provide a new insight into
the research of GC-induced hypertension.

Taken together, these data demonstrate, that GC treatment in microvascular brain endothelial
cells leads to barrier stabilisation, but under conditions of MS there are many other factors

like cytokines and chemokines, which abrogate this positive action.
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2. Einleitung

2.1 Die Blut-Hirn-Schranke: Aufbau und Funktion.

Das Gehirn erfiillt als Hauptbestandteil des Zentralen Nervensystems (ZNS) einzigartige
Funktionen. Deswegen muss die Aufrechterhaltung der Homoostase, eine konstante
Versorgung mit Nihrstoffen und ein besonderer Schutz vor korperfremden Substanzen, sowie
vor schidigenden Umwelteinfliissen gewihrleistet sein. Die Regulation des Substratflusses
obliegt der Blut-Hirn-Schranke (BHS), einer physiologischen Diffusionsbarriere, essenziell
fir die Gewihrleistung einer strikten Homoostase und fiir die Funktionen des ZNS
(Pardridge, 1988; Hatashita & Hoff, 1990; McDonald, 1994). Die BHS ist aus vier Schichten
aufgebaut: dem Endothel der Kapillaren, den Perizyten, der diese beiden Zelltypen
umgebenden Basalmembran, sowie den Fortsdtzen der Astrozyten. Alle Komponenten der

BHS sind gleichermallen wichtig fiir ihre normale Funktion und Stabilitt.

Abb.: 2.1 Aufbauschema der BHS.
Endothelzellen kleiden die Kapillaren der BHS
aus. Deren Dichtigkeit wird durch TJ
gewihrleistet. Perizyten und Endothelzellen
werden komplett von der Basalmembran
umgeben. Die Fortsédtze der Astrozyten grenzen
an die Basalmembran. (adaptiert nach PD Dr.
med. F. Stoghauer; Universitit Miinster)

Nervenzelle

Astrozyt

Endothel-
zelle

Perizyt

Die eigentliche Barrierefunktion erfiillen jedoch die Endothelzellen mit ihren
Adhirenskontakten (engl. Adherens Junctions, Als), sowie den Occludenskontakten (engl.
Tight Junctions, TJs) (Risau & Wolburg, 1990). So wird eine Barriere gegen alle sonst
kapillargingigen Stoffe gebildet, die am Ubertritt in das besonders empfindliche Hirngewebe
gehindert oder in Abhéngigkeit von der physikalisch-chemischen Beschaffenheit des Stoffes
auch selektiv durchgelassen werden. Die TJ der Endothelzellen begrenzen den parazellulidren

Fluss von hydrophilen Molekiilen durch die BHS. Im Gegensatz dazu diffundieren kleine
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lipophile Substanzen, wie O, und CO,, entlang ihres Konzentrationsgradienten frei durch die
Plasmamembranen (Grieb et al, 1985). Im Ubrigen findet ein aktiver, Energie
verbrauchender Transport statt. Mit Hilfe spezieller, transzelluldrer Transporter gelangen
Nihrstoffe, wie Glukose (GLUT-1) und Aminosduren (z.B. L-Sytsem, A-System) ins Gehirn
(Dermietzel et al., 1992; McAllister et al., 2001; Elfeber et al., 2004). Gleichzeitig ermoglicht
Rezeptor-vermittelte Endozytose das Eindringen von groBeren Molekiilen (Pardridge et al.,
1985; Pardridge, 1986; Zhang & Pardridge, 2001). Zudem wird die Permeabilitit des BHS-
Endothels auch durch Astrozyten kontrolliert. Ihre Fortsétze liegen eng aneinandergereiht an
der Basalmembran der Hirnkapillaren und stehen in unmittelbarer Wechselwirkung mit dem
Endothel (Neuhaus er al., 1991). Astrozyten schiitten eine Reihe Botenstoffe aus, die die
Durchléssigkeit der Endothelzellen im Sekunden- oder im Minutenbereich verdndern konnen
(Liebner et al., 2000; Abbott, 2002). Umgekehrt sezernieren Endothelzellen ebenfalls
Faktoren, die die Differenzierung der Astrozyten anregen (wie den Leukidmie-inhibierenden
Faktor, LIF) (Abbott, 2002). Die Plamamembran der Astrozytenfortsitze grenzt an die
Basalmembran, die die Endothelzellen der BHS in einer Doppelschicht vollkommen umgibt
(M. Pavelka und J. Roth: Funktionelle Ultrastruktur. Verlag Springer, S. 234-235. ISBN 3-
211-83563-6). Die Basalmembran ist ca. 40-50 nm dick und besteht im Wesentlichen aus
Kollagen 1V, Heparinsulfat-Proteoglycan, Laminin, Fibronektin und weiteren extrazelluldren

Matrixproteinen (Hawkins & Davis, 2005; Newton, 2006).

2.1.1 Aufbau der Endothelbarriere

Von grofler Bedeutung unter den die Endothelbarriere gewihrleistenden Zell-Zell-Kontakten
sind die Adhirens- und Occludenskontakte, die beide als schmale, eine Zelle vollkommen
umgebende Binder vorkommen (Dejana, 2004). Als Briicke zwischen Endothel und der
extrazelluliren Matrix (ECM) dienen Zell-Matrix-Kontakte, welche ebenfalls die
Barriereeigenschaften des Endothels beeinflussen. Zu dieser Gruppe von Proteinen gehoren
die Integrine (Mehta & Malik, 2006).

Alle junktionalen Adhésionsproteine binden iiber ihren zytoplasmatischen Anteil, {iber sog.
Adapterproteine, an das Zytoskelett (Lampugnani et al., 1995; Bazzoni & Dejana, 2004). Das
Aktinzytoskelett spielt also gemeinsam mit den Adhésionsmolekiilen, iiber die reine
Verankerungsfunktion hinausgehend, eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung und der

Regulation der Endothelbarriere (Mehta & Malik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008).
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Tight junction

7HB, ZONAB,
cingulin etc.

Adherens junction

Abb.: 2.1.1 Endotheliale Zell-Zell-Kontakte. Adhédrens- und Occludenskontakte bilden die Endothelbarriere
aus. VE-Cadherin wird intrazelluldr iiber Adaptermolekiile (a-, B-, y-Catenin, o-Aktinin) am Aktinomyosin-
Zytoskelett gekoppelt. Claudin-1, -3, -5 und Occludin sind iiber ZO-1-3, Cingulin an das Aktin-Zytoskelett
gebunden. Quelle: modifiziert nach (Forster, 2008).

2.1.2 Adhirenskontakte

Der Begriff Adhirenskontakt (AJ) fasst eine Gruppe von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen
zusammen, zu denen Zonulae adhaerentes (Giirteldesmosomen), Fasciae adhaerentes
(Streifendesmosomen) und Pucta adhaerentes (Punktdesmosomen) gehoren (Drenckhahn,
2003). Die typischen AJ kommen im Epithel- und Endothelgewebe vor, wo sie direkt
unterhalb der Occludenskontakte einen Adhédsionsgiirtel bilden. AlJs stehen in enger
Verbindung mit den Aktin-Filamenten zweier benachbarter Zellen, wodurch es zu einer
mechanischen Verstirkung kommt. Auf diese Weise werden Aktin-Filamente mehrerer Zellen
zu einem transzelluldren Netzwerk zusammengeschlossen (Hartsock & Nelson, 2008).

Das spezifisch im Endothel vorkommende Adhésionsmolekiil dieser Art ist das Vascular
Endothelial Cadherin (VE-Cadherin oder Cadherin-5) (Gumbiner, 1996; Dejana et al., 1999;
Gumbiner, 2005), ein Transmembranprotein, welches Ca?"-abhiingige Adhiision in Trans-
Ausrichtung vermittelt. Durch Homodimerisierung bildet es eine ReiBverschluss-dhnliche
Struktur entlang der Zelloberfliche durch laterale Aggregation (Takeichi, 1988; Pokutta et al.,
1994; Boggon et al., 2002). Durch das zytoplasmatische Ende interagiert das VE-Cadherin
mit Plaqueproteinen: dem B-Catenin und Plakoglobin (y-Catenin), die ihrerseits an das o-
Catenin binden (Lampugnani et al., 1995; Perez-Moreno et al., 2003). Das letztgenannte
Protein bindet an Aktin-Mikrofilamente und ist an der Polymerisierung dieser beteiligt, was
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entweder direkt oder auch indirekt durch eine Reihe von anderen Proteinen, wie das Vinculin,
Z0-1 oder das a-Actinin, erfolgt (Itoh et al., 1997; Perez-Moreno et al., 2003). Cadherine, die
eine Verankerung mit dem Aktinzytoskelett ausgebildet haben, stabilisieren die junktionale
Struktur und tragen zur spezifischen Zellmorphologie, Zell-Zell-Erkennung und zum
Uberleben der Zelle bei (Gumbiner, 1996; Dejana et al., 2000). In endothelialen
Vorlduferzellen wird das VE-Cadherin charakteristischerweise sehr frith exprimiert (Vittet et
al., 1996; Dejana et al., 1999; Gumbiner, 2005). Die wichtige adhiésive Rolle dieses Proteins
(Baumgartner et al., 2003) enthiillte u. a. eine knock-out-Studie an der Maus: das fehlende
VE-Cadherin-Gen verursacht eine Inaktivierung korrespondierender Gene, VE-Cadherin™
Endothelzellen weisen keinerlei Adhision mehr auf, was zur Letalitit innerhalb der ersten 5
Tage der Embryonalentwicklung fiihrt (Carmeliet et al., 1999). Das VE-Cadherin ist
Wechselwirkungspartner des [-Catenins an der Zellmembran, welches auch als
Transkriptionsfaktor fungieren kann: dabei dissoziiert es vom VE-Cadherin, mit
anschlieBender nukledrer Translokation (Liebner et al., 2008). Zu einer Lockerung der
Cadherin-Cadherin-Kontakte kann es auch durch posttranslationale Veridnderungen des
Proteins kommen, z.B. durch Phosphorylierung, welche, durch den Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) und dessen Rezeptor VEGF-R2 (Carmeliet & Jain, 2000) vermittelt
wird. Diese Interaktion mit dem VE-Cadherin verursacht eine Erhohung der endothelialen
Permeabilitdt und Verringerung des Zellwachstums (Lampugnani et al., 2006) und spielt eine

Rolle bei der Angiogenese (Cavallaro et al., 2006; Lampugnani & Dejana, 2007).

2.1.3 Occludenskontakte

Neben den Adhédrenskontakten gehdren zum apikalen junktionalen Komplex der BHS auch
Occludenskontakte (TJ), zu denen drei integrale Membranproteinfamilien zdhlen: die
Claudine, Occludin und die Junction Adhesion Molecules (JAMs), sowie eine Reihe
akzessorischer Proteine (ZO-1,-2 und -3, Cingulin) und andere. Claudine und Occludin bilden
gemeinsam die Transmembran-Komponente der Occludenskontakte aus. Akzessorische
Proteine befinden sich im Zytoplasma und verbinden membranstindige Proteine mit Aktin
(Fanning et al., 1998). Beide, das Occludin und die Claudine, sind gleichermallen
Voraussetzung fiir die Ausbildung der BHS (Sonoda et al., 1999).

TJ bilden eine dichte Diffusionsbarriere zwischen zwei benachbarten Zellen aus. Die
membranstidndigen Bénder, die Occludin und die Claudine gemeinsam ausbilden, beinhalten
fluktuierende Kanile, die eine Kontrolle iiber die selektive Diffusion hydrophiler Substanzen,

sowie Ionen ermoglichen (Matter & Balda, 2003). Occludin war das erste in
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Occludenskontakten lokalisierte TJ-Protein, das 1993 mit Hilfe der
Gefrierbruchelektronenmikroskopie entdeckt wurde (Furuse et al., 1993). Es ist ein 65 kDa
groBBes Phosphoprotein mit zwei zytoplasmatischen und vier Transmembrandoménen.
Occludin spielt eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der epithelialen und endothelialen
Permeabilitidt (Hirase et al., 1997). Hierbei korreliert die Stirke der gewebespezifischen
Expression des Occludins mit den Barriereeigenschaften des jeweiligen Gewebes (Hirase et
al., 1997). Die Uberexpression von Occludin verursacht einen Anstieg des transepithelialen
elektrischen Widerstandes in MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney cells) (McCarthy et
al., 1996). Die unterschiedliche Occludin-Proteinexpression in Hirnkapillaren und den
GefilBlen nicht-neuronaler Organe suggeriert, dass eine hohe Occludin-Expression maB3geblich
fir eine niedrige Permeabilitit der Hirnendothelzellen ist. Occludin ist deshalb ein
konsistenter Marker fiir die Funktion von TJ der BHS.

Aus der Familie der Claudine sind iiber 20 Mitglieder bekannt. Gemeinsam mit dem Occludin
sind sie essenziell fiir die Gewihrleistung der niedrigen endothelialen Permeabilitiit, des
parazelluldren Ionenflusses und der Polaritit der Endothelzellen der BHS (Tsukita et al.,
2001). Einige Claudine erfiillen gewebespezifische Funktionen und regulieren auf
Transkriptionsniveau auch organspezifische Funktionen (Ikenouchi et al., 2003). In
Endothelzellen der BHS werden die Claudine -3, -5 und -12 exprimiert. Die Anwesenheit des
Claudin-1 im Hirnendothel wird allerdings immer noch diskutiert (Liebner et al., 2000).
Ahnlich dem Occludin, besitzen Claudine vier Membran-durchspannende Abschnitte, zwei
extrazellulidre Schleifen und zwei zytoplasmatische Termini (Morita et al., 1999).
Claudin-5-defiziente Méuse sterben bereits nach einem Tag postnatal. Thre BHS-Integritét ist
erheblich gestort und durchléssig fiir kleine Molekiile (< 800 kDa) (Nitta et al., 2003). Bis
heute ist die Transkriptionskontrolle des Claudin-5-Gens weitgehend unbekannt. Einen
Beitrag zu dessen Erforschung lieferte eine Arbeit unserer Gruppe, in der die Regulation des
Claudin-5-Promoters durch Glukokortikoide (GCs) und das Zytokin Tumor Necrosis Factor
o (TNFaq) beschrieben wurde (Burek & Forster, 2009).
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Abb.: 2.3.1 Schematische Gegeniiberstellung von Occludin und dem Claudin-5. Beide Proteine besitzen vier
transmembranire und zwei schleifenférmige extrazellulire Dominen. Uber den COOH-Terminus konnen
Occludin und Claudine mit Plaqueproteinen interagieren. Quelle: (Schneeberger & Lynch, 2004) (modifiziert).

2.14 Das Zytoskelett der Endothelzellen

Das Zytoskelett ist ein dynamisches und anpassungsfihiges Netzwerk im Zytoplasma, das aus
polymerisierenden und depolymerisierenden Strukturproteinen (Filamenten) besteht. Es ist
verantwortlich fiir die mechanische Stabilisierung der Zelle und ihre duBlere Morphologie.
Ebenso vermittelt es die aktive Bewegung der Zelle, sowie Transportvorgidnge und Signale
innerhalb der Zelle (Bogatcheva & Verin, 2008). Die Strukturen des Zytoskeletts sind mit
Adapterproteinen assoziiert, die der Verstirkung der Filamente dienen, sich entlang der
Filamente bewegen und mit anderen Strukturen verbinden konnen (Lee & Gotlieb, 2003).

In eukaryotischen Zellen werden drei verschiedene Zytoskelettfilamente unterschieden:
Aktin- und Intermediarfilamente, sowie Mikrotubuli.

Aktinfilamente sind faserdhnliche Strukturen mit einem Durchmesser von 7-9 nm, die aus
Aktin bestehen: dem am stédrksten exprimierten Protein im Zytoplasma eukaryotischer Zellen.
F-Aktin (Mikrofilament) setzt sich aus polymerisierten Aktinmonomeren (G-Aktin)
zusammen und dient vor allem der Stabilisierung der Zellmorphologie (Lee & Gotlieb, 2003;
Jacobson & Garcia, 2007). Zu den wichtigen F-Aktin-assoziierten Proteinen gehoren o-
Aktinin, Spectrin und Filamin. Die Interaktion mit dem Motorprotein Myosin fiihrt zur
Bildung kontraktiler Filamentbiindel (Stressfasern), die u. a. zur Stabilisierung der Zelle
gegen externe Zugkrifte dienen. An bestimmten Regionen ist das Aktinzytoskelett der Zelle
mit der extrazellularen Matrix (ECM) verbunden (Gardel et al., 2008). Mittels dieser fokalen
Kontakte sind Aktinfilamente unter Zwischenschaltung von Adapterproteinen an Integrinen

verankert (Defilippi et al., 1991).
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Neben den AJs und TJs tridgt auch das Zytoskelett einen Beitrag zur Gewdhrleistung der
Barrierefunktionen der Endothelzellen bei. In vitro-Studien mit F-Aktin-depolymerisierenden
Substanzen (beispielsweise Cytochalasin D) zeigten eine gesteigerte Permeabilitdt und
Liickenbildung in der Endothelbarriere (Haselton et al., 1996; Blum et al., 1997). Der Einsatz
von entsprechenden Dosen Aktinzytoskelett-stabilisierender Agenzien (wie Jasplakinolid)
konnte die von Cytochalasin D hervorgerufenen Schiden in der Barriere autheben (Waschke
et al., 2005).

Ausserdem konnte die Regulation der Kontraktilitiat des Aktinzytoskeletts in in vitro-Studien
gezeigt werden (Lu et al., 2008; Jalimarada et al., 2009). Durch Hemmung der Myosin-
ATPase kommt es zu einer verminderten Zellkontraktion und basalen Permeabilitédt und somit
zu einer gesteigerten Barrierefunktion (Adamson 2002). Ahnliche Effekte konnten durch
Hemmung der Rho-Kinase mittels Y27632 erzielt werden (Waschke et al., 2004b).

2.1.5 Regulation der BHS-Eigenschaften durch GCs

Die Regulation der BHS-Eigenschaften kann auf vielerlei Ebenen stattfinden. Dies kann u. a.
auch durch dynamische Verdnderung der Kontaktprotein-Gen- oder Proteinexpression
zustande kommen, welche durch zelluldre oder metabolische Faktoren hervorgerufen werden
konnen (Madara et al., 1986; Madara, 1988; Schneeberger & Lynch, 1992; Anderson et al.,
1993; Citi, 1993; Leach et al., 2000; Forster, 2008). Neben Wachstumsfaktoren, Calcium oder
Phorbolesther wird diese Regulation auch durch GCs vermittelt.

GCs zihlen zu den Corticosteroiden, einer Klasse von Steroidhormonen, die in der
Nebennierenrinde gebildet werden. Der gemeinsame Vorlédufer natiirlich vorkommender GCs,
wie des Cortisols und des Corticosterons, ist das Progesteron. Die zwar funktionell
unterschiedlichen Corticosteroide (GCs, Mineralokortikoide und Sexualhormone) weisen ein
gemeinsames Grundgeriist auf, welches aus einem Cholesterin-Molekiil besteht. Daneben gibt
es eine Reihe synthetischer Corticosteroide mit GC-Wirkung. Die GC-Produktion beginnt mit
einer fiinfstufigen Synthese von Cortisol aus Cholesterin.

Alle GCs haben vielfiltige physiologische Wirkungen: sie beeinflussen den Stoffwechsel und
die Energieproduktion, den Wasser- und Elektrolythaushalt, das Nervensystem, sowie das
Herz- und Kreislaufsystem.

Der barriereabdichtende Effekt von GCs lésst sich klinisch eindeutig nachweisen. Bereits
wenige Stunden nach GC-Gabe, die beispielsweise bei der Behandlung des Umgebungsodems
bei Gehirntumoren zur Anwendung kommt, kann eine Permeabilititsreduktion der

Gehirnkapillaren beobachtet werden (Gomes et al., 2005).
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Der zugrunde liegende Mechanismus der GC-Wirkung auf die Barriereeigenschaften der BHS
wurde bisher an verschiedenen in vitro BHS-Modellen beschrieben und charakterisiert. Die
Arbeitsgruppe um Firestone (Buse er al., 1995) beschrieb zum ersten Mal, dass das
synthetische, hochpotente GC Dexamethason die Differenzierung der TJ-Proteine in
Epithelzellen beeinflusst. SchlieBlich wurde am Endothel gezeigt, dass Dexamethason die
Z0-1-Expression und den transendothelialen elektrischen Widerstand (transendothelial
electrical resistance, TER) erhoht (Singer ef al., 1994). Ebenso konnten starke Dexamethason-
Effekte auf die Permeabilitit von Ratten-Hirnendothelzellen demonstriert werden (Romero et
al., 2003). An einem priméren Zellkulturmodell der BHS aus der Maus und dem Schwein, das
in der Arbeitsgruppe um Galla entwickelt wurde (Hoheisel et al., 1998; Lohmann et al., 2002;
Weidenfeller et al., 2005), sowie an Hirnendothelzelllinien der Maus (Forster et al., 2005;
Weidenfeller et al., 2005; Harke et al., 2008) und des Menschen (Weksler et al., 2005; Forster
et al., 2008) wurde der Einfluss von Hydrokortison auf die Permeabilititseigenschaften und
TJ-Expression charakterisiert. Dariiber hinaus ist bekannt, dass die Komponenten der ECM
bei der Ausbildung der Barriereeigenschaften eine wichtige Rolle spielen. Den Martix-
Metalloproteinasen (MMPs) schreibt man sowohl beim Prozess der Ausbildung als auch des
Verlustes der BHS-Eigenschaften eine besondere Rolle zu (Alexander & Elrod, 2002;
Lohmann et al, 2002). Hydrokortison stabilisiert hierbei die Barriere durch
Zielgenaktivierung des MMP-Inhibitoren TIMP-1, des Tissue Inhibitors of MMPs durch den
GR (Forster et al., 2007).

2.1.6 Molekulare Wirkung von Glukokortikoiden

GCs vermogen, aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften, durch die Plasmamembran zu
diffundieren und im Zytosol der Zielzellen an l6sliche Rezeptoren zu binden (Mangelsdorf et
al., 1995). Diese freien GC-Rezeptoren (GRs) bestehen aus mehreren Doménen: einer
variablen N-terminalen Domine zur Modulation der Transkription, einer hochkonservierten
Domdine fiir die Bindung an die DNA, sowie einer erweiterten Doméne zur Bindung des GCs
(Giguere et al., 1986). Der GR wird in zwei verschiedenen Isoformen exprimiert: GRo und
GRp. Die beiden Proteinisoformen werden durch alternatives Splicing generiert, jedoch von
einem gemeinsamen Gen kodiert (Encio & Detera-Wadleigh, 1991). Freie GRs werden mit
Inhibitorproteinen, den Hitzeschock-Proteinen Hsp90 und Hsp59 komplexiert (Sanchez et al.,
1986; Gustafsson et al., 1989), welche sie im Zytoplasma halten und daran hindern, an die
DNA zu binden. Die Bindung des GC-Molekiils an den Rezeptor veranlasst die Dissoziation

des Inhibitor-Komplexes, wodurch das aktivierte Rezeptorprotein in den Zellkern transloziert
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(Madan & DeFranco, 1993) und sich dort an entsprechende Promoterbereiche der DNA
anlagert (Rexin et al., 1988; Gehring, 1993). Zur DNA-Bindung besitzen die Rezeptoren in
der zentralen Domiine zwei Zink-Finger-Bereiche, in denen jeweils ein Zn2" von vier
Cysteinresten in einer tetraederartigen Form gebunden ist. Die Konsensus-Sequenzen auf den
Promoterregionen der DNA (Glucocorticoid Responsive Elements, GREs) sind kurze,
palindromisch organisierte Bereiche (Beato & Klug, 2000) und befinden sich innerhalb von
Promotoren oder anderen regulatorischen Elementen, welche GC-abhéngige Gene regulieren.
Die Bindung des GC-GR-Komplexes an einen Promoter aktiviert oder reprimiert die
Transkription, wodurch das GC als chemisches Signal wirkt, das spezifische Gene in
bestimmten Zellen an- oder ausschaltet (Beato, 1989; Neeck et al., 2002). Eine Kontrolle der
Transkription wird im Zusammenwirken mit anderen Transkriptionsfaktoren erreicht. Viele
Fragestellungen zum molekularen Mechanismus der GC-Wirkung miissen jedoch noch

vollstidndig aufgeklart werden.

2.2 Multiple Sklerose

2.2.1 Pathologie der Krankheit

Die Multiple Sklerose (MS), auch bekannt als Encephalomylelitis disseminata, ist eine weit
verbreitete, chronische und entziindliche Autoimmunerkrankung der westlichen Welt.
Wihrend ihres Verlaufs treten in der weilen Substanz des Gehirns und des Riickenmarks
verstreut vielfache Entmarkungsherde auf (Keegan & Noseworthy, 2002). Jiingere und &ltere
Individuen scheinen gleichermaBen von der Krankheit betroffen zu sein. Die MS verursacht
eine progressive Demyelinisierung und permanente axonale Schidden von Anbeginn der
Krankheit (Rodriguez et al., 1994). Obwohl die MS bereits seit iiber einem Jahrhundert im
Fokus der Wissenschaft steht, bleiben die Griinde und Atiologien der Krankheit weiterhin
unzureichend erforscht (Noseworthy, 1999). Die hédufigste Form der MS, die schubformige
remittierende Form, wird durch Exazerbationen charakterisiert (Lucchinetti et al., 1996;
Lucchinetti et al., 1998; Noseworthy et al., 2000), die als signifikante Verdanderungen der
Grundkonditionen des  Patienten definiert sind. Damit werden wesentliche
Verschlechterungen der Symptome oder das Auftreten mehrerer oder neuer Symptome
bezeichnet. Die Exazerbationssymptome werden durch Schéddigung des ZNS verursacht,
welche durch den Zusammenbruch der BHS entstehen. Durch die Zerstorung der BHS kommt
es zu einer ZNS-Infiltration durch aktivierte T-Lymphozyten (T-Zellen) und schlieBlich zur

Demyelinisierung. Die rasch proliferierenden T-Zellen sezernieren ein proinflammatorisches
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Zytokin-Repertoir, das u. a. TNF-0, Interferon (IFN)-y oder Interleukin (IL)-1B, -2, -6 -12
beinhaltet (D'Souza et al., 1996; Minagar & Alexander, 2003). Diese wiederum erhthen die
Aktivitit der Makrophagen und Mikroglia, die sowohl zur Degeneration des Myelins als auch
der oligodendroglidren Zellen fiihren (Zhang et al., 1994). Zusitzlich aktivieren Zytokine
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (Rosenberg, 2002a, b; Rosenberg & Mun-Bryce, 2004;
Forster et al., 2007), deren Ziele, u. a. Junktionsproteine im Endothel, abgebaut werden.

Nach einem akuten Schub tritt in der Regel eine Remissions-, also Erholungsphase der
Krankheit ein, in welcher antiinflammatorische Zytokine (IL-4, IL-10, TGF-B) dominieren
(Kennedy et al., 1992; Khoury et al., 1992; Navikas & Link, 1996). Die komplexen und
weitgehend unverstandenen Aspekte dieser Krankheit erfordern eine Aufkldarung der
molekularen Vorginge an neuronalen Zelltypen und -verbdanden. Von gleichgrofler
Bedeutung ist das Verstindnis der Mechanismen, die zum Zusammenbruch der
Barriereeigenschaften des Hirnendothels fithren und zu deren Entschliisselung der Einsatz

verschiedener in vitro Zellkulturmodelle eine wichtige Rolle beitragen konnte.

2.2.2 GCs in der MS-Therapie

Der Einsatz hoch dosierter GCs gehort zum etablierten Standard der Therapie akuter MS-
Schiibe. GCs wirken dosisabhingig auf verschiedenen Ebenen: der genomischen und nicht-
genomischen (Buttgereit et al., 1999), immunsuppressiven Ebene (Boumpas et al., 1993;
Andersson & Goodkin, 1998). Ebenso vermitteln sie die Apoptose zytotoxischer T-
Lymphozyten (Dowling et al., 1980). Eine hochdosierte Gabe von GCs bewirkt auch eine
herabgesetzte Produktion proinflammatorischer Zytokine (La Mantia et al., 1994; Crockard et
al., 1995; Leussink et al.,, 2001). In der Therapie werden Methylprednisolon und
Dexamethason bevorzugt eingesetzt, deren Vorteil ist die geringe mineralokortikoide
Wirkung, eine hohe Rezeptoraffinitit, sowie eine lineare Dosiskinetik (Buttgereit et al., 1999;
Lipworth, 2000; Grauer et al., 2001). In vielen Fillen zeigt die GC-Therapie bei der MS
jedoch keine Wirksamkeit (Reichardt et al., 2006). Zudem wird in vitro der GC-Einfluss
meistens an Neuronen- und am Glia-Modellsystem untersucht. Dies ist nicht ausreichend, da
die Schiddigungen des ZNS im Moment des BHS-Zusammenbruchs beginnen und GCs
ebenfalls einen Einfluss auf die Endothelien der BHS ausiiben und der Verschluss der BHS
eine wichtige Rolle in der Entwicklung der MS spielt. Zudem haben die Endothelzellen der
BHS direkten Kontakt zu dem mit proinflammatorischen Zytokinen angereicherten Blut.
Wichtig ist daher, zu analysieren, wie man unter Einsatz von GCs die Permeabilitit der

Endothelzellen in einem akuten Schub der MS herabsetzen kann.
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In der hier vorgestellten Studie sollte eine Dexamethason-Behandlung nach einer Inkubation
der mikrovaskuliren Hirnendothelzelllinie cEND in verschiedenen MS-Patientenseren
vorgenommen werden. Auf verschiedenen Ebenen wurden die BHS-Qualititen des
Endothelzell-Monolayers mit einem Augenmerk darauf untersucht, ob die vorgenommene
GC-Behandlung einen Einfluss auf die Wiederherstellung der BHS-Eigenschaften hat, welche

bei der Inkubation mit MS-Seren herabgesetzt wurden.

2.3 Nebenwirkungen von GCs

Die chronische Verabreichung von GCs verursacht zahlreiche Nebenwirkungen. Systemische
Applikationen von GCs konnen durch eine intrinsische mineralokortikoide Wirkung
Storungen des Elektrolythaushaltes verursachen, wie zum Beispiel Hypernatridimie, mit
nachfolgendem Bluthochdruck, oder Calciumverlust, mit daraus resultierender Osteoporose
(Di Munno & Delle Sedie, 2008; Panoulas et al., 2008; Lidofsky & Smith, 2009; van Brussel
et al., 2009). Auch die durch Hypokalidmie begiinstigten Herzrhythmusstorungen und
Bluthochdruck sind gefiirchtete Nebenwirkung (Khosla & Hogan, 2006; Kokot & Hyla-
Klekot, 2008). Durch die katabole Wirkung finden sich Muskelschwund, Myopathien,
Wundheilungs- und Fettumverteilungsstorungen mit der Cushing-typischen Stammfettsucht
(Mastaglia, 2008; Shalet & Mukherjee, 2008; Dodt et al., 2009). Weitere unerwiinschte
Effekte sind Exazerbationen vorbestehender Infektionen, Thromboseneigung und Entstehung
des sogenannten  Steroiddiabetes durch  verminderte  Glukosetoleranz . Bei
Langzeitbehandlungen mit GCs erhoht sich das Risiko fiir Infarktanfilligkeit, lokale
Atrophien, Katarakte und auch Glaukome (Madias & Hood, 1982; Shatney & Lillehei, 1982;
LeGal & Morrissey, 1990). Nicht selten treten psychische Veridnderungen bei Patienten nach
GC-Langzeittherapie auf (Kronenberg et al., 2009). Auch das abrupte Absetzen der GC-
Langzeitbehandlung kann unerwiinschte Folgen haben. Hiufig kommt es zur

Nebennierenrinden-Insuffizienz und zur Verschlimmerungen der Grunderkrankung.

2.3.1 GC-induzierte Hypertonie

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiges Signalmolekiil in Endothelzellen, das bei gestorter
Endothelfunktion vermindert gebildet wird. Durch die Fihigkeit des NO, sich an Proteine
anzulagern und mit ihnen eine chemische Reaktion einzugehen, werden viele physiologische
und pathologische Prozesse reguliert (Wink et al., 1996). Furchgott und Zawadski wiesen

1980 erstmals nach, dass Endothelzellen eine wesentliche Rolle bei der Gefdlerweiterung,
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sowie in der Regulation des Tonus der glatten Muskulatur und des Blutdrucks spielen
(Furchgott & Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 2002; Panoulas et al., 2008). Nur im intakten
Endothel konnte eine Dilatation isolierter Gefidlle, beispielsweise durch Acetylcholin oder
Bradykinin, gezeigt werden (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987; Palmer & Moncada,
1989).
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Abb.1.5 Biochemie der NO-Synthese. Die substratspezifische Entstehung von NO aus L-Arginin, wird im
Endothel von der NO-Synthase (eNOS, NOS III) katalysiert (Palmer & Moncada, 1989; Forstermann et al.,
1993; Forstermann, 1994) (Abb.1.5). Ebenso im Endothel zu finden ist die iNOS (NOS II), ein 16sliches
zytosolisches Protein, das posttranskriptionell reguliert wird. Die iNOS setzt dabei erst nach Stunden hohe
Mengen an NO im nanomolaren Bereich frei (Fischer et al., 2002).

Einer der fiir die eNOS-Aktivitdt wichtigsten Co-Faktoren ist das Tetrahydrobiopterin (BH,), das in einer
dreistufigen Reaktion aus Guanidintriphosphat (GTP) entsteht (Marletta, 1994; Andrew & Mayer, 1999; Maier
et al., 2000). Dabei wird der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der BH,-Biosynthese von der GTP
Cyclohydrolase-1 (GTPCH-1), katalysiert. Verinderungen in der Aktivitit der GTPCH-1 oder auch in der
Bioverfiigbarkeit des BH, haben einen maf3geblichen Einfluss auf die Aktivitidt der eNOS und somit auf die NO-
Produktion (Cosentino & Katusic, 1995).

Ein Ungleichgewicht in der Produktion des NO durch das Endothel, fiihrt zu vielen
kardiovaskuldren Krankheitsbildern, zu denen die koronare Dysfunktion, Arteriosklerose,
Hypercholesteroldmie, sowie der Bluthochdruck gehoren (Schmidt et al., 1992; Werner-
Felmayer et al., 2002; Wallerath et al., 2004). Die hier genannten koronaren Krankheitsbilder
sind nicht selten die Konsequenz einer GC-Langzeitbehandlung (Aida et al., 2004; Mitchell et
al., 2004). Wihrend GCs, wie z.B. das Dexamethason, erfolgreich bei der Behandlung von

BHS-Lisionen eingesetzt werden, die bei verschiedenen zentralnervosen Erkrankungen
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auftreten konnen, oder bei der Immunsuppression eine wichtige Rolle spielen (Hatashita &
Hoff, 1990; McDonald, 1994), ist ebenso gut bekannt, dass GCs eine Menge unerwiinschter
Nebeneffekte auf das nicht-neuronale Endothel ausiiben (Wallerath et al., 2004). Neben dem
NO spielt die Anwesenheit des BH,4 eine unabdingbare Rolle fiir die optimale Funktion aller
NOS-Isoformen (Hong et al., 2001; Ignarro et al., 2002). Die Wichtigkeit dieses Molekiils
wurde bereits in der Literatur ausfiihrlich beschrieben. In vitro Studien referierten
beispielsweise, dass in nativen GefidBpriparationen eine 30-fach hohere NOS-Aktivitit
gemessen wurde als in BHy-freien Prédparationen. Der Verlust der BHy-Bioverfiigbarkeit
verursacht die Produktion von Superoxiden (O’), was zu einer Endotheldysfunktion als
Begleiterscheinung kardiovaskuldrer Erkrankungen, wie z.B. des Bluthochdruckes, fiihrt
(Fukushima & Nixon, 1980; Giovanelli et al., 1991; Kapatos et al., 1992). Insbesondere
schreibt man GCs zu, die Bioverfiigbarkeit dieses Co-Faktors zu reduzieren, sowie die
Expression des an der BHs-Produktion beteiligten Enzyms, GTPCH-1, maligeblich zu
beeinflussen (Johns et al., 2001; Mitchell et al., 2003a).

Der komplexe Mechanismus, d. h. wie gewebespezifische GC-Einfluss auf das Endothel
unterschiedlicher Herkunft, zustande kommt, erfordert jedoch genauere Aufkldrung. Einen
Hinweis zur Aufkldarung der gewebespezifischen Wirkung von GCs lieferte die Studie von
Prof. Dr. C. Forster (Forster et al., 2006), in der zwei endotheliale Zelllinien, zerebraler und
myokardialer Herkunft gegeniiber gestellt wurden. Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit
konnten ebenfalls ein Anhaltspunkt fiir einen Aspekt der GC-induzierten reduktion der NO-

Produktion darstellen (siche 5.3.2).
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24 Ziele der Arbeit

24.1 GC-Effekte auf die Expression des VE-Cadherins und die Zytoskelett-
Reorganisation in dem Zellkulturmodell der BHS, cEND

Das AJ-Protein VE-Cadherin ist neben den TJs im Hirnendothel essenziell fiir die
Gewihrleistung der Schrankenfunktionen. Im ersten Teil der Dissertation sollten
barriereabdichtende Effekte einer Dexamethason-Behandlung im Zusammenhang mit diesem
Protein iiberpriift werden. Anhand verschiedener Methoden, wie Western-Blot und der
quantitativen real-time RT-PCR sollte die Protein- und Genexpression von VE-Cadherin
bestimmt werden. Mit Hilfe des Promoter-Reporter Luciferase-Assays zur Messung der VE-
Cadherin-Promoteraktivitit unter GC-Einsatz, sowie durch den simultanen Einsatz von
Dexamethason und dem GR-Antagonisten RU486 sollten genomische von nicht-genomischen
Effekten auf die  VE-Cadherin-Genexpression unterschieden  werden.  Durch
immunzytochemische Fluoreszenzmarkierungen des VE-Cadherins und des F-Aktins sollte
die Lokalisation beider Proteine, sowie die Zellmorphologie vor und nach Dexamethason-
Gabe untersucht werden. Zusitzlich sollte durch eine Zellfraktionierung Dexamethason-
behandelter und unbehandelter cEND-Zellen, eine Analyse Zytoskelett-gebundener Proteine
durchgefiihrt werden. Durch die Untersuchung von Effekten, die GCs auf das VE-Cadherin
ausiiben, wire ein Beitrag geleistet zur Charakterisierung von barriereabdichtenden Effekten

von GCs und zur Genexpressionskontrolle durch den GR in Endothelzellen der BHS.

24.2 Wirkung von GCs auf Barriereeigenschaften der cEND-Zellen nach
Inkubation in MS-Patientenseren

In diesem Teilprojekt der Dissertation sollte in vitro, unter Verwendung des BHS-
Zellkulturmodells, cEND, eine Charakterisierung barriereschiddigender Effekte von MS-
Krankheitsseren, sowie barrierestabilisierender Effekte einer Dexamethason-Behandlung
durchgefiihrt werden. Die zur Verfiigung gestellten Seren stammen von Patienten aus zwei
verschiedenen Stadien der MS: des akuten Schubes (Exazerbation), sowie der
Remissionsphase. Als Kontrolle wurden Seren gesunder Probanden verwendet. Die mit
Patientenseren inkubierten cEND-Zellen sollten auf Protein- und mRNA-Ebene auf die
Expression drei wichtiger Kontaktmolekiile des apikalen junktionalen Komplexes untersucht
werden: des Claudin-5, Occludins und VE-Cadherins. Zusitzlich sollte Dexamethason als
Behandlungsagens eingesetzt werden, um in MS-Seren inkubierten cEND-Zellen

barriereverindernde Wirkungen einer GC-Behandlung zu demonstrieren. Ebenso sollte die
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Rolle der MMP-9 im Bezug auf die durch MS-Seren induzierte Herunterregulation der

Expression von Kontaktmolekiilen iiberpriift werden.

24.3 Erniedrigte NO-Produktion als Nebenwirkung des GC-induzierten Abbaus
des GRs

In diesem Teil der Dissertation wird postuliert, dass der negative Einfluss auf die NO-
Signalkaskade als Konsequenz einer gewebespezifischen Herunterregulation des GRs nach
GC-Langzeitbehandlung zu verstehen ist (Silva et al., 1994). Die Hypothese basiert auf
Erkenntnissen aus einer bereits veroffentlichten Studie der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. C.
Forster (Forster et al., 2006). Anders als in Endothelzellen zentralnervdser Herkunft, bei
denen es zu keinem erheblichen Abbau des GRs durch GC-Gabe kommt und somit die
Transaktivierungsaktivitit des GR-GC-Komplexes erhalten bleibt, konnte im peripheren
Endothel ein GC-induzierter proteasomaler Abbau des GRs gezeigt und der Verlust der GR-
Transaktivierungsaktivitit demonstriert werden.

Als Modellsystem fiir diese Untersuchungen stand die myokardiale Endothelzelllinie MyEND
(Golenhofen et al., 2002) zur Verfiigung. Diese sollten einer Dexamethason-Behandlung von
mehreren Tagen Dauer unterzogen werden, wonach eNOS- und GTPCH-1-Genexpression,
sowie anschlieBend die BHy-Level vor und nach der GC-Gabe gemessen werden sollten.
Hierbei sollte die Rolle des GR und dessen proteasomalen Abbaus durch den Einsatz eines
Proteasom-Inhibitors untersucht werden. Zusétzlich sollten die Effekte auf die verschiedenen
Molekiile der NO-Produktionskaskade nach einer Transfektion mit dem ubiquitinylierungs-
defekten GR-Konstrukt K426A-GR als positiv-Kontrolle untersucht werden (Wallace &
Cidlowski, 2001). Dieses Teilprojekt wire ein wichtiger Beitrag zur Erforschung und

Aufklarung der GC-induzierten Hypertonie mit therapeutischem Ansatz.
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3. Materialien und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Verwendete Substanzen
Tabelle 3.1.1 Testreagenzien
Name Hersteller Angewendete Konzentration
Dexamethason Sigma-Aldrich, Deisenhofen 50 nM, 100 nM, 1 uM
Hydrokortison Sigma-Aldrich 50 nM, 100 nM, 1 uM
Mifepriston (RU486) Sigma-Aldrich 1 uM
Calpain Inhibitor I Sigma-Aldrich 25 mM
3.1.2 Verwendete Antikorper
Tabelle 3.1.2 Primérantikorper
Zielstruktur Hersteller Konzentration Sekundir-
Antikorper
murines Claudin-5 Zymed 1:1000 goat anti mouse
zy-34-1600
muriner GR Santa Cruz 1:1000 goat anti rabbit
Biotechnology
sc-1004
murines Occludin Zymed 1:1000 goat anti rabbit
zy-71-1500
murines Z0O-1 Zymed 1:1000 goat anti rabbit
murines VE-Cadherin Santa Cruz 1:1000 donkey anti goat
Biotechnology
sc-6458
Hybridoma-ﬁberstand Hybridomaiiberstand unverdiinnt goat anti rat
gegen VE-Cadherin (Gotsch et al., 1997)
Cortaktin
(Alexa Phalloidin- Upstate, NY 1:60 s
gekoppelt)
murines eNOS Sigma-Aldrich 1:1000 goat anti mouse
murines GTPCH-1 Abbiotech, 1:250 goat anti rabbit
San Diego
murines MMP-9 Chemicon, (Hofheim) 1:1000 goat anti rabbit
AB 19047
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Tabelle 3.1.3 Sekundirantikorper

Sekundér-
antikorper

Hersteller

Konzentration

bei Western-Blot

Bei ICC

(Peroxidase- (Cy2-, Cy3- oder
gekoppelt) FITC-gekoppelt)
goat anti mouse Dianova, Hamburg 1:3000 1:600
goat anti rabbit Dianova, Hamburg 1:3000 1:600
goat anti rat Dianova, Hamburg 1:3000 1:600
donkey anti goat Dianova, Hamburg 1:3000 1:600
3.2.2 Verwendete Primer und Sonden
Tabelle 3.1.4 Primer (MWG-Biotech AG, Ebersberg)
Name des Sequenz des Sequenz des Annealing-
amplifizierten Gens forward Primers revers Primers Temperatur
murines GAPDH
(Glycerinaldehyd-3- 5-CAAGACGGACCA 5-CAATCTCGGGTG 60°C
phosphat- GAGCGAAAGC-3” GCTGAACGC-3
Dehydrogenase)
murines GTPCH-1
(GTP- 5-CAACGCGC 5-GGCTGCAAGGC 60°C
Cyclohydrolase-1) ACTTCA-3" TTCTGTGAT-3"
murines 5-TTGCCCAGCCCT 5-ACCACCGCCCTC 60°C
VE-Cadherin ACGAACCTAAAG-3” CTCATCGTAAGT-3"
murine eNOS 5-TTCCGGCTGCC 5-AATATATGTCCT 60°C
ACCTGATCCTAA-3’ TGCTCAAGGCA-3’
murines TIMP-1
(Tissue Inhibitor of 5-CCAGAACCGCG 5-TCTCCAAGCAC 60°C
MMPs) TGAAGAGT-3" AAGCCTA-3"

Tabelle 3.1.5 Sonden fiir quantitative real-time RT-PCR (Applied Biosystem, Foster City, USA)

Name des amplifizierten Gens

Nummer

murines claudin-5

Mm0727012_s1

murines GAPDH

Mm99999915_gl

murines occludin

MmO00516701_ml

murines VE-cadherin

Mm00486938_ml

murines MMP-9

Mm00486938_g1

29




Materialien und Methoden

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.21 Gesamt-RNA-Isolierung mit Hilfe des RNeasy-Kits (Qiagen)

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellenkulturen wurden die Zellen im
Guanidinthiocyanat-haltigem Homogenisierungspuffer des RNeasy-Kits (Qiagen) lysiert
(RLT-Puffer). Das Zellhomogenat wurde zur weiteren Verarbeitung in ein 1,5 ml-Eppendort-
Reaktionsgefil (Eppendorf) iiberfiihrt, mit 70% (v/v) Ethanol (p.a) versetzt und griindlich
vermischt. Das Homogenat wurde auf eine Saule iiberfiihrt und 15 sec lang bei 13000 rpm
(Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415C) zentrifugiert. Nach Entfernen des Durchflusses
wurde die Sdule mit Eluierungspuffer (RW1-Puffer) versetzt und erneut 15 sec bei 13000 rpm
zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit Ethanol-haltigem Waschpuffer (RPE-Puffer).
Zur vollkommenen Beseitigung des Ethanols aus der Sdule, wurde diese 2 min lang leer bei
13000 rpm zentrifugiert. Durch zweifaches Eluieren mit RN Ase-freiem Wasser wurde, die an
die Matrix der Sdule gebundene, RNA gelost. Die RNA-Langzeitaufbewahrung erfolgte auf -
80°C.

3.2.2 Isolierung der Gesamt-RNA mit Trizol® (Roth)

Die Zellkulturen wurden in 1 ml Trizol® lysiert. Das Homogenat wurde in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefid3 (Eppendortf) tiberfithrt und 5 min lang bei RT inkubiert. Im néchsten Schritt
wurde dem Trizol®-Zellhomogenat Chloroform beigemischt und die Losung gevortext. Nach
einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 13000 rpm (Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415C)
erfolgte eine deutliche Auftrennung der Losung in 3 Phasen. Die obere, wissrige Phase
enthielt die zu isolierende RNA. Diese wurde sorgfiltig von der mittleren (Protein-haltigen)
und der unteren (DNA-haltigen) Phase abgenommen, und in ein neues Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Nach Hinzugabe von 100% Isopropanol (p.a) und mehrmaligem Invertieren des
Eppendorf-Reaktionsgefilles erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm. Es
bildete sich ein weiler Niederschlag, wonach das Isopropanol entfernt werden konnte. Nach
2-fachem Waschen des Niederschlags mit 100% Ethanol (p.a.) wurde der Alkohol entfernt,
das Pellet im Reaktionsgefdall liegend auf RT getrocknet und in RNAse-freiem Wasser

resuspendiert.
3.2.3 Praparation von doppelstringiger Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Zur Priparation von Plasmid-DNA wurden bakterielle Ubernacht-Kulturen angesetzt. Hierzu

wurden die Bakterien aus den auf 80°C aufbewahrten gewiinschten Glycerolstocks angeimpft
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und in 5 ml sterilem LB-Medium mit entsprechendem Anitibiotikumzusatz bei 37°C iiber

Nacht in sterilen Reagenzrohrchen auf einem Drehrad (eigene Herstellung) inkubiert.

LB-Medium (Luria Bertani Broth):

10 g Bacto™-Tryptone 10 g NaCl
5 g Bacto™ Yeast-Extract ad 1000 ml ddH,O
pH 7.4

Die angewachsene Bakterienkultur wurde in einem 2 ml-Eppendorf-Reagenzgefdll bei
13000 rpm (Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415C) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Aus dem verbliebenen Sediment wurde mit Hilfe des Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega) die Plasmid-DNA gewonnen.

Hierbei wurde das Bakteriensediment in 250 pl Resuspensionslosung (Cell Resuspension
Solution) gelost, wonach 250 upl Lysis Puffer (Cell Lysis Solution) zugefiigt und die
entstandene Losung durch Kippen vermischt wurde. Als nichstes wurde die Suspension nach
Zugabe von 10 ul der Protease-Losung (Alkaline Protease Solution) 5 min lang bei RT
inkubiert. Die Losung wurde durch 350 ul Neutralisation Solution neutralisiert und bei 13000
rpm 10 min lang zentrifugiert. Der somit entstandene Uberstand wurde auf eine vorbereitete
Séaule iberfiihrt, 1 min lang bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die
Séule wurde im folgenden Schritt mit 750 ul Waschlosung (Wash Solution mit Ethanolzusatz)
gereinigt, erneut 1 min lang zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der Waschschritt
wurde unter Zugabe von 250 ul Waschlosung wiederholt. Die Saule wurde schlieBlich auf ein
1,5 ml-Eppendorf-Reagenzgefil gesetzt und mit 100 pl Nuclease-freiem Wasser (Nuclease-
Free Water) durch Zentrifugieren bei 13000 rpm eluiert.

Die mit Hilfe des Kits gewonnene Plasmid-DNA wurde bei —20°C gelagert.

3.24 Konzentrationsbestimmung: RNA / DNA

Die Quantitét der isolierten RNA oder DNA wurde photometrisch analysiert. Dazu wurden
die Stammlosungen 1:100 mit ddH,O verdiinnt und die Absorption bei 260 nm und 280 nm in
einer Quarzkiivette am Spektral-Photometer (Ultrospec 2000, Fa. Pharmacia Biotech, Upsala
Schweden) gemessen. Den Konzentrationsberechnung der Nukleinsduren wurden folgende
Koeffizienten zugrunde gelegt: 1 OD = 50 pg/ml doppelstringige DNA bzw. 1 OD =
40 pg/ml RNA. Der Quotient der Absorptionen A260/A280 zeigte Verunreinigungen mit

Proteinen an. Dieser sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.
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3.2.5 Transformation Hitzeschock-kompetenter Bakterien

cDNA wurde per Hitzeschock-Verfahren in chemisch kompetente E. coli Bakterien
transformiert. Hierzu wurde ein 50 pl-Aliquot chemisch kompetenter Bakterien auf Eis
aufgetaut und mit 10 ul der gewiinschten cDNA versehen. Die 30-miniitige Inkubation des
Gemisches erfolgte auf Eis, wonach die Bakterien-cDNA-Losung einem 30 sec langen
Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad ausgesetzt wurde. Erneut wurde der Ansatz 10 min lang
auf Eis inkubiert und anschlieBend 250 upl raumtemperiertes SOC-Medium (Invitrogen)
zugegeben. Die erhaltene Losung wurde fiir 1 h bei 37°C auf einem Drehrad gedreht. Nach
der Inkubation wurde die angeziichtete Bakterienkultur 1 min lang bei 13000 rpm (Zentrifuge:
Eppendorf Centrifuge 5415C) zentrifugiert und der Uberstand auf eine mit entsprechendem
Antibiotikum versehene LB-Agar-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach ca. 8 h konnten die durch das Antibiotikum selektierten Bakterien-Kulturen

zur Isolierung von Plasmid-DNA oder Anfertigung von Glyzerolstocks angeimpft werden.

3.2.6 Anfertigung von Glyzerol-Stocks

Fiir ldngerfristige Aufbewahrung von transformierten Bakterienkulturen stelle man aus den
entsprechenden, frisch angewachsenen Kulturen Glyzerolstocks her. Hierfiir wurde 1 ml der
frischen Kultur mit 1 ml einer 98% (v/v) autoklavierten Glyzerol-Losung gemischt und auf -
80°C gefroren. Die jeweiligen Glyzerolstocks konnten je nach Bedarf mit einem sterilen

Zahnstocher angeimpft werden.

3.2.7 Reverse Transkription

Die RNA wurde nach der Methode von Pyra (Pyra et al., 1994), Chang (Chang et al., 1997)
und Maudru (Maudru & Peden, 1997) in cDNA revers transkribiert, unter Verwendung des
High Capacity ¢cDNA Archive Kits (Applied Biosystems). Vor Beginn der reversen
Transkription wurde die RNA denaturiert, gefolgt vom Anlagern des reversen Transkriptions-
Primers. Danach begann die eigentliche reverse Transkription, katalysiert von der MultiScribe
™ Reversen Transkriptase. Die Reaktionsbedingungen wurden aufbauend auf die Arbeiten

von Pyra (Pyra et al., 1994) durchgefiihrt:
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Tabelle 3.2.7 Standardprotokoll der reversen Transkription

Annealing Denaturierung 95°C 15 min
Inkubation 37°C 30 min
Reverse Transkription Inkubation 37°C 1,5h
Kiihlen 4°C

3.2.8 Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die Methode der PCR wird zur Vervielfiltigung von Doppelstrang-DNA eingesetzt. Sie
wurde 1985 von Saiki erstmals verdffentlich (Saiki et al., 1985). Die Reaktion, die von der
DNA-Polymerase katalysiert wird, lduft in drei Schritten ab (Abb. 3.2.8). Zunichst kommt es
zur Denaturierung der eingesetzten DNA bei einer Temperatur von 95°C und zur Separierung
in Einzelstrange. Nach einer Abkiihlung auf 50-65°C hybridisieren die Primer mit den DNA-
Einzelstringen in der Phase des Annealings. Im dritten Schritt erfolgt die Elongation der
DNA-Striange in Gegenwart von Deoxynukleosid-Triphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
und einer entsprechenden DNA-Polymerase. Dies resultierte letztlich in komplementiren
DNA-Striangen, die als Matrize fiir den ndchsten Zyklus dienten.

Verwendete Primer-Paare wurden von der Firma MWG-Biotech AG bezogen und in einer

Konzentration von 25 pmol fiir eine Reaktion eingesetzt. Zur Amplifizierung kurzer DNA-

Sequenzen wurde die Tag-Polymerase eingesetzt.

Ansatz einer PCR-Reaktion:

50 ng DNA-Template

Sul 10x-PCR-Puffer

1l 30 pmol Primer forward (3~ Oligonukleotid)
1 ul 30 pmol Primer reverse (5 Oligonukleotid)
1 ul 10 mM dNTP-Mix (GIBCO)

0-3 ul MgCI2 (25 mM)

0,5 ul DNA-Polymerase (5 U/ml)

ad 50 ul ddH,O

Tabelle 3.2.8 Standard-PCR-Programm eingesetzt je nach Annealing-Temperatur der Primer

Pre-Denaturierung 94°C 3-5 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 50-65°C 30 sec 25-35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min
Elongation 72°C 10 min
Abkiihlen 4°C
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STTTTTTIT T I 1%
Doppelstrang-DNA
S LIV LI Il
Denaturierung l 95°C
STTTTTTIT I ?
H Primer 1 ~
Annealing RN U-l-lprimerz 60°C
o LLLI LTI LI T Ialll
STTTTTITITITTITITI I 1%
G LU LTI I In i enitng .
Trrr-———~"~"~"="="="="="="="7=7% >
e L1110
weitere Extensionen
TII1r - ~~===7=7=7======*<% >
o L1l
TIrr - -~ ~===7=7=====7=7% >
M e e e RN
Abb. 3.2.8 Das Prinzip der PCR-Reaktion.

3.2.9 Quantitative real-time RT-PCR

Die real-time RT-PCR basiert auf dem Prinzip der PCR, mit dem Unterschied, dass hierbei
die Anzahl der Kopien mit Hilfe von Fluoreszenzsignalen in Echtzeit gemessen wird. Dafiir
wurde neben den beiden PCR Primern ein Fluoreszenzsignalgeber, das SYBR Green 1
(ABgene) zur Ermittlung der Kopienzahl bendtigt, nach der Methode beschrieben in
BRUNNERT 2002 und FORTMANN 2002. Es wurde ein Mastermix hergestellt, in dem je
entsprechende Mengen an Primer (1,5 pul 100 pmol/ Reaktion), ddH,O (3,5 ul/ Reaktion),
sowie das SYBR Green I (12,5 ul/ Reaktion) eingesetzt wurden. Je 20 ul des Mastermixes
wurden in Triplikaten in je eine Vertiefung der Reaktionsplatte pipettiert und mit 5 ul der zu
untersuchenden cDNA (25 ng/ul) versehen. Die real-time RT-PCR-Maschine (Applied
Biosystems, Darmstadt) wurde entsprechend des Standardprotokolls programmiert und die
PCR-Reaktion 40 Zyklen lang durchgefiihrt. Nach Abschluss der Reaktion konnte mit Hilfe
der entsprechenden Software ABI PRISM 7300 SDS Software (relative quantification study)
der threshold cycle (Ct) determiniert werden. Jede Reaktion und Genexpression wurde auf die

Expression des GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)-Gens normalisiert,
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das bei jeder Reaktion als interne Kontrolle mitgefithrt wurde. Die Berechnung der

Genexpression des jeweiligen Gens basierte auf der 2744 Methode.

3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese mit 0,8 - 2,0 (w/v)% (w/v) Agarose in TBE-Puffer wurde in
horizontalen Gelelektrophoresekammern durchgefiihrt. Die Proben wurden mit 10 pl 6x-
DNA-Probenpuffer versetzt und auf das Gel geladen. Als GroBBenmarker stand SSL-Marker
(Fermentas Life Science) zur Verfiigung, der Banden bis zur Grée von 100 bp detektierte.
Nach Beladen des Gels wurde dieses 10 min lang an eine Spannung von 80 mV
angeschlossen und die DNA elektrophoretisch aufgetrennt. Die Spannung wurde als Nichstes
fiir 15-20 min auf 120 mV erhoht. Die Markierung der DNA erfolgte durch eine Inkubation
des Gels in einer Etidiumbromid-TBE-Losung, wonach die Detektion unter der UV-Lampe

moglich war.

6x Probenpuffer fiir Agarosegele: 1x TBE-Puffer:
1 mM EDTA pH 8 110 nM Tris-HCI
50% Glycerol 89 mM Borsiure
0,25% Xylencyanol FF 2 mM Na-EDTA
0,25% Bromphenolblau

33 Biochemische Methoden

33.1 Anfertigung von Zelllysaten

Zellysate fiir Western-Blot-Proteinanalysen wurden aus konfluenten Zellen, auf einer
mindestens 25 cm? groBen Fliche hergestellt. Hierzu wurde das Zellkulturmedium abgesogen,
der Monolayer mit einer den GefidBBboden bedeckenden Menge PBS gewaschen und mit 200
pl 3-fach konzentriertem, DTE-versetztem Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) bedeckt. Die
Zellen wurden mit einem Spatel abgekratzt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt.
Mittels Ultraschall wurde die Zellsuspension zum mechanischen Aufbruch der Zellen
sonifiziert. Der Proteingehalt wurde mittels der Amidoschwarz-Konzentrationsbestimmung

ermittelt.

3.3.2 Konzentrationsmessung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinbestimmungen der Luciferase-Assay-Lysate erfolgten nach der von BRADFORD
(Bradford, 1976) etablierten Methode. 10 pl der auf ihren Proteingehalt zu untersuchenden
Probe wurden mit 1 ml 1:5 verdiinntem BRADFORD-Reagenz (Roth) versehen und 10 min
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lang unter gelegentlichem Vortexen auf RT inkubiert. Die Extinktion der Proben wurde im
UV-Spektrometer (Ultrospec 2000, Fa. Pharmacia Biotech, Upsala Schweden) bei einer
Wellenldnge von 595 nm gegen eine Leerprobe gemessen. Eine Eichkurve wurde mit BSA

erstellt.

333 Konzentrationsmessung von Proteinen mit Amidoschwarz

Amidoschwarz-Proteinbestimmung (Zlatanova et al., 1994) wurde bei Proben mit
Detergenzzusatz verwendet. Je 5 ul der Proben, sowie der Standards wurden auf eine
Zellulose-Membran aufgetragen und auf RT getrocknet. Die Zellulose-Streifen wurden 10
min lang in der Amidoschwarz-Fdrbelosung unter Schiitteln angefidrbt. Darauthin wurde die
Zellulose mit der Entfarbelosung vollkommen entféarbt, woraufhin nur die mit Amidoschwarz
angefidrbten Spots sichtbar waren. Die Membranstreifen wurden auf einem saugfihigen
Filterpapier getrocknet. Nach der Trocknung wurden die "Spots" ausgeschnitten und einzeln
in Eppendorf-Reagenzgefilen mit je 1 ml Aufloselosung unter gelegentlichem Vortexen fiir
ca. 30 min (maximal 1,5 h) in einem Wasserbad, bei einer Temperatur von 50°C, inkubiert.
Wihrend der Inkubation wurde die Zellulose-Membran aufgelost und der Farbkomplex in
Losung gebracht. Die Extinktion jeder Probe wurde mit Hilfe des UV —Spektralphotometers
(Ultrospec 2000, Fa. Pharmacia Biotech, Upsala Schweden) bei einer Wellenldnge von
620 nm in Halbmikrokiivetten gemessen, und nach Bestimmung der Eichkurve wurde die

Proteinkonzentration der Proben bestimmt.

Amidoschwarz-Firbelosung: Entfirbelosung:

0,5% (w/v) Amidoschwarz 47,5% (v/v) Methanol

45% (v/v) Methanol 5% (v/v) Eisessig

45% (v/v) ddH,0 47,5% (viv) ddH,0
Aufloselosung:

80% (v/v) Ameisensiaure

10% (v/v) Eisessig

10 g TCA

3.34 SDS-Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese und Western-Blot

Die zu analysierenden Proben wurden im Verhéltnis 2:1 mit 3-fach konzentriertem Laemmli-
Probenpuffer gemischt und 5 min lang auf 95°C gekocht. Das SDS-PAA-Gel wurde gemil
dem Standardprotokoll der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Ornstein und Davis
(Ornstein, 1964) hergestellt und nach dem Auspolymerisieren entsprechend mit 20 ug der
gewiinschten Proben beladen. Die Glelektrophorese wurde zunéchst, bis die Proben das 5%

Sammelgel verlassen haben, bei einer Spannung von 80 V, durchgefiihrt. Als nachstes wurde
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die Spannung auf ca. 140 V zur Auftrennung der Proben durch das hoherprozentige SDS-
PAA-Trenngel (je nach GroBe der aufzutrennenden Proteine: 10, 12, bzw. 15%) erhoht.

Im Anschluss an die SDS-PAA-Gelelekrtophorese wurden, nach der Methode von Towbin
(Towbin et al., 1979; Towbin & Gordon, 1984) im Semidry-Blotverfahren, die Proteine
mittels eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die
Blotkammer wurde 90 min lang bei 42 mA an ein elektrisches Feld angeschlossen. Zur
Uberpriifung und Kennzeichnung der einzelnen, transferierten Proteine wurde die Membran
mit einer Ponceau-S-Losung (0,1% Ponceau-S in 5% Essigsdure) angefiarbt. Nach Abwaschen
der Firbelosung mit ddH,O wurde die Membran mit einer 10% Magermilch—PBS—Tween®—
Losung mindestens 20 min lang zur Blockierung unspezifischer Antikorper-Bindestellen
gesittigt. Im darauthin folgenden Schritt wurde die Membran in einer geringen Menge
Erstantikorper-Milchlosung im Verhiltnis 1:1000 eingeschweif3t und iiber Nacht auf 4°C auf
einem Drehrad inkubiert. Danach wurde der Uberschuss der Erstantikorper-Losung 3-fach mit
PBS-Tween® von der Nitrozellulosemembran gewaschen und diese fir 1 h in eine
Milchlésung mit Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Zweitantikorper im Verhéltnis 1:3000
auf RT inkubiert. Daraufhin folgten 3 Waschschritte mit PBS-Tween®, wonach die Membran
1 min lang in gleichen Anteilen ECL (enhanced chemiluminescence) 1 und ECL II, zur
Oxidation von Luminol durch die Rettichperoxidase in Gegenwart von Wasserstoff, inkubiert
wurde. Die chemilumineszente Reaktion konnte auf einem photosensitiven Rontgenfilm
detektiert werden, und mittels einer einminiitigen Inkubation zunichst in der Entwickler-,

dann in der Fixierlosung sichtbar gefertigt werden.

Verwendete Losungen und Puffer:

5x Trenngelpuffer: 5x Sammelgelpuffer:
22,71 g Tris 7,625 g Tris

ad 100 ml ddH,O ad 100 ddH,0O

pH 8.8 pH 6.8

5x Elektrophoresepuffer: Blotpuffer:

50 g SDS 25 mM Tris

720 g Glycin 195 mM Glycin

150 g Tris 20% Methanol

ad 101ddH,O 0,1% SDS

ECL I-Losung:

1 ml 250 mM Luminol (in DMSO)

1 ml 90 mM p-Coumarin-Siure (in DMSO)
10 ml 1 M Tris/ HCI pH 8,5

ad 100 ml ddH,O

ECL II-Losung:

64 ul 30% H,0,

8,510 ml 1M Tris/ HCI pH 8,5
ad 100 ml ddH,O.

37



Materialien und Methoden

Tabelle 3.3.4.1 Stamml6sungen fiir Trenn- und Sammelgellosungen:

Trenngel-
Glycerin Sammelgel- Rotiphorese A | Rotiphorese B ddH,0
Puffer
5% 2,25 ml 16,17 ml 7,5 ml ad 100 ml
Trenngel
7,5% Trenngel 4,5 ml 20 ml 24,25 ml 11,25 ml ad 100 ml
10% Trenngel 6,75 ml 20 ml 32,33 ml 15 ml ad 100 ml
12% Trenngel 8,1 ml 20 ml 38,8 ml 18 ml ad 100 ml
15% Trenngel ad 100ml 20 ml 48,5 ml 22,5 ml -—--
5% Sammelgel ---- 20 ml 16,17 ml 7,5 ml ad 100 ml
Tabelle 3.3.4.2 Herstellung eines SDS-PAA-Gels:
x% Trenngel 5% Sammelgel
Stammlosung 6 ml 3ml
TEMED (conz) 6 ul 3ml
10% APS 21 ul 16 ul
Tabelle 3.3.4.3 3x Probenpuffer fiir SDS-PAGE:
fiir 20 ml fiir 40 ml fiir 80 ml
Tris 0,454 ¢ 0,908 g 1,96 g
SDS 12¢g 24¢ 48¢
Glycerin 7,56 g 15,12 g 30,24 ¢
DTT 30mg 60 mg 120 mg
Bromphenolblau 400 pl 800 pl 1600 pl
(10 mg/ml)
ddH,0 ad 20 ml ad 40 ml ad 80 ml
pH 6,9
3.3.5 Zytoskelett-Assoziationsassay

Das Zytoskelett-Assoziationsassay ermoglichte mittels eines Detergens Zellbestandteile in
eine Zytosol- und eine Zytoskelett-Phase zu fraktionieren. Hierzu wurden Zellen auf einer 25
cm’ groBen Zellkulturflasche ausgesit, und nach Konfluenz, sowie entsprechender
Behandlung in 1 ml Triton X-100-haltigem Translokationspuffer aufgenommen.
AnschlieBend wurde die Losung 30 min lang bei 13000 rpm (Zentrifuge: Eppendorf
Centrifuge 5415C) auf 4°C zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand, die Triton X-100-haltige
Phase, enthielt alle Zytosolbestandteile. Das Pellet, die Zytoskelett-haltige Zellfraktion, wurde
2-fach mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 100-200 pl SDS-haltigem 1xPP versetzt,
wonach die Zelllosung 30 min lang gekocht wurde. Im Anschluss daran erfolgte ein erneuter
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Zentrifugierschritt: 10 min lang bei 13000 rpm (Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415C) auf
4°C, wonach eine Konzentrationsmessung mit Amidoschwarz durchgefiihrt werden konnte.
Die Proben wurden mittels der SDS-PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt, und die

Proteinbanden nach Western-Blot-Transfer visualisiert.

Translokationspuffer:

10 mM HEPES (pH 7.4) 250 mM Succrose

150 mM KCl 1 mM EGTA

3 mM Mg(Cl, 1 mM Na,VO,

3.3.6 Anfertigung von Proben fiir Messungen der eNOS-Aktivitit mit 15N-
Arginin

Konfluente und entsprechend behandelte MyEND-Zellmonolayer wurden 24 h lang mit einer
5 mM L-[Guanidino-""N,]-Arginin (15N-Arginin) bei 37°C inkubiert. Die behandelten
Zelliiberstinde wurden bis zur eNOS-Aktivititsmessung bei -80°C aufbewahrt. In der
Abteilung der Kardiologie der Medizinischen Klinik und Poliklinik in Wiirzburg wurde die
eNOS-Aktivititsmessung freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Med. Thomas
Thum durchgefiihrt. Hierbei wurde die Umwandlung von L-[Guanidino-'""N,]-Arginin in °N-

Nitrat mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie durchgefiihrt.

3.3.7 Messung von NO mit Diaminofluoreszein-2-Diacetat (DAF-2-DA)

Zur Untersuchung des NO-Gehaltes in MyEND-Zellen wurde der Uberstand der zuvor
entsprechend behandelten Zellmonolayer mit 2 mM DAF-2-DA versehen. Danach erfolgte
eine halbstiindige Inkubation der Losung bei 37°C, in der das membrangédngige DAF-2DA
durch intrazelluldre Esterasen zu 4,5-Diaminofluoreszein (DAF-2) deacetyliert wird. Eine
fluorometrische Detektion des NO im Uberstand wurde am Victor Wallac 2 Fluoreszenz-
Spectro-Photometer (Perkin Elmer, Uberlingen) bei einer Exzitation von 491 nm und einer

Emmission von 513 nm durchgefiihrt.

3.3.8 Anfertigung von Proben zur Bestimmung des intrazelluliiren BH4-Gehaltes
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Nach entsprechender Behandlung wurden MyEND-Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und

in 250 pl des Puffers geerntet bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C weggefroren. Die

Messung der BH4 wurde mittels Hochleistungschromatographie (High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) in der Arbeitsgruppe von Dr. med. Julian Widder aus der Abteilung
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fir Kardiologie der Medizinischen Klinik und Poliklinik in Wiirzburg freundlicherweise

durchgefiihrt.

HPLC-Puffer:
50 nM Tris

1 mM DTT

1 mM EDTA

pH 7.4

3.3.9 Luciferase-Assay
Zur Untersuchung der Promoteraktivitit wurde ein Reportergensystem verwendet, bei dem
der zu untersuchende Genpromoter vor ein Firefly-Luziferasegen geschaltet wurde (in pGL3-

basic-Plasmid).
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Abb. 3.3.6 Expressionsvektoren pGL3-Basic und pRL-TK. Quelle: http://www.promega.com/catalog

Wird am zu untersuchenden Promoter-Expression initiiert, kommt es im Anschluss
gleichermallen zur Expression des Luziferasegens. Durch Messung der Luziferaseaktivitit
kann eine Aussage iiber die Stirke der Aktivierung des Promoters getroffen werden. Die
Firefly- und Renilla-Luziferasen besitzen aufgrund ihrer evolutiondren Herkunft verschiedene
Enzymstrukturen und Substratanspriiche. Diese Unterschiede machen es moglich, zwischen
ihrer jeweiligen Biolumineszenz-Reaktion selektiv zu unterscheiden. Im DLR™ Assay
System (Promega) wird die Lumineszenz der Firefly-Luziferase-Reaktion unterdriickt,
wihrend die lumineszente Reaktion der Renilla-Luziferase stimuliert wird. Die Firefly-
Luziferase ist ein monomeres Protein von 61 kDa, das nicht auf posttranslationale
Prozessierung der Enzymaktivitit anspricht (Wood et al., 1984; de Wet et al., 1985). Somit

funktioniert sie direkt nach der Translation als ein Reportergen. Die Photonenemission erfolgt
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durch die Oxidation des Leuchtkéfer-Luziferins in einer Reaktion in Anwesenheit von ATP,
Mg?" und O.,.

Die Umsetzung zu Oxyluziferin erfolgt durch das Intermediat Luziferyl-AMP, das sehr
langsam umgesetzt wird, nach folgender Reaktion, bei der es zusitzlich zur Lichtemission

kommt:

Luziferin + Luziferin + ATP — LuziferaseLuziferyl-AMP + PP;
LuziferaseLuziferyl-AMP + O, — Luziferase + Oxyluziferin + Amp + CO; + Licht

Die Renilla-Luziferase (36 kDa), ebenso ein monomeres Protein, wird als ein natiirliches
Substrat aus der Renilla reniformis aufgereinigt und besteht zu 3% aus Kohlenhydraten
(Matthews et al., 1977). Ahnlich wie bei der Firefly-Luziferase, ist eine posttranslationale
Modifizierung durch eine Anderung der Enzymaktivitit nicht mdglich, womit die Renilla-
Luciferase ebenso als ein Reportergen gleich im Anschluss zur Translation verwendet werden
kann. Die lumineszente Reaktion, die von der Renilla-Luziferase katalysiert wird,
beansprucht O, und das Coelenterat-Luziferin (Coelenterazin). Die Kinetik der Reaktion der
Renilla-Luziferase liefert im Luciferase Assay ein stabiles Lumineszenzsignal, das im Laufe
der Messung sehr langsam abschwécht, weswegen das Expressionsplasmid pRL-TK mit dem
Plasmid, das den zu untersuchenden Promoter beinhaltet, als Transfektionskontrolle dienen
kann. Alle Firefly-Luziferase-Werte konnen auf den Renilla-Luziferase-Wert normalisiert

werden.

3.3.10 Biolumineszenzmessung

Der Lumat 9507, Berthold Luminometer, wurde zunidchst mit 70% Ethanol (p.a.) und
schlieBlich 2-fach mit ddH,O gewaschen, wonach am Abfiihrschlauch das Reagenz Stop &
Glow® angeschlossen wurde. Nach dem Waschen des Geriites mit dem Reagenz, erfolgte die
Messung. Gefrorene Lysate wurden schnell auf 37°C im Wasserbad aufgetaut und
lichtgeschiitzt zusammen mit dem Reagenz LAR II auf Eis aufbewahrt. Das LAR II wurde in
100 pl in durchsichtigen Reagenzgldsern vorgelegt. Nach griindlichem Vortexen wurden je 20
pl eines Lysats mit dem vorgelegten LAR II durch Auf- und Abpipettieren gemischt, ins
Messgerit gestellt und die RLU (relative light units)-Werte zweifach ermittelt. Aus den
Werten konnte im Microsoft®-Excel-Programm nach Eingabe der entsprechenden RLU-Werte

der Firefly- und Renilla-Luziferase-Messungen, sowie der Proteinkonzentrationen einzelner
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Lysate die Transfektionseffizienz und die Transaktivierung des zu untersuchenden Promoters

erstellt werden.

3.3.11 Immunzytochemie

Auf Gelatine-beschichteten Deckgldsern ausgesidte Endothelzellen, wurden nach Konfluenz,
entsprechender Behandlung und 3 Waschschritten mit PBS, 10 min lang mit einer 3,5%
Paraformaldehyd (PFA)-Losung fixiert. Nach Absaugen und sachgeméfBer Entsorgung der
PFA-Losung wurden die Zellen erneut 3-fach je 10 min lang mit PBS gewaschen,
anschliefend 5 min lang mit 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Nach erneutem 3-fachen
Waschen mit PBS wurden die Deckgliser auf Objekttrigern platziert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden 30 min lang mit BSA/NGS (bovine serum albumin/normal-goat-
serum) abgesittigt und die Zellen anschlieBend iiber Nacht auf 4°C in einer feuchten Kammer
mit entsprechendem Erstantikorper inkubiert. Vor der Inkubation mit dem Zweitantikorper
wurden die Zellen vom Antikorperiiberschuss 3-fach, je 10 min lang mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden 45 min lang mit Zweitantikorper auf Raumtemperatur inkubiert, 3-fach mit
PBS gewaschen und mit 60% Glyzerin/ 1% n-Propylgallat zum Schutz vor Verbleichen
eingedeckt und der Rand des Deckglases mit Nagellack abgedichtet. Alle Antikdrper wurden

in PBS verdiinnt.

3.3.12 Markierung des Nucleus mit Propidium-Iodid

Die Markierung des Nucleus erfolgte nach der Inkubation mit dem Zweitantikorper. Hierzu
wurde eine 1:1000 verdiinnte Propidium-Iodid-PBS-Losung angefertigt, welche nicht langer
als 10 sec lang auf den Zellen gehalten wurde. Nach der Inkubation wurden die Zellen nach

3.3.9 mit PBS gewaschen.
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34

Zellkulturmethoden

Tabelle 3.4.1 Verwendete Zelllinien und Kulturbedingungen
Kulturmedium
Name Herkunft (Hersteller) FCS-Gehalt Mediumzuséitze
Mikrovaskulire DMEM 10% (inaktiviert) Penizillin + Streptomyzyin
¢END zerebrale (Sigma-Aldrich, 200 mM L-Glutamin 100x
Endothelzelllinie, murin | Deisenhofen) 1% (bereinigt von | (PAA-Laboratories, Berlin)
(Forster et al., 2005) Hormonen) bei 100 mM Na-Pyruvat
Differenzierung (Biochrom AG, Berlin)
NEAA 100x
(Biochrom AG)
MEM-Vitamine 100x
(Biochrom AG)
Mikrovaskulére, DMEM 10% Penizillin + Streptomyzyin
myokardiale (Sigma-Aldrich,
MyEND Endothelzelllinie, murin | Deisenhofen) 1% bei
(Golenhofen et al., Differenzierung
2002)
Human Embryonic | MEM 10% Penizillin + Streptomyzyin
HEK293 Kidney Cells, (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen)
African Monkey Kidney | DMEM 10% Penizillin + Streptomyzyin
Cos-7 Cells, (Gluzmann et al., | (Sigma-Aldrich,
1981) Deisenhofen)
GP+E 86 | PymT (retrovirus) DMEM 10% Penizillin + Streptomyzyin
packaging cell line (Sigma-Aldrich,
Aneo (Markowitz et al., Deisenhofen)
1990)
34.1 Priparation und Immortalisierung der Hirnendothelzelllinie cEND

Das Protokoll basiert auf der Methode, die in der Dissertation von C. Silwedel ausgearbeitet
wurde (Forster et al., 2005). Fiir die Pridparation der Hirnendothelzelllinie cEND wurden
mindestens fiinf neonatale C57/Bl6-Miuse verwendet. Die Entfernung der GroBhirne erfolgte
durch Dekapitieren der Méuse auBerhalb der Sterilbank. Die GroBhirne wurden vorsichtig aus
der Schidelhohle entfernt, worauthin die Meningen durch Abrollen entlang eines sterilisierten
Papierfilters entfernt wurden. Die GroBhirne wurden in sterilen, eiskaltem Puffer A iiberfiihrt
und mit Hilfe eines Skalpells und einer diinnen Plastikpipette homogenisiert. Das entstandene
Homogenat wurde in einen 50 ml-Falcon aufgenommen und 5 min bei 250 g auf RT
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Der daraufhin folgende 0,75% Kollagenase IV-
Verdau erfolgte 30 min lang auf 37°C im Wasserbad im Verhiltnis der einzelnen
Komponenten: 1 Volumenteil Hirngewebe : 3 Volumenteile Puffer A : 1 Volumenteil
Kollagenase IV. Als nichstes wurde der Verdau durch Zugabe von eiskaltem Puffer A
gestoppt (Gesamtvolumen 15 ml), worauthin ein Zentrifugierschritt folgte, 5 min lang bei

250 g. Der Uberstand wurde abgesaugt und das anverdaute Sediment durch einen BSA-

Gradienten vom Myelin getrennt. Hierzu wurde das Sediment in 10 ml einer 25% BSA-
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Losung resuspendiert und 20 min lang bei 1000 g zentrifugiert. Am Ende des
Zentrifugierschrittes bildeten sich ein deutliches, rotes Sediment, sowie eine Schicht des
hellen Myelins an der Oberfldache der BSA-Losung. Das Myelin und ein Teil der BSA-Losung
wurde daraufhin dekantiert, der Rest abgesaugt. Das Sediment wurde in 5 ml Puffer A
aufgenommen und in einen sauberen 15 ml-Falcon mit weiteren 5 ml vorgelegtem Puffer A
tiberfiihrt, resuspendiert und weitere 5 min lang bei 250 g zentrifugiert. Das gewaschene
Sediment wurde in ca. 500 pl Kulturmedium (Zusammensetzung siehe unten) gelost und auf
einer mit Kollagen IV beschichteten Vertiefung einer 12-well-Platte ausgesidt. Nach einer
Inkubation von 45 min im Zellkultur-Brutschrank bei 37°C wurde der Mediumiiberstand in
eine nichste Kollagen IV beschichtete Vertiefung iiberfiihrt und die Vertiefung, in der sich
bereits die ersten Zellen abgesetzt hatten, mit Kulturmedium aufgefiillt.

Nach 24 h erfolgte der erste Immortalisierungsschritt durch Transfektion der Endothelzellen
mit dem Polyoma Middle T (PymT) Virus (Markowitz et al., 1990; Regina et al., 1998):
hierzu wurden 800 pug/ml Polybren, dem hier verwendeten Transfektionsreagenz in PBS, in
einem Verhiltnis von 1:100, mit dem virushaltigem Uberstand, der am Tag zuvor 1:12-
gesplitteten GP+E 86 Aneo-Zellen (Aumailley et al., 1991), verdiinnt. Die Endkonzentration
der Immortalisierungslosung betrug 8 ug Polybren pro ml Medium. Anschlieend wurde die
Losung durch einen 0,45 pum Sterilfilter filtriert, und das Kulturmedium durch das
Immortalisierungsmedium ersetzt. Die Transfektion wurde nach weiteren 24 h wiederholt,
wonach eine Kultivierung der Endothelzellpriparation in DMEM bei 37°C und 5% CO; in
wassergesittigter Atmosphéire, bis zum Erreichen der Konfluenz und dem Erhalt einer

homogenen Endothelkultur, erfolgte.

Puffer A:

15 mM Hepes 153 mM NaCl

5,6 mM KCl1 2,3 mM CaCl,*2H,0

1% (wiv) BSA 2,6 mM MgCl*6H,0

pH 7,4

34.2 Kultivieren von verwendeten Zellen / Zelllinien

3.4.2.1 Bebriiten von Zellen

Die kultivierten Zelllinien wurden in einem Brutschrank (Marke) bei einer Temperatur von
37°C und einem 5% CO,-Anteil in wassergesittigter Atmosphidre (ca. 90%
Wasserfeuchtigkeit) autbewahrt.

44



Materialien und Methoden

34.2.2 Mediumwechsel

StandardmifBig wurde der Medienwechsel alle 2 bis 3 Tage durchgefiihrt. Hierzu wurde das
Kulturmedium auf 37°C erwidrmt und der Mediumiiberstand von den Zellkulturen mit einer
sterilen Pasteurpipette aus dem Kulturgefi3 abgesogen und durch eine entsprechende Menge

frischen Mediums, je nach Grof3e des KulturgefiBes, ersetzt.

34.23 Beschichtung von KulturgefiafSen

Kollagen 1V-Beschichtung (Arbeits-Stocklosung: 50 ul/ ml in 50 mM Essigsdure) Die zu
beschichtenden Kulturgefidle wurden mit der Kollagen IV-Losung bedeckt und 1 h lang auf
RT inkubiert. Die iiberschiissige Losung wurde anschlieBend abgesogen und die
beschichteten Fliachen 3-fach mit PBS gewaschen, wonach die Zellkulturen im Medium in das

Kulturgefaf iiberfiihrt werden konnten.

Gelatinieren der Kulturgefifie

Der Boden des Kulturgefifles wurde mit einer entsprechenden Menge 0,5% (w/v) Gelatine
(Kollagen I) bedeckt und zur Vernetzung 10 min lang auf RT inkubiert. Zum Absinken des
Gelatineiiberschusses vom Flaschenboden wurden Kulturflaschen fiir weitere 5 min auf den
Rand gestellt. Die Gelatine wurde hiernach vollkommen abgesogen und die Zellkultur

entsprechend in das beschichtete Kulturgefif3 iiberfiihrt.

Gelatinieren von Deckglisern

Die Beschichtung von Glasflichen mit Gelatine erforderte eine zusétzliche Quervernetzung
mit 2% (v/v) Glutaraldehyd/ PBS. Dazu wurden die Deckgldser 30 min lang in 0,5% (v/v)
Gelatine inkubiert. Nach Absaugen der Gelatine wurden die Glédser weitere 30 min lang in
einer 2% Glutaraldehyd/ PBS-Losung inkubiert, wonach eine 3-fache Spiilung mit PBS
erfolgte. Die beschichteten und quervernetzten Deckglidser konnten bei 4°C in einer PBS-
Penizillin-Streptomyzin-Losung (100 ml PBS + 1 ml Penizillin-Streptomyzin) aufbewahrt

werden.

Beschichtung mit Poly-L-Lysin

Eine 0,5 ng/ml-konzentrierte Poly-L-Lysin-Stocklosung wurde auf 50 ng/ml mit sterilem
ddH,0O verdiinnt, die Kulturgefdae mit der Losung bedeckt und 1 h lang auf RT inkubiert. Die
tiberschiissige Losung wurde abgesogen, das beschichtete Kulturgefd 2-fach mit ddH,O
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gewaschen und unter der Sterilbank getrocknet. Eine Lagerung der Poly-L-Lysin-
beschichteten Kulturgefile war nach Abdichten mit Parafilm bei 4°C moglich.

34.24 Passagieren von Zelllinien

Das Subkultivieren, das sogenannte Splitten der Zellen, erfolgte, sobald diese einen
konfluenten Monolayer gebildet hatten. Hierfiir wurde das Medium abgesogen, die Kultur
einmal mit PBS gewaschen und als nichstes durch Einwirkung von Trypsin-EDTA abgelost.
Fiir ein 1:3-Splitten verwendete man je 3 ml Trypsin auf eine Kulturflasche von 75 cm’
Flache. Endothelzellen wurden zusitzlich nach der PBS-Spiilung mit einer kleinen Menge
Trypsin gewaschen. Nach Ablosen der Zellen wurde die Enzymwirkung durch Zugabe von
6 ml Kulturmedium gestoppt, die Zellsuspension aufgenommen und entsprechend auf 3 neue
Kulturgefile aufgeteilt. Verwendete Kulturschalen wurden mit frischem Medium auf den

entsprechenden Stand befiillt.

34.2.5 Kryokonservieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zellproben wurden die Zellen, wie in der Beschreibung des Passagierens
geschrieben, vom Boden der Zellkulturgefidfles abgelost, mit reichlich Medium in ein 15 ml
Falcon-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und 5 min lang bei 250 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesogen und das verbliebene Sediment mit dem Einfriermedium
aufgenommen. Hierzu wurden die Zellen aus einer Kulturflasche von einer 75 cm® groBen
Flache in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und als néichstes je 1 ml davon auf ein zuvor
auf Eis gekiihltes Kryorohrchen (Nunc) portioniert. Fiir das Einfrieren wurde das bisher
verwendete Kulturmedium mit 20% FCS-Anteil und mit 10% DMSO versetzt. Die Zellen
wurden zundchst bei -80°C eingefroren und nach spitestens 3 Tagen fiir eine
Langzeitaufbewahrung in fliissigen Stickstoff (-196°C) {iiberfiihrt. Zur Qualitétsiiberpriifung
der eingefrorenen Zellen wurde nach einer Woche ein Kryoaliquot probeaufgetaut (siehe

3.4.2.6).

Einfriermedium:
9 ml Medium mit 20% FCS-Anteil und Penizillin-Streptomyzin-Zusatz
1 ml DMSO

3.4.2.6 Auftauen von kryokonservierten Zellen
Zum Auftauen der Zellen wurden die eingefrorenen Kryorohrchen mit einer geringen Menge

erwirmtem Mediums gefiillt, und das aufgetaute Einfriermedium mit den gefrorenen Zellen in
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ein 15 ml Falcon-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde 5 min
lang bei 250 g zentrifugiert, der Uberstand abgesogen, das Zellsediment in frischem

Kulturmedium resuspendiert und in eine entsprechende Kulturflasche iiberfiihrt.

343 Transfektion von Zellen

3.4.3.1 Transfektion von Endothelzellen mit Effectene (Qiagen)

Das Effectene  Transfektionsreagenz wurde zur Transfektion von konfluenten
Endothelzellen verwendet und wird in Verbindung mit einem Enhancer und einem DNA-
Kondensierungspuffer verwendet. Die angegebenen Volumina beziehen sich auf Zellen, die
auf einer Fldche einer Kulturplatte mit 12 Vertiefungen ausgesit wurden. Im ersten Schritt der
Reaktion erfolgte die Bildung eines DNA-Enhancer-Komplexes, zu dem 0,5 ug Plasmid-
DNA mit 70 ul EC-Puffer suspendiert wurden. Durch Zugabe des Enhancers und einer
anschliefenden 5-miniitigen Inkubation auf RT in einem 3-fachen des DNA-Volumens
erfolgte eine DNA-Enhancer-Komplexbildung. Darauthin wurde ein 2-faches des DNA-
Volumens an Effectene -Reagenz beigefiigt, wodurch eine Komplexbildung mit dem
Transfektionsreagenz erfolgte. Nach sorgfiltigem Mischen der Losung und einer 10-
miniitigen Inkubation bei RT wurde der Losung 600 ul DMEM beigefiigt und gemischt. Im
Anschluss darauf wurde die Losung langsam und tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Nach

24 h wurde das Transfektionsreagenz abgesaugt und mit frischem MEM-Medium ersetzt.

3.4.3.2 Transfektion von HEK293-Zellen mit Polyfect  (Qiagen)

Die Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 60%.
Hierzu wurde 0,5 ug Plasmid-DNA mit 6 ul des Genporter-Transfektionsreagenzes gemischt
und 10 min lang auf RT inkubiert. Danach wurde 600 ul MEM-Medium mit der
Transfektionslosung suspendiert und langsam auf die Zellen pipettiert. Nach 24 h wurde das

Transfektionsreagenz abgesaugt und mit frischem MEM-Medium ersetzt

344 Herstellung von Hormon-bereinigtem FCS

Fiir die Reinigung des FCS von natiirlich vorkommenden Hormonen wurde in einem
Messzylinder 5,61 g Aktivkohle in 170 ml ddH,O gelost. Nachdem die Aktivkohle ein
Sediment gebildet hatte, wurde das ddH,O abgenommen und die beiden Schritte zweimal
wiederholt. Parallel wurde 0,56 g Dextran-T70 in einer geringen Menge PBS gelost und das
Aktivkohlesediment mit 170 ml PBS gemischt, worauthin beide Losungen miteinander

vermengt und mit Hilfe eines Magnetrithrers gelost wurden. Je 17 ml der entstandenen
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Losung wurden in 50 ml Falcon-Rohrchen aufgeteilt und bei 1000 g 20 min lang zentrifigiert.
Der PBS-Uberstand wurde entfernt und die Falcon-Rhrchen auf 50 ml mit hitzeinaktiviertem
FCS (1 h lang auf 56°C inkubiert) aufgefiillt. Die Gefdlle wurden als nédchstes 1 h lang bei
37°C geschiittelt und danach 20 min lang bei 1000 g zentrifugiert. Zum Sedimentieren
erfolgte eine Inkubation der Rohrchen samt Inhalt auf 4°C iiber Nacht. Am folgendem Tag
wurde der Uberstand in eine Spritze aufgenommen und durch einen 0,45 um Filteraufsatz
sterilfiltriert. Die Aliquots mit Hormon-bereinigtem FCS wurden bis zur Verwendung auf -

20°C aufbewahrt.

34.5 Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes

Endothelzellen wurden auf gelatinierten Transwell-Filtereinsitzen (BD) fiir Kulturplatten mit
6 Vertiefungen ausgesit. Der transendotheliale elektrische Widerstand wurde nach Erreichen
der Konfluenz des Endothel-Monolayers mit Hilfe eines Volt-Ohm-Meter (World Precision
Instruments) gemessen. Als Leerwert wurde ein Filter ohne Zellen mitgemessen. Der TER in
Q x cm® wurde unter Beriicksichtigung des Widerstandes des Leerwertes kalkuliert nach der
Formel:

TER = [Messwert (behandelte Zellen) — Leerwert] x Filterfléiche

3.4.6 Statistische Analyse

Statistische Unterschiede der verschiedenen Versuchsansidtze wurden mittels eines
zweiseitigen ,student’s T-Tests* (Microsoft Excel™ berechnet. Die Werte sind als
Mittelwerte + Mittelwertabweichung angegeben. Statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05

(*) angenommen, p < 0,01 (**) wurden als hochsignifikant angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Dexamethason-Wirkung auf die Expression von VE-Cadherin in cEND-Zellen

In diesem Teil der Arbeit wurden die Effekte einer GC-Behandlung auf die Protein- und
Genexpression von VE-Cadherin, sowie die einhergehenden Verdnderungen in der
Organisation des filamentosen Aktins (F-Aktins) im murinen BHS-Modell, den cEND-Zellen,

untersucht. Der Mechanismus, der zu diesen Verdnderungen fiihrt, ist weitgehend unklar.

4.1.1 Dexamethason-induzierte morphologische Verinderungen der cEND-Zellen
durch Reorganisation des Zytoskeletts
Zuniachst wurden Behandlungszeitreihen angefertigt, in denen cEND-Zellen in 24 h-
Abstinden mit 100nM  Dexamethason inkubiert wurden. Lichtmikroskopische
Beobachtungen lieferten die ersten Befunde. Eine 72-stiindige Applikation von 100 nM
Dexamethason fiihrte zu einer deutlichen Morphologiednderung, die sich durch eine
Oberflachenvergroferung manifestierte (Abb. 4.1.1.B), verglichen mit unbehandelten
spindelformig, langlich gewachsenen cEND-Zellen (Abb. 4.1.1A). Dexamethason-behandelte,
sowie unbehandelte cEND-Zellen wurden im folgenden Schritt immunzytochemisch auf VE-
Cadherin und F-Aktin markiert. Abb. 4.1.1C zeigt die Immunmarkierung von VE-Cadherin in
unbehandelten cEND-Zellen. Die spindelformige, langliche Anordnung des VE-Cadherins an
den Zellgrenzen ist deutlich zu erkennen. Eine GC-Behandlung verursachte hingegen eine
verstirkte VE-Cadherin Immunfédrbung, sowie eine deutliche Oberflichenvergroerung der
Zellen (Abb. 4.1.1D). Es folgte eine Immunmarkierung mit Alexa-Phalloidin 488 auf F-Aktin,
das durch Plaque-Proteine mit VE-Cadherin assoziiert ist. Die Immunfluoreszenz-
Untersuchung demonstrierte, eine Umverteilung des F-Aktins in GC-behandelten cEND-
Zellen, was sich durch die Ausbildung eines deutlichen und kontinuierlichen, kortikalen
Aktin-Ringes  (Schnittler, 1998) &uBlerte, als Korrelat dieser morphologischen
Umstrukturierungen (Abb. 4.1.1E). Im Unterschied dazu fanden sich in unbehandelten cEND-
Zellen Aktin-Stressfasern, die nach Dexamethason-Behandlung reduziert bzw. nicht mehr

nachzuweisen waren (Abb. 4.1.1F).
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Aufnahme: Inverses Lichtmikroskop (Olympus)

Kontrolle

Immunzytochemie

Kontrolle 100 nM dex

(o1

VE-Cadherin (rot)

100 nM dex

Kontrolle

F-Aktin (Alexa-Phalloidin 488, griin)

Abb.: 4.1.1  Morphologische Verinderungen vermittelt durch eine GC-Behandlung in der cEND-
Zelllinie. Konfluente cEND-Zellen wurden 72 h lang mit bzw. ohne 100 nM Dexamethason kultiviert und mit
4% PFA fixiert. A und B stellen lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellen dar (Groenbalken: 50 pm): A
unbehandelte und B Dexamethason-behandelte cEND-Zellen. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen weisen
cEND-Zellen von B eine deutliche Morphologiednderung von spindelformig, langlich (A) zu fldchig, breit, auf.
C-D stellen fluoreszenzmikroskopische Bilder behandelter und unbehandelter cEND-Zellen dar. Cy3 (rot)
markiert ist das VE-Cadherin (GroBenbalken: 10 pm). D demonstriert verglichen mit C eine
ZellflachenvergroBerung. Eine Stressfaser-Markierung durch immunzytochemische Markierung von F-Aktin mit
Alexa-Pahalloidin 488 ist in E zu sehen. Reduktion der Strassfasern, sowie eine Ausbildung eines prominenten
Aktin-Ringes aufgrund der Dexamethason-Behandlung in F zu beobachten.
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4.1.2 Induktion der VE-Cadherin-Proteinproduktion durch Dexamethason in cEND-
Zellen

Im Zentrum des folgenden Untersuchungsschrittes stand das VE-Cadherin, dessen
Veridnderungen bereits an den zuvor beschriebenen Immunmarkierungen berichtet wurden.
Zusitzlich wurden intrazelluldre Plaque-Proteine der Adhédrenskontakte untersucht, wie das a-
und B-Catenin, sowie ZO-1, welches sich sowohl Occludens- als auch Adhirenskontakte
teilen (Schnittler, 1998). Alle Proteine wurden iiber Western-Blot quantifiziert. Hierzu
wurden cEND-Zellen mit und ohne Dexamethason fiir 48 h und 72 h inkubiert. Anhand der
Western-Blot-Daten konnte eine Erhthung der Proteinexpression des VE-Cadherins detektiert
werden. Die densitometrische Analyse der VE-Cadherin-Banden fiihrte zu folgenden
Ergebnissen (Abb. 4.1.2): nach 48 h Dexamethason-Behandlungszeit kam es, verglichen mit
dem Expressionslevel des VE-Cadherins in unbehandelten cEND-Zellen, das mit 100% gleich
gesetzt wurde, zu einer Erhohung der VE-Cadherin-Proteinexpression um 49,1 + 2,6%. Eine
72 h Dexamethason-Behandlung bewirkte eine Expressionserhohung um 30 + 6%. Im
Gegensatz dazu blieb die detektierte Proteinmenge von o~ und -Catenin, sowie ZO-1, in 48 h
und 72 h lang behandelten cEND-Zellen unveridndert. Als Ladekontrolle wurde [-Aktin

verwendet.
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Abb.: 4.1.2  Auswirkungen einer Dexamethason-Behandlung auf die VE-Cadherin- und Plaque-
Proteinexpression in cEND-Zellen. cEND-Zellen wurden auf 25 cm® groBen Zellkulturflaschen bis zur
Konfluenz kultiviert, fiir 24 h in DMEM mit 2% FCS-Gehalt iiberfithrt und 48 h bzw. 72 h lang mit
Dexamethason behandelt und unbehandelt kultiviert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 3-fach
konzentriertem Laemmli-Puffer aufgenommen, lysiert und nach einer PAA-Gelelektrophorese auf VE-Cadherin,
sowie die Plaque-Proteine ZO-1, o~ und PB-Catenin iiber Western-Blot untersucht. Nach 48 h und 72 h
Behandlungszeit konnte ein deutlicher Anstieg der VE-Cadherin-Proteinexpression erkannt werden, verglichen
mit unbehandelten Kontrollen. Zu keiner Zeit der Dexamethason-Behandlung konnten Verdnderungen der
Plaque-Proteinexpression detektiert werden. Als Ladekontrolle diente B—Aktin.
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4.1.3 Regulation der VE-Cadherin-Genexpression durch GCs

Die positiven Effekte, die durch die Western-Blot-Analysen des VE-Cadherin Proteins in
cEND-Zellen aufgezeigt wurden, waren Anlass, die Effekte von GCs auf die Genexpression
des VE-Cadherins zu iiberpriifen. Ebenso wichtig war es, zu ermitteln, ob das VE-Cadherin-
Gen zu den direkten Zielgenen der GC-Wirkung gehort. Die Bestimmung des Zeitpunktes der
Transkriptionsaktivierung des VE-Cadherin-Gens war Voraussetzung fiir diese
Aufgabenstellung. Somit wurden cEND-Zellen alle 24 h mit 100 nM Dexamethason
behandelt und jeweils nach 24 h und 48 h zusammen mit unbehandelten Zellen geerntet.
Gesamt-RNA wurde schlie8lich aus den Zellen isoliert, revers in cDNA transkribiert und auf
VE-Cadherin-Transkription mittels quantitativer real-time RT-PCR untersucht. Fiir jede
Reaktion wurde die Expression der endogenen Kontrolle, des Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase-Gen (GAPDH), mitbestimmt. 24 h nach Beginn der Dexamethason-
Behandlung kam es zu einer Erhohung der Expression um das 1,22 + 0,07-fache. Die
Inkubationszeit von 48 h verursachte einen maximalen Anstieg der VE-Cadherin-Expression
um das 1,86 + 0,41-fache, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, die mit 1 gleich gesetzt
wurde.

Um herauszufinden, ob die Erhdhung der VE-Cadherin-Transkription auf die direkte
Wechselwirkung des GRs mit der VE-Cadherin-DNA zuriickzufiihren ist, wurde die mRNA
aus Dexamethason-behandelten cEND-Zellen, sowie mRNA aus simultan mit dem GR-
Antagonisten RU486 inkubierten Zellen, auf VE-Cadherin-Expression untersucht. Die revers
transkribierte mRNA wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen und die unter UV-Licht
fotografierten Banden, densitometrisch analysiert. Nach nur 24 h konnte weder durch die
alleinige Dexamethason-Behandlung (0,96 + 0,041-fache Expression) noch durch die
simultane Dexamethason- und RU486-Behandlung (1,01 + 0,03-fache Expression) ein
signifikanter Effekt detektiert werden. Nach 48 h fand sich jedoch eine 1,8 + 0,12-fache
Erhohung der VE-Cadherin-Expression. Dieser Effekt trat in Gegenwart von RU486 nicht

mehr auf, verglichen mit der Kontrolle aus unbehandelten cEND-Zellen.
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Abb.: 4.1.3 Genexpressionszeitreihe von VE-Cadherin in Dexamethason-behandelten und
unbehandelten cEND-Zellen. cEND-Zellen wurden auf Kollagen IV-beschichteten Zellkulturgefilen mit 6
Vertiefungen gezogen, fiir 24 h in DMEM mit 2% FCS-Gehalt iiberfiihrt und mit Dexamethason oder mit
Dexamethason und dem GR-Antagonisten RU486 behandelt. Zellen wurden jeweils nach 24 h fiir RNA-
Extraktion geerntet (24 h und 48 h lang mit Dexamethason stimuliert). Die mRNA in cDNA revers transkribiert
und mittels quantitativer real-time RT-PCR (A) bzw. semiquantitativer PCR (B) mit elektrophoretischer
Auftrennung auf einem Agarose-Gel auf VE-Cadherin-Expression analysiert. Die mittels real-time RT-PCR
gewonnenen Daten demonstrieren eine Hochregulation der VE-Cadherin-Expression in Abhdngigkeit der
Behandlungsdauer der Zellen. Die semiquantitativen Daten weisen auf einen spiten, indirekten GC-Effekt hin.
Nach 48 h Dexamethason- und gleichzeitiger RU486-Gabe verbleibt die VE-Cadherin-Genexpression auf
Kontrollniveau.
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4.14 Dexamethason-vermittelte Transaktivierung des VE-Cadherin-Promoter-
Konstruktes in HEK293-Zellen
Um die direkt durch den GR vermittelten Effekte auf die VE-Cadherin-Genexpression
aufzuzeigen, wurde anschlieBend die Transaktivierung des VE-Cadherin-Genpromoters 24 h
nach Dexamethason-Behandlung getestet. Hierbei wurde das VE-Cadherin-Promoter-
Konstrukt —2486L.UC (Lelievre et al., 2000) fiir Transaktivierungsstudien mittels Luciferase-
Assay eingesetzt. Das Experiment wurde zunidchst in HEK293-Zellen, die endogen den GR
exprimieren (Oakley et al., 1999), etabliert. Zuvor wurden in Vorversuchen verschiedene
Transfektionsmethoden zur Erzielung einer optimalen Transfektionseffizienz getestet. Die
Etablierung der Transfektion des Promoter-Konstruktes (siehe Diplomarbeit Blecharz K.,
2006) befasste sich mit der Festlegung der angewandten Transfektionsmethode, sowie einer
fir die Transfektion eingesetzten cDNA-Konzentration. Getestet wurde die Transfektion
mittels Permeabilisierung und der Einsatz verschiedener Reagenzien, wie CaCl, (eigene
Herstellung), Lipofectamine 2000° (Invitrogen), GenPorter (GLS), TransFectin (Biorad),
sowie Effectene  Transfection Reagent (Qiagen). Die Transfektion mit Effectene  erwies
sich als bestgeeignete Methode, um eine Doppeltransfektion mit dem Kontrollvektor pRL-TK
und dem —2486LUC-Konstruktes fiir den Luciferase-Assay durchzufiithren. In HEK293-Zellen
konnte die Transaktivierung des VE-Cadherin-Promoter-Konstruktes -2486LUC von
3,37 £0,83-fach durch 100 nM Dexamethason gemessen werden (Abb. 4.1.4). Zur
Errechnung der Ergebnisse wurde die pRL-TK-Aktivitit einbezogen. Lysate aus

unbehandelten Zellen dienten als Kontrolle und wurden mit 1 gleich gesetzt.
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Abb.: 4.1.4  Konzentrationsabhéingige GC-Effekte auf die VE-Cadherin-Promoter Aktivitit in
HEK?293-Zellen. HEK293-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Kulturplatten mit 12 Vertiefungen
kultiviert. Nach erreichen der Konfluenz wurde mittels Effectene™ pRL-TK und —2486LUC doppeltransfiziert,
24 h spiter mit Dexamethason (dex) oder Hydrokortison (HC) (in verschiedenen Konzentrationen), mit oder
ohne RU486 behandelt, wonach die VE-Cadherin-Promoteraktivitit mit dem Dual-Luciferase-Assay-Kit
(Qiagen) am Lumat LB 9507 (Berthold) gemessen wurde. Nach 24 h 100 nM Dexamethason-Behandlung konnte
eine nahezu 3,5-fache Transaktivierung des Promoters detektiert werden, verglichen mit der unbehandelten
Kontrolle, die mit 1 gleich gesetzt wurde. Ahnliche Aktivititen konnten nach Hydrokortison-Gabe gemessen
werden. RU486 konnte in beiden Fillen die Transaktivierung inhibieren.

4.1.5 Erhohung der VE-Cadherin-Promoteraktivitit durch Dexamethason-
Behandlung in cEND-Zellen

Die in HEK293-Zellen etablierten Transfektionsbedingungen konnten auf den BHS-Kontext

iibertragen werden. Das VE-Cadherin-Promoter-Konstrukt wurde zusammen mit dem

Kontrollvektor pRL-TK unter Verwendung von Effectene” in konfluente cEND-Zellen

transfiziert. Nach 24 h Dexamethason-Behandlung konnte eine 1,97 £0,1-fache

Promoteraktivitit des —2486LUC-Konstruktes gemessen werden (Abb. 4.1.5).
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Abb.: 4.1.5 Transaktivierung des VE-Cadherin-Genpromoters durch Dexamethason in cEND-Zellen.
Konfluente, auf kollagenisierten Kulturschalen mit 6 Vertiefungen gewachsenen cEND-Zellen wurden nach
Uberfiihrung in DMEM mit 2% FCS-Gehalt mit pRL-TK und dem —2486LUC-Konstrukt transfiziert, und am
darauffolgendem Tag 24 h lang mit 100 nM Dexamethason (dex) stimuliert oder unbehandelt belassen. Nach
Lyse der Zellen konnte eine fast 2-fache Transaktivierung des VE-Cadherin-Promoters gemessen werden,
verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, die mit 1 gleich gesetzt wurde.

4.1.6 Dexamethason-induzierte Verstirkung der VE-Cadherin-Verankerung an das
Aktin-Zytoskelett: Zytoskelett-Assoziationsassay

Die Funktion der Endothelbarriere ist im groen Malle abhingig von den endothelialen
Junktionen und deren Verankerung am Aktin-Zytoskelett. Mit dem Zytoskelett-
Assoziationsassay ist es moglich, die Menge des am Zytoskelett-verankerten VE-Cadherins
zu bestimmen. Mittels dieser Methode kommt es zu einer Zelllysatauftrennung durch das
Detergens Triton X-100 in zytosolische und Zytoskelett-assoziierte Zellbestandteile. Im
Detergens-unloslichen Niederschlag, also der Zytoskelett-Fraktion, konnen alle Zytoskelett-
und zytoskelettverankerten Proteine, ebenso das Zytoskelett-assoziierte VE-Cadherin, iiber
Western-Blot quantifiziert werden. Hierfiir wurden konfluente cEND-Zellen mit und ohne
100 nM Dexamethason kultiviert, nach 48 h lysiert, und in die einzelnen Bestandteile
aufgetrennt. Die densitometrischen Analysen der Western-Blot-Ergebnisse zeigten eine
signifikante Erhohung des im Zytoskelett verankerten VE-Cadherins um 42 +24,1% im
Vergleich zur Kontrolle, die mit 100% gleich gesetzt wurde (Abb.4.1.6). Als Kontrolle
dienten Zytoskelett-Fraktionen aus unbehandelten cEND-Zellen.
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Abb.: 4.1.6  Folgen der Dexamethason-Behandlung auf die Assoziation von VE-Cadherin an das Aktin-
Zytoskelett. cEND-Zellen wurden auf Kollagen IV-beschichteten 25 cm? groBen Kulturflaschen bis zum
Erreichen der Konfluenz gezogen. Nach Uberfiihren in DMEM mit 2% FCS-Gehalt fiir 24 h wurden die Zellen
72 h lang mit 100 nM Dexamethason stimuliert und mit Triton X-100-haltigem Puffer fraktioniert. Die
Zytoskelett-Phase wurde elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membran transferiert und VE-
Cadherin, sowie B-Aktin als Ladekontrolle immunmarkiert. Nach densitometrischer Analyse konnte eine um 42
+ 24,1% erhohte Assoziation des VE-Cadherins an das Aktin-Zytoskelett gemessen werden.
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4.2  Wirkung von GCs auf die Barriereeigenschaften von MS-Patientensseren-
inkubierten cEND-Zellen

Im Krankheitsverlauf der MS kommt es zu einem Zusammenbruch der BHS. Zur Behandlung
dieser komplexen Krankheit werden u. a. GCs eingesetzt. Die genaue Wirkungsweise und
Effektivitidt der GCs ist unter diesen pathophysiologischen Bedingungen jedoch weitgehend
unerforscht. Im zweiten Teilprojekt der Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss MS-
Patientenseren auf die Barriereeigenschaften des BHS-Modells cEND ausiiben und welche

Effekte eine GC-Behandlung unter diesen Bedingungen erzielen kann.

4.2.1 Erniedrigung des TERs in cEND-Zellen durch Behandlung mit MS-
Patientenseren
Die Occludens- und Adhéarenskontaktproteine Claudin-5, Occludin, sowie das VE-Cadherin
gehoren zu den Schliisselmediatoren der besonders hohen endothelialen Dichtigkeit im
Gehirn. Veridnderungen der Topologie oder Expression dieser Molekiile wirkt sich auf
Permeabilitit des Endothelzell-Monolayers aus. Gemessen wurde der TER an cEND-Zellen,
die zuvor 48 h mit Seren von gesunden Probanden, sowie Seren von Patienten im
Exazerbations- bzw. Remissionsstadium der MS behandelt wurden. Zunichst wurde der TER
an Zellen gemessen, die 48 h in DMEM mit einem 2% Gehalt GC-bereinigten FCS kultiviert
wurden. Diese Zellen wiesen einen TER von 413 =25 Q x cm” auf. Bei cEND-Zellen, die in
2% Serum Gesunder kultiviert wurden, konnte ein niedrigerer TER von 299 + 21 Q x cm?
gemessen werden. Dieser Wert wurde als Kontrollwert genutzt und mit 100% gleich gesetzt.
cEND-Zellen, die in DMEM mit 2% Seren von Exazerbationspatienten inkubiert wurden,
wiesen einen deutlich erniedrigten TER von 114 + 11 Q x cm? auf, der 38,1 +3,2% des
Kontrollwertes darstellte. Die Behandlung der cEND-Zellen mit Serum von
Remissionspatienten verursachte ebenfalls eine Erniedrigung des TERs auf 172 + 12 Q x cm?,

also 49,8 + 3,5% der Kontrolle.
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Abb.: 42.1 Anderungen der TER-Werte nach Inkubation der cEND-Zellen in Seren verschiedener
MS-Patienten. Konfluente, auf Kollagen IV-beschichtete Transwell-Filter ausgesidte cEND-Zellen wurden fiir
24 h auf 2% FCS-haltiges DMEM iiberfiihrt. Danach wurde ein Teil der Zellen in DMEM mit 2% Patientenseren
bzw. Seren gesunder Probanden iiberfithrt und 48 h lang darin kultiviert. TER-Werte wurden unter
Beriicksichtigung des Widerstandes der Leerfilter mittels 2 Elektroden (World Precision Instruments, Inc., New
Haven, CT; USA) gemessen. cEND-Zellen, die mit Seren Gesunder inkubiert wurden, wiesen einen etwas
niedrigeren TER auf, verglichen mit Zellen, die in DMEM mit 2% FCS-Gehalt kultiviert wurden. Die Inkubation
mit Krankheitsseren fiihrte zu einer Erniedrigung des TERs um mehr als 50%; mit Exazerbationsseren inkubierte
cEND-Zellen wiesen die hochste Permeabilitit auf, verglichen mit Zellen, die mit Seren gesunder Probanden
inkubiert wurden.

4.2.2 Keine Wiederherstellung des TERs nach Dexamethason-Behandlung in cEND-
Zellen nach Inkubation mit MS-Patientenseren
cEND-Zellen wurden fiir insgesamt 48 h in DMEM mit einem 2% Gehalt MS-Patientenseren
gehalten. Nach 24 h dieser Inkubation erfolgte eine Behandlung mit 100 nM Dexamethason
fiir 24 h, woraufthin der TER bestimmt wurde. Der TER, der an cEND-Zellen ermittelt wurde,
die mit Serum Gesunder inkubiert wurden und unbehandelt blieben, diente als Kontrolle und
betrug 299 + 21 Q x cm® bzw. 100%. Die Behandlung mit Dexamethason verursachte eine
Erhéhung des gemessenen TERs auf 486 + 13 Q x cm?, was 162.5 + 3.8% der Kontrolle
betrug. Im Unterschied dazu, fiihrte eine gleichzeitige Behandlung mit Dexamethason zu
keinem Anstieg des TERs bei cEND-Zellen, die mit Exazerbationspatientenseren inkubiert
wurden. Hierbei stieg der TER von 114 £ 11 Q x cm? auf 120 £ 9 Q x cmz, was 105,3 +5,3%
der unbehandelten cEND-Zellen dieser Serie darstellte. Die Behandlung von cEND-Zellen,

die zuvor mit Serum von Remissionspatienten inkubiert wurden, fiihrte zu einem geringen
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Anstieg des TER vom Kontrollwert der unbehandelten Zellen (100%): von 149 + 12 Q x cm?
(100%) auf 218 £+4 Q x cmz, 146,3 + 2,6% der unbehandelten Zellen.

Zusammenfassend zeigen die TER-Ergebnisse, dass die Inkubation mit MS-Patientenseren zu
einer gesteigerten Permeabilitit des cEND-Monolayers fiihrte. Eine Dexamethason-

Behandlung bewirkte jedoch keine Wiederherstellung des TERs auf das Kontrollniveau.
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Abb.: 4.2.2 Effekte einer Dexamethason-Behandlung auf die TER-Werte von cEND-Zellen, die mit
Seren verschiedener MS-Patienten inkubiert wurden. cEND-Zellen wurden mit Patientenseren behandelt,
wie zuvor beschrieben. Nach 24 h folgte eine Inkubation mit oder ohne 100 nM Dexamethason fiir weitere 24 h,
danach wurde nach Standardprotokoll der Widerstand der Zellen bestimmt wurde. Die GC-Behandlung fiihrte zu
einer Erhohung der TER-Werte der mit Seren Gesunder behandelten Zellen um mehr als 60%. Dexamethason
konnte die TER-Werte der mit Exazerbationsseren inkubierten cEND-Zellen nicht kompensieren. Die GC-
Behandlung fiihrte zu einem leichten Anstieg der TER-Werte im Falle der Zellen, die mit Remissionsseren
inkubiert wurden. Dieser betrug jedoch nur ca. 50% des Kontrollniveaus (des TER-Wertes cEND-Zellen, die in
Seren Gesunder inkubiert wurden).

4.2.3 Unterschiedliche Effekte auf die Expression von TJ-Proteinen vermittelt durch
die Inkubation mit MS-Patientenseren

Die Proteine des Occludens- und Adhérenskontakt-Komplexes gewihrleisten die Dichtigkeit

und die Integritit der BHS. Um die Ursache der Permeabilititserhohung der mit

Krankheitsseren inkubierten cEND-Monolayer aufzukliren, wurden Anderungen in der

Expression der Junktionsproteine iiber Western-Blot untersucht. Hierfiir wurden cEND-Zellen

im Standard-Versuchsaufbau mit Patientenseren inkubiert und Lysate hergestellt. Die

Resultate aus den Proteinanalysen wurden mittels Densitometrie quantifiziert und graphisch

60




Ergebnisse

dargestellt. Untersucht wurden drei Proteine des junktionalen Komplexes: Claudin-5,
Occludin, sowie das VE-Cadherin. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin mitbestimmt.

Im Falle des Claudin-5 konnte bei cEND-Zellen, die mit Seren von Exazerbationspatienten
inkubiert wurden, eine Erniedrigung des Proteingehaltes beobachtet werden. Diese betrug
54,34 + 19,6% der Kontrolle, also cEND-Zellen, die mit Seren Gesunder inkubiert und mit
100% gleich gesetzt wurde. Bei cEND-Zellen, die mit Seren von Remissionspatienten
inkubiert wurden, kam es zu einer herabgesetzten Claudin-5 Proteinexpression, die 72,7 +
10,6% der Kontrolle betrug. Die Western-Blot-Analyse von Claudin-5 stimmt somit mit den
Ergebnissen der TER-Messung iiberein.

Als nichstes wurden Anderungen der Proteinexpression von Occludin in Abhingigkeit von
der Behandlung mit verschiedenen Patientenseren untersucht. Hier zeigte sich, dass die
Inkubation mit Seren von Exazerbationspatienten eine Herunterregulation des Occludin-
Proteinlevels auf 78,4 + 4,1% der Kontrolle verursachte. Es kam durch die Inkubation mit
Seren von Remissionspatienten sogar zu einer noch stiarkeren Erniedrigung der Occludin-
Proteinlevel auf 66,5 + 2,1% der Kontrolle.

Ebenfalls wurden iiber Western-Blot die Proteinlevel des VE-Cadherins untersucht. Dabei
erwiesen sich nach Inkubation mit den verschiedenen Patientenseren kaum Anderungen in der
Expression dieses Proteins. Nach Inkubation mit Exazerbationsseren konnte eine VE-
Cadherin-Proteinexpression von 96,8 + 2,6% detektiert werden. Die Inkubation der cEND-
Zellen mit Seren von Remissionspatienten verursachte eine VE-Cadherin-Expression auf

106,6 +4,1%.
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Abb.: 4.2.3  Anderungen der Kontaktprotein-Expression verursacht durch Inkubation von cEND-
Zellen mit Seren von MS-Patienten. Eine 24 h Behandlung konfluenter cEND-Zellen mit Seren von MS-
Patienten hat verschiedene Auswirkungen auf die Proteinexpression von Claudin-5, Occludin und VE-Cadherin.
Der Claudin-5-Proteingehalt wurde signifikant erniedrigt nach Inkubation mit Exazerbationsseren, verglichen
mit dem Proteingehalt der mit Seren Gesunder inkubierten Zellen. Ebenfalls wurde der Occludin-Proteingehalt
erniedrigt nach Exazerbationsserum-Inkubation. Die VE-Cadherin-Expression blieb nahezu unverédndert.
Inkubation von cEND-Zellen mit Remissionsseren fiihrte zu einer geringeren Erniedrigung von Claudin-5. Die
Occludin-Proteinexpression wurde dagegen stirker herunterreguliert als nach der Inkubation mit
Exazerbationsseren. (*) Signifikanz bezogen auf die mit Serum Gesunder behandelte Kontrolle des jeweiligen
Proteins.

4.24 Geringe Verinderungen der Expression junktionaler Proteine in mit MS-
Krankheitsseren inkubierten cEND-Zellen nach Dexamethason-Behandlung

In weiteren Experimenten wurden Dexamethason-Effekte auf die Proteinexpression von

Claudin-5, Occludin und VE-Cadherin in cEND-Zellen ermittelt, die wie in den

vorangehenden Versuchsanordnungen mit Patientenseren inkubiert wurden. Eine 24 h

62




Ergebnisse

Dexamethason-Behandlung von cEND-Zellen, die mit Seren gesunder Probanden inkubiert
wurden, resultierte in einer 117 * 6,3% Claudin-5-Proteinexpression (gesund + dex),
verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (gesund unbehandelt), die mit 100% gleich
gesetzt wurde. Dexamethason verursachte in cEND-Zellen, die zuvor mit Exazerbationsseren
inkubiert wurden (Exazerbation + dex), eine Claudin-5-Proteinexpression von 112,13 +
10,8%, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Exazerbation unbehandelt). Die Claudin-
5-Proteinmenge in Remissionsseren inkubierten cEND-Zellen nach Behandlung mit
Dexamethason betrug 105,11 + 2,3% (Remission + dex). Auflerdem wurden Dexamethason-
Effekte auf die Expression des Occludin-Proteins in Patientenseren inkubierten cEND-Zellen
bestimmt. Hierbei kam es zu einer Hochregulation der Occludin-Proteinexpression in
Dexamethason-behandelten cEND-Zellen, die zuvor mit Seren gesunder Probanden inkubiert
wurden. Diese gemessene Proteinmenge stellte 191 + 10,2% der unbehandelten Kontrolle dar,
die mit 100% gleich gesetzt wurde. Die Dexamethason-Behandlung verursachte eine
Erniedrigung der Occludin-Proteinexpression in cEND-Zellen, die in Exazerbationsseren
inkubiert wurden (Exazerbation + dex) auf 73,9 + 10,8% der unbehandelten Kontrolle
(Exazerbation unbehandelt). Zellen, die mit Remissionsseren inkubiert und zusétzlich mit 100
nM Dexamethason behandelt wurden, wiesen 110,9 + 2,4% (Remission + dex) der Occludin-
Kontrolllevel auf (Remission unbehandelt).

Eine Dexamethason-Behandlung hatte kaum Einfluss auf die VE-Cadherin-Proteinexpression.
Nach Inkubation der cEND-Zellen mit Seren gesunder Probanden kam es durch die
darauffolgende Dexamethason-Behandlung zu einer Expression von 101,2 + 5,9% (gesund +
dex) der unbehandelten Kontrolle (gesund unbehandelt). cEND-Zellen, die nach einer
Inkubation mit Exazerbationsseren mit Dexamethason behandelt wurden (Exazerbation +
dex), wiesen eine VE-Cadherin-Proteinexpression von 112,8 + 3,4% der unbehandelten
Kontrolle (Exazerbation unbehandelt) auf. Dexamethason beeinflusste die VE-Cadherin-
Proteinlevel der cEND-Zellen, die mit Remissionsseren inkubiert wurden, kaum- die
Proteinlevel in diesem Falle betrugen 100 + 2,9% (Remission + dex), verglichen mit der

unbehandelten Kontrolle (Remission unbehandelt).
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Abb.: 4.2.4  Effekte der Dexamethason-Behandlung auf die Kontaktprotein-Expression in in
Krankheitseren inkubierten cEND-Zellen. cEND-Zellen wurden fiir Western-Blot-Versuche auf Kollagen IV-
beschichteten Kulturflaschen ausgesiit und nach zuvor beschriebenem Standardprotokoll mit DMEM mit 2%
Patientenserum-Gehalt inkubiert. Nach 24 h der Inkubation folgte eine Hinzugabe 100 nM Dexamethasons fiir
weitere 24 h. Die erhaltenen Banden wurden densitometrisch analysiert. Dexamethason verursachte im Falle der
cEND-Zellen, die mit Seren Gesunder inkubiert wurden, eine Hochregulation der Claudin-5- und Occludin-
Proteinexpression. VE-Cadherin-Niveaus aus dem gleichen experimentellen Ansatz wiesen eine geringe
Hochregulation der Proteinexpression von VE-Cadherin auf. VE-Cadherin-Mengen blieben unbeeintriachtigt
nach Dexamethason-Behandlung im Falle der Inkubation mit beiden Krankheitsseren. Im Falle von Claudin-5
fihrte die 24 h Dexamethason-Behandlung zu einer Hochregulation bei gleichzeitiger Inkubation mit
Exazerbationsseren. Bei der Remissionsseren-Inkubation kam es nach Dexamethason-Behandlung zu einem
leichten Anstieg der Claudin-5-Expression, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Dexamethason
verursachte eine Herunterregulation der Occludin-Level in cEND-Zellen, die in Exazerbationsseren inkubiert
wurden. Es kam zu einem ca. 10% Anstieg der Occludin-Proteinexpression bei cEND-Zellen, die in DMEM mit
Remissionsserum-Gehalt kultiviert wurden, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle.

4.2.5 Dexamethason-vermittelte Anderungen der Genexpression junktionaler Proteine
in mit Patientenseren inkubierten cEND-Zellen
Um herauszufinden, ob die Inkubation in MS-Patientenseren und die daraufhin folgende
Dexamethason-Behandlung Einfluss auf die Genexpression der zu untersuchenden
Junktionsproteine nehmen, wurden cEND-Zellen anhand der gleichen experimentellen
Ansitze mit Patientenseren mit oder ohne Dexamethason inkubiert. Die erhaltenen RNA-
Proben wurden mittels reverser Transkription in c¢cDNA umgeschrieben und mit der
quantitativen real-time RT-PCR analysiert. Tabelle 4.2.1 fasst die Ergebnisse der real-time
RT-PCR-Analysen zusammen. Als Kontrollen fiir alle Messungen dienten cEND-Zellen, die
mit Seren Gesunder inkubiert und nicht mit Dexamethason behandelt wurden. Es fand sich
eine Induktion der Occludin-Transkription, verursacht durch die 24-stiindige Dexamethason-

Behandlung, in mit Seren Gesunder inkubierten cEND-Zellen. Dieselbe Behandlung
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verursachte hingegen nur eine sehr schwache Claudin-5 und VE-Cadherin Hochregulation.
Der prominenteste Effekt der Dexamethason-Behandlung in cEND-Zellen, die mit
Exazerbationsseren inkubiert wurden, konnte erneut im Falle des Occludin-Gens detektiert
werden. Verglichen damit, hatte die Inkubation mit Exazerbationsseren fast keinen Einfluss
auf die Genexpression von Occludin und VE-Cadherin. Die Genexpression von Claudin-5
wurde nach Inkubation mit Exazerbationsseren am stdrksten negativ beeinflusst. Eine
zusitzliche Dexamethason-Behandlung fiihrte zu keiner Induktion der drei Gene. Eine
Inkubation der cEND-Monolayer mit Remissionsseren fiihrte zu einer schwachen
Herunterregulation des Occludin-Gens, verglichen mit den Kontrolle. Die 100 nM
Behandlung mit Dexamethason in cEND-Zellen, die mit Remissionsseren inkubiert wurden,
wirkte sich am stdrksten auf die Genexpression von Occludin und Claudin-5 aus, bei der die

Expressionsaktivierung das 1,57 = 0,01-fache und 1,45 + 0,08-fach der Kontrolle betrug.

Tabelle.4.2.1 Dexamethason-Effekte auf die Genexpression von Claudin-5, Occludin und VE-Cadherin
nach Inkubation mit Patientenseren.

Claudin-5 Occludin VE-Cadherin
1 1 1 unbehandelt
gesund 1,48 +0,13 1,714 £ 0,06 (**) 1,29 + 0,04 100 nM dex
0,777 £ 0,02 1,005 £0,16 0,994 £ 0,12 unbehandelt
Exazerbation | 0,951 +0,06 1,025 £0,14 1,14 £ 0,16 100 nM dex
0,917 £ 0,02 0,876 £ 0,14 0,977 £0,16 unbehandelt
Remission 1,57 £ 0,01 1,45+ 0,08 1,089 + 0,19 100 nM dex

4.2.6 Anderungen der MMP-9- und TIMP-1-Genexpression nach Sereninkubation und
Dexamethason-Gabe

Da die Effekte der Patientenseren auf den TER der cEND-Zellen nur zum Teil mit den

Ergebnissen der Genexpressionsanalysen korrelieren, wurde die Induktion der MMP-9-,

sowie TIMP-1-Expression in cEND-Zellen in Abhéngigkeit von der Inkubation mit den

jeweiligen Patientenseren iiberpriift. Um die Rolle der MMP-9 bei der Degradation der

Kontaktproteine zu evaluieren, wurde im folgenden Experiment zunichst eine quantitative

real-time RT-PCR auf das MMP-9-Gen durchgefiihrt. cEND-Zellen, die mit Seren gesunder
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Probanden inkubiert wurden, dienten als Kontrolle und wurden mit 1 gleich gesetzt. Alle
Ergebnisse stehen im Verhiltnis zu dieser Kontrolle. Zunéchst konnte in cEND-Zellen, die
mit Seren von Exazerbationspatienten inkubiert wurden, eine erhohte MMP-9-
Transkriptmenge detektiert werden. Diese war 1,503 + 0,19-fach hoher als die MMP-9-
Expression der gesunden Kontrolle. Eine zusitzliche Dexamethason-Behandlung fiir 24 h
erniedrigte die MMP-9-Expression auf das 0,751 + 0,16-fache. Eine Inkubation der cEND-
Zellen in DMEM mit 2% Remissionsserum fiihrte zu einem Expressionsanstieg der MMP-9
um das 1,133 + 0,02-fache. Eine Dexamethason-Stimulation verursachte auch hier eine
Herunterregulation der MMP-9-Genexpression um das 0,49 + 0,02-fache. Ebenfalls
verursachte eine Dexamethason-Behandlung im Falle der cEND-Zellen, die mit 2% Serum
gesunder Probanden inkubiert wurden, eine 0,849 + 0,05-fache Transkriptmenge des MMP-9-
Gens.

Quantitative real-time RT-PCR-Untersuchungen der TIMP-1-Expression zeigten keine
Unterschiede nach Inkubation mit den jeweiligen Patientenseren und nach Dexamethason-
Behandlung. Inkubation der cEND-Zellen mit Seren Gesunder, sowie eine darauthin folgende
Dexamethason-Gabe bewirkte eine TIMP-1-Genexpression von 1,05 £ 0,4, verglichen mit der
gesunden Kontrolle. Eine Inkubation in Exazerbationsseren fiihrte zu einer 0,886 + 0,05-
fachen TIMP-1-Expression. Die gemessene TIMP-1-Genexpression nach einer
Dexamethason-Behandlung betrug das 0,834 + 0,14-fache der Kontrolle. Nach
Remissionseren-Inkubation konnte eine 1,066 + 0,02-fache Expression detektiert werden.
Dexamethason induzierte hierbei eine Hochregulation des TIMP-1-Gens von 1,908 + 0,12 der

Kontrolle.
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Abb.: 4.2.6 Anderungen der MMP-9 (A)- und TIMP-1-Genexpression (B) in cEND-Zellen inkubiert in
Krankheitseren. cEND-Zellen wurden auf kollagenisierte Kulturplatten mit 12 Vertiefungen ausgesét und nach
Protokoll mit Patientenseren, sowie mit oder ohne Dexamethason weiterkultiviert. mRNA wurde nach der
Trizol®-Methode isoliert und mittels quantitativer real-time RT-PCR auf MMP-9- und TIMP-1-Genexpression
untersucht. MMP-9- und TIMP-1-Expression in Zellen, die ausschlieflich mit Seren gesunder Probanden
inkubiert und mit 1 gleich gesetzt wurden . Inkubation der cEND-Zellen mit Krankheitsseren fiihrte zu einer
Hochregulation der MMP-9-Transkription: im Falle der Inkubation mit Exazerbationsseren stirker als mit
Remissionsseren. Die 100 nM Dexamethason-Behandlung fiihrte in allen Fillen zu einer Herunterregulation der
MMP-9-Genexpression, verglichen mit der gesunden, unbehandelten Kontrolle (A). Die TIMP-1-mRNA-Level
dnderten sich geringfiigig nach Inkubation mit allen drei Seren-Arten. Nur im Fall der Remissionsserum-
Inkubation bewirkte eine Dexamethason-Gabe den Anstieg der TIMP-1-Genexpression. (*) Signifikanz bezogen
auf die gesunde Kontrolle (B). (#) Signifikanz bezogen auf die Dexamethason-behandelte Probe der jeweiligen
MS-Serum-Inkubation.
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4.3  GC-induzierter proteasomaler Abbau des GRs und die Erniedrigung der NO-
Produktion im myokardialen Endothel

Die immortalisierte Endothelzelllinie MyEND wurde aus dem Myokard neonataler Miuse
prapariert (Golenhofen et al., 2002). Die Zellinie wurde erstmals fiir Untersuchungen der

Signalkaskade der NO-Biosynthese im Zusammenhang mit GCs verwendet.

4.3.1 Erniedrigung der NO-Produktion durch Dexamethason-Behandlung in MyEND-
Zellen
Aus vielen Publikationen ist bekannt, dass GCs eine Erniedrigung der NO-Produktion
verursachen (Saruta, 1996; Mitchell & Webb, 2002; Akaike & Matsumoto, 2007). Fiir NO-
Messungen aus dem Mediumiiberstand wurden hierzu MyEND-Zellen mit 100 nM
Dexamethason behandelt und zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h die Bestimmung von NO
durchgefiihrt. Verglichen mit Proben aus unbehandelten Zellen, konnte bereits nach 24 h
Dexamethason-Behandlung eine 28,4 + 4,9% Erniedrigung und nach 48 h eine Erniedrigung
von 21,0 = 5,3% des NO-Gehaltes im Mediumiiberstand gemessen werden. Die Messung

qualifizierte die MyEND-Zelllinie als ein geeignetes Modellsystem fiir weitere

Untersuchungen.
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Abb.: 4.3.1 Negativer Einfluss der Dexamethason-Behandlung auf die NO-Produktion in MyEND-
Zellen. Konfluente MyEND-Zellen wurden fiir 24 h in Serum-reduziertes Kulturmedium {iberfiihrt, wonach eine
Behandlung mit 100 nM Dexamethason erfolgte. Zelliiberstinde wurden nach 24 h und 48 h abgenommen und
mit 5 mM DAF-2DA fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Fluoremetrische Messung zur Bestimmung des NO-
Gehaltes wurde am Victor Wallac Perkin Elmer durchgefiihrt. NO-Gehalt der unbehandelten Kontroll-
Uberstinde wurde mit 100% gleich gesetzt. Eine GC-Behandlungszeit von 24 h fiihrte zu einer Erniedrigung der
NO-Produktion bis zu 28,4 +4,9% der Kontrolle. Nach 48 h kam es zu einer NO-Produktion von 21,0 + 5,3%.
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4.3.2 Keine Verinderungen der eNOS-Proteinexpression trotz erniedrigter NO-
Produktion in MyEND-Zellen nach Dexamethason-Gabe
Verinderungen im Produktionsprofil des Vasodilatators NO suggerieren Anderungen in der
eNOS-Transkription bzw. Translation. Somit war unser Fokus zunichst auf die mRNA-Ebene
der eNOS nach GC-Behandlung gerichtet. Mittels quantitativer real-time RT-PCR war es
moglich nach 24 h eine 0,474 + 0,08-fache Herunterregulation der eNOS-Genexpression zu
erheben. 48 h-Behandlung mit dem GC resultierte in einer Erniedrigung der eNOS-
Genexpression um das 0,247 + 0,06-fache verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, dessen

eNOS-Expression mit 1 gleich gesetzt wurde (Abb.4.3.2A).

A
1,2
1 _
c
°
3 0’8 N
o
o
i
(/)] 0,6 7
(@]
b4
g **%x
< 054 N
[$]
]
0,2 -
0 ,
control 24h dex 48h dex
B
» x
3 3 3
c < <=
8 S e

“‘_ TR

‘ “ h | <—  B-Aktin (42 kDa)

69




Ergebnisse

70 -

60 -

50 -

40 -

30

20 ~

pmol BHs/mg Protein

10

control 24h dex 48h dex

Abb.: 43.2  Effekte der Dexamethason-Behandlung auf die Gen- und Proteinexpression der
konstitutiven NOS, eNOS in MyEND-Zellen. Dexamethaon-Behandlung verursachte eine Herunterregulation
der eNOS-Transkription im Zeitverlauf (A): 24 h GC-Behandlung fiihrte zu einer Erniedrigung der eNOS
mRNA-Level auf das 0,474 + 0,08-fache, 48 h Behandlung fiihrte zu einer 0,247 + 0,06-fachen Erniedrigung der
unbehandelten Kontrolle. Eine Herunterregulation der eNOS auf Proteinebene konnte nicht gemessen werden:
24 h-Dexamethason-Behandlung fiihrte zu einer Proteinexpression von 102,11 + 8,72%, nach 48 h zu einer
Proteinexpression von 99,5 + 10,4%.

Dariiber hinaus zeigten Untersuchungen der eNOS-Proteinlevel keine signifikanten
Verinderungen in der eNOS-Expression (Abb.4.3.2B). 24 h Dexamethason-Einwirkung
fiihrte zu einer eNOS-Proteinexpression von 102,11 + 8,72%, nach 48 h Dexamethason-

Behandlung erreichten die eNOS-Proteinlevel 99,5 + 10,4% der unbehandelten Kontrolle.

4.3.3 Dexamethason-induzierte = Erniedrigung der  BH4-Produktion  durch
Herunterregulation der GTPCH-1-Expression in MyEND-Zellen
Da Dexamethason-Gabe eine geringe Erniedrigung der eNOS-mRNA nicht aber des Proteins
verursacht, wurde die Hypothese aufgestellt, dass Anderungen in der Expression eines
anderen Proteins aus der NO-Biosynthese fiir die Herunterregulation der NO-Produktion
verantwortlich sein konnte. Die Aktivitdt der eNOS ist ma3geblich von der Bioverfiigbarkeit
des von der GTPCH-1 produzierten BH4 abhédngig. Um zu iiberpriifen, ob einer dieser
Faktoren auf Dexamethason-Behandlung reagiert, wurden MyEND-Zellen erneut in einer
Zeitreihe mit 100 nM Dexamethason behandelt und Proben fiir eine HPLC-Untersuchung
erstellt, mit Hilfe derer die Quantitit des BH, gemessen werden konnte. Dexamethason-

Behandlung verursachte eine geringe Erniedrigung des BH4-Gehaltes von 49,73 + 8,31 pmol
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BH./mg Protein (BH4-Gehalt unbehandelter MyEND-Zellen) bis 46,77 + 8,75 pmol BH4/mg
Protein nach 24 h Behandlung. Nach 48 h Dexamethason-Gabe konnte 29,36 + 2,36 pmol
BH4/mg Protein gemessen werden, was verglichen mit der Kontrolle, die mit 100% gleich

gesetzt wurde, einer Erniedrigung des BH4-Gehaltes von 58,85 + 4,7% entspricht.
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Abb.: 4.3.2  Wirkung von Dexamethason auf die BH;-Produktion und GTPCH-1-Genexpression. (A)
BH,-Messungen wurden mit der HPLC-Methode durchgefiihrt. Hierzu wurden MyEND-Zellen auf 25 cm’-
Kulturflaschen ausgesét, nach Erreichen der Konfluenz mit 100 nM Dexamethason behandelt und nach 24 h und
48 h geerntet. In unbehandelten MyEND-Zellen konnte eine BH4-Produktion von 49,73 + 8,31 pmol BH,/mg
Protein gemessen werden. Nach 24 h-Dexamethason-Gabe kam es zu einer Erniedrigung des BH,-Gehaltes
(46,77 += 8,75 pmol BH,mg Protein). 48 h Dexamethason-Einwirkung fiihrten zu einer signifikanten
Herunterregulation der BH,-Produktion (29,36 + 2,36 pmol BH,/mg Protein). (B) Dexamethason beeinflusst die
Genexpression von GTPCH-1 negativ. MyEND-Zellen, die 24 h lang einer 100 nM Dexamethason-Behandlung
ausgesetzt wurden, wiesen eine 0,71 + 0,06-fache GTPCH-1-Genexpression auf, 48 h Dexamethason-
Behandlung fiihrte zu einer Erniedrigung der GTPCH-1-Expression auf das 0,46 + 0,03-fache.
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Erniedrigte BHs-Werte nach Dexamethason-Behandlung deuteten auf eine Herunterregulation
der GTPCH-1-Expression hin. Mittels quantitativer real-time RT-PCR wurden nun erneut
unbehandelte, sowie 24 h und 48 h lang Dexamethason-behandelte MyEND-Zellen untersucht
(Abb. 4.3.2.B). Die mRNA-Analysen zeigten bereits nach 24 h Dexamethason-Gabe eine
Herunterregulation der GTPCH-1-Genexpression um das 0,71 + 0,06-fache, nach 48 h
Behandlung konnte eine 0,46 + 0,03-fach erniedrigte GTPCH-1-Genexpression nachgewiesen
werden. Die GTCPH-1-Expression der unbehandelten Kontrolle wurde mit 1 gleich gesetzt.

Die Daten aus der Genexpressionanalyse bestirken die Vermutung, dass die
Herunterregulation der GTPCH-1 eine upstream-Ursache fiir durch die GC-Behandlung

verursachte Erniedrigung des NO-Gehaltes sein konnte.

4.3.4 Liganden-abhingige Herunterregulation des GR-Proteins

Genomische GC-Effekte werden durch den GR vermittelt. In einer vorangegangenen Arbeit
(Forster et al., 2006) wurde die gewebespezifische, Liganden-abhédngige Herunterregulation
des GR im GefdBendothel durch den proteasomalen Abbau charakterisiert. In
Ubereinstimmung mit dieser Studie und mit Arbeiten aus der Gruppe um Prof. Dr. J.A.
Cidlowski (Laboratory of Signal Transduction, national Institute of Enviromental Health
Science, National Institute of health, Research Triangel Park, NC, USA) (Bellingham et al.,
1992; Silva et al., 1994) verursachte eine 48 h lange Behandlung mit 100 nM Dexamethason
von MyEND-Zellen eine Herunterregulation des GR-Proteins auf 22,55 + 1,3% der Kontrolle
(100%) (Abb. 4.3.4). In MyEND-Zellen, die zuvor mit dem Wildtyp-GR (wtGR)-Konstrukt
transfiziert und als nichstes 48 h lang mit Dexamethason behandelt wurden, konnte eine
erhohte GR-Proteinexpression von 118,95 + 4,3% gemessen werden. Eine Transfektion ohne
darauffolgende GC-Behandlung verursachte eine GR-Proteinexpression von 184,9 + 9,5%.
Zusitzlich wurde das ubiquitinylierungsdefekte GR-Konstrukt K426A-GR (Wallace &
Cidlowski, 2001) nach gleichem Schema transient in konfluente MyEND-Zellen transfiziert,
gefolgt von einer 48 h GC-Behandlung. Die GR-Proteinexpression stieg auf 133,8 + 16,5%
der Kontrolle an. Die Transfektion mit dem Konstrukt ohne Behandlung verursachte eine

199,33 + 10% GR-Proteinexpression.
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Abb.: 43.4  Herunterregulation des GR-Proteins in Dexamethason-behandelten MyEND-Zellen.
MyEND-Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz 48 h lang mit 100 nM Dexamethason behandelt oder
transfiziert mit dem wtGR bzw. dem ubiquitinylierungsdefekten K426A-GR. Die GR-Proteinexpression wurde
iiber Western-Blot bestimmt. Die densitometrische Auswertung zeigte, dass 48 h-Dexamethason-Behandlung zu
einer Herunterregulation des GR-Proteins auf 22,55 + 1,3% fiihren, verglichen mit der unbehandelten und
untransfizierten Kontrolle, die mit 100% gleich gesetzt wurde. Eine Zusitzliche Transfektion mit dem wtGR und
Behandlung mit Dexamethason fiihrte zu einer Aufhebung der Liganden-abhingigen Herunterregulation des
Rezeptors. Die GR-Proteinexpression betrug 118,95 + 4,3% der Kontrolle. Eine Transfektion der MyEND-
Zellen mit wtGR ohne Behandlung fiihrte zu einer Hochregulation des GRs auf 184,9 + 9,5% der Kontrolle. Mit
dem K426A-Konstrukt transfizierte MyEND-Zellen, die 48 h einer Dexamethason-Behandlung ausgesetzt
wurden, wiesen eine Proteinexpression von 133,8 + 16,5% auf, verglichen mit der Kontrolle. K426A-
Transfektion allein fiihrte zu einer GR-Expression von 133,8 + 16,5%.

4.3.5 Verstirkung der GC-vermittelten Transkriptionsaktivierung durch Inhibition
des Liganden-abhiingigen proeasomalen GR-Abbaus

Die Aktivierung der Transkription von GR-Zielgenen erfordert die Translokation des GR-GC-

Komplexes aus dem Zytoplasma in den Zellkern, in dem die Bindung an die DNA erfolgt.

Deshalb wurde die Lokalisation des GR-Proteins in der Zelle in Abhidngigkeit von den

verschiedenen Behandlungen mittels immunzytolochemischer Fluoreszenzmarkierung des
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GRs durchgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitit wurde mit der Image J-Software quantifiziert.
Als Marker fiir den Zellkern wurde Propidium-lodid (PI) eingesetzt. Die GR-
Immunmarkierung visualisierte das GR-Protein in unbehandelten Kontroll-MyEND-Zellen im
Zytoplasma (Abb. 4.3.5). Eine 48 h Dexamethason-Behandlung verursachte keine
Translokation des GR-Proteins in den Zellkern. Vielmehr, kam es zu einer Erniedrigung der
GR-Menge, gemessen anhand der Fluoreszenz-Intensitit, die 48,45 + 1,3% der Kontrolle
betrug. Eine gleichzeitige Behandlung mit Dexamethason und dem Proteasom-Inhibitor
Calpain Inhibitor I fiihrte zu einer Translokation des GR-Proteins aus dem Zytoplasma in den
Zellkern, was durch eine Co-Lokalisation der grilnen Cy2- und der PI-Fluoreszenz
manifestiert wurde. Ebenso kam es zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitit, die hier
111,7 £ 1,1% betrug. Eine Transfektion der MyEND-Zellen mit dem K426A-GR-Konstrukt
und einer 48 h GC-Behandlung verursachte, wie erwartet, ebenfalls eine Translokation des
GRs in den Zellkern, wonach eine Transkriptionsaktivierung ermdéglicht wurde. Die

Fluoreszenz-Intensitit betrug 91,9 + 2,0% verglichen mit den Kontrollzellen.
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Abb.: 4.3.5 Verhinderung der Liganden-abhingigen Herunterregulation des GR-Proteins durch
Inhibition der proteasomalen Degradation des GRs. (A,C,E,G) Immunfiarbung des GR-Proteins (Cy2, griin)
und Uberlagerung der GR-Protein Immunmarkierung mit der PI-Kernfirbung (PI, rot) in MyEND Zellen. (A-B)
Kontrollzellen; unbehandelte und untransfizierte MyEND-Zellen; GR-Protein wurde im Zytoplasma lokalisiert.
Analyse der GR-Fluoreszenzintensitét erfolgte unter Anwendung der Image J-Software. Cy2-Fluoreszenz des
GR-Proteins wurde mit 100% gleich gesetzt. (C-D) MyEND-Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason fiir 48 h
lang behandelt. GR-Protein wurde im Zytoplasma lokalisiert, Fluoreszenz des GR-Proteins war auf 48,45 + 1,3%
der Kontrolle reduziert. (E-F) MyEND-Zellen wurden simultan mit Dexamethason und Calpain Inhibitor I
behandelt (Fluoreszenzintensitit: 111,7 £ 1,1%), GR-Protein war nicht mehr im Zytoplasma nachzuweisen,
Translokation in den Nucleus (Co-Lokalisation der GR-Markierung mit der PI-Gegenfirbung). (G-H) MyEND-
Zellen wurden transfiziert mit dem ubiquitinylierungsdefekten K426 A-GR-Konstrukt und 48 h lang mit 100 nM
Dexamethason behandelt. Die Fluoreszenzanalyse legte eine 91,9 + 2% Intensitit, verglichen mit der Kontrolle,
zugrunde. Co-Lokalisation des GR-Proteins mit der PI-Gegenfirbung im Nucleus.
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4.3.6 Wiederherstellung der GTPCH-1-Genexpression durch Uberexpression des
ubiquitinylierungsdefekten GRs in GC-behandelten MyEND-Zellen

Erneut wurden GTPCH-1-mRNA-Mengen in unterschiedlich behandelten bzw. transfizierten
MyEND-Zellen mittels quantitativer real-time RT-PCR analysiert. Eine 24 h Behandlung mit
Dexamethason fiihrte, wie zuvor, zu einer 0,58 * 0,06-fachen GTPCH-1-Genexpression,
verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen. (Abb. 4.3.6). Eine gleichzeitige Calpain
Inhibitor I-Behandlung bewirkte eine signifikante Hochregulierung der GTPCH-1-Transkripte
um das 5,78 £ 0,5-fache der Kontrolle. Ebenso wurden MyEND-Zellen transfiziert. Transient
mit dem K426A-GR-Konstrukt transfizierte MyEND-Zellen wiesen eine 2,89 + 0,4-fache
GTPCH-1-Genexpression auf. Eine Transfektion der Zellen mit K426A-GR ohne zusitzliche
Behandlung fiihrte zu einer 1,62 + 0,1-fachen GTPCH-1-Genexpression.
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Abb.: 4.3.6 Hochregulation der GTPCH-1-Genexpression durch Verhinderung des Proteasom-
vermittelten GR-Abbaus in Dexamethason-behandelten MyEND-Zellen. Konfluente MyEND-Zellen
wurden fiir jeweils 24 h mit Dexamethason oder Dexamethason und Calpain Inhibitor I behandelt oder 24 h vor
der Behandlung mit K426A-GR transfiziert. GTPCH-1-Genexpression wurde iiber quantitative real-time RT-
PCR untersucht. Dexamethason-Behandlung in MyEND-Zellen fiihrte zu einer Herunterregulation der GTPCH-1
um das 0,58 = 0,06-fache. Simultane Behandlung mit Dexamethason und Calpain Inhibitor I fithrte zu einer
5,78 £ 0,5-fach erhohten GTPCH-1-Transkriptmenge, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Transiente
Transfektion mit K426A-GR und 24 h-Dexamethason-Behandlung erhohte die Genexpression der GTPCH-1 um
das 2,89 + 0,4-fache. Die Transfektion allein bewirkte eine Hochregulation der GTPCH-1-Genexpression um das
1,62 £ 0,1-fache der Kontrolle, die mit 1 gleich gesetzt wurde.

76




Ergebnisse

4.3.7 Inhibition des proteasomalen Abbaus des GRs als Grund fiir die Erhohung der
BH,4-Produktion iiber das Kontroll-Niveau in Dexamethason-behandelten
MyEND-Zellen

Zur Uberpriifung, ob nach Inhibition des proteasomalen Abbaus des GRs die BH,-Produktion

positiv beeinflusst wird, wurden MyEND-Zellen fiir eine HPLC-Untersuchung ausgesit und

nach Erreichen der Konfluenz entsprechend 48 h lang behandelt. Eine 100 nM

Dexamethason-Behandlung fiihrte zu einer erniedrigten BHy4-Produktion, die 60,7 +9,9%

betrug, verglichen mit der mit 100% gleich gesetzten unbehandelten Kontrolle (Abb. 4.3.7).

Eine simultane Behandlung mit Dexamethason und dem Proteasom-Inhibitor Calpain

Inhibitor I lieB die BHs-Werte iiber den Kontrollwert hinaus ansteigen, auf 160,6 + 22,3%.

Ebenso fiihrte eine Transfektion der MyEND-Zellen mit dem GR-Konstrukt K426A und der

Dexamethason-Behandlung zu einem Anstieg der Co-Faktor-Produktion, auf 212,6 + 39,1%,

verglichen mit der Kontrolle.
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Abb.: 4.3.7 Entgegenwirken der Herunterregulation des BH; nach Dexamethason-Behandlung durch
Inhibition des proteasomalen Abbaus des GRs. Nach Erreichen der Konfluenz wurden MyEND-Zellen 48 h
lang mit und ohne 100 nM Dexamethason kultiviert, sowie zur Verhinderung des proteasomalen Abbaus des
GR-Proteins simultan zur Dexamethason-Behandlung mit Calpain Inhibitor I stimuliert oder entsprechend mit
dem ubiquitinylierungsdefekten GR-Konstrukt K426A-GR transfiziert und im Anschluss darauf 48 h lang mit
Dexamethason behandelt. Eine Dexamethason-Behandlung fiihrte zu einer Erniedrigung der BH,-Werte auf 60,7
+ 9,9%. Nach simultaner Calpain Inhibitor I-Behandlung kam es zu einer Erhohung der BH,-Level auf 160,6 +
22,3%, der unbehandelten Kontrolle (100%). Eine zur Dexamethason-Behandlung zusitzliche Transfektion
fiihrte zu einem Anstieg des BH, in MyEND-Zellen auf 212,6 + 39,1%, verglichen mit der Kontrolle.
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4.3.8 Einfluss des Liganden-abhéingigen GR-Abbaus auf die eNOS-Aktivitit

Als nichstes wurde die Aktivitit des NO-produzierenden Enzyms, eNOS, nach den zuvor
getesteten Behandlungen in MyEND-Zellen ermittelt. Die eNOS-Aktivitidt gibt eine Aussage
tiber die NO-Produktion in der Zelle und wird iiber die Konversion des natiirlich markierten
Substrats der eNOS 15N-Arginin in 15N-Citrullin berechnet.

Die eNOS-AKkivitit wurde prozentual angegeben und bezieht sich auf die unbehandelte und
untransfizierte Kontrolle, die mit 100% gleich gesetzt wurde (Abb. 4.3.8). Eine
Dexamethason-Behandlung der MyEND-Zellen iiber 48 h fiihrte zu einer Erniedrigung der
eNOS-Aktivitit auf 75,9 + 5,3% der Kontrolle. Um zu testen, wie sich die eNOS-Aktivitit
dndert, wenn es zu einer Proteasom-Inhibition kommt, wurden MyEND-Zellen gleichzeitig
mit 100 nM Dexamethason und 25 mM Calpain Inhibitor I behandelt. Hierbei kam es zu
einem Anstieg der Enzymaktivitiat, die 273,7 + 25,4% betrug. Ebenso verursachte die
Transfektion mit dem Expressionsvektor K426A-GR einen Anstieg der eNOS-Aktivitit von

236,4 + 20,3% verglichen mit der unbehandelten und untransfizierten Kontrolle.
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Abb.: 4.3.8 Astieg der eNOS-Aktivitit nach Dexamethason-Behandlung nach gleichzeitiger
Verhinderung des proteasomalen Abbaus des GRs.. Nach Erreichen der Konfluenz wurden MyEND-Zellen
fiir 24 h in DMEM mit niedrigprozentigem FCS-Anteil iiberfiihrt bzw. mit dem K426A-GR-Expressionsvektor
transient transfiziert. Am darauf folgenden Tag kam es zu einer Behandlung der Zellen fiir 48 h mit 100 nM
Dexamethason oder mit dem GC und Calpain Inhibitor I. 8 h vor der Ernte wurde 15N-Arginin zum
Kulturmedium zugefiigt, und die Uberstinde der Zellen auf -80°C bis zur Messung weggefroren. Die eNOS-
Aktivitit in MyEND-Zellen, die nicht behandelt und untransfiziert blieben, wurde mit 100% gleich gesetzt und
diente als Kontrolle fiir alle anderen Werte. Eine 48-stiindige Dexamethason-Behandlung fiihrte zu einer
Erniedrigung der Enzymaktivitit auf 75,9 + 5,3%. Eine simultane Behandlung mit dem Proteasom-Inhibitor
verursachte einen Anstieg der Aktivitat auf 273,7 + 25,4% der Kontrolle und eine zusétzliche Transfektion mit
K426A-GR vor der Dexamethson-Behandlung fiihrte zu einem Anstieg von 236,4 + 20,3%.
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5. Diskussion

5.1 Einfluss von GCs auf die Eigenschaften der BHS untersucht an cEND-Zellen
5.1.1 GC-Therapie bei Schrankenstorungen

Eine Vielzahl von Noxen kann im Rahmen pathophysiologischer Zustinde zur Stérung der
BHS fithren: Ammoniak bei Leberversagen, Enziindungsmediatoren bei Sepsis,
Rontgenbestrahlung. Unter krankhaften Bedingungen, insbesondere bei Entziindungen (wie
z.B. bei Infektionen des ZNS, in der Nihe wachsender Tumoren oder nach
Gewebetraumatisierung), tritt in der Regel ein lokaler Zusammenbruch der BHS ein (Jin et
al., 2008; Myers et al., 2008; Theoharides et al., 2008). Hirntumoren entwickeln ihr eigenes
Kapillarsystem, welches entdifferenziert ist und keine vollstindige endotheliale BHS aufweist
(Long et al.,, 1970 & 1979). Infolgedessen wird die BHS durchlissig, wodurch die
Homoostase im ZNS gefihrdet wird. Bei Hirnddemen gelangt Plasma iiber den
hydrostatischen Gradienten in den Extrazellulirraum. Es erzeugt einen erhohten
Gewebsdruck, der von Abnahme der Hirndurchblutung, Autoregulationsverlust und Azidose
begleitet wird (Ichai et al., 1997; Shima, 2003; Troy et al., 2005; Adukauskiene et al., 2007).
Zu den primidr zu beobachtenden Anzeichen einer Barrierestorung gehort der Verlust der
interzelluldaren Adhision, dies geht mit einer Erhohung der parazelluldren Permeabilitit einher
(Neuwelt, 2004; Hawkins & Davis, 2005; Zlokovic, 2008). Diese Studien belegen, wie
wichtig die Rolle der Zell-Zell-Interaktion ist und dass diese einen wichtigen Aspekt bei der
Gewihrleistung der korrekten Struktur und Funktion der BHS darstellt.

Obwohl die Strategien zur erfolgreichen Behebung des BHS-Zusammenbruchs die GC-
Therapie beinhalten (Engelhardt, 2000; Qizilbash er al., 2002), ist der genaue Mechanismus
der GC-Wirkung noch nicht genau erforscht. In den meisten Fillen konzentrieren sich die
Publikationen auf die Wirkung der GCs unter entziindlichen Bedingungen. Wihrend der
Entziindung kommt es durch Aktivierung des NFkB-Signalweges zu einer
Expressionserhohung von Zelloberflachen-Adhdsionsmolekiilen mit einer darauffolgenden T-
Zell-Rekrutierung durch die BHS (Engelhardt, 2000; Qizilbash et al., 2002). GCs konnen dem
durch Zytokine aktivierten NFkB-Signalweg entgegenwirken. Der Effekt der hierbei
eingesetzten GCs kann, nach intravendser Injektion von Gadolinum-diethylene-triamine
pentaacetic acid (Gd-DTPA) mit Hilfe der MRT-Diagnostik, visualisiert werden. Der
Verschluss der BHS wird durch eine komplette Aufhebung des Gadolinum-Signals innerhalb
von wenigen Tagen demonstriert (Burnham et al., 1991).

Ein anderer Aspekt des GC-indizierten Barriereverschlusses ist die Induktion der Expression
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von TJs und AlJs (Hoheisel er al., 1998; Romero et al., 2003; Weidenfeller et al., 2005;
Weksler et al., 2005; Blecharz et al., 2008), genauso wie GC-induzierte Zielgenaktivierung
am Endothel der BHS (Forster et al., 2005; Harke et al., 2008) Die Studien dieser Arbeit sind
ein Beitrag zur Aufkldarung der biochemischen und molekularen Wirkungsweise von GCs bei

BHS-Verschluss.

5.1.2 Dexamethason-induzierte morphologische Verinderung der cEND-Zellen

Die im Vorfeld durchgefiihrten cDNA-Array-Experimente an GC-behandelten cEND-Zellen
gaben erste Anhaltspunkte, dass die Genexpression des VE-Cadherin unter GC-Wirkung in
cEND-Zellen erhoht wird (Burek M, unverdffentlichte Daten). Wie am Beispiel von Occludin
sollte auch hier Schritt fiir Schritt die molekulare Grundlage dieses Mechanismus untersucht
werden.

In einer bereist verdffentlichten Arbeit (Forster et al., 2005) wurde bereits eine durch HC-
Behandlung verursachte Morphologiednderung der cEND-Zellen dokumentiert, unterstiitzt
von TER-Messungen als verldssliches Mall fiir die Barrieredichtigkeit. Durch die
beschriebene Morphologiednderung der GC-behandelten cEND-Zellen verkiirzt sich die
Linge des fiir eine Diffusion zur Verfiigung stehenden Parazellularraums um bis zu 50%,
verglichen mit Messungen, die an unbehandelten Zellen durchgefiihrt wurden (Forster et al.,
2005). Die hier dargestellten immunzytochemischen Firbungen des VE-Cadherins in
Dexamethason-behandelten und unbehandelten cEND-Zellen ergeben dhnliche Resultate. Die
verstirkte VE-Cadherin-Markierung und die beobachteten Morphologieinderungen der
Dexamethason-behandelten cEND-Zellen tragen zu einer erheblichen parazelluldren
Diffusionsreduktion bei. Ebenfalls ergaben sich Unterschiede in der Topologie des F-Aktins,
welche sich nach 72 h Dexamethason-Gabe durch eine erhohte Konzentration des
polymerisierten F-Aktins an den Zell-Zell-Kontakten manifestierte. Gleichzeitig kam es zu
einer Reduktion der Stressfasern. Eine starke Reduktion von Aktin-Stressfasern, die allerdings
nicht als Resultat einer erhohten Aktin-Protein-Expression auftritt, wurde ebenso von anderen
Arbeitsgruppen als ein Indiz fiir eine verstirkte mechanische Barrierestabilisierung in
primidren Endothelzellen aus verschiedenen Spezies beschrieben (Romero et al., 2003; Torok
et al., 2003). Experimente in Dexamethason-behandelten Hirnendothelzellen aus Ratten, aus
der Arbeitsgruppe um Romero, beschreiben eine Barrierestabilisierung durch Umverteilung
des Cortaktins und F-Aktins, die mit einer Verminderung der Permeabilitit des Zell-
Monolayers korrelieren (Romero et al., 2003). Die Zytoskelett-Umorganisation konnte auch

eine Ursache fiir die Morphologieveridnderungen und Ausbildung einer ausdifferenzierteren
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Zellphédnotyps nach 72 h GC-Behandlung sein, welche mit Hilfe der Lichtmikroskopie
deutlich zu sehen sind. Diese Art von Morphologiednderung wurde auch hiufig an
Epithelzellen und primidren Endothelzellen beobachtet (Lossinsky & Shivers, 2004). Eine
Depolymerisierung des F-Aktins oder eine Fragmentierung des cortikalen Aktin-Ringes fiihrt
zu einer Erhohung der endothelialen Barrierepermeabilitit (Schnittler ef al., 1990; Waschke et
al., 2004a). Ebenfalls haben Arbeiten gezeigt, dass eine unzureichende Verfiigbarkeit der
Aktin-Filamente, verbunden mit einer intrazelluldren Storung, mit einer erniedrigten

transepithelialen Resistenz zusammenhing (Madara et al., 1986).

5.1.3 Regulation der Proteinexpression und der Verstirkung der VE-Cadherin-
Assoziation am Aktin-Zytoskelett durch Dexamethason

Im Anschluss auf die Immunmarkierungen wurden positive Effekte auf die VE-Cadherin-
Proteinexpression gefunden werden. Die Proteinlevels von VE-Cadherin waren in cEND-
Zellen bereits nach 48 h signifikant erhoht, nach 72 h hielt der Effekt weiterhin an. Den
Aussagen anderer Autoren zufolge ist der Anstieg der VE-Cadherin-Proteinexpression zu
erwarten. Es gibt viele Berichte dariiber, dass es, unter verschiedenen anderen Behandlungs-
und Kultivierungsbedingungen von Endothel- aber auch Epithelzellen, gemeinsam mit einer
Erhohung der TJ-Expression, verbunden mit einer Barriereabdichtung, gleichzeitig zu einem
Anstieg der AJ-Expression kommt (Rubin ez al., 1991), da diese gemeinsam eine gemeinsame
Funktionseinheit bilden (Gumbiner, 1996). Die Erhohung der VE-Cadherin Proteinmenge und
somit die VergroBerung der Zelloberfliche ermoglicht die verstirkte Ausbildung der
Sekunddrkomponenten der Endothelbarriere- wie des Claudin-5 und des Occludins- die
dadurch einen verstiarkten Occludenskontakt-Komplex bildet. Von der Verkniipfung beider
Kontaktarten mit dem Aktinzytoskelett hidngt die Funktionen der Endothelbarriere
malgeblich ab (Claude & Goodenough, 1973; Wolburg et al., 1994). Diese Vernetzung
ermoglicht die Ausbildung eines besonders dichten peripheren Ringes an der
zytoplasmatischen Oberfldche junktionaler Zellen (Schnittler, 1998). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die durch Dexamethason hervorgerufenen Optimierungen der
Barrierefunktion mit einer stirkeren Verankerung des VE-Cadherins an das Zytoskelett
korrelieren. Zellfraktionierungen von behandelten und unbehandelten cEND-Zellen belegten,
dass die Zytoskelett-Assoziation von VE-Cadherin durch das GC erhoht wurde. Der Anstieg
der Proteinlevel von VE-Cadherin nach Dexamethason-Behandlung, konnte auf eine
gesteigerte relative Rekrutierung des VE-Cadherins aus dem Zytosol in die Zytoskelett-

assoziierte Zellfraktion zuriickgefiihrt werden. Komplementir dazu erméglichte diese GC-
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induzierte VE-Cadherin-Rekrutierung die in 4.1.1 diskutierte Reorganisation des F-Aktins.
Das Phidnomen der hier beschriebenen stiarkeren Verankerung von Zell-Zell-Kontakten am
Zytoskelett und der daraus resultierenden verbesserten Barrierefunktionen ergaben bereits
Untersuchungen von Madara und Kollegen (Madara et al., 1986). Die spite zelluldre Antwort
24 h bis 48 h nach der GC-Behandlung, dessen Resultat der Anstieg der VE-Cadherin-
Proteinmenge ist, konnte zusdtzlich die Expression einer Reihe weiterer Gene, sowie
struktureller oder regulatorischer Faktoren induzieren. Diese konnten in die
Zelldifferenzierung, der Wiederverfiigbarkeit und der Umorganisation von Aktinfilamenten
aus den Stressfasern in die Zellperipherie involviert sein. Fiir Folgeexperimente kdnnten
beispielsweise Untersuchungen von Veridnderungen in der Aktivitit der GTPasen der Rho-
Familie genannt werden. Hierbei konnte die Hochregulation des Racl, das in Endothelzellen
an Ausbildung und Verstiarkung des kortikalen Aktin-Ringes beteiligt ist (Adamson et al.,
2002), ins Auge gefasst werden.

Adhirensproteine aus der Familie der Cadherine werden durch das B- und o-Catenin
strukturell mit dem F-Aktin verbunden (Gumbiner, 1996). Diese und zusitzlich das ZO-1, das
einen Link zwischen den TJs und AJs darstellt, wurden ebenfalls auf Proteinebene untersucht.
Hier konnten nach 48 h und 72 h jedoch keine Expressionsunterschiede detektiert werden,
was im Falle der beiden Catenine mit den Daten anderer Arbeitsgruppen ebenfalls
tibereinstimmt (Romero et al., 2003). ZO-1 wies nach beiden Behandlungszeiten ebenfalls
keine Anderungen in der Proteinexpression auf. Zwar behaupten manche Autoren, ZO-1-
Protein wiirde ebenfalls positiv auf die Dexamethason-Behandlung ansprechen (Romero et

al., 2003), was in cEND-Zellen jedoch nicht bestitigt werden konnte.

5.1.4 Ausschluss des VE-Cadherins als direktes Zielgen der GC-GR-Wirkung

Die Effekte der GC-Wirkung konnen verschiedener Natur sein (Beato, 1989; Reichardt et al.,
2006). Man unterscheidet: (1) Direkte genomische Effekte, bei denen es zu einer Induktion
des Zielgens kommt, welche durch direkte Bindung des GRs an ein entsprechendes Element
auf der DNA des Zielgens verursacht wird.

(2) Indirekte genomische Effekte, die sich durch eine Protein-Protein-Interaktion des GRs mit
anderen sequenzspezifischen, Transkriptionsfaktoren dullern. Zuséatzlich kann (3) eine nicht-
transkriptionelle Regulation genannt werden, welche durch die Wirkung des GRs iiber eine
Signalkaskade verursacht wird, die durch eine vergleichbar langsame Kinetik charakterisiert

wird.
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Am Beispiel des Occludin-Gens sollte ebenfalls am VE-Cadherin eine direkte, durch den GR
vermittelte Transkriptionsaktivierung untersucht werden. Mittels quantitativer real-time RT-
PCR, aber auch durch den Einsatz des GR-Antagonisten RU486 wurde die Genexpression im
Zeitverlauf der Dexamethason-Behandlung {iberpriift. Die gemessene VE-Cadherin-
Expressionsinduktion erwies sich jedoch als eine spite Wirkung von GCs. Geringe Effekte
auf die VE-Cadherin Geninduktion konnten erst nach 24 h beobachtet werden. Es lag keine
Veridnderungen in der VE-Cadherin-Genexpression als ein Kurzzeiteffekt von Dexamethason
vor. Die erhaltenen Daten weisen also eher auf keinen direkten Effekt der GC-Wirkung hin.

Komplementédr zu diesen Ergebnissen konnte ebenfalls keine Transaktivierung des VE-
Cadherin-Promoter-Reporter-Gens unter GC-Wirkung bis 24 h nach Behandlungsbeginn
dokumentiert werden. Zunidchst wurden diese Effekte in der leichttransfizierbaren HEK293-
Zelllinie untersucht, und die experimentellen Bedingungen auf den BHS-Kontext, also auf
cEND-Zellen, iibertragen. Wie erwartet kam es in HEK293-Zellen zu einer deutlich htheren
Transaktivierung des VE-Cadherin-Promoter-Reportergens als in cEND-Zellen. Die fast 2-
fache Erhohung der Promoteraktivitit stimmte iiberein mit der Geninduktion des VE-
Cadherins nach 48 h und den Ergebnissen der Western-Blot-Versuche. Die gravierenden
Unterschiede in der Analyse der Transaktivierung des VE-Cadherin-Promoters in den beiden
Zelllinien kommen durch die Effektivitit der Transfektion, welche deutlich hoher in
HEK?293-Zellen ist. Den Aussagen anderer Autoren zufolge sind Endothelzellen generell
schwer transfizierbar. Die Hersteller des von uns verwendeten VE-Cadherin-Promoter-
Konstruktes, —2486L.UC-, verweisen allerdings auch auf Transfektionsschwierigkeiten, die

das Konstrukt scheinbar selbst birgt (Lelievre et al., 2000).

5.2 Einfluss von MS-Seren auf Barriereeigenschaften der cEND-Zellen

Die Schiddigung der BHS und der daraus resultierende Anstieg der endothelialen
Permeabilitit kommen mitunter durch die Fehlregulation der Zelladhésion zustande. Dies sind
frithe Abnormalititen, die im Verlauf der MS beobachtet werden konnen (Noseworthy et al.,
2000; Keegan & Noseworthy, 2002). Die Schidigung der BHS im Verlauf dieser Krankheit
ist ebenfalls das Ergebnis der Interaktionen zwischen Hirnendothel und aktivierten, Antigen-
prasentierenden Immunzellen, sowie der Th-1-Lymphozyten. Die daran beteiligten
Immunzellen sezernieren proinflammatorische Zytokine (Balkwill & Burke, 1989; Minagar &
Alexander, 2003), die im Serum von MS-Patienten aufzufinden sind. Zu nennen sind hier vor

allem TNFa, IL-1P und IFNY. Diese verursachen nach Eintritt in die Zirkulation gravierende
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Veridnderungen am Endothel (Noseworthy et al., 2000; Kimura et al., 2009). In zwei zuvor
publizierten Arbeiten unserer Arbeitgruppe konnten die Folgen einer TNFo-Behandlung an
cEND- und cerebEND-Zellen demonstriert werden (Forster et al., 2005; Silwedel & Forster,
2006). Bereits nach einer 8-stiindigen Gabe des Zytokins wurde die Gen- und
Proteinexpression von Claudin-5 und Occludin maf3geblich negativ beeinflusst. Ebenso kam
es zu einer Hochregulation der MMP-9. Da in der MS jedoch nicht nur ein
proinflammatorisches Zytokin, sondern mehrere gemeinsam vorliegen, zusammen mit
verschiedenen anderen barriereverdndernden Faktoren, wurde in den hier prisentierten
Untersuchungen, der Einfluss von MS-Patientenseren auf die Eigenschaften der cEND-
Zelllinie getestet. Die zur Inkubation der Zellen verwendeten Seren beinhalten ein Gemisch
dieser MS-typischen Faktoren dar. Zudem wurden nicht ausschlieBlich Seren von Patienten,
die sich in der akuten Phase der MS befinden, verwendet. Untersuchungen von
Verinderungen am Hirnendothel-Monolayer durch Inkubation mit Seren von Spendern, die
sich gerade in der Remissionsphase befinden, waren ebenfalls von Interesse.

Die Auswirkungen auf die Endothel-Monolayer-Eigenschaften nach MS-Serum Inkubation
wurden bereits in der Literatur beschrieben (Minagar et al., 2003). Darin wurden TER-
Messungen, sowie Untersuchungen der Proteinexpression von Occludin und VE-Cadherin
nach einer 24 h-Inkubation mit MS-Patientenseren von SVEC-10-Zellen, einer
Endothelzelllinie aus BlutgefdBen der axilliren Lymphknoten einer Maus, beschrieben. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert der Daten dargestellt, die sich aus der Behandlung mit
Exazerbations- und Remissionsseren ableiten. In unserer Studie wurden die einzelnen Effekte
der verschiedenen Seren separat ausgewertet. Den unterschiedlichen Ergebnissen zufolge,
unterscheidet sich die Serumzusammensetzung zum Zeitpunkt einer Exazerbationphase von
der der Remission. Als Antwort auf die Arbeit von Minagar sollten die Effekte der MS-Seren-
Inkubation unter weiteren Aspekten charakterisiert und vertieft werden. Ebenfalls sollte die
Analyse in einem geeigneterem Zellkultur-Modellsystem mit BHS-Hintergrund stattfinden, so
wie der cEND-Zelllinie. Zusitzlich wurde neben der Proteinexpression von Occludin und VE-
Cadherin auch die Claudin-5-Expression untersucht, zumal es in einer vorangegangenen
Arbeit aus unserer Gruppe eine Herunterregulierung der Claudin-5-Proteinlevel nach Zytokin-
Behandlung gab. AuBlerdem wurden in dieser Arbeit Occludin, Claudin-5 und das VE-
Cadherin auf Genexpression getestet.

Neben den Effekten, die durch die Inkubation mit den jeweiligen Seren verursacht wurden,
stand in diesem Teilprojekt die Untersuchung einer auf die Seruminkubation hin folgenden

GC-Behandlung im Fokus. GCs spielen in der Therapie der MS eine groffe Rolle. Thre
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Anwendung ist einerseits mit verschiedenen Nebenwirkungen verbunden, der Nutzen der
Therapie bei akuten Schiiben ist jedoch erheblich (Reichardt et al., 2006). Wihrend niedrige
GC-Dosierungen im akuten MS-Schub vor allem immunmodulatorische Effekte haben,
bewirken hochdosierte GC-Applikationen vor allem den Verschluss der BHS, die von grof3er
Bedeutung zur Hemmung der Fortschreitung der Krankheit ist. Zudem induzieren GCs in der
MS die T-Zell-Apoptose im ZNS (Reichardt er al., 2006). Der genaue Mechanismus, aber
auch die Wirksamkeit der GC-Therapie, die nicht immer erfolgreich ist, erfordert jedoch noch
viel Forschungseinsatz. Die untersuchten barriereschiddigenden Folgen auf die Eigenschaften
der Hirnendothelzelllinie cEND, nach Inkubationen in verschiedenen Krankheitsseren und

nach darauffolgender Dexamethason-Behandlung, ist ein kleiner Beitrag zu diesem Vorhaben.

5.2.1 Negative Auswirkungen auf die Barriereeigenschaften der cEND-Zellen nach
Krankheitsseren-Inkubation

MS-Seren-Inkubation der cEND-Zellen fiihrt zu einer starken Abnahme des TERs: die
Inkubation im Exazerbationsserum bewirkte eine TER-Reduktion von tuber 60%, nach
Remissionsserum-Inkubation kam es zu einer Erniedrigung von mehr als 50%, verglichen mit
der Kontrolle.

Ein Anstieg der Barrierepermeabilitit geht einher mit Verdnderungen des Expressionsprofils
der TJ-Proteine am Endothel-Monolayer. Auch auf Proteinebene konnte eine Verringerung
der Occludin und Claudin-5-Expression gemessen werden. Im Falle des Claudin-5 kam es,
aufgrund einer Inkubation mit Exazerbationsserum, zu einer stirkeren Herunterregulierung
des Proteins als durch eine Inkubation mit Remissionsserum. Bei Occludin verhielt es sich
unter diesen Bedingungen entgegengesetzt. Diesen Beobachtungen zufolge, konnten in der
Pathologie der MS beide Proteine von unterschiedlichen Mediatoren, sowohl posttranslational
oder auf Transktiptionsebene reguliert werden. Viele, bereits publizierte Daten, berichten von
der Herunterregulation von Occludenskontakt-Proteinen durch Zytokin-Wirkung in
unterschiedlichen Geweben (Colgan et al., 1993; Wachtel et al., 2001; Minagar et al., 2003;
Forster et al., 2007; Kimura et al., 2009). Darunter findet sich eine Studie, in der gezeigt
werden konnte, dass IL-1B sich in humanem Cornea-Epithelzellen negativ auf die
Proteinexpression von Occludin auswirkt und somit die epitheliale Barrierefunktion in der
experimentellen Augenentziindung zerstort wird (Kimura et al., 2009). Die VE-Cadherin-
Proteinexpression blieb weitgehend von den Folgen der Inkubation mit beiden Arten der
Krankheitsseren unbeeinflusst. Diese Daten unterstiitzen also nur teilweise die Ergebnisse der

vorangegangenen Studie von Minagar und Kollegen (Minagar et al., 2003), in welcher
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allerdings die fiir Experimente eingesetzten Patientenseren aus beiden Stadien der MS
stammen. Hierbei gibt es, wie zuvor erwihnt gravierende Unterschiede in der Serum
Zusammensetzung und den Folgen auf die Barriereeigenschaften der Endothelzell-
Monolayers. Andererseits konnten nach TNFo-Behandlung von cEND-Zellen ebenfalls keine
Unterschiede in der Expression des VE-Cadherins detektiert werden (Forster et al., 2007).
Dies stimmt zudem iiberein mit Western-Blot-Analysen der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. K.
Kimura (Dept. Of Ocular Pathophysiology, Yamaguchi University Graduate School of
Medicine, Ube, Japan), die ebenfalls keine Verdnderungen im Expressionslevel des gesamten
Adhirenskontakt-Komplexes unter Einfluss von IL-1B fand. Uberpriift wurden hierbei
mitunter Proteinmengen des E-Cadherin, sowie des damit assoziierten [-Catenin. Der fiir
diesen Effekt und den nach Occludin-Herunterregulation eingetretenen
Barrierezusammenbruch verantwortliche Transkriptionsfaktor konnte NFkB und der von ihm
ausgeloste Signalweg sein. NFxkB spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des
Zellwachstums, der Apoptose, sowie der Inflammation durch Genexpressionskontrolle
(Brasier, 2006; Ahn er al., 2007; Inoue et al., 2007). Des Weiteren stellt NFxB eine
Implikation fiir den Ubiquitin-Proteasom-Proteindegradierungsprozess dar (Chen, 2005).
Interessant wire zu iiberpriifen, ob NFxB eine Rolle in der negativen Beeinflussung der
Occludin-Protein- und Genexpression in dem hier vorgestellten experimentellen Aufbau,
spielt. Zudem wire es moglich, dass die starke Herunterregulierung von Occludin einen
Zusammenhang mit Zytokin aktivierten Proteasen aufweist, wie der MMP-9. Die
Genexpression der MMP-9 wurde hier bereits dargestellt. Auch der Phosphorylierung oder
Dyslokation von Occludin der Zellperipherie konnte bei diesen Vorgingen eine bedeutende
Rolle zugeschrieben werden.

Wihrend die VE-Cadherin-Proteinmengen kaum verdndert waren, trotz Serum-Inkubation
und GC-Behandlung der Zellen, besteht die Moglichkeit, dass die Inkubation mit
Exazerbation- oder Remissionsserum eine Tyrosin-Phosphorylierung des Proteins verursacht
haben konnte. Hierdurch kam eine Schwichung der Barriereeigenschaften durch eine erhohte
Permeabilitit und Desintegritdt des Endothel-Monolayers zustande (Nawroth et al., 2002;
Lilien & Balsamo, 2005; Yap et al., 2007; Vestweber et al., 2009). Daher wire es wichtig die
Expression der fiir die VE-Cadherin-Phosphorylierung verantwortlichen Interaktionspartner
zu untersuchen: das VEGF und dessen Rezeptor VEGF-R2.

Dartiiber hinaus sollte in weiterfiihrenden Experimenten iiberpriift werden, ob es Unterschiede
in Seren individueller Patienten gibt, die sich in der Exazerbations- oder Remissionsphase der

MS befinden. Dariiber konnte schon allein eine genauere Untersuchung der
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Zusammensetzung einzelner Seren, wie z.B. der Konzentration einzelner Zytokine, eine
Aussage treffen. Es ist bekannt, dass das Expressionslevel der pro- bzw.
antiinflammatorischen Zytokine in verschiedenen Phasen der MS unterschiedlich ist (Khoury
et al., 1992; Kalman & Lublin, 1993). In der Exazerbationsphase der MS kommt es zur
Erhohung der Expression proinflammatorischer Zytokine (TNF-o, IFN-y, IL-1, -2, -6) mit
einer herabgesetzten Produktion antiinflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-10, TGF-f)
(Navikas & Link, 1996). In der Remissionsphase der Krankheit dominieren
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-B (Kennedy ef al., 1992; Khoury et al.,
1992). Die Einfliisse, die auf der Wirkung der prominent im Serum einzelner Phasen
vorkommenden pro- und antiinflammatorischen Zytokine basieren, sollten deshalb separat an
cEND-Zellen analysiert werden. Dies wiirde eine Zuordnung ihrer Wirkung der, gemaf dieser

Arbeit, untersuchten Faktoren ermoglichen.

5.2.2 Unterschiedliche Einfliisse von Dexamethason auf die Proteinexpression von
Claudin-5, Occludin und VE-Cadherin in cEND-Zellen nach Inkubation mit
Patientenseren

Die Dexamethason-Gabe erbrachte nur geringe Effekte auf die Behebung der negativen

Folgen der Exazerbationsseren-Inkubation. Die TER-Werte stiegen nach GC-Applikation

nicht an, die Protein- und Genexpression wurde ebenfalls nur schwach beeinflusst im Falle

des Claudin-5, die Occludin-Proteinlevel sanken sogar weiter. Grund fiir die schwachen GC-

Effekte konnte der Versuchsaufbau sein, der keine lingere GC-Behandlung erlaubte. Die hier

verwendeten cEND-Zellen wurden fiir 48 h in DMEM mit einem 2% Anteil der jeweiligen

Seren inkubiert. Zusitzlich wurde jeweils nach 24 h Serum-Inkubation mit 100 nM

Dexamethason behandelt und fiir weitere 24 h gehalten. Die Durchfiihrung der Experimente

dauerte somit mehrere Tage lang, was eine Limitierung darstellte. Vor der Probenernte waren

viele Zellen bereits abgestorben, was nicht nur durch den Seruminkubation-verursachten

Zelltod zustande kam. Das Abldsen vieler Zellen kam sicherlich auch durch die lange In-

Kulturhaltung zustande, sowie durch die Exploatation der Beschichtung. Die hier

beschriebenen Limitierungen fiir die Zellhaltung und die Durchfiihrung der Experimente

erlaubten leider keine lingere Dexamethason-Behandlung. Die Dauer der GC-Therapie eines
akuten MS-Schubes hingegen dauert 3 bis 4 Tage, wonach eine Aufhebung des MRT-Signals
nach GC-Gabe als Konsequenz fiir die BHS-Stabilisierung beobachtet werden kann (Grauer

et al., 2001). Zusiatzlich wird bei der Therapie akuter MS-Schiibe Methylprednisolon statt
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Dexamethason eingesetzt. Die Verwendung dieses GCs sollte in weiterfithrenden
Experimenten iiberpriift werden.

Eindeutigere Resultate konnten jedoch an cEND-Zellen beobachtet werden, die vor der GC-
Behandlung mit Remissionsseren inkubiert wurden. Die mRNA-Analysen von Claudin-5,
Occludin und VE-Cadherin waren konsistent mit den Proteinexpressionsdaten von Western-
Blot-Experimenten. Die 24-stiindige Dexamethason-Behandlung erbrachte jedoch ebenfalls
keine Rekonstitution des TERs auf das Kontrollniveau. Es konnte jedoch ein positiver
Einfluss auf die Claudin-5- und Occludin-Genexpression in cEND-Zellen, die zuvor mit

Remissionsseren inkubiert wurden, erkannt werden.

5.2.3 Dexamethason-vermittelte Herunterregulation der MMP-9-Genexpression in
MS-Seren-inkubierten cEND-Zellen

Dr. Y. Benesovd und Mitarbeiter (Dept. Of Neurology, University Hospital, Brno,
Tschechische Republik) schlugen in zuvor publizierten Arbeiten einige Proteine vor, die als
Biomarker fiir verschiedene Verldufe der MS fungieren konnten. Darunter fanden sich neben
den TJ-Proteinen Claudin-5 und Occludin auch MMP-9 und -2 wieder (Benesova et al.,
2009). Gemil einer vorangegangen Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe, wurde bereits der
Anstieg von MMP-9 auf mRNA und Proteinebene in cEND-Zellen nach TNFo-Gabe, und die
Unterdriickung dieses Effektes durch simultane Behandlung mit Dexamethason, beschrieben
(Forster et al., 2007). Somit wurde die Genexpression von MMP-9 in mit Patientenseren-
inkubierten cEND-Zellen mit und ohne Dexamethason analysiert. In Ubereinstimmung mit in
vitro (Benesova et al., 2009) und in vivo (Lindberg et al., 2001; Benesova et al., 2009) Daten,
die an unterschiedlichen MS-Modellsystemen beobachtet werden konnten, fiihrte eine
Dexamethason-Behandlung zu einer Aufthebung der MS-Seren-induzierten Hochregulierung
der MMP-9, sowohl nach Remissions- als auch nach Exazerbationsseren-Inkubation. MMP-9
spielt somit eine Rolle bei der Detektion von akuten MS-Schiiben. Dies ist auch in dem hier
vorgestellten in vitro Modellsystem, der cEND-Zelllinie, der Fall.

Wichtig wire gewesen, die MMP-9-Aktivitidt in Abhédngigkeit von MS-Seren-Inkubation und
Dexamethason-Behandlung zu untersuchen. Leider war eine Durchfiihrung dessen, mit Hilfe
der Zymographie im gewohnten Behandlungsschema, unmdoglich durchzufiihren. Denn die fiir
dieses Experiment verwendeten Mediumiiberstdnde fithren dazu, dass kein Signal der aktiven
MMP-9 auf dem Coomassie-Blue Brillant G angefirbten PAA-Gel mit Gelatine-Zusatz
detektiert werden konnte. Weiter lieferte der kommerziell erhiltliche MMP-9-Activity Assay
Kit keine eindeutigen Ergebnisse. Ein Western-Blot-Experiment im Hinblick auf MMP-9
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zeigte ebenfalls keine Unterschiede in der MMP-9-Proteinexpression. Diese Experimente
miissten in Zukunft etabliert werden, da deren Aussage die real-time RT-PCR-Daten
bestidrken wiirden.

Ebenso wurde die Genexpression des Inhibitors der MMP-9, des TIMP-1-Gens, nach
Seruminkubation und Dexamethason-Behandlung analysiert. Dies fiihrte jedoch nur in einem
Fall zu einem signifikanten Unterschied, verglichen mit der gesunden, unbehandelten
Kontrolle: GC-Gabe nach Remissionsseren-Inkubation bewirkte einen fast 2-fachen Anstieg
der TIMP-1-mRNA-Level. Zwar waren diese Daten nicht vollig iibereinstimmend mit Daten
der oben genannten Studie (Forster et al., 2007), in der Dexamethason neben einer
Erniedrigung der MMP-9-Genexpression auch eine Genaktivierung des TIMP-1 bewirkte.
Dies konnte in diesem experimentellen Aufbau, vor allem im Fall der Inkubation mit Seren
Gesunder, nicht nachvollzogen werden. Die fast 2-fache Erhohung der TIMP-1-Expression in
Remissionsseren-inkubierten und Dexamethason-behandelten cEND-Zellen ist jedoch

interessant und konnte in Folgeexperimenten weiterverfolgt werden.
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53 GC-induzierter proteasomaler Abbau des GRs und die Erniedrigung der NO-
Produktion im myokardialen Endothel
5.3.1 Negative Wirkung der Dexamethason-Behandlung auf die NO-Synthese in
MyEND-Zellen

Die vorangegangenen Teile dieser Dissertation beschéftigten sich mit der wichtigen Rolle von
GCs bei der Therapie zentralnervoser Krankheiten. Diese entscheidende Rolle wird GC schon
seit einem halben Jahrhundert zugeschrieben (Koehler, 1995; Qizilbash et al., 2002; Kaal &
Vecht, 2004). Dexamethason ist das synthetische GC, das iiblicherweise verwendet wird.
Seine hochpotente Wirkung entfaltet es zwischen 24 h und 72 h. Zudem besitzt
Dexamethason gegeniiber anderen GCs ausschliesslich eine hohe Affinitit zum GR und keine
mineralokortikoide Wirkung. Im letzten Abschnitt dieser Dissertation wurde der negative,
NO-Synthese reduzierende Effekt der GC-Behandlung im murinen Herzendothel untersucht
In Ubereinstimmung mit zahlreichen Literaturquellen werden in dieser Studie alte und neue
Erkenntnisse zur GC-induzierten Erniedrigung der NO-Produktion présentiert. Sehr wohl ist
bekannt, dass das synthetische GC Dexamethason eine Erniedrigung der NO-Produktion im
myokardialen Endothel in vivo und in vitro verursacht (Saruta, 1996; Rogers et al., 2002;
Panoulas et al., 2008). Zur Validierung eines entsprechenden Modellsystems, fiir die hier
beschriebenen Versuche, konnte diese FEigenschaft erstmalig in der myokardialen
Endothelzellinie aus der Maus, MyEND, (Golenhofen et al., 2002) gezeigt werden (Abb.
4.3.1A).

Ebenso konnte gezeigt werden, dass die GC-Gabe eine Herunterregulation der BHy-
Produktion verursacht (Abb. 4.3.2A). Zahlreiche Publikationen weisen auf eine wichtige
Rolle des eNOS-Cofaktors hin, dessen Produktion durch GC-Behandlung stark beeintrachtigt
ist (Wever et al., 1997; Thony et al., 2000). Unter physiologischen Bedingungen kommt es
bei einer Erniedrigung der BHy-Synthese zur endothelialen Unterfunktion bei
cardiovaskulidren Erkrankungen. Dazu zidhlen Diabetes (Meininger et al., 2000; Shinozaki et
al., 2000), Artheriosklerose (Laursen et al., 2001), Hypercholesterolimie (Fukuda et al.,
2002; Gounarides et al., 2007; Hadoke et al., 2009) und dem Bluthochdruck (Hong et al.,
2001; Mitchell et al., 2003b; Makras et al., 2006). Das Resultat der Beeintriachtigung der
BH.s-Produktion ist eine verringerte, NO-vermittelte Vasodilatation. Zudem verursacht eine
erniedrigte BHy-Verfiigbarkeit eine erhohte Produktion von O, statt NO, was durch
Entkopplung der eNOS zustande kommt (Cosentino & Katusic, 1995; Cosentino & Luscher,
1999; Katusic, 2001; Landmesser et al., 2003). Aulerdem konnte gezeigt werden, dass eine

BHs-Supplementierung die NO-Produktion und die durch den Faktor bedingte Relaxation von
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BlutgefdBen in vivo und in vitro verbessert (Cosentino & Luscher, 1999; Meininger et al.,
2000; Shinozaki et al., 2000; Laursen et al., 2001; Zheng et al., 2003).

Auch konnte hier gezeigt werden, dass Dexamethason eine erniedrigte GTPCH-1-
Genexpression induziert (Abb 4.3.2B), was eine Erklarung fiir die niedrigen BHs-Werte nach
48 h war. Zahlreiche Studien stellen die Wichtigkeit der GTPCH-1 fiir die Endothelfunktion
dar. Einige von ihnen beschreiben die Herunterregulation der GTPCH-1 bei GC-induziertem
Bluthochdruck (Cosentino & Luscher, 1999; Ignarro et al., 2002). Eine andere Arbeitsgruppe
berichtet dariiber, dass ein Gentransfer der humanen GTPCH-1 die BHy-Level und die
beeintrichtigte Endothelfunktion in den BlutgefiBen von hypertensiven Ratten
wiederherstellen kann.

Im Falle des NO-produzierenden Enzyms, eNOS, brachte die Dexamethason-Behandlung
zwar auf mRNA-Ebene, nicht aber auf Proteinebene, eine Herunterregulation (Abb. 4.3.1.B
und 4.3.1.C) Somit konnten die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Wallerath et al., 1999;
Wallerath et al., 2004; Schafer et al., 2005) in MyEND-Zellen nicht bestitigt werden. Die
hier prisentierten Ergebnisse sollten jedoch die Thesen aus der Literatur nicht negieren.
Vielmehr waren die Ergebnisse Anlass, andere, von der GC-Behandlung beeintrichtigte
Faktoren, downstream von der eNOS in der NO-Produktionskaskade, zu untersuchen.
Andererseits stimmen unsere Ergebnisse liberein mit fritheren Befunden itiber GC-induzierte
Verminderte eNOS-mRNA-Stabilitdt ohne beeintrachtigte eNOS-Protein-Level (Wallerath et
al., 1999; Zicha et al., 2001; Murata et al., 2004). Durchaus ist es jedoch moglich, dass das
von uns ausgewdhlte Zellkulturmodell eine ldngere GC-Behandlungszeit erfordert, um
negative Verdanderungen in der eNOS-Proteinexpression zu detektieren.

Die MyEND-Zellen besitzen gegeniiber anderen in der Literatur beschriebenen Modellen
enorme Vorteile. Die direkte myokardiale Herkunft und die Immortalisierung erlaubt es, die
Zellen iiber mehrere Passagen und unter wiederholbaren Bedingungen fiir Experimente zu
verwenden. Zahlreiche Publikationen zum Thema der GC-induzierten Beeintrdachtigung der
Vasodilatation im Herzen basieren auf Experimenten, die in nicht-cardialen Endothelzellen
durchgefiihrt wurden, wie beispielsweise in HUVEC-Zellen (Zerr-Fouineau et al., 2007).
Andere Gruppen fithren Versuche an Préaparationen von Aortenringen, die sehr aufwendig

gewonnen werden, durch (Mitchell et al., 2004).
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5.3.2 Verlorene Zielgenaktivierung in MyEND-Zellen als Konsequenz der GC-
indizierten Abbaus des GRs
Den Uberlegungen fiir die Untersuchung der GC-induzierten Verringerung der Vasodilatation
im peripheren Endothel ging eine Studie voran, welche zuvor von der Arbeitsgruppe um Prof.
Dr. C. Forster publiziert wurde (Forster et al., 2006). Dabei wurde ein Vergleich von zwei
Endothelzelllinien verschiedener Herkunft, den cEND- und MyEND-Zellen, im Bezug auf
Veranderungen der Barriereeigenschaften nach Dexamethason-Behandlung, durchgefiihrt.
Die folgende Abbildung (Abb. 5.3.1.1) prisentiert schemenhaft eine Zusammenfassung der

Ergebnisse dieser Publikation.

Hirnendothelzelllinie cEND Periphere Endothelzelllinie MVEND
dex dex
0000 — 1.1 000 — GOS0

400 Q*cm? 110 Q*cm? 110 Q+*cm?

control I Transaktivierung control I—
des GC-
responsiven
Testpromoters
dex ‘ ‘ MMTV dex I-
0246 810121416 02 46 810121416

Abb. 5.3.2.1 Schematische Darstellung der GR-abhéngigen Unterschiede zwischen Endothelzellen
verschiedener Herkunft: zentralnervoser und peripherer. Die Hirnendothelzelllinie cEND weist gegeniiber
der myokardialen Endothelzelllinie MyEND eine deutliche GC-Responsivitit auf. Diese duBert sich durch
morphologische Anderungen von linglich in backsteinartig, was durch einen Anstieg des TERs nach GC-
Behandlung bedingt ist. Die ICC zeigt die GR-Markierung in beiden Zelllinien. In cEND-Zellen kommt es zu
einer translokation des GR in den Nucleus und folglich zu einer starken Transaktivierung der GC-responsiven
MMTV-Testpromoter, wihrend der GR in MyEND-Zellen nach Dexamethason-Behandlung abgebaut wird.
Dadurch werden die bei den cEND-Zellen eintreffenden Verdnderungen bei MyEND-Zellen unterbunden
(Forster et al., 2006). Schema und Daten nach Prof. Dr. C. Forster (Forster ef al., 2006).

Im Zusammenhang mit dem GC-induzierten Bluthochdruck durch verminderte NO-
Produktion,  beschrinkten sich  andere  Arbeitsgruppen auf die negativen,
herunterregulierenden Genexpressionseffekte der GC-GR-Wirkung (Johns et al., 2001;
Mitchell et al., 2003a; Mitchell et al., 2004). Dabei wird von einem direkten negativen
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genomischen Effekt der GC-Behandlung auf die Expression der GTPCH-1 und somit auf die
Produktion des BHy4 berichtet. Dieser direkte negative genomische Effekt wird auch als ein
GR-vermitteltes Phianomen beschrieben, nachdem durch simultanen Einsatz des GR-
Antagonisten RU486 die herunterregulierende Wirkung von Dexamethason auf die
Genexpression der GTPCH-1 und die eingeschrinkte Vasodilatation der verwendeten
Aortenringe unterbunden wurde. Die folgende Abbildung (Abb. 5.3.3.1) stellt die von der
Arbeitsgruppe um R.C. Webb vergeschlagene Wirkungsweise der GCs auf die Expression der
GTPCH-1 im Herzendothel dar.
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5.3.2.2 Wirkungsmechanismus der GC-Wirkung im Herzendothel vorgeschlagen von der Gruppe um
R.C. Webb. Das GC-Molekiil, das hier als Ligand dargestellt ist, passiert die Plasmamembran der Zelle und
komplexiert mit dem zytosolischen GR. Dieser Komplex transloziert in den Nucleus und bindet dort an
entsprechende Sequenzen am Promoter des jeweiligen Gens. Dies entspricht hier der GTPCH-1. Nach Bindung
an die DNA kommt es zu einer negativen, genomischen Auswirkung auf die Genexpression, die durch Zugabe
des GR-Antagonisten RU486 gehemmt werden kann (Mitchell et al., 2004).

Die Liganden-abhingige Herunterregulation des GRs und der damit assoziierte Verlust der
GC-Responsivitit wurde vor einigen Jahren von Prof. J.A. Cidlowski und Kollegen
ausfiihrlich beschrieben (Bellingham et al., 1992; Silva et al., 1994; Webster & Cidlowski,
1994; Wallace & Cidlowski, 2001). Dem zufolge ist die Wirksamkeit von GCs abhéngig ist
von der Konzentration der GRs in der Zelle. Durch die Komplexierung mit dem Liganden
kommt es zu einer Herunterregulation des GR-Proteins (negatives feed-back), die nach

Ligandenentzug wieder reversibel ist (Cidlowski & Cidlowski, 1981; McIntyre & Samuels,
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1985; Hoeck et al., 1989; Burnstein et al., 1990; Bellingham et al., 1992; Silva et al., 1994).
Der GR-Status in der Zelle wird sowohl auf Transkriptions- als auch Translationsebene
kontrolliert (Oakley & Cidlowski, 1993; Schmidt & Meyer, 1994). Ebenso zeigte sich der
GR-Phosphorylierungszustand als ein wichtiger Faktor fiir die Rezeptor-Stabilitit (Bodwell et
al., 1991; Mason & Housley, 1993; Almlof et al., 1995). Eine Phosphorylierungs-defekte
Mutante des murinen GRs unterliegt, im Gegensatz zum nativen Protein, nicht der Liganden-
abhingigen = Herunterregulation = (Webster et  al, 1997). Aufgrund  der
Proteinphosphorylierung, die als ein Signal fiir Proteinerkennung fiir das Ubiquitin agiert,
wurde vermutet, dass die GR-Degradierung durch das Proteasom vermittelt wird (Fuchs et al.,
1998; Hershko & Ciechanover, 1998; Laney & Hochstrasser, 1999; Kornitzer & Ciechanover,
2000). Der Ubiquitin-Signalweg beinhaltet die Ubiquitin-aktivierenden Enzyme (UBAs), die
E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (UBCs) und die E3-Ubiquitin-Ligase Enzyme
(Wiederkehr et al., 2002). Die Phosphorylierung erméglicht die Erkennung des Proteins durch
die E2 und/ oder E3-Enzyme, die kovalent das 76 AS grofle Protein Ubiquitin an die Lysin-
Reste des Proteins binden und es so fiir den Abbau freigeben (Chen et al., 1995; Baldi et al.,
1996; Skowyra et al., 1999). Die Polyubiquitinylierung eines Proteins ermdglicht die
Erkennung durch den Proteasom-Multiproteinkomplex, welches das Protein in kleine
Polypeptide und Aminosiduren degradiert. Die Entdeckung verschiedener Inhibitoren des
Proteasoms erlaubte die Aufkldarung der Rolle des Stoffwechsels kurz- und langlebiger
Proteine (Driscoll & Goldberg, 1990; Coux et al., 1996; Lee & Goldberg, 1998; DeMartino &
Slaughter, 1999). Es konnte auch demonstriert werden, dass der GR mit dem E2-
konjugierenden Protein (Kaul et al., 2002; Garside et al., 2006), sowie mit zwei Proteinen des
E3-Ligase-Komplexes (Wang & DeFranco, 2005) interagiert. Die funktionellen und
physiologischen Konsequenzen aber sind weitgehend unerforscht. In der vorliegenden Arbeit
sollte demonstriert werden, dass der Liganden-abhingige Abbau des GR-Proteins einen
Einfluss auf die NO-Synthese hat. Die negative Einflussnahme auf die NO-Signalkaskade
konnte der Grund fiir die bei Patienten mit Langzeit-GC-Therapie auftretende Hypertonie
sein.

Unsere Daten weisen auf eine unterschiedliche GC-Antwort durch unterschiedliche
Transaktivierungsaktivitit des GRs im neuonalen und nicht-neronalen Endothel hin. In
diesem Zusammenhang présentieren wir die negativen Auswirkungen der GC-Behandlung
auf die NO- und BHy4-Produktion, sowie auf die GTPCH-1-Expression in MyEND-Zellen, als
das Ergebnis des Verlustes der Transaktivierungsaktivitidt des GRs in MyEND-Zellen. Dieser

Responsivititsverlust wird durch den proteasomalen Abbau des GRs verursacht und konnte
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durch einen simultanen Einsatz von Dexamethason und des Proteasominhibitors Calpain
Inhibitor 1, sowie durch die Transfektion des ubiquitinylierungsdefekten GR-
Expressionsvektors, K426A-GR (Wallace & Cidlowski, 2001), vollkommen unterdriickt oder
gar verbessert werden. Durch Protektion des GRs mittels dieser Methoden war es moglich,
die herunterregulierte GTPCH-1-Expression (Abb. 4.3.6), die BHs-Produktion (Abb. 4.3.7)
und entsprechend die eNOS-Aktivitit (Abb. 4.3.8), die das Korrelat der NO-Produktion
darstellt, zu regenerieren.

Resultierend aus den hier priasentierten Ergebnissen, kann in der folgenden Abbildung (Abb.
5.3.2.3) der Mechanismus der GC-verursachten zelluldren Ereignisse im peripheren Endothel

dargestellt werden.
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Abb. 5.3.2.3 GC-Wirkung im myokardialen Endothel und der Verlust der GC-Responsivitiit durch
proteasomalen Abbau des GRs. Nach ungehindertem passieren der Membran der lipidloslichen GC-Molekiile
wird ein GC-GR-Komplex gebildet, der statt in den Nucleus zu translozieren, ubiquityniliert wird. Die
Ubiquitin-Ketten sind ein Signal fiir die Einleitung des proteasomalen Abbaus eines Proteins. Durch die
Degradierung des GRs kommt es nicht zur Zielgenaktivierung (Mechanismus nach Prof. Dr. C.Forster).

Die zelluliren Mechanismen der GC-Wirkung sind noch nicht vollkommen verstanden und
aufgekliart. Weitere Experimente zur gewebespezifischen Wirkung von GCs wire im Sinne

der Patienten, die auf ldngerfristige GC-Therapien angewiesen sind. Die Entwicklung einer
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neuen Generation Hirnendothel-spezifischer GR-Liganden mit weniger oder sogar keinen
Nebenwirkungen am peripheren Endothel gehort zu den Herausforderungen, die heutzutage
der Forschung und der Pharmaindustrie gestellt wird. Der BHS-protektive, immunsuppressive
und immunmodulatorische Einsatz von GCs, ist bis heute mit vielen unerwiinschten Effekten
auf das myokardiale Endothel verbunden (Saruta, 1996).

Die Grundlage fiir die Entwicklung neuer, gewebespezifisch wirkender GR-Liganden ist die
Untersuchung des GR-Status und die daraus folgende Responsivitit in GC-behandelten
Zellen. Ebenso wichtig wire jedoch die Durchfithrung von in vivo-Experimenten, die hier

formulierten Aussagen bestétigen wiirden.
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7. Anhang

7.1  Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
ACTH
Al

APS
AMP
ATP
AS
BH4
BHS

bp
BSA

c

Calp. Inh.I
CRH
CT

Cy

dd

dex
DMEM
DMSO
DNA
DTT
ECL
ECM
EDTA
eNOS
FCS
FITC
GAPDH
GC
Gd-DTPA
GR
GRE
GTP
GTPCH-1
HC
HPLC
HSP
ICC
IFN

IL
iNOS
kb

kDa
LB

LIF

Abbildung

Adenocorticotrope Hormone
Adherence Junction
Ammomiumpersulfat
Adenosinmonophosphat
Adenosintriphosphat

Aminosdure

Tetrahydrobiopterin
Blut-Hirn-Schranke

Basenpaare

Bovines Serumalbumin
Konzentration

Calpain Inhibitor I

Corticotrophin Releasing Factor
Treshold Cycle

Cyanin

demineralisiert/destiliert
Dexamethason

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsidure

1, 4-Dithio-DL-threitol

Enhanced Chemiluminescence
Extracellular Matrix

Ethylenediamine tetraacetic acid-Na-salt
endothelial nitric oxide synthase
Fetal Calv Serum
Fluoresceinisothiocyanat
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Glukokortikoid
Gadolinum-diethylene-triamine pentaacetic acid
Glukokortikoid-Rezeptor
Glucocorticoid Response Elements
Guanidintriphosphat
GTP-Cyclohydrolase-1

Hydrokortison

High Performance Liquid Chromatography
Hitzeschock-Protein
Immunecytochemistry

Interferon

Interleukin

inducible Nitric Oxide Synthase
Kilobasen

Kilodalton

Luria Bertani Broth

Leukédmie inhibierender Faktor
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Luc
MDCK
MEM
MMP
MS
NEAA
NFxB
NGS
NO
NOS
PAA
PBS
PCR
PFA

PI

PP
pRL-TK®
RLU
RNA
RT
RT-PCR
SDS
TBE
TIMP
TJ
TNFo
TRIS
Tween® 20

u. a.
uv

z.B.
VE
VEGF
v/v

wt
w/v
Z0-1
ZNS

Luciferase

Madin-Darby canine kidney cells
Minimum Essential Medium Eagle
Matrix-Metalloproteinase

Multiple Sklerose

Not Essential Aminoacids

Nuclear Factor kB

Normal Goat Serum

Nitrite Oxide

Nitric Oxide Synthase
Polyacrylamid

Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehyd

Propidium-Iodid

Probenpuffer
Normalisierungsvektor, Promega, Mannheim
Relative Light Units
Ribonucleinsdure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Sodium-Dodecylsulfate
Tris-Borsdure-EDTA-Puffer

Tissue Inhibitor of MMP

Tight Junction

Tumor Necrosis Factor o

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
Umdrehungen

unter anderen

Ultraviolet

mal

zum Beispiel

Vascular Endothelial

Vascular Endothelial Growth Factor
Volumen-/ Volumenverhéltnis
Wildtyp

Gewichts-/ Volumenverhiltnis
Zonula occludens-1

Zentrales Nervensystem

Fiir Abkiirzungen von physikalischen und chemischen Einheiten

Empfehlungen verwendet.

werden die IUPAC
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7.2  Chemikalienauflistung

Alle Chemikalien und Substanzen wurden nach hochstméglichem Reinheitsgrad von

folgenden Firmen bezogen:

Aceton, AppliChem, Darmstadt

Aktivkohle reinst., Merck, Darmstadt
Amidoschwarz, AppliChem, Darmstadt
Ameisensdure, AppliChem, Darmstadt
Ampizillin, PAA-Laboratories, Berlin

APS, Merck, Darmstadt

Bacto™ Yeast Extract, BD Biosciences, Heidelberg
B-Mercaptoethanol, Merck, Darmstadt
Bradford Reagenz, Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau, AppliChem, Darmstadt
CaCl,*2H,0, AppliChem, Darmstadt
DAF-2DA, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
DMEM-Medium, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
DMSO, Merck, Darmstadt

DTE, Merck, Darmstadt

EDTA, Merck, Darmstadt

Eisessig, AppliChem, Darmstadt

Ethanol, AppliChem, Darmstadt

FCS, Biochrom, PAA-Laboratories, Berlin
Gelatine, Merck, Darmstadt

Glycerol, AppliChem, Darmstadt

HEPES, AppliChem, Darmstadt

H,0, 30%, p.a., AppliChem, Darmstadt
KCl, AppliChem, Darmstadt

KH,PO,, AppliChem, Darmstadt

K,HPO,, AppliChem, Darmstadt

Kollagen 1V, Fluka, Taufenkirchen

Luminol, AppliChem, Darmstadt
Magermilch,

Mannitol, Serva-Electrophoresis, Heidelberg
MEM-Medium, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Methanol, AppliChem, Darmstadt

NaCl, AppliChem, Darmstadt

Na,PO4*H,0, AppliChem, Darmstadt
p-Coumarin-Saure90, AppliChem, Darmstadt
PBS, Biochrom, Berlin
Penicillin-Streptomycin, PAA-Laboratories, Berlin
Poly-L-Lysin, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ponceau S, AppliChem, Darmstadt

SDS, AppliChem, Darmstadt

TEMED, Roth, Karlsruhe

TRIS, Roth, Karlsruhe

Tween® 20, AppliChem, Darmstadt
Xylencyanol, Merck, Darmstadt
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7.3  Auflistung von Geriten

Blotgerit

Brutschrank

Camera, HRP-100 Mikroskop AP
Centrifuge 5417R

Drehrad

Electrophoresis Power Supply
Elektrophoresekammer Protean II xi
Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop, Axioskop2 mot plus
Lumat LB 9507

PHERO-stab. 500 Elektrophoresis Power Supply
Magnetriihrer, Model L-71

Mastercycler gradient

Megafugel.0

Mikrozentrifuge, Hermile z 160 m

pH Meter pH 523

Real Time PCR System 7300

Schiittler, KLL.2

Spectralphotometer

Sterilbank, Lamin Ain HB 2448

Thermal Cycler 2720

Thermocycler 60

Transblot Elektrophorese Transfer Cell SD Semi Dry
UV/VIS Spectralphotometer

Vortexer L46

Laborgerite Keutz
Heraeus Instruments
Princeton Instruments
Eppendorf
Darke-Willock Equipment
Gibco BRL, Keutz
BioRad

Sartorius

Zeiss

Berthold
Biotech-Fischer
Labinco

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Sepatech
Hartenstein Laborbedarf
WTW

Applied Biosystems
Labortechnik Edmund Biihler
Pharmacia Biosystems
Heraeus Instruments
Applied Biosystems
BioRad Laboratiries
BioRad

Pharmacia Biosystems
Hartenstein Laborbedarf
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7.4  Auflistung von Verbrauchsmaterialien und Kits

Blotting-Papier

Deckgliser

dNTPs

Dual-Luciferase® Reporter Assay System
Effectene® Transfection Reagent
Einmal-Kiivetten
Fotolaborchemikalien
Frischhaltefolie

Gel Blotting-Filterpapier
Glaskapillaren

GenePorter™

Glasflammer

Glaswaren

Kryorohrchen

Hyperfilm™ ECL
Lipofectamine® 2000
Nitrocellulose

Objekttriger

Objekttrager, SuperFrost® Plus
Parafilm ,,M“®

Prestained Protein Marker (PPL)

Puderfreie Latex-Handschuhe

1,5 ml Reaktionsgefil3e

2 ml Reaktionsgefifie

RNeasy® Mini Kit

Rohren

SSL-Marker 100 bp Ladder, Generuler

Titan One Tube RT-PCR System
TransFectin™ Lipid Reagent
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
Knittel Gléser

GIBCO BRL, Keutz

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Brand

Kodak, Paris

Dow, Midland

Whatman, Middlesex

World Precision Instruments, Florida
GLS

Gasi, Schiitt, Gottingen

Schott, Wertheim

Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen

Amersham Biosciences

Invitrogen, Karlsruhe

Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
Marienfeld

Menzel-Gléser

Pechiney Plastic Packiging, Menasha
Fermentas Life Science, St. Leon-
Roth

Kimberly-Clark, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Niirnbrecht

Fermentas Life Science, St. Leon-
Roth

Roche, Mannheim

BioRad Laboratiries, Miinchen
Promega, Mannheim
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7.5 Publikationsliste:

Glucocorticoids increase VE-cadherin expression and cause cytoskeletal re-
arrangements in murine brain endothelial cEND cells.
Blecharz, K.G., Drenckhahn, D. and Forster, C.Y. (2008)
J Cereb Blood Flow Metab, 28 (6): 1139-1149. IF: 5.741

Glucocorticoid effects on endothelial barrier function in the murine brain endothelial
cell line cEND incubated with sera from patients with multiple sclerosis.

Blecharz, K.G., Haighika, A., Stasiolek, M., Kruse, N., Drenckhahn, D., Gold, R., Roewer, N.,
Chan, A. and Forster C.Y.

Mult Scler 2010 Mar, 16 (3): 293-302. IF: 3.279

Combination therapy with proteasomal inhibitors and glucocorticoids ameliorates
ischemia-induced brain edema and blood-brain barrier disruption in mice.

Kleinschnitz, C., Blecharz, K.G., Kahles, T., Thum, T., Schwarz, T., Stoll, G., Roewer, N. and
Forster C.Y.

Stroke 42(4): 1081-1089. IF: 7,041

Proteasome inibition as a therapeutical target for prevention of glucocorticoid-induced
hypertension.

Blecharz, K.G., Bauersachs, J., Thum, T., Widder, J., Drenckhahn, D. and Forster, C.Y.

(in Vorbereitung)
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Posterprisentationen:

VE-cadherin expression is regulated by glucocorticoids in blood brain-barrier
endothelial cells.
Blecharz, K.G., Drenckhahn, D. and Forster, C.
Posterpriasentation: 8. Expertentreffen Blut-Hirn-Schranke in Bad Herrenalb, 2006
III. Cardiovascular Healing Symposium, Symposium der Medizinischen
Klinik Wiirzburg zusammen mit der Leopoldina, 2006
23. Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft, Wiirzburg, 2006
12th Joint Meeting of the Signal Transduction Society (STS) 2008

Establishment of novel brain endothelial cell lines from transgenic and knock-out mice
to monitor glucocorticoid effects on the blood-brain barrier.

Blecharz K.G., Drenckhahn D. and Forster C.

Posterprisentation: 9. Expertentreffen Blut-Hirn-Schranke in Bad Herrenalb, 2007

Down-regulation of glucocorticoid receptor in dexamethasone-treated myocardial
endothelial cell line MyEND causes a decerased NO production.
Blecharz, K.G., Bauersachs, J., Thum, T., Drenckhahn, D. and Forster, C.
Posterprésentation: 24. Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft, Wiirzburg, 2007

Joint scientific meeting of the SFB“s 688 and 612, Diisseldorf, 2007

Dexamethasone induces the expression of metalloproteinase inhibitor TIMP-1 in the

murine cerebral endothelial cell line cEND.

Blecharz, K.G., Burek, M. and Forster C.

Posterpriasentation: Joint Meeting between SEISC and German and Swiss Blood-Brain
Interface Networks in Strasbourg, Frankreich, 2009

Glucocorticoid-mediated regulation of tight junctions under pathophysiological

conditions in the murine cerebral endothelial cell line cEND.

Blecharz, K.G., Burek, M. Chan, A., Haghikia, A., Kruse, N., Drenckhahn, D. Gold, R.,

Roewer, N. and Forster, C.Y.

Posterpriasentation: International Symposium on Signal Transduction in the Blood-Brain
Barrier in London, GroBbritanien, 2009
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