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1 Einleitung 

1.1 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der 

Endothelbarriere  

Das Blutgefäßsystem beim Menschen wird in Gefäße der Makro- (Arterien, Venen) 

und Mikrozirkulation (Arteriolen, Kapillaren, Venulen) eingeteilt. In den Gefäßen der 

Mikrozirkulation erfolgt die Versorgung der Organe mit Sauerstoff und Nährstoffen 

(Gas- und Stoffaustausch). Das Gefäßendothel wird durch eine einzelne Schicht von 

Endothelzellen gebildet, die durch interzelluläre Junktionen miteinander verbunden 

sind. Die Endothelzellen kleiden als kontinuierlicher Zellverband die innere 

Oberfläche des gesamten Gefäßsystems aus. Sie bilden somit die Barriere zwischen 

Blutkompartiment und umliegenden Interstitium, welche den Austausch von 

Flüssigkeit und gelösten Substanzen auf trans- und parazellulären Weg begrenzt und 

reguliert (Vandenbroucke et al., 2008). Diese selektive Permeabilität sorgt für einen 

gerichteten Stofftransport zwischen Blut und Gewebe. Daneben erfüllt das 

Gefäßendothel im gesunden Organismus noch eine Reihe weiterer Aufgaben. Durch 

Ausschüttung vasoaktiver Substanzen nimmt es an der Regulation von Gefäßtonus 

und Blutfluss sowie an der Homöostase von Gerinnung und Fibrinolyse teil. Darüber 

hinaus besitzt das Endothel immunmodulatorische Eigenschaften, wodurch es 

Einfluss auf Entzündungsprozesse und Abwehrvorgänge nehmen kann. So ist es in 

der Lage, nach physikalischer oder chemischer Stimulation Adhäsionsmoleküle und 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche zu präsentieren, die eine Rekrutierung und  

(Trans-) Migration von Abwehrzellen ermöglichen (Dvorak et al., 1999; Michiels, 

2003; Springer, 1994).  

Störungen in der Funktion und Regulation der Endothelbarriere sowie Schädigungen 

der Zelljunktionen führen zu vielen verschiedenen Krankheitsbildern beim Menschen, 

wie Ödemen, hämorrhagischem Schlaganfall und vaskulären Malformationen 

(Dejana et al., 2009). Bei inflammatorischen und allergischen Reaktionen kommt es 

ebenso zu einer gestörten endothelialen Barrierefunktion (Mehta and Malik, 2006). 

Insbesondere für die Pathogenese der akuten Entzündung und Sepsis scheint der 

Zusammenbruch der Endothelbarriere durch die Bildung von interzellulären Lücken 

zwischen benachbarten Endothelzellen von entscheidender Bedeutung zu sein. 

Diese bei Entzündungen stattfindenden Permeabilitätsänderungen finden 

weitgehend selektiv im Bereich der postkapillären Venulen statt (Aird, 2007; Michel 
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and Curry, 1999). Einen entscheidenden Beitrag in diesem Zusammenhang scheinen 

endotheliale interzelluläre Junktionen, insbesondere Adhärens- (AJ) und Occludens- 

(TJ) junktionen (Bazzoni and Dejana, 2004; Franke, 2009), zu leisten, die durch 

Entzündungsmediatoren wie Histamin oder bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) 

verändert werden und durch deren Schädigung der Zellverband gestört und so die 

Barriere destabilisiert wird  (Aird, 2007; Baumer, 2008; Spindler et al., 2010).  

Neben den zahlreichen physiologischen Aufgaben nimmt die Endothelbarriere also 

eine zentrale Position in der Kontrolle der Gefäßpermeabilität und der Pathogenese 

vieler Krankheiten ein. Deshalb ist es wichtig, ihren Aufbau, ihre Funktion und ihre 

Regulation genau zu verstehen. 

 

1.2 Strukturelle Komponenten der Endothelbarriere 

1.2.1 Endotheliale Junktionen 

Der Stoff- und Flüssigkeitstransport durch das Gefäßendothel erfolgt prinzipiell auf 

para- und auf transzellulärem Weg. Während beim parazellulären Weg die 

Substanzen durch die Interzellularspalten transportiert werden, erfolgt der 

transzelluläre Stoffaustausch über Vermittlung bestimmter Rezeptoren direkt durch 

die Zelle (rezeptorvermittelte Endozytose). Auf die Mechanismen der transzellulären 

Permeabilität soll hier nicht näher eingegangen werden. Für die Begrenzung der 

parazellulären Permeabilität spielen interendotheliale Junktionen, welche die 

Endothelzellen miteinander verbinden, eine entscheidende Rolle (Mehta and Malik, 

2006). Sie verhindern  unter anderem eine Lückenbildung zwischen den Zellen und 

sind somit ganz wesentlich am Aufbau der Endothelbarriere beteiligt. Als wichtigste 

Vertreter sind Occludensjunktionen (Tight junctions, TJs) und Adhärensjunktionen 

(AJs) zu nennen (Abb. 1). TJs kontrollieren die parazelluläre Permeabilität, indem sie 

den interzellulären Spalt abdichten, AJs vermitteln die Adhäsion zwischen 

Endothelzellen und sind für deren mechanische Festigkeit verantwortlich. Eine 

gestörte Organisation der endothelialen Zelljunktionen geht mit vielen verschiedenen 

Krankheitsbildern beim Menschen einher (Dejana et al., 2009). Im Gegensatz zu 

Epithelzellen, bei denen die Zell-Zell-Junktionen typischerweise streng voneinander 

getrennt sind, befinden sich die AJs und TJs in Endothelzellen in räumlicher Nähe 

zueinander (Ruffer et al., 2004). Claudin5 und Occludin, die typischen 
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Transmembranproteine der endothelialen TJs, und Vascular endothelial cadherin 

(VE-Cadherin), das transmembrane Glykoprotein der AJs, sind über Adapterproteine 

der Zonula occludens-Protein (ZO)- oder Catenin-Familie an das kortikale 

Aktinzytoskelett gebunden (Franke, 2009). Durch diese Verbindung zwischen 

Aktinzytoskelett und Junktionen können Veränderungen in der Aktindynamik Einfluss 

auf die Integrität der AJs und TJs und somit auf die Funktion der Endothelbarriere 

nehmen (Vandenbroucke et al., 2008). Als weitere Junktionsmoleküle finden sich 

Nexus (Gap junctions, GJs). GJs bestehen aus Poren, die eine direkte Verbindung 

zwischen benachbarten Zellen herstellen und somit eine elektrische und 

metabolische Kommunikation der Zellen untereinander erlauben. Die Expression und 

Verteilung der einzelnen Junktionskomplexe können ganz unterschiedlich sein und 

sind abhängig vom Gefäßtyp und den spezifischen Anforderungen der jeweiligen 

Organe (Bazzoni and Dejana, 2004).  

 

Abb. 1: Aufbau der Endothelbarriere  

Adhärens- und Occludensjunktionen sind wichtige strukturelle Komponenten der Endothelbarriere. 

Während VE-Cadherin das Transmembranprotein der AJs bildet, werden TJs durch Claudine und 

Occludine miteinander verbunden. Diese Proteine sind über spezifische Adaptermoleküle (Catenine, 

ZO) auf der zytoplasmatischen Seite mit dem Aktinzytoskelett verbunden. Abb. modifiziert nach 

Spindler et al., 2010. 
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1.2.1.1 Adhärensjunktionen 

AJs sind für die Haftung und mechanische Stabilität angrenzender Zellen 

verantwortlich. Als klassischer Vertreter der Adhäsionsmoleküle in Endothelzellen 

wird VE-Cadherin exprimiert. Die Cadherine (Calcium-dependent adhesion proteins) 

bestehen aus einer Transmembrandomäne, einem intrazellulären Teil und einem für 

die Zelladhäsion erforderlichen extrazellulären Bereich. Durch homophile Bindungen 

überbrücken sie den Extrazellulärraum zwischen den sich gegenüberliegenden 

Zellen. Im Gegensatz zur direkten Membranberührung bei TJs besteht bei AJs noch 

ein Abstand von 15-20 nm  zwischen den Zellmembranen (Tsukita et al., 2001). 

Antikörper gegen VE-Cadherin führten sowohl in vivo als auch in vitro zu einem 

deutlichen Anstieg der Permeabilität, was die Bedeutung von VE-Cadherin für die 

Integrität der Endothelbarriere verdeutlicht (Corada et al., 1999; Gotsch et al., 1997; 

Gulino et al., 1998; Heupel et al., 2009). An die zytoplasmatischen Domänen von VE-

Cadherin binden Adaptermoleküle wie  β-Catenin oder γ-Catenin (Plakoglobin) und 

stellen eine Verbindung zum Aktinzytoskelett her. Hierdurch nehmen sie Einfluss auf 

die Regulation der Zelladhäsion. Man nimmt an, dass α-Catenin wiederum an β-

Catenin und γ-Catenin binden kann und den Cadherin/Catenin-Komplex am 

Aktinfilamentsystem verankert (Mehta and Malik, 2006). Neuere Daten stellen diese 

statische Adapterfunktion von α–Catenin jedoch in Frage (Drees et al., 2005; 

Yamada et al., 2005). In einer Studie von Carmeliet konnte gezeigt werden, dass die 

Adhäsion zwischen Endothelzellen durch eine VE-Cadherin-Mutante, die keine 

Bindedomäne für β-Catenin hatte, vermindert war (Carmeliet et al., 1999). In 

Epithelzellen ist IQRasGTPase-aktivierendes Protein1 (IQGAP1) in der Lage, an die 

α-Catenin-Bindedomäne von β-Catenin zu binden, was zur Dissoziation des α-

Catenins vom Cadherin-Catenin-Komplex führt und damit eine verminderte E-

Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhäsion zur Folge hat (Kuroda et al., 1998; Noritake 

et al., 2005). Ob dieser Mechanismus auch in Endothelzellen eine Rolle spielt, ist 

bisher ungeklärt. p120-Catenin ist ein weiteres Adapterprotein, das an der Regulation 

der Endothelbarriere beteiligt ist, indem es Einfluss auf die Stabilität der AJs und den 

Aktivitätszustand von Ras-Homologie Protein (Rho)- Guanosintriphosphat (GTP)asen 

nimmt (Anastasiadis and Reynolds, 2001; Davis et al., 2003; Grosheva et al., 2001; 

Ireton et al., 2002; Noren et al., 2000; Xiao et al., 2003). Ein Mangel an p120-Catenin 

hatte eine Destabilisierung der AJs zur Folge (Erez et al., 2005). Desweiteren scheint 

die endotheliale Permeabilität sowie die Zelladhäsion durch Phosphorylierung von 



                 Einleitung 
 ___________________________________________________________________ 

5 
 

Komponenten des Cadherin-Catenin-Komplexes reguliert zu werden (Kim et al., 

2009; Miyoshi and Takai, 2005; Reynolds, 2007). Mehrere Barriere-destabilisierende 

Entzündungsmediatoren wie Vascular endothelial growth factor (VEGF), Thrombin, 

Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-α) oder Histamin induzierten die 

Phosphorylierung von Tyrosinresten von VE-Cadherin oder Cateninen, was zur 

Dissoziation der AJs vom Aktinzytoskelett führte (Andriopoulou et al., 1999; Dejana 

et al., 2008). Eine Depletion der VE-Cadherin-assoziierten vaskulären endothelialen 

Tyrosinphosphatase (VE-PTP) resultierte in einer gesteigerten Permeabilität 

(Nottebaum et al., 2008; Vestweber, 2008), was die Bedeutung des 

Phosphorylierungs-Zustandes weiter unterstreicht. 

Die durch AJs vermittelte Zelladhäsion ist essentiell für die Aufrechterhaltung der 

Endothelbarriere und stellt somit einen wichtigen Mechanismus zur Regulation der 

parazellulären Permeabilität dar. Störungen im Bereich der AJs haben deshalb 

weitreichende Konsequenzen.  

 

1.2.1.2 Occludensjunktionen (Tight junctions) 

TJs oder Zonulae occludentes sind Zell-Zell-Verbindungen, welche die äußeren 

Lipidlamellen zweier benachbarter Zellen gürtelähnlich miteinander verbinden. Sie 

verschließen den Interzellularspalt so dicht, dass eine Barriere für die parazelluläre 

Diffusion von Flüssigkeit und gelösten Stoffen sowie die Migration von Zellen und 

Pathogenen entsteht. Je nach organspezifischen Bedürfnissen sind die TJs mehr 

oder weniger komplex aufgebaut. So finden sich an der Blut-Hirn-Schranke, wo die 

Permeabilität sehr gering ist, mehr und funktionell dichtere TJs als in postkapillären 

Venulen (Rubin and Staddon, 1999). Ultrastrukturell imponieren TJs als sehr enge 

Kontakte benachbarter Zellmembranen, die an einzelnen Stellen sogar miteinander 

fusionieren und als „kissing points“  bezeichnet werden (Tsukita et al., 2001). 

Molekular sind TJs durch Transmembranproteine und membranassoziierte Plaque-

proteine aufgebaut. Zu den wichtigsten Vertretern der Transmembranproteine 

gehören Occludin und Proteine der Claudin-Familie, ferner zählen noch die so 

genannten Junctional adhesion molecules (JAMs) zu dieser Gruppe. Diese integralen 

Membranproteine durchziehen den Interzellularspalt und treten homophil mit 

Transmembranproteinen der Nachbarzelle in Kontakt. Intrazytoplasmatisch 

interagieren sie mit den plaque-bildenden Adaptermolekülen ZO-1, -2, -3 und 
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Cingulin, welche wiederum eine Verbindung zum Aktinzytoskelett herstellen (Furuse 

et al., 1994; Schneeberger and Lynch, 2004; Tsukita et al., 2001). Außerdem können 

die ZO über Bindung zahlreicher Proteine Einfluss auf die Organisation der TJs 

nehmen. Daneben scheinen kleine GTPasen an der Regulation der endothelialen 

TJs beteiligt zu sein (Deng et al., 2011; Jou et al., 1998; Vandenbroucke et al., 

2008). 

Da TJs eine zentrale Rolle für die Begrenzung der parazellulären Permeabilität 

spielen, liegt es nahe, dass sie in Entzündungsprozesse involviert sind. So konnten 

beispielsweise Thrombin und Histamin den Abbau der Junktionen induzieren und 

LPS eine ausgeprägte Reduktion der Claudin5-Immunfärbung an den Zellgrenzen 

verursachen (Schlegel et al., 2009; Wojciak-Stothard et al., 2001).  

         

Abb. 2: Zonula occludens (Tight junctions) 

Schematische Darstellung des Aufbaus einer Zonula occludens TJ (links) und elektronen-

mikroskopische Abbildung der typischen Fusion benachbarter Zellmembranen, sog. „kissing points“ 

(rechts). Abb. modifiziert nach Benninghoff und Drenckhahn, 2003. 

 

1.2.1.3 Nexus (Gap junctions) 

GJs sind Zell-Zell-Verbindungen, die der interzellulären Kommunikation dienen. Sie 

bestehen aus Proteinkomplexen, die Kanäle zwischen benachbarten Zellen bilden, 

so dass eine direkte Verbindung der Zytoplasmata entsteht. Dies erlaubt im 

Zellverband die Diffusion von Molekülen und die Reizweiterleitung von elektrischen 

Impulsen, wie zum Beispiel in der Herzmuskulatur oder in neuronalen Zellen. In 

Bereichen, in denen zwei Zellen durch GJs miteinander in Kontakt treten, sind die 

Plasmamembranen nur durch einen schmalen Spalt (engl. gap) voneinander 

getrennt (Abb. 3). Ein GJ-Kanal wird durch die Kopplung zweier Halbkanäle 
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(Connexone) gebildet (Kumar and Gilula, 1996). Dabei setzt sich ein Connexon aus 

sechs Connexin43-Molekülen zusammen. Connexine sind Transmembranproteine, 

die sich in der Plasmamembran zu einer porenbildenden Struktur formen. Mehrere 

GJ-Kanäle reihen sich in der Zellmembran lokal aneinander und bilden GJ-Plaques 

(Caspar et al., 1977). In der Familie der Connexine unterscheidet man verschiedene 

Isoformen. Je nach Zusammensetzung eines Connexons bzw. eines GJ-Kanals 

ergeben sich unterschiedliche Eigenschaften der GJs bezüglich Permeabilität und 

elektrischer Leitfähigkeit (Bevans et al., 1998; Desplantez et al., 2007).  

        

Abb. 3: Nexus (Gap junctions) 

Links: Schematische Darstellung eines Nexus. Zwei Connexone, die aus jeweils sechs Connexin-

Proteinen bestehen, bilden zusammen einen transzellulären Kanal, wodurch eine direkte Verbindung 

zweier benachbarter Zellen entsteht.    

Rechts: Elektronenmikroskopische Darstellung eines Nexus. Abbildung A zeigt die GJs im 

Querschnitt, während Abb. B eine Aufsicht auf eine GJ-Plaque liefert.  

Abb. modifiziert nach (Benninghoff, 2003) und Alberts, B et al. 2004. 

 

1.2.2 Aktinzytoskelett 

Zur Aufrechterhaltung einer intakten Barrierefunktion des Endothels wird auch eine 

fein regulierte Dynamik der Aktinpolymerisation benötigt. Die Depolymerisation des 

Aktinzytoskeletts durch Cytochalasin D ging in vivo mit einer deutlichen Steigerung 

der vaskulären Permeabiltät einher; in vitro entstanden infolge dieser Behandlung 

große Lücken zwischen den Endothelzellen (Waschke et al., 2005). Einen 
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besonderen Stellenwert in der Stabilisierung der Barriere scheint ein kortikaler 

Aktinring entlang der Zellgrenzen zu haben (Ridley et al., 1992). Das Aktin-bindende 

Protein Cortactin („cortical actin binding protein“) und Proteine der Wiskott-Aldrich-

Syndrome Protein (WASP)-Familie können durch Induktion einer 

Konformationsänderung den Arp2/3-Komplex, der für Bildung und Verzweigung von 

Aktinfilamenten nötig ist, aktivieren und so die Aktinpolymerisation in der 

Zellperipherie stimulieren. So konnte gezeigt werden, dass die Barrierestabilisierung 

durch Adenosintriphosphat (ATP) oder Sphingosine-1-phosphate (S1P) von einer 

Akkumulation von Cortactin entlang den Zellgrenzen begleitet war (Dudek et al., 

2004; Garcia et al., 2001; Jacobson et al., 2006). Außerdem führte die reduzierte 

Expression von Cortactin zu einer Abschwächung der S1P- oder ATP-induzierten 

Barrieresteigerung (Dudek et al., 2004; Jacobson et al., 2006; Zhao et al., 2009). Ein 

weiterer Mechanismus zumindest in Epithelzellen zur Regulation des kortikalen 

Aktinnetzwerkes erfolgt über die Modulation von Cofilin. Im nicht-phosphorylierten 

aktiven Zustand bewirkt Cofilin eine Depolymerisation der Aktinfilamente (Bamburg 

and Wiggan, 2002). Infolge Phosphorylierung durch LIM-Kinasen (LIMK), die durch 

p21-activated  kinase (PAK) aktiviert werden, wird Cofilin inaktiviert und das kortikale 

Aktin stabilisiert (Bernard, 2007; Ridley, 2001). Darüber hinaus nimmt man an, dass 

das komplexe kortikale Aktinnetzwerk mit den endothelialen AJs und TJs assoziiert 

ist und so zur Stabilität der Zelljunktionen beiträgt (Bazzoni and Dejana, 2004; 

Drenckhahn D, 1997).  

Die Aktin-Myosin-Kontraktion der Endothelzellen stellt einen weiteren Mechanismus 

dar, der an der Regulation der parazellulären Permeabilität beteiligt sein könnte. Die 

Myosinleichtketten-Kinase (MLCK) phosphoryliert die Myosinleichtketten (MLC), 

wodurch die Interaktion von Myosin mit Aktin gefördert wird und kontraktile 

Stressfasern (Bündel aus Aktin- und Myosinfilamenten) entstehen. Als Folge der 

gesteigerten Kontraktilität könnte es zur Lückenbildung zwischen benachbarten 

Endothelzellen und zum Zusammenbruch der Endothelbarriere kommen 

(Drenckhahn D, 1997; Michel and Curry, 1999). Die MLC-Phosphatase (MLCP) als 

Gegenspieler der MLCK führt dagegen zur Dephosphorylierung der MLC und somit 

zur verminderten Kontraktilität. In vitro ist Thrombin in der Lage, sowohl über die 

Aktivierung der MLCK als auch über die Inaktivierung der MLCP durch eine 

gesteigerte Stressfaserbildung die Kontraktion der Endothelzellen und damit einen 

Permeabilitätsanstieg zu induzieren (Essler et al., 1998; Vandenbroucke et al., 2008). 
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Damit sind durch die beiden Enzyme MLCK und MLCP gegensinnige Angriffspunkte 

für die Regulation der Endothelbarriere gegeben. Kleine GTPasen sind an der 

Regulation der Aktin-Myosin-Kontraktion wesentlich beteiligt.  

 

1.3 cAMP und Rho-GTPasen in der Regulation der Endothelbarriere 

Dem intrazellulären Botenstoff cAMP sowie kleinen GTPasen der Rho- und Ras-

Familie wurden in der Regulation der parazellulären Permeabilität eine große 

Bedeutung zugeschrieben und werden in den folgenden Kapiteln näher erläutert.          

1.3.1 Rolle von cAMP bei der Stabilisierung der endothelialen Barrierefunktion 

Botenstoffe wie das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP) dienen der 

intrazellulären Signaltransduktion. cAMP wird durch die Adenylatcyclase (AC) aus 

ATP gebildet und über Phosphodiesterasen (PDE) abgebaut.  

Seit langem ist bekannt, dass gesteigerte intrazelluläre cAMP-Spiegel einen 

stabilisierenden Effekt auf die Endothelbarriere bewirken (Michel and Curry, 1999). 

So konnten cAMP-steigernde Substanzen wie Forskolin oder Choleratoxin (CT), die 

beide die AC stimulieren, die Permeabilität in vitro reduzieren (Stelzner et al., 1989). 

Auch in vivo stärkte cAMP die Endothelbarriere (Michel and Curry, 1999; Seibert et 

al., 1992). Darüber hinaus ist cAMP in der Lage, durch Inhibition des RhoA/Rho-

Kinase (ROCK)-Signalweges die durch das bakterielle Endotoxin LPS induzierte 

Phosphorylierung der MLC zu verhindern (Essler et al., 2000). Umgekehrt konnte 

gezeigt werden, dass ein Zusammenbruch der Barriere mit verminderten cAMP-

Konzentrationen einherging. Der durch LPS sowie die Entzündungsmediatoren 

Thrombin oder TNF-α induzierte Permeabilitätsanstieg war von einer signifikanten 

Reduktion der cAMP-Spiegel begleitet (Baumer et al., 2009; Curry, 2002; Koga et al., 

1995; Schlegel et al., 2009; Schlegel and Waschke, 2009; Werthmann et al., 2009). 

Während TNF-α wahrscheinlich zur Aktivierung von PDE führt (Koga et al., 1995; 

Seybold et al., 2005), bewirkt Thrombin möglicherweise durch eine rasche Inhibition 

der AC einen verminderten Spiegel an intrazellulären cAMP (Werthmann et al., 

2009). Durch Anheben der cAMP-Spiegel bzw. durch Inhibition der PDE konnten die 

barrieredestabilisierenden Effekte von LPS und TNF-α reduziert werden (Coimbra et 

al., 2006; Koga et al., 1995; Schlegel et al., 2009).  
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Die Mechanismen der cAMP-vermittelten Barrierestabilisierung beinhalten 

Proteinkinase A (PKA)-abhängige und PKA-unabhängige Signalwege. cAMP aktiviert 

die PKA, die wiederum über Phosphorylierung eine Reihe weiterer Prozesse 

reguliert. Durch die PKA-bedingte Phosphorylierung der MLCK wurde diese in ihrer 

Aktivität gehemmt und folglich die Aktin-Myosin-Kontraktion reduziert (Gallagher et 

al., 1997; Garcia et al., 1997). Ebenso wurde die Aktivität der GTPase RhoA infolge 

Phosphorylierung durch PKA gehemmt (Dong et al., 1998). Der durch Thrombin 

verursachte Permeabilitätsanstieg wurde durch cAMP unter anderem auf PKA-

abhängige Weise gesenkt (Birukova et al., 2010). Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass durch die Inhibition von PKA die Thrombin-induzierte RhoA-Aktivierung 

verhindert wurde (Qiao et al., 2003). Ähnlich reduzierte die Hemmung der PKA den 

protektiven cAMP-Effekt auf den Letales Toxin (LT)-induzierten Hydraulischen 

Konduktivitäts (Lp)-Anstieg in vivo und die Lückenbildung in vitro (Waschke et al., 

2004b). Auch die Barriere-protektiven Effekte von Atrialem natriuretischem Peptid 

(ANP) sowie den Prostaglandinen E2 (PGE2) und I2 (PGI2) scheinen über PKA-

abhängige Signalwege reguliert zu werden (Birukova et al., 2008; Birukova et al., 

2007b). Neben der Aktivierung von PKA nimmt cAMP zusätzlich Einfluss auf die 

Aktivität von kleinen GTPasen. In einer Studie (Fukuhara et al., 2005) führte die 

spezifische Inhibition von PKA nicht zum Aufheben der cAMP-bedingten Effekte auf 

die Permeabilität und die VE-Cadherin-vermittelte Zelladhäsion, was zeigt, dass 

andere cAMP-nachgeschaltete Mechanismen nötig für die Barriereprotektion zu sein 

scheinen. Interessanterweise kam es durch die Behandlung mit dem cAMP-Analogon 

8-pCT-2'-O-Me-cAMP (O-Me-cAMP), welches die GTPase Ras-related protein1 

(Rap1) durch das Guanotide exchange factor (GEF) Exchange protein activated by 

cyclic AMP (Epac) aktiviert, exakt zu den oben genannten Veränderungen (Fukuhara 

et al., 2005). In mesenterialen Venulen schwächte O-Me-cAMP ebenso die durch 

den platelet-activating factor (PAF)-verursachte Permeabilitätsänderung ab und hob 

vollständig die VE-Cadherin-Reorganisation auf (Adamson et al., 2008). Der 

Epac/Rap1-Signalweg stellt somit einen weiteren Mechanismus in der cAMP-

vermittelten Barriereregulation dar und wird im folgenden Kapitel noch genauer 

betrachtet. O-Me-cAMP, welches wie oben beschrieben vorzugsweise den 

Epac/Rap1-Signalweg stimuliert, versagte jedoch bei gleichzeitiger Rac1-Inhibition 

durch NSC-23766, den Transendothelialen elektrischen Widerstand (TER) zu 

steigern, was darauf hinweist, dass für die Rap1-vermittelte Barrierestabilisierung die 
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Aktivierung der Rho-GTPase Rac1 nötig ist (Baumer et al., 2009). Durch Rac1-

Reduktion wurden jedoch nicht nur die protektiven Effekte von Epac/Rap1, sondern 

auch die von PKA unterdrückt, was zeigt, dass Rac1 im Zentrum der cAMP-

vermittelten Barrierestabilisierung steht (Birukova et al., 2010; Spindler et al., 2010). 

Auch andere Studien verdeutlichen die Bedeutung von Rac1 für die 

Aufrechterhaltung einer intakten Barrierefunktion (Baumer et al., 2008b; Birukova et 

al., 2007b). All diese Daten deuten darauf hin, dass eine cAMP-Rac1-Achse besteht, 

die entscheidend an der Regulation der Endothelbarriere beteiligt ist. 

 

Abb. 4: Rolle von cAMP und Rac1 bei der Stabilisierung der endothelialen 

Barrierefunktion  

Es ist bekannt, dass cAMP eine protektive Funktion auf die Endothelbarriere besitzt. Dabei nimmt 

cAMP unter anderem Einfluss auf die Organisation der endothelialen Junktionen, auf das kortikale 

Aktinzytoskelett und auf die Aktin-Myosin-Kontraktilität. Diese Effekte von cAMP werden sowohl über 

PKA-abhängige Mechanismen als auch über den Epac/Rap1-Signalweg vermittelt. Beide Wege 

konvergieren auf die kleine GTPase Rac1, die somit entscheidend an der cAMP-vermittelten 

Barrierestärkung beteiligt ist. Abb. modifiziert nach Spindler et al., 2010. 
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1.3.2 Bedeutung der Rho-GTPasen und des Epac/Rap 1-Signalweges 

Kleine GTPasen 

Die kleinen GTPasen (21-25 kDa Molekulargewicht) gehören zur Gruppe der 

Guaninnukleotid-bindenden Proteine (G-Proteine) (Bourne et al., 1990), die eine 

zentrale Position in intrazellulären Signaltransduktionskaskaden einnehmen. Dabei 

leiten sie als molekulare Schalter Signale über Effektormoleküle weiter und nehmen 

so Einfluss auf verschiedenste zelluläre Prozesse. Die Rat sarcoma virus (Ras)-

Superfamilie der kleinen GTPasen wird unterteilt in 5 Familien: Rho, Ras, Rab, Ran, 

Arf (Wennerberg et al., 2005). Die Familie der Ras homologous (Rho)-GTPasen  

besteht bis heute aus 23 Proteinen, für die Ras-Familie sind 36 Mitglieder bekannt 

(Bustelo et al., 2007; Rossman et al., 2005; Wennerberg et al., 2005). Die Rho-

GTPasen haben entscheidenden Einfluss auf die Regulation des Zytoskeletts und 

der Zelladhäsion. Darüber hinaus sind sie an der Kontrolle der Genexpression und 

des Zellzyklus beteiligt (Bishop and Hall, 2000; Fritz et al., 1999; Jaffe and Hall, 

2005; Ridley, 2004). Für Rap1 wurde ebenso eine regulatorische Funktion in der 

Verteilung von AJs beschrieben (Bos, 2005; Knox and Brown, 2002; Kooistra et al., 

2007). Im Hinblick auf die Funktion der Endothelbarriere sind die Rho-GTPasen 

RhoA, Rac1 und Cdc42 sowie die kleine GTPase Rap1 am besten charakterisiert. 

Kleine GTPasen besitzen eine geringe intrinsische (GTP)-hydrolysierende Aktivität. 

Sie wechseln zyklisch zwischen einem aktiven, d.h. GTP-gebundenen Zustand, und 

einem inaktiven Guanosindiphosphat (GDP)-gebundenen Zustand (Wojciak-Stothard 

and Ridley, 2002). Der Austausch von GDP zu GTP bewirkt eine 

Konformationsänderung in den Switch-I- und Switch-II-Regionen und eine 

Aktivierung der GTPase. Nur im aktiven Zustand sind die GTPasen in der Lage, 

bestimmte Effektormoleküle zu binden und als molekulare Schalter in einer Vielzahl 

von Signalkaskaden zu agieren.  

Der Zyklus der kleinen GTPasen ist streng reguliert und wird im Wesentlichen durch 

drei Proteinklassen kontrolliert: Guanine nucleotide exchange factors (GEFs), 

GTPase-activating proteins (GAPs), Guanine nucleotide dissociation inhibitors 

(GDIs). 

GEFs sind Guaninnukleotid- (GDP/GTP-) Austauschfaktoren, welche die GTPasen in 

einen „aktiven Zustand“ überführen, indem sie die Dissoziation von GDP und 
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Magnesium (Mg2+) beschleunigen (Beckers et al., 2010). Die Spezifität der GEFs 

gegenüber verschiedenen Rho-GTPasen ist unterschiedlich. So interagieren z.B. T-

cell lymphoma invasion and metastasis1-factor (Tiam1) und Triple functional domain 

protein (Trio) spezifisch mit Rac1 (Gao et al., 2001; Habets et al., 1994) und Frabin 

spezifisch mit Cdc42 (Obaishi et al., 1998).  

GAPs steigern die intrinsische Hydrolyseaktivität, was zur Inaktivierung der GTPasen 

führt (Bishop and Hall, 2000; Ridley et al., 1993; Tcherkezian and Lamarche-Vane, 

2007). 

GDIs inhibieren die Aktivierung der kleinen GTPasen, indem sie den GTPase-GDP-

Komplex stabilisieren und damit die Abspaltung von GDP verhindern 

(DerMardirossian and Bokoch, 2005; Longenecker et al., 1999).  

 

1.3.2.1 RhoA 

Die GTPase RhoA kann auf verschiedene Weise auf die Funktion der 

Endothelbarriere Einfluss nehmen. Ein Hauptmechanismus zumindest in vitro scheint 

dabei die Regulation der Aktin-Myosin-Kontraktilität zu sein. RhoA werden Barriere-

destabilisierende Effekte zugeschrieben. Diese werden vor allem über ROCK, welche 

durch RhoA aktiviert wird, vermittelt (Matsui et al., 1996). ROCK führt zum einen zur 

Phosphorylierung der MLCP, wodurch diese in ihrer Funktion gehemmt wird und 

deshalb vermehrt phosphorylierte MLC vorliegen (Birukova et al., 2004; Kimura et al., 

1996). Außerdem kann ROCK auch direkt MLC phosphorylieren (Amano et al., 

1996). Insgesamt kommt es so über eine verstärkte Stressfaserbildung zur 

gesteigerten Kontraktilität und daraus folgend zur erhöhten Permeabilität. Für einige 

Entzündungsmediatoren wie Thrombin, Histamin, VEGF, LPS oder TNF-α konnte 

gezeigt werden, dass sie unter anderem über RhoA/ROCK-vermittelte Kontraktion 

einen Permeabilitätsanstieg verursachen (Essler et al., 2000; van Nieuw Amerongen 

et al., 2000; Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard and Ridley, 2002). Durch 

die Inhibition von RhoA durch C3-Transferase konnten die Barriere-

destabilisierenden Effekte von Thrombin, Histamin und TNF-α in vitro vermindert 

werden (Carbajal and Schaeffer, 1999; Essler et al., 1998; Wojciak-Stothard et al., 

1998; Wojciak-Stothard et al., 2001). Ebenso wurde der Thrombin-induzierte 

Barrierezusammenbruch durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 in kultivierten mikro- 
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und makrovaskulären Endothelzellen gehemmt (Baumer et al., 2009; Birukova et al., 

2004; van Nieuw Amerongen et al., 2000). Die RhoA/ROCK-vermittelte Kontraktion 

scheint in vitro entscheidenden Einfluss auf die Funktion der Endothelbarriere zu 

nehmen. Auch in intakten isolierten Koronarvenulen konnte die Blockade des 

RhoA/ROCK-Signalweges die VEGF-induzierte Barriereschädigung verhindern (Sun 

et al., 2006). Allerdings konnte in einigen in vivo-Studien, in denen Lp-Messungen als 

Maß der Permeabilität durchgeführt wurden, gezeigt werden, dass durch die 

Inhibition von ROCK mit Y-27632 oder durch die Hemmung der MLCK zwar die 

Grundpermeabilität reduziert werden konnte, diese Inhibitoren jedoch nicht in der 

Lage waren, den TNF- α-, PAF-, Bradykinin- oder LT-induzierten Permeabilitäts-

anstieg in intakten Mikrogefäßen abzuschwächen (Adamson et al., 2002; Adamson 

et al., 2003; Schlegel and Waschke, 2009; Waschke et al., 2004c). Damit scheint die 

Aktin-Myosin-Kontraktion als ein Mechanismus zur Permeabilitätssteigerung eine 

unterschiedliche Relevanz für in vitro- und in vivo-Bedingungen zu besitzen, was 

zeigt, dass weitere Mechanismen die Funktion der Endothelbarriere regulieren und 

die RhoA/ROCK-vermittelte Kontraktion nicht in jedem Fall für den Zusammenbruch 

der Endothelbarriere verantwortlich ist. So könnte RhoA und ROCK ihre Barriere-

negativen Wirkungen auch über Modulation der endothelialen Junktionen vermitteln. 

Permeabilitätserhöhende Mediatoren wie Thrombin oder TNF-α induzierten die 

Aktivierung von RhoA, was von einem Zusammenbruch der Junktionen begleitet war 

(Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard and Ridley, 2002).  Durch Hemmung 

der GTPase RhoA oder ihres Effektors ROCK konnte der Abbau der AJs und TJs, 

der durch Thrombin oder Histamin veranlasst wurde, verhindert werden (Wojciak-

Stothard et al., 2001). Ferner konnte gezeigt werden, dass eine wechselseitige 

Beziehung zwischen RhoA und der Bildung von TJs besteht. Durch Bindung von 

Cingulin, einem Adapterprotein der TJs, an GEF-H1, das als GTP-Austauschfaktor 

von RhoA fungiert, wurde RhoA  inaktiviert (Aijaz et al., 2005). Insgesamt trägt der 

Aktivitätszustand von RhoA somit wesentlich zur Regulation der Endothelbarriere bei. 

 

1.3.2.2 Rac1 

Im Vergleich zu RhoA, der eine negative Wirkung auf die endotheliale 

Barrierefunktion zugeschrieben wird, zeichnet sich die kleine GTPase Rac1 

überwiegend durch protektive Effekte aus. RhoA und Rac1 verhalten sich somit 
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antagonistisch in der Regulation der Endothelbarriere (Wojciak-Stothard and Ridley, 

2002). Die cAMP-nachgeschalteten Signalwege über PKA und Epac/Rap1 münden 

unter anderem in der Aktivierung von Rac1, was entscheidend zur 

Barrierestabilisierung beiträgt (Birukova et al., 2010; Birukova et al., 2007b). Sowohl 

die Inhibition von Rac1 mit NSC-23766 als auch die Expression einer konstitutiv 

inaktiven Rac1-Mutante in Endothelzellen gingen mit einer gestörten Barrierefunktion 

in vitro einher (Baumer et al., 2009; Vouret-Craviari et al., 2002; Wojciak-Stothard et 

al., 2001). Auch in der Pathogenese des LPS-induzierten Barrierezusammenbruchs 

scheint die Inaktivierung von Rac1 eine zentrale Rolle zu spielen (Peng et al., 2004; 

Schlegel et al., 2009). Die GTPase Rac1 vermittelt ihre Effekte über verschiedene 

Mechanismen. Einen wesentlichen Beitrag zur endothelialen Stabilisierung durch 

Rac1 könnte die Stärkung des kortikalen Aktinringes leisten (Ridley, 2001). 

Aktivierung von Rac1 und Cdc42 konnte die Barriere in mikrovaskulären 

myokardialen Endothelzellen der Maus (MyEnds) stärken, indem es die 

Translokation der Aktin-bindenden Proteine Cortactin und Vasodilator-stimulated 

phosphoprotein (VASP) an die Zelljunktionen und darauf folgend den Aufbau eines 

komplexen Aktinnetzwerkes an den Junktionen induzierte (Waschke et al., 2006). Ein 

ähnliches Bild zeigte sich durch die Behandlung von mikrovaskulären Endothelzellen 

mit Forskolin/Rolipram (F/R) oder O-Me-cAMP, die beide zu einer Aktivierung von 

Rac1 führten (Baumer et al., 2008b). Eine Schlüsselrolle in der Verstärkung des 

kortikalen Aktinzytoskeletts spielt die Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes, welcher 

den Ausgangspunkt für die Bildung der verzweigten Aktinfilamente darstellt (Weed 

and Parsons, 2001). Durch Bindung von IQGAP1 verhinderte Rac1 die Interaktion 

von IQGAP1 mit β-Catenin, was zur verstärkten Anheftung von β-Catenin an α-

Catenin führte und so den Cadherin-Catenin-Komplex stabilisierte (Fukata et al., 

1999; Kuroda et al., 1998). Desweiteren ist Rac1 in der Lage, durch Aktivierung von 

Proteinen der PAK-Familie Einfluss auf die Aktin-Myosin-Kontraktilität und die 

Organisation der kortikalen Aktinfilamente zu nehmen. PAKs hemmen zum einen die 

Zellkontraktion durch Inhibition der MLCK. Außerdem aktivieren sie in Epithelzellen 

die LIMK, die wiederum Cofilin phosphoryliert und inaktiviert, was zur Stabilisierung 

des kortikalen Aktinzytoskelettes führt (Bernard, 2007; Ridley, 2001). Ein 

entscheidender Mechanismus, um die Endothelbarriere zu stabilisieren, könnte durch 

Modulation der endothelialen Junktionen erfolgen. Während unter Bedingungen 

verbesserter Barrierefunktion die VE-Cadherin-vermittelte Adhäsion gesteigert war 
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(Fukuhara et al., 2005; Kooistra et al., 2005), kam es durch die inhibierende 

Glykosylierung von Rac1 durch LT neben einem Permeabilitätsanstieg zur 

reduzierten Adhäsion VE-Cadherin-beschichteter Mikroperlen an der Oberfläche 

kultivierter Endothelzellen (Baumer et al., 2008a; Waschke et al., 2004a; Waschke et 

al., 2004c). Der in vivo und in vitro durch LPS hervorgerufene Permeabilitätsanstieg 

war von deutlicher interzellulärer Lückenbildung und reduzierter Rac1-Aktivität 

begleitet, ferner zeigten sich eine fragmentierte VE-Cadherin- und eine reduzierte 

Claudin5-Immunfärbung entlang den Zellgrenzen (Schlegel et al., 2009). Darüber 

hinaus nimmt Rac1 Einfluss auf die Organisation der TJs und ihrer Adapterproteine 

(ZO-1) (Jou and Nelson, 1998; Popoff and Geny, 2009; Wojciak-Stothard et al., 

2001). 

Einige dieser Rac1-vermittelten Effekte scheinen über das Rac1-spezifische GEF 

Tiam1 reguliert zu werden (Birukova et al., 2008; Birukova et al., 2007b). Hepatocyte 

growth factor (HGF) und Oxidierte Phospholipide (PAPC: 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-

sn-phosphatidylcholine) (OxPAPC) vermitteln ihre barriereprotektiven Eigenschaften, 

indem sie die Aktivierung von Rac1 über Tiam1 induzieren. So wurden durch die 

Transfektion der Endothelzellen mit Tiam1-spezifischer Small interfering RNA 

(siRNA) die HGF- oder OxPAPC-vermittelte Barrierestabilisierung, ebenso wie die 

periphere Translokation des Rac1-Effektors Cortactin oder die kortikale 

Aktinringbildung abgeschwächt (Birukova et al., 2007a; Cullere et al., 2005). 

Ausserdem könnte eine gewisse Hierarchie unter den kleinen GTPasen bestehen, in 

der Rac1 die Aktivität von RhoA kontrolliert. HGF beispielsweise vermittelte seine 

protektiven Effekte, indem es durch Rac1 die Assoziation von RhoA mit p115-

RhoGEF und damit die Thrombin-induzierte Aktivierung von RhoA inhibierte 

(Birukova et al., 2007a). Daneben führte Rac1 in Epithelzellen zur Translokation von 

p190RhoGAP an AJ-Proteine, wo es mit p120-Catenin interagierte.  Dadurch wurde 

eine lokalisierte Inhibition von RhoA erreicht, was für eine korrekte Bildung der AJs 

erforderlich war (Wildenberg et al., 2006). Ein weiterer Beleg für die übergeordnete 

Funktion von Rac1 zeigte sich dadurch, dass durch Hypoxie Rac1 vorübergehend 

inhibiert wurde und  dies zur Aktivierung von RhoA führte, was von 

Stressfaserbildung und gesteigerter Permeabilität begleitet war (Wojciak-Stothard et 

al., 2005). Schließlich gibt es Hinweise darauf, dass nicht nur die Rho-GTPasen 

Einfluss auf die Zelladhäsion nehmen können, sondern auch umgekehrt die VE-

Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhäsion die Aktivität der GTPasen so modulieren 
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können, dass die endothelialen AJs verstärkt werden (Watanabe et al., 2009). Die 

Unterbrechung dieser positiven Signalschleife könnte einen weiteren Angriffspunkt 

für entzündliche Prozesse darstellen.  

 

1.3.2.3 Cdc42 

Die Rho-GTPase Cdc42 scheint ebenso wie Rac1 positiv regulierend auf die 

Endothelbarriere einzuwirken. Durch die Expression von konstitutiv aktivem Cdc42 

konnte der LPS-induzierte Anstieg der pulmonalen Permeabilität abgeschwächt 

werden (Ramchandran et al., 2008). Ähnlich konnten die protektiven Effekte von 

OxPAPCs durch eine dominant-negative Cdc42-Mutante gehemmt werden (Birukov 

et al., 2004). Einen besonderen Stellenwert scheint Cdc42 in der Wiederherstellung 

der Endothelbarriere zu haben. Etwa eine Stunde nach Exposition der 

Endothelzellen mit Thrombin, das durch Destabilisierung der AJs zum 

Zusammenbruch der Barriere führte, kam es zur Aktivierung von Cdc42 und 

gleichzeitig zu dessen Translokation an die Zellmembran. Parallel dazu erholten sich 

die AJs und die Endothelbarriere wurde funktionell erneuert. Durch Expression einer 

konstitutiv negativen Cdc42-Mutante verlief die Wiederherstellung der Barriere 

deutlich verzögert (Kouklis et al., 2004).   

 

1.3.2.4 Epac/Rap1 

Rap1 ist eine weitere GTPase, die regulierend auf die Funktion der Endothelbarriere 

eingreift. Es ist bekannt, dass Rap1 entscheidend zur Aufrechterhaltung und 

Stabilisierung der Barriere beiträgt. Epac ist ein spezifisches GEF für Rap1 und wird 

direkt und somit unabhängig von PKA durch cAMP aktiviert (de Rooij et al., 1998). 

Daher besteht neben PKA ein weiterer Signalweg, über den cAMP Einfluss auf 

zelluläre Prozesse nehmen kann. Mithilfe des cAMP-Analogons O-Me-cAMP, das 

selektiv Epac/Rap1 aktiviert, können Effekte dieser Signalkaskade besser untersucht 

werden. In postkapillären Venulen von Rattenmesenterium reduzierte O-Me-cAMP 

deutlich den Permeabilitätsanstieg durch PAF (Adamson et al., 2008). Auch in 

HDMECs führte die Behandlung mit O-Me-cAMP zur Steigerung der Barrierefunktion 

(Baumer et al., 2008b). Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass durch Ausschalten 

von Rap1 via siRNA sowohl in vivo als auch in vitro die protektiven Effekte von 
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Iloprost (PGI2) verhindert wurden (Birukova et al., 2009). Durch Aktivierung von Rac1 

trägt der Epac/Rap1-Signalweg zur Stabilisierung der Endothelbarriere bei (Baumer 

et al., 2008b; Birukova et al., 2010; Birukova et al., 2007b). Als Mechanismen der 

Rap1-vermittelten Barrierestärkung konnten eine gesteigerte VE-Cadherin-abhängige 

Adhäsion, eine Reorganisation der AJ- und TJ-Moleküle und ein stark ausgebildetes 

kortikales Aktinzytoskelett nachgewiesen werden (Cullere et al., 2005; Fukuhara et 

al., 2005; Kooistra et al., 2005). Desweiteren könnte Rap1 durch Einfluss auf die 

RhoA-Aktivität oder auf IQGAP1 in der Regulation der Endothelbarriere eingreifen 

(Jeong et al., 2007; Krugmann et al., 2004). Insgesamt stellt Epac/Rap1 einen 

essenziellen Baustein in der Barriere-protektiven cAMP/Epac-Rap1/Rac1-

Signalachse dar. 

 

Abb. 5: Regulation der endothelialen Permeabilität durch kleine GTPasen  

In der Regulation der endothelialen Barrierefunktion werden Rac1 und RhoA antagonistische 

Funktionen zugeschrieben. Während RhoA Barriere-destabilisierende Eigenschaften besitzt, vermittelt 

Rac1 vor allem Barriere-protektive Effekte. RhoA führt zur Aktivierung der Rho-Kinase, die durch eine 

gesteigerte MLC-abhängige Kontraktion und einer reduzierten VE-Cadherin-abhängigen Zelladhäsion 

zur Barrieredestabilisierung führt. Rac1 stabilisiert die Endothelbarriere unter anderem durch Stärkung 

der endothelialen Junktionen sowie durch Bildung eines kortikalen Aktinringes. Abb. modifiziert nach 

Spindler et al., 2010. 
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1.4 Zielsetzung der Doktorarbeit 

Die Endothelbarriere spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle der 

Gefäßpermeabilität. Bereits kleinste Störungen in der Funktion und der Regulation 

der Barriere führen zu zahlreichen pathologischen Zuständen im menschlichen 

Organismus. Einen wesentlichen Beitrag für eine intakte Barrierefunktion leisten 

dabei die endothelialen Junktionen, vor allem AJs und TJs. Seit längerem ist 

bekannt, dass intrazelluläre Botenstoffe wie cAMP und kleine GTPasen der Rho- und 

Ras-Familie an der Regulation der Barriere beteiligt sind, indem sie Einfluss auf die 

endothelialen Junktionen, das Aktinzytoskelett und die Aktin-Myosin-Kontraktilität 

nehmen. Ziel dieser Arbeit war es nun zum einen herauszufinden, über welche 

Signalwege die Barriere-stabilisierenden Effekte von cAMP vermittelt werden, 

welchen Beitrag der Epac/Rap1-Signalweg dabei leistet und wie stark die Effekte von 

Rac1 abhängig sind. Da es bisher nur wenige Daten gibt, welche morphologischen 

Veränderungen den Barriere-protektiven Effekten zugrunde liegen, zielte die 

gegenwärtige Studie außerdem darauf ab, die interzelluläre Kontaktzone genauer 

mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ultrastrukturell zu 

untersuchen und die morphologischen Charakteristika, die sich durch cAMP-Anstieg 

und Rac1-Aktivierung ergaben, mit biochemischen und funktionellen Veränderungen 

in vivo und in vitro zu korrelieren. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

2.1.1 Kulturzellen 

Es wurden drei Zelllinien in Kultur gehalten. Dabei handelte es sich sowohl um 

makrovaskuläre als auch um mikrovaskuläre Endothelzellen. Makrovaskuläre 

pulmonale Schweineendothelzellen (PSECs) wurden aus der Arteria pulmonalis 

durch eigenständige Präparation gewonnen. Als mikrovaskuläre Zelllinien dienten 

primäre humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HDMECs) und 

mikrovaskuläre myokardiale Endothelzellen (MyEnds). HDMECs wurden aus 

Brustexplantaten isoliert und von der Firma PromoCell (Heidelberg) bezogen. 

MyEnds wurden aus Herzen neonataler Mäuse in unserem Labor präpariert und 

nach Immortalisierung kultiviert.       

Tab.1: Überblick Zelllinien                                                                                                                

PSECs    makrovaskulär    Primärzellen    (Schnittler et al., 1990)      Schwein      

HDMECs   mikrovaskulär    Primärzellen    PromoCell (Heidelberg)     Mensch 

MyEnds   mikrovaskulär    immortalisiert    (Golenhofen et al., 1999)     Maus 

 

2.1.2 Kulturmedien 

PSECs wurden in Medium 199 (M199, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

kultiviert und wuchsen auf Kollagen I-beschichteten Deckgläschen bis zur Konfluenz. 

Dem Medium wurde 50 U/ml PenicillinG, 50 µg Streptomycin (P/S) (beide Sigma-

Aldrich) und in Passage (p)0 20% fetales Kälberserum (FCS) (Biochrom, Berlin, 

Deutschland), anschließend ab p1 10% FCS zugesetzt. Für die jeweiligen Versuche 

wurden die Zellen in den p2-3 verwendet. 

HDMECs wurden auf unbeschichteten Deckgläschen ausgesät und in Endothelial 

Growth Medium (PromoCell) gehalten. Dem Nährmedium wurde ein Supplement-Mix 

(PromoCell) und ebenso P/S wie bei M199-Medium zugegeben. Der Gebrauch der 

Zellen erfolgte in den p2-5.  
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MyEnd-Zellen wuchsen auf Kollagen I-beschichteten Deckgläschen in Dulbeccos 

Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10% FCS und P/S versetzt wurde.  

Alle Zelllinien wurden in einem offenen System in einem Brutschrank bei 37°C, 5% 

Kohlenstoffdioxid (CO2) und ca. 80% Luftfeuchtigkeit gehalten.     

 Tab. 2: Überblick Medien     

 Zelllinie    Medium      Hersteller des Mediums     Zusätze 

 PSECs   M199        Sigma-Aldrich, Steinheim    P/S; p0: 20% FCS; ab p1: 10% FCS 

 HDMECs  Endothelial     PromoCell, Heidelberg      P/S; Supplement Mix-Zugabe 

                      Growth Medium 

 MyEnds   DMEM       Life Technologies, Karlsruhe   P/S; 10% FCS            

 

2.1.3 PSEC-Präparation 

Die Präparation aus frischen Truncus pulmonalis-Präparaten erfolgte unter sterilen 

Bedingungen. Nach Abtrennen der Aorta wurde der Truncus pulmonalis weiter von 

Bindegewebe befreit und mit sterilem PBS gewaschen. Das Gefäß wurde mit 

Kollagenose-Lösung gefüllt und nach beidseitigem Abklemmen in warme Phosphat-

gepufferte Kochsalzlösung (PBS) in ein 37°C-Wasserbad für ca. 10 min gegeben. 

Anschließend wurde die Lösung abgegossen und durch 5 ml warmes M199 ohne 

FCS ersetzt und die Arterie vorsichtig massiert. Durch die Ablösung der 

Endothelzellen entstand eine Zellsuspension, die in ein 50 ml Reaktionsgefäß 

überführt wurde. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nach 

Zentrifugation für 5 min bei 1000 g wurde der Überstand abgesaugt, das Pellet in 5 

ml M199 mit 20% FCS aufgenommen und anschließend in eine Kollagen I-

beschichtete Zellkulturflasche übertragen. 2 h später sowie 24 h nach Präparation 

wurde das Medium gewechselt. Während bei p0 die Zellen mit 20% FCS in Kultur 

gehalten wurden, wurde ab p1 auf 10% FCS reduziert.  
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2.2 Antikörper und Testreagenzien 

2.2.1 Testreagenzien 

Forskolin und Rolipram (F/R): 

Um den cAMP-Spiegel in den Zellen zu erhöhen, wurden Forskolin und Rolipram 

(beide Sigma-Aldrich) in Kombination für 60 min auf die Zellen gegeben. Forskolin (5 

µM) stimuliert die AC. Rolipram (10 µM) ist ein Hemmstoff des Enzyms PDE-4, 

wodurch der intrazelluläre Abbau von cAMP inhibiert wird.  

O-Me-cAMP: (8-(4-chloro-phenylthio)-2'-O-methyladenosine-3'-5'-cyclic monophosphate) 

Das cAMP-Analogon  O-Me-cAMP (Biolog, Bremen, Deutschland; 200 µM für 60 

min) stellt einen selektiven Aktivator des cAMP nachgeschalteten Epac/Rap1-

Signalweges dar. Die durch die PKA vermittelten Signalwege werden in den hier 

verwendeten Konzentrationen nicht stimuliert (Adamson et al., 2008; Baumer et al., 

2009; Fukuhara et al., 2005). 

NSC-23766: 

Das lichtempfindliche NSC-23766 (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland; 200 

µM für 30 min) hemmt die Aktivierung von Rac1, indem es die Bindung der Rac1-

spezifischen GEFs Trio und Tiam1 blockiert. Dadurch wird die Rac1-GDP/GTP-

Austauschaktivität gestört und Rac1 reversibel gehemmt (Gao et al., 2004).   
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2.2.2 Antikörper und Aktinfilament-Darstellung 

Die Antikörper wurden für die indirekte IF-Mikroskopie eingesetzt.  

Tab. 3: Übersicht Antikörper 

Primärantikörper 

Zielstruktur   Typ      Verdünnung  Hersteller         Sekundärantikörper   Wirt 

Claudin-5   polyklonal  1:50      Invitrogen, Darmstadt   garb           rabbit 

VE-Cadherin  polyklonal  1:100      Santa Cruz, Heidelberg  dag            goat 

 

Sekundärantikörper    

Antikörper       Abk.     Verdünnung      Hersteller            

goat anti-rabbit     garb     1:600          Dianova, Hamburg 

donkey anti-goat    dag      1:600          Dianova, Hamburg 

Zur Darstellung der Aktinfilamente wurde Alexa488-Phalloidin verwendet (1:60 in 

PBS; Mobitec, Göttingen). Phalloidin ist eines der Toxine des Grünen 

Knollenblätterpilzes (Amanita phalloides), welches eine hohe Affinität zu F-Aktin 

besitzt. Durch die Kopplung an den fluoreszierenden Farbstoff Alexa 488 können die 

Aktinfilamente sichtbar gemacht werden.  

 

2.3 Transmissions-Elektronenmikroskopie 

Für die ultrastrukturellen Untersuchungen am Elektronenmikroskop wurden die 

Proben nach einem Standardprotokoll vorbereitet (Wijsman and Shivers, 1998). 

2.3.1 Fixierung und Epon-Einbettung 

Nach Inkubation konfluenter Endothelzellschichten mit den verschiedenen 

Reagenzien wurden diese mit 2,5% Glutaraldehyd (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

und 0,01% Ruthenium Red (Serva, Heidelberg, Deutschland) in 0,1 M Cacodyl-

säurepuffer pH 7,35 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) für mindestens 1 h bei 4°C 

fixiert. Danach wurden die Zellen in Epon 812 (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

eingebettet. Hierzu wurden die fixierten Zellen 3x für jeweils 5 min mit 0,1 M 
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Cacodylsäurepuffer gespült und mit 2% Osmiumtetroxid (OsO4) in 0,1 M Cacodyl-

säurepuffer für 1 h bei RT nachfixiert. Da das Einbettungsmedium nicht wasserlöslich 

ist, mussten die Zellen nach erneutem Spülen mit 0,1 M Cacodylsäurepuffer (jeweils 

3x 5 min) nun in Methanol in aufsteigender Konzentration dehydriert werden. Dafür 

wurden die Zellen jeweils für 10 min in 25%, dann in 50% und schließlich in 70% 

Methanol entwässert. Anschließend erfolgte unter Abdunkelung die einstündige 

Inkubation in gesättigtem Uranylacetat (UA) in 70% Methanol. Nach Fortsetzung der 

Entwässerungsreihe (80%, 2x 95%, 2x 100%; jeweils 10 min) wurden die Proben mit 

Ethoxy-Propanol (2x 10 min) behandelt und schließlich mit Epon 812 (Herstellung 

s.o.) für ca. 1 h eingebettet.    

Die frisch mit Epon gegossenen Beemkapseln wurden auf die Deckgläschen gestülpt 

und dann 48 h bei 60° auspolymerisiert. Anschließend wurden die Deckgläschen mit 

Flußsäure (Sigma-Aldrich, Steinheim) abgelöst und es wurde ein die Zellschicht 

tragender Keil aus dem Block ausgesägt, der um 90° gedreht in eine neue mit Epon-

gefüllte Flacheinbettungsform platziert wurde, die mit Epon aufgefüllt wurde und für 

weitere 2 Tage auspolymerisierte. Ziel dieses „Umblockens“ war es, dass die Zellen 

orthogonal angeschnitten und als einschichtiger Zellverband sichtbar werden.      

 

2.3.2 Ultramikrotomie und Kontrastierung 

Vor dem Schneiden wurden die Kunstharzblöcke von Hand getrimmt. Dazu wurde 

der Block in einen Präparatehalter fest eingespannt und unter lichtmikroskopischer 

Kontrolle (Auflichtmikroskop) mit einer scharfen Rasierklinge zunächst das ober-

flächliche Harz parallel zur Oberfläche abgetragen bis der Zellverband als schmaler 

schimmernder, reflektierender Streifen durchschien. Anschließend wurde der Block 

so zugespitzt, dass die gewünschte Präparatstelle freigelegt wurde, welche 

geschnitten werden sollte. Dann wurden mit frischen Glasmessern Semidünnschnitte 

(0,5-1 µm) hergestellt, die auf einen Objektträger überführt und mit Methylenblau 

angefärbt wurden. Dies sollte zur Orientierung im Gewebe und der Vorabkontrolle 

von Fixierung und Einbettung dienen. Im Anschluss erfolgte die Herstellung der 

Ultradünnschnitte (Schichtdicke: 60-70 nm). Dazu verwendete man ein 45° 3.0 mm 

Diatome Ultra-Diamantmesser (Reichert-LABTEC, Wofratshausen). Die Schnitte 

wurden in einem mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) gefülltem Becken gesammelt, 

mit Chloroform entfaltet und schließlich auf Netzchen übertragen. Beide 
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Schnittverfahren (Glas-/Diamantmesser) waren an die Nutzung eines Ultramikrotoms 

(Ultracut E, Reichert-Jung, Nußloch, Deutschland) gebunden.  

Um eine Erhöhung des Kontrastes im Gewebe zu erreichen, erfolgte an den auf 

Netzchen aufgezogenen Ultradünnschnitten eine Positivkontrastierung mit UA und 

Bleicitrat (Reynolds, 1963). 

Zunächst wurden radioaktives 2% UA (Serva, Heidelberg, Deutschland) in 50% 

Ethanol und Bleicitrat (Agar-Scientific, Berkshire, England), das 1:1 in Aqua dest. 

verdünnt wurde, in Reaktionsgefäßen vorgelegt und 5 min bei 16000 g zentrifugiert.  

Anschließend wurden UA-Tropfen auf ein Stück Parafilm aufgetragen und die 

Netzchen mit den Ultradünnschnitten für 20 min bei Abdeckung inkubiert. Danach 

wurde mit 50 % Ethanol und Aqua dest. gespült. Bevor nun die Bleicitrat-

kontrastierung erfolgte, musste der Parafilm ausgetauscht werden und 

Natriumhydroxid-Plätzchen um den Parafilm verteilt werden. Diese sollten den 

Niederschlag von Bleicarbonat auf den Schnitten verhindern. Unter Abdunkelung 

wurden die Netzchen für 7 min in Bleicitrat inkubiert und anschließend erneut 

mehrfach in Aqua dest. gespült.  

Nach Trocknung der Ultradünnschnitte wurden sie mit einem LEO 912 AB 

Elektronenmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) analysiert. Zur Quantifizierung 

wurden Schnitte von mindestens 3 PSECs oder 4 HDMECs unabhängigen Kulturen 

für jede experimentelle Bedingung verwendet. Die Ergebnisse wurden mit einer 

integrierten Kamera (CCD-Slow-Scan-Kamera; Moorenweis/ITEM Version 2004 soft 

imaging system, Münster/Westfalen) dokumentiert.  

Für die Bearbeitung und Messungen der Abbildungen wurde das Programm ITEM 

verwendet. Die Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet.    

 

2.3.3 Herstellung von Gewebepräparaten aus Rattenmesenterium 

Zur elektronenmikroskopischen Darstellung postkapillärer Venulen wurden 

Rattenmesenterien verwendet. Die Venulen wurden mit einer Kanüle angestochen 

und für 60 min mit einer Ringer-/BSA-Lösung perfundiert. Um die angestochene 

postkapilläre Venule später leichter aufzufinden, wurde 10 mg/mL Lanthannitrat zur 

Ringer-Lösung hinzugefügt und weitere 20 Sekunden perfundiert. Lanthannitrat stellt 
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ein elektronendichtes Kontrastierungsmittel dar, welches sich an die Zellmembranen 

intraluminal lagert und nur schwer ausgewaschen werden kann (Adamson and 

Michel, 1993). Das gefäßtragende Mesenterium wurde herausgeschnitten und für 5 h 

bei 4°C fixiert. Anschließend wurde das Gewebe analog den oben geschildeterten 

Zellkulturen in Epon eingebettet und Ultradünnschnitte angefertigt, welche das Gefäß 

im Querschnitt darstellen sollten. Nach Kontrastierung der Schnitte mit UA/Bleicitrat 

konnten die Gefäße unter dem TEM ultrastrukturell untersucht werden. 

 

2.4 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 

2.4.1 Methode 

Fluoreszenz-Farbstoffe sind in der Lage, kurzwelliges Licht zu absorbieren und 

gleichzeitig längerwelliges sichtbares Licht zu emittieren. 

Zunächst wurden die Zellen auf Deckgläschen (Durchmesser  12 mm)  in 

Petrischalen ausgesät und bis zur Konfluenz im jeweiligen Nährmedium gehalten. Mit 

Erreichen der Konfluenz erfolgte die Behandlung mit den verschiedenen Mediatoren. 

Nach der Inkubation im Brutschrank (37°C; 5% CO2) und anschließendem 3x PBS-

Waschen wurden die Zellen auf den Deckgläschen mit Formalin (hergestellt aus 

Paraformaldehyd, PFA) über 10 min bei RT fixiert und anschließend für 5 min mit 

0,1% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert. Nach erneutem Spülen mit PBS wurden 

jeweils zwei Deckgläschen auf einen Objektträger übertragen. Zur Absättigung 

unspezifischer Antikörper-Bindungsstellen wurden die Zellen mit Bovine serum 

albumin (Rinderserumalbumin, BSA)/Normal goat serum (NGS) oder 10% Normal 

donkey serum (NDS) (abhängig von der Wahl des Zweitantikörpers: 10% NDS bei 

VE-Cadherin/dag, BSA/NGS bei Claudin5/garb) für 60 min bei RT behandelt. Dann 

erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikörper in entsprechender Konzentration in 

einer feuchten Kammer bei 4°C über Nacht. Danach wurden die Objektträger mit 

PBS gespült und der mit Fluorochrom-markierte Zweitantikörper für 60 min bei RT 

zugegeben. Anschließend wurden die Zellen erneut 3x für jeweils 5 min mit PBS 

gespült und dann zum Schutz vor Ausbleichen mit 1% n-propyl-Gallat (NPG) mit 60% 

Glycerin in PBS eingedeckt. Dabei wurden die Deckgläschen in Aqua dest. gespült 

und mit der Zellseite nach unten auf einen Objektträger, auf dem 5-10 µl NPG 
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pipettiert wurde, verbracht. Zur Verdünnung aller Antikörper wurde PBS/Natriumazid 

verwendet.  

Die gefärbten Zellrasen wurden mit einem Laser-Konfokal-Mikroskop (LSM 510, Carl 

Zeiss Microimaging GmbH, Jena, Deutschland) mittels eines 63x NA 1,4 Öl Objektivs 

photographiert. Die angefertigten Bilder wurden zunächst mit dem Programm Zeiss 

LSM 5 Image Browser bearbeitet und in Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, 

San Jose, USA) weiterverarbeitet und zusammengestellt.  

 

2.4.2 Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale von Zellkontaktproteinen 

Zur Quantifizierung der Intensität und Breite der VE-Cadherin- und Claudin5-

Färbungen entlang der Zellgrenzen wurde das Programm ImageJ verwendet. Hierfür 

wurde ein Rechteck der Größe 20 x 5 µm über mehr als 20 zufällig ausgewählte 

Bereiche der HDMEC-/PSEC-Plasmamembran in mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten gelegt. Dadurch erhielt man die durchschnittliche 

Intensitätsverteilung (0-256 Arbitrary units/willkürliche Einheiten,  A.U.) der VE-

Cadherin und Claudin5-Färbung im jeweiligen definierten Bereich. Um spezifisch 

Signale der Membran ohne Hintergrund zu erfassen, wurde ein Schwellenwert von 

20 A.U. festgelegt. Zur Bestimmung der durchschnittlichen Breite des Signals an der 

Membran wurde die Distanz der Schnittpunkte zwischen dem Intensitätsgraphen und 

der Horizontalen bei 20 A.U. gemessen.                    

 

2.4.3 Immunfluoreszenzmikroskopie an Gewebepräparaten aus 

Rattenmesenterium 

Für Immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen wurden postkapilläre 

Venulen von Ratten-Mesenterien mit Ringer-Lösung, die BSA (50 mg BSA in 5 ml 

Ringerlösung) enthielten, mit oder ohne F/R perfundiert. Das Mesenterium wurde mit 

2 % PFA in PBS fixiert, anschließend exzidiert und mit Erstantikörpern gegen VE-

Cadherin immungefärbt.  

Die gefärbten Gefäße wurden mit einem Laser-Konfokal-Mikroskop (Leica SP5) 

mittels eines 63x NA 1.2 Wasser Objektives (Leica, Wetzlar und Mannheim) 

aufgenommen.     
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2.5 Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes 

(TER)  

Mithilfe der Elektrischen Zell-Substrat Impedanz Sensing-Technik (ECIS; Applied 

BioPhysics Inc., USA) konnte der TER an konfluenten Monolayern von HDMECs und 

PSECs bestimmt werden. Das Prinzip der Methode beruht auf Impedanzänderungen, 

die durch Permeabilitätssteigerung oder -minderung an der Elektrode hervorgerufen 

werden. Der gemessene elektrische Widerstand im System korreliert mit der 

Barrierefunktion von Zellverbänden.  

Zur Durchführung der Widerstandsmessung wurden HDMECs und PSECs auf eine 

8-Well-Zell-Kultur-Platte, die am Boden einer jeden Vertiefung mehrere Gold-

elektroden enthält, ausgesät und mit Nährmedium versetzt. Nachdem die Endothel-

zellen nach 8 bis 10 Tagen konfluent zusammengewachsen waren, konnten nun die 

Messungen starten. Zunächst wurde frisches Medium in die Vertiefungen gegeben, 

die Lochplatte in die im Brutschrank befindliche Messkammer (bei 37°C und 5% CO2) 

eingespannt und die Basalwerte des TER für 15 min bestimmt. Anschließend wurden 

die jeweiligen Mediatoren zu den einzelnen Vertiefungen gegeben und die 

Messungen sofort fortgesetzt.    

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel. 

 

2.6 ELISA-basierte Messungen   

2.6.1 Messung der cAMP-Konzentration (cAMP-Assay) 

Zur Bestimmung der intrazellulären cAMP-Konzentration wurde ein kommerziell 

erhältlicher cAMP-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA, Sigma-Aldrich) 

verwendet. Bei der Durchführung wurden die Anweisungen des Herstellers exakt 

befolgt. 

Zur Herstellung der Zell-Lysate wurden HDMEC- und PSEC-Zellen zunächst auf 

Petrischalen bis zur Konfluenz im entsprechenden Nährmedium gehalten. Nach 

Absaugen des Nährmediums erfolgte die Inkubation mit F/R bzw. PBS in 

Nährmedium. Dann wurde mit PBS gespült und 200 µl 0,1 M Salzsäure (HCl) für 10-

15 min zugegeben. HCl führte zur Lyse der Zellen. Anschließend wurden die 
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Zelllysate sorgfältig abgeschabt, in Reaktionsgefäße überführt und bei 17000 g für 5 

min bei RT zentrifugiert.  

100 µl des Lysat-Überstandes wurden in die mit Immunglobulin G (goat anti-rabbit,  

IgG)  beschichteten Vertiefungen der cAMP-Assay-Platte übertragen. Dann wurden 

50 µl cAMP-Alkalische-Phosphatase-Konjugat und 50 µl cAMP-Antikörper in jede 

Vertiefung hinzugefügt. Nach zweistündiger Inkubation bei RT auf einem Orbital-

schüttler wurde die Lösung aus den Vertiefungen abgekippt und gründlich mit 

Waschpuffer gespült. Nun erfolgte die Inkubation mit 200 µl p-Nitrophenyl Phosphate 

Substrate Solution (p-NPP-Substratlösung) für 1 h bei RT. Nach Zugabe von 50 µl 

Stopp-Lösung in jede Vertiefung konnte nun die Messung der optischen Dichte 

mittels eines Mikroplattenspektrophotometers (Sunrise, Tecan GmbH, Crailsheim, 

Deutschland) bei 405 nm erfolgen.  

Mittels einer Standardkurve wurden die gemessenen Werte in cAMP-

Konzentrationen (pmol/l) umgerechnet und in Relation zur Kontrolle angegeben. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel. 

 

2.6.2 Messung der Aktivität von Rac1 (Rac-GLISA) 

Der GTPase-linked Immunosorbent Assay (GLISA) ermöglicht die Bestimmung der 

Aktivität von Rho-GTPasen. Um die Rac1-Aktivität zu messen, wurde der Rac1-

GLISA Activation Assay Biochem Kit™ (Cytoskeleton Inc., Denver CO, USA) exakt 

nach Instruktionen des Herstellers genutzt. Die Endothelzellen wurden auf 

Petrischalen ausgesät und bei Konfluenz mit den verschiedenen Mediatoren 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen, 100 µl 

Lysepuffer hinzugegeben und die Zellen von der Petrischale abgekratzt. Die in 

Reaktionsgefäße überführten Zelllysate wurden dann für 2 min bei 17000 g und 4°C 

zentrifugiert. 20 µl des auf diese Weise gewonnenen Überstandes wurden nach 

Überführung in ein neues Reaktionsgefäß zur photometrischen Bestimmung der 

Proteinkonzentration genutzt. Im Anschluss wurden die Lysate mit Lysepuffer auf die 

gleichen Proteinkonzentrationen (2 mg/ml) angeglichen. 50 µl dieser Proben wurden 

in die entsprechenden Vertiefungen der auf Eis vorgelegten GLISA-96-Lochplatte 

pipettiert und für weitere 30 min unter Schütteln bei 4°C inkubiert. Währenddessen 

kam es zur festen Bindung des aktiven Rac1 in den Vertiefungen, welche mit 
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spezifischen Bindedomänen beschichtet waren. Es wurde gründlich mit Waschpuffer 

gewaschen. Dann wurde zu jeder Vertiefung 200 µl Antigen-Präsentationspuffer 

gegeben (2 min bei RT) und erneut gewaschen. Es folgte die Inkubation des Rac1-

Primär- und -Sekundärantikörpers (50 µl für 45 min bei RT); Orbitalschüttler in jeder 

Vertiefung. Dazwischen und im Anschluss wurde erneut mit Waschpuffer (jeweils 3x) 

sorgfältig gewaschen. Schließlich wurden 50 µl der Meerrettichperoxidase 

(Horseradish peroxidase, HRP)-Detektionslösung in jede Vertiefung gegeben und 

dort für 5 min bei 37°C belassen. Mit der Zugabe von 50 µl HRP-Stopplösung wurde 

die Reaktion beendet und es folgte sofort die Messung der Vertiefungen bei 405 nm 

mittels eines Mikroplattenspektrometers (Sunrise, Tecan GmbH, Crailsheim, 

Deutschland). Die Daten wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet. 

 

2.7 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung aller Versuche erfolgte mithilfe des Mann-Whitney-

Rangsummentests (Microsoft Excel™). Die Werte sind als Mittelwerte +/- 

Standardfehler angegeben. Statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05 

angenommen.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Effekte von cAMP und Rac1 auf die Barrierefunktion kultivierter 

Endothelzellen 

3.1.1 Rolle von cAMP/Rac1 in der Regulation der Barrierefunktion 

mikrovaskulärer Endothelzellen (HDMECs)  

Um die Effekte von ansteigendem cAMP auf die endotheliale Barrierefunktion zu 

untersuchen, wurden Messungen des TER vorgenommen (Abb. 6). Der TER stellt 

einen geeigneten Parameter zur Beurteilung der Endothelbarriere dar (Hartmann et 

al., 2007; Tiruppathi et al., 1992). Dazu wurden HDMECs auf Goldelektroden-Arrays 

ausgesät und der TER wurde bei Konfluenz des Zellrasens gemessen. Unter 

Kontrollbedingungen zeigten sich keine Veränderungen der Widerstände (100% ± 

6%). Die Zugabe von F/R bewirkte einen Anstieg des TER auf 155% ± 6% des 

Kontrollniveaus. Durch selektive Aktivierung des Epac/Rap1-Signalweges mit dem 

cAMP-Analogon O-Me-cAMP resultierte ebenso eine gesteigerte Barrierefunktion 

(123% ± 6% der Kontrolle). Sowohl die Behandlung mit F/R als auch mit O-Me-cAMP 

ergab kontinuierlich erhöhte Widerstandwerte in einem Zeitraum von 160 min (n = 6).   

 

Abb. 6: Effekte von cAMP auf die Barrierefunktion kultivierter mikrovaskulärer 

HDMECs 

Zur Beurteilung der Endothelbarrierefunktion wurden TER-Messungen durchgeführt. Die Inkubation 

von HDMECs mit F/R und O-Me-cAMP führte zu einem deutlichen Anstieg des Widerstandes 

verglichen mit Kontrollen.  

Pfeil: gibt den Zeitpunkt der Zugabe von F/R oder O-Me-cAMP an; n = 6. 
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Es ist bekannt, dass cAMP die Endothelbarriere in HDMECs stabilisiert (Baumer et 

al., 2008b). Dies konnte durch die in Abb. 6 dargestellten Daten bestätigt werden. 

Experimente in MyEnds, einer mikrovaskulären Zelllinie, ergaben, dass die 

Behandlung mit F/R nur einen schwachen Anstieg des TER zur Folge hatte. 

Die cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung wird in Teilen durch Rac1 vermittelt 

(Spindler et al., 2010). Um nun spezifische Effekte von Rac1 zu untersuchen, wurde 

NSC-23766  (200 µM) verwendet, das die Aktivierung von Rac1 durch 

Wechselwirkung mit den Rac1-GEFs Tiam1 und Trio verhindert (Gao et al., 2004). 

NSC-23766 führte zu einer deutlichen Schwächung der Endothelbarriere mit einem 

Absinken des TER auf 62% ± 2% der Ausgangswerte nach 30 min (n = 6) (Abb. 7). 

Dies zeigt, dass eine konstante Aktivierung von Rac1 zur Aufrechterhaltung der 

Barrierefunktion unter Ruhebedingungen notwendig ist. Zur Steigerung der 

intrazellulären cAMP-Spiegel wurde F/R (60 min) zu NSC-23766-vorbehandelten 

HDMECs zugegeben. Darunter erholte sich der Barrierezusammenbruch und die 

gemessenen  Widerstände näherten sich den Werten der Kontrolle an (97% ± 6%; n 

= 6). Die Behandlung NSC-23766-vorinkubierter Zellen mit O-Me-cAMP (60 min) 

hatte dagegen keinen protektiven Effekt auf die Barriere, erkennbar an weiterhin 

stark erniedrigten TER-Werten (71% ± 2% der Kontrolle; n = 6).  

Diese Daten zeigen, dass eine Inaktivierung von Rac1 zum Zusammenbruch der 

Endothelbarriere führt. Weiterhin scheint der Barriere-protektive Effekt von O-Me-

cAMP Rac1-abhängig zu sein, während bei F/R noch andere Mechanismen eine 

Rolle zu spielen scheinen. 
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Abb. 7: Bedeutung von Rac1 für cAMP-vermittelten TER-Anstieg in HDMECs 

Durch die Behandlung der Endothelzellen mit NSC-23766 (30 min) wurde Rac1 inaktiviert, was zu 

einem Zusammenbruch der Endothelbarriere führte und sich in einer deutlichen Reduktion des TER 

zeigte. Durch Zugabe von F/R zu NSC-23766-vorbehandelten Zellen kam es nach 60 min zum 

Anstieg des Widerstandes auf Werte im Bereich des Kontrollniveaus, während O-Me-cAMP nicht in 

der Lage war, TER zu steigern.  

Erster Pfeil: stellt den Zeitpunkt für die Zugabe von NSC-23766 dar; zweiter Pfeil: zeigt die Zugabe 

von F/R oder O-Me-cAMP an; n = 6. 

 

Um die Bedeutung von Rac1 bei der cAMP-vermittelten Stabilisierung der 

Endothelbarriere näher zu untersuchen, wurden Messungen des Aktivitätszustands 

von Rac1 durchgeführt (Abb. 8). 

In HDMECs führte die Gabe von F/R (60 min) zur Aktivierung der GTPase Rac1 auf 

Werte von 174% ± 10% des Kontrollniveaus. Das cAMP-Analogon O-Me-cAMP (60 

min) ließ ebenso die Rac1-Aktivität auf 152% ± 16% der Kontrolle ansteigen. Durch 

Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem Rac1-Inhibitor NSC-23766 für 30 min 

kam es zur kompletten Aufhebung der durch O-Me-cAMP und F/R induzierten Rac1-

Aktivierung (110% ± 7% bzw. 126% ± 17% des Kontrollniveaus) (n > 4).   
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Abb. 8: Bestimmung der Aktivität von Rac1 in HDMECs 

Mithilfe von GLISA-Messungen konnte die Aktivität der GTPase Rac1 unter verschiedenen 

experimentellen Bedingungen in mikrovaskulären HDMECs bestimmt werden. Sowohl F/R als auch O-

Me-cAMP (60 min) aktivierten Rac1. Durch Vorbehandlung mit NSC-23766 (30 min) wurde der Effekt 

von F/R abgeschwächt und die Aktivierung von Rac1 durch O-Me-cAMP komplett gehemmt. * p < 

0.05 vs. Kontrolle; n > 4. 

 

Insgesamt lässt sich also sagen, dass Rac1 nötig ist für die Funktion der 

Endothelbarriere. cAMP scheint die Barriere zumindest teilweise über die Aktivierung 

von Rac1 zu stabilisieren. 

 

3.1.2 Einfluss von cAMP auf die Barriere makrovaskulärer Endothelzellen 

(PSECs) 

In mikrovaskulären HDMECs wurde unter cAMP-Anstieg eine gesteigerte 

Barrierefunktion in Form erhöhter TER-Werte beobachtet. Die Bestimmung des TER 

in kultivierten makrovaskulären PSECs zeigte im Gegensatz zu HDMECs keinen 

Anstieg durch die Gabe von F/R oder O-Me-cAMP (Abb. 9). Im Vergleich zur 

Kontrolle (97% ± 1% der Ausgangswerte nach 60 min), führte der cAMP-Anstieg 

durch Forskolin und Rolipram zu TER-Werten von 90% ± 2%. Die Behandlung der 

Zellen mit O-Me-cAMP zur spezifischen Aktivierung des Epac/Rap1-Signalweges 

resultierte in Widerstandswerten von 100% ± 1% nach 60 min (n = 6). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass cAMP  in makrovaskulären 
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Endothelzellen aus der Arteria pulmonalis des Schweines, im Unterschied zu 

mikrovaskulären HDMECs, keine Barriere-stabilisierenden Effekte ausübt.  

 

Abb. 9: Einfluss von cAMP auf die Barriere in PSECs 

In kultivierten makrovaskulären Endothelzellen vom Schwein wurde keine Steigerung des TER nach 

Behandlung mit F/R oder O-Me-cAMP beobachtet.  

Pfeil: deutet auf Zugabe von F/R oder O-Me-cAMP hin; n = 6. 

 

Um auszuschließen, dass der Grund für den fehlenden TER-Anstieg und somit für 

die ausbleibende Barrierestabilisierung in PSECs auf der Unwirksamkeit von F/R 

beruhte, wurden die intrazellulären cAMP-Konzentrationen sowohl in HDMECs als 

auch in PSECs gemessen (Abb. 10). Dabei zeigte sich, dass F/R (60 min) in beiden 

Zelltypen zum deutlichen Anstieg der intrazellulären cAMP-Spiegel führte. In 

HDMECs kam es durch F/R-Gabe zu einem Anstieg auf 420% ± 40%, während in 

PSECs sogar Werte von 570% ± 30% bezogen auf die Kontrolle resultierten (n = 5). 

Somit konnte ausgeschlossen werden, dass der verwendete Mediator F/R unter den 

gegebenen Bedingungen ineffektiv bezüglich cAMP-Erhöhung war.  

Als nächstes wurden die Effekte von cAMP auf die Rac1-Aktivierung in PSECs 

untersucht (Abb. 10). Interessanterweise kam es in makrovaskulären Endothelzellen, 

im Gegensatz zu HDMECs, durch die Gabe von F/R oder O-Me-cAMP (60 min) zu 

keiner Rac1-Aktivierung (95% ± 14% und 103% ± 15% des Kontrollniveaus) (n = 6). 
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Diese Daten deuten darauf hin, dass die ungleichen Effekte von cAMP auf die 

Endothelbarriere von HDMECs und PSECs durch Unterschiede in der Rac1-

Aktivierung bedingt sein könnten. 

 

Abb. 10: Bestimmung der cAMP- und Rac1-Aktivität durch ELISA-basierte 

Messungen in PSECs  

Zum Ausschluss, dass F/R unter den gegebenen Bedingungen nicht in der Lage war, cAMP zu 

erhöhen, wurde mithilfe eines cAMP-Assays die intrazelluläre cAMP-Konzentration in HDMECs und 

PSECs bestimmt. In beiden Zelllinien steigerte F/R (60 min) effektiv den cAMP-Spiegel (A). * p < 0.05 

vs. Kontrolle; n = 5. 

Die in Abb. B dargestellten Messungen im GLISA zeigten, dass die Behandlung von PSECs mit F/R 

oder O-Me-cAMP im Gegensatz zu HDMECs nicht zu einer Aktivierung von Rac1 führte (n = 6). 

 

3.2 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung des 

Einflusses von cAMP und Rac1 auf Adhärens- und 

Occludensjunktionen 

Um herauszufinden, ob erhöhte cAMP-Spiegel/Veränderungen der Endothelbarriere 

mit einer morphologischen Reorganisation einhergehen und ob sich Unterschiede in 

der Anordnung der Junktionsproteine in verschiedenen Zellreihen zeigen, wurden IF-

mikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Angefärbt wurden das AJ-Molekül 

VE-Cadherin und das TJ-Protein Claudin5 sowie Filamentäres Aktin (F-Aktin) mit 

Phalloidin. AJs und TJs spielen eine Schlüsselrolle in der Regulation der 
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parazellulären Permeabilität und stellen somit wichtige Bestandteile der 

Endothelbarriere dar. Um die jeweiligen Veränderungen der AJ- und TJ-

Proteinverteilung nach cAMP-Anstieg zu quantifizieren, wurden ähnlich einer 

früheren Studie (Baumer et al., 2009) die Intensität und die Breite der IF-Färbung 

entlang der Zellgrenzen bestimmt.  

 

3.2.1 Rolle von cAMP und Rac1 in der Reorganisation der Adhärens- und 

Occludensjunktionen in HDMECs           

3.2.1.1 Effekte von cAMP auf Adhärens- und Occludensjunktionen  

Sowohl F/R als auch O-Me-cAMP (60 min) stabilisierten die Endothelbarriere in 

HDMECs. Um herauszufinden, ob diese Barrierestabilisierung von morphologischen 

Veränderungen begleitet war, wurden AJs und TJs mit IF-Mikroskopie untersucht 

(Abb. 11). 

Unter Kontrollbedingungen zeigten sich die beiden Junktionsproteine VE-Cadherin 

und Claudin5 gleichmäßig entlang der Zellgrenzen verteilt (Abb. 11 A und B). In 

kurzen Bereichen waren sie orthogonal zur Zellgrenze ausgerichtet, was möglicher-

weise vielen lateralen Zellvorwölbungen entsprach, die ineinandergewundene Zell-

kontaktbereiche bildeten. Dadurch entstand das Bild einer gezackten Linie entlang 

der Zellgrenzen. In der Aktinfärbung waren vorwiegend kortikale Aktinfilamente und 

nur wenige Stressfasern im Zytoplasma sichtbar (Abb. 11 C). Die Gabe von F/R oder 

O-Me-cAMP (60 min) bewirkte eine Linearisierung der Fluoreszenzfärbung beider 

Junktionsproteine. Die in der Kontrolle sich zur Seite ausdehnenden Bereiche waren 

deutlich reduziert (Abb. 11 D-E und G-H). Desweiteren erschien das Fluoreszenz-

signal für VE-Cadherin und Claudin5 in diesen behandelten Zellen intensiver im 

Vergleich zur Kontrolle. Diese Veränderungen der Anordnung endothelialer 

Junktionen nach cAMP-Anstieg waren von einer Reduktion der Stressfasern und der 

Bildung eines verstärkten kortikalen Aktinringes begleitet  (Abb. 11 F und I) (n = 5). 

Um die morphologischen Effekte quantitativ zu erfassen, wurden die Breite und die 

Intensität der VE-Cadherin- und Claudin5-Färbungen an der Zellmembran bestimmt 

(Abb. 12). 
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Die Quantifizierung belegte die oben beschriebenen Veränderungen. Die Gabe von 

F/R und O-Me-cAMP (60 min) ergab eine signifikante Reduktion der Breite der VE-

Cadherin-Färbung (F/R: 3.3 ± 0.2 µm; O-Me-cAMP: 4.8 ± 0.5 µm; Kontrolle: 8.3 ± 0.6 

µm). Ebenso führten die genannten Substanzen zu einem deutlichen Anstieg der 

Fluoreszenzintensität von VE-Cadherin: 177 ± 6 A.U. (F/R) und 176 ± 5 A.U. (O-Me-

cAMP), verglichen zur Kontrolle mit 115 ± 7 A.U. Ähnliche Effekte zeigten sich in der 

Färbung von Claudin5. Die Breite des Claudin5-Fluoreszenzsignals war gegenüber 

der Kontrolle (6.3 ± 0.5 µm) für F/R (2.4 ± 0.2 µm) und O-Me-cAMP (2.4 ± 0.2 µm) 

stark reduziert. Die Messungen der Intensität von Claudin5 zeigten signifikant 

erhöhte Werte durch cAMP-Anstieg: F/R: 151 ± 5 A.U.; O-Me-cAMP: 160 ± 4 A.U.; 

Kontrolle: 118 ± 6 A.U. (* p < 0.05 gegen Kontrolle, n > 20).  

Die cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung in mikrovaskulären HDMECs war also 

begleitet von einer Linearisierung und Verstärkung der Fluoreszenzfärbung von VE-

Cadherin und Claudin5 bzw. einer Reorganisation der AJs und TJs. Dies deutet an, 

dass Barriere-stabilisierende Effekte wesentlich durch die Anordnung der AJs und 

TJs vermittelt werden. 
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Abb. 11: Auswirkung erhöhter cAMP-Spiegel auf die Anordnung von AJs und 

TJs sowie auf das Aktinzytoskelett in HDMECs 

IF-mikroskopische Darstellung der AJs und TJs durch Färbung von VE-Cadherin und Claudin5. Im 

Vergleich zur Kontrolle (A und B) kam es durch Inkubation mit F/R (D und E) und O-Me-cAMP (G und 

H) (60 min) zur Linearisierung und Verstärkung des Fluoreszenzsignals beider Junktionsproteine. 

Durch Anfärben der Aktinfilamente mit Phalloidin zeigte sich nach cAMP-Anstieg eine Reduktion der 

Stressfasern und ein stärker ausgebildetes kortikales Aktinband (C, F und I). Maßstab: 20 µm, n = 5. 
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Abb. 12: Quantifizierung der cAMP-vermittelten Veränderungen auf die 

Zelljunktionen 

Die oberen Kurven zeigen die mittlere Intensität der VE-Cadherin- und Claudin5-Färbung über eine 

Strecke von 20 µm an der Zellmembran. Unten sind die Mittelwerte der maximalen 

Fluoreszenzintensität und –breite in Balkendiagrammen dargestellt. Die Breite wurde bei einem Wert 

von 20 A.U.s der Fluoreszenzintensität bestimmt.  

Die Gabe von F/R und O-Me-cAMP (1 h) ergab eine signifikante Reduktion der Breite der VE-

Cadherin- und Claudin5-Färbung. Ebenso führten die genannten Substanzen zu einem deutlichen 

Anstieg der Fluoreszenzintensität. * p < 0.05 gegen Kontrolle, n > 20.  
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3.2.1.2 Rolle von Rac1 in der cAMP-vermittelten Reorganisation der 

Zellkontakte                                                                                                      

Nun wurde die Verteilung der VE-Cadherin- und Claudin5-Moleküle in Abhängigkeit 

von Rac1 untersucht (Abb. 13). Die Inhibition der Rac1-Aktivierung durch NSC-23766 

(30 min) induzierte eine deutliche interzelluläre Lückenbildung (Abb. 13, Pfeile in A 

und B) und eine ausgeprägte Stressfaserbildung (Abb. 13 C).  

Durch die Behandlung von NSC-23766-vorinkubierten HDMECs mit F/R (60 min) 

kam es zum Verschwinden der Lücken zwischen den Endothelzellen. Desweiteren 

zeigte sich entlang der Zellgrenzen eine Linearisierung der VE-Cadherin- und 

Claudin5-Färbung (Abb. 13 D und E) und eine Reduktion der Stressfasern im 

Zytoplasma (Abb. 13 F). Dagegen konnte die Zugabe von O-Me-cAMP zu NSC-

23766-vorbehandelten Zellen die Lückenbildung nicht verhindern (Abb. 13, Pfeile in 

G-I). Ebenso wurde keine Linearisierung der Junktionsproteine beobachtet (n = 5).  

Mithilfe der anschließend durchgeführten Quantifizierung der Intensität und der Breite 

der VE-Cadherin- und der Claudin5-Färbung unter den verschiedenen Bedingungen 

konnten die oben beschriebenen Effekte bestätigt werden (Abb. 14). 

Bei der alleinigen Behandlung mit NSC-23766 zeigte sich für VE-Cadherin eine IF-

Intensität von 120 ± 9 A.U. und eine Breite von 6.8 ± 0.4 µm. Die Intensität und Breite 

von Claudin5 lagen für diese Bedingung bei  100 ± 5 A.U. und 5.5 ± 0.4 µm. Die 

Gabe von F/R (60 min) zu mikrovaskulären Endothelzellen, die zuvor für 30 min mit 

NSC-23766 behandelt wurden, führte zur gesteigerten Intensität und im Sinne einer 

Linearisierung  zur reduzierten Breite der VE-Cadherin und Claudin5-Färbung: 172 ± 

7 A.U. und 3.6 ± 0.3 µm (VE-Cadherin); 147 ± 7 A.U. bzw. 2.4 ± 0.2 µm (Claudin5). 

Die VE-Cadherin- und Claudin5-Reorganisation durch O-Me-cAMP-Behandlung (60 

min) wurde durch vorherige Inkubation mit dem Rac1-Inhibitor (30 min) blockiert. Für 

VE-Cadherin wurde eine Intensität von 119 ± 7 A.U. und eine Breite von 6.3 ± 0.5 µm 

gemessen. Die Intensität und Breite von Claudin5 betrug 98 ± 5 A.U. bzw. 5.0 ± 0.5 

µm (# p < 0.05 gegen NSC-23766-Behandlung, n > 20).  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die Inhibition von Rac1 die O-

Me-cAMP-vermittelte AJ-/TJ-Reorganisation verhindert wurde. Im Gegensatz dazu 

war F/R trotz Rac1-Inaktivierung weiterhin in der Lage, eine Umorganisation von VE-

Cadherin und Claudin5 entlang der Zellgrenzen zu induzieren.  
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Abb. 13: Rolle von Rac1 in der cAMP-vermittelten Reorganisation der 

Junktionsproteine in humanen mikrovaskulären Endothelzellen 

IF-Darstellung von AJ-Protein VE-Cadherin und TJ-Molekül Claudin5. NSC-23766 (30 min), ein 

Inhibitor der Aktivierung von Rac1, induzierte eine deutliche interzelluläre Lückenbildung und eine 

vermehrte Stressfaserbildung in HDMECs (Pfeile, A-C). Durch Inkubation von NSC-23766-

vorbehandelten Endothelzellen mit F/R (60 min) konnten diese Veränderungen verhindert werden, so 

dass keine Lücken zwischen den Endothelzellen beobachtet wurden (D-F). Die Zugabe von O-Me-

cAMP (60 min) hatte dagegen keinen Effekt (Pfeile, G-I). Maßstab: 20 µm, n = 5. 
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Abb. 14: Quantifizierung der cAMP/Rac1-vermittelten Reorganisation der AJs 

und TJs in HDMECs  

In der oberen Zeile sind die mittlere Intensität der VE-Cadherin- und Claudin5-Färbung über die 

Fluoreszenzbreite abgebildet. In den Balkendiagrammen unten sind die Mittelwerte der maximalen 

Fluoreszenzintensität und –breite dargestellt. Die Breite wurde bei einem Wert von 20 A.U.s der 

Fluoreszenzintensität bestimmt.  

Die Gabe von F/R (60 min) zu HDMECs, die zuvor für 30 Minuten mit NSC-23766 behandelt wurden, 

führte zur Linearisierung und gesteigerten Intensität der VE-Cadherin und Claudin5-Färbung im 

Vergleich zur alleinigen Behandlung mit NSC-23766. Die Gabe von O-Me-cAMP (60 min) zu NSC-

23766-vorbehandelten Zellen ergab keine Veränderungen. # p < 0.05 gegen NSC-23766-Behandlung, 

n > 20.  
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3.2.2 Einfluss von cAMP auf Adhärens- und Occludensjunktionen in PSECs 

Die IF von makrovaskulären PSECs zeigte unter Kontrollbedingungen ein ähnliches 

Verteilungsmuster der VE-Cadherin- und Claudin5-Proteine wie in mikrovaskulären 

HDMECs. Die beiden Junktionsproteine waren kontinuierlich entlang der Zellgrenzen 

lokalisiert (Abb. 15 A und B). Durch Anfärben des Aktinzytoskeletts waren Stress-

fasern nachweisbar (Abb. 15 C). Allerdings kam es, im Gegensatz zu HDMECs nach 

cAMP-Erhöhung, durch Inkubation mit F/R oder O-Me-cAMP (60 min) zu keinen 

deutlichen Veränderungen der VE-Cadherin- oder der Claudin5-Verteilung (Abb. 15 

D-E und G-H). Die Ausbildung von Stressfasern war vor allem nach F/R-Zugabe 

reduziert (Abb. 15 F) (n = 5). 

Die nachfolgende Quantifizierung bestätigte, dass sich weder die Breite noch die 

Intensität der IF-Färbungen von VE-Cadherin und Claudin5 entlang der Zellgrenzen 

durch cAMP-Anstieg veränderte (n > 20) (Abb. 16). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in makrovaskulären Endothel-

zellen keine Reorganisation der AJ- und TJ-Proteine durch cAMP-Anstieg stattfindet. 

Dazu passen auch die fehlenden stabilisierenden Effekte von cAMP an der 

Endothelbarriere bei der TER-Messung und die ausbleibende Aktivierung von Rac1 

trotz Erhöhung der cAMP-Spiegel. 
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Abb. 15: Effekte von cAMP auf die Verteilung der Junktionsproteine in PSECs 

Unter Kontrollbedingungen zeigte sich ähnlich den HDMECs eine kontinuierliche Verteilung von VE-

Cadherin und Claudin5 entlang der Zellgrenzen (A und B). Die Stressfasern entlang der Zellgrenzen 

waren jedoch im Vergleich zu den mikrovaskulären Endothelzellen stärker ausgeprägt (C). Die 

Behandlung der PSECs mit F/R (D-F) oder O-Me-cAMP (G-I) hatte jedoch im Gegensatz zu HDMECs 

keine Reorganisation der Junktionsmoleküle zur Folge. Die Stressfasern waren durch Gabe von F/R 

reduziert (F). Maßstab: 20 µm, n = 5. 
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Abb. 16: Quantifizierung der Effekte von cAMP auf die Verteilung von VE-

Cadherin und Claudin5 in PSECs 

Es sind die Mittelwerte der Intensitäten der VE-Cadherin- und Claudin5-Färbung entlang der Zell-

membran dargestellt. Die Daten der Quantifizierung bestätigen, dass weder F/R- noch O-Me-cAMP-

Gabe zu einer Veränderung der Signalintensität und –breite an den Zellgrenzen führten (n > 20).  

 

3.2.3 Reorganisation der Junktionsproteine durch cAMP-Erhöhung in 

postkapillären Venulen in vivo 

Nachdem nun in verschiedenen Zellkulturen die Effekte von erhöhten cAMP-Spiegeln 

auf die Verteilung der Junktionsproteine untersucht wurden, stellte sich die Frage, 

welchen Einfluss cAMP auf die Zellkontakte der Endothelbarriere in vivo ausübte. Zur 

morphologischen Analyse wurden postkapilläre Venulen des Mesenteriums von 

Ratten nach Perfusion mit BSA/Ringer-Lösung  bzw. mit F/R in situ fixiert und 

anschließend gegen das AJ-Molekül VE-Cadherin gefärbt (Abb. 17).   

In der Kontrolle zeigten die Mikrogefäße eine kontinuierliche Verteilung von VE-

Cadherin entlang der Zellgrenzen. In manchen Bereichen waren die Fluoreszenz-

signale etwas dünner. In F/R-perfundierten Gefäßen erschien die VE-Cadherin-

Färbung im Vergleich zur Kontrolle verstärkt und linearisiert entlang der Zellgrenzen. 

Zur besseren Darstellung wurden bestimmte Bereiche ausgewählt und vergrößert 

(gestrichelter Kasten; n = 4). 

Dies verdeutlichte, dass cAMP in Mikrogefäßen in vivo ähnliche Effekte auf die 

Verteilung von Junktionsproteinen bewirkt wie in mikrovaskulären Endothelzellen in 

vitro. 
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Abb. 17: Einfluss von cAMP auf AJ-Protein VE-Cadherin in mesenterialen 

postkapillären Venulen 

Dargestellt ist die Verteilung von VE-Cadherin in postkapillären Venulen des Mesenteriums von 

Ratten. Im Unterschied zur Kontrolle, bei der die Gefäße lediglich mit Ringer-/BSA-Lösung perfundiert 

wurden, zeigte die Behandlung der Mikrogefäße mit F/R eine deutliche Linearisierung von VE-

Cadherin entlang der Zellgrenzen.  

Bildausschnitt: Vergrößerung [2x] des Bereiches innerhalb des gestrichelten Kastens.                   

Maßstab: 20 µm, n = 4. 

 

3.3 Ultrastrukturelle Veränderungen interzellulärer Kontakte durch 

cAMP-Erhöhung und Rac1-Aktivierung 

Nachdem die Effekte erhöhter cAMP-Konzentrationen auf die Organisation der AJs 

und TJs IF-mikroskopisch betrachtet wurden, war nun als nächster Schritt von 

besonderem Interesse, durch welche ultrastrukturellen Merkmale die Bereiche der 

Zellkontaktzonen gekennzeichnet waren. Deshalb wurden initial aus den Zellkulturen 

Ultradünnschnitte angefertigt und diese mithilfe der TEM untersucht. 

 

3.3.1 Reorganisation des Zell-Zell-Kontaktbereiches in HDMECs        

3.3.1.1 Morphologische Charakteristika von HDMECs 

In der ultrastrukturellen Analyse zeigte sich, dass HDMECs unter allen 

experimentellen Bedingungen eine konfluente Zellschicht aus flachen Zellen bildeten. 

Im Querschnitt erschien so ein durchgehender Zellverband von Endothelzellen. Die 
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in Richtung Peripherie immer dünner werdenden Zellausläufer traten schließlich mit 

ihren Nachbarzellen in Kontakt. Dabei legte sich meist der Ausläufer der einen Zelle 

über den der anderen Zelle (Abb. 18). Sehr selten nur fanden sich mehr als zwei 

Zellen, die sich überlappten. 

 

Abb. 18: Morphologische Charakterisierung  

Zur ultrastrukturellen Charakterisierung der Zellkontaktbereiche durch TEM wurden konfluente 

HDMECs fixiert, in Epon eingebettet und vertikal orientierte Ultradünnschnitte angefertigt. HDMECs 

wuchsen als einzelne Schicht aus flachen Zellen. In der Kontaktzone benachbarter Zellen überlappte 

meist eine Zelle die benachbarte. Maßstab: 2000 nm (linkes und rechtes Bild); 1000 nm (mittleres 

Bild). 

 

Die Kontaktzonen der Zellen waren dadurch charakterisiert, dass sich die 

benachbarten Zellmembranen dicht aneinanderlegten, wobei der interzelluläre Spalt 

eine einheitliche Breite hatte. Gelegentlich wurden Nexus variabler Größe beobachtet 

(Abb. 19 A, Pfeil). Häufiger waren AJs (Abb. 19 B, Pfeile) und TJs (Abb. 19 C, Pfeil) 

zwischen zwei Zellausläufern zu sehen. AJs wurden definiert als Ansammlungen von 

elektronendichtem Material im Interzellularspalt, welche mit im Zytoplasma 

gelegenen Plaques beider angrenzenden Zellmembranen verbunden waren (Abb. 19 

B, Pfeile). Gelegentlich waren Mikrofilamente sichtbar, welche in die AJ-Plaques 

einstrahlten. Häufig zeigte sich auch im Bereich oder in der Nähe von AJs, dass 

anliegende Zellmembranen stärker zusammenliefen und in einigen Fällen 

miteinander fusionierten (Abb. 19 C, Pfeil: TJ). Damit konnte gezeigt werden, dass 

TJs (Abb. 19 D, rechter Pfeil) an manchen Stellen mit AJs (Abb. 19 D, linker Pfeil) 

kombiniert  waren und somit sogenannte gemischte Junktionen (MJ) entstanden 

(Drenckhahn D, 1997; Ruffer et al., 2004). In elektronenmikroskopischen 

Untersuchungen von PSECs waren diese endothelialen Junktionen ebenso 

erkennbar (Abb. 19 E, linker Pfeil: AJ; rechter Pfeil: GJ).   
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die ultrastrukturellen Merkmale der 

Kontaktbereiche von HDMECs im Allgemeinen mit Daten früherer Studien von 

mikrovaskulären Endothelien in situ und in Kultur übereinstimmten (Adamson et al., 

2004; Adamson and Michel, 1993; Dye et al., 2001; Gustafsson et al., 2003; 

Hermanns et al., 2004; Simionescu et al., 1975).  

Da noch weitgehend unbekannt ist, mit welchen ultrastrukturellen Veränderungen die 

cAMP-vermittlelte Stabilisierung der Endothelbarriere einhergeht, wurden als 

nächstes vergleichende morphologische Analysen der interzellulären Kontaktzonen-

architektur von HDMECs unter den verschiedenen Bedingungen vorgenommen.  

In der Kontrolle waren vor allem Kontaktzonen nachweisbar, in denen ein flacher 

Zellausläufer der einen Zelle einen weiteren schmalen Ausläufer der benachbarten 

Zelle überlappte. Eindeutige Junktionen fehlten häufig in diesen Kontaktbereichen 

(Abb. 19 H).  

Durch die Behandlung von HDMECs mit F/R oder O-Me-cAMP (jeweils 60 min), die 

eine Steigerung von cAMP induzierten, zeigten die interzellulären Kontaktbereiche 

häufig eine andere Morphologie als in der Kontrolle: diese Zellkontaktbereiche 

bestanden aus zwei vergleichsweise dickeren Ausläufern benachbarter Zellen, 

welche mit mehreren Vorwölbungen fingerförmig  ineinander verschlängelt waren. 

Dadurch entstand ein komplexes und interdigitierendes Erscheinungsbild des 

Interzellularspaltes in apikobasaler Richtung. Zusätzlich fanden sich in diesen 

Interdigitationen zahlreiche knopfartige Junktionen, welche die Kontaktzonen 

stabilisierten (Abb. 19 F und G).  

Während durch die Gabe von O-Me-cAMP zu HDMECs, welche zuvor für 30 min mit 

NSC-23766 behandelt wurden, vor allem Zellkontaktzonen mit einer ähnlichen 

Konfiguration wie unter Kontrollbedingungen auftraten (Abb. 19 J), dominierten 

komplexe Interdigitationen das morphologische Bild durch die Kombination von der 

Behandlung mit NSC-23766 (30 min) und anschließend mit F/R (60 min) (Abb. 19 I).  
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Abb. 19: Elektronenmikroskopische Darstellung morphologischer 

Besonderheiten und Veränderungen der Zellkontaktzone durch cAMP/Rac1 in 

HDMECs und PSECs 

Bei der ultrastrukturellen Analyse der Ultradünnschnitte von HDMECs waren GJs (A, Pfeil), AJs (B, 

Pfeile), TJs (C, Pfeil) und sogenannte MJs, die aus AJs (D, linker Pfeil) und TJs (D, rechter Pfeil) 

bestanden, nachweisbar. Auch in PSECs konnten diese endothelialen Junktionen beobachtet werden 

(E, linker Pfeil: AJ; rechter Pfeil: GJ). In der Kontrolle (H) fand man häufig interzelluläre Zellkontakte, 

die durch einfache Überlappungen ohne Junktionen gekennzeichnet waren. Im Vergleich dazu zeigten 

HDMEC-Kontaktbereiche unter Bedingungen erhöhter cAMP-Spiegel überwiegend komplexe 

Interdigitationen mit zahlreichen Junktionen (F und G). Während die Vorbehandlung mit NSC-23766 

keinen Einfluss auf die Effekte von F/R (I) hatte, wurde die durch O-Me-cAMP induzierte 

Junktionsreorganisation durch NSC-23766 gehemmt (J). Maßstab: 200 nm (A-E); 500 nm (F-J). 
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3.3.1.2 Einteilung der Zellkontaktzonen von HDMECs in morphologisch 

definierte Kategorien 

Um diese Veränderungen unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen zu 

quantifizieren, nahmen wir zunächst eine Kategorisierung der Morphologie der 

interzellulären Kontaktzonen in 4 Gruppen vor (Abb. 20): 

Die Kategorie I beschreibt eine Morphologie, bei der sich die beiden angrenzenden 

Zellausläufer einfach überlappen, ohne dass dieser Überlappungsbereich durch 

eindeutig sichtbare AJs oder TJs stabilisiert wird. 

Die Kategorie II unterscheidet sich von der Kategorie I durch sichtbare Junktionen im 

Bereich der anliegenden Zellmembranen. 

Kategorie III und IV weisen im Gegensatz zu den ersten beiden Gruppen eine 

komplexe Überlappung auf, d.h. es zeigen sich fingerförmige apikobasale Inter-

digitationen zwischen den benachbarten Zellen. Diese Verschlängelungen werden in 

Kategorie IV durch zusätzliche interzelluläre Junktionen stabilisiert, während in 

Kategorie III diese Junktionen fehlen. 
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Abb. 20: Einteilung in Kategorien 

Um die morphologischen Veränderungen unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen 

besser erfassen zu können, wurden die Zellkontaktbereiche in vier Gruppen kategorisiert. 

 

Insgesamt wurden, für jede Bedingung, zwischen 176 und 418 interzelluläre 

Kontaktzonen von mindestens vier unabhängigen Experimenten untersucht. 

Abb. 21 A beschreibt, wie häufig die einzelnen Kategorien unter den verschiedenen 

Bedingungen prozentual auftraten: Unter Kontrollbedingungen wurden vorwiegend 

die Kategorien I und II beobachtet (77% aller Kontaktzonen). Dagegen fanden sich in 

F/R- bzw. O-Me-cAMP-behandelten HDMEC-Kulturen nur 53% bzw. 54% einfache 

Überlappungen der Zellen. Insbesondere kam es unter cAMP-Erhöhung zu einem 

Anstieg an Kategorie IV, während Kategorie I seltener auftrat. Die beiden Kategorien 

II und III veränderten sich unter den verschiedenen Bedingungen kaum.  
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Deshalb bildeten wir, um eine bessere Übersicht über die Effekte zu erreichen, eine 

Ratio (RIV/I) aus dem prozentualen Anteil der Kategorie IV (komplexe Kontaktzonen) 

geteilt durch den Prozentsatz der Kategorie I (einfache Kontaktbereiche) (Abb. 21 B).  

In der Kontrolle zeigte sich eine RIV/I von 0.6 ± 0.2; Kategorie I kam also häufiger vor 

als Kategorie IV. Die Behandlung der Kulturzellen mit F/R für 60 min führte zu einem 

signifikanten Anstieg des Quotienten auf 5.1 ± 1.6. Die Vorinkubation mit NSC-23766 

konnte die strukturellen Veränderungen, die durch F/R induziert wurden, nicht 

verhindern (RIV/I 5.5 ± 2.0). Ähnlich wie F/R war auch das cAMP-Analogon O-Me-

cAMP in der Lage, die Organisation der Zellkontakte zu verändern, erkennbar an 

einer signifikant gesteigerten RIV/I (3.8 ± 0.7). Jedoch blockierte die Vorbehandlung 

mit NSC-23766 die O-Me-cAMP-induzierte Reorganisation der Kontaktzone; es kam 

zu keinem signifikanten Anstieg der RIV/I (1.3 ± 0.4) verglichen zur Kontrolle. 

Eine Erhöhung des intrazellulären cAMP führte zur vermehrten Anzahl komplexer 

Kontakte in HDMECs. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ein Anstieg 

der endothelialen Barrierefunktion mit ultrastrukturellen Veränderungen der inter-

zellulären Kontaktzonen-Architektur einhergeht.  

Die ultrastrukturelle Analyse von mikrovaskulären MyEnds zeigte eine ähnliche 

interzelluläre Kontaktzonen-Morphologie wie bei den HDMECs. Im Vergleich dazu 

konnte allerdings kein ausgeprägter Anstieg an komplexen Kontaktzonen infolge 

F/R-vermittelter Erhöhung von cAMP beobachtet werden.  
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Abb. 21: Quantifizierung der Effekte von cAMP/Rac1 auf die Reorganisation der 

Zellkontakte von mikrovaskulären HDMECs 

In der Analyse der Kontaktzonen zeigten sich infolge der cAMP-induzierten Rac1-Aktivierung  

Veränderungen in der Häufigkeitsverteilung von Kategorie I und IV. Das relative Auftreten von 

Kategorie II und III veränderte sich unter diesen Bedingungen nicht. Um die Veränderungen besser 

hervorzuheben, wurde die Ratio aus Kategorie IV zu Kategorie I (RIV/I) verwendet.  

F/R und O-Me-cAMP führten zur signifikanten Steigerung von RIV/I. Dieser Anstieg wurde durch 

Vorinkubation mit NSC-23766 für O-Me-cAMP blockiert, aber nicht für F/R.  

* p < 0.05 vs. Kontrolle; # p < 0.05 vs. O-Me-cAMP. n = 4-6.  

 

3.3.1.3 Weitere morphologische Charakterisierung der interzellulären 

Zellkontaktzone 

Im Anschluss wurden weitere ultrastrukturelle Parameter für die einzelnen Kategorien 

in HDMECs analysiert, um die Architektur der Kontaktzonen unter den verschiedenen 

experimentellen Bedingungen weiter zu vergleichen und mögliche Korrelationen mit 

den lichtmikroskopischen und funktionellen Ergebnissen zu ermitteln.  

Wie in Abb. 22 dargestellt, wurden durch Messung bestimmter Parameter die 

strukturellen Eigenschaften der einzelnen Kategorien verglichen (n = 67-123 

Kontaktzonen pro Bedingung).  
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Zuerst wurde die Länge des Interzellularspaltes, d.h. der Bereich, in dem die 

Zellmembranen benachbarter Zellen aneinanderlagen (Abb. 22: rote Linie in D), 

bestimmt. Dabei zeigte die Spaltlänge eine hohe Variabilität. Es wurden Werte von 

einigen 100 bis über 10000 nm gemessen. Unabhängig von der Behandlung der 

Zellen zeigte der Vergleich von Kategorie I zu Kategorie IV regelmäßig einen 

signifikant längeren interzellulären Kontakt-Spalt bei komplexen im Vergleich zu 

einfachen Kontakten (Interzellularspalt in Kat. IV ~ 1,7x länger als in Kat. I). 

Allerdings war keine signifikante Veränderung des Interzellularspaltes zwischen den 

verschiedenen Behandlungsgruppen feststellbar (Abb. 22 A). Somit lässt sich 

zusammenfassen, dass durchschnittlich der Interzellularspalt aller komplexen 

Kontaktzonen (Kategorie III + IV; 4493 ± 245 nm) wesentlich länger war als der Spalt 

der einfachen Kontaktbereiche (Kategorie I + II; 3219 ± 132 nm). Da in F/R-, NSC-

23766 + F/R- und O-Me-cAMP-behandelten Kulturzellen der Anteil an komplexen 

Kontaktzonen deutlich höher war als in der Kontrolle und in NSC-23766 + O-Me-

cAMP-inkubierten Endothelzellen (höhere RIV/I , Abb. 21), weisen diese Daten darauf 

hin, dass in Kulturen mit gesteigerter Barrierefunktion die gesamte Spaltlänge 

deutlich größer ist.  

Ein weiterer Parameter, der untersucht wurde, war die maximale Breite der 

Zellüberlappung (Abb. 22: blaue Linie in D). Diese variierte in Kategorie I und IV, 

betrachtete man alle Bedingungen, von 1810 ± 160 nm bis 3360 ± 800 nm. Einen 

signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Kategorien oder zwischen den 

verschiedenen Versuchsbedingungen fand sich dabei nicht (Abb. 22 B).  

Die maximale Breite des Bereiches von Kategorie II und IV, in dem die Junktionen 

angeordnet waren (Abb. 22: schwarze Linie in D), stellte den dritten Parameter 

unserer Analyse dar. Es fanden sich erneut keine eindeutigen Veränderungen unter 

den verschiedenen Bedingungen (± 700 nm; Abb. 22 C).  

Zusammenfassend zeigten diese Parameter zwar eine breite Variabilität unter den 

verschiedenen Bedingungen, ein spezifisches Muster unter den jeweiligen 

Versuchsbedingungen ließ sich jedoch nicht erkennen. 
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Abb. 22: Analyse verschiedener ultrastruktureller Parameter der interzellulären 

Kontaktzone von HDMECs 

Wie in Abb. 22 D für die Kategorien I und IV dargestellt, wurden weitere Messungen bestimmter 

morphologischer Parameter durchgeführt, um die Architektur der Kontaktbereiche detaillierter zu 

beschreiben. Maßstab: 500 nm. 

Zunächst wurde die Länge des Interzellularspaltes (rote Linie in D) bestimmt. Dieser Spalt war in 

Kategorie IV deutlich länger als in Kategorie I. Es zeigten sich aber keine signifikanten Veränderungen 

zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (A). Die Länge der maximalen Zellüberlappung (blaue 

Linie in D) war in beiden Kategorien ähnlich und signifikante Veränderungen waren unter den 

verschiedenen experimentellen Bedingungen nicht feststellbar (B). Schließlich wurde die maximale 

Breite des Bereichs von Kategorie II und IV, in dem die Junktionen angeordnet waren (schwarze Linie 

in D), gemessen und es wurden keine eindeutigen Veränderungen durch den Einfluss von 

cAMP/Rac1 beobachtet (C). n = 67-123 Kontaktzonen pro Bedingung. 

 

D 
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3.3.2 Morphologische Charakterisierung interzellulärer Zellkontaktzonen von 

PSECs 

3.3.2.1 Morphologische Charakteristika von PSECs 

Die ultrastrukturelle Untersuchung dieser makrovaskulären Endothelzellen wurde 

analog der HDMEC-Versuchsreihe durchgeführt. Es wurden die typischen 

morphologischen Charakteristika dieses Endothelzelltypes beobachtet (King et al., 

2004). Die Endothelzellen formten einen einschichtigen Zellverband aus im Vergleich 

zu HDMECs weniger flachen Zellen. Die Kontaktbereiche waren häufig dadurch 

gekennzeichnet, dass sich die Zellmembranen eines dünnen Zellausläufers der 

einen Zelle und eines dickeren Fortsatzes der Nachbarzelle gegenüberlagen (Abb. 

23 A). Alle Typen von interzellulären Junktionen, welche bei den HDMECs 

beschrieben wurden, waren vorhanden. GJs erschienen allerdings häufiger und 

waren länger als in HDMECs (Abb. 23 Pfeile in A und D). Durch genaue Betrachtung 

der Kontaktzonen waren prinzipiell ähnliche morphologische Befunde wie in 

HDMECs nachweisbar. So reichte das Spektrum von einfachen Überlappungen mit 

(Abb. 23 C) und ohne Junktionen (Abb. 23 B) bis hin zu komplexen 

ineinandergewundenen Kontaktzonen (Abb. 23 D).   
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Abb. 23: Elektronenmikroskopische Darstellung der Charakteristika des 

Zellkontaktbereiches von PSECs 

Kultivierte konfluente PSECs bildeten eine einzelne Zellschicht aus. In den Kontaktzonen fand man 

häufig das Bild, dass sich eine Zelle mit einem dünnen Zellausläufer auf einen dickeren Fortsatz der 

Nachbarzelle auflegte (A). Im Vergleich zu HDMECs fanden sich häufiger und zudem längere GJs 

(Pfeile in A und D). Die morphologischen Eigenschaften der Kontaktzone entsprachen prinzipiell 

denen, die für HDMECs beschrieben wurden: von einfachen Überlappungen mit (C) und ohne 

Junktionen (B) bis hin zu komplexen Interdigitationen (D).  

Maßstab: 500 nm (D); 1000 nm (A, B, C). 

 

3.3.2.2 Einteilung der Zellkontaktzonen von PSECs in morphologisch definierte 

Kategorien 

Analog den HDMECs wurden auch für PSECs Ultraschnitte zwischen 125 und 160 

Kontaktbereiche von 3 unabhängigen Experimenten für jede Bedingung ausgewertet. 

Die Quantifizierung zeigte in der Kontrolle dieser makrovaskulären Zellreihe einen 

ähnlichen [IV/I]-Quotienten wie unter Kontrollbedingungen mikrovaskulärer HDMECs 

(0.9 ± 0.3; Abb. 24). Im Gegensatz zu HDMECs wurde in PSECs aber kein 
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signifikanter Anstieg der RIV/I durch F/R- oder O-Me-cAMP-vermittelte cAMP-

Erhöhung (0.5 ± 0.1 und 0.5 ± 0.2) beobachtet.  

Da es unter cAMP-Erhöhung zu keiner Barrierestabilisierung in PSECs kam, deuten 

diese Ergebnisse wieder darauf hin, dass die Reorganisation im Bereich der 

Kontaktzonen eine zentrale Rolle in der Regulation der Endothelbarriere einnimmt.   

 

Abb. 24: Quantifizierung der Effekte von cAMP auf die Morphologie der 

Zellkontaktbereiche von PSECs  

Im Gegensatz zu HDMECs resultierte nach cAMP-Erhöhung keine ultrastrukturelle Reorganisation im 

Zellkontaktbereich: Weder nach F/R- noch nach O-Me-cAMP-Gabe wurde ein Anstieg der RIV/I 

beobachtet (n = 3). 

 

3.3.3 Ultrastrukturelle Darstellung postkapillärer Venulen 

Schließlich wurden ultrastrukturelle Analysen von postkapillären Venulen aus 

Rattenmesenterien unter Kontrollbedingungen durchgeführt, um die 

morphologischen Charakteristika der interzellulären Kontaktzone in vivo mit den 

Befunden in vitro zu vergleichen. Die Mikrogefäße wurden mit einer Ringer-/BSA-

Lösung und dem elektronendichten Kontrastmittel Lanthannitrat, welches die 

Identifikation der Gefäße ermöglichte, perfundiert. Elektronenmikroskopisch fanden 

sich im Bereich der Kontaktzonen, ähnlich den morphologischen Befunden in 

Zellkulturen, sowohl einfache Überlappungen (Abb. 25 A) als auch komplexe 

Interdigitationen (Abb. 25 B) zwischen den Endothelzellen. An Junktionen konnten 

AJs (Abb. 25 A, Pfeilkopf) und auch TJs (Abb. 25 B, Pfeilkopf) in den 
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Zellkontaktzonen gefunden werden. Zwar konnte die für TJs typische Fusion der 

benachbarten Zellmembranen nicht nachgewiesen werden; die Tatsache, dass 

Lanthannitrat nur für eine begrenzte Distanz in den interzellulären Spalt diffundierte, 

lässt aber zumindest darauf schließen, dass der Diffusionsweg durch TJs blockiert 

wurde (Abb. 25 B, Pfeilkopf). Es wurde an keiner Stelle des subendothelialen 

Raumes Lanthannitrat (Abb. 25 B: schwarzes Präzipitat) nachgewiesen, was zeigte, 

dass im Zeitraum der Perfusion keine Diffusion durch den gesamten Interzellularspalt 

stattfand.  

Insgesamt wurden zwischen den Endothelzellen in postkapillären Venulen also 

ähnliche morphologische Merkmale wie in vitro beobachtet. Um eine mögliche 

Reorganisation der Endothelbarriere nach cAMP-Anstieg zu charakterisieren, werden 

in Zukunft zusätzliche Untersuchungen notwendig sein.    

 

Abb. 25: Morphologische Charakteristika des Zell-Zell-Kontaktbereiches in vivo 

Postkapilläre Venulen des Mesenteriums von Ratten wurden unter Kontrollbedingungen mit 

Lanthannitrat (schwarzes Präzipitat in Abb. B), welches der Markierung der Mikrogefäße diente, 

perfundiert. Morphologisch zeigten sich in den interzellulären Kontaktzonen, ähnlich den 

Untersuchungen in Zellkulturen, sowohl einfache Überlappungen (Abb. A) als auch komplexe 

Interdigitationen (Abb. B) zwischen den Endothelzellen.  

Pfeile: deuten auf interzelluläre Spalten, welche in Abb. B elektronendichtes Lanthannitrat enthalten; 

Pfeilköpfe: Darstellung einer AJ in Abb. A und einer TJ in Abb. B, welche die interzelluläre Diffusion 

von Lanthan unterbindet; E: zeigt einen Erythrozyten innerhalb des Gefäßlumens; L: entspricht dem 

Gefäßlumen. Maßstab: 1000 nm.  
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4 Diskussion 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der durch F/R vermittelte 

Anstieg der intrazellulären cAMP-Spiegel als auch die Aktivierung des Epac/Rap1-

Signalweges durch O-Me-cAMP effektiv zur gesteigerten Barrierefunktion in 

mikrovaskulären Endothelien in vitro führte. Dagegen kam es infolge der Behandlung 

mit F/R oder O-Me-cAMP in makrovaskulären pulmonalen arteriellen Endothelzellen 

zu keinen Veränderungen. Unter Bedingungen erhöhter Barrierefunktion waren in der 

IF-Darstellung VE-Cadherin und Claudin5 in postkapillären Venulen und in 

kultivierten mikrovaskulären Endothelzellen entlang der Zellgrenzen linearisiert 

angeordnet. Inhibition der Rac1-Aktivierung verminderte die Barrierefunktion und 

blockierte effektiv die Epac/Rap1-vermittelte Barrierestabilisierung und 

Reorganisation der Junktionsproteine. In der ultrastrukturellen Analyse 

mikrovaskulärer HDMECs wurde unter Bedingungen cAMP/Rac1-induzierter 

Barrierestärkung ein Anstieg von komplexen interzellulären Kontaktzonen, die durch 

sichtbare Junktionen stabilisiert wurden, beobachtet.  

 

4.1 Die cAMP-vermittelte Barrierestärkung in HDMECs wird von 

einer Umverteilung der Adhärens- und Occludensjunktionen 

begleitet 

In vielen Studien konnte bereits  gezeigt werden, dass der intrazelluläre Botenstoff 

cAMP protektive Effekte auf die Endothelbarriere ausübte. Sowohl in vivo als auch in 

vitro ist cAMP in der Lage, die mikrovaskuläre Permeabilität unter Ruhebedingungen 

zu senken sowie den Permeabilitätsanstieg infolge verschiedener Entzündungs-

mediatoren zu reduzieren (Michel and Curry, 1999; Waschke et al., 2004b). Durch 

Anheben der intrazellulären cAMP-Spiegel wurden alle Barriere-destabilisierenden 

Effekte von LPS, TNF-α oder Thrombin blockiert (Baumer et al., 2008b; Birukova et 

al., 2010; Essler et al., 2000; Koga et al., 1995; Schlegel et al., 2009). Dabei 

vermittelt cAMP die stabilisierenden Effekte nicht nur über PKA-abhängige 

Mechanismen, sondern auch über den Epac/Rap1-Signalweg (Adamson et al., 2008; 

Birukova et al., 2008). Auch in dieser Arbeit konnten übereinstimmende Ergebnisse 

gefunden werden. Die Behandlung von mikrovaskulären humanen dermalen 

Endothelzellen mit F/R zur Steigerung der cAMP-Spiegel führten ebenso wie die 



                 Diskussion 
 ___________________________________________________________________ 

62 
 

selektive Aktivierung des Epac/Rap1-Signalweges durch das cAMP-Analogon O-Me-

cAMP zu deutlich erhöhten TER-Werten, d.h. zur gesteigerten Barrierefunktion. 

Diese funktionellen Veränderungen an der Barriere waren begleitet von einer 

Umorganisation der AJs und TJs entlang der Zellgrenzen. VE-Cadherin und Claudin5 

färbten sich in der IF nach F/R- oder O-Me-cAMP-Gabe deutlich stärker an und der 

die Junktionen enthaltende Bereich erschien unter diesen Bedingungen linearisiert. 

Parallel kam es zur Reduktion der Stressfasern und zur Ausbildung eines verstärkten 

kortikalen Aktinringes. Auch in vivo konnte cAMP ähnliche Effekte auf die Anordnung 

der Junktionen ausüben. In F/R-perfundierten postkapillären Venulen erschien die 

VE-Cadherin-Färbung im Vergleich zur Kontrolle verstärkt und als verschmälertes 

Band entlang den Zellgrenzen. Damit konnten Befunde früherer Studien bestätigt 

werden, in denen ebenso beschrieben wurde, dass die Barrierestärkung mit 

Veränderungen am Aktinzytoskelett und mit einer Reorganisation der endothelialen 

Junktionen einherging (Baumer et al., 2008b; Cullere et al., 2005; Fukuhara et al., 

2005; Kooistra et al., 2005). Insgesamt lässt sich also folgern, dass cAMP in 

mikrovaskulären HDMECs zur Barrierestabilisierung führt und gleichzeitig 

Veränderungen in der Verteilung der AJs und TJs bewirkt. Durch die Veränderungen 

in der Anordnung der Junktionsproteine könnten somit Barriere-stabilisierende 

Effekte von cAMP vermittelt werden.    

 

4.2 Die Barrierestabilisierung durch cAMP in mikrovaskulären 

Endothelien scheint über eine Reorganisation der 

interzellulären Kontaktzone vermittelt zu sein 

Das zentrale Ziel dieser Studie war es, heraus zu finden, von welchen 

ultrastrukturellen Veränderungen der Kontaktzone zwischen den Endothelzellen die 

durch cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung begleitet wird. In der elektronen-

mikroskopischen Analyse von HDMECs veränderten sich unter Bedingungen 

erhöhter cAMP-Spiegel und gesteigerter Barriereeigenschaften die Zellkontakt-

bereiche von einfachen Überlappungen benachbarter Zellausläufer ohne zusätzliche 

endotheliale Junktionen hin zu komplexen Interdigitationen in apikobasaler 

Orientierung, die durch zahlreiche Junktionen stabilisiert wurden. Sowohl F/R als 

auch O-Me-cAMP führten zum vermehrten Auftreten komplexer Junktionen in 

HDMECs, wie durch den erhöhten Kategorie IV/I-Quotienten gezeigt werden konnte. 
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In PSECs konnten diese morphologischen Merkmale, d.h. einfache Überlappungen 

bzw. komplexe Interdigitationen, ebenso beobachtet werden wie in intakten 

postkapillären Venulen von Rattenmesenterien. Im Falle von PSECs kam es 

allerdings durch cAMP-Erhöhung zu keinen Veränderungen im Quotienten, was mit 

den ausbleibenden Effekten auf die Barriere in diesem Zelltyp übereinstimmt. Diese 

Daten deuten darauf hin, dass der komplexe Kontaktzonen-Phänotyp das 

morphologische Korrelat einer erhöhten Barrierefunktion darstellen könnte. Diese 

Hypothese wird dadurch weiter unterstrichen, dass die Länge des Interzellularspaltes 

in Kategorie III und IV deutlich länger als in Kategorie I und II war, was den Fluss von 

Wasser und gelösten Stoffen begrenzen könnte (Adamson and Michel, 1993; Clough 

and Michel, 1988). Auch in mikrovaskulären Plazentaendothelzellen schien der 

Interzellularspalt nach langfristiger (48 h) cAMP-Erhöhung länger zu sein, was 

gleichzeitig auch mit einer reduzierten Permeabilität einherging. Allerdings wiesen die 

Kontaktzonen unterschiedliche morphologische Charakteristika auf (Dye et al., 2001). 

Da unter cAMP-Anstieg eine Verlagerung des Auftretens von Kategorie I-Kontakten 

ohne Junktionen hin zu Kategorie IV mit Junktionen beobachtetet wurde,  kam es 

zusätzlich zu den Veränderungen bezüglich der Interdigitationen und damit des 

Interzellularspaltes zu einem absoluten Anstieg der Anzahl an AJs und TJs. Diese 

Ergebnisse werden unterstützt durch eine in vivo-Studie, bei der die F/R-vermittelte 

mikrovaskuläre Permeabilitätsminderung von einem erhöhten Vorkommen an TJs in 

Schnitten von Mikrogefäßen begleitet war (Adamson et al., 1998); d.h. unter 

vergleichbaren Bedingungen, die auch in dieser Studie für in vivo- und in vitro-

Versuche verwendet wurden. Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass 

cAMP die Endothelbarriere stabilisiert, indem es die Entstehung komplexer 

Interdigitationen zwischen benachbarten Endothelzellen mit deutlich verlängertem 

Interzellularspalt und vermehrten Junktionen fördert.  

Interessanterweise wurde in perfundierten intakten postkapillären Venulen des 

Mesenteriums beobachtet, dass ultrastrukturell vor allem einfach überlappende 

Kontaktstrukturen mit oder ohne Junktionen vorlagen (Adamson et al., 1998). Unter 

unseren Bedingungen zeigten sich in Gefäßen, die mit BSA/Ringer-Lösung 

perfundiert wurden, auch komplex aufgebaute Kontaktzonen. Zur Klärung der Frage, 

inwiefern die nach cAMP-Erhöhung gezeigten morphologischen Effekte, d.h. der 

komplexe Junctionsphänotyp, auch in vivo vorkommt, sind weitere Untersuchungen 

nötig. Da der physiologische hydrostatische Blutdruck, der Blutfluss sowie spezielle 
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Zellen wie die Perizyten in vitro fehlen, entsprechen in Kultur gehaltene 

Endothelzellen sicherlich nur teilweise der Situation in vivo (Curry and Adamson, 

2010). Dafür spricht auch eine frühere Studie, die zeigte, dass die 

Grundpermeabilität in kultivierten Zellen höher als in intakten Mikrogefäßen war 

(Michel and Curry, 1999). All dies unterstreicht die Notwendigkeit vergleichender in 

vivo- und in vitro-Studien bezüglich der Relevanz spezifischer Mechanismen.  

Unklar ist, was das ultrastrukturelle Korrelat für die Veränderungen in der IF-

Darstellung ist, die unter Bedingungen erhöhter cAMP-Spiegel beobachtet wurden. 

Während die interzellulären Kontaktzonen infolge Aktivierung des cAMP/Rac1-

Signalweges komplexer organisiert waren, zeigte sich IF-mikroskopisch unter diesen 

Bedingungen entlang den Zellgrenzen eine verstärkte Fluoreszenzintensität und eine 

Verschmälerung des AJ- und TJ-enthaltenden Kontaktbereiches. Diese 

Linearisierung und Intensitätssteigerung des Fluoreszenzsignals nach cAMP-Anstieg 

wurde bereits in mehreren anderen Studien beschrieben (Baumer et al., 2008b; 

Baumer et al., 2009; Cullere et al., 2005; Kooistra et al., 2005). Die IF-

Intensitätserhöhung von VE-Cadherin und Claudin5 nach cAMP-vermittelter Rac1-

Aktivierung könnte durch die in der TEM-Analyse beobachtete Zunahme an 

Junktionen erklärt werden. Jedoch haben sich bezüglich des Interzellularspaltes oder 

der Zellkontaktüberlappung innerhalb einer Kategorie keine Unterschiede gezeigt. 

Die Linearisierungen der AJ- und TJ-Proteine können somit nicht durch 

Veränderungen des Interzellularspaltes, der Zellkontaktüberlappung oder der Breite 

des Junktions-enthaltenden Bereiches erklärt werden. Während in der IF die Breite 

der VE-Cadherin- oder Claudin5-positiven Zone zwischen 2.4 µm und 8.3 µm, 

abhängig von der jeweiligen experimentellen Bedingung, variierte, war die AJ- und 

TJ-enthaltende Zone, die elektronenmikroskopisch bestimmt wurde, mit einer Breite 

von ungefähr 0.7 µm stabil. Folglich lässt sich die Verminderung der IF-Breite nicht 

auf die einfache Annäherung der Junktionen zurückführen. Vielmehr scheint die 

Zellgestalt verändert zu sein, da die orthogonal zu den Zellgrenzen stehenden VE-

Cadherin- und Claudin5-positiven Strukturen nach Aktivierung des cAMP/Rac1-

Signalweges stark reduziert waren. Auch hierdurch erscheinen die Zellgrenzen 

linearisiert. Bei den orthogonalen Linien könnte es sich um sehr dynamische AJ- und 

TJ-positive Zellfortsätze handeln (Millan et al., 2010), die durch erhöhtes cAMP und 

Rac1 vermindert sein könnten und auf diese Weise zur verschmälerten IF-positiven 

Zone beitragen könnten. Demzufolge könnten endotheliale Zellverbände unter 
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Bedingungen erhöhter cAMP-Spiegel eine Veränderung, ausgehend von 

Interdigitationen in der Horizontalen (x-y-Ebene), hin zu vertikalen Interdigitationen in 

der vertikalen Ebene (x-z-Ebene) durchmachen. Da darüber hinaus keine weiteren 

eindeutigen  morphologischen Veränderungen der Endothelzellen beobachtet 

wurden, erscheint es möglich, dass sich diese ausgedehnten Membran-

umstrukturierungen nur auf die interzellulären Kontaktzonen begrenzen.  

Da der Anstieg der parazellulären Permeabilität einen sehr wichtigen Schritt unter 

akuten Entzündungsbedingungen darstellt, konzentrierte sich diese Studie 

vorwiegend auf Veränderungen dieses parazellulären Diffusionsweges. Zusätzlich 

besteht auch noch ein transzellulärer Transportweg, der vor allem dem 

Stoffaustausch von Makromolekülen wie Albumin dient und in dem Caveolae und 

vesikulovakuoläre Organellen eine zentrale Rolle spielen (Feng et al., 1996; Mehta 

and Malik, 2006). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass cAMP eventuell auch 

Einfluss auf die transzelluläre Permeabilität nimmt. 

 

4.3 Rolle von Rac1 in der cAMP-vermittelten 

Endothelbarrieresteigerung 

Für Rac1 wurden ebenso wie für cAMP bereits in vielen Studien Barriere-protektive 

Effekte im mikrovaskulären Endothel in vivo und in vitro beschrieben (Birukova et al., 

2007a; Jacobson et al., 2006; Waschke et al., 2006). Ziel dieser Arbeit war es auch, 

herauszufinden, welchen Einfluss Rac1 auf die durch cAMP vermittelte 

Barrierestabilisierung in mikrovaskulären HDMECs hat.  

In einer früheren Studie war die cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung in HDMECs 

von der parallelen Aktivierung von Rac1 begleitet (Baumer et al., 2008b). Auch in 

pulmonalen Endothelzellen führte der Anstieg von intrazellulärem cAMP zur 

verstärkten Barrierefunktion, indem sowohl durch die PKA als auch durch den 

Epac/Rap1-Signalweg die kleine GTPase Rac1 aktiviert wurde (Birukova et al., 2010; 

Birukova et al., 2007b). Umgekehrt wurde durch Ausschalten von Rac1 die 

protektiven Effekte von PKA und Epac/Rap1 unterdrückt, was zeigt, dass cAMP 

seine positiven Effekte über einen PKA-abhängigen und einen PKA-unabhängigen, 

den Epac/Rap1-Signalweg, vermittelt, die beide mit der Aktivierung von Rac1 

zusammenlaufen (Birukova et al., 2010; Birukova et al., 2007b; Spindler et al., 2010).  
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In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sowohl der Anstieg der 

cAMP-Konzentration via F/R als auch die selektive Aktivierung des Epac/Rap1-

Signalweges via O-Me-cAMP zur Aktivierung von Rac1 führten. Daneben kam es 

unter diesen Bedingungen jeweils zu einer gestärkten Barrierefunktion, gemessen 

als erhöhte TER-Werte, einer Linearisierung und Intensivierung der VE-Cadherin- 

und Claudin5-Fluoreszenzfärbung und ultrastrukturell zu einer geänderten 

Morphologie, die durch ein vermehrtes Auftreten komplexer Interdigitationen 

charakterisiert war. Diese Daten weisen darauf hin, dass cAMP zur Stabilisierung der 

Barriere im mikrovaskulären Endothel mit einer Aktivierung von Rac1 einhergeht. Wie 

wichtig Rac1 für die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere ist, konnte bereits vor 

einiger Zeit gezeigt werden. Während durch die LT-vermittelte Rac1-Glykosylierung 

diese inaktiviert wurde und es dadurch zum Permeabilitätsanstieg in intakten 

Mikrogefäßen sowie zur interzellulären Lückenbildung in mikrovaskulären 

Endothelzellen kam (Waschke et al., 2004a), konnte die Steigerung der cAMP-

Spiegel diese negativen Effekte verhindern (Waschke et al., 2004b). Um die Rolle 

von Rac1 in der cAMP-vermittelten Endothelbarrieresteigerung näher zu 

untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein spezifischer Rac1-Inhibitor 

verwendet. NSC-23766 vermittelt seine inhibierende Wirkung dadurch, dass er durch 

Bindung an die GTPase die Interaktion mit den spezifischen GEFs Trio und Tiam1 

hemmt und somit die Aktivierung von Rac1 verhindert (Gao et al., 2004). Durch Gabe 

von NSC-23766 resultierte eine deutliche Schwächung der Endothelbarriere; die 

Widerstandswerte zeigten einen deutlichen Abfall. In der IF war der durch die 

Verhinderung der Rac1-Aktivierung induzierte Barrierezusammenbruch durch 

sichtbare interzelluläre Lücken- und vermehrte Stressfaserbildung charakterisiert. 

Diese Beobachtung unterstreicht, dass eine konstante Aktivierung von Rac1 zur 

Aufrechterhaltung der Barrierefunktion notwendig ist. Die Behandlung NSC-23766-

vorinkubierter HDMECs mit O-Me-cAMP zeigte im Unterschied zur alleinigen 

Behandlung mit O-Me-cAMP keine stabilisierenden Effekte; die TER-Werte waren 

weiterhin stark erniedrigt. Außerdem wurde die durch O-Me-cAMP-induzierte Rac1-

Aktivierung unterdrückt. In der IF bestanden weiterhin deutliche Lücken zwischen 

den Endothelzellen und die durch O-Me-cAMP hervorgerufene Linearisierung und 

Verstärkung der AJ- und TJ-Färbung entlang den Zellgrenzen blieb aus. 

Entsprechend wurde durch NSC-23766 die O-Me-cAMP-vermittelte Reorganisation 

der Kontaktzone blockiert. Diese Daten weisen darauf hin, dass die Barriere-



                 Diskussion 
 ___________________________________________________________________ 

67 
 

stabilisierenden Eigenschaften von Epac und Rap1 (O-Me-cAMP) streng von der 

Rac1-Aktivierung durch die GEFs Tiam1 und/oder Trio abhängig sind. Im Gegensatz 

dazu führte die Gabe von F/R, wodurch nicht nur  Epac/Rap1, sondern auch PKA-

abhängige Signalwege aktiviert wurden, nach vorheriger NSC-23766-Inkubation zur 

Wiederherstellung der Barrierefunktion. Obwohl unter diesen Bedingungen eine 

abgeschwächte Rac1-Aktivität vorlag, stiegen die TER-Werte bis auf Kontrollniveau 

an. Die Widerstandswerte alleiniger F/R-Behandlung ohne Rac1-Inaktivierung 

konnten aber nicht erreicht werden, was zeigt, dass die Barrierestärkung durch cAMP 

zumindest zum Teil durch Rac1 vermittelt wird. Dennoch reichte es aus, die mit dem 

Barrierezusammenbruch durch NSC-23766 einhergehenden Veränderungen zu 

verhindern. Es fanden sich keine Lücken zwischen den Endothelzellen, VE-Cadherin 

und Claudin5 erschienen verstärkt und linearisiert sowie die Stressfasern vermindert. 

Und auch in der ultrastrukturellen Analyse zeigte sich ein erhöhter RIV/I. Anhand 

dieser Ergebnisse lässt sich schlussfolgern, dass eine Steigerung von cAMP, wie in 

diesem Fall durch Gabe von F/R ausgelöst, nicht nur über eine Aktivierung von Rac1 

zur Barrierestabilisierung führt, sondern dass weitere Signalwege bestehen müssen, 

vermutlich der PKA nachgeschaltet, die zumindest teilweise zur Barriereprotektion 

beitragen. Möglicherweise handelt es sich um andere GTPasen als Rac1, wie 

beispielsweise Cdc42 (Kouklis et al., 2004). Natürlich ist es auch möglich, dass 

GTPase-unabhängige Mechanismen an der cAMP-vermittelten Barrierestärkung 

beteiligt sind. Insgesamt unterstreichen die Daten die These, dass Veränderungen in 

der endothelialen Kontaktzonen-Morphologie die gemeinsame Endstrecke aller 

barrierestärkenden Signalwege darstellen.  

 

4.4 cAMP führt durch Rac1-Aktivierung zur Barrierestabilisierung 

in mikrovaskulären HDMECs, aber nicht in makrovaskulären 

PSECs 

Ziel dieser Arbeit war es auch, die Effekte von cAMP auf die Endothelbarriere sowohl 

von mikrovaskulären als auch von makrovaskulären Endothelzellen zu untersuchen 

und diese miteinander zu vergleichen. In mikrovaskulären HDMECs ergab die 

Behandlung mit F/R oder O-Me-cAMP deutlich erhöhte TER-Werte, was einer 

gesteigerten Barrierefunktion entsprach. Begleitet war diese cAMP-vermittelte 

Barrierestabilisierung durch eine Reorganisation der AJs und TJs. In der 
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ultrastrukturellen Analyse zeigten sich ebenso morphologische Veränderungen in der 

Kontaktzone. Dagegen konnte cAMP in makrovaskulären PSECs keine Barriere-

protektiven Effekte ausüben – d.h. kein Anstieg des TER wurde beobachtet. Auch 

kam es nach F/R- oder O-Me-cAMP-Inkubation weder zu morphologischen 

Veränderungen in der IF-Mikroskopie noch in der TEM. Diese Ergebnisse deuten 

einmal mehr darauf hin, dass die Reorganisation der Junktionsproteine sowie die 

Reorganisation im Bereich der Kontaktzonen eine zentrale Rolle in der Regulation 

der Endothelbarriere einnehmen. Durch Bestimmung der cAMP-Spiegel konnte 

gezeigt werden, dass F/R in PSECs ähnlich wie in HDMECs zur Steigerung der 

intrazellulären cAMP-Spiegel führte. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass F/R 

unter den gegebenen Bedingungen ineffektiv bezüglich cAMP-Erhöhung war. 

Weitere biochemische Analysen von PSEC-Monolayern ergaben, dass weder F/R 

noch O-Me-cAMP im Gegensatz zu HDMECs in der Lage waren, Rac1 zu aktivieren. 

Die fehlende Rac1-Aktivierbarkeit könnte die ineffektive cAMP-vermittelte 

Barrierestabilisierung in makrovaskulären PSECs erklären, was wiederum auf eine 

zentrale Rolle von Rac1 in der Regulation der Endothelbarriere hindeutet. Zusätzlich 

könnte dieser Aspekt auf einen grundlegenden Unterschied zwischen 

mikrovaskulären und makrovaskulären Endothelzellen im Allgemeinen oder 

zumindest zu makrovaskulären Zellen spezifischer Gefäßbereiche, wie zum Beispiel 

den pulmonalen Arterien, hinweisen. Die beobachteten Unterschiede zwischen 

HDMEC- und PSEC-Endothelzellen nach cAMP-Anstieg könnten natürlich auch 

andere Gründe haben, wie beispielsweise Unterschiede in der Spezies oder in den 

Kulturbedingungen. Allerdings ist bekannt, dass entzündliche Prozesse 

hauptsächlich die postkapillären Venulen betreffen (Aird, 2007). Entsprechend der 

vorgelegten Daten könnten Unterschiede in der cAMP-vermittelten Rac1-Regulation 

zu diesem Phänomen beitragen. Dennoch werden weitere Studien zur 

Charakterisierung der Effekte von cAMP und Rac1 in vivo nötig sein, um die oben 

dargestellten Beobachtungen vollständig verstehen zu können.  
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5 Zusammenfassung 

Zwischen Blutkompartiment und umliegenden Interstitium besteht eine Barriere, die 

durch eine einzelne Schicht aus Endothelzellen gebildet wird. Essentiell für diese 

Barriere, deren Funktion in der Begrenzung des Austausches von Flüssigkeit und 

gelösten Stoffen liegt, sind interzelluläre Junktionen, welche die Endothelzellen 

miteinander verbinden. Durch eine gestörte Funktion und Regulation der 

Endothelbarriere entstehen beim Menschen verschiedene Pathologien wie zum 

Beispiel Ödeme, hämorrhagischer Schlaganfall und vaskuläre Malformationen.  

Es ist bekannt, dass cAMP die Endothelbarriere zum Teil durch Aktivierung der 

kleinen GTPase Rac1 stabilisiert. Trotz der großen medizinischen Relevanz dieses 

Signalweges, sind die damit einhergehenden Effekte auf die interzellulären Kontakte 

auf ultrastruktureller Ebene weitgehend unbekannt.  

In mikrovaskulären Endothelzellkulturen kam es ähnlich wie in intakten Mikrogefäßen 

zur Stärkung der Barrierefunktion. So resultierte sowohl nach Behandlung mit 

Forskolin und Rolipram (F/R), welche zur Steigerung der intrazellulären cAMP-

Spiegel führen, als auch nach Zugabe von 8-(4-chlorophenylthio)-2´-O-

methyladenosin-3´,5´-cyclic monophosphorothioate (O-Me-cAMP), einem selektiven 

Aktivator des cAMP nachgeschalteten Epac/Rap1-Signalweges, ein Anstieg des 

TER; außerdem konnte durch beide Substanzen (F/R und O-Me-cAMP) die 

Aktivierung von Rac1 induziert werden. Desweiteren wurde eine verstärkte Intensität 

und Linearisierung des Immunfluoreszenzsignals der Zelljunktionsproteine VE-

Cadherin und Claudin5 entlang der Zellgrenzen beobachtet.  

In der ultrastrukturellen Analyse der interzellulären Kontaktzonen-Architektur zeigte 

sich unter F/R- oder O-Me-cAMP-Exposition ein signifikanter Anstieg an komplexen 

Interdigitationen. Diese komplexen Strukturen waren dadurch charakterisiert, dass 

sich die Membranen benachbarter Zellen, die durch zahlreiche endotheliale 

Junktionen stabilisiert wurden, über vergleichsweise lange Distanzen eng 

aneinanderlegten, so dass ein deutlich verlängerter Interzellularspalt resultierte. Die 

Inhibition der Rac1-Aktivierung durch NSC-23766 verminderte die Barrierefunktion 

und blockierte effektiv die O-Me-cAMP-vermittelte Barrierestabilisierung und 

Reorganisation der Kontaktzone einschließlich der Junktionsproteine. 
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Demgegenüber konnte die F/R-vermittelte Barrierestabilisierung durch NSC-23766 

nicht beeinträchtigt werden.  

Parallel dazu durchgeführte Experimente mit makrovaskulären Endothelien zeigten, 

dass es in diesem Zelltyp unter Bedingungen erhöhter cAMP-Konzentrationen weder 

zur Rac1-Aktivierung noch zur Barrierestärkung oder Kontaktzonen-Reorganisation 

kam.  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in mikrovaskulären Endothelien Rac1-

vermittelte Änderungen der Kontaktzonen-Morphologie zur cAMP-induzierten 

Barrierestabilisierung beitragen.   
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Summary 

Evidence exists that cAMP stabilizes the endothelial barrier in part via activation of 

the small GTPase Rac1. However, despite the high medical relevance of this 

signaling pathway, the mechanistic effects on intercellular contacts on the 

ultrastructural level are largely unknown. In microvascular endothelial cell 

monolayers, in which increased cAMP strengthened barrier properties similar to 

intact microvessels in vivo, both forskolin and rolipram (F/R) to increase cAMP and 8-

(4-chlorophenylthio)-2´-O-methyladenosine-3´,5´-cyclic monophosphorothioate (O-

Me-cAMP) to stimulate exchange protein directly activated by cAMP/Ras proximate-1 

(Epac/Rap1) signaling enhanced transendothelial electrical resistance (TER) and 

induced activation of Rac1. Concurrently, augmented immunofluorescence intensity 

and linearization of signals at cell borders were observed for intercellular junction 

proteins VE-cadherin and claudin5. Ultrastructural analysis of the intercellular contact 

zone morphology documented that exposure to F/R or O-Me-cAMP led to a 

significant increase in the proportion of contacts displaying complex interdigitations of 

cell borders in which membranes of neighboring cells were closely apposed over 

comparatively long distances and which were stabilized by numerous intercellular 

junctions. Interference with Rac1 activation by NSC-23766 completely abolished both 

barrier stabilization and contact zone reorganization in response to O-Me-cAMP 

whereas F/R-mediated barrier enhancement was not affected by NSC-23766. In 

parallel experiments using macrovascular endothelium, increased cAMP failed to 

induce Rac1 activation, barrier enhancement and contact zone reorganization. These 

results indicate that in microvascular endothelium Rac1-mediated alterations in 

contact zone architecture contributes to cAMP-induced barrier stabilization.  
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