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1 Einleitung

1.1 Das Endothel als Grenzschicht zwischen Blut und Gewebe

1.1.1 Aufgaben des Endothels

Das Endothel kleidet als einlagige Epithelzellschicht alle BlutgefalRe des
Korpers aus. Mit einer beim Menschen geschatzten Gesamtflache von ca. 6000-
8000 m? und einem Gewicht von bis zu 1,5 kg kann es als eigenstandiges Organ
angesehen werden (Bassenge, 1996; Nawroth und Lasch, 1999). Lange Zeit wurde
angenommen, dass es sich bei der Endothelschicht um nicht viel mehr als ein
passives Sieb handelt. Heute jedoch weily man, dass dem Endothel als Grenzschicht
zwischen dem zirkulierenden Blut und der Gefallwand mit dem angrenzenden
Gewebe eine besondere Bedeutung zukommt. Endothelzellen sind dulRerst aktiv und
uben eine Vielzahl von Funktionen aus (Hecker, 1999).

Das Endothel wirkt antithrombotisch und antikoagulatorisch (Sumpio et al.,
2002) und spielt eine malgebliche Rolle bei der Regulation des arteriellen
Gefaltonus (Furchgott und Zawadzki, 1980). Es ist entscheidend an akuten und
chronischen Entzindungsprozessen beteiligt (Cotran, 1987; Hecker, 1999) und spielt
eine wesentliche Rolle bei der Wundheilung und der Entstehung neuer Gefalde
(Folkman und Klagsbrun, 1987; Sumpio et al., 2002). Eine der wichtigsten
Funktionen, vor allem des Kapillarendothels, liegt in der Regulation des
Stoffaustausches zwischen Intra- und Extravasalraum, wobei man heute davon
ausgeht, dass Endothelzellen aktiv die Schrankenfunktion beeinflussen (van
Hinsbergh et al., 1997).

Die Ausubung dieser vielfaltigen Funktionen nimmt das Endothel prinzipiell
durch drei Mechanismen war. Zum einen enthalten Endothelzellen in ihnrer Membran
eine Reihe von Enzymen, die Einfluss auf die Konzentration im Blut zirkulierender
vasoaktiver Substanzen, wie z.B. Angiotensin I, nehmen (Catravas und Orfanos,
1997; Hecker, 1999). Zum anderen besitzen Endothelzellen auch selbst die
Fahigkeit, hochwirksame vasoaktive Substanzen, wie Stickstoffmonoxid (NO),
Prostazyklin und Endothelin, zu synthetisieren und diese bei Bedarf in das
Gefallslumen freizusetzen (Pearson et al.,, 1983; Vane und Botting, 1995; Toborek
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und Kaiser, 1999). Auch von Willebrand-Faktor und Wachstumsfaktoren, wie FGF,
werden vom Endothel synthetisiert und sezerniert (Vane und Botting, 1995; Sumpio
et al.,, 2002). Nicht zuletzt exprimieren Endothelzellen aber auch zahlreiche
Rezeptoren: fur inflammatorische Mediatoren, wie z.B. Thrombin und Histamin, fur
Wachstumsfaktoren und fur andere Agonisten und Mediatoren, wie Adrenalin,
Adenosin, Adeninnukleotide und Peptide (Vanhoutte und Mombouli, 1996). Uber
diese Rezeptoren und uber physikalisch-chemische Reize, wie Wandschubspannung
(shear stress) und Hypoxie, werden Signale an die Endothelzelle weitergegeben,
worauf diese z.B. mit der Synthese und Freisetzung neuer Substanzen und/oder mit
Veranderungen im Zytoskelett reagiert.

Vor diesem Hintergrund wird verstandlich, dass gestorte Endothelfunktionen oft
die Grundlage sind fur die Entstehung chronischer kardiovaskularer Erkrankungen,
wie Bluthochdruck, Arteriosklerose, Herzinfarkt und Schlaganfall, die heute in der

Medizin ein grol3es Problem darstellen.

1.1.2 Die endotheliale Schrankenfunktion

Zur Hauptaufgabe des Gefaliendothels gehort die Bildung einer selektiven
Barriere, die den kontrollierten Austausch von Flussigkeiten, Makromolekulen und
Blutzellen zwischen Gefalllumen und Interstitium ermadglicht (Drenckhahn und Ness,
1997). Dieser Austausch kann transzellular oder parazellular erfolgen (Stevens et al.,
2000). Abgesehen von Blutkapillaren bestimmter Organe besitzt die Mehrzahl aller
Gefalie eine geschlossene und kontinuierliche Lage aus Endothelzellen (Liebich,
1993; Gaehtgens, 1994). Durch eine solche Endothelzellschicht konnen Wasser,
Gase und kleinere Molekule auf transzellularem Weg in das Interstitium gelangen.
Hydrostatische und kolloidosmotische Druckdifferenzen sowie selektive Membran-
transportproteine sind hierfir verantwortlich. DartUber hinaus wird fur bestimmte
Proteine und Substanzen auch ein transendothelialer Weg Uber zytoplasmatische
Vesikel und sogenannte Vesiculo-Vacuolar Organells (VVOs) diskutiert (Michel,
1996; Dvorak und Feng, 2001). Von parazellularer Permeabilitat spricht man, wenn
Molekile aus dem GefalBlumen durch Interzellularspalten zwischen den
normalerweise eng aneinander liegenden Endothelzellen in das Gewebe gelangen.
Dieser Weg eignet sich fur grolRere, vor allem hydrophile Molekule, samtliche
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Blutzellen und grofl3ere Flussigkeitsmengen und spielt besonders im Rahmen einer
entstehenden Entziindung eine grof3e Rolle. Die Bedeutung der Endothelzellen bei
der Regulation der Interzellularspalten konnte unter anderem mittels Elektronen- und
Phasenkontrastmikroskopie und Permeabilitatsversuchen in konfluenten Endothel-
zellmonolayern und kleinen Blutgefalien gezeigt werden. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Entzindungsmediatoren, wie Histamin, Thrombin und Serotonin, die
Endothelzellen dazu veranlassen, interzellulare Spalten von 0,1-1 um zu bilden, was
mit einem Zusammenbruch der endothelialen Permmeabilitdtsbarriere einhergeht
(Majno und Palade, 1961; Laposata et al., 1983; Garcia et al.,1986; Wu und Baldwin,
1992).

Viele Befunde deuten darauf hin, dass fur die VergroRerung der Interzellular-
spalten zum einen die Aktivierung des endothelialen kontraktilen Apparates (Majno et
al., 1969; Schnittler et al., 1990; Garcia et al., 1995) und zum anderen das partielle
Loslosen endothelialer Adhasionsstrukturen (Gardner et al., 1996; Rabiet et al.,
1996; Stevens et al., 2000; Srinivas et al., 2004 ) verantwortlich sind.

1.1.3 Bedeutung des Zytoskeletts in Endothelzellen

Das Zytoskelett der Endothelzelle besteht, wie das anderer Zellen auch, aus
einem GerUst von Fasern, die das gesamte Zytosol der Zelle durchziehen und bis zur
Plasmamembran reichen. Man unterscheidet dabei folgende drei Fasersysteme:
Mikrofilamente (Aktinfilamente), Mikrotubuli und Intermediarfilamente (Gottlieb et al.,
1991; Lodish et al., 2001). Diese verleihen der Zelle ihre Form und Stabilitat, leiten
die zellularen Organellen bei intrazellularen Transportvorgangen und sind
verantwortlich fur zellulare Kraftentwicklungen, wobei vor allem die mit Myosin II-
assoziierten Aktinflamente die Grundlage fur den kontraktilen Apparat der Zelle
darstellen (Alberts et al., 1997).

Die Aktinflamente werden jeweils von quervernetzenden Proteinen
zusammengehalten und sind mit Hilfe von integralen Membranproteinen an der
Plasmamembran befestigt (Drenckhahn und Ness, 1997; Lodish et al., 2001). Diese
Kontaktstellen ermadglichen nicht nur eine Befestigung des Aktinzytoskeletts an der
Plasmamembran, sondern auch gleichzeitig eine indirekte Verbindung mit dem
Zytoskelett benachbarter Zellen oder mit der extrazellularen Matrix. Man spricht dann
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entweder von Zell-Zell-Verbindungen (Adharenskontakten) oder von Zell-Matrix-
Kontakten (Fokalkontakten) (Lum und Malik, 1994; Alberts et al., 1997). Gerade fur
Endothelzellen sind diese Kontakte sehr wichtig, da sie verschiedenen physi-
kalischen Kraften von Seiten des zirkulierenden Blutstroms ausgesetzt sind. Um
einen stabilen, funktionellen Zellverband zu bilden, mussen sie untereinander und
auf ihrer Unterlage, der Basalmembran, gut haften. In den letzten Jahren konnte
gezeigt werden, dass Endothelzellen zu diesem Zweck lange Aktin-Myosin-Bundel,
sogenannte Stressfasern, auf ihrer basalen Seite ausbilden (Wong et al., 1983).
Diese myofibrillenartigen Fasern aus Aktin und Myosin gehen von den
Fokalkontakten aus und dienen vor allem der Anheftung an die unterliegende
Basalmembran bzw. extrazellulare Matrix (Drenckhahn und Wagner, 1986; Gottlieb
et al., 1991). Untereinander sind die Aktinzytoskelette benachbarter Endothelzellen
mechanisch uber Adharenskontakte und Tight Junctions verbunden (Lum und Malik,
1994; Toborek und Kaiser, 1999). Obwohl die Struktur der Adharenskontakte und der
Fokalkontakte sehr komplex ist, sind alle Anheftungsstellen grundsatzlich aus drei
Teilen aufgebaut: aus integralen Membranproteinen (Integrine an den Zell-Matrix-
Kontakten und vornehmlich VE-Cadherine an den endothelialen Zell-Zell-Kontakten)
(Albelda et al., 1989; Lampugnani et al., 1992, 1995; Dejana et al., 1995),
kontraktilen Aktin-Myosin-Bundeln und intrazellularen Adapterproteinen, die die
integralen Membranproteine mit den Aktin-Myosin-Komplexen in der Zelle verbinden
(Luna und Hitt, 1992; Lodish et al., 2001). Die Occludine der Tight Junctions sind
vermutlich ebenfalls mit dem Aktinzytoskelett verbunden (Madara, 1987; Drenkhahn
und Dermietzel, 1988).

Im Zusammenhang mit diesem Zytoskelett und den Adhasionsstrukturen wird
davon ausgegangen, dass die aktivierte Endothelzelle grundsatzlich Gber zwei
Mechanismen eine interendotheliale Spaltbildung induzieren kann: Uber einen Zerfall
von Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakten und/oder Uber eine Aktivierung des
kontraktilen endothelialen Zytoskeletts (Lum wund Malik, 1994; Garcia und
Schaphorst, 1995; van Hinsbergh, 1997; Baldwin und Thurston, 2001; Moy et al.,
2002; Bogatcheva et al., 2002; Borbiev et al., 2003; Yuan, 2002). Wie diese
Mechanismen im Einzelnen kontrolliert werden, ist nur in Teilen verstanden. Es wird
angenommen, dass durch eine Kontraktion des Zytoskeletts die Zugkrafte, die die
Endothelzellen aufeinander austuben, zunehmen und dadurch die Zellgrenzen
benachbarter Zellen partiell auseinander weichen (Wysolmerski und Lagunoff, 1991;
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Kolodney und Wysolmerski, 1992). Im Hinblick auf die Bedeutung des kontraktilen
Zytoskeletts fur die Kraftentwicklung und die Spaltbildung zwischen Endothelzellen,
steht die Aktivierung des endothelialen Kontraktionsapparates im Zentrum der

vorliegenden Arbeit.

1.2 Der kontraktile Apparat von Endothelzellen

1.2.1 Aufbau und Regulation des kontraktilen Apparates

Obwohl es sich bei Endothelzellen nicht um Muskelzellen handelt, besitzen sie
deren Hauptkomponenten des kontraktilen Apparates: Aktin, Myosin |l, Tropomyosin
und a-Aktinin (Gabbiani et al., 1983; Wong et al., 1983; Drenckhahn und Wagner,
1986; Schnittler et al., 1990; Drenckhahn und Ness, 1997). Der Gehalt dieser
Proteine in Endothelzellen ist dabei Uberraschend hoch. In frisch isolierten
Endothelzellen von Pulmonalarterien vom Schwein machen Aktin und Myosin 16 %
vom Gesamtproteingehalt aus, was hoher ist, als in den meisten anderen Nicht-
Muskelzellen (Schnittler et al., 1990; Drenckhahn und Ness, 1997).

Das Myosin ist die kraftgenerierende Komponente in dem Aktin-Myosin-
Filamentsystem (Sheldon et al., 1993; Vale, 1994; Drenckhahn und Ness, 1997;
Lodish et al., 2001). Mit Methoden der Immunzytochemie, Elektronenmikroskopie
und mit Permeabilitdtsmessungen konnten Schnittler et al. (1990) zeigen, dass der
grofdte Anteil an Aktin und Myosin in der Nahe der Interzellularspalten lokalisiert ist
und Ca®"-abhdngig eine zentrale Rolle bei der Weitenregulation der
Interzellularspalten spielt. Direkte Hinweise auf die Entwicklung einer kontraktilen
Kraft in Endothelzellen ergaben Versuche, in denen vaskulare Endothelzellen, die
auf einem flexiblen Substrat, z.B. Silikon, kultiviert wurden, nach Stimulation mit
verschiedenen Entzindungsmediatoren eine Verformung des Substrates bewirkten
(de Clerck et al.,, 1981; Morel et al., 1989, 1990; Boswell et al., 1992). Auch
Wysolmerski und Lagunoff (1988, 1990) konnten in zwei Arbeiten zeigen, dass sich
Endothelzellen Ca?*- und ATP-abhangig kontrahieren kénnen.

Aufgrund dieser Befunde geht man heute davon aus, dass die Endothelzelle
uber ahnliche Kontraktionsmechanismen verfugt wie die Glattmuskelzelle (van
Hinsbergh, 1997). Dabei liegen in der Glattmuskel- und Endothelzelle die Aktin- und

9
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Myosinfilamente nicht so hochgradig angeordnet vor wie in der Skelettmuskelzelle.
Das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) ist schwacher ausgepragt und Troponin fehlt
(Lodish et al., 2001). Neben einer nervalen Stimulation kdonnen hier Rezeptor-
vermittelt auch eine Reihe von Hormonen und Mediatoren eine Kontraktion oder
Relaxation auslosen. Auch in der Glattmuskel- und der Endothelzelle ist der
intrazellulare Ca**-Anstieg der Ausldser fiir eine Kontraktion. Die Regulation verlauft
jedoch langsamer und komplexer als in der Skelettmuskelzelle. Kommt es iiber Ca®*-
Kanale aus dem Extrazellularraum oder durch Freisetzung aus dem SR zu einem
intrazelluldren Ca?*-Anstieg, bindet Ca®* an Calmodulin und aktiviert direkt oder
indirekt die Myosinleichtketten-Kinase (MLK-Kinase). Dies fuhrt zur Phosphorylierung
der Myosinleichtketten (MLK) und zur Zellkontraktion (Goeckeler und Wysolmerski,
1995; Garcia und Schaphorst, 1995; van Hinsbergh et al., 1997; Lodish et al., 2001).
Auch Caldesmon, welches an Aktinflamente bindet und die Wechselwirkung zu
Myosin hemmt, kann vermutlich iber den Ca®*/Calmodulin-Komplex oder (iber eine
Phosphorylierung reguliert werden und eine Kontraktion der Zelle emmdglichen
(Sobue und Sellers, 1991; Zhang et al., 1994). Im Folgenden soll auf die
Phosphorylierung der MLK eingegangen werden.

1.2.2 Phosphorylierung der MLK

Heute sind 13 Myosintypen bekannt. In Glattmuskel- und Endothelzellen wird
Myosin Il exprimiert und dieses ist an der Bildung der kontraktilen Aktin-Myosin-
Bundel beteiligt (Lodish et al., 2001). Myosin Il besteht aus zwei assoziierten
Myosinkopfen, zwei Hals- und zwei Schwanzdomanen, wobei letztere stabformig
umeinander gewunden sind. An jedem Myosinkopf befindet sich eine Aktin-
bindungsstelle und eine ATPase und an jedem Myosinhals befinden sich jeweils eine
essentielle bzw. strukturelle und eine regulatorische MLK, die die Aktivitat der
Kopfregion regulieren (Abb.1.1) (van Hinsbergh et al., 1997; Lodish et al., 2001).
Direkter AuslOoser der Kontraktion ist die Phosphorylierung der regulatorischen MLK,
die eine Konformationséanderung des Myosinkopfes bewirkt und eine Aktin-Myosin-
Wechselwirkung ermaoglicht (Alberts et al., 1997; Lodish et al., 2001). Dabei 16st sich
die Schwanzdomane vom Kopf und andere Myosinmolekule lagern sich an, sodass
ein bipolares Myosinfilament entsteht (Alberts et al., 1997). Die regulatorischen MLK
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Abb. 1.1: Phosphorylierung der MLK in Nicht-Muskelzellen (modifiziert
nach Alberts et al., 1997).

In Nicht-Muskelzellen ist Myosin Il an der Bildung der kontraktilen Aktin-
Myosin-Bundel beteiligt. Myosin Il besteht aus zwei assoziierten
Myosinkopfen, zwei Hals- und zwei Schwanzdomanen. An jedem
Myosinhals befinden sich jeweils eine strukturelle und eine regulatorische
MLK. Werden die regulatorischen MLK unter ATP-Verbrauch durch die
Ca®*-abhingige MLK-Kinase phosphoryliert, bewirkt dies eine Konforma-
tionsanderung des Myosin |l. Dies fuhrt zum einen dazu, dass die Aktin-
bindungsstelle am Myosinkopf frei wird und zum anderen, dass sich die
Myosinmolekile zu einem bipolaren Myosinfilament zusammenlagern
konnen. Beide Prozesse bilden die Vorraussetzung fur eine Aktin-Myosin-
Wechselwirkung.

werden dabei an ihren Serin- und Threoninresten phosphoryliert. So konnten
verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass die Aktivierung von Endothelzellen mit
Histamin oder Thrombin zur Bildung von mono- und diphosphorylierten MLK-Formen
fuhrt (Moy et al., 1993; Garcia et al., 1995; Goeckeler und Wysolmerski, 1995; van
Hinsbergh, 1997). Die Aktivierung der MLK wird dabei durch die Ca*/Calmodulin-
abhangige MLK-Kinase katalysiert, die nach ihrer eigenen Aktivierung zur
Phosphorylierung der MLK an Serin-19 und bei starker Aktivierung auch an
Threonin-18 fuhrt (Goeckeler und Wysolmerski, 1995; Yuan, 2002). Neben der MLK-
Kinase ist aber auch eine MLK-Phosphatase an der Regulation des Phosphory-

lierungsstatus beteiligt. So gibt es viele Hinweise dafur, dass sowohl in Glattmuskel-
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als auch in Endothelzellen eine Hemmung der Phosphatase ebenfalls zu einer
Steigerung der MLK-Phosphorylierung und zur Zellkontraktion fuhrt (van Hinsbergh
et al., 1997; Noll et al., 2000; Lodish et al., 2001). Die MLK liegen zu einem gewissen
Prozentsatz phosphoryliert vor und es besteht ein Gleichgewicht zwischen den
Phosphorylierungsprozessen der MLK-Kinase und den Dephosphorylierungs-
prozessen der MLK-Phosphatase (Kamm und Stull, 2001) (Abb. 1.2).

Dass die Aktivitit der MLK-Kinase auRer (ber Ca?/Calmodulin auch iiber
Phosphorylierungen durch verschiedene Proteinkinasen beeinflusst werden kann,
konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen in Glattmuskelzellen gezeigt werden. Dort
wird die MLK-Kinase z.B. als Substrat fur PKA (Conti und Adelstein, 1981), CaM-
Kinase Il (Hashimoto und Soderling, 1990), PKC (Nishikawa et al., 1985) und MAPK
(Morrison et al., 1996) beschrieben. Dabei sollen PKA, CaM-Kinase Il und PKC die
Aktivitat der MLK-Kinase durch eine Phosphorylierung verringern, wahrend z.B. in
Glattmuskelzellen und COS-7 Zellen eine Phosphorylierung uber die MAPK zu einer
gesteigerten Aktivitat der MLK-Kinase fuhren soll (Stull et al., 1993; Morrison et al.,
1996; Klemke et al., 1997; Arner und Pfitzer, 1999; Kamm und Stull, 2001). Wie
genau diese oder weitere Kinasen in Endothelzellen Uber eine Beeinflussung der
MLK-Kinase-Aktivitat auf den Phosphorylierungszustand der MLK Einfluss nehmen
oder die Kinasen die MLK eventuell unabhangig von MLK-Kinase phosphorylieren,
ist noch unvollstandig verstanden. Dabei muss berucksichtigt werden, dass auch
Substanzen, die auf die Aktivitdt der MLK-Phosphatase wirken, Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus der MLK, die kontraktilen Krafte und die Permeabilitat von
Endothelzellschichten nehmen kdnnen (Lodish et al., 2001; Yuan, 2002) (Abb. 1.2).

Es wird somit deutlich, dass die Regulation der MLK nicht nur Uber die zellulare
Ca®*-Konzentration gesteuert wird, sondern auch iber verschiedene Proteine und
Enzyme, die auf die Balance zwischen den Phosphorylierungsprozessen durch die
MLK-Kinase und den Dephosphorylierungsprozessen durch die MLK-Phosphatase
Einfluss nehmen. Wahrend die meisten Erkenntnisse dabei aus Untersuchungen von
Glattmuskelzellen stammen, ist im Gegensatz dazu aus Endothelzellen wenig
bekannt. Gegenstand dieser Arbeit ist es, aufzuklaren, welche Signalkaskaden in
Endothelzellen auf die MLK-Phosphorylierung wirken und ob ein ,cross-talk®
zwischen verschiedenen Signaltransduktionswegen besteht.

12



Einleitung

PKC, PKA, CalM-Kinase Il

S

Ca?*/Calmodulin p42/p44 MAPK
? ® ® 2
MLK-Kinase

iy
&

MLK MLK~P L Myosin-Aktin

U Interlaktion

(‘DT ‘ Kontraktion ‘

MLK-Phosphatase @l

‘ Permeabilitat ‘

Abb. 1.2: Kontrolle des Aktivierungszustandes des kontraktilen Apparates

in Endothelzellen.

Signalwege, die die Aktivitat der Ca**/Calmodulin-abhangigen MLK-Kinase
oder die der MLK-Phosphatase beinflussen, konnen auch Einfluss auf die
MLK-Phosphorylierung (MLK~P), die Myosin-Aktin-Interaktion und die
endotheliale Schrankenfunktion nehmen. Es wird vermutet, dass die
Proteinkinasen PKC, PKA und CaM-Kinase Il die Aktivitat der MLK-Kinase
herabsetzen, wahrend die p42/p44 MAPK die Aktivitat der MLK-Kinase
steigert und somit zu einer erhohten MLK-Phosphorylierung fuhrt.

1.3 Wirkung von extrazellularem ATP auf die endotheliale Schranke

Wie bereits erlautert, sind Endothelzellen standig der Wirkung zahlreicher

Mediatoren ausgesetzt,

wovon einige in der Lage sind, die endotheliale

Schrankenfunktion zu beeinflussen. Typische Entzindungsmediatoren, wie Histamin,

Bradykinin und Thrombin, sind dafur bekannt, dass sie Uber einen Rezeptor-

vermittelten Anstieg des zytosolischen Ca®" eine Hyperpermeabilitit verursachen
(Haraldsson et al., 1986; Morgan-Boyd et al., 1987; Lum et al., 1992). Dabei bindet
das Ca®" an Calmodulin und aktiviert die Ca®*/Calmodulin-abhangige MLK-Kinase,
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was zu einer gesteigerten MLK-Phosphorylierung und zur Kontraktion in Endothel-
zellen fiihrt. Uber diesen Mechanismus wird die endotheliale Permeabilitdt erhoht
(van Hinsbergh et al., 1997).

Mit extrazellularem ATP konnten Noll et al. (1999) zum ersten Mal einen
Mediator beschreiben, der zwar einen intrazelluldren Ca®**-Anstieg iniziiert, aber
gleichzeitig zur Absenkung der Gefallpermeabilitat in makrovaskularen Endothel-
zellen fuhrt und somit als Stabilisator der endothelialen Schranke angesehen werden
kann. Der zugrundeliegende Mechanismus besteht sehr wahrscheinlich darin, dass
ATP zu einer Dephosphorylierung der MLK fiihrt, und zwar (ber eine Ca*-
unabhangige Aktivierung der MLK-Phosphatase. Allerdings kann ATP ebenfalls uber
einen Ca?*-abhangigen Mechanismus die MLK-Kinase aktivieren (Noll et al., 2000).

ATP kann aus aktivierten Thrombozyten, Nervenendigungen und praktisch allen
Zellen des vaskularen Systems freigesetzt werden und dort lokal in mikromolaren
Konzentrationen akkumulieren (Gordon, 1986; Dubyak und El-Moatassim, 1993;
Zimmermann, 1994; Communi et al., 2000; Burnstock, 2002). ATP wirkt dabei Uber
lonenkanal-gekoppelte P2X-Rezeptoren und Uuber G-Protein-gekoppelte P2Y-
Rezeptoren (Albert et al., 1997; Erlinge, 1998; Burnstock, 2002). Der grofRte Teil der
ATP-Wirkung auf Endothelzellen wird uber P2Y-Rezeptoren vermittelt. ATP-
induzierte Signaltransduktionskaskaden umfassen z.B. die Phospholipase C-IPs-
Ca?*-Kaskade, PKC und die Aktivierung von Adenylatcyclase (Dubyak und El-
Moatassim, 1993; Motte et al., 1995; Communi, 2000). Extrazellulares ATP wird
normalerweise durch Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut und kann daher auch
indirekt Uber Adenosin-Rezeptoren auf Endothelzellen wirken (Gordon, 1986; Olsson
und Pearson, 1990; Dubyak und El-Moatassim, 1993).

ATP steigert in der Endothelzelle die Synthese und Freisetzung von
Prostazyklin und NO (Pearson et al., 1983; Gordon, 1986; Communi et al., 1995) und
es wirkt proliferativ (Burnstock, 2002). Bereits in friheren Arbeiten wurde berichtet,
dass extrazellulares ATP in bovinen Aortenendothelzellen und einer humanen
Endothelzelllinie (EAhy 926) den MAPK-Signalweg aktiviert und einen mitogenen
Effekt hat (Graham et al., 1996; Patel et al., 1996). Obwohl der genaue Signalweg
der ATP- und G-Protein-vermittelten MAPK-Aktivierung noch unklar ist, wird
vermutet, dass er iber P2Y-Rezeptoren, PLC und PKC, teils Ca*"-abhangig, teils
Ca*-unabhangig verlauft (Graham et al., 1996; Communi et al., 2000; Short et al.,
2000; Burnstock, 2002; Yang et al., 2004). Da der MAPK-Signalweg nicht nur bei
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Proliferationsprozessen, sondern auch bei kontraktilen Prozessen, wie der Migration
in COS-7 und MCF-7 Zellen (Klemke et al., 1997; Nguyen et al., 1999) und der
endothelialen Schrankenfunktion, eine Rolle zu spielen scheint (Kevil et al., 1998;
Verin et al., 2000), ware die p42/p44 MAPK ein potentielles Signalelement, Uber
welches ATP seinen Einfluss auf die MLK-Phosphorylierung vermittelt.

1.4 MAPK in der Signalubermittlung von Endothelzellen

1.4.1 Aufgaben und Funktionen der Familie der MAPK

Die Signalubemittlungswege der MAPK gehoren zu den verbreitetsten und am
besten untersuchten Mechanismen der eukaryotischen Zellregulation. Alle eukaryo-
tischen Zellen besitzen mehrere MAPK-Signalwege, welche jeweils von ganz
bestimmten extrazellularen Stimuli in Gang gesetzt werden konnen und der Zelle so
erlauben, auf viele unterschiedliche Signale zu reagieren (Kyriakis und Avruch,
2001). Eine Besonderheit dieser Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen besteht
darin, dass sie nach Aktivierung in der Lage sind, in den Zellkern zu wandern und
somit die Signalvermittlung von der Plasmamembran zum Nukleus zu vermitteln
(Davis, 1993). MAPK-Signalwege konnen in der Saugetierzelle von einer grof3en
Anzahl verschiedener Stimuli aktiviert werden: von Hormonen und Wachstums-
faktoren uber Rezeptor Tyrosinkinasen (RTK) oder Zytokin-Rezeptoren; von
vasoaktiven Peptiden Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR); von TGFf-
verwandten Polypeptiden dber Serin/Threoninkinase-Rezeptoren; wvon inflam-
matorischen Zytokinen der TNF-Familie sowie durch Stress, osmotischen Schock,
ionisierende Strahlung und Ischamie (Kyriakis und Avruch, 2001).

Es sind in der Saugetierzelle mindestens drei Unterfamilien der MAPK
beschrieben: ERK, JNK/SAPK und p38 MAPK (Sugden und Clerk, 1997; Kyriakis
und Avruch, 2001; Liebmann, 2001; Schramek, 2002). Als ERK werden die
extrazellular regulierten Kinasen ERK2 und ERK1 bezeichnet, die im Mittelpunkt
dieser Arbeit stehen und entsprechend ihres Molekulargewichts auch p42 und p44
MAPK genannt werden (Liebmann, 2001). Die Signalwege der ERK, die im Weiteren
als p42 MAPK und p44 MAPK bezeichnet werden, sind am besten untersucht. Diese
sind die eigentlichen MAPK, da vor allem sie durch mitogene, d.h. wachstums-
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fordernde Stimuli aktiviert werden. Bei der JNK/SAPK und p38 MAPK handelt es sich
dagegen um Stress-aktivierte Proteinkinasen, die selbst aus mehreren
Untereinheiten bzw. Isoformen bestehen (English et al., 1999; Kyriakis und Avruch,
2001) und vor allem durch Umgebungsstress und Zytokine aktiviert werden. Die
Bedeutung der in der Literatur auRerdem beschriebenen MAPK ERKS3, ERK5 und
ERKY ist noch unklar (English et al., 1999).

Eine weitere Besonderheit aller MAPK-Signalwege ist, dass sie immer aus einer
Serie von drei linear hintereinander geschalteten Proteinkinasen bestehen, die sich
nacheinander aktivieren: eine MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK) aktiviert eine
dualspezifische MAPK-Kinase (MAPKK/MEK) und diese phosphoryliert und aktiviert
schlieBlich die jeweilige MAPK (Robinson und Cobb, 1997; English et al., 1999;
Liebmann, 2001; Schramek, 2002). Aufgrund der grof3en Anzahl von MAPK gibt es
eine noch grolRere Anzahl an darubergeschalteten Kinasen und ihre Nomenklatur
und Regulation ist uberaus komplex (Kyriakis und Avruch, 2001). MAPK sind, indem
sie verschiedene Substrate binden und diese durch Phosphorylierung aktivieren oder
auch deaktivieren konnen, an einer Vielzahl von zellularen Prozessen beteilgt. Zu
den am besten untersuchten Prozessen gehoren die Regulation von Zellproli-
feration, Zelldifferenzierung und Apoptose (Kyriakis und Avruch, 2001; Schramek,
2002). Es finden sich aber auch einige Hinweise, dass MAPK an Umbauprozessen
des Zytoskeletts, bei der Zellmigration (Schramek, 2002) und der Ausbildung von
Stressfasern eine wichtige Rolle spielen. Damit sind MAPK an zentralen
Mechanismen der Wundheilung und der Angiogenese beteiligt, die, wenn sie auller
Kontrolle geraten, zu pathologischen Prozessen, wie Tumorbildung und
Atherosklerose, fuhren konnen. Zur Aufklarung dieser letzt genannten MAPK-

Funktionen beizutragen, ist Teil dieser Arbeit.

1.4.2 Signalkaskade der p42/p44 MAPK

Die klassische Aktivierungskaskade der p42/p44 MAPK verlauft Uber RTK.
Liganden, wie z.B. Wachstumsfaktoren, binden an RTK und fuhren zur
Autophosphorylierung und Aktivierung des Rezeptors. Uber Grb2, Sos und Ras wird
die MAPKKK Raf phosphoryliert und aktiviert. Raf phosphoryliert und aktiviert
daraufhin die MAPKK MEK 1/2, die schliel3lich die p42/p44 MAPK phosphoryliert und
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dadurch aktiviert (Cobb und Goldsmith, 1995; Sugden und Clerk, 1997; English et al.,
1999). Die p42/p44 MAPK wird dabei MEK 1/2-spezifisch an ihren Threonin- und
Tyrosinresten phosphoryliert. Von p42 MAPK ist bekannt, dass sie an Threonin-183
und Tyrosin-185 phosphoryliert wird. Dies fuhrt zu ihrer Konformationsanderung und
zur vollen enzymatischen Aktivitat. Auch emmoglicht es die Dimerbildung dieser
Kinase, die fur eine Wanderung in den Zellkern notig ist (Cobb und Goldsmith, 1995;
Canagarajah et al., 1997; Khokhlatchev et al., 1998). Bei der p42 MAPK und p44
MAPK handelt es sich um zwei Isoformen, die in der Regel koreguliert werden.
Bekannte p42/p4d4 MAPK-Substrate sind unter anderem MAPK-aktivierte
Proteinkinasen (MAPKAPK) und verschiedene Transkriptionsfaktoren (Kyriakis und
Avruch, 2001).

Die p42/p44 MAPK ist an einer Vielzahl von Funktionen beteiligt (Abb. 1.3). Dem
ausgepragten mitogenen Effekt liegen dabei mehrere Mechanismen zugrunde, wie
z.B. die Stimulation der Nukleotidsynthese, die Rekrutierung von Ribosomen durch
Phosphorylierung von Translationsfaktoren, die Phosphorylierung und Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, die Phosphorylierung von Chromatin und eine Steigerung
der Cyclin D1-Expression (Kyriakis und Avruch, 2001; Schramek, 2002). In
Endothelzellen bewirkt die p42/p44 MAPK eine erhohte Expression von VEGF,
welches wiederum fur Angiogenese, Migration und ebenfalls fur eine MAPK-
Aktivierung und Zellproliferation verantwortlich ist (Kroll und Waltenberger, 1997,
2000; Berra et al., 2000; Pages et al., 2000). Auch eine anti-apoptotische Wirkung
der p42/p44 MAPK ist bekannt, die im Rahmen von Proliferation und Migration
sinnvoll erscheint, da normalerweise Zellen, die sich aus dem Zellverband und von
der extrazellularen Matrix |I0sen, einen programmierten Zelltod erleiden (Berra et al.,
2000; Cho und Klemke, 2000).

Trotz der bedeutsamen Funktionen im Zellkern findet man in aktivierten Zellen
die Halfte der p42/p44 MAPK im Zytoplasma, gebunden an das Zytoskelett
(Schramek, 2002). Reszka et al. (1995) konnten mit Immunofluoreszenz nachweisen,
dass ein Drittel der MAPK mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett assoziiert ist. So wurde als
eine ihrer ersten Funktionen beschrieben, dass die MAPK Mikrotubuli-assoziierte
Proteine phosphoryliert (Davis, 1993; Sugden und Clerk, 1997). Dadurch nimmt sie
vermutlich Einfluss auf die Stabilitat und Dynamik der Mikrotubuli, die z.B. wahrend
Mitose und Zellteilung entscheidend verandert sind (Reszka et al., 1995; Lodish et
al., 2001).
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Aber auch die Bildung von Fokalkontakten und den Kontraktionsapparat scheint
sie zu beeinflussen (Fincham et al., 2000). Integrine, von denen bekannt ist, dass sie
Zellteilung, Differenzierung, Apoptose und Zellmigration vermitteln, kdnnen MAPK
aktivieren (Howe et al., 1998; Lee und Gotlieb, 2003). Komponenten der Integrin-
gebundenen Fokalkontakte oder das assoziierte Aktinzytoskelett, einschlieRlich der
MLK-Kinase, sind dabei potentielle p42/p44 MAPK-Substrate (Fincham et al., 2000).
Es liegt daher die Vermutung nahe, dass die Integrin-vermittelte Aktivierung von
p42/p44 MAPK eine wichtige Rolle bei der lokalen Regulation von Adhasion,
Kontraktion und Zellbewegung einnimmt (Howe et al., 1998).

Dass die p42/p44 MAPK entscheidend an der Zellmigration beteiligt ist, konnte
z.B. in COS-7 Zellen und Aorten-Glattmuskelzellen von Ratten gezeigt werden
(Cheresh et al., 1999; Cho und Klemke, 2000; Goetze et al., 2001). Dabei zeigten
Klemke et al. (1997) und Nguyen et al. (1999) in COS-7 und MCF-7 Zellen, dass die
p42/p44 MAPK die MLK-Kinase phosphoryliert und aktiviert, was zu einer
gesteigerten MLK-Phosphorylierung und Migration der Zellen fuhrte. Auch in
Glattmuskelzellen wird vermutet, dass die p42/p44 MAPK oberhalb der MLK-Kinase
liegt und dadurch kontraktile Prozesse in der Zelle beeinflusst (Morrison et al., 1996;
Arner und Pfitzer, 1999; Yousufzai et al., 2000; Goetze et al., 2001). Dabei aktiviert
die p42/p44 MAPK die MLK-Kinase entweder selbst und steigert damit die MLK-
Phosphorylierung oder sie aktiviert andere Proteinkinasen, z.B. MAPKAPK-1b oder
MAPKAPK-2, die anschlieBend die MLK phosphorylieren (Morrison et al., 1996;
Klemke et al., 1997; Suizu et al., 2000; Kamm und Stull, 2001; D’Angelo und Adam,
2002).

Aber auch die p42/p44 MAPK-bedingte Phosphorylierung von Caldesmon ist
eine mogliche Ursache fur ihre Wirkung auf den Kontraktionsapparat in der glatten
Muskulatur und in Endothelzellen (Adam und Hathaway, 1993; Katoch und Moreland,
1995; Dessy et al., 1998; Liu et al., 2001). Dabei konnten D’Angelo und Adam (2002)
an Segmenten von Carotisarterien vom Schwein zeigen, dass die Beteiligung der
p42/p44 MAPK an der isometrischen Kraftentwicklung vielmehr uUber eine MLK-
Phosphorylierung lauft, als Gber eine Phosphorylierung von Caldesmon.

Ein anderes mogliches Substrat von p42/p44 MAPK ist das Aktin-bindende
Protein Cortactin, dass z.B. die Arp 2/3-vermittelte Aktinpolymerisation in
verschiedenen Zelltypen stimuliert und stabilisiert (Campbell et al., 1999; Weed und
Parsons, 2001). Li et al. (2000) berichten, dass H20O- in Endothelzellen Src-abhangig
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zu einer Cortactinphosphorylierung und zu Zytoskelettveranderungen fuhrt, was
beides durch eine Hemmung des MEK/MAPK-Signalweges deutlich gesteigert
werden konnte. Dudek et al. (2002, 2004) zeigen daruber hinaus in Endothelzellen
eine Interaktion zwischen Cortactin und MLK-Kinase.

Verschiedene Arbeitsgruppen berichten, dass die p42/p44 MAPK an der
Kontrolle der endothelialen Permeabilitat beteiligt ist (Kevil et al., 2000; Verin et al.,
2000; Varma et al., 2002; Borbiev et al., 2003). Auch auf die VEGF-induzierte
Hyperpermeabilitat soll sie Einfluss nehmen (Kevil et al., 1998; Lal et al., 2001,
Breslin et al., 2003; Wu et al., 2005). Dabei zeigen Kevil et al. (1998), dass VEGF
Uber p42/p44 MAPK zu einer Desorganisation und Instabilitdt von Occludinen und
VE-Cadherinen an den Zell-Zell-Verbindungen fuhrt und so eine interendotheliale
Spaltenbildung herbeifihrt. Auch andere Arbeitsgruppen vermuten, z.B. in
Glattmuskel-, Epithel- und Endothelzellen, einen Effekt der p42/p44 MAPK auf
verschiedene Komponenten der Adhasionsstrukturen und dartber einen Einfluss auf
die Stabilitat von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen (Kinugasa et al., 2000; Ma
et al., 2003; Wu und Sheibani, 2003; Huang et al., 2004; Wang et al., 2004).

Es wird somit deutlich, dass die p42/p44 MAPK sehr viele und sehr
unterschiedliche Funktionen katalysiert. Wahrend ihre Wirkung auf Proliferation und
Differenzierung schon seit langem bekannt ist, haufen sich in den letzten Jahren
durch Untersuchungen an verschiedenen Zellarten die Hinweise auf ihre Beteiligung
an der Regulation des Zytoskeletts und der Adhasionsstrukturen. Wie genau eine
solche Beeinflussung von Kontraktion, Migration und Permeabilitat in Endothelzellen
durch p42/p44 MAPK vermittelt, evtl. sogar koordiniert wird, ist weitgehend ungeklart.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung moglicher p42/p44 MAPK-
Funktionen.

Die p42/p44 MAPK ist vor allem fur ihre mitogenen Effekte bekannt. Sie
nimmt Uber die Regulation von Transkription, Proteinbiosynthese,
Mikrotubulidynamik und VEGF-Expression entscheidenden Einfluss auf
den Zellzyklus, die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose.
DarUber hinaus ist sie in der Lage, zahlreiche andere Proteine zu
phosphorylieren, wobei zunehmend ihre Bedeutung fur die Regulation des
kontraktilen Apparates, der Zellmigration und der Pemmeabilitat deutlich
wird. Durch die Modulation von Adhasionsstrukturen nimmt sie Einfluss
auf die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasion und es ist anzunehmen, dass
sie uber die Phosphorylierung von Cortactin (Cortactin~P) an der Aktin-
polymerisation beteiligt ist. Zu einer direkten Beeinflussung der Aktin-
Myosin-Wechselwirkung kommt es vermutlich uber die Steigerung der
MLK-Phosphorylierung (MLK~P) oder Uber die Phosphorylierung von
Caldesmon (Caldesmon~P).
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1.4.3 Aktivierung der p42/p44 MAPK Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die p42/p44 MAPK, aul3er
Uber den bekannten RTK-Weg, Zytokin-Rezeptoren und Integrine, auch uber
verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden kann (Sugden und
Clerk, 1997; Luttrell et al., 1997; Soltoff, 1998; Short et al., 2000; Liebmann, 2001).
Es werden dabei mindestens vier prinzipielle Wege diskutiert, die in verschiedenen
Zellen beschrieben wurden und wahrscheinlich auch in der Endothelzelle ablaufen
kdnnen:

1.Transaktivierung: RTK wird nicht von einem eigenen Liganden, sondern Uber einen

aktivierten GPCR phosphoryliert. Dabei sind verschiedene Signalwege vom GPCR
maoglich, die z.B. Uber die PI3-Kinase, Pyk2 und Src-Familien laufen und schlieRlich
zur Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung der RTK fuhren. Daran schlief3t sich die
klassische MAPK-Kaskade uber Ras und Raf an.

2.PKC-abhangiger Signalweg: Dieser Signalweg verlauft unabhangig von RTK und

Ras und lauft mit der MAPK-Kaskade auf der Ebene von Raf zusammen.
3.PKA-abhangiger Signalweg: Manche GPCR konnen p42/p44 MAPK Uuber den
cAMP/PKA-Signalweg aktivieren oder inhibieren. In vielen Zelltypen hemmt PKA den

Ras-Signalweg durch Hemmung von Raf. In anderen Zellen wiederum kann PKA die
MAPK z.B. uber eine andere Raf-Isoform aktivieren (Sugden und Clerk, 1997,
Bornfeldt und Krebs, 1999; English et al., 1999; Short et al., 2000; Liebmann, 2001).

4 Scaffoldproteine: Da es eine grole Anzahl von Stimuli, MAPK-Signalwegen und

MAPK-Funktionen sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma gibt, liegt die Frage
nahe, wie ein effizienter, spezifischer Reaktionsablauf gewahrleistet sein kann. In
diesem Zusammenhang wurden, zunachst in der Hefe und in jungster Zeit auch in
der Saugetierzelle, Gerustproteine, sogenannte Scaffoldproteine, beschrieben, die
individuell einzelne oder alle drei MAPKKK-MAPKK-MAPK-Signalkomponenten
binden konnen und somit zu einem einzigen Signalkomplex (Modul)
zusammenfassen. Diese Scaffoldproteine haben dabei entweder alleinige
Gerustfunktion oder sie sind selbst Teil der Signalkaskade (Pawson und Scott, 1997;
Whitmarsh und Davis, 1998; Kyriakis und Avruch, 2001; Pierce et al., 2001).
Scaffoldproteine kdnnen sowohl von RTK als auch von GPCR aktiviert werden. Sie
wandern dann zum Rezeptor und bringen den jeweiligen Signalkomplex mit.

Pouysségur (2000) beschreibt am Beispiel von B-Arrestin 2, dass das Scaffoldprotein
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nicht nur dazu fuhrt, dass die MAPK-Kaskade ablauft, sondern es fuhrt auch zur G-
Protein-Auskopplung und somit zur Abschwachung des ersten Rezeptorsignals.
Scaffoldproteine sind moglicherweise auch dafiur verantwortlich, ob die aktivierte
p42/p44 MAPK in den Zellkern wandert oder im Zytosol wirkt (Pouysségur, 2000;
Tohgo et al., 2002).

Uber GPCR vermittelte MAPK-Aktivierung bedeutet also, dass nicht nur
Hormone und Wachstumsfaktoren die p42/p44 MAPK aktivieren kdnnen, sondern
auch Peptide, Neurotransmitter, Adeninnukleotide, Proteasen, wie Thrombin, und
biogene Amine, wie Histamin und Serotonin (Short et al., 2000; Liebmann, 2001).
Aufgrund dieser Tatsache sind diese Mediatoren im Rahmen des Entzindungs-
geschehens und der Wundheilung wahrscheinlich auch in der Lage, in Endothel- und
Nicht-Endothelzellen, Uber die MAPK-Kaskade Einfluss auf Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, Migration und Angiogenese zu nehmen. Die Untersuchungen

hierzu stehen erst an ihrem Anfang.

1.5 Ziel und Fragestellungen der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse moglicher Signalwege von
extrazellularem ATP auf den kontraktilen Apparat von Endothelzellen. Verschiedene
Stimuli, die entweder die MLK-Kinase aktivieren oder die MLK-Phosphatase
inhibieren, sind bereits untersucht worden. Mit extrazellularem ATP konnte zum
ersten Mal ein Rezeptor-vermittelter Stimulus identifiziert werden, welcher die MLK-
Phosphatase aktiviert und dadurch die endotheliale Schranke stabilisiert. Das
zentrale Ziel ist es, diese ATP-Wirkung zu steigern. Die bisherige Analyse von
intrazelluldren Signalwegen in Endothelzellen zeigte, dass ATP (iber eine Ca®'-
unabhangige Aktivierung der MLK-Phosphatase eine Dephosphorylierung der MLK
bewirkt. ATP aktiviert aber ebenso, {iber einen Ca®*-abhingigen Mechanismus, die
MLK-Kinase. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob in Endothelzellen der
MLK-Kinase-vermittelte Teil des ATP-Signalweges Uuber die Signalkaskade der
p42/p44 MAPK vermittelt wird und ob durch dessen Hemmung die ATP-Wirkung auf
den Kontraktionsapparat gesteigert werden kann.

Die Untersuchungen wurden an kultivierten Endothelzellen aus der Aorta des
Schweines durchgefuhrt. Die Analyse konzentrierte sich auf die p42 MAPK, da p42
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und p44 MAPK gewohnlich in Endothelzellen koreguliert werden. Der Aktivierungs-
zustand der p42 MAPK wurde Uber die Bestimmung des Phosphorylierungsgrades
dieser Proteinkinase bestimmt. Der Aktivierungszustand des endothelialen
kontraktilen Apparates wurde Uber den Phoshorylierungszustand der MLK

gemessen.

Dabei wurde insbesondere folgenden Fragen nachgegangen:

1. Fuhrt extrazellulares ATP zu einer Phosphorylierung der p42/p44 MAPK in
porcinen aortalen Endothelzellen?

2. Wird diese Phosphorylierung uber MEK 1/2 vermittelt?

3. Ist die Phosphorylierung der p42 MAPK ein direkter ATP-Effekt oder wird er
durch seine Abbauprodukte Uber Adenosin-Rezeptoren vermittelt?

4. Ist die Phosphorylierung der p42 MAPK von dem ATP-induzierten
intrazellularen Ca®*-Anstieg abhangig?

5. Nehmen Inhibitoren des MEK/MAPK-Signalweges Einfluss auf die ATP-
vermittelte Aktivierung der MLK-Kinase?

6. Lasst sich die ATP-induzierte Aktivierung der MLK-Phosphatase durch
MEK-Inhibitoren hemmen?

Die Hypothese war, dass ATP uber eine Aktivierung der p42/p44 MAPK die
MLK-Kinase aktiviert. Der Nachweis eines solchen Signalweges wurde es
ermoglichen, diesen Teil der ATP-Wirkung zu unterdriucken und die ATP-induzierte
Wirkung der MLK-Phosphatase auf die MLK-Phosphorylierung zu verstarken. So
konnte die relaxierende und gefaldabdichtende Wirkung von extrazellularem ATP auf
Endothelzellen gesteigert werden.

Desweiteren wurde ein Nachweis der Beteiligung der p42/p44 MAPK an der
MLK-Phosphorylierung dazu beitragen, die Funktionen der p42/p44 MAPK und ihre
zentrale Rolle bei Migration, Permeabilitat und Angiogenese besser zu verstehen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

2.1.1 Haufig verwendete Chemikalien
Acrylamid Eurobio, Les Ulis Cedex B, Frankreich

Acrylamidlésung ,plusone® (40 %) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

APS Serva, Heidelberg

Benzonase® Merck, Darmstadt

BCIP Applichem, Darmstadt

Bisacrylamid Eurobio, Les Ulis Cedex B, Frankreich

Bisacrylamidiésung ,plusone® (2 %)  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Bromphenolblau

BSA

Cantharidin

Carbogen®

DMSO

DTT

ECL-LOsung
(=SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate)
EDTA-Natriumsalz
Ethanol

Glycerol (87 %) ,plusone®
Glycerol (99,5 %)

Glycin

Harnstoff ,plusone®
HEPES

Imidazol

Medium 199/Earl’s Salts
Mercaptopropandiol
Methanol

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Messer Griesheim, Krefeld

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Riedel de Haén, Seelze

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Riedel de Haén, Seelze
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Natriumchlorid (99,5 %)
Natriummonovanadat

NBT

NCS
Penicillin-Streptomycin-Losung
Ponceau S solution

Saccharose

SDS

TCA

TEMED

Thioglykolat (Natriumsalz)
Tris/HCI

Triton X-100
Trypsin-EDTA-LO6sung

2.1.2 Agonisten und Inhibitoren

8-Phenyltheophyllin
ATP

BAPTA/AM
Calyculin A

ML-7, Hydrochlorid
NECA

PD 98059

PMA

U0 124

U0 126
Xestospongin C

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
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2.1.3 Molekulargewichtsmarker

Laktat-Dehydrogenase-Marker Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
(Kaninchenmuskel, farbmarkiert)

Molekulargewichts-Marker Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
(MW-SDS-70L)

2.1.4 Antikorper

Anti-Kaninchen-IgG Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
(AP-gekoppelt)

Anti-Kaninchen-IgG Amersham Biosciences, Freiburg
(HRP-gekoppelt)

Anti-Maus-IgG Amersham Biosciences, Freiburg
(HRP-gekoppelt)

Anti-Maus-IgM Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
(u-Ketten-spezifisch, AP-gekoppelt)

Anti-MLK Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
(Maus, monoklonal, IgM, Klon MY-21)

Anti-p42 MAPK Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

(=Anti-ERK2 (C-14),
Kaninchen, polyklonal, IgG)

Anti-p42/p44 MAPK Calbiochem, Schwalbach
(=Anti-MAPK, ERK1/ERK2,
Kaninchen, polyklonal, IgG)

Anti-phospho p42/p44 MAPK Calbiochem, Schwalbach
(Maus, monoklonal, 1gG)

Alle ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen
(Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) und Merck
(Darmstadt) bezogen und waren von hochster erhaltlicher Qualitat. Die Substanzen
wurden nach Herstellerangaben gel6st und aufbewahrt.
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2.2 Gerate und Laborbedarf

2.2.1 Zellkultur

Praparationsbesteck
Sterilbank
Brutschrank
Mikroskop

Neubauer-Zahlkammer

2.2.2 Gelelektrophorese

Netzgerate

Elektrophoresekammern flr
SDS-Gele

Elektrophoresekammern flr
Glycerol-Harnstoffgele

Elektroblotkammern
Hamiltonspritze (50 pl)

2.2.3 Sonstige Gerate

Digitalkamera
Glasgerate

Heizer
Magnet-Heizruhrer
pH-Meter

Pipetten

Aeskulap, Heidelberg

Typ: Lamin Air HBB 2472, Heraeus, Hanau
Typ: Cytoperm, Heraeus, Hanau

Typ: TMS-F, Nikon, Dusseldorf

Superior, Marienfeld

Typ: High Voltage Power Pack P30,
Biometra, Gottingen

Typ: EPS 3501 XL, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Typ: Minigelsystem, SE250/SE260
Hoefer + Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

ChemiDoc EQ System, Bio-rad, Munchen
Schott, Mainz

Techne, Burkhardtsdorf

IKA-W erke, Staufen

WTW, Weilheim
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
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Schiuttler
Vortexer
Wasserbad

Wasserdemineralisierungsanlage

Zentrifuge

2.2.4 Verbrauchsmaterialien

Parafilm®

Pipettenspitzen
Primaria-Zellkulturschalen

PVDF-Blotmembran
Reaktionsgefalde (1,5 ml)
Reaktionsgefale (0,5/2 ml)
Roéhrchen, 10 ml

Rdéhrchen, 50 ml

Sterilfilter (0,2 um Porenweite)
Trockenpapier

Zellkulturschalen

Zellschaber

2.2.5 Auswertung

Flachbettscanner

Typ: WT 12, Biometra, Gottingen
IKA-W erke, Staufen

Julabo Labortechnik, Seelbach
Millipore, Eschborn

Typ: Biofuge 15R, Heraeus, Hanau

PECHINEY Plastic Packaging, Menasha,
WI, USA

Sarstedt, NUmbrecht

Typ: Falcon 353803, Becton Dickinson,
Heidelberg

Typ: Immobilon-P Transfer Membranes,
Millipore, Eschborn

Sarstedt, NUumbrecht
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen

Typ: Falcon: 352070, Becton Dickinson,
Heidelberg

Sartorius, Gottingen

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Typ: Falcon 353001, Becton Dickinson,
Heidelberg

Typ: Falcon 353087, Becton Dickinson,
Heidelberg

Typ: Scan jet 4c
Hewlett Packard, Eschborn
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Software

Image Quant®, Molecular Dynamics, Krefeld
Quantity One 4.4.1 (ChemiDoc EQ System),
Bio-rad, Minchen

Microsoft Excel 97

Corel Draw 11
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3 Methoden

3.1 Isolation und Kultivierung von aortalen Endothelzellen

Aortenendothelzellen wurden aus Aorten von frisch geschlachteten, ca. 6
Monate alten Schlachtschweinen vom nachstgelegenen Schlachthof isoliert (Spahr
und Piper, 1990). Unmittelbar nach der Schlachtung wurden von zwanzig Tieren ca.
20 cm lange Aortensticke entnommen. Diese wurden in 0,9 %iger NaCl-Losung zum
Institut transportiert. Eine Stunde spater wurden die Aortensegmente von
Bindegewebe freiprapariert, in Langsrichtung aufgeschnitten und auf einer Styropor-
Unterlage aufgespannt. Nach zweimaligem Spulen mit frischer physiologischer NaCl-
Losung wurde die Endothelzellschicht mit einem Skalpell unter leichtem Druck
abgeschabt und in 37 °C warmes Zellkultumedium mit erhohtem 5 %igem
Antibiotikumgehalt (Penicillin-Streptomycin) uberfuhrt. Die gewonnenen Zellen
wurden fur 10 Minuten bei 150 x g (1000 Upm) zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 40 ml Zellkulturmedium mit gleichem
Antibiotikumgehalt durch Auf- und Absaugen mit einer 10 ml Glaspipette grundlich
resuspendiert. In funf 10 cm groRe Primaria-Zellkulturschalen wurden 20 ml
desselben Zellkulturmediums vorgegeben und in jede Schale wurden danach 8 ml
der Zellsuspension maanderformig aufgetragen. Die Endothelzellen wurden bei
37 °C und in Gegenwart von 5 % (vol/vol) CO2 inkubiert. Nach 3 Stunden wurde das
Medium gewechselt, um nicht anhaftende Zellen zu entfernen.

Am zweiten Tag wurde das Zellkulturmedium durch ein basales
Zellkulturmedium ausgetauscht, welches 2 % an Antibiotika enthielt. Am vierten Tag
waren die Zellen zu einer konfluenten Schicht ausgewachsen und konnten
subkultiviert werden. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Endothelzellen
zweimal durch leichtes Schwenken in HEPES/EDTA-Puffer gewaschen und danach
fur 5 Minuten in 5 ml Trypsin-EDTA-LOsung inkubiert. Anschlielend wurde die
tryptische Verdauung durch Zugabe von Zellkulturmedium gestoppt. Die Zellen
wurden sowohl zur Bestimmung der MAPK-Phosphorylierung als auch zur
Bestimmung der MLK-Phosphorylierung in einer Dichte von 7 x 10* Zellen/cm? auf
3,5 cm Inkubations-Kulturschalen ausgesat. Nach 4 Tagen erreichten sie Konfluenz
(Abb. 3.1 (B)) und wurden im Experiment eingesetzt.
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M199/CO,-Medium: (pH 7,4; sterilfiltriert)

Medium 199/Earl’s Salts 9,62 g/l
HEPES 15 mM
NaHCO; 24 mM
Carbogen ® fur mindestens 1 Stunde begasen

Zellkulturmedium:

M199/CO2-Medium xml
NCS 20 % (vol/vol)
Penicillin-Streptomycin 2 % (vol/vol)

HEPES/EDTA-Puffer: (pH 7,4, sterilfiltriert)

NaCl 125 mM
KCl 2,6 mM
KHoPO4 1,2 mM
MgSOy, 1,2 mM
HEPES 10 mM

EDTA-Na* 0,5 mM

Abb. 3.1: Kultivierte Aortenendothelzellen vom Schwein (aus Peters et al.,
2005).

Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte einer Phasenkontrast-
aufnahme von (A) noch nicht konfluenten Endothelzellen und (B) Zellen
einer konfluenten Zellschicht, die fiir Experimente eingesetzt wurden.
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3.2 Allgemeine Inkubationsbedingungen

Far die Analyse der MAPK- und der MLK-Phosphorylierung wurden konfluente
Aortenendothelzellen in 3,5 cm Kulturschalen eingesetzt (3.1). Vor Inkubationsbeginn
wurde das Medium abgesaugt und durch Ca**-haltiges HEPES-Inkubationsmedium

ersetzt.

HEPES-Inkubationsmedium mit Ca®*: (pH 7,4; sterilfiltriert)

NaCl 125 mM
KCl 2,6 mM
KH,PO4 1,2 mM
MgSOs 1,2mM
HEPES 30 mM

CaCly 1,0 mM

Die Inkubation wurde gestartet, indem das zu untersuchende Agens in die
Kulturschale hineinpipettiert und durch leichtes Schwenken verteilt wurde. Die
Schalen wurden im COy-freien Brutschrank bei 37° C inkubiert. Wie unter 3.3
beschrieben wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen geerntet.

Von PD 98059, U0 126, U0 124, NECA, BAPTA/AM, Xestospongin C, Calyculin
A and ML-7 wurden DMSO-Stocklésungen verwendet. Die endgultig geldsten
DMSO-Konzentrationen waren < 0,1 % (vol/vol). Die gleichen Endkonzentrationen
von DMSO enthielten auch alle jeweiligen Kontrollen.

3.3 Bestimmung der p42/p44 MAPK-Phosphorylierung

3.3.1 Aufbereitung der Proben fur SDS-PAGE

Im Anschluss an die Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen wurden durch Zugabe von 300 pl Lysispuffer lysiert. Anschlie3end wurden den
Zellkulturschalen Benzonase® (5 U/ml) und 30 pl einer Bromphenolblau-Glycerol-
Losung (0,01 %/10 %) zugegeben und die Schalen wurden fur ca. 30 Minuten auf
einem Schuttler inkubiert. Danach wurden die Zellen mit einem Einwegschaber
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abgeschabt, in je ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfuhrt und bei 65 °C fur 7 Minuten
erhitzt. Die Proben wurden entweder sofort weiterverarbeitet (3.3.2) oder bei —20 °C
gelagert.

Lysispuffer (SDS-PAGE): (pH 6,7)

Tris/HCI 50 mM

SDS 2 % (wt/vol)
Mercaptopropandiol 2 % (vol/vol)
Natriummonovanadat 1 % (vol/vol)

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Gesamtzellextrakte erfolgte anhand einer modifizierten
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970).
Protokoll 1 ermoglichte die Auftrennung der nicht-phosphorylierten von den
phosphorylieten Formen der MAPK, da letztere eine geringfugig groRere
MolekulgroRe und verminderte Gelmobilitat besitzen. Aufgrund der Spezifitat des
Antikorpers wurden jedoch nur p42 MAPK und p42 MAPK~P erkannt. Protokoll 2
ermoglichte die Auftrennung von p42 und p44 MAPK anhand eines Standard-SDS-
PAGE-Verfahrens.

Die fur den Aufbau der Gelkassette benotigten Materialien wurden vorher
grundlich gereinigt und mit 70 %igem Alkohol entfettet. Die Glasplatten, zwischen die
das Gel gegossen werden sollte, wurden seitlich mit zwei 1 mm dicken Spacern
begrenzt und nach unten durch einen 1 mm starken Silikonschlauch abgedichtet. In
dieser Form wurden die Glasplatten mit Klammern an der vertikalen
Elektrophoresekammer befestigt. Die Trenngelldsung wurde nun nach kurzem
grundlichen Mischen luftblasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen und vorsichtig
mit Aqua bidest. Uberschichtet. Nach zweistundiger Polymerisation wurde das
Wasser dekantiert, die Sammelgellésung auf das Trenngel gegossen und der
Profilformer fur die Taschen eingesetzt. Nach 20 Minuten wurden der Silikonschlauch
und der Profilformer entfernt. Die Elektrophoresekammer wurde in ein mit Laufpuffer

geflulltes Gefaly gestellt und die obere Aussparung der Kammer wurde ebenfalls mit

33



Methoden

Laufpuffer versehen.

Fiar die Untersuchungen der MAPK nach Protokoll 1 wurde ein 12,5 %iges
Trenngel (Acrylamid/Bisacrylamid 100:1) verwendet und fir die Untersuchungen
nach Protokoll 2 ein 10 %iges Trenngel (Acrylamid/Bisacrylamid 30:1). Das
Sammelgel war jeweils 6 %ig. Von jeder Probe wurden jeweils 30 pl Lysat mit einer
Hamiltonspritze in eine Geltasche gegeben. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
und zur Laufkontrolle wurde stets auch ein Molekulargewichtsmarker (LDH-Marker)

pro Gel aufgetragen.

Fur Protokoll 1 wurde die SDS-Gelelektrophorese bei Raumtemperatur Uber
Nacht bei 55 Volt und fur weitere 2-3 Stunden bei 200 Volt durchgefuhrt. Der Gellauf
wurde 1,5 cm vor Auslaufen des LDH-Markers gestoppt. Fur Protokoll 2 wurde die
SDS-Gelelektrophorese bei Raumtemperatur Uber Nacht bei 40 Volt durchgefuhrt.
Der Gellauf wurde kurz nach Auslaufen der Lauffront gestoppt.

Trenngel 12,5 %:

AA/BisAA (100:1); 30 %ig 17,5 ml
Trenngelpuffer 10,5 ml
Aqua bidest. 14 ml
SDS 10 % (wt/vol) 450 pl
TEMED 20 pl
APS 10 % (wt/vol) 200 pl

Trenngel 10 %:

AA/Bis AA (30:1); 30 %ig 13,6 ml
Trenngelpuffer 9,5 ml
Aqua bidest. 13,8 ml
SDS 10 % (wt/vol) 400 pl
TEMED 30 pl
APS 10 % (wt/vol) 400 pl
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Sammelgel 6 %:

AA/Bis AA (30:1); 30 %ig 4 mi
Sammelgelpuffer 5 ml
Aqua bidest. 10,4 ml
SDS 10 % (wt/vol) 200 pl
TEMED 25
APS 10 % (wt/vol) 250 pl

Die Mengenangaben fur das Trenngel bzw. Sammelgel beziehen sich auf die
Menge, die fur eine Gelkassette mit zwei Gelen bendtigt wurde.

4 x Trenngelpuffer: (pH 8,8)
Tris/HCI 1,5M
SDS 0,4 % (wt/vol)

Sammelgelpuffer: (pH 6,8)
Tris/HCI 0,5M
SDS 0,4 % (wt/vol)

Laufpuffer:

Glycin 192 mM
Tris/HCI 24,8 mM
SDS 3,5 mM

3.3.3 Western-Blot

Die in den Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch
im ,Semi-Dry-Blotting-Verfahren* auf PVDF-Membranen transferiert (Kyhse-
Andersen, 1984).

Eine PVDF-Membran und sechs Trockenpapiere wurden in Gelgrolle
ausgeschnitten. Die PVDF-Membran wurde 30 Sekunden mit Methanol benetzt,
dann far 2 Minuten in Aqua bidest. aquilibriert und anschlief3end fur 10 Minuten in
Blotpuffer geschwenkt. Drei in Blotpuffer getrankte Trockenpapiere wurden
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luftblasenfrei auf die angefeuchtete Anode der Blotkammer aufgebracht. Ebenso
luftblasenfrei wurden dann die PVDF-Membran und anschlieRend das Polyacrylamid-
gel aufgelegt. Zum Schluss folgten die anderen drei in Blotpuffer getrankten
Trockenpapiere und die Kathodenseite der Kammer wurde aufgesetzt. Der
Proteintransfer auf die PVDF-Membran erfolgte mit konstanter Stromstarke von
0,8 mA/cm? fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Nach dem Blotten wurde das
Polyacrylamidgel verworfen und die Membran nach zweiminitigem Schwenken in
Aqua bidest. kurz mit Methanol entwassert, luftgetrocknet und bis zur Entwicklung
bei 4 °C aufbewahrt.

Sollte eine Membran vor der Entwicklung geteilt werden, um sie mit
unterschiedlichen Antikorpern entwickeln zu kénnen, wurden die Proteine mittels
Ponceaurot-Farbung auf der Membran dargestellt. Eine Entfarbung der Membran vor
der weiteren Entwicklung war nicht notwendig.

Blotpuffer: (pH 8,3)

Tris/HCI 25 mM
Glycin 150 mM
Methanol 10 % (vol/vol)

3.3.4 Immunologischer Nachweis der p42/p44 MAPK-Phosphorylierung

Nach erfolgtem Proteintransfer (3.3.3) wurde die p42 MAPK sowie die p44
MAPK mit ihrer nicht-phosphorylierten und ihrer phosphorylierten Form mittels
spezifischer Antikorper nachgewiesen. Hierfur wurde die PVDF-Membran kurz mit
Methanol benetzt und 2 Minuten in Aqua bidest. aquilibriert. Unspezifische
Proteinbindungsstellen wurden durch einstindige Membraninkubation in einer

3 %igen BSA/TBS-Losung bei Raumtemperatur geblockt.
T1BS-Puffer: (pH 7,4)

Tris/HCI 10 mM
NaCl 150 mM
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Danach wurde die PVDF-Membran entweder mit Anti-p42 MAPK, mit Anti-
p42/p44 MAPK oder mit dem phosphorylierungsspezifischen Anti-phospho p42/p44

MAPK fur mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Erst-AntikOrper-Losungen: (pH 7,4)

Anti-p42 MAPK
Anti-p42/p44 MAPK

Anti-phospho p42/p44 MAPK

jeweils in
TBS-Puffer
BSA

Triton X-100

45 ul (1:1000)
45 ul (1:1000)
90 ul (1:500)
45 ml

3 % (wt/vol)
0,1 % (vol/vol)

Die Erst-Antikorper-Losungen konnten mehrmals wiederverwendet werden und

wurden zwischenzeitlich bei —20 °C gelagert.

Nach der Inkubation wurde die PVDF-Membran dreimal fir 5 Minuten in TBS-
Puffer, versetzt mit 0,1 % (vol/vol) Triton X-100, gewaschen, um ungebundene

Antikorper zu entfernen. Es folgte eine einstindige Inkubation der Membran in der

Zweit-Antikorper-Losung.

Zweit-Antikorper-Losungen: (pH 7,4)

Anti-Kaninchen-IgG (AP-gekoppelt)
Anti-Kaninchen-IgG (HRP-gekoppelt)
Anti-Maus-IgG (HRP-gekoppelt)

jeweils in
TBS-Puffer
BSA

Triton X-100

22,5 ul (1:2000)
22,5 ul (1:2000)
22,5 ul (1:2000)
45 ml

3 % (wt/vol)
0,1 % (vol/vol)

Die Membran wurde dreimal fur 5 Minuten in TBS-Puffer, diesmal versetzt mit

0,5 % (vol/vol) Triton X-100, und daraufhin noch einmal fir 10 Minuten in einer

10 mM Tris/HCI-Losung gewaschen.
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(1) Sollte die Membran mit Alkalischer Phosphatase entwickelt werden (AP-
gekoppelter Zweit-Antikorper), wurde die Membran in die AP-Lésung gegeben und
unter Sichtkontrolle fur 1-10 Minuten im Dunkeln entwickelt.

AP-Puffer: (pH 9,55)

Tris/HCI 100 mM
MgCl> 5 mM
NaCl 10 mM

AP-L6sung: (lichtempfindlich)

AP-Puffer 30 mi
NBT 15 mg
BCIP 7,5 mg

Die AP-Losung wurde vor jeder Verwendung frisch angesetzt. Die

Mengenangaben gelten fur die Entwicklung von bis zu vier Membranen.

Der Nachweis der nicht-phosphorylierten und phosphorylierten Form der MAPK
erfolgte durch eine AP-katalysierte Farbreaktion mit BCIP und NBT als Substrat. Die
Reaktion wurde mit Aqua bidest. gestoppt. AnschlieRend wurde die Membran

luftgetrocknet.

(2) Sollte die Membran mit dem Verfahren der ECL entwickelt werden (HRP-
gekoppelter Zweit-Antikorper), wurde die Membran unter Lichtausschluss fur 1-2
Minuten in 5 ml der ECL-L6sung geschwenkt und dann feucht auf eine Glasplatte
gelegt und mit einer Frischhaltefolie Uberspannt. Wahrend der Membranentwicklung
wurde innerhalb eines Zeitraumes von 15 Minuten jede Minute von einer
Digitalkamera ein Digitalbild aufgenommen und mit der Software Quantity One 4.4.1
die linear ansteigende Bandenintensitat verfolgt. Fur die Quantifizierung wurden nur
die Intensitaten der Banden eines Bildes, aufgenommen wahrend des linearen

Anstieges, herangezogen.

Die lichtempfindliche ECL-L6sung wurde nach Herstellerangaben gemischt und

vor jeder Entwicklung frisch angesetzt.
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Der Nachweis der MAPK-Banden erfolgte durch eine Reaktion von HRP mit der
ECL-L6sung. Diese Reaktion fuhrte zum chemilumineszenten Leuchten der MAPK-
Banden, welches mit der Digitalkamera festgehalten werden konnte.

Nach Anfertigung der Digitalbilder wurde die PVDF-Membran fir 30 Minuten
wieder in TBS-Puffer gewaschen, luftgetrocknet und bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Sie konnte zur weiteren ECL-Entwicklung mit anderen HRP-gekoppelten

Antikorpern verwendet werden.

3.3.5 Auswertung

Die mit AP entwickelten MAPK-Banden der PVDF-Membranen wurden mit
einem Flachbettscanner digitalisiert und densitometrisch ausgewertet, wobei der
jeweilige prozentuale Anteil der phosphorylierten und der nicht-phosphorylierten
MAPK einer Probe mit der Auswertungssoftware Image Quant® berechnet wurde.
Dieses Verfahren hatte den Vorteil, dass die MAPK-Phosphorylierung unabhangig
vom Proteingehalt der aufgetragenen Proben bestimmt werden konnte. Die digitalen
Bilder der mit ECL entwickelten MAPK-Blots wurden mit dem Auswertungsprogramm
Quantity One 4.4.1 nach dem gleichen Prinzip ausgewertet. Die Diagramme wurden
mit Microsoft Excel 97 und Corel Draw 11 erstellt.

Da nur die phosphorylierte p42 MAPK aktiv ist (Cobb und Goldsmith, 1995;
Canagarajah et al., 1997), wurde der Grad der Phosphorylierung als Mal® fur die

Aktivitat der Kinase angesehen.
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3.4 Bestimmung der MLK-Phosphorylierung

3.4.1 Aufbereitung der Proben fur Harnstoff-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Inkubation wurde das Medium abgesaugt und jeweils 1 ml
10 %ige, eiskalte TCA auf die Kulturschalen gegeben. Die Schalen wurden fur
mindestens 30 Minuten auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die ausgefallten
Proteine mit einem Einwegschaber abgeschabt und jeweils in 1,5 ml
Reaktionsgefalle uberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation bei 38000 x g und 4 °C fur
10 Minuten. Nachdem der Uberstand vorsichtig abgesaugt worden war, wurden die
Sedimente mit je 200 ul Ather versetzt, um die TCA und die Lipide zu entfernen.
Wiederholt wurden die Proben fir 5 Minuten bei 38000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die ReaktionsgefaRe mit den Sedimenten
wurden zum Verdunsten des restlichen Athers fir 20 Minuten ged6ffnet unter den
Abzug gestellt. Danach wurden die Proben tber Nacht bei 0 °C gelagert.

Am folgenden Tag wurden die Proben in je 30 yl 37 °C warmem Lysispuffer und
3 ul einer Saccharose-Bromphenolblau-Losung vollstandig geldst und zur elektro-
phoretischen Trennung auf Glycerol-Harnstoffgele aufgetragen (3.4.2).

Harnstoffgel-Puffer: (pH 8,8)
Tris/HCI 240 mM
Glycin 276 mM

Lysispuffer: (pH 8,8)

Harnstoff 8,8 M

DTT 10 mM
Thioglykolat 5 mM
Cantharidin 0,01 mM
Imidazol 60 mM
Harnstoffgel-Puffer 9,75 % (vol/vol)

Der Lysispuffer wurde unmittelbar vor jedem Versuch frisch angesetzt.
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Saccharose-Bromphenolblau-L6sung:

gesattigte Saccharose-Losung mit 0,01 % Bromphenolblau

3.4.2 Glycerol-Harnstoff-Gelelektrophorese

Die Glycerol-Harnstoff-Gelelektrophorese erfolgte nach Persechini et al. (1986)
in einem Acrylamidgel (10 %) und ermdglichte eine Auftrennung in nicht-
phosphorylierte, mono- und diphosphorylierte MLK aufgrund der Tatsache, dass die
phosphorylierten MLK eine hohere negative Ladung besitzen und daher im Glycerol-
Harnstoffgel schneller zur Anode wandern, als die unphosphorylierten MLK.

Die fur den Aufbau bendtigten Materialien wurden vor Gebrauch grindlich
gereinigt und mit 70 %igem Alkohol entfettet. Die Gelkammer bestand aus einer
Glas- und einer Aluminiumplatte und wurde auf drei Seiten durch Spacer
geschlossen. Die Glycerol-Harnstoffgel-Losung wurde 5 Minuten lang unter Ruhren
und Unterdruck entgast.

Glycerol-Harnstoffgel-LOsung:

Glycerol 20,7 ml
Acrylamidlosung (40 %) 11,25 ml
Bisacrylamidlosung (2 %) 9,5 ml
Harnstoffgel-Puffer 3,8 ml

Anschlieend wurden 7,1 pl TEMED und 200 pl 10 %iges APS hinzugegeben,
um die Polymerisation einzuleiten. Das Gel wurde zwischen die Glas- und
Aluminiumplatte gegossen und ein Profilformer wurde eingesetzt. Diese Gele
enthielten 10 % Acrylamid und 0,4 % Bisacrylamid.

Nach 60-minutiger Polymerisation wurde der untere Spacer entfernt und die
Platten mit dem Gel in die vertikale Elektrophoresekammer eingesetzt. Kathoden-
und Anodenlaufpuffer wurden hinzugefugt und ein Elektrophoresevorlauf bei 400 Volt

wurde fur eine Stunde durchgefuhrt.
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Anodenlaufpuffer:
Harnstoffgel-Puffer 8,3 % (vol/vol)
Aqua bidest. 91,7 % (vol/vol)

Kathodenlaufpuffer:

Anodenlaufpuffer x mi
DTT 2,4 mM
Thioglykolat 2,3 mM

Der Kathodenlaufpuffer wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt. Fur 3
Gelkammern mit insgesamt 6 Gelen wurde 1 | Anodenpuffer angesetzt, von dem 450
ml fur den Kathodenpuffer benutzt wurden.

Je Geltasche wurde ein Probevolumen von 8 pl (20-40 pg Protein) aufgetragen.
Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 400 Volt fur 75 Minuten. Wahrenddessen

wurden die Gelkammern uber eine Wasserkuhlung auf 18 °C temperiert.

3.4.3 Western-Blot

Nach Beendigung der Glycerol-Harnstoff-Gelelektrophorese wurden die im Gel
aufgetrennten Proteine im ,Semi-Dry-Blotting-Verfahren® fir eineinhalb Stunden bei
einer Stromstarke von 0,8 mA/cm? auf eine PVDF-Membran (bertragen. Der

Blotaufbau und die Membranbehandlung erfolgten wie unter 3.3.3 beschrieben.

3.4.4 Immunologischer Nachweis der MLK-Phosphorylierung

Nach erfolgtem Proteintransfer (3.3.3) wurden die nicht-, mono- und
diphosphorylierten Formen der Myosinleichtketten mit einem MLK-spezifischen
Antikorper nachgewiesen. Dazu wurde die Membran zunachst fur 30 Minuten in
3 %iger BSA/TBS-Losung geblockt und anschlieBend bei Raumtemperatur fur
3 Stunden mit dem Erst-Antikorper und danach fur 1,5 Stunden mit dem Zweit-

Antikorper inkubiert.
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Erst-Antikorper-Losung:

Anti-MLK 45 pl (1:1000)
TBS-Puffer 45 ml

BSA 3 % (wt/vol)

Triton X-100 0,1 % (vol/vol)

Zweit-Antikorper-Losung:

Anti-Mouse-IgM (AP-gekoppelt) 22,5 pl (1:2000)
TBS-Puffer 45 ml

BSA 3 % (wt/vol)

Triton X-100 0,1 % (vol/vol)

Die verschiedenen Entwicklungsschritte erfolgten wie unter 3.3.4 (1)
beschrieben.

3.4.5 Auswertung

Die MLK-Banden wurden mit einem Flachbettscanner digitalisiert und
densitometrisch ausgewertet. Der prozentuale Anteil der drei Phosphorylierungs-
stufen wurde mit der Auswertungssoftware Image Quant® berechnet. Der
Prozentanteil phosphorylierter MLK (% MLK-Phosphorylierung) bezogen auf
Gesamt-MLK wurde wie folgt berechnet:

2 x MLK~PP + MLK~P
% MLK-Phosphorylierung = x 100
MLK + MLK~P + MLK~PP

Da die MLK zwei Phosphorylierungsstellen besitzt, kann die MLK-Phosphory-

lierung einen maximalen Wert von 200 % erreichen.

Die Methode ist unabhangig vom Proteingehalt der Einzelprobe, da der
Phosphorylierungsgrad der MLK aus den relativen Intensitaten der Proteinbanden
einer Auftragung ermittelt wird.
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3.5 Statistik

Die quantitativen Ergebnisse wurden als Mittelwerte + der Standardabweichung
(SD) aus n Experimenten mit unterschiedlicher Zellpraparation angegeben. Der
Vergleich der Mittelwerte zwischen Gruppen wurde mit ,One-Way Analysis of
Variance' (ANOVA) durchgefuhrt, gefolgt von einem Student-Newman-Keul post hoc
Test. Statistische Differenzen innerhalb der gleichen Gruppe wurden durch multiple
ANOVA Analyse emittelt. P-Werte von < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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4  Ergebnisse

4.1 Steigerung der p42/p44 MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von ATP

Um die MAPK-Aktivierung zu ermitteln, wurde der Phosphorylierungsstatus
dieses Proteins mit zwei unterschiedlichen SDS-PAGE Protokollen bestimmt, an die
sich jeweils ein Western-Blot anschloss. Protokoll 1 erlaubte die
gelelektrophoretische ~ Auftrennung  der  nicht-phosphorylierten  von  der
phosphorylierten (aktivierten) Form der MAPK, aufgrund der verminderten
Gelmobilitat der phosphorylierten Form. Dieses Verfahren hatte den Vorteil, dass der
Grad der p42 MAPK-Phosphorylierung unabhangig vom Gesamtproteingehalt, der
pro Geltasche aufgetragen wurde, bestimmt werden konnte. Der Nachweis der p42
MAPK-Phosphorylierung wurde mit einem Anti-p42 MAPK-Antikdrper durchgefuhrt,
der sowohl die nicht-phosphorylierte als auch die phosphorylierte Form der p42
MAPK erkennt (Abb. 4.1 A).

Die nach Protokoll 1 durchgeflhrten Experimente zeigten, dass die p42 MAPK-
Phosphorylierung unter basalen experimentellen Bedingungen konstant bei 17 + 3 %
lag (Abb. 4.1 C). Die Zugabe von extrazellularem ATP (10 puM) fuhrte zu einem
raschen, aber vorubergehenden Anstieg der p42 MAPK-Phosphorylierung mit einem
Maximum bei 53 + 4 % nach 5 Minuten. Nach 30 Minuten erreichte der Anteil der
phosphorylieten MAPK wieder annahernd das Ausgangsniveau. Die basale p42
MAPK-Phosphorylierung anderte sich im Verlauf des Beobachtungszeitraumes nicht
(Abb. 4.1 C).

Protokoll 2 beruhte auf einer Auftrennung von Zellproteinen mittels 10 %iger
SDS-PAGE, bei der die p42 MAPK von der p44 MAPK getrennt wurde. Der
Nachweis der Gesamt-p42/p44 MAPK sowie deren Phosphorylierung erfolgte mittels
Western-Blots unter Verwendung von Anti-p42/p44 MAPK- bzw. anti-phospho
p42/p44 MAPK-Antikorpern (Abb. 4.1 B). Wie in Abb. 4.1 B gezeigt, steigerte
extrazellulares ATP gleichzeitig die Phosphorylierung der p42 und p44 MAPK. Diese
Befunde belegen, dass beide MAPK-Isoformen durch ATP koreguliert werden. Die
folgenden Untersuchungen konzentrierten sich deshalb auf die Phosphorylierung der
p42 MAPK.
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Abb. 4.1: Wirkung von ATP auf die p42/p44 MAPK-Phosphorylierung in
porcinen aortalen Endothelzellen.

Reprasentative Western-Blots zeigen (A) die Auftrennung der
phosphorylieten p42 MAPK (P~p42 MAPK) von der nicht-
phosphorylierten p42 MAPK (p42 MAPK) (Protokoll 1) sowie (B) die
Koregulierung der p42 und p44 MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart
von 10 yM ATP (Protokoll 2). (C) Zeitverlauf der ATP-stimulierten p42
MAPK-Phosphorylierung (Densitometrische Auswertung von (A)).

(O ) Kontrolizellen, (@) mit 10 yM ATP stimulierte Endothelzellen.
Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen. *P < 0,05 vs. Kontrolle.
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Im Folgenden wurden die Endothelzellen fur 5 Minuten mit ATP in den
Konzentrationen 1 yM, 10 yM und 100 pM oder fur 5 Minuten mit 200 nM
Phorbolester (PMA), einem Aktivator der PKC, stimuliert (Abb. 4.2). Nach Zugabe
von 10 yM und 100 pM ATP bzw. 200 nM PMA war die MAPK-Phosphorylierung
signifikant gegenuber der Kontrolle erhoht. Die Wirkung von 10 uM und 100 uM ATP
auf die p42 MAPK-Phosphorylierung war dabei in ihrer Starke mit der Phorbolester-
induzierten Aktivierung vergleichbar. Diese Daten zeigen, dass ATP die p42 MAPK-
Phosphorylierung konzentrationsabhangig steigert. Da die Phosphorylierung der
MAPK in Gegenwart von 10 uM ATP ihren maximalen Wert nach 5 Minuten zeigte,
wurden die Zellen in den den folgenden Experimenten auch jeweils fur einen

Zeitraum von 5 Minuten mit ATP inkubiert.
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Abb. 4.2: Konzentrationsabhangige Wirkung von ATP und Wirkung von
Phorbolester (PMA) auf die p42 MAPK-Phosphorylierung.

Angegeben sind Mittelwerte + SD von n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen, gemessen nach 5 Minuten in der Gegenwart von ATP
oder PMA. Nach Zugabe von 10 yM, 100 uM ATP und 200 nM PMA ist die
MAPK-Phosphorylierung signifikant erhoht gegenuber der Kontrolle (K)
(*P < 0,05).
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4.2 p42 MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von PD 98059, U0 126 und
Uo 124

Um zu untersuchen, ob der ATP-Effekt auf die MAPK-Phosphorylierung uber
die MAPK-Kinase MEK 1/2 vermittelt wird, wurden zwei chemisch unterschiedliche
Hemmestoffe von MEK 1/2 benutzt, um den MEK/MAPK-Signalweg zu inhibieren: PD
98059 und UO 126. Dazu wurden zunachst in Konzentrations-Findungs-
Experimenten die minimalen PD- (20 yM) und UO 126- (10 uM) Konzentrationen
bestimmt, die die basale MAPK-Phosphorylierung hemmen. In Abb 4.3 A ist eine
solche Konzentrationsreihe beispielhaft fur UO 126 wiedergegeben. Es zeigte sich,
dass UO 126 die basale p42 MAPK-Phosphorylierung konzentrationsabhangig
vermindert (Abb. 4.3 A). Die Inkubation der Endothelzellen mit 10 yM UO 126 fur
30 Minuten hemmte die p42 MAPK-Phosphorylierung fast vollstandig. Bei
anschlieBenden Stimulationsexperimenten mit ATP wurden die Endothelzellen daher
zunachst fur 30 Minuten in Gegenwart von U0 126 (10 pM) inkubiert und dann fur
5 Minuten mit ATP (10 pM) stimuliert. Die ATP-induzierte MAPK-Phosphorylierung
wurde vollstandig durch U0 126 inhibiert (Abb. 4.3 B). Zur Uberprifung dieser
Ergebnisse wurden Zellen fur 30 Minuten auch mit dem unwirksamen Hemmstoff-
Analogon U0 124 (10 uM) inkubiert und anschliefend fir 5 Minuten mit ATP
stimuliert. U0 124 zeigte weder eine hemmende Wirkung auf die basale, noch auf die
ATP-induzierte MAPK-Phosphorylierung (Abb. 4.3 B).
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Abb. 4.3: Wirkung des MEK-Inhibitors U0 126 auf die basale und die
ATP-stimulierte p42 MAPK-Phosphorylierung.

(A) Reprasentativer Western-Blot, der die Auftrennung der
phosphorylierten (P~p42 MAPK) von der nicht-phosphorylierten p42
MAPK (p42 MAPK) in Gegenwart von 0,1, 1, 10, 30, 60 und 100 yM UO
126 nach 30 Minuten zeigt. (B) Reprasentativer Western-Blot, der die p42
MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von UO 126 und in Gegenwart des
unwirksamen Analogons UO 124 zeigt. Die Zellen wurden entweder nicht
vorbehandelt oder flir 30 Minuten mit U0 126 (10 uM) oder U0 124 (10
MM) inkubiert und anschlieend fur 5 und 10 Minuten mit 10 yM ATP
stimuliert. (A+B) Western-Blot-Nachweis jeweils mit Anti-p42 MAPK-
Antikorper.
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In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl PD 98059 als
auch U0 126 in den jeweils ermittelten Hemmstoffkonzentrationen sowohl die basale
als auch die ATP-stimulierte p42 MAPK-Phosporylierung signifikant gegenuber der
Kontrolle erniedrigen (Abb. 4.4). Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse,
dass ATP die p42 MAPK-Phosphorylierung in endothelialen Zellen uber MEK 1/2

stimulieren kann.
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Abb. 4.4: Wirkung von ATP auf die p42 MAPK-Phosphorylierung nach 30
Minuten in Gegenwart der MEK-Inhibitoren PD 98059 (PD; 20 uM) oder
U0 126 (UO; 10 pM).

Angegeben sind Mittelwerte + SD von n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen, gemessen nach 5 Minuten in Gegenwart von 10 yM
ATP. Die Phosphorylierung der MAPK nach 30-minutiger Hemmstoff-
vorinkubation ist jeweils sowohl basal als auch 5 Minuten nach ATP-
Zugabe signifikant gegenuber der Kontrolle (K) erniedrigt (*P < 0,05). n.s.=
Werte nicht signifikant verschieden voneinander. Nach Zugabe von ATP in
Gegenwart der MEK-Inhibitoren ist die MAPK-Phosphorylierung signifikant
erniedrigt gegenuber ATP alleine.
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4.3 p42 MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von 8-Phenyltheophyllin und
NECA

Endothelzellen besitzen sowohl Adenosin- als auch ATP-Rezeptoren, uber die
Nukleotide, wie ATP, wirken konnen. Von extrazellularem ATP ist bekannt, dass es
durch Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut werden kann.

Um zu klaren, ob die ATP-Wirkung auf die p42 MAPK Uber Adenosin-
Rezeptoren vermittelt wird, wurden Experimente durchgefuhrt, in denen die
Adenosin-Rezeptoren durch eine Hemmkonzentration des Adenosin-Rezeptor-
antagonisten 8-Phenyltheophyllin (8-PT) gehemmt wurden. Daflr wurden die Zellen
fur 30 Minuten mit 8-PT (10 uM) inkubiert und dann fur 5 Minuten mit ATP (10 pM)
stimuliert. 8-PT alleine zeigte keinen Einfluss auf die basale MAPK-Phosphorylierung
und war auch nicht in der Lage, die ATP-Wirkung auf die MAPK-Phosphorylierung zu
antagonisieren (Abb. 4.5). Dies legt die Vermutung nahe, dass Adenosin-Rezeptoren
bei der MAPK-Phosphorylierung durch ATP keine Rolle spielen. Dies wurde in
weiteren Experimenten Uberprift, in denen die Adenosin-Rezeptoren durch das
stabile Adenosinanalogon 5-(N-ethylcarboxamido)adenosin (NECA) aktiviert wurden.
Die Zellen wurden fur 10 Minuten mit NECA (1 pM) inkubiert und anschlieend
wurde die MAPK-Phosphorylierung bestimmt. Die Wirkung von NECA auf die MAPK-
Phosphorylierung liel3 keinen signifikanten Unterschied zur unbehandelten Kontrolle
erkennen (Abb. 4.5). Diese Daten zeigen, dass eine direkte Stimulation von
Adenosin-Rezeptoren keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der p42 MAPK hat.
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Abb. 4.5: Wirkung wvon ATP in Gegenwart des Adenosin-
Rezeptorantagonisten 8-Phenyltheophyllin  (8-PT) und Wirkung des
Adenosinanalogons 5’-(N-ethylcarboxamido)adenosin (NECA) auf die p42
MAPK-Phosphorylierung.

(ATP) Endothelzellen wurden far 5 Minuten in Gegenwart von 10 yM ATP
inkubiert. (8-PT) Zellen wurden fur 30 Minuten in Gegenwart von 10 yM 8-
PT inkubiert. (8-PT+ATP) Zellen wurden fur 30 Minuten in Gegenwart von
10 M 8-PT inkubiert und anschlieBend fur 5 Minuten mit 10 uM ATP
stimuliert. (NECA) Zellen wurden fur 10 Minuten mit 1 yM NECA stimuliert.
Angegeben sind Mittelwerte + SD von n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen. 5 Minuten nach Zugabe von ATP ist die MAPK-
Phosphorylierung in Gegenwart von 8-PT signifikant erhoht gegenuber 8-
PT alleine (*P < 0,05). Die MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von 8-
PT und NECA ist nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (K). Die
Werte in Gegenwart von ATP und 8-PT+ATP sind nicht signifikant
verschieden voneinander.
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4.4 ATP-Wirkung unter Blockade des zytosolischen Ca%*-Anstieges

In Endothelzellen ist gut belegt, dass extrazellulares ATP einen raschen und
transienten Ca?*-Anstieg bewirkt (Liickhoff und Busse, 1986). Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass der ATP-induzierte Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in
Endothelzellen (i) durch ein vorheriges Beladen der Zellen mit dem Ca®'-
Komplexbildner BAPTA/AM oder (i) durch Hemmung der IPs-sensitiven Ca?*-
Freisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum mit dem spezifischen Inhibitor
Xestospongin C unterdrickt werden kann (Noll et al., 2000).

Um zu untersuchen, ob eine Veranderung der zytosolischen Ca®*-Konzentration
die Phosphorylierung der p42 MAPK beeinflusst, wurden die Endothelzellen fur
30 Minuten mit BAPTA/AM (10 pM) inkubiert und dann fuar 5 Minuten mit ATP
(10 uM) stimuliert. Die Inkubation mit BAPTA/AM zeigte keinen Einfluss auf die ATP-
induzierte MAPK-Phosphorylierung (Abb. 4.6). Um dieses Ergebnis zu uUberprifen,
wurden die Zellen fur 30 Minuten mit Xestospongin C (3 pM) inkubiert und
anschlief3end fur 5 Minuten mit ATP (10 uM) stimuliert. Auch eine Vorbehandlung der
Zellen mit Xestospongin C hatte keinen Einfluss auf die ATP-induzierte MAPK-
Phosphorylierung (Abb. 4.6). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die
ATP-induzierte p42 MAPK-Phosphorylierung unabhangig von einem ATP-bedingten
zytosolischen Ca**-Anstieg ist.
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Abb. 4.6: Wirkung von ATP auf die p42 MAPK-Phosphorylierung nach 30
Minuten in Gegenwart von BAPTA/AM (BAP; 10 uM) oder Xestospongin C
(Xe; 3 uM).

Endothelzellen wurden in Gegenwart von BAP, einem Ca®-
Komplexbildner, und Xe, einem Hemmstoff des IPs-abhdngigen Ca*'-
Kanals, inkubiert und dann far 5 Minuten mit 10 yM ATP stimuliert.
Angegeben sind Mittelwerte + SD von n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen. 5 Minuten nach ATP-Zugabe ist die MAPK-
Phosphorylierung signifikant erhoht gegenuber der jeweiligen Kontrolle
(*P < 0,05). Die MAPK-Phosphorylierung in Gegenwart von BAP und Xe
ist nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (K). Die Werte von ATP,
BAP+ATP sowie Xe+ATP sind nicht signifikant verschieden voneinander.

p42 MAPK-Phosphorylierung (%)
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4.5 Rolle des MEK/MAPK-Signalweges bei der MLK-Phosphorylierung unter
Hemmung der MLK-Phosphatase

Unter basalen Bedingungen lag die MLK-Phosphorylierung bei 65 + 7 % (Abb.
4.7 B). Eine 30-minutige Vorinkubation der Zellen mit 20 yM PD 98059, einer
Konzentration, die die basale p42 MAPK-Phosphorylierung unterdrickt, reduzierte
die basale MLK-Phosphorylierung nur schwach auf 57 + 8 % (P > 0,05; nicht
signifikant unterschiedlich von unbehandelter Kontrolle). Dies deutet darauf hin, dass
die MLK-Phosphorylierung unter basalen Bedingungen nicht signifikant durch den
MAPK-Signalweg beeinflusst wird.

Um den Einfluss des MEK/MAPK-Signalweges auf die MLK-Kinase zu
untersuchen, wurde ein Protokoll verwendet, bei dem die Phosphatase-Aktivitat in
den Zellen gehemmt wurde. Zu diesem Zweck wurde der Phosphatase-Inhibitor
Calyculin A zugegeben und der folgende Anstieg der MLK-Phosphorylierung wurde
uber einen Zeitraum von 30 Minuten gemessen. Bei der Konzentration von 10 yM
Calyculin A handelt es sich um eine Konzentration, die die MLK-Phosphatase
hemmt. In Konzentrations-Findungs-Experimenten bestatigte sich, dass dies die
kleinste Konzentration war, die zu einem maximalen Anstieg der unmittelbaren MLK-
Phosphorylierung fuhrte. Bereits friher (Noll et al., 2000) konnte gezeigt werden,
dass der langsame, kontinuierliche Anstieg der MLK-Phosphorylierung in Gegenwart
von Calyculin A alleine, auf die basale Aktivitat der MLK-Kinase zurlckzufuhren ist.
In Gegenwart des MEK-Hemmstoffes PD 98059 (20 uM) war dieser unmittelbare
Anstieg der MLK-Phosphorylierung signifikant abgeschwacht (Abb. 4.7 A+B). Dieser
Befund deutet darauf hin, dass der MEK/MAPK-Signalweg die basale Aktivitat der
MLK-Kinase kontrolliert.

Wurde ATP (10 pM) nach 10 Minuten in Gegenwart von Calyculin A
zugegeben, verursachte ATP einen raschen, zusatzlichen Anstieg der MLK-
Phosphorylierung, was auf die Aktivierung der MLK-Kinase hinweist. Dieser schnelle,
zusatzliche Anstieg wurde vollstandig in Gegenwart von PD 98059 gehemmt (Abb.
4.7 B). Eine gleiche Hemmwirkung auf den Calyculin A/ATP-induzierten Anstieg der
MLK-Phosphorylierung wurde auch mit U0 126 beobachtet (Daten hier nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die ATP-induzierte Aktivierung der MLK-Kinase uber
den MEK/MAPK-Signalweg vermittelt wird.
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Abb. 4.7: Wirkung von ATP auf die Phosphorylierung der Myosinleicht-
ketten (MLK) unter Hemmung der MLK-Phosphatase durch Calyculin A.
Endothelzellen wurden entweder nicht vorbehandelt oder mit dem MEK-
Inhibitor PD 98059 (20 pM) fur 30 Minuten vorinkubiert. Dann wurden
Calyculin A (Caly; 10 nM), ATP (10 pM) oder Caly und ATP zugegeben.
(A) Reprasentative Western-Blots zeigen die MLK-Phosphorylierung
(Nachweis mit Anti-MLK). Die Banden reprasentieren von oben nach
unten: nicht-phosphorylierte MLK (MLK), monophosphorylierte MLK
(MLK~P) und diphosphorylierte MLK (MLK~PP). (B) Oben: MLK-
Phosphorylierung in Abwesenheit von PD 98059 (-PD). ATP stimuliert die
MLK-Phosphorylierung. Unten: MLK-Phosphorylierung in Gegenwart von
PD 98059 (+PD). ATP stimuliert die MLK-Phosphorylierung nicht mehr.
(@) Calyculin A vs. (O) Calyculin A und ATP. (Ill) PD 98059 vs. () PD
98059 und ATP. Angegeben sind Mittelwerte + SD aus n = 5 Experi-
menten unabhangiger Zellpraparationen. *P < 0,05; Caly vs. Caly und
ATP. *P < 0,05; Caly vs. Caly und PD.
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4.6 Beteiligung des MEK/MAPK-Signalweges an der MLK-Phosphorylierung
unter Hemmung der MLK-Kinase

In friheren Untersuchungen (Noll et al., 2000) wurde aulRerdem gezeigt, dass
ATP in Abwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren, wie z.B. Calyculin A, eine
Dephosphorylierung der MLK bewirkt und dass dies auf die Aktivierung der
vorherrschenden MLK-Phosphatase zurluckzufihren ist. Eine MLK-Dephos-
phorylierung nach ATP-Zugabe wurde auch in dieser Studie beobachtet (Abb. 4.8).
Die zusatzliche Gegenwart des MEK-Inhibitors PD 98059 bewirkte eine weitere
signifikante Abnahme der MLK-Phosphorylierung. Diese Daten lassen darauf
schlielRen, dass die Hemmung des MEK/MAPK-Signalweges die ATP-stimulierte
MLK-Dephosphorylierung steigern kann.

Um zu klaren, ob dieser Effekt von einer Steigerung der Phosphatase-Aktivitat
hervorgerufen wird, wurde die MLK-Kinase in einer Serie von weiteren Experimenten
durch den MLK-Kinase-Inhibitor ML-7 gehemmt. Wie in Abb. 4.8 zu sehen ist,
verursachte eine 30-minutige Inkubation der Zellen in Gegenwart des MLK-Kinase-
Hemmestoffes ML-7 (50 uM) eine signifikante MLK-Dephosphorylierung, welche auf
die basale Aktivitat der MLK-Phosphatase zurtickzufuhren ist. Die gleichzeitige Gabe
von ML-7 und PD bewirkte keine weitere signifikante Reduktion der MLK-
Phosphorylierung, was die Annahme unterstutzt, dass der PD-hemmbare Schritt
oberhalb der MLK-Kinase liegt. Die Zugabe von ML-7 und ATP reduzierte die MLK-
Phosphorylierung uUber den Effekt von ML-7 alleine hinaus. Wurden die
Endothelzellen unter letztgenannten Bedingungen vorher 30 Minuten mit PD 98059
(20 pM) inkubiert, blieb der Grad der MLK-Phosphorylierung unverandert. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die durch ATP induzierte Aktivierung der MLK-
Phosphatase nicht Uber den MEK/MAPK-Signalweg vermittelt wird.
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Abb. 4.8: Wirkung von ATP auf die MLK-Phosphorylierung in Gegenwart
von MEK-Inhibitor PD 98059, MLK-Kinase-Inhibitor ML-7 oder einer
Kombination von PD und ML-7.

Die Zellen wurden fur 30 Minuten in Gegenwart von 20 yM PD 98059
und/oder 50 uyM ML-7 inkubiert und dann mit 10 yM ATP stimuliert.
Angegeben sind Mittelwerte + SD von n = 5 Experimenten unabhangiger
Zellpraparationen, gemessen nach 10 Minuten in Gegenwart von ATP.
*P < 0,05; n.s.= Werte nicht signifikant verschieden voneinander. Unter
allen Bedingungen ist die MLK-Phosphorylierung signifikant gegenuber
der basalen MLK-Phosphorylierung erniedrigt. Die basale MLK-
Phosphorylierung von 65 + 7 % ist dabei auf 0 gesetzt.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des MEK/MAPK-Signalweges auf den
kontraktilen Apparat in Endothelzellen zu untersuchen. In einer frGheren Arbeit
konnte gezeigt werden, dass ATP gleichzeitig auf eine Ca?*-abhangige Weise die
MLK-Kinase und auf eine Ca?*-unabhéngige Weise die MLK-Phosphatase aktiviert
(Noll et al., 2000). Die Hauptaussage der vorliegenden Studie ist, dass die Ca®*-
unabhangige Aktivierung des MEK/MAPK-Signalweges die ATP-induzierte
Aktivierung der MLK-Kinase vermittelt, nicht aber die der MLK-Phosphatase. Die

Untersuchungen zeigen im Einzelnen:

1. Extrazellulares ATP induziert die Phosphorylierung der p42/p44 MAPK in
aortalen Endothelzellen des Schweines.
Diese Phosphorylierung wird Uber MEK 1/2 vermittelt.
Die Phosphorylierung der p42 MAPK ist ein direkter ATP-Effekt und wird nicht
Uber Adenosin-Rezeptoren vermittelt.

4. Die Phosphorylierung der p42 MAPK ist unabhangig von dem ATP-induzierten
intrazellularen Ca®*-Anstieg.

5. Inhibitoren des MEK/MAPK-Signalweges hemmen die ATP-vermittelte Aktivier-
ung der MLK-Kinase, beeinflussen jedoch nicht die ATP-induzierte Aktivierung
der MLK-Phosphatase.

5.1 Einfluss von ATP auf die Phosphorylierung der p42/p44 MAPK

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die p42 MAPK unter
basalen experimentellen Bedingungen teilweise in phosphoryliertem Zustand vorlag,
was darauf hindeutet, dass sie teilweise aktiv ist. Ubereinstimmend mit diesem
Befund ist das Ergebnis, dass die Hemmung von MEK1/2, den Kinasen oberhalb von
p42 MAPK, durch PD 98059 und U0 126, den basalen Phosphorylierungsstatus fast
vollstandig reduzierte. Bereits fruher wurde gezeigt, dass kultivierte Endothelzellen
uber einen basal aktivierten MEK/MAPK-Weg verfugen, der wahrscheinlich durch
Faktoren des Kulturmediums stimuliert wird (Ikeda et al., 1999).
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Die Stimulierung der Zellen mit exogen zugegebenem ATP fuhrte zu einem
vorubergehenden,  konzentrationsabhangigen  Anstieg der p42 MAPK-
Phosphorylierung, welcher durch die MEK-Inhibitoren PD 98059 und UO 126
gehemmt wurde. Wie in Western-Blots gezeigt werden konnte, stimulierte ATP
simultan die Phosphorylierung der p42 MAPK und p44 MAPK. Diese Koinzidenz
deutet darauf hin, dass die Aktivierung der beiden MAPK-Isoformen durch
extrazellulares ATP koreguliert wird. Deshalb wurde im Folgenden die p42 MAPK
stellvertretend fur die p42/p44 MAPK untersucht. Der maximale Effekt von ATP war
in seiner Starke vergleichbar mit der p42 MAPK-Aktivierung, die in Gegenwart von
Phorbolester (PMA) beobachtet wurde, einem Aktivator der oberhalb gelegenen
Kinase PKC. Dieser Vergleich zeigt, dass ATP einen starken Einfluss auf die p42
MAPK-AKktivitat hat.

Da ATP durch Ektonukleotidasen auf der Oberflache von Endothelzellen zu
Adenosin abgebaut wird, wurde in den vorliegenden Untersuchungen gepruft, ob
ATP auch Uber seinen Metaboliten Adenosin die MAPK-Aktivitat beeinflusst. Dazu
wurden (1) die Adenosin-Rezeptoren mit dem Adenosin-Rezeptorantagonisten 8-
Phenyltheophyllin (8-PT) gehemmt und die MAPK mit ATP stimuliert oder (2) die
Zellen mit dem Adenosinanalogon NECA stimuliert. Es zeigte sich, dass (1) der
Adenosin-Rezeptorantagonist 8-PT nicht in der Lage war, den ATP-Effekt auf die p42
MAPK-Phosphorylierung zu inhibieren und (2) die Zugabe des Adenosinanalogons
NECA keinen Effekt auf die p42 MAPK-Phosphorylierung hatte. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Aktivierung von p42 MAPK in Gegenwart von extrazellular
zugegebenem ATP nicht auf die Bildung von Adenosin aus ATP zuruckzufuhren ist.

Endothelzellen exprimieren Purin-Rezeptoren fur extrazellulares ATP. Diese
unterteilen sich in Adenosin-empfindliche P1- und ATP-empfindliche P2X- und P2Y-
Rezeptoren (Motte et al., 1993; Communi et al., 2000; Burnstock, 2002). In der
vorliegenden Studie wurde der purinerge Rezeptor, der den ATP-Effekt vermittelt,
nicht weiter charakterisiert. Wie in einer fruheren Studie gezeigt, gehort der purinerge
Rezeptor, der den ATP-Effekt auf die endotheliale Permeabilitat vermittelt, zur P2Y-
Familie (Motte et al., 1993; Noll et al., 1999). Es liegt daher die Vermutung nahe,
dass die hier beobachtete ATP-Wirkung auf die p42 MAPK ebenfalls Uber P2Y-
Rezeptoren vermittelt wird.

Die Aktivierung des MEK/MAPK-Signalweges durch ATP war unabhangig von
dem voriibergehenden Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration, welcher durch
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die Zugabe von ATP ausgeldst wird. Dieser Anstieg wird durch eine Ca?*-Freisetzung
aus dem Endoplasmatischen Retikulum Uber den IP3-sensitiven Freisetzungskanal
bewirkt. Frahere Untersuchungen zeigten, dass dieser Kanal spezifisch durch
Xestospongin C blockiert werden kann (Gafni et al., 1997) und das Xestospongin C
den ATP-induzierten Anstieg der zytosolischen Ca**-Konzentration verhindert (Noll et
al., 2000). Hier zeigte sich, dass die Aktivierung der p42 MAPK von diesen
veranderten experimentellen Bedingungen unbeeinflusst blieb. Auch die
Unterdriickung des Ca®*-Anstieges durch ein Beladen der Zellen mit dem Ca®*-
Chelator BAPTA/AM hatte keine Auswirkungen auf die p42 MAPK-Aktivierung. Diese
Ergebnisse zeigen deshalb, dass die Aktivierung des MEK/MAPK-Signalweges durch
ATP unabhangig von dessen Effekt auf die intrazellulare Ca**-Konzentration ist.

Die Beobachtung, dass extrazellulares ATP die p42 MAPK aktiviert, konnte
bereits in Endothelzellen und anderen Zellen gemacht werden. Dabei wurde der
Signalweg im Hinblick auf ATP-induziertes Zellwachstum und in Bezug auf ATP-
induzierte Prostaglandinproduktion untersucht (Huwiler und Pfeilschifter, 1994;
Graham et al., 1996; Patel et al., 1996; Neary et al., 1998; Burnstock, 2002). Es wird
dabei vermutet, dass die ATP-induzierte MAPK-Aktivierung nicht Uber Adenosin-
Rezeptoren, sondern iber G-Protein-gekoppelte P2Y-Rezeptoren erfolgt. Uber diese
Rezeptoren kommt es zu einer Stimulation des IP3-DAG-Weges und anschliel3ender
Aktivierung von PKC bzw. einem Ca?-Anstieg. Beide Signale werden im
Wesentlichen fur die ATP-Effekte und somit auch fur die MAPK-Phosphorylierung
verantwortlich gemacht wird (Communi et al., 2000; Short et al., 2000; Burnstock,
2002). Aber auch Ca?*-unabhingige Wege der MAPK-Aktivierung werden diskutiert.
Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in den hier untersuchten porcinen
Aortenendothelzellen die Aktivierung der MAPK nicht durch einen ATP-induzierten
intrazelluldren Ca**-Anstieg vermittelt wird, sondern unabhéngig von Ca?* erfolgt.
Diese Schlussfolgerung wird durch neuere Arbeiten unterstutzt, die belegen, dass
Ca?*-unabhangigen Mechanismen, wie Signalwegen (ber PKA, PI3-Kinase, Ca**-
unabhangige PKC-Isoformen oder Scaffoldproteine, wie z.B. B-Arrestin oder
IQGAP1, eine weitaus groRere Bedeutung in der ATP-vermittelten MAPK-Aktivierung
zukommt, als bisher angenommen (lkeda et al., 1998; Neary et al., 1999;
Pouysségur, 2000; Liebmann, 2001; Santiago-Perez et al., 2001; Roy et al., 2004).

Eine Involvierung von Scaffoldproteinen an der MAPK-Aktivierung ware daruber
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hinaus auch geeignet, zu erklaren, warum die MAPK nicht zum Zellkern wandert und
dort ihre mitogenen Effekte auslost, sondern im Zytosol verbleibt und uber die MLK-
Phosphorylierung auf den Kontraktionsapparat wirkt.

5.2 Modell der phosphorylierbaren MLK

In der vorliegenden Arbeit wurde die Myosinleichtkettenphosphorylierung in
Aortenendothelzellen vom Schwein nachgewiesen. Mit einem bestimmten Verfahren
(Persechini et al., 1986) war es moglich, die MLK in ihre nicht-phosphorylierten,
mono- und diphosphorylieten Formen aufzutrennen. Nach gegenwartiger
Auffassung wird die Endothelpermeabilitdt Uber die Aktivierung endothelialer
kontraktiler Elemente gesteuert, wobei die MLK-Phosphorylierung das Startsignal fur
die kontraktile Aktivierung ist (Wysolmerski und Lagunoff, 1990; Kolodney und
Wysolmerski, 1992; Sheldon et al.,, 1993; Garcia und Schaphorst, 1995; van
Hinsbergh, 1997). In zwei fruheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
extrazellulares ATP die Makromolekllpermeabilitat in Endothelzellen deutlich senkt
und dies vermutlich Uber die ATP-induzierte MLK-Dephosphorylierung verursacht
wird (Noll et al., 1999, 2000).

5.3 Rolle des MEK/MAPK-Signalweges bei der ATP-vermittelten MLK-
Phosphorylierung tiber MLK-Kinase

Um die Aktivierung der MLK-Kinase in intakten Zellen zu untersuchen, wurde
ein indirektes Protokoll benutzt, in welchem die MLK-Phosphorylierung in Gegenwart
einer Hemmkonzentration des Phosphatase-Inhibitors Calyculin A gemessen wurde.
In einer fruheren Arbeit (Noll et al., 2000) konnte gezeigt werden, dass der
kontinuierliche Anstieg der MLK-Phosphorylierung in Gegenwart von Calyculin A
durch die basale Aktivitat der MLK-Kinase bedingt wird. Wie friher berichtet (Noll et
al., 2000), zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass ATP die MLK-Kinase
aktiviert. Diese Aktivierung konnte durch die MEK-Inhibitoren PD 98059 und UO 126
vollstandig gehemmt werden. Dies zeigt, dass der MEK/MAPK-Signalweg oberhalb
der MLK-Kinase liegt. Dieses Ergebnis wird dadurch bestatigt, dass in Gegenwart
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des MLK-Kinase-Hemmstoffes ML-7, die Blockade des MEK/MAPK-Weges durch PD
98059 keine zusatzliche Hemmung der MLK-Phosphorylierung bewirkte.

Beobachtungen aus einer friheren Studie zeigten, dass ATP die MLK-Kinase
Ca?*-abhéngig aktiviert (Noll et al., 2000). Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden
Studie kann davon ausgegangen werden, dass der Ca?*-abhéngige Schritt unterhalb
des MEK/MAPK-Signalweges liegt. Es ist anzunehmen, dass es sich dabei um die
Ca?*/CaM-abhangige MLK-Kinase selbst handelt.

In COS-7 und MCF-7 Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass die p42/p44
MAPK Uber eine Aktivierung der MLK-Kinase die MLK-Phosphorylierung erhdht und
eine Zellmigration auslost (Klemke et al., 1997; Nguyen et al., 1999). Mansfield et al.
(2000) beschreiben, dass die p42/p44 MAPK in polymorphkernigen Leukozyten im
Rahmen der Phagozytose die MLK-Kinase aktiviert. Auch in Glattmuskelzellen wird
vermutet, dass die p42/p44 MAPK die MLK-Kinase aktiviert und dartber den
kontraktilen Apparat beeinflusst (Morrison et al., 1996; Arner und Pfitzer, 1999;
Goetze et al., 2001). Dies unterstutzt die These von Jin et al. (1996), dass es einen
,cross-talk“ zwischen dem RTK-Weg und dem MLK-Kinase-Signalweg in der glatten
GefalBmuskulatur gibt. Es wir dabei auch von anderen Kinasen, wie PKA, PKC und
CaM-Kinase Il, angenommen, dass sie auf die MLK-Kinase-Aktivitat Einfluss nehmen
(Stull et al., 1993; Arner und Pfitzer, 1999). Dabei ist eine Hypothese, dass die
p42/p44 MAPK, im Gegensatz zu anderen Kinasen, die Sensitivitat der MLK-Kinase
gegeniiber Ca®*/Calmodulin erhdht und dadurch die MLK-Kinase aktiviert (Morrison
et al., 1996; Arner und Pfitzer, 1999; Kamm und Stull, 2001). Andere Arbeitsgruppen
vermuten, dass die MAPK die MLK auch direkt oder uber MAPK-Substrate, wie die
MAPKAPK-1b, phosphorylieren kann (Suizu et al., 2000; D’Angelo und Adam, 2002).

Mit den Befunden der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, dass die ATP-Wirkung auf die MLK-Kinase Uber die p42/p44 MAPK
vermittelt wird und dass die MLK-Phosphorylierung nicht direkt durch die MAPK
erfolgt. Die p42/p44 MAPK wirkt Uber die MLK-Kinase auf die MLK-Phosphorylierung
und uber diesen Weg nimmt sie vermutlich auch Einfluss auf die endotheliale

Kontraktion und Gefallpermeabilitat.
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5.4 Rolle des MEK/MAPK-Signalweges bei der ATP-vermittelten MLK-
Dephosphorylierung tiber MLK-Phosphatase

In einer friiheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass ATP neben seiner Ca*'-
abhéngigen Wirkung auf die MLK-Kinase eine noch starkere, Ca**-unabhangige
Wirkung auf die MLK-Phosphatase besitzt (Noll et al., 2000). Dies ist insofern von
Bedeutung, als dass von Entzindungsmediatoren, wie Thrombin und Histamin,
bisher nur gezeigt werden konnte, dass diese die MLK-Kinase aktivieren und/oder
die MLK-Phosphatase hemmen und so Uber eine Aktivierung des kontraktilen
Apparates zu einer gesteigerten Gefallpermeabilitat fuhren.

In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass der Ca?*-unabhangige Signalweg
von ATP auf die MLK-Phosphatase, nicht Uber den MEK/MAPK-Weg vermittelt wird.
Sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit des MLK-Kinase-Inhibitors ML-7 hatte
die Hemmung des MEK/MAPK-Signalweges keinen Einfluss auf die ATP-induzierte
MLK-Dephosphorylierung durch die MLK-Phosphatase. Der MEK/MAPK-Signalweg
ist also ausschlieBlich an dem Signalweg von ATP beteiligt, der die MLK-Kinase
aktiviert. Auch in der Literatur finden sich bislang keine Hinweise daflur, dass die
p42/p44 MAPK die vorherrschende MLK-Phosphatase aktivieren kann.

Zusammengenommen ergibt sich aus den Befunden dieser Arbeit folgendes
Szenario zur Modulation der kontraktilen Aktivierung durch extrazellulares ATP (Abb.
5.1). Wie bereits friher gezeigt (Noll et al., 2000) aktiviert ATP sowohl die MLK-
Kinase in einem Ca?*-abhangigen Schritt als auch die MLK-Phosphatase in einem
Ca?-unabhangigen Schritt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ATP-
Wirkung auf die MLK-Kinase (iber MEK/MAPK vermittelt wird und der Ca®'-
abhangige Schritt unterhalb von MEK/MAPK liegt. Die ATP-Wirkung auf die MLK-
Phosphatase wird nicht tber den MEK/MAPK-Signalweg reguliert.
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Abb. 5.1: Wirkung von ATP auf den kontraktilen Apparat und die
Permeabilitat in Aortenendothelzellen vom Schwein.

ATP reguliert die Phosphorylierung der MLK (MLK~P) Uber die Aktivierung
der p42/p44 MAPK. Dieser Teil der ATP-induzierten MLK-Aktivierung ist
Ca?*-unabhangig. Die ATP-Wirkung auf den MEK/MAPK-Signalweg wird
nicht Uber ATP-Metabolite vermittelt. Die forcierte, Kinase-induzierte MLK-
Phosphorylierung induziert die Interaktion von Aktin und Myosin des
endothelialen Zytoskeletts und steigert die Kontraktionskraft der Zellen.
Als Folge der Kontraktion nimmt die Makromolekulpermeabilitat der
Endothelzellschichten zu. Die ATP-vermittelte Aktivierung der MLK-Kinase
wird in Gegenwart des Phosphatase-Hemmstoffes Calyculin A sichtbar.
ATP aktiviert (iber einen Ca?*-unabhzngigen Mechanismus die MLK-
Phosphatase. Dieser Schritt stellt eine sehr potente Wirkung auf den
kontraktilen Apparat dar, der die Wirkung der MLK-Kinase Uberspielt.

— Akltivierung, — Hemmung
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5.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass extrazellulares ATP Uber den
MEK/p42/p44 MAPK-Weg die Phosphorylierung der MLK vermittelt. Daruber hinaus
wurde erstmalig nachgewiesen, dass der MEK/MAPK-Signalweg Uber die Aktivierung
der MLK-Kinase und nicht Uber eine Hemmung der MLK-Phosphatase an der
Kontrolle des kontraktilen Apparates in Endothelzellen beteiligt ist. Es konnte gezeigt
werden, dass ATP die MLK-Phosphorylierung nicht nur (iber einen Ca?*/Calmodulin-
abhangigen Schritt, sondern auch Ca®*-unabhangig (ber den MEK/MAPK-Weg
steigern kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind aus zwei Grinden von besonderem
Interesse:

(1) Extrazellulares ATP ist als ein Mediator beschrieben, der in Endothelzellen
die MLK-Phosphatase aktiviert und Uber eine MLK-Dephosphorylierung zu einer
Abnahme der Gefallpermeabilitat fuhrt (Noll et al., 2000). ATP hat aber auch eine
Wirkung auf die MLK-Kinase, die, wie in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
werden konnte, uber MEK/p42/p44 MAPK vermittelt wird. Durch Hemmung der
MAPK ist es moglich, diesen Teil des Weges zu hemmen und die abdichtende
Wirkung von ATP auf die Endothelzellschicht zu verstarken und somit die
Permeabilitat zu verringern.

Auf der Suche nach Substanzen, die die endotheliale Permeabilitat steuern
konnen, sind diejenigen, die eine Dephosphorylierung der MLK verursachen und
damit kontraktile Krafte und die Spannung innerhalb der Endothelzellschicht
reduzieren, von besonderem Interesse. Diese Substanzen konnten zukunftig
eingesetzt werden, um die Funktion der endothelialen Schranke einerseits zu
stabilisieren und andererseits Organe vor Odemen zu schiitzen. ATP ist der einzige
zur Zeit bekannte Rezeptor-vermittelte Mediator, der die MLK-Phosphatase potent
aktiviert. Zusatzlich zu diesem therapeutischen Ansatz sind Wirkstoffe, die vor einer
Aktivierung der endothelialen MLK-Kinase schitzen, ebenfalls von Interesse, da sie
wahrscheinlich eine Aktivierung der MLK-Phosphatase und somit eine
Dephosphorylierung der MLK begunstigen. Diese Studie zeigt, dass neben
Hemmestoffen der MLK-Kinase, wie z.B. ML-7, auch Hemmstoffe des MEK/MAPK-

Signalweges zu diesem Zweck genutzt werden konnten.
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(2) Es wurde mit der Aktivierung der MLK-Kinase eine neue, Agonisten-
induzierte Wirkung des MEK/MAPK-Weges in Endothelzellen beschrieben, der
moglicherweise eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von Funktionen
zukommt.

Seit langerem ist bekannt, dass die p42/p44 MAPK eine zentrale Rolle bei
Proliferations-, Migrations- und Angiogeneseprozessen, wie z.B. beim Tumor-
wachstum, einnimmt (Klemke et al., 1997; Berra et al., 2000; Schramek et al., 2002;
Bogatcheva et al., 2003; Huang et al., 2004). Diese Prozesse gehen grofitenteils mit
einer Aktivierung des kontraktilen Apparates und mit einer gesteigerten
GefalRpermeabilitat einher. Verschiedene Arbeitsgruppen haben aus diesem Grund
bereits in Endothelzellen die Beteiligung der p42/p44 MAPK an der Kontrolle der
Permeabilitat untersucht. Hierzu gibt es kontroverse Befunde. Wahrend manche
Arbeitsgruppen zeigen, dass MEK-Hemmstoffe keine Auswirkungen auf die
GefalRpermeabilitat haben, konnten andere Arbeitsgruppen sehr wohl zeigen, dass
der MEK/MAPK-Signalweg an der Regulation der endothelialen Permeabilitat
beteiligt ist. (Kevil et al., 1998, 2000; Verin et al., 2000; Varma et al., 2002; Wu et al.,
2005). Ob die p42/p4d4 MAPK allerdings bei der VEGF-induzierten
Hyperpermeabilitat eine Rolle spielt, ist fraglich (Pocock und Bates, 2001; Lal et al.,
2001; Breslin et al., 2003).

Die Bedeutung der p42/p44 MAPK bei Migration und Angiogenese ist jedoch
unumstritten. Die genauen Mechanismen, die dies vermitteln, sind allerdings noch
unklar, ebenso wie die Frage, ob und inwiefern die MAPK-Aktivierung an der
begleitenden Permeabilitat beteiligt ist. In Glattmuskel- und Endothelzellen wird
beschrieben, dass die p42/p4d4 MAPK Caldesmon phosphoryliert und es wird
vermutet, dass die MAPK Uber diesen Weg den kontraktiien Apparat und die
endotheliale Permeabilitat beeinflusst (Adam et al., 1995; Verin et al., 2000; Liu et al.,
2001; D’Angelo und Adam, 2002). Es gibt aber auch Hinweise, dass die p42/p44
MAPK in Endothelzellen zu einer Desorganisation und Instabilitdt von Occludinen
und VE-Cadherinen an den Zell-Zell-Verbindungen fuhrt (Kevil et al., 1998, 2000; Wu
und Sheibani, 2003) sowie Einfluss auf Komponenten der Zell-Matrix-Verbindungen,
wie z.B. Fokaladhasions-Kinase (FAK) und Paxillin, nimmt (Liu et al., 2002; Ma et al.,
2003; Huang et al., 2004).

In COS-7 Zellen konnte die MLK-Phosphorylierung uber p42/p44 MAPK und
MLK-Kinase und deren Einfluss auf die Zellmigration nachgewiesen werden und
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auch in Glattmuskelzellen wird die Beteiligung des MEK/MAPK-Signalweges an der
MLK-Phosphorylierung uber MLK-Kinase angenommen (Morrison et al., 1996;
Klemke et al., 1997; Arner und Pfitzer, 1999). Daruber hinaus wird vermutet, dass die
p42/p44 MAPK im Rahmen der Zellteilung und Bildung des Spindelapparates die
MLK phosphoryliert. Uber eine Aktivierung der MLK-Phosphatase finden sich in der
Literatur bislang keine Hinweise.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Verbindung der p42/p44 MAPK und
der MLK-Kinase in Endothelzellen gezeigt. Die p42/p44 MAPK stellt damit ein
mogliches Bindeglied zwischen Permeabilitatsregulation, Migration und Proliferation
in Endothelzellen dar (Abb. 5.2). Die Fahigkeit der p42/p44 MAPK, Uber eine
Aktivierung des kontraktilen Apparates die Permeabilitat zu beeinflussen, wirde sehr
gut erklaren, Uber welche Mechanismen es bei Angiogenese und Migration, bei
denen immer auch die p42/p44 MAPK-Phosphorylierung erhoht ist, zu einer
gesteigerten parazellularen Permeabilitat kommt. Die vorliegende Arbeit tragt somit
dazu bei, die komplexen Mechanismen der p42/p44 MAPK in Endothelzellen weiter
aufzuklaren und das Zusammenspiel von Proliferation, Migration und Angiogenese,
bei dem die p42/p44 MAPK eine zentrale Rolle spielt, besser zu verstehen. Dieses
Wissen tragt wiederum die Moglichkeit in sich, neue Therapieansatze zu finden, falls
diese Mechanismen, wie im Fall von Atherosklerose, Herzhypertrophie oder
Tumorangiogenese, aulder Kontrolle geraten.
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Abb. 5.2: Wirkung der p42/p44 MAPK auf die Aktivierung des kontraktilen
Apparates und das Loslosen von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten,
Zellfunktionen, die im Rahmen von Angiogenese, Migration und der
endothelialen Schrankenfunktion eine entscheidende Rolle spielen und bei
verschiedenen krankhaften Prozessen, wie z.B. Tumorwachstum und
Odembildung, pathologisch veréandert sind.
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6 Zusammenfassung

Die Phosphorylierung der endothelialen Myosinleichtketten (MLK) ist ein
zentraler Mechanismus fur die Kontrolle des endothelialen kontraktilen Apparates
und der endothelialen Schrankenfunktion. Extrazellulares ATP reguliert die
Phosphorylierung der endothelialen Myosinleichtketten durch eine Aktivierung der
Ca®*-abhéngigen MLK-Kinase und durch eine {iberwiegende Aktivierung der Ca®*-
unabhangigen MLK-Phosphatase. In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen,
ob die MEK/MAPK-Kaskade in den ATP-induzierten Signalwegen eingeschaltet ist.
Die Phosphorylierung der p42 MAPK und die Phosphorylierung der MLK wurden
dabei in kultivierten Aortenendothelzellen vom Schwein untersucht. ATP (10 pM)
fuhrte zu einer Steigerung der p42 MAPK-Phosphorylierung von basalen Werten von
17 + 3 % auf 53 + 4 %. Dieser Effekt konnte durch zwei chemisch unterschiedliche
MEK-Hemmstoffe, PD 98059 (20 uM) oder U0 126 (10 uM), unterdrickt werden.

Die Phosphorylierung der p42 MAPK war dabei unabhangig von dem ATP-
induzierten zytosolischen Ca?*-Anstieg, da weder die Komplexierung von Ca®* durch
den Ca?*-Chelator BAPTA/AM (10 uM) noch die Hemmung des IPs-sensitiven Ca®'-
Freisetzungsmechanismus aus dem Endoplasmatischen Retikulum durch
Xestospongin C (3 pM) die ATP-induzierte p42 MAPK-Phosphorylierung
beeinflusste. Die Wirkung von ATP auf die p42 MAPK-Phosphorylierung beruhte
weder auf einer Wirkung des ATP-Abbauproduktes Adenosin noch wurde die ATP-
Wirkung Uber Adenosin-Rezeptoren vermittelt.

ATP steigerte die Aktivitat der MLK-Kinase. Dieser Effekt konnte durch
PD 98059 gehemmt werden. ATP steigerte ebenfalls die Aktivitat der MLK-
Phosphatase, welche jedoch nicht durch PD 98059 unterdrickt werden konnte.
Daraus lasst sich schlieRen, dass der MEK/MAPK-Signalweg ein Ca?*-unabhangiger
Schritt der ATP-Signaltransduktion ist, der auf die MLK-Kinase zielt, nicht jedoch auf
die MLK-Phosphatase.
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7  Summary

Phosphorylation of endothelial myosin light chains (MLC) is a key mechanism in
the control of endothelial contractiie machinery and barrier function. Extracellular
ATP influences phosphorylation of endothelial myosin light chains by an activation of
Ca%"-dependent MLC kinase and predominant activation of Ca?*-independent MLC
phosphatase. Here the role of the MEK/MAPK pathway in this signaling was
investigated. Phosphorylation of p42 MAPK and phosphorylation of MLC were
analyzed in cultured porcine aortic endothelial cells. ATP (10 uM) increased p42
MAPK phosphorylation from basal 17 + 3 % to 53 + 4 %. This effect was suppressed
in presence of the MEK inhibitors PD 98059 (20 pyM) or U0 126 (10 pM).
Phosphorylation of p42 MAPK was not dependent on the ATP-induced cytosolic Ca®*
rise, as it was unaltered when this was suppressed by the Ca?* chelator BAPTA/AM
(10 uM) or xestospongin C (3 pM), an inhibitor of the IPs-sensitive Ca®* release
mechanism of the endoplasmic reticulum. ATP-induced phosphorylation of p42
MAPK was not mimicked by the ATP-product adenosine nor mediated by adenosine
receptors.

ATP increased MLC kinase activity. This effect was blocked in presence of
PD 98059. ATP also increased MLC phosphatase activity, which was not inhibited by
PD 98059. The MEK/MAPK pathway is a Ca**-independent part of the ATP signaling
towards MLC kinase but not of an ATP signaling towards MLC phosphatase.
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