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Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem kontraktilen Apparat der
Endothelzellen und dessen zentraler Rolle im endothelialen Schranken-
versagen. Dieses stellt z.B. im septischen Krankheitsgeschehen einen
wichtigen pathophysiologischen Mechanismus dar. Es kommt hierbei zu
einer erhohten Odemneigung, die eine schwere Komplikation darstellt und

klinisch nur schlecht beherrschbar ist.

Hier soll insbesondere die Rolle des MEK/ERK-Signalmechanismus bei der
Aktivierung des kontraktilen Apparates untersucht werden. Als Modell
kommen kultivierte Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen zum
Einsatz. Eine Hyperpermeabilitat wird durch den prokoagulatorischen und

inflammatorischen Mediator Thrombin ausgelost.
Das Endothel als Barriere zwischen Blut und Gew  ebe

Aufgaben des Endothels

Das Endothel stellt die innere Oberflache aller Blutgefal3e des menschlichen
Korpers dar. Die Endothelzellen bilden dabei eine einlagige Schicht, deren
luminale Seite standig den dynamischen, metabolischen Anderungen des
Blutstroms ausgesetzt ist und somit eine spezielle strategische Position

einnimmt (55).

Seit Furchtgott und Zawadski im Jahre 1980 (18) die essentielle Rolle von
Endothelzellen bei der Regulation des Gefal3tonus demonstrierten, rickte
das Endothel zunehmend in den Blickpunkt kardiovaskularer Forschung. Es
wird seitdem nicht mehr als passive Barriere zwischen Blut und Gewebe
angesehen, sondern als aul3erst aktives endokrines Organ, dass zentrale
Aufgaben in der Regulation und Homoostase des Herz- Kreislaufsystems
erfullt (9). Dazu gehdrt unter anderem die Regulation des Gefaldtonus und
der Blutversorgung der Organe (12, 18, 49). Durch verschiedene Stimuli, wie
z.B. Wandschubspannung, zirkulierende Mediatoren oder Hypoxie, setzt das
Endothel vasoaktive Substanzen frei. Diese wirken auf die
GefalRmuskelzellen entweder kontrahierend (Endothelin, Thromboxan A,,
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Prostaglandin H,) oder relaxierend (NO, EDHF) (12, 44, 61). Dadurch wird
unmittelbar der Blutfluss in dem entsprechenden Gefal3abschnitt reguliert.
Zudem nehmen Endothelzellen Einfluss auf die Aktivitat des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems. Auf der endothelialen Zellmembran ist das
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) lokalisiert, welches Angiotensin | in
das aktive Anigotensin Il umwandelt (44). Dieses wirkt in den prakapillaren

Arteriolen stark gefal3verengend.

Das Endothel greift weiterhin regulierend in das Gleichgewicht von
Gerinnung und Thrombolyse ein. Es produziert unter anderem den Plattchen-
Aktivierenden-Faktor (PAF), von-Willebrand-Faktor, Plasminogen-Aktivator
(t-Pa), Thrombomodulin und andere Faktoren, die fur die Hamostase von
Bedeutung sind (12, 14).

Endothelzellen spielen eine wesentliche Rolle in der Angiogenese.
Verschiedene angiogenetische Stimuli, wie z.B. Hypoxie, veranlassen die
Endothelzellen in ein O,-unterversorgtes Gewebegebiet einzusprossen. Sie
formen dort zunéchst erste tubulare Strukturen und schaffen so die
Voraussetzung fur die Neubildung von Gefal3en (17, 72).

Die endotheliale Schrankenfunktion

Das Endothel bildet eine kontinuierliche semipermeable Membran, die den
Austausch von Metaboliten zwischen Blut und Gewebe kontrolliert (43, 57).
Fur diesen Stoffaustausch stehen prinzipiell verschiedene Transportwege zur
Verfluigung. Als transzellularen Transport bezeichnet man die Diffusion durch
die Zellmembran oder den Transport in Vesikeln. Parazellular ist der
Transport durch die Interzellularspalten (43, 46, 52, 57). Dabei ist die
endotheliale Barriere fir verschiedene Stoffe unterschiedlich permeabel.
Flissigkeiten passieren die Barriere entlang eines hydrostatischen
Druckgradienten, wogegen geloste Stoffen entlang eines Konzentrations-
gradienten diffundieren. Man unterscheidet lipidlésliche Stoffe (wie z.B.
Sauerstoff und andere Gase), die sehr leicht die Zellmembran durchdringen
konnen, sowie kleine und groR3e lipidunlésliche Stoffe. Kleine lipidunlésliche

Stoffe sind z.B. Elektrolyte, Glucose und Aminoséauren. Sie kénnen nicht
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direkt die Membran passieren, sondern man nimmt an, dass sie durch kleine
Poren (small pore theory) diffundieren. Das anatomische Korrelat dieser
kleinen Poren von ca. 5nm Durchmesser stellen am ehesten
Interzellularspalten dar. Grof3e lipidunlosliche Molekile (Makromolekile, z.B.
Albumin) passieren die Membran durch grol3e Poren. Deren Existenz wird
aufgrund von funktionellen Analysen am Kapillarendothel gefordert und ihre
Struktur ist nur unzureichend beschrieben. Mdéglich ist die Passage von
Makromolekilen durch vesikularen Transport (,transcellular channel®) oder
durch grolRe Interzellularspalten, z.B. in der akuten Entziindungsphase (41,
43, 46). Durch inflammatorische Stimuli, wie z.B. lokale Gewebsverletzung
und verschiedene Mediatoren (52), wird die Permeabilitdt der Barriere flr
Wasser und Proteine gesteigert (43, 57). Dieser pathophysiologische
Transportweg entspricht erweiterten Interzellularspalten. Wesentlich fur die
Entstehung dieser vergroRerten Zellspalten ist zum Einen die Auflosung der
Zellkontakte, sowie zum Anderen eine Kontraktion der Zellen; ausgelost

durch eine Aktivierung des kontraktilen Apparates der Endothelzellen.
Der kontraktile Apparat von Endothelzellen

Kontraktile Elemente und Zytoskelett

Die im Zusammenhang dieser Untersuchung wesentlichen Elemente des

endothelialen Zytoskeletts sind u.a. Aktin und Myosin (54).

Das Aktinzytoskelett bildet ein drei-dimensionales Netz, das den Zellen ihre
Form und Stabilitét verleiht. Dabei sind die Aktinflamente Gber verschiedene
Proteine mit der Plasmamembran assoziiert (1). An den Stellen interzellularer
Kontaktstellen (tight- oder adherence junctions) stellen transmembranéare
Occludine bzw. Cadherine Verbindungen zu den Nachbarzellen her, so dass
eine Ubertragung von Kraften zwischen den Zellen moglich wird. Das
Zytoskelett ist wichtig fur jede Art der Formverédnderung der Zellen; sei es bei
der Migration, Phagozytose, Zellteilung oder aber bei der Regulation der
Weite der Interzellularspalten in einem endothelialen Monolayer. Die
Vorraussetzung fur eine aktive Kontraktion der Zellen (wie z.B. in
Muskelzellen) ist das Vorhandensein von Aktin und Myosin in ausreichender

Menge und sarkomer-&hnlicher Organisation. 1967 beobachten Majno et al.
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(45) morphologische Anderungen an Endothelzellen, die als Hinweis auf eine
aktive Kontraktion der Zellen gewertet werden koénnen (Rundung der
Zellkerne, nukleare Falten, Faserbindel im Zytosol). Dass in Endothelzellen
ahnliche kontraktile Proteine wie in Muskelzellen vorkommen, wurde

erstmals von Becker et al. (2) beschrieben.

Der Kraft generierende Mechanismus bei der Kontraktion beruht auf der
Interaktion zwischen Aktin und Myosin (,Kreuzbrickenzyklus®)(1). In
Endothelzellen ist die Voraussetzung fur diesen Prozess die
Phosphorylierung der regulatorischen Myosinleichtkette (MLC) des Myosins,
deren Phosphorylierungsgrad im wesentlichen von zwei Proteinen geregelt
wird. Die Mysosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) initiiert  durch
Phosphorylierung der MLC die Kontraktion. Die Myosinphosphatase (MLCP),
die die MLC dephosphoryliert, sorgt dadurch fiir eine Relaxation der Zelle.

Die Balance zwischen den Aktivitaten der beiden Enzymen bestimmt den
Grad der kontraktilen Aktivierung. Unter Ruhebedingungen sind beide
Enzyme aktiv, woraus eine basale Phosphorylierung der MLC resultiert. Aus
einer Aktivierung der MLCP resultiert eine Netto-Dephosphorylierung der
MLC, auch wenn gleichzeitig die MLCK aktiv ist. Ist die MLCP jedoch
gehemmt, so ist fir den Grad der Phosphorylierung die Aktivitat der MLCK
von entscheidender Bedeutung.

Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK)

Die MLCK ist eine spezialisierte Kinase, deren einziges bekanntes Substrat
die MLC ist (33). Sie kommt sowohl im quergestreiften Muskel als auch in
Glattmuskelzellen und Nichtmuskelzellen, wie z.B. Endothelzellen, vor. Dabei
werden in unterschiedlichen Zellen verschiedene Isoformen praferentiell
exprimiert. Im wesentlichen lassen sich die Isoformen nach dem
Molekulargewicht in zwei Gruppen einteilen. Die Kkleinere Isoform hat
130 kDa und wird Uberwiegend in Glattmuskelzellen exprimiert. In
Endothelzellen ist vornehmlich die gro3ere oder non-muscle MLCK
nachweisbar. Sie hat ein Molekulargewicht von etwa 206 bis 220 kDa und

wird von einigen Autoren auch als endotheliale MLCK bezeichnet (5, 66).



Die Aktivierung der MLCK wird durch die intrazelluldare Ca®*-Konzentration
geregelt. Ca®* bildet zusammen mit Calmodulin einen Komplex, der an die
Calmodulin-bindende Sequenz der MLCK bindet und diese aktiviert (26).
Aufgrund dieser Umstande wird die MLCK auch als Ca?‘/Calmodulin-
abhangige MLCK bezeichnet. Zudem wird die Aktivitat der MLCK direkt
durch Phosphorylierung geregelt. Verschiedene Proteinkinasen
(Proteinkinase A, Proteinkinase C, Ca®*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase
Il, p21-aktivierte Proteinkinase) konnen die MLCK durch Senkung ihrer Ca?*-
Empfindlichkeit aktivieren (20, 21, 33, 65). Im Gegensatz dazu konnten
verschiedene Phosphorylierungsstellen an der MLCK flr Prolin-gerichtete-
Kinasen nachgewiesen werden. Phosphorylierung an diesen Stellen, z.B.
durch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK), steigert die Kinaseaktivitat
(33, 36, 65).

In Endothelzellen spielt die MLCK eine essentielle Rolle bei der Retraktion
und Spaltenbildung zwischen benachbarten Zellen (60, 71). Dabei besteht
ein direkter Zusammenhang zwischen einer Aktivierung der MLCK, MLC-
Phosphorylierung, Aktinpolymerisierung, Steigerung der isometrischen Kraft
sowie einer Umgestaltung des endothelialen Zytoskeletts mit VergroRerung
der interzellularen Spalten (22, 60, 71). Dies fuhrt letztlich zu einem Anstieg

der endothelialen Permeabilitat.

Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP)

Phosphatasen sind in eukaryotischen Zellen ubiquitéar vorhanden und an
vielen Prozessen beteiligt. Die MLCP ist ein Holoenzym, welches sich aus
verschiedenen Untereinheiten zusammensetzt. Endothelzellen exprimieren
verschiedene Kkatalytischen Phosphataseuntereinheiten, Phosphatase 1
(PP1), 2A, B und C (27). Die katalytische Untereinheit der MLCP in
Endothelzellen wie auch in Glattmuskelzellen ist im wesentlichen PP 1 (27,
28, 69). Die PP 1 hat ein Molekulargewicht von 38 kDa. Es existieren
mehrere Isoformen (a, & und y) der katalytischen Untereinheit. In humanen
Endothelzellen ist jedoch vornehmlich die &-Isoform mit dem kontraktilen

Apparat assoziiert (64).
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Die Myosin-bindende-Untereinheit (myosin phosphatase targeting subunit,
MYPT) hat ein Molekulargewicht von etwa 120 kDa. Sie bindet sowohl an die
katalytische Einheit, als auch an das Substrat, Myosin. Durch die Bindung
von MYPT an die katalytische Untereinheit PP 1 wird deren Aktivitat
gesteigert und die raumliche N&he zum Substrat geschaffen, wodurch die
Dephosphorylierung der MLC ermdglicht wird (27, 28). Eine weitere
Untereinheit hat ein Molekulargewicht von 20 kDa. lhre Funktion ist nicht
bekannt (27).

Die Aktivitat der MLCP wird durch unterschiedliche Mechanismen reguliert.
Zum einen gibt es Hinweise darauf, dass die katalytische Untereinheit selbst
phosphoryliert werden kann, was zu einer Minderung der MLCP-Aktivitat
fuhrt (27). Zum anderen kann MYPT phosphoryliert werden. Mindestens zwei
Phosphorylierungsstellen der MYPT sind bekannt (Threonin 850 und
Threonin 696), die das Ziel von unterschiedlichen Kinasen sind (27, 47, 53).
Es gibt Hinweise dafir, dass durch Phosphorylierung der MYPT an Threonin
850 durch RhoA/Rho-Kinase eine Dissoziation des MLCP-Enzymkomplexes
induziert wird, was zu einer Verminderung der Aktivitat fahrt (4, 63).

In Endothelzellen ist die MLCP wesentlich an der Regulation des kontraktilen
Apparates und Stabilitdit der Barriere beteiligt. So fuihrt zum Beispiel die
pharmakologische Hemmung der PP1 zu einer vermehrten
Phosphorylierung der MLC und einem Anstieg der isometrischen Kraft in
humanen Endothelzellen (15, 23, 68). AuRerdem kommt es zu einer
Veranderung der Zellform mit Bildung interzellularer Spalten (68). Durch
Stimulation mit Thrombin wird die MLCP udber einen Rho/Rho-Kinase
abhangigen Signalweg gehemmt, was ebenfalls zu einem Anstieg der
isometrischen Kraft mit konsekutivem Versagen der Barriere fihrt (15).
Andererseits kann durch Mikroinjektion der konstitutiv aktiven Doméne der

Phosphatase 1 die Kontraktion der Endothelzellen verhindert werden (15).
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Allgemein

MAPK sind eine groRe Gruppe von Signalmolekilen, die in eukaryotischen

Zellen unterschiedlichste Aufgaben erflllen. Unter anderem sind sie in die
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Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Aktivierung der Gentranskription,
Proteinsynthese und der Zellmigration involviert (10, 38). Ebenso vielfaltig
sind die Faktoren, die zu ihrer Aktivierung fuhren. Sie koénnen durch
Hormone, Wachstumsfaktoren, vasoaktive Peptide, Mitglieder der TGF[3-
Familie sowie durch inflammatorische Zytokine, osmotischen Schock,
ionisierende  Strahlung und Ischamie aktiviert werden. In die
Signaltransduktion sind unter anderem Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und G-
Protein-gekoppelte-Rezeptoren involviert (10, 38). Upstream-Signalelemente
sind die MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK) und MAP-Kinase-Kinase
(MEK), die durch Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosin-Resten aktiviert
werden (10, 32, 38). Aufgrund unterschiedlicher Aminosauresequenzen der
Aktivierungsstelle werden MAPK in drei Gruppen eingeteilt: die extracellular-
signal-regulated-kinase (ERK), die c-Jun N-terminus Protein Kinase (JNK)
und p38 MAPK. ERK1 und ERK2 werden entsprechend ihrem
Molekulargewicht auch p42 bzw. p44-MAPK genannt und stehen im
Mittelpunkt dieser Arbeit (6, 32, 38).

Die p38 MAPK und JNK sind Stress-aktivierte Kinasen, die vor allem durch
inflammatorische Zytokine und verschiedene physikalische und chemische
Stressoren aktiviert werden. ERK 1/2 werden z.B. durch Mitogene und
Phorbolester aktiviert und modulieren die Genexpression uber verschiedene
Transkriptionsfaktoren (6, 10, 38). Neben diesen eher langandauernden
Prozessen sind ERK 1/2 jedoch auch an akuten Prozessen wie z.B. der
Inflammation beteiligt (7, 37). Dabei kommt es unter anderem zu einer
Reorganisation des Zytoskeletts und Anderung der Zellform, Prozesse, die
bei der Zellmigration oder der Regulation der endothelialen Barriere von
Bedeutung sind (6, 29, 37).

ERK und Zytoskelett

In Karzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass fir die Zellmigration die

Aktivierung von ERK notwendig ist (11). Die Uberexpression von konstitutiv

aktiven MEK flhrt in diesen Zellen zu einer Steigerung der Aktin/Myosin-

Kolokalisation und Zunahme der MLC-Phosphorylierung.  Durch

pharmakologische Hemmung von ERK lasst sich eine kontraktile Aktivierung
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verhindern (11). Dartber hinaus ist eine ERK-Aktivierung in COS-7-Zellen
und Fibroblasten aus Rattenembryonen flr eine gesteigerte Aktivitat der
MLCK verantwortlich (16, 36). Abhangig von diesen Mechanismen bilden die
Zellen Pseudopodien, wortber eine Chemotaxis und Migration ermdglicht
wird (8).

Auch in Glattmuskelzellen ist ein Zusammenhang von ERK-Aktivierung,
Reorganisation des Zytoskeletts und Kraftentwicklung beschrieben worden.
In Koronararterien des Rindes lasst sich durch Dehnung eine ERK-
Phosphorylierung ausldsen, die mit einer Steigerung der Kraftgeneration
einhergeht (48). Stimulation mit Endothelin fihrt in Carotisarterien vom
Schwein ebenfalls zu einer Steigerung der ERK-Aktivitdt mit Anstieg der
isometrischen Kraft (13). Sobue wund Sellers (56) konnten in
Glattmuskelzellen eine Phosphorylierung von Caldesmon durch ERK
nachweisen und damit einen mdoglichen Mechanismus fir die ERK-
vermittelten Regulation der Kraftentwicklung aufzeigen. Caldesmon ist ein
Protein, dass durch Bindung an Aktin die Assoziation mit Myosin und damit
eine Kontraktion verhindert. Durch Phosphorylierung verliert es seine

Bindung an Aktin, so dass eine Kontraktion nun erméglicht wird (42).

ERK in Endothelzellen

Auch in der Funktion von Endothelzellen spielt der ERK-Signalweg eine
bedeutende Rolle. Es ist in aortalen Endothelzellen vom Rind gezeigt
worden, dass Scherstress ERK Uber einen Tyrosinkinase- und G-Protein-
abhangigen Schritt aktiviert (31, 58). Bei diesem Uber mehrere Stunden bis
Tage andauernden Prozess werden das Zytoskelett und die Zelladhasions-

strukturen in komplexer Weise umgebaut (30, 31).

Aber auch eher akute Ereignisse werden mit einer ERK-Aktivierung in
Zusammenhang gebracht. So ist beispielsweise die durch VEGF induzierte
Hyperpermeabilitat, die in einem Zeitraum von etwa zehn bis vierzig Minuten
einsetzt, durch spezifische Inhibitoren von ERK hemmbar (35, 40). Varma et
al. (62) zeigten, dass die Hemmung von ERK sowohl in unstimulierten Zellen

die Permeabilitat reduziert als auch eine cGMP-induzierte Zunahme der
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Permeabilitdt verhindern kann. Weitere Faktoren, die zu einer gesteigerten
Aktivierung von ERK und konsekutiver Stérung der endothelialen Barriere
fuhren, sind reaktive Sauerstoffspezies (34), Phorbolester (67), Thrombin (7),
Histamin (70) und die Dissoziation von Mikrotubuli (3). Mit der gestorten
Funktion geht eine Umverteilung von Zelladhasionsproteinen (Occludin, VE-
Cadherin) einher, die durch Hemmung von ERK verhindert werden kann
(35). Nach Stimulation mit Thrombin kommt es neben dem ERK-abhangigen
Umbau des Aktinzytoskeletts noch zu einer vermehrten Phosphorylierung
von regulatorischen Proteinen des kontraktilen Apparates, wie z.B.
Caldesmon (7). Es wird angenommen, dass die Phosphorylierung von
Caldesmon die Interaktion von Aktin und Myosin erleichtert, und damit die
kontraktile Aktivierung der Endothelzellen steigert. Eine direkte Aktivierung
des kontraktilen Apparates tber die MLCK mit Steigerung der isometrischen

Kraft ist jedoch in Endothelzellen bisher nicht gezeigt worden.
Fragestellung

Das Krankheitsbild der Sepsis geht mit einem generalisierten
inflammatorischen Geschehen einher. Mediatoren, wie z.B. Thrombin,
verursachen dabei ein capillary leakage syndrome, dass klinisch schwer zu
beherrschen ist, und dessen Pathomechanismen nicht hinreichend geklart
sind. Eine wesentliche Ursache scheint eine Aktivierung des kontraktilen
Apparates von Endothelzellen zu sein, die mit einem Versagen der

endothelialen Schranke einhergeht.

Es ist bekannt, dass Thrombin einen Anstieg der intrazellularen Ca**-
Konzentration auslost, die eine Kontraktion des Zytoskeletts mit Steigerung
der Permeabilitat verursacht. Pilotexperimente zeigten jedoch, dass sich
diese Hyperpermeabilitat allein durch Hemmung des Ca®*-Anstiegs nicht
verhindern lie3. Mdglicherweise gibt es also Faktoren, die unabhéngig von

einem Anstieg der Ca®*-Konzentration den kontraktilen Apparat beeinflussen.

Weiterhin sind Mechanismen bekannt, die Uber eine Hemmung der MLCP
eine Aktivierung des kontraktilen Apparates verursachen (15). Unter der
Bedingung, unter der die MLCP gehemmt ist, bestimmt allein die Aktivitat der

MLCK den Grad der kontraktilen Aktivierung. Faktoren, die unter diesen
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Umstanden Einfluss auf die Aktivitdt der MLCK nehmen sind nur
unzureichend untersucht. Arbeiten aus der eigenen Gruppe (37) zeigten
zudem, dass ERK Einfluss auf die Phosphorylierung der MLC nehmen

koénnen.

Diese Uberlegungen und Befunde fiihrten zu der Frage, ob eine Aktivierung
des ERK-Signalweges im inflammatorischen Geschehen Ca®*-unabhé&ngig
die MLCK aktiviert und so die Funktion der endothelialen Barriere stort.
Thrombin wurde dazu als Modellsubstanz eingesetzt. Insbesondere sollen

folgende Fragen geklart werden:

1. Wird das Thrombin-induzierte Schrankenversagen tber ERK vermittelt?

2. Welche Bedeutung hat in diesem Zusammenhang die Aktivierung von
ERK fir die Funktion der endothelialen Barriere?

3. Kann durch Hemmung des ERK 1/2- Signalweges der kontraktile
Apparat gehemmt und somit die isometrische Kraft und die

Permeabilitdt gesenkt werden?

4.  Wirkt die ERK-Aktivierung Uber die MLCP oder tber die MLCK auf den

kontraktilen Apparat?

5. st eine direkte Aktivierung der MLCK durch ERK 1/2 méglich?

Die Klarung dieser Fragen soll zum Verstandnis der Mechanismen beitragen,
die urséachlich sind fur das Versagen der endothelialen Schranke und

Odembildung im inflammatorischen Krankheitsgeschehen.
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2.1

Material und Methoden

Zellkultur

Praparation und Kultivierung von humanen Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC)

Die Nabelschnire wurden von der Universitatsfrauenklinik Giessen zur
Verfigung gestellt. Sie wurden bis zu ihrer Verwendung maximal 24h in

einem sterilen Plastikgefal3 bei 4C aufbewahrt.

Die Praparation der Endothelzellen aus Nabelschnurvenen wurde nach der
Methode von Peters et al. durchgefiihrt (51). Nur ausreichend lange und
intakte Abschnitte der Nabeschnur wurden ausgewahlt um Zellen zu
gewinnen. Zunachst wurde die Nabelschnur mit einer Kompresse auf3erlich
gereinigt. An jedem Ende wurde die Vena umbilicalis dargestellt. In sie wurde
eine Knopfkanule eingefuhrt und mit Kabelbindern fixiert. An jedes Ende
wurde ein Dreiwegehahn angeschlossen. Nun wurde die Nabelschnurvene
solange mit HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, s.u.) gespdult, bis das
Lumen frei von Riuckstadnden war. Um die Endothelzellen von der GefalBwand
zu loésen wurde nun Collagenase D in 0,025-prozentiger Enzymlosung
(Boehringer Mannheim) infundiert und die beiden Dreiwegehahne
verschlossen. AnschlieRend wurde die Nabelschnur fir 20 Minuten im
Brutschrank gelagert. Um den L6sungsprozess der Endothelzellen zu
unterstitzen, wurden die Nabelschnur leicht geknetet und dann der Inhalt in
einem 50 ml Gefal3 aufgefangen. Die Nabelschnurvene wurde nun nochmals
mit HBSS und 3% FCS gespult um die Collagenase zu inaktivieren. Das
Effluat wurde bei 800 xg fur finf Minuten zentrifugiert und das gewonnene
Pellet in Kulturmedium (Endothelial Cell Basal Medium, Promocell,
Heidelberg versetzt mit 1 pg/ml Hydrocortison, 0,1 ng/ml EGF, 1 ng/ml bFGF,
10 % FCS und 2 % Penicillin/Streptomycin) resuspendiert. Schlie3lich wurde
die Suspension auf Primaria-Kulturschalen ausgesat und etwa sechs Tage
bis zur Konfluenz im Brutschrank bei 37T und 5 % C O, kultiviert.
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2.2

Identifikation der Zellen

Die Identifikation der Endothelzellen erfolgte anhand der typischen
Pflasterstein-Morphologie und Nachweis des von Willebrand Faktors mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie (anti-vWF Antikorper; Dakopatts, Hamburg).
Als Zweitantikorper diente ein an FITC gekoppelter Ziege-Anti-Kaninchen-

Antikorper (Dianova, Hamburg).
Makromolekulpermeabilitéat von endothelialen Zel  Ischichten

Die Permeabilitait von endothelialen Zellschichten wurde in einem
Zweikammer-System bestimmt. Das luminale und abluminale Kompartiment
wurde durch eine pordse Filtermembran getrennt, auf der die Endothelzellen
bis zur Konfluenz kultiviert wurden. In beiden Kompartimenten befand sich
als Basismedium eine modifizierte Tyrode-Losung (150 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 1,2mM KH2POy4, 1,2 mM MgSOy4, 1 mM CaClpy, und 30 mM N-2-

Hydroxethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure; pH 7,4, 37C) erganzt durch
2% (VIV) hitzeinaktiviertes NCS (10 Minuten bei 65°C). Das Iluminale
Kompartiment hatte ein Volumen von 2,5 ml, das abluminale eines von
9,5 ml, wobei das abluminale mittels Magnetrihrfisch standig durchmischt
wurde. Zwischen beiden Kompartimenten bestand keine hydrostatische
Druckdifferenz.

In das luminale Kompartiment wurde zusatzlich mit Trypanblau markiertes
Albumin gegeben (60 uM). Die Diffusion des Trypanblau-markierten
Albumins durch den Endothelzellmonolayer und die Filtermembran wurde im
abluminalen Kompartiment mittels Spectrophotometer (Specord 10, Zeiss
Jena, Deutschland) kontinuierlich gemessen. Dazu wurde ein Teil des
abluminalen Kompartiments rezirkulierend Uber eine Durchflukivette des
Photometers gepumpt. Die Konzentration des Albumins im luminalen
Kompartiment wurde alle 10 min bestimmt und blieb wahrend eines

Experiments nahezu konstant.

Der AlbuminfluR (F, mol/(sek x cm?)) durch die Endothelzellschicht mit der
Flache (S) wurde bestimmt durch den Anstieg der Albuminkonzentration
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2.3

(d[A]2) wahrend des Zeitintervalls (dt) im abluminalen Kompartiment mit dem

Volumen (V):

d[Al,/dt x V

Der Permeabilitatskoeffizient (P, [cm/s]) der Kombination aus Zellmonolayer

und Filtermembran wurde wie folgt berechnet:

F
p=— (1)
([Al1 - [Al2)

wobei [A]1 und [A]p die Albuminkonzentrationen im luminalen und
abluminalen Kompartiment darstellen. Da die treibende Kraft ([A]1 — [A]2) Im

Laufe des Experimentes praktisch konstant blieb, entsprechen die relativen
Veranderungen von F denen des Permeabilitatskoeffizienten (P).

Messung der isometrischen Kraft von endothelial en Zellschichten

Die Entwicklung isometrischer Krafte von Endothelzellen wurde in einer
speziellen Apparatur gemessen. Dazu wurden Endothelzellen auf Kollagen-
Gelen kultiviert, die in der Messapparatur mit einem Kraftwandler (KG 7A mit
Doppelbrickenverstarker DUBAM 7C, Scientific Instruments GmbH,
Heidelberg) verbunden waren.

Die Kollagen-Gele (17 x 22 x 4 mm) wurden in eine spezielle Form aus
Sylgard-Silikon gegossen (Sylgard 186 silcone elastomer, Dow Corning
Corp., Midland, USA). Dazu wurde 4 ml Rattenschwanzkollagen (First Link,
Brierly Hill, UK) mit 0,6 ml eines 10-fach konzentrierten DMEM und 0,6 ml
FCS vermischt. Es wurden ca. 200 ul 1M NaOH zugegeben bis ein

Farbumschlag des Mediums von Gelb nach Pink erfolgte. Dadurch
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2.4

polymerisierte das Kollagen und die Mischung verfestigte sich. 580 pl des
Kollagen-Gels wurden nun in die Silikon-Form zwischen zwei Polyethylen-
Halter (18 x 5 x 3 mm) gegossen an denen das Gel adhéarierte. Zur
vollstdndigen Auspolymerisierung wurden die Gele fir 5 min. in einen
Brutschrank bei 37T gestellt. Danach wurden 2,5 ml einer Suspension von
Endothelzellen (ca. 300 000) in Kulturmedium (PromoCell, s.0.) aufgebracht
und die Zellen zwei Tage bis zur Konfluenz kultiviert. Damit das Gel nicht

vorzeitig aufschwamm, wurde es mit Polyethylen-Keilen am Boden fixiert.

Zu Beginn eines Experiments wurde die Silikon-Formen mit den Gelen und
den Zellen in die Messapparatur eingebracht. Mit Mikromanipulatoren
(Méarzhauser, Wetzlar) wurde auf der einen Seite in den Polyethylen-Halter
ein Fixierungsstift und auf der anderen Seite ein Kraftwandler eingefihrt. Die
Fixierungskeile der Polyethylen-Halter wurden nun entfernt, so dass das Gel
aufschwamm. Durch die schwimmende Position des Gels mit den Zellen
wurde eine Beeintrachtigung der Messung durch Reibungskrafte verhindert.
Zudem befanden sich die Gele in einer Inkubationskammer mit konstanten
Bedingungen (37C, 5% CO ,, 95% O,, 100% relative Luftfeuchtigkeit). Die

Messapparatur befand sich auf einem Vibrationsentkoppelten Tisch.

Nach einer Aquilibrierungsphase von etwa zwei Stunden war die
Kraftentwicklung der Endothelzellschichten konstant und das Experiment
wurde gestartet. Nach jedem Experiment wurde 3 puM Cytochalasin D
hinzugegeben. Dieses Agens zerstort das Aktinzytoskelett der Zelle und fuhrt
so zu einem vollstandigen Verlust der durch die Endothelzellen aufgebauten
Kraft. Somit konnte zwischen einer tatsachlich durch die Zellen generierten
Kraft und einer eventuellen entwickelten Grundspannung durch die Kollagen-
Gele unterschieden werden. Zellfreie Kollagen-Gele zeigten keinerlei

Kraftentwicklung.
Bestimmung der Myosin Leichtketten Phosphorylie rung

Zur Bestimmung des Phosphorylierungsgrades der regulatorischen
Myosinleichkette (MLC) wurden die nicht-phosphorylierte Isoform sowie die

mono- und diphosphorylierte Isoform elektrophoretisch voneinander getrennt.
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Die Methode unter Verwendung von Harnstoff-Gelen geht auf Persechini (50)

zurick.

Die Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz auf 3 cm Kulturschalen kultiviert
und in einem Inkubationsmedium (HBSS, 1,25 mM CacCl,) mit den jeweiligen
Substanzen stimuliert. Danach wurde das Inkubationsmedium abgesaugt
und die Reaktion mit eiskalter Trichloressigsaure (1,2 mM) gestoppt. Das
prazipitierte Protein wurde mit einem Schaber vom Boden gelést und in
1,5ml ReaktionsgefalRen gesammelt. Es folgte eine zehnminitige
Zentrifugation bei 40 000 xg, 4C. Der Uberstand wu rde verworfen und das
Sediment zwei Mal mit Diethylether resuspendiert und erneut abzentrifugiert
(5 min bei 40 000 xg, 4C). Nachdem der Ether vollstandig verdampft war,
wurden die Prazipitate in 30 ul Lysispuffer (8,8 M Harnstoff; 10 mM DTT,;
5mM Thioglykolat; 0,6 mM PMSF; 10 uM Cantharidin; 60 mM Imidazol;
20 mM Tris; 23 mM Glyzin; pH 8,8; 37T ) aufgenomme n. Nach Zugabe von
3 ul einer gesattigten Saccharose-Bromphenolblau-Lésung wurden 7 pl der
Probe auf ein Glycerol-Harnstoff-Gel (20,7 ml Glycerol; 11,25 ml Acrylamid,;
9,5 ml BisAcrylamid; 3,8 ml Tris/Glycin-Puffer) aufgetragen.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 400 V fir 75 Minuten, wobei die
hohe Spannung eine kontinuierliche Kihlung der Gele erforderlich machte.
AnschlieRend wurden die Proteine von dem Gel auf eine PVDF-Membran
geblottet. Die Membran wurde mit einem Antikdrper gegen MLC inkubiert
(Klon MY-21, Sigma, Deisenhofen). Mit einem an alkalische Phosphatase
gekoppelten Zweit-Antikérper wurden die Banden sichtbar gemacht,

eingescannt und mittels Densitrometrie ausgewertet.

Der Anteil der nicht, mono- (MLC~P) und diphosphorylierter (MLC~PP) MLC

(ausgedrickt als % der Gesamt-MLC) wurde wie folgt berechnet:

(2 x MLC~PP ) + MLC~P
MLC-Phosphorylierung = ----------m-mmmmmm oo X 100
Gesamt-MLC

Da die MLC zweifach phosphoryliert werden kann, variiert die MLC-
Phosphorylierung zwischen 0 und 200%. Die Methode misst das Verhaltnis
15



2.5

2.6

von nicht phosphorylierter zu phosphorylierter MLC in Bezug zur Gesamt-

MLC und ist daher unabhangig von der aufgetragenen Proteinmenge.
Bestimmung der Phosphorylierung von ERK1/2

Die Zellen wurden wie angegeben inkubiert. AnschlieBend wurde das
Inkubationsmedium entfernt und die Zellen in 300 pl Lammlipuffer (50 mM
Tris/HCI; 2% (wt/vol) SDS; 2% (vol/vol) Mercaptopropandiol; 1% (vol/vol)
Natriumorthovanadat) lysiert. Zusatzlich wurden 5 U/ml Benzonase in
200mM MgSO; und 30pul einer Bromphenolblau-Glycerin-Losung
hinzugegeben. Die Zellen wurden anschlieRend abgeschabt, in 1,5 ml

ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und fir 7 Minuten bei 65°C inkubiert.

Zur Bestimmung der Phosphorylierung von ERK1/2 wurden 30 pl des Lysats
auf ein 10%iges SDS- Gel (Acrylamid/BisAcrylamid 30:1) aufgetragen und
die Proteine uber Nacht bei 40 V elektrophoretisch getrennt. Anschliel3end
wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet. Mit einem Antikorper
gegen ERK1/2 (Gesamtprotein; Anti-ERK1/2, Kaninchen, polyclonal,
Calbiochem, Schwalbach) und gegen phosphoryliertes ERK1/2 (P~ERK1/2,
Anti-phospho-ERK1/2, Maus, monoklonal, Calibochem, Schwalbach) wurde
das Protein detektiert und mittels eines an Horseradish-Peroxidase (HRP)
gekoppelten Zweit-Antikorpers (Anti-Maus-lgM/ Anti-Kaninchen-IgG, HRP-
gekoppelt; Sigma-Aldrich-Chemie, Taufkirchen) und Chemilumineszenz (ECL,
Amersham) sichtbar gemacht. Die Banden wurden densitometrisch (Quantity

One software, Bio-Rad) ausgewertet.
Bestimmung der MLCK-Aktivitat

Fur die Messung der MLCK-Aktivitat wurden konfluente Endothelzell-
Monolayer auf 6 cm-Kulturschalen verwendet. Die Zellen wurden fir
10 Minuten bei 37C mit ML-7 (1-100 uM) und den angegebenen
Substanzen inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,3 ml NP-40- Lysispuffers
(5 mM Tris-HCI, pH 7,4, 5 mM B-Glycerophosphat, 5 mM MgCl,, 10% (v/v)
Glycerol, 0,5% (v/iv) NP-40, 0, mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
0,1 pg/ml Proteinaseinhibitor (Complete, Roche)) fur 10 Minuten auf Eis
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2.7

inkubiert. Die Lysate wurden funf mal durch eine 30G-Nadel gezogen.

Danach wurden die Lysate fur funf Minuten bei 4C z entrifugiert.

Fur die Messung der Kinase-Aktivitat wurden die Lysate fur 20 Minuten bei
30C in 50 pl Assay-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,4, 5 m M (3-Glycerophosphat,
5mM MgCl; , 0,1 mM CaCl, , 10 pM Cantharidin, 20 mM NaF, 1 mM DTT,
0,1 mM PMSF) inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,2 uCi
[y-32P]-ATP gestartet. Als Substrat wurde bovine muskuldre Myosin-
Leichtkette (Sigma) verwendet. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten
gestoppt, indem Aliquots auf 2,5 x 2,5cm grol3e Quadrate aus P-81
Whatman-Filterpapier transferiert wurden. Das Filterpapier wurde mit
0,75%iger Phosphorsaure gespilt und anschlieBend 5-mal damit
gewaschen. Danach wurden die Quadrate mit Azeton gespult und

getrocknet.

Die Aktivitat der Filterpapier-Quadrate wurde in einem Szintilations Counter
gemessen. Die spezifische MLCK-Aktivitat wurde ermittelt, indem von der
gesamten Kinase-Aktivitdt diejenige subtrahiert wurde, die sensitiv flr
spezifische Inhibition mit MLCK-Pseudosubstrat (100 uM, Biomol) oder ML-7
(5 UM und 100 pM), einem pharmakologischen MLCK-Hemmstoff, war.

Phosphorylierung der Myosin-bindenden Untereinh eit (MYPT)

Die Phosphorylierung von MYPT wurde mit phospho-spezifischen
Antikérpern analysiert, die gegen zwei zentrale Phosphorylierungsstellen des

Proteins gerichtet sind; Threonin 696 und 850.

Zellen wurden auf 3 cm-Schalen subkonfluent kultiviert. Die Stimulation mit
den genannten Substanzen wurde auf einem Heizblock bei 37T
durchgefuhrt. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch im
Wasserbad vorgewarmtes Stimulationsmedium (HBSS+1,25 mM CacCl,)

ersetzt und fir den angegebenen Zeitraum inkubiert.

AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in 65C warmen
Lysispuffer (2x Lammlipuffer (s.0.) + 100 mM Natriumflorid aufgenommen,

mit 5 U/ml Benzonase in 200 mM MgSO, versetzt und in ein 1,5ml
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2.8

Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Die Proben wurden fur finf Minuten auf dem

Heizblock bei 90<C inkubiert und homogenisiert.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte tber ein 10%iges SDS-Gel bei
40 V uber Nacht und weitere zwei Stunden bei 200 V. Anschlie3end wurden
die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet und die Membran mit
Antikérpern gegen die phosphorylierte Form von MYPT-Threonin-850 und -
Threonin-696 (Upstate Biotechnologies) inkubiert. Mit einem an Horseradish-
Peroxidase gekoppelten Zweitantikbrper (Upstate Biotechnologies) und
Chemilumineszenz (ECL, Amersham) wurden die Banden detektiert und

densitometrisch ausgewertet.
Messung der intrazellularen Ca ?*-Konzentration

Endothelzellen wurden auf runden Deckglaschen (Durchmesser 2,5cm)
kultiviert. Zur Messung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration wurde Fura-
2/AM  (Azetoxymethylester von Fura-2) verwendet. Fura-2/AM st
zellpermeabel und wird intrazellular von Esterasen in Fura-2 Uberfihrt,
welches die Zellmembran nicht mehr passieren kann. Fura-2 zeigt eine von

der intrazellularen Ca**-Konzentration ([Ca?'])) abhéngige Fluoreszenz.

Zur Fura-2-Beladung wurden die Zellen zunachst fir 45 Minuten in
Gegenwart von 5 uM Fura-2 unter Lichtausschluss inkubiert. Anschlie3end
wurde das extrazellulare Fura-2 durch Medienwechsel entfernt und die
Inkubation fir 20 min in Kulturmedium (M199 mit 2% (v/v) FCS) fortgesetzt.
Das Deckglaschen mit den sich darauf befindenden Zellen wurde dann in
eine Inkubationskammer montiert und die Messung mit einem
Fluoreszenzmikroskop (IX 70; Olympus, Hamburg, Deutschland) gestartet.
Die Wellenlange des Lichts zur Fura-2-Anregung wechselte zwischen
340 nm und 380 nm (Bandbreite 2 nm). Das emittierte Licht wurde bei einer
Wellenldnge von 510 nm (Bandbreite 5nm) gemessen. Mit Hilfe eines
Imaging Systems (TILL Photonic Imaging Systems, T.l.L.L. Photonics GmbH,
Martinsried, Deutschland) wurden alle 6 Sekunden ein Videobild der
Zellfluoreszenz aufgenommen und nach Abschluss des Experiments
analysiert. Um absolute Werte fiir die Ca?*-Konzentration zu erhalten wurde

die Fura-2-Fluoreszenz nach der Methode von Grynkiewicz (24) kalibriert.

18



2.9

Dazu wurden die Zellen mit einem Ca®"-haltigen Kalibrierungsmedium
(modifizierte Tyrode-Losung, 3 mM CaCly) inkubiert, um die maximale
Fluoreszenz (Rmax) zu bestimmen. Um die minimale Fluoreszenz (Rmin) zu
bestimmen wurden die Zellen in Ca**-freien Medium inkubiert, das 5 mM
EGTA enthielt. Diese Proben wurden jeweils mit 5 uM lonomycin behandelt.
Die [Ca®']; wurde unter Verwendung von Kg, der Dissoziationskonstante von
Fura 2, und 3, dem Verhaltnis des 380 nm-Exzitationssignals der lonomycin-
behandelten Zellen bei 5mM EGTA und 3mM Ca?* nach folgender

Gleichung berechnet:

[Ca®*] =Kg X B X (R-Rmin)/(Rmax-R)

Statistische Analyse

Angegeben sind der Mittelwert + S.D. von bis zu n = 6 Experimenten
unabhéngiger Zellpraparationen. Die statistische Auswertung wurde
durchgefuhrt nach ANOVA in Verbindung mit dem Bonferoni-Test flr post-
hoc-Analyse. Wahrscheinlichkeitswerte (P) von < 0,05 wurden als signifikant

angesehen.
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2.10

Material

Endothelial Cell Growth Medium
Endothelial Cell Basal Medium
Hanks Balanced Salt Solution
Falcon Primaria-Kulturschalen
Kollagenase

Medium 199, Penicillin-Streptomycin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

Trypsin-EDTA, FCS, NCS

Xestospongin C

Y-27632

humanes Thrombin

UO 126/124

Calyculin A

ML-7

Fura-2/AM

Phalloidin-TRITC
Anti-MLC-Antikorper (clone MY-21)
Anti-vWF-Antikorper

FITC Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper

Anti-Kaninchen-1gG (AP gekoppelt)
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Promocell, Heidelberg
Promocell, Heidelberg
Promocell, Heidelberg
Becton Dickinson,Heidelberg
Bohringer, Manheim

GIBCO Life Technologies,
Eggenstein

GIBCO Life Technologies,
Eggenstein

GIBCO Life Technologies,
Eggenstein

Calbiochem, Schwalbach
Biotrend, Koln

Aventis Behring, Marburg
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Molecular Probes, Leiden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Dakopats, Hamburg
Dianova, Hamburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Anti-ERK2 (C14)

Anti-ERK1/2 Kaninchen, polyclonal
Anti-phospho-ERK 1/2

Anti-phospho MYPT (Threonin 850)

Anti-phospho MYPT (Threonin 696)

Anti-Kaninchen-1gG (HRP)

Chemilumineszenz ECL
PVDF/Nitrozellulose-Membran
Proteinaseinhibitor Complete®
PMSF, DTT, Thioglykolat

Transwell Polycarbonatfiltereinsatze
Rattenschwanz-Kollagen

Sylgard 186 silcone elastomer

Spectrophotometer Specord 10
Mikromanipulatoren

Kraftwandler KG 7A

Doppelbriickenverstarker DUBAM 7C

Fluoreszenzmikroskop IX 70

TILL Photonic Imaging Systems
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Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach

Upstate Biotechnologies,
Waltham, USA

Upstate Biotechnologies,
Waltham, USA

Upstate Biotechnologies,
Waltham, USA

Amersham, Freiburg
Millipore, Eschborn
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Costar, Bodenheim

First Link , Brierley Hill, UK

Dow Corning Corp.,
Midland,USA

Zeiss Jena, Deutschland
Marzhauser, Wetzlar

Scientific Instruments GmbH,

Heidelberg

Scientific Instruments GmbH,

Heidelberg
Olympus, Hamburg

T.I.L.L. Photonics GmbH,

Martinsried



Alle weiteren Chemikalien und Biochemikalien wurden, soweit nicht anders
erwahnt, von den ublichen Herstellern in héchst moglicher Reinheit bezogen.
Alle verwendeten Chemikalien wurden gemaf3 Herstellerangaben geldst und
aufbewabhrt.
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3.1

Ergebnisse

Intrazellulare Ca ?*-Konzentration und Permeabilitat

Es ist bekannt (59), dass Thrombin die Ca*'-Freisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum induziert und dadurch eine Steigerung des
intrazellularen Ca**-Spiegels auslost. Dieser Anstieg der Ca®*-Konzentration
verursacht eine Storung der endothelialen Barrierenfunktion. An dieser
Stoérung ist maRgeblich die Aktivierung der Ca*/Calmodulin-abhangigen
MLCK und der daraus resultierenden Aktivierung des kontraktilen Apparates
beteiligt. Eine Erh6hung der isometrischen Kraft und eine Hyperpermeabilitat
sind letztlich die Folge (22).

Xestospongin C verhindert die Ca®*-Freisetzung durch Thrombin

Um den Zusammenhang zwischen der Thrombin-induzierten Steigerung, der
intrazellularen  Ca?*-Konzentration und der Hyperpermeabilitait zu
untersuchen, wurde Xestospongin C verwendet. Xestospongin C verhindert
die IPs-sensitive-Ca®*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum,
beeinflusst jedoch nicht die basale Ca®'-Konzentration. Mit der oben
beschriebenen Methode wurde unter Verwendung von Fura-2 die
intrazellulare Ca?*-Konzentration gemessen. Die Stimulation der humanen
Nabelschnurvenen-Endothelzellen mit 0,2 U/ml Thrombin verursachte einen
transienten Anstieg der Ca®-Konzentraton von ca. 65nM unter
Kontrollbedingungen auf etwa 660 nM. Durch Vorinkubation der Zellen mit
10 pM Xestospongin C lieR sich dieser Ca®'-Anstieg fasst vollstandig
unterdriicken. Die Ca*‘-Konzentration stieg nach Stimulation lediglich auf

etwa 184 nM an.
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Abb. 1: Wirkung von Xestospongin C (Xe C), einem Hemmstoff des IPs-
empfindlichen Ca®*-Freisetzungskanal des endoplasmatischen Retikulums,
auf die Thrombin-induzierte Steigerung der intrazellularen Ca?'-
Konzentration. Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC)
wurden mit 0,2 U/ml Thrombin stimuliert (- Xe C). Ein Teil der Zellen wurde
fur 30 Minuten mit 10 uM Xe C vorinkubiert (+ Xe C), als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. Mittelwerte # S.D.; n=5 Experimente unabhangiger
Zellpreparationen; zu den Zeitpunkten zwischen 1 und 4 Minuten ist die Ca?*-
Konzentration in Gegenwart von Thrombin und Thrombin plus Xe C

signifikant verschieden (P<0,05).

Die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilitat lasst sich durch Xestospongin C

nicht vollstandig verhindern

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die durch Thrombin induzierte

Hyperpermeabilitat durch Unterdriickung des Ca®*-Anstiegs verhindert wird.

Stimulation von HUVEC mit 0,2 U/ml Thrombin flhrte zu einem Anstieg der

Permeabilitat von ca. 3x 10° cm/s unter Kontrollbedingungen auf etwa
24



13 x10°° cm/s. Durch Vorinkubation der Zellen mit 10 pM Xestospongin C lieR
sich die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilitat nur um etwa ein Drittel auf

etwa 9 x 10°cm/s reduzieren.
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Abb. 2: Wirkung von Xestospongin C (Xe C) auf die Thrombin-induzierte
Steigerung der Makromolekilpermeabilitat. HUVEC wurden mit 0,2 U/ml
Thrombin stimuliert (- Xe C). Ein Teil der Zellen wurde fir 30 Minuten mit
10 uM Xe C vorinkubiert (+ Xe C), als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
Mittelwerte # S.D.; n=5 Experimente unabhangiger Zellpreparationen; zu den
Zeitpunkten zwischen 2,5 und 30 Minuten ist die Permeabilitat in Gegenwart
von Thrombin und Thrombin plus Xe C signifikant verschieden (P<0,05).

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass auRer der intrazellularen Ca?*-
Konzentration noch andere Faktoren Einfluss auf die durch Thrombin-

induzierte Hyperpermeabilitat nehmen.
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3.2

Im Kontext dieser Arbeit steht die Frage im Vordergrund, ob Thrombin die
MLCK (iber einen anderen, nicht Ca*/Calmodulin-abhangigen Mechanismus
aktivieren kann. Da es aus Arbeiten der eigenen Gruppe (37) Hinweise gibt,
dass ERK 1/2 bei der Phosphorylierung der MLC eine Rolle spielen, wurde
im Folgenden untersucht, ob Thrombin die ERK 1/2 aktiviert und ob diese

Aktivierung Einfluss auf die Funktion der endothelialen Barriere nimmit.

Thrombin aktiviert ERK 1/2-Signalweg

Thrombin- induzierte ERK 1/2-Phosphorylierung

Mit einem phospho-spezifischem Antikdrper gegen ERK 1 und 2 wurde die
Aktivierung des ERK-Signalweges untersucht. In dem abgebildeten
reprasentativen Westernblot (Abb. 3) wird deutlich, dass beide ERK-
Isoformen ko-aktiviert werden, so dass im folgenden stellvertretend nur die

ERK 2-Isoform untersucht wurde.
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Abb. 3: Wirkung von Thrombin auf die Phosphorylierung von ERK 1/2 in
HUVEC. Der reprasentative Westernblot zeigt die Trennung von
phosphoryliertem ERK 1 (P~ERK 1) und phosphoryliertem ERK 2 (P~ERK 2)
sowie die Koregulation von ERK 1 und ERK 2 nach Stimulation mit 0,2 U/ml
Thrombin fur 2.5, 5, 10, 20 und 30 Minuten.
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Nach Gabe von 0,2 U/ml Thrombin war im Vergleich zu Kontrollbedingungen
eine ca. zehnfach starkere Phosphorylierung von ERK 2 nachweisbar. Im
Zeitverlauf war das Maximum der Phosphorylierung bereits nach 2,5 min
feststellbar, wahrend nach 10 min die Phosphorylierung wieder zurtickging

und nach 20 min fast wieder das Kontrollniveau erreichte.
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Abb. 4: Zeitverlauf der ERK 2-Phosphorylierung nach Thrombin-Stimulation
(0,2 U/ml Thrombin). Mittelwerte #S.D.; n=5 Experimente unabhangiger

Zellpreparationen; *P<0,05 gegentber Kontrolle.
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Hemmung des ERK 2-Signalweges mit UO 126

UO 126 ist ein spezifischer Inhibitor der MEK1/2, die wiederum ERK 1 und 2
phosphorylieren. Durch Einsatz dieses Inhibitors liel3 sich die Thrombin-
induzierte Aktivierung von ERK 2 verhindern (Abb. 5). UO 126 hemmte
konzentrationsabhangig die Thrombin-induzierte ERK 2-Phosphorylierung.
Dabei reduzierte es die ERK 2-Phosphorylierung von einem Wert, der dem
10-fachen der Kontrolle entspricht, auf Kontrollniveau. Die maximale
Hemmung trat bereits bei einer Konzentration von 10 pM auf. UO 124, ein
inaktives UO 126-Analogon, zeigte Uber den gesamten Konzentrations-
bereich keine Wirkung. Eine unspezifische Wirkung der Substanzklasse ist
daher ausgeschlossen. Fir alle folgenden Experimente wurde UO 126 in der

maximalen Hemmkonzentration von 10 pM eingesetzt.
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Abb. 5: Konzentrationsabhangige Wirkung von UO 126, einem MEK1/2-
Hemmstoff, auf die Thrombin-induzierte ERK 2-Phosphorylierung. UO 124,
ein inaktives Analogon, wurde als Kontrolle verwandt. Die HUVEC wurden fir
5 min in Gegenwart von 0,2 U/ml Thrombin und den UO-Analoga inkubiert.
Mittelwerte #S.D.; n=5 Experimente unabhangiger Zellpreparationen;
*P<0,05 gegeniber UO 124.
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3.3

Hemmung von MEK 1/2 stabilisiert die endothelia  le Schranke

UO 126 verringert die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilitat

Um zu Uberprufen, ob die Hemmung von MEK 1/2 die Thrombin-induzierte
Hyperpermeabilitat beeinflusst, wurden die Endothelzellen unter identischen
Bedingungen wie in Abb. 2, jedoch in Gegenwart von UO 126 inkubiert.
Abb. 6 zeigt, dass die Hemmung des MEK 1/2-Signalweges durch 10 uM
UO 126 die Thrombin-induzierte Steigerung der Permeabilitat um fast die
Halfte, von 13 auf 7 x 10° cm/s verringert. UO 126 alleine hatte keine

Wirkung auf die Permeabilitat.
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Abb.6: Wirkung von UO 126, einem MEK 1/2-Hemmstoff, auf die
Permeabilitat. HUVEC wurden mit 0,2 U/ml Thrombin stimuliert (@ ,-UO 126).
Diese Permeabilitatsdaten entsprechen denen in Abb. 2. Ein Teil der Zellen
wurde hier fur 30 Minuten mit 10 uM UO 126 vorinkubiert und anschlieRend
Thrombin ausgesetzt (Il,+UO 126). (O,-UO 126) unbehandelte Kontrollen;
(0,+UO 126) UO 126 alleine. Mittelwerte # S.D.; n=4 Experimente
unabhangiger Zellpreparationen; zu den Zeitpunkten zwischen 2,5 und 30
Minuten ist die Permeabilitat in Anwesenheit von Thrombin oder Thrombin
plus UO 126 signifikant verschieden (P<0,05).
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UO 126 verringert die Thrombin-induzierte Kontraktion

Thrombin verursacht in Monolayern aus kultivierten Endothelzellen eine
Aktivierung des kontraktilen Apparates, die zu einer messbaren Erhdhung
der isometrischen Kraft fuhrt. Die unter Kontrollbedingungen herrschende
isometrische Kraft von ca. 150 uN wurde nach Stimulation mit 0,2 U/ml
Thrombin auf ca. 235 pN gesteigert. Dieser Anstieg der isometrischen Kraft
hatte sein Maximum nach etwa 10 min und fiel daraufhin wieder steil ab. Das
Kontrollniveau wurde jedoch nicht mehr erreicht. Hemmung des MEK 1/2-
Signalweges mit 10 uM UO 126 verminderte diesen Anstieg um etwa ein
Drittel auf ca. 200 uN. UO 126 alleine hatte keine Wirkung auf die
Kraftentwicklung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (nicht dargestellt).
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Abb. 7: Wirkung von UO 126, einem MEK 1/2-Hemmstoff, auf die
isometrische Kraftt HUVEC wurden mit 0,2 U/ml Thrombin stimuliert
(-UO 126). Ein Teil der Zellen wurde fir 30 Minuten mit 10 uM UO126
vorinkubiert (+UO 126). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.
Mittelwerte # S.D.; n=5 Experimente unabhangiger Zellpreparationen; zu den
Zeitpunkten zwischen 5 und 30 Minuten ist die isometrische Kraft in
Anwesenheit von Thrombin und Thrombin plus UO 126 signifikant
verschieden (P<0,05).
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UO 126 verringert die Thrombin-induzierte Phosphorylierung der MLC

Der Beginn einer Kontraktion von Endothelzellen und die damit
einhergehende Steigerung der Permeabilitat wird durch eine Zunahme der
MLC-Phosphorylierung verursacht. Durch elektrophoretische Trennung der
phosphorylierten von der nicht-phosphorylierten Form der MLC lasst sich der
Phosphorylierungsstatus bestimmen. Stimulation der Endothelzellen mit
0,2 U/ml Thrombin fihrte innerhalb von etwa 5 min zu einer Zunahme der
MLC-Phosphorylierung von ca. 75% unter Kontrollbedingungen auf ca.
180%. Durch 10 uM UO 126 wurde dieser durch Thrombin induzierte Anstieg
der MLC-Phosphorylierung auf ca. 120% vermindert. UO 126 alleine hatte
keine Wirkung auf die MLC-Phosphorylierung im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (nicht dargestellt).

31



200 -| Thrombin

150 [

+UO 126

KontroIIle

100 [

MLC-Phosphorylierung (% der Gesamt-MLC)

a
o
| |

o_., . 20 30
Zeit (min)

Abb. 8: Wirkung von UO 126 auf die MLC-Phosphorylierung. HUVEC wurden
mit 0,2 U/ml Thrombin stimuliert (-UO 126). Ein Teil der Zellen wurde fur
30 Minuten mit 10 pM UO126 vorinkubiert (+UO 126). Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Mittelwerte # S.D.; n=5 Experimente unabh&ngiger
Zellpreparationen; zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 15 Minuten ist die
MLC-Phosphorylierung in Anwesenheit von Thrombin und Thrombin plus
UO 126 signifikant  verschieden (P<0,05). Das Verhdltnis von
phosphorylierter zu nicht phosphorylierter MLC ist unabhangig von der

Gesamtproteinmenge (s. Methoden).
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3.4

Der Effekt von ERK auf den kontraktilen Apparat involviert MLCK

Wie oben beschrieben fuhrt in Endothelzellen die Stimulation mit Thrombin
zu einer Aktivierung des kontraktilen Apparates. Dabei wird unter anderem
Rho-abhéngig die MLCP gehemmt (15). Unter diesen Bedingungen ist fur
den Grad der MLC-Phosphorylierung die Aktivitdt der MLCK von
entscheidender Bedeutung. Um zu analysieren, ob die Aktivierung des
ERK1/2-Signalweges durch Thrombin Einfluss auf die MLCK oder MLCP hat,
wurden verschiedene Ansatze gewahlt. Zun&chst wurden verschiedene

Elemente der Regulation der MLCP untersucht.

Hemmung der Rho-Kinase hat keinen Effekt auf die Aktivierung von ERK

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ERK 1/2 durch die
Rho-Kinase aktiviert werden kann (19, 39). Zudem ist die Rho-Kinase ein
wichtiges Signalelement in der Thrombin-induzierten Hemmung der MLCP
(15, 25). Um zu prifen ob ERK 1/2 in Endothelzellen durch die Rho-Kinase
aktiviert wird und Uber diesen Mechanismus die MLCP hemmt, wurde
zunéchst der selektive Hemmstoff der Rho- Kinase Y-27632 eingesetzt.

Bei nicht stimulierten Zellen liel3 sich durch Gabe von 10 uM Y-27632 keine
Anderung der ERK 2-Phosphorylierung feststellen (Abb. 9). Bei Zellen, die
mit Thrombin stimuliert wurden, lie3 sich durch Gabe von 10 uM Y-27632
ebenfalls keine Anderung der Phosphorylierung von ERK 2 messen. Diese
Befunde legen nahe, dass die Aktivierung des ERK-Signalweges durch

Thrombin nicht Gber Rho-abhangige Kinasen vermittelt wird.
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Abb. 9: Wirkung von Thrombin oder Y 27632, einem Rho-Kinase-Hemmstoff,
auf die ERK 2-Phosphorylierung. HUVEC wurden fur 5 Minuten mit 0,2 U/ml
Thrombin (Thr), 10 uM Y 27632 (Y) oder beiden Substanzen gleichzeitig
inkubiert. K, Kontrolle. Mittelwerte #S.D.; n=5 Experimente unabh&angiger

Zellpreparationen; *P<0,05. n.s.: nicht signifikant verschieden.

ERK hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von MYPT

Als ein weiteres Element der MLCP-Regulation wurde die Phosphorylierung
von MYPT untersucht. Stimulation mit Thrombin fiihrt hier zu einer Rho-
Kinase-abhangigen Phosphorylierung an Threonin 850 und Threonin 696. Ob
ERK direkt MYPT phosphoryliert, wurde mit phosphospezifischen
Antikorpern untersucht (Abb. 10). Stimulation mit 0,2 U/ml Thrombin fiihrt zu
einer deutlichen Phosphorylierung an Threonin 850 sowie Threonin 696.
Durch Einsatz von 10 pM Y-27632 lasst sich diese Phosphorylierung

verhindern, was zeigt, dass dieser Prozess Rho-Kinase-abhéngig ist. Als
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Positivkontrolle wurde Calyculin A verwendet, ein panspezifischer Hemmstoff
der Phosphatasen, was zu einer maximalen Phosphorylierung von MYPT
fuhrte.

Hemmung von MEK 1/2 durch 10 pM UO 126 fihrte im Vergleich zur
Kontrolle zu keiner Anderung des Phosphorylierungsstatus von MYPT. Auch
kann die Thrombin-induzierte Phosphorylierung von MYPT durch Hemmung
von MEK 1/2 nicht verhindert werden. Auf Ebene von MYPT findet also
ebenfalls keine Beeinflussung der MLCP durch ERK 1/2 statt.

P~MYPT(T696) —| = s |ut= sowg - wem|®®
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Abb. 10: Wirkung von Thrombin, UO 126, Y-27632 und Calyculin A auf die
Phosphorylierung von MYPT. Reprasentative Westernblots zeigen die durch
Thrombin induzierte Phosphorylierung von MYPT (P~MYPT) an Threonin
696 (T 696) und Threonin 850 (T 850) sowie die Gesamtproteinmenge von
MYPT (Total-MYPT). Ein Teil der Zellen wurde fir 30 Minuten mit 10 pM Y-
2763 (Y) oder 10 uM UO 126 (UO) vorinkubiert. Die Stimulation erfolgte mit
0,2 U/ml Thrombin (Thr) fir 5 Minuten. Die Stimulation mit Calyculin A (Caly)
erfolgte mit einer Konzentration von 10 nM fur 30 Minuten. K, Kontrolle.
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Der ERK-Effekt auf die MLC-Phosphorylierung ist MLCP unabhangig

In einem weiteren Schritt wurde nun die MCLP pharmakologisch gehemmt,
um zu uberprifen, ob der ERK-Effekt auf die MLC-Phosphorylierung durch
die MLCP vermittelt wird. Um die Phosphatasen vollstandig zu hemmen,
wurde zusatzlich zu Thrombin der panspezifische Hemmstoff Calyculin A
eingesetzt. Die Inkubation der Zellen fir 30 min in Gegenwart von 10 nM
Calyculin A steigerte die MLC-Phosphorylierung von 75% Phosphorylierung
unter Kontrollbedingungen auf 150% (Abb. 11). Bei gleichzeitiger Zugabe
von Calyculin A und Thrombin wird die MCL-Phosphorylierung sogar noch
weiter auf 170% im gleichen Zeitraum gesteigert. Die Steigerung der MLC-
Phosphorylierung deutet darauf hin, dass die MLCK unter diesem Mandver
weiterhin an der Netto-Phosphorylierung beteiligt ist und das deren Aktivitat
durch Thrombin gesteigert ist. Die gleichzeitige Hemmung von MEK 1/2 mit
10 uM UO 126 reduziert die Thrombin-induzierte MLC-Phosphorylierung von

170% auf ca. 80% im gleichen Zeitraum.

Diese Reduzierung der MLC-Phosphorylierung deutet darauf hin, dass
Hemmung des ERK 1/2-Signalweges die Netto-Phosphorylierung der MLC
Uber den Kinaseweg beeinflusst wéhrend der Phosphataseweg nicht beteiligt
ist. Deshalb wurde im Folgenden Uberprift, ob der Effekt des ERK 1/2-
Signalweges auf den kontraktilen Apparat durch eine Aktivierung der MLCK

vermittelt wird.
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Abb. 11: Wirkung von Thrombin, Calyculin A, einem panspezifischen
Phosphatase-Hemmstoff und UO 126, einem MEK 1/2-Hemmstoff, auf die
MLC-Phosphorylierung. HUVEC wurden entweder mit 10 nM Calyculin A
(Caly )oder 10 nM Calyculin A plus 10 uM UO 126 (UO) fir 30 Minuten
vorinkubiert. Anschlieend erfolgte fir 5 Minuten die Stimulation mit 0,2 U/ml
Thrombin (Thr). Mittelwerte #S.D.; n=6 Experimente unabhéangiger

Zellpreparationen; *P<0,05 gegeniiber Kontrolle, “P<0,05.
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Thrombin-vermittelte MLC-Phosphorylierung ist MLCK abhangig

Um die Rolle der MLCK in der Thrombin-vermittelten Aktivierung des
kontraktilen Apparates zu demonstrieren, wurde der spezifische MLCK-
Hemmstoff ML-7 eingesetzt. Einsatz von 10 uM ML-7 reduziert die MLC-
Phosphorylierung von etwa 70% unter Kontrollbedingungen auf etwa 10%
(Abb. 12). Die durch Thrombin induzierte Zunahme auf ca. 175% kann
vollstandig verhindert werden. Dieses Experiment zeigt, dass die MLCK
essentiell ist fur die Thrombin-induzierte MLC-Phosphorylierung.
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Abb. 12: Wirkung von Thrombin ML-7, einem MLCK-Hemmstoff, auf die
MLC-Phosphorylierung. Ein Teil der HUVEC wurde fir 30 Minuten mit 10 uM
ML-7 vorinkubiert (ML-7), anschlie3end wurden sie mit 0,2 U/ml Thrombin
(Thr) far 5 Minuten stimuliert. K, Kontrolle. Mittelwerte #S.D.; n=5
Experimente unabh&ngiger Zellpreparationen; *P<0,05 gegeniber Kontrolle.

n.s.: nicht signifikant verschieden.
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Der ERK-Effekt auf die MLC-Phosphorylierung wird tiber MLCK vermittelt

In einem weiteren Schritt wurde die Aktivitat der MLCK direkt bestimmt
(Abb. 13). Stimulation mit 0,2 U/ml Thrombin fuhrte zu einer Steigerung der
MLCK-Aktivitat auf 160% der Kontrolle. Der spezifische MLCK-Hemmstoff
ML-7 senkte in einer Konzentration von 10 uM die Aktivitdt unter das
Basalniveau ab. Dies zeigt, dass die MLCK auch in nicht stimulierten HUVEC
bereits aktiv ist. Ebenso lie3 sich die durch Thrombin-induzierte Aktivierung
mit ML-7 fast vollstandig verhindern. Der Einsatz des MEK 1/2-Inhibitors
UO 126 verursacht keine signifikante Anderung der MLCK-Aktivitat im
Vergleich zur Kontrolle. Gleichzeitig mit Thrombin gegeben verhinderte
UO 126 jedoch die Thrombin-induzierte Aktivitatssteigerung der MLCK fast
vollstandig. Dies zeigt, dass ERK1/2 in unstimulierten HUVEC die MLCK-
Aktivitat nicht beeinflussen. Die Aktivierung von ERK1/2 durch Thrombin flhrt
jedoch zu einer Steigerung der MLCK-Aktivitat.
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Abb. 13: Wirkung von Thrombin, UO 126, einem MEK 1/2-Hemmstoff und
ML-7, einem MLCK-Hemmstoff, auf die MLCK-Aktivitat. Ein Teil der HUVEC
wurde fur 30 Minuten mit 10 uM UO 126 (UO) oder 10 uM ML-7 (ML-7)
vorinkubiert. Danach erfolgt die Zugabe von 0,2 U/ml Thrombin (Thr) fur
5 Minuten. K, Kontrolle. Mittelwerte # S.D.; n=5 Experimente unabhéangiger
Zellpreparationen;* P<0,05 gegenilber Kontrolle; *P<0,05 gegeniiber

Thrombin.

40



4.1

Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Mechanismen zu identifizieren, die im
inflammatorischen Krankheitsgeschehen Einfluss auf den kontraktilen
Apparat von Endothelzellen nehmen und so zu einem endothelialen
Schrankenversagen mit konsekutiver Odembildung fiihren. Im Zentrum der

Untersuchungen stehen die extracellular-signal-regulated-kinase 1/2.

Der Hauptbefund dieser Arbeit ist, dass ERK 1/2 ein neues regulatorisches
Signalelement des endothelialen kontraktilen Apparates ist, das (i) durch
Thrombin aktiviert werden, (ii) das MLCK - unabhangig von der cytosolischen
Ca’-Konzentration - aktiviert und (iii) dadurch ganz wesentlich zum
funktionellen Versagen der endothelialen Barriere beitragt. Damit ist fur die
MLCK erstmals ein zu Ca?‘/Calmodulin alternativer Aktivierungsweg

nachgewiesen.

Thrombin-induzierte  Hyperpermeabilitdt ist nich t allein durch

Unterdriickung des zytosolischen Ca  ?*-Anstiegs hemmbar

Stimulation mit Thrombin fiihrt zu einer Entleerung der intrazellularen Ca?*-
Speicher, was zu einer Steigerung der zytosolischen Ca®*-Konzentration
und Aktivierung der Ca®*/Calmodulin-abhéngigen MLCK fiihrt (59). Dies ist
die Ursache fir die Aktivierung des kontraktiien Apparates der
Endothelzellen und bewirkt bei gleichzeitiger Losung der Zell-Zell-Kontakte
das Schrankenversagen (22). Ausgangspunkt dieser Arbeit war, dass die
Hemmung des IPs—abhangigen Ca**-Freisetzungskanals des
endoplasmatischen Retikulums durch Xestospongin C wohl den Thrombin-
induzierten Ca®*-Anstieg fast vollstandig senkt, jedoch keinesfalls ausreichte,
um die Hyperpermeabilitat zu verhindern. Dies legt die Annahme nahe, dass
andere Ca?*-unabhangige Mechanismen eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung des kontraktilen Apparates spielen. Aus Arbeiten der eigenen
Gruppe (37) gab es zudem Hinweise, dass ERK 1/2 die MLC-
Phosphorylierung beeinflusst.
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4.2

Einsatz von ERK-Hemmstoffen stabilisiert die en dotheliale Barriere

Dass die Aktivierung von ERK 1/2 nicht nur bei der Zellproliferation und bei
Wachstumsprozessen eine Rolle spielen, ist vielfach belegt. Auch in
inflammatorischen Prozessen sind ERK 1/2 beteiligt. Eine Aktivierung von
ERK konnte in Endothelzellen verschiedener Spezies oder GefalRprovinzen
nach einer Stimulation mit Oxidantien (34), Histamin (70), VEGF (35) und
Thrombin (7) beobachtet werden. In unserem Modell konnte uber
Phosphorylierung eine Aktivitatssteigerung von ERK 1/2 durch den
prokoagulatorischen und -inflammatorischen Mediator Thrombin in HUVEC

nachgewiesen werden.

Als Folge einer Aktivierung von ERK 1/2 wurde eine Umverteilung von
Zelladhasionsproteinen beschrieben, die zur Stérung der Barrierefunktion
fuhrte (35). Auch kommt es zu einem Umbau des Aktinzytoskeletts und einer
vermehrten Phosphorylierung von Caldesmon (7). Eine Anderung des
Phosphorylierungsgrades der regulatorischen Myosinleichtkette durch
Hemmung von ERK 1/2 konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die Autoren der
zitierten Arbeit gingen deswegen von einer MLCK-unabhangigen Regulation
der Barrierefunktion durch ERK 1/2 aus.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass in HUVEC eine
ERK 1/2 Phosphorylierung direkt zu einer Aktivierung des kontraktilen
Apparates im Sinne einer Phosphorylierung der MLC mit konsekutivem
Anstieg der isometrischen Kraft fuhrt. Gleichzeitig konnte als Ausdruck des
endothelialen Schrankenversagens eine gesteigerte Permeabilitdt gemessen
werden. Durch Einsatz eines spezifischen ERK 1/2-Hemmestoffes konnte die
Thrombin-induzierte Hyperpermeabilitat um fast die Halfte reduziert werden,
was die Bedeutung von ERK 1/2 in der Regulation der endothelialen Barriere

belegt.
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4.3

4.4

Phosphatasen sind an dem Effekt von ERK1/2 nich  t beteiligt

Die Phosphorylierung der regulatorischen MLC ist Vorraussetzung fur die
Aktivierung des kontraktilen Apparates (22). Das Ausmall der
Phosphorylierung wird von der Aktivitat zweier Enzyme bestimmt: der MLCK
und der MLCP. Ein gut untersuchter Mechanismus Uber den die
Phosphorylierung der MLC gesteigert und so eine Kontraktion hervorgerufen
wird, ist die Rho-abhangige Hemmung der MLCP (15, 60). Stimulation mit
Thrombin fuhrt zu einer Aktivierung der Rho-Kinase (15, 25), die Uber eine
Phosphorylierung von MYPT die Phosphatasen hemmt (4, 63). Verschiedene
Autoren konnten zudem eine Beteiligung von Rho-Kinasen an der Regulation
der ERK 1/2-Aktivitdt nachweisen (19, 39).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass in HUVEC die Thrombin-
induzierte ERK-Aktivierung nicht von Rho-Kinasen abhéngig ist. Die
Steigerung der Phosphorylierung von ERK nach Stimulation mit Thrombin
lasst sich durch Einsatz von spezifischen Rho-Kinase-Hemmstoffen nicht
verhindern. Auch eine Wirkung unterhalb der Rho-Kinasen auf die MLCP
konnte nicht nachgewiesen werden. Der Phosphorylierungsgrad von MYPT

konnte durch Hemmung von ERK 1/2 nicht wesentlich beeinflusst werden.

Um die Wirkung des MEK/ERK-Signalweges auf die MLCP zu Uberprifen,
wurde eine maximale Hemmung der MLCP durch Einsatz von Thrombin in
Kombination mit Calyculin A erreicht. Unter diesen Bedingungen ist auch die
Phosphorylierung der MLC maximal. Durch gleichzeitige Hemmung von ERK
kann unter dieser Bedingung keine weitere Hemmung der MLCP erreicht
werden. Die beobachtete Reduktion der MLC-Phosphorylierung ist deshalb
am ehesten auf eine Reduktion der Aktivitat der MLCK zurtickzufuhren.

ERK aktiviert direkt die MLCK

Die MLCK st fur den kontraktilen Apparat in Endothelzellen von
entscheidender Bedeutung. Wird die MLCP gehemmt, so wie es nach
Stimulation mit Thrombin der Fall ist, ist die MLCK fir die Steigerung der
MLC-Phosphorylierung verantwortlich. Inaktivierung der MLCK durch den

spezifischen Inhibitor ML-7, verhindert die Thrombin-induzierte Steigerung
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der MLC-Phosphorylierung. Es kann hierbei ein Zusammenhang zwischen
einer Aktivierung der MLCK, Phosphorylierung der MLC, Kontraktion der
Endothelzellen und Anstieg der Permeabilitat hergestellt werden (22, 71).

Die Aktivitdit der MLCK ist einerseits abhangig von einem Anstieg der
intrazellularen Ca**-Konzentration und Bildung eines Ca**/Calmodulin-
Komplexes (26). Andererseits verfugt die MLCK uber
Phosphorylierungsstellen fur verschiedene Proteinkinasen (Proteinkinase A,
Proteinkinase C, Ca®'/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il, p21-aktivierte
Proteinkinase), die die Aktivitat modulieren (20, 21, 33). In vitro sind unter
anderem auch Phosphorylierungsstellen fur Prolin-gerichtete Kinasen (ERK)
nachgewiesen worden (65). Hinweise fur eine Aktivierung der MLCK durch
ERK gibt es aus Experimenten mit Fibroblasten von Rattenembryonen und
Karzinomzelllinien (11, 36). Eine daraus resultierend Umorganisation des
Zytoskeletts und Membranfaltung ist hier fir eine Zellmigration verantwortlich
(11, 29).

Mit Hilfe des MLCK-Aktivitats-Assays konnte erstmals in Endothelzellen eine
Aktivierung der MLCK durch ERK 1/2 nachgewiesen werden. Der Befund,
dass die MLCK direkt durch ERK 1/2 aktiviert wird, steht hierbei im
Gegensatz zu der Beobachtung anderer Autoren, die zwar ebenfalls eine
Beteiligung von ERK 1/2 in der durch Thrombin induzierten Hyper-
permeabilitat sehen, aber keine Anderung in der Phosphorylierung der MLC
nachweisen konnten (7, 65, 67). Borbiev und Mitarbeiter (7) nehmen an,
dass ERK 1/2 Uber eine Phosphorylierung von Caldesmon die Regulation der
endothelialen Barriere beeinflusst, schliel3t aber eine Beteiligung der MLCK

aus.

Eine Aktivierung des kontraktilen Apparates durch ERK 1/2 im Sinne einer
MLCK-Aktivierung kénnte jedoch den bedeutenden Einfluss von ERK auf die
Funktion der endothelialen Barriere erklaren. Im Einklang mit dieser
Annahme steht die in dieser Untersuchung gemessene Steigerung der
isometrischen Kraft sowie der MLC-Phosphorylierung. Damit kann der
MEK/ERK-Weg als neuer potenter Aktivator und Regulator des kontraktilen
Apparates in Endothelzellen angesehen werden.
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Im inflammatorischen Krankheitsgeschehen ware somit ein neuer Signalweg
identifiziert, der als Schlisselmechanismus bei endothelialen Prozessen
angesehen werden kann, die das Aktinzytoskelett und den kontraktilen
Apparat involvieren. Dabei ist ERK 1/2 sowohl an der Proliferation und
Differenzierung als auch an der Migration, Kontraktion und
Schrankenfunktion der Endothelzellen beteiligt. Signalwege, die Uber
Zytokine und Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren wirken, sowie eine
inflammatorische Aktivierung der Endothelzellen Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren finden hier eine gemeinsame Endstrecke. Das Verstandnis von
ERK 1/2 als Verbindung zwischen diesen verschiedenen Einflissen, denen
Endothelzellen ausgesetzt sind, ist fur vielfaltige pathophysologische
Prozesse wie z.B. Odementwicklung, Sepsis, Wundheilungsstérungen,
Ischamie-Reperfusionsschaden und Angiogenese von entscheidender
Bedeutung.
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Zusammenfassung

Das Versagen der endothelialen Schranke im Rahmen eines
inflammatorischen Geschehens ist klinisch eine entscheidende Komplikation
und bestimmt den Erfolg der therapeutischen Intervention. Therapeutische
Strategien, die direkt an den Endothelzellen angreifen, sind zur Zeit nicht
verfugbar. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Mechanismen zu
identifizieren, die an der Entwicklung des capillary leakage syndrome

malf3geblich beteiligt sind.

Es wurde insbesondere der Einfluss des MEK/ERK-Signalweges auf den
kontraktilen Apparat der Endothelzellen untersucht, dem eine zentrale Rolle
beim  inflammatorischen  Schrankenversagen  zukommt. Humane
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen wurden mit Thrombin als
Modellsubstanz fir einen proinflammatorischen Mediator stimuliert. UO 126,
ein Hemmstoff der Signalkinase MEK oberhalb von ERK 1/2, bewirkte eine
Abnahme der Thrombin-induzierten Hyperpermeabiltat. Ebenso konnte die
Phosphorylierung der regulatorischen Myosinleichtkette (MLC) und die
Steigerung der isometrischen Kraftentwicklung der Endothelzellschichten
nach Stimulation mit Thrombin durch UO 126 antagonisiert werden. Um die
zugrundeliegenden Mechanismen der MEK/ERK-vermittelten kontraktilen
Aktivierung naher zu charakterisieren wurden die Ca®‘/Calmodulin-
abhangige Myosinleichtketten-Kinase (MLCK) sowie die Myosinleichtketten-
Phosphatase (MCLP) als wesentliche regulatorische Proteine des
endothelialen kontraktilen Apparates untersucht. Die Beteiligung der MLCP
an der ERK-vermittelten Aktivierung des kontraktilen Apparates konnte durch
Experimente mit einem pharmakologischen Hemmestoff (Calyculin A) sowie
durch die direkte Analyse der Phosphorylierung der regulatorischen MLCP-
Untereinheit MYPT weitgehend ausgeschlossen werden. Die direkte
Bestimmung der MLCK-Aktivitat bestétigte, dass Thrombin Uber Stimulation
des MEK/ERK-Signalweges die Aktivitat der MLCK steigert. Dieser
Aktivierungsschritt ist unabhéngig von der cytosolischen Ca?*-Konzentration.
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Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass MEK/ERK als ein neuer Signalweg
verstanden werden kann, der maf3geblich an der Regulation des kontraktilen
Apparates und damit der endothelialen Schrankenfunktion beteiligt ist. Die
Tatsache, dass inflammatorische Mediatoren, Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die unter verschiedenen pathophysiologischen
Bedingungen eine endotheliale Hyperpermeabilitat auslosen, alle MEK/ERK
als einen gemeinsamen Signalweg aktivieren, zeigt eine neue therapeutische

Option fur die Protektion der endothelialen Schrankenfunktion auf.
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Summary

During inflammatory disease endothelial barrier failure is a severe
complication and determines the success of therapeutical intervention. At the
moment there is no therapeutical strategy available which affects the
endothelial barrier itself. Aim of this study was to identify mechanisms

accountable for the development of capillary leakage syndrome.

In particular the influence of the MEK/ERK-signaling on the contractile
apparatus of endothelial cells was analysed, which has major impact on the
integrity of endotheliel barrier function during inflamatory disease. Human
endothelial cells obtained from umbilical veins were stimulated with thrombin
as an inflammatory mediator. UO 126, an upstream inhibitor of MEK/ERK-
signaling was able to reduce thrombin induced hyperpermeability.
Concomitant the phosphorylation of the regulatory myosin light chain (MLC)
and development of isometric force in endothelial cell monolayers after
stimulation with thrombin could also be antagonized by use of UO 126. To
further characterize the underlying mechanisms of MEK/ERK induced
activation of the contractile apparatus the Ca?‘/Calmodulin dependent
myosin light chain kinase (MLCK) and the myosin phosphatase (MLCP) were
analysed, which are the most important regulatory proteins in the contractile
apparatus of endothelial cells. Involvement of the MLCP in ERK mediated
activation of the contractile apparatus of endothelial cells could be ruled out
in experiments using a pharmacological inhibitor (calyculin A) and by
measuring the phosphorylation of the regulatory subunit (MYPT) of MLCP.
Direct quantification of the actvity of the MLCK confirmed that thrombin
augments MLCK activity via ERK1/2 signaling. This activation is
independent of cytosolic Ca**-concentration.

48



In conclusion, MEK/ERK is a novel signaling pathway playing a major role in
regulating the contractile apparatus of endothelial cells and endothelial
barrier function. The fact, that under different pathophysiological conditions
accompanied by endothelial hyperpermeability, inflammatory mediators,
cytokines and growth factors use MEK/ERK signaling as a common pathway,

reveals new therapeutic options for the protection of the endothelial barrier.
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