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Abkirzungen

1. Abktrzungen

A Ampere

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA Rinderserumalbumin

Cadherin calcium dependent adhesion molecule
DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT 1,4-Dithiothreitol

E Einheiten der jeweiligen Enzymaktivitat
EC Endothelzellen

ECL -Enhanced Chemiluminescence*

EDTA Ethylendiamintetraazetat

EGTA Ethylenglykol-bis(-aminoethylether-)tetraazetat
eNOS endotheliale NO-Synthase

ET-1 Endothelin-1

FCS fotales Kalberserum

FITC Fluoreszeinisothiozyanat

Xg x Erdbeschleunigung

GLUT4 Glukosetransporter Typ IV

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HBSS Hank’s balanced salt solution

HCI Salzsaure

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-2-ethansulfonsaure
HUVEC humane ventdse Nabelschnurendothelien
IE internationale Einheiten

IR Insulinrezeptor

IRS Insulinrezeptorsubstrat

kg Kilogramm

I Liter

m Meter

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
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Einleitung

2. Einleitung

2.1. Endothelzellen

Als einlagige Zellschicht bildet das Endothel die luminale Oberflache des
gesamten Gefal3systems. Es bildet eine physikalische Barriere zwischen Blut und
umgebendem Gewebe und reguliert den Austausch von Wasser, geldsten
Substanzen, Makromolekilen und Leukozyten zwischen diesen beiden
Kompartimenten (Simionescu et al., 2002).

Die Endothelzellen wachsen als Monolayer, haben zusammen eine
Oberflache von ca. 6000 — 8000 m?, eine Masse von ca. 1,5 kg (Bassenge 1996;
Nawroth und Lasch, 1999) und bestehen aus ca. 1 — 6 x 10*® Zellen (Augustin et
al., 1994).

Neben der antikoagulatorischen und antithrombotischen Wirkung (Sumpio
et al.,, 2002) hat das Endothel auch eine wichtige Rolle bei der Steuerung des
arteriellen Gefafdtonus (Furchgott und Zawadzki, 1980). Es ist sowohl an akuten
als auch an chronischen Entziindungsprozessen involviert (Cotran, 1987; Hecker,
1999) und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Leukozyten-Adhé&sion
und -Transmigration, Hamostase, Kontraktilitat der glatten Gefaldmuskulatur,
Thrombozytenaktivierung und Permeabilitdt (Cines et al., 1998; Toborek und
Kaiser, 1999).

Das Endothel Ubt zahlreiche komplexe Funktionen aus, wie die Sekretion
von Stickstoffmonoxid (NO) zur Vasodilatation, von Endothelin-1 (ET-1) zur
Vasokonstriktion sowie von Wachstumsfaktoren und chemotaktischen Faktoren.

Diese Stoffe kdbnnen zu strukturellen Veranderungen der Gefalwand fuhren.

Endothelzellen kénnen Ziel proinflammatorischer Signalmechanismen bei
lokalen oder systemischen Entziindungen sein. Eine der ersten Manifestationen
einer Inflammation ist das Versagen der endothelialen Schrankenfunktion und
damit das initiale Ereignis fur Prozesse der Gefal3schadigung. Durch eine
mangelhafte endotheliale Barriere kommt es zu einem Austritt von serdsen

Flussigkeiten ins Interstitium und dadurch zur Bildung eines Odems.
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Die generalisierte Permeabilitatszunahme ist eine frihe Manifestation der
arteriellen endothelialen Dysfunktion (Gimbrone und Topper, 1999; Ross und
Glomset, 1976). In der Vergangenheit wurde die Hypothese aufgestellt, dass
Risikofaktoren einer koronaren Herzkrankheit Endothelzellen schadigen und
somit eine Funktionsbeeintrachtigung herbeifihren, die zu einer vermehrten
Ausschittung Endothel-vermittelter, vasokonstriktorisch wirkender Substanzen
fuhren (Vita et al.,1990). Im Konsens dazu wurde die endotheliale Dysfunktion als
ein erster Schritt des Atheroskleroseprozesses vermutet (Davignon und Ganz,
2004), da eine beeintrachtigte Endothel-abhangige Vasodilatation eine der
frihesten Veradnderungen bei koronaren Herzerkrankungen darstellt (Scherrer et
al., 1993). Unter anderem zahlt hierzu ein hoher Glucosespiegel bei Diabetes
mellitus (Hempel et al., 1997). In zahlreichen experimentellen und Kklinischen
Studien wurde gezeigt, dass Diabetes mellitus eng mit einer endothelialen

Dysfunktion assoziiert ist.

2.2 Endotheliale Permeabilitat

Die Barrierenfunktion stellt eine der wichtigsten Aufgaben der
Endothelzellen dar. Kleine wasser- und lipidlosliche Molekile kdnnen die
Endothelzellschicht durch Diffusion ohne spezifische Transportmechanismen
direkt parazellular passieren. Fur Makromolekile wie Albumin ist der vesikulare
Stoffaustausch durch die Endothelzellschicht von gréRerer Wichtigkeit (Lum et al.,
1996). Unter inflammatorischen Bedingungen nimmt der parazellulare
Transportweg fur Albumin an Bedeutung zu.

Es spielen zwei prinzipiell verschiedene Mechanismen eine besondere
Rolle fur die Passage von Makromolekilen durch eine Endothelzellschicht:

1. Vesikularer Transport (Shea et al., 1969). Dieser wird gestitzt durch die
Entdeckung elektronenmikroskopisch sichtbarer Oberflachenvakuolen
und zytoplasmatischer Vesikel (Simionescu et al., 1988), die
insbesondere  Makromolekile durch die Endothelzellen hindurch
transportieren. Diese Entdeckung zeigte, dass die endotheliale Barriere
nicht nur als ein physikalisches Sieb fungiert (Predescu und Palade, 1993;
Schnittler et al., 1990).
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2. Parazellulare Passage Uber interendotheliale Spaltraume (Majon 1963;
Carter et al., 1974). Fur die parazellulare Diffusion ist das Verhaltnis
Molekulgrél3e zu PorengroRe ausschlaggebend. Fir kleine Molektle (z.B.
Glucose, Molekilradius 0,36 nm) ist keine Einschréankung durch die
durchschnittliche Porengréf3e (4 - 5 nm) der Kapillaren wahrnehmbar.
Der freie Ubertritt von Makromolekiilen, z.B. Albumin (Molekiilradius: 3,5
nm), wird auf einen Koeffizienten von 5 % reduziert. (Schmidt, Thews,
2000). Durch Aktivierung der Endothelzellen in Folge inflammatorischer
Mediatoren, wie z.B. Histamin und Thrombin, kommt es zur Spaltbildung
zwischen benachbarten Zellen, was zu einem Anstieg der Permeabilitat
fuhrt (Majon und Palade, 1961; van Hinsbergh, 1997).

2.3  Mechanismen der Schrankensteuerung

2.3.1 Zell-Zell-Kontakte

Die Mechanismen der Schrankensteuerung beruhen einerseits auf einer
Regulierung der Zell-Zell-Kontakte (tight junctions (Zonluae occludens), adherens
junctions (Zonulae adhaerentes)), andererseits spielt die Kontraktion von
Endothelzellen eine sehr wichtige Rolle (van Hinsbergh, 1997).

Fur die mechanische Stabilitat zwischen Endothelzellen sind ubiquitér
vorkommende adherens junctions verantwortlich. Das VE-Cadherin (vascular-
endothelial cadherin, Cadherin 5) ist das spezifische Adhéasionsmolekil in
Endothelzellen. AuRer Gber VE-Cadherin verfigen Endothelzellen auch tber N-
Cadherin (non-endothelial cadherin), das normalerweise in Muskel- und
Nervenzellen vorzufinden ist. Jedoch ist das N-Cadherin Uber die ganze
Zellmembran verteilt und spielt eher eine Rolle bei der Haftung der
Endothelzellen mit Perizyten und Muskelzellen (Dejana et al., 1995).

Fir die endotheliale Barrierestabilitat ist das VE-Cadherin von elementarer
Bedeutung (Dejana et al., 1999). Mehrere Studien zeigten, dass der Einsatz von
Antikdrpern gegen VE-Cadherin sowohl in vitro (Gulino er al., 1998) als auch in
vivo zu einem Anstieg der Permeabilitat fuhrte (Corada et al., 1999 und 2001;
Gotsch et al., 1997).



Einleitung

Durch zytoplasmatische Adapterproteine, wie z.B. a-Catenin, wird eine
Verbindung  zwischen dem  Cadherin/B-Catenin-Komplex und  dem
Aktinzytoskelett hergestellt. Mittels seiner C-terminalen Doméane kann a-Catenin
direkt mit Vinculin, F-Aktin, Afadin und anderen Proteinen interagieren. Eine
direkte Bindung von a-Catenin an a-Aktinin und Vinculin stabilisiert die adherens

junctions am Aktinzytoskelett (Bazzoni und Dejana, 2004).

2.3.2 Aktin-Myosin-Zytoskelett (kontraktiler Apparat)

Fur die mechanische Stabilitat einer Zelle und ihre Form ist das Zytoskelett
verantwortlich. Es dient der aktiven Bewegung einer Zelle, und es vermittelt
Transportvorgdnge und Signale innerhalb der Zellen (Drenckhahn, 2003). Durch
die Variabilitat und Anpassungsfahigkeit unterstitzt das Zytoskelett die
Ausbildung von speziellen Zellfortsatzen wie Mikrovilli und Zilien. In
eukaryotischen Zellen werden drei verschiedene Zytoskelettfilamente
unterschieden: die Aktinfilamente, die Intermediarfilamente und die Mikrotubuli.
Durch Polymerisierung bilden sich aus Aktinmonomeren (G-Aktin) Mikrofilamente
(F-Aktin). Sie dienen hauptsachlich der Stabilisierung der auf3eren Form einer
Zelle und halten membranstandige Proteine, wie adherens junctions-Proteine, an
ihrem Platz. Wichtige an Aktinfilamente assoziierte Proteine sind a-Aktinin,
Spectrin und Filamin.

Endothelzellen besitzen aul3erdem einen kontraktilen Apparat, der ahnlich
dem der glatten Muskelzellen aufgebaut ist (Schnittler et al., 1990; Wysolmerski
und Lagunoff, 1990), bestehend aus den kontraktilen Elementen Aktin, Myosin
und regulatorischen Proteinen. Durch Querbriickenbewegungen zwischen Aktin
und Myosin entsteht die mechanische Grundlage fir den Aufbau einer
zentripetalen Spannung und einer kontraktilen Kraft in den Endothelzellen
(Baldwin und Thurston, 2001; Goeckeler und Wysolmerski, 1995; Sheldon et al.,
1993). In den Zellen wird die Aktin—Myosin-Interaktion hauptséchlich Gber den
Phosphorylierungsstatus der regulatorischen Myosinleichtkette (MLC) gesteuert.
Auf der einen Seite gibt es die MLC-Kinase (MLCK), die die MLC an Thr-18
und/oder Ser-19 phosphoryliert und dadurch die Aktin-Myosin Kontraktion auslost
(Garcia et al., 1995; Goeckeler und Wysolmerski, 1995; Hixenbaugh et al., 1997;
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Moy et al., 1993; Sheldon et al., 1993; Verin et al., 1998). Andererseits fuhrt die
MLC-Phosphatase (MLCP) zu einer Dephosphorylierung der MLC und arbeitet
damit entgegengesetzt zu der MLCK. Dieser Effekt fihrt zu einer

Endothelzellrelaxation (Verin et al., 1995).

Die Bedeutung des Zytoskeletts fur eine intakte Funktion der endothelialen
Barriere konnte in mehreren Studien demonstriert werden. Beispielsweise fihrt
eine Depolymerisierung des Zytoskeletts durch Cytochalasin D in vivo zu einem
deutlichen Anstieg der Permeabilitdt und in vitro zur Entstehung grol3er
interendothelialer Licken (Blum et al., 1997; Haselton et al., 1996; Waschke et al.,
2005).

Rho-GTPasen koénnen ebenfalls das Aktinzytoskelett regulieren. Rho-
GTPasen sind niedermolekulare, GTP-bindende Proteine, die zur Ras-
Superfamilie gehdren. So spielt die Rho-GTPasen-vermittelte Formation des
Zytoskeletts bei der Phagozytose, Zellmigration, Pino- und Exozytose,
Vesikeltransport, Zytokinese und Axonwachstum eine besondere Rolle (Jaffe und
Hall, 2005; Ridley, 2001a und 2001b). Durch Regulation des Zytoskeletts Uben
Rho-GTPasen auch einen grof3en Einfluss auf die endotheliale Barrierenfunktion
aus. Die Rho-GTPasen, Racl und Rho A, haben eine uberwiegend ant-
agonistische Wirkung (Vandenbroucke et al., 2008; Wojciak-Stothard und Ridley,
2002; Wojciak-Stothard et al., 2005), wobei Racl die endotheliale Barriere
stabilisiert und Rho A destabilisiert.

Neben der Regulation des Zytoskeletts haben Rac-GTPasen Einfluss auf
den Verlauf des Zellzyklus, die Zellpolaritat, die dynamischen Prozesse der
Mikrotubuli, die transmembrantsen Transportvorgdnge und die Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren und Enzymen (Etienne-Manneville und Hall, 2002). Zur
Regulation verschiedener Signalkaskaden interagieren die Rac-GTPasen mit
Effektoren, die wiederum die Signale durch Aktivierung oder Inaktivierung
nachgeschalteter Zielproteine weitergeben. So ist z. B. die Serin/Threonin-Kinase
PAK wesentlich an den dynamischen Prozessen des Aktin-Zytoskeletts beteiligt
(Bagrodia und Cerione, 1999; Bishop und Hall, 2000).
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2.4 Insulin

Das erstmalig 1921 von Frederick Banting und Charles Best aus
Rinderpankreas isolierte Insulin (Banting et al., 1922) ist ein lebenswichtiges
Peptidhormon, das in den B-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas
gebildet wird. Insulin ist das einzige Hormon, das den Blutzuckerspiegel senken
kann. Die Insulinfreisetzung erfolgt biphasisch. Innerhalb von zwei bis funf
Minuten nach Sekretionsreiz durch Glucose wird das in den B-Zellen
gespeicherte Insulin freigesetzt (erster Peak). Bei andauerndem Reiz kommt es
zu einer anhaltenden Insulinbiosynthese und -abgabe. Da der minimale Zeitraum,
Insulin zu synthetisieren und in die Blutbahn auszuschleusen, ca. eine Stunde
betragt, ist der zweite Insulinpeak etwa nach dieser Zeit im Blut zu messen
(Ammon et al., 2000).

Die Halbwertszeit von Insulin im Serum betréagt nur 7 — 15 min, da es rasch
durch in der Blutbahn zirkulierende Enzyme abgebaut wird. Die Internalisierung

von Insulin-Rezeptor-Komplexen erfolgt vor allem in Muskelzellen.

Neben den metabolischen Wirkungen wurde in verschiedenen Studien
gezeigt, dass eine gesteigerte Insulinkonzentration zu einer Zunahme der
Durchblutung der Extremitdten und zu einer Abnahme des GefalRwiderstandes
fuhrt (Baron et al., 1990; Scott et al., 2002; Vincent et al., 2006; Kelley et al.,
1988). Diese Effekte erscheinen schon bei physiologischen Insulin-
konzentrationen und nach einer relativ kurzen Zeit (30 - 60 min). Neben der
vasodilatativen Wirkung von Insulin sind auch vasokonstriktorische Effekte
beschrieben worden. Diese Wirkung erfolgt Uber das sympathische
Nervensystem und nach Freisetzung des Vasokonstriktors ET-1 aus dem
Gefallendothel (Anderson et al., 1991; Lembo et al., 1992; Rowe et al., 1981).
Unter physiologischen Bedingungen ist der Einfluss des Insulins auf den
Blutdruck gering, da sich die vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen
Wirkungen gegenseitig aufheben. Nur kurzfristig fahrt Insulin  unter
euglykdmischen Bedingungen zu einer geringen Reduktion des arteriellen
Blutdrucks (Baron und Brechtel, 1993).

Darlber hinaus steigert Insulin den myokardialen Blutfluss. Dies ist vor

allem fur Patienten beschrieben worden, die an Diabetes mellitus, arterieller

10
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Hypertonie, Hyperlipidamie, Adipositas und koronarer Herzkrankheit leiden, das
heil3t an typischen Erkrankungen einer endothelialen Dysfunktion (Sundell et al.,
2002; McNulty et al., 2000; Rogers et al., 1977; Fath-Ordoubadi und Beatt, 1997).

Verschiedene klinische und experimentelle Studien, die sich mit
Ischamie/Reperfusion befasst haben, konnten zeigen, dass eine Insulingabe zum
Zeitpunkt der Reperfusion vor dem myokardialen Reperfusionsschaden schutzt
(Ma et al., 2006). Dies konnte fir isolierte Kardiomyozyten ebenfalls demonstriert
werden (Abdallah et al., 2006). Diese Strategie geht auf das Behandlungsschema
eines akuten Myokardinfarktes aus den 60er Jahren (Sodi-Pallares et al., 1962)
und auf die Resultate der DIGAMI-1 Studie (Malmberg et al., 1995) zurtick. Bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt, die einer frihen Glukose-Insulin-Kalium-
Infusionstherapie zugefuhrt wurden, konnte die Mortalitdt im Krankenhaus
signifikant gesenkt werden. Aktuelle Studien zeigen, dass bei Patienten, die mehr
als drei Tage Betreuung auf der Intensivstation nétig haben, durch eine intensive
Insulintherapie die Mortalitdt von 52,5 % auf 43 % gesenkt werden konnte (Van
den Berghe et al., 2006).

Die bisherigen Untersuchungen haben sich vor allem auf den
myokardialen Schaden oder die (indirekten) vasomotorischen Wirkungen von
Insulin konzentriert. Die Rolle von Insulin auf die endotheliale Schrankenfunktion

wurde bisher noch nicht naher untersucht.

2.4.1 Signaltransduktion

Insulinrezeptoren (IR) konnten auf Endothelzellen aus verschiedenen
Stromgebieten nachgewiesen werden (Bar und Boes, 1984). Die biologische
Wirkung von Insulin entfaltet sich nach Bindung an den Insulinrezeptor. Der
Rezeptor ist ein transmembranares Glykoprotein, das aus je zwei Untereinheiten
besteht, den a- und B-Untereinheiten. Die zwei a- Untereinheiten stellen die
extrazellulare Bindungsstelle dar, die zwei [(-Untereinheiten beinhalten die
intrazellulare Rezeptor-Tyrosinkinase (Rosen et al., 1987; Kahn et al., 1985).

Die spezifische Bindung des Insulins an seinen Zelloberflachenrezeptor

|6st eine Konformationsénderung im Rezeptormolekil aus, die die Tyrosinkinase

11
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im zytosolischen Abschnitt der B-Untereinheit aktiviert. An diese Bindungsstelle
,2dockt’ das Insulinrezeptorsubstrat (IRS) an und wird dadurch selbst wieder zur
Bindungsstelle fur die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Dies fuhrt tber
.phosphoinositide-dependent kinase-1“ (PDK-1) und Akt (Alessi et al.,, 1997;
Vanhaesebroeck und Alessi, 2000) zur Phosphorylierung und Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) (Montagnani et al., 2001 und 2002; Zeng et
al., 1996 und 2000).

PISK/Akt ist ein bedeutender Knotenpunkt in der zellularen
Signaltransduktion. Sie reguliert verschiedene Prozesse, wie die GLUT4-
Translokation an die Plasmamembran, den Glykogenmetabolismus, Proteine,
welche die Apotose beeinflussen, und Transkriptionsfaktoren (Frame und Cohen,
2001; Khan und Pessin, 2002; Vanhaesebroeck und Waterfield, 1999).

Die eNOS katalysiert die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin, bei der
Stickstoffmonoxid (NO) entsteht. Vergleichende Studien zwischen gesunden und
atherosklerotisch veranderten GefaRwanden des Menschen zeigten, dass eNOS
in Endothelzellen gesunder GefaBwande exprimiert wird, jedoch in
atherosklerotischen Lasionen reduziert ist (Wilcox et al., 1997). Aul3erdem wird
Uber eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit unter Ischdmie/Reperfusions-
Bedingungen (Kurose et al., 1994), in atherosklerotischen Lasionen (Oemar et al.,
1998), bei Hypercholesterinamie (Feron et al., 1999), bei arterieller Hypertonie
(Hamilton et al., 2001) und bei Diabetes mellitus (Hink et al., 2001) berichtet.

Neben dem PI3K-abhangigen Insulinsignalweg gibt es einen weiteren
Ras/Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Weg. Dieser Weg dient vor allem
der Regulation des Wachstums, der Migration, steigert die Produktion des NO-
Gegenspielers ET-1 und induziert damit eine verstarkte Vasokonstriktion
(Nystrom und Quon, 1999; Formoso et al., 2006; Marasciulo et al., 2006).

12
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2.5 Ziele des Vorhabens

2.5.1 Bedeutung von Insulin fur die Protektion der endothelialen

Barrierenfunktion

Das Ziel dieser Studie war, (1) zu klaren, ob Insulin die Barrierenfunktion
von mikrovaskularen Endothelzellen verstarkt, (2) dieser Barriere-verstarkende
Effekt durch PI3K-vermittelte NO-Produktion zu Stande kommt und (3) die
gesteigerte NO-Produktion zu einer Racl-vermittelten Verstarkung der
endothelialen Barrierenfunktion beitragt. Diese Studie wurde an einem etablierten
Modell der mikrovaskularen Endothelzellen des Rattenherzens durchgefuhrt.

2.5.2 Ausblick

Langfristiges Ziel ist es, neue Barrieren-stabilisierende und antiathero-
sklerotische Therapieoptionen fur Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen
zu entwickeln und Nebeneffekte bereits bekannter Therapiemodalitaten zu

verstehen.
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3. Material

3.1 Substanzen und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid-L6sung (40%)
Acrylamid

Albumin

Ammonium Persulfat
Ammonium Sulfat
Basismedium®

Benzonase®

Bisacrylamid Losung (2%)
Bisacrylamid

Bovines Serumalbumin
Bromophenol Blau
Calciumchlorid

Collagenase Type li
Complete® (Protease-Hemmer Cocktail)
Costar Transwell® Filtermembran
DAF-FM

Deckglas

Diethylether

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

EDTA

EGTA

Einweg-Zellschaber

ELISA Platten (96 well)

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Fettfreies Magermilchpulver
Filterpapier

Fotales Kalberserum (FCS)

Gentamycin

Amersham Pharmacia, GB
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
SERVA, Heidelberg
Merck, Darmstadt
PromoCell, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Amersham Pharmacia, GB
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
CellSystem, St. Katharinen
Roche, Mannheim

Vitaris, Baar

Invitrogen, Karlsruhe
Schott, Mainz

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham Pharmacia, GB
Carl Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
Applichem, Darmstadt
Biotech-Fischer, Reiskirchen
PAA, Pasching, Osterreich
Gibco BRL, Eggenstein
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Glycerol (100%)

Glycerol (70%)

Glycin

HBSS

HEPES

Insulin (human recombinant)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kulturschalen

Lysispuffer

M199 Medium
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

Millipore Wasser
Molekulargewichtsmarker
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Nitrocellulosemembran
Nonidet P-40
Penicillin/Streptomycin
Phalloidin-TRITC
Pipettenspitzen

PMSF

Ponceau-S-Ldsung
Pre-stained Proteinmarker
Protein-G-gekoppelte Magnetic Beads
Racl-Pulldown-Assay Kit

Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham Pharmacia, GB
Carl Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

Pierce Biotech, Bonn
Dianova, Hamburg

Fluka, Schweiz

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Millipore, Eschborn
Schleicher und Schuell, Dassel
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Schleicher und Schuell, Dassel
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
SERVA, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Cytoskeleton, USA
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ReaktionsgefalRe (1,5 ml)

Saccharose

See Blue® prestained marker
Skalpell

Spritzen (2 ml, 20 ml)

Super signal-west® (ECL Lésung)

TEMED

Tris

Triton X-100
Trypanblau
Trypsin/EDTA-LAsung
Tween 20

Whatmann® 3MM Filterpapier

3.2  Antikérper

3.2.1 Primarantikorpe r:

Aktin (Clone C4, Maus, IgG)

VE-Cadherin (Kaninchen, IgG, polyklonal)
Insulinrezeptor (Clone 29B4, Maus, monoklonal)
Phospho-Akt (Ser473, Kaninchen, IgG, polyklonal)

Phospho-MLC

(Thr 18/ Ser 19, Kaninchen, 1gG, polyklonal)
Phospho-Tyrosin (pY20, Maus, monoklonal)

Racl (Maus, IgG, monoklonal)

Vinculin (Clone hVIN-1y, Maus, IgG, monoklonal)

Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Feather, Japan

BD, Heidelberg

Pierce Biotech, Bonn
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Amersham Pharmacia, GB

Millipore, Eschborn

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Calbiochem, Bad Soden
Cell Signaling, USA

Cell Signaling, USA

BD, Heidelberg
Cytoskeleton, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.2.2 Zweitantikérper (HRP-markiert):

Anti-Maus (IgG) — HRP-markiert
Anti-Kaninchen (IgG) — HRP-markiert
Anti-Kaninchen (IgG) — Alexa Fluor 633-markiert

33 Inhibitoren

Genistein (4',5,7-Trihydroxyisoflavone,
5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-one)

HNMP(AM); (Hydroxy-2-naphthalenylmethyl-
phosphonic acid tris acetoxymethyl ester)
L-NAME (N,-Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride)

L-NNA (N,-Nitro-L-arginine)

LY294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-
1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride))
NSC23766 (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-
L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT))

Wortmannin

BD, Heidelberg
Upstate, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt
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3.4 Gerate

Beckman Allegra 64R Zentrifuge
Beckman Allegra 25R Zentrifuge
Blotkammer

Elektrophoresegerat

Elisa Reader Fluoscan Ascent FL
Geldokumentationssystem Quantity One
Hamiltonspritze

Inkubator

Konfokales Mikroskop

Magnetic Beads

Magnetrthrer

Magnetstabchen
Minigelapparatur Protean Il
Netzgerate
Neubauerzahlkammer
Phasenkontrastmikroskop
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Schiittler

Sepharose Beads
Spektrometer Specord S10
Sterilbank

Table top (Zentrifuge)

Vortexer

Wasserbad
Wasserdemineralisationseinheit

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Biotech-Fischer, Reiskirchen
Biometra, Gottingen

Tecan, Schweiz

Bio-Rad, Minchen
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

Invitrogen, Karlsruhe
Jahnke und Kunkel, Staufen
Invitrogen, Karlsruhe
Biorad, Miinchen

Biometra, Goettingen
Superior, Marienfeld
Olympus, Japan

WTW, Weinheim

Carl Zeiss, Jena
Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Biometra, Gottingen
Invitrogen, Karlsruhe
Analytik Jena, Jena
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelheim

Julabo, Seelbach

Millipore, Eschborn
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4. Methoden

4.1  Zellbiologische Methoden

4.1.1 Préaparation von mikrovaskularen koronaren Endothelzellen (RCEC)

adulter Ratten

Die Isolierung der mikrovaskularen, koronaren Endothelzellen wurde nach
der von Piper et al. (1990) beschriebenen Methode durchgefihrt.

Nach einer Athernarkose wurden die Tiere (200 - 250 g schwere, 3 - 4
Monate alte Wistar-Ratten-Mannchen) durch Genickbruch getotet. Anschliel3end
wurde der Thorax gedffnet, Herz und Lunge angehoben, vom restlichen Korper
getrennt und sofort in kalte, isotonische Kochsalzlésung gelegt. In dieser Lésung
wurde das Herz freiprapariert und danach Uber die Aorta an einer Langendorff-
Apparatur fixiert. Daraufhin wurde das Herz mit 40 ml Powellmedium
(Zusammensetzung: 85 mM NaCl, 25 mM NaHCOg3, 2,6 mM KCI, 1,2 mM
KH,PO,, 1,2 mM MgCIl,*H,0, 25 mM Hepes und 11 mM Glukose, pH 7,4)
perfundiert, um das verbliebene Blut aus den Koronarien zu entfernen. Im
Anschluss daran erfolgte fir 40 min eine rezirkulierende Perfusion (2 - 3 ml/min)
mit dem Kollagenasepuffer (Zusammensetzung: 40 ml Powellmedium, 25 mg
Kollagenase, 1,0 mM CacCl,). Das Medium wurde dabei konstant auf 37 T
erwarmt. Nach der Rezirkulationsphase wurde das Herz unterhalb der Vorhofe
von der Langendorff-Apparatur abgeschnitten und mechanisch mit einem
Gewebehacker zerkleinert. Anschlieend wurde das Zellhomogenat 10 min in
Kollagenasepuffer (37 ) unter Carbogenbegasung in kubiert. In dieser Lésung
wurde die Vereinzelung der Endothelzellen durch vorsichtiges Auf- und Absaugen
mit einer 10 ml Pipette unterstitzt. Als nachster Schritt folgte die Filtration der
Zellsuspension durch ein Nylonnetz (200 um Porengrof3e), um die verbliebenen
Zellaggregate abzutrennen. Das Filtrat wurde danach bei 15 x g fur 3 min
zentrifugiert. Der Uberstand Uber dem Pellet aus Herzmuskelzellen wurde
abgehoben und zwei weiteren Zentrifugationsschritten unterzogen (20 x g und 25
X g, je 3 min). Danach wurde die Zellsuspension eines Herzens mit einer Dichte
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von ca. 10° pro 10 cm Plastik-Kulturschale ausplattiert und im CO,-Brutschrank (5
% CO,, 37 ) fur 2 h inkubiert.

4.1.2 Zellkultur

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 2 h wurden die mit Endothelzellen
beschichteten Kulturschalen mit 1xPBS-Lésung (Zusammensetzung: 7,8 mM
Na;HPO,4, 1,5 mM KH,PO,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4) gewaschen,
anschlieBend mit 20 ml des Kultivierungsmediums (Zusammensetzung: M199
CO; (9,62 g/l Medium 199/Earl's Salts, 15 mM HEPES, 24 mM NaHCO3;, mit
Carbogen fur mindestens 1 h begasen), 20 % (vol/vol) NCS/FCS, 2 % (vol/vol)
Penicillin/Streptomycin, pH 7,4) Gberschichtet und im Brutschrank bei 37 C, 5 %
CO; inkubiert.

4.1.3 Methoden und Protokolle

Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Nach sieben Tagen
waren die Zellen konfluent und konnten trypsinisiert werden. Dazu wurden die
Endothelzellen mehrmals mit 1xPBS-Losung (siehe 4.1.2) gewaschen.
Anschlieiend wurden sie mit 6 ml 0,25 % (wt/vol) Trypsin/EDTA-L6sung bei
37 € 2 min lang inkubiert. Mit 1,5 ml FCS wurde der Verdauungsvorgang
geblockt und die Zellen mechanisch, durch Auf- und Absaugen mit einer 10 ml
Pipette, voneinander getrennt. Nach dem Zentrifugieren (250 x g, 10 min) der
Zellsuspension wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet mit 37 T warmem
Kultivierungsmedium resuspendiert und auf die Filter bzw. Kulturschalen, mit
einer Dichte von etwa 4,5 x 10* Zellen pro cm? ausplattiert. Am dritten Tag war
auf den Kulturschalen bzw. Filtern ein konfluenter Monolayer gewachsen, der fur

die Versuche verwendet werden konnte.
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4.1.4 |dentifikation der Endothelzellen

In regelmalligen Abstanden wurde durch Institutsmitarbeiter die Reinheit
der Zellkulturen mittels immunfluoreszenzmikroskopischen Antikérpernachweises
des von Willebrand-Faktors untersucht. Als fluoreszierender Zweitantikbrper
wurde ein an FITC gekoppelter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikdrper benutzt. Vor
jedem Versuch wurden die RCEC mikroskopisch auf ihre typische

~Pflastersteinmorphologie” Uberprift.

4.2  Makromolekilpermeabilitdt endothelialer Zellschichten

Die Untersuchung der Permeabilitat der Endothelzellen wurde in einem
Zweikammersystem, getrennt durch eine Filtermembran (Noll et al., 1995),
durchgefuihrt. Das obere als auch das untere Kompartiment beinhalteten als
Basismedium modifizierte Tyrodel6ésung (Zusammensetzung: 150 mM NacCl, 2,7
mM KCI, 1,2 mM KH,;PO4, 1,2 mM MgSO,, 1,0 mM CacCl, und 30,0 mM N-2-
Hydroxethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure; pH 7,4, 37 ), erganzt mit 0,5 %
(vol/vol) FCS. Es bestand keine hydrostatische Druckdifferenz zwischen beiden
Kompartimenten.

Das obere ,luminale* Kompartiment, das die Endothelzellschichten enthielt,
hatte ein Volumen von 2,5 ml und das untere ,abluminale® Kompartiment ein
Volumen von 9,8 ml. Das Medium im abluminalen Kompartiment wurde
kontinuierlich mit einem magnetischen Mikrorihrer (60 Umdrehungen pro Minute)
gemischt.

Dem ,luminalen" Kompartiment wurde Trypanblau-markiertes Albumin (60
MM) zugegeben. Das Trypanblau-markierte Albumin wurde durch die Inkubation
aquimolarer Mengen von bovinem Serumalbumin und Trypanblau tGber Nacht in
Basalmedium hergestellt (Zusammensetzung: 120 ml HBSS, 200 ug Trypanblau,
4,8 g Albumin). Zur Uberprufung einer vollstandigen Bindung des Trypanblaus mit
dem Albumin wurde das Trypanblau-markierte Albumin mit Perchlorsaure
ausgefallt und photometrisch (Wellenlange 600 nm) untersucht, ob

ungebundenes, freies Trypanblau zu finden war.
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Uber einen geschlossenen Pumpkreislauf wurde kontinuierlich das Trypanblau-
markierte Albumin aus dem ,abluminalen® Kompartiment durch eine
Durchflusskiivette gepumpt und dort fortlaufend mittels Spektrophotometer
bestimmt, das mit einem Zwei-Wellenlangen-Modus arbeitet (Wellenlange zur
Messung des Trypanblaus: 600 nm, gegen Kontroll-Wellenlange: 700 nm). Mit
einer Zeitverzdgerung von maximal 15 s wurde eine Zunahme der Konzentration

von Trypanblau-markiertem Albumin gemessen.

Der Albuminfluss (F, angegeben in mol/(s x cm?)) durch den Monolayer der
Flache (S) berechnet sich durch die Anderung der Albuminkonzentration (d[A],)
Uber die Zeit (dt) im Volumen des abluminalen Kompartiments (V):

FodlA, 1
dtxV S

Der Permeabilitatskoeffizient (P, angegeben als cm/s), der die
Durchlassigkeit des kombinierten Systems, bestehend aus dem endothelialen

Monolayer und dem Polycarbonatfilter, erfasst, wurde wie folgt berechnet:

P:L
[Al, -[Al,

[A]; steht fur die Albuminkonzentration im luminalen und [A], fur die des
abluminalen Kompartiments. Die relativen Veranderungen des Albuminflusses (F)

entsprechen denen des Permeabilitatskoeffizienten (P), weil die treibende Kraft

(Al — [A]2) im Laufe des Experimentes praktisch konstant blieb.

. -\ luminal /-

-abluminal
G

>

Zwei-Kompartimenten-System
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4.2.1 Experimentelle Bedingungen

Zur Bestimmung der Makromolekilpermeabilitat wurden die Filter-
membranen mit darauf kultivierten Endothelzellschichten in die Inkubations-
kammer Uberfihrt. Als Inkubationsmedium diente eine modifizierte Tyrodeldsung
(siehe 4.2). Nach einer Aquilibrierungsperiode von 20 min wurde die
Basalpermeabilitat der Endothelzellschichten Uber einen Zeitraum von 20 min
bestimmt. Weitere Substanzen wurden wie angegeben zugefuhrt und die
Reaktion im Hinblick auf die Albuminpermeabilitdt fir weitere 130 min
aufgezeichnet. Die Stammldsungen von L-NAME und L-NNA wurden kurz vor
Gebrauch mit dem Inkubationsmedium angesetzt. Die Stocklésungen von
Wortmannin, HNMP(AM)3; und Genistein wurden mit Dimethylsulfoxid (DMSO)
hergestellt. Die Stammlosungen wurden in einer finalen Konzentration < 0,1 %
(vol/vol) eingesetzt. Alle durchgefihrten Kontrollversuche enthielten dieselbe
Endkonzentration an DMSO.

In Konzentrationsreihen wurde fir die einzelnen Substanzen die effektivste
Dosis bestimmt. Dies ergab fur Insulin 1 IE/ml, Wortmannin 1 uM, Genistein 10
UM, L-NAME 100 pM, L-NNA 100 pM und HNMP(AM)z 10 uM.

4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Proteingewinnung fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE)

Fur die Proteingewinnung wurden RCEC in Zellkulturschalen (@ 3,5 cm)
ausplattiert. Nach der Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
durch die Zugabe von 150 ul, auf 65 T erhitztem, 2xSDS-PAGE Probenpuffer
(Zusammensetzung: 125 mM Tris/HCI, 20 % (vol/vol) Glycerol, 4 % (wt/vol) SDS,
0,5 mM DTT, 5 % (vol/vol) B-Mercaptoethanol, 0,5 mM Natriumorthovanadat und
0,001 % (wt/vol) Bromophenolblau, pH 6,8) lysiert. Danach wurde den
Zellkulturschalen Benzonase® (5 IE/ml) zugegeben und die Schalen fiir 15 min
auf einem Schiuttler inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit einem

Einwegschaber abgeschabt, in je ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und bei
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95 € fur 5 min durch Erhitzen denaturiert. Im Ansc hluss daran wurden die
Proben fir 30 s mit 14.000 Umdrehungen pro min in einer Eppendorfzentrifuge
zentrifugiert. Die Proben wurden direkt weiterverarbeitet (4.3.2) oder bei -20 T

aufbewahrt.

4.3.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Gesamtzellextrakte erfolgte anhand einer
modifizierten, diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelekrophorese nach
Laemmli (1970). Von jeder Probe wurden 60 pl des Lysats mit einer
Hamiltonspritze in die Geltaschen appliziert. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts und  zur  Laufkontrolle  wurde stets auch ein
Molekulargewichtsmarker pro Gel aufgetragen. Der prozentuale Anteil der
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung am Trenngel (Zusammensetzung: 12,1 ml
Acrylamid (30 % (wt/vol)), 6,5 ml Bisacrylamid (2 % (wt/vol)), 9,5 mi
Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI, pH 8,8), 10,9 ml Aqua bidest., 400 pl SDS 10 %
(wt/vol), 30 ul TEMED, 400 pl APS 10 % (wt/vol)) betrug 12,5 %. Die Sammelgele
(Zusammensetzung: 4,4 ml Acrylamid (30 % (wt/vol)), 2,4 ml Bis-Acrylamid (2 %
(wt/vol)), 16,5 ml Aqua bidest., 6 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI, pH 6,8),
0,25 ml SDS 10 % (wt/vol), 20 ul TEMED, 0,25 ml APS 10 % (wt/vol)) hatten eine
konstante Acrylamid-Bisacrylamid-Konzentration von 6 %. Nach grundlichem
Mischen wurde das Trenngel blasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen und
mit Aqua bidest. Uberschichtet. Nach dreistiindiger Polymerisation wurde das
Wasser abgeschittet, die Sammelgelldsung auf das Trenngel gegossen und der
Profilformer fir die Taschen eingesetzt. AnschlieBend wurde die
Elektrophoresekammer in ein mit Laufpuffer (Zusammensetzung: 192 mM Glycin,
24,8 mM Tris/HCI, 1 % (wt/vol) SDS) gefilltes Gefal3 gestellt und ebenso in die
obere Aussparung der Kammer Laufpuffer gegeben.

Die vertikale Gelelektrophorese wurde bei 200 V in einer Mini-

Gelapparatur durchgefthrt.
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4.3.3 Westernblot

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnten mit Hilfe des
Westernblots qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden. Zudem konnte
deren GroRRe anndherungsweise bestimmt werden. Die Proteine wurden in einer
mit Westernblot-Puffer (Zusammensetzung: 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 %
(vol/vol) Methanol, pH 8,3) geflllten Blotkammer im ,Semi-Dry-Blotting-
Verfahren* bei 0,8 — 0,9 mA/cm? auf eine Nitrocellulose-Membran elektro-
phoretisch transferiert. Nach 60 — 100 min Blotten wurde das Polyacrylamidgel
verworfen und die Proteine auf der Membran mit Hilfe von Ponceau-S-L6sung
reversibel angefarbt, um die Bloteffizienz zu tberprufen. Anschlielend wurden
die Proteine mit TBST-Puffer (Zusammensetzung: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1
% (vol/vol) Tween 20, pH 7,4) entfarbt und die freien Bindungsstellen der
Membran fur 60 min mit 3 % (wt/vol) BSA in TBST-Puffer blockiert. Danach
wurde die Membran 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem
spezifischen Primarantikorper in 3 % (wt/vol) BSA-haltigem TBST-Puffer erfolgte
entsprechend den in Tab. 4-1 angegebenen Bedingungen. Im Folgenden wurde
die Membran dreimal in TBST-Puffer gewaschen. Der entsprechende
Sekundarantikdrper (Tabelle 4-1) wurde in 3 % (wt/vol) BSA-haltigem TBST-
Puffer verdinnt und fur 60 min bei Raumtemperatur unter Schwenken mit der
Membran inkubiert. Danach wurde die Membran wieder dreimal mit einem TBST-
Puffer gewaschen. Die Auswertung der Membran wurde mittels des Verfahrens
der ,Enhanced Chemiluminescence” (ECL) durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren
wurde die Membran fir ca. 1 min in 2 ml ECL-L6sung getrankt und dann auf eine
Glasplatte gelegt. Um einer Austrocknung vorzubeugen, wurde die Glasplatte mit
Frischhaltefolie Gberzogen. Die densitometrische Auswertung des Westernblots
erfolgte mit der Software Quantity One 4.4.1. Die Banden der zu untersuchenden
aktivierten (phosphorylierten) Proteine wurden entweder zum Gesamtprotein,

Aktin oder Vinculin als Beladungskontrolle ins Verhaltnis gesetzt.
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Tabelle 4-1: Primar- und Sekundarantikorper

Primarantikorper Verdinnung | Sekundarantikorper Verdinnung
Anti-Aktin 1:1000 Anti-Maus IgG 1:5000
Anti-Phospho-Akt 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:2000
Anti-Phospho-MLC 1:1000 Anti-Kaninchen IgG 1:1000
Anti-Phospho-Tyrosin | 1:1000 Anti-Maus IgG 1:1000
Anti-Racl 1:1000 Anti-Maus IgG 1:1000
Anti-Vinculin 1:1000 Anti-Maus IgG 1:5000

4.4  Bestimmung der Racl-Aktivitat

Die Aktivitat von Racl wurde mittels eines Racl-Pull-Down-Assays nach
Anleitung des Herstellers bestimmt. Racl bindet mit seiner GTPase-
Bindungsstelle mit hoher Affinitat an PAK. Die Bestimmung der Aktivitat erfolgte
durch Nachweis der Bindung der aktiven, GTP-gebundenen Form von Racl an
die GST-PAK-bindende Domane. Konfluente endotheliale Monolayer wurden in
100 mm Kulturschalen mit entsprechenden Substanzen stimuliert. Anschliel3end
wurden sie mit eiskaltem 1xPBS (siehe 4.1.2) gewaschen und mit 600 pl
Lysispuffer pro Schale fur 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die lysierten
Zellen durch Schaben mit einem Gummischaber abgeerntet und durch
mehrfaches Passagieren durch eine 26 G Kanile (4 - 5 mal) lysiert. Das hieraus
gewonnene Lysat wurde zentrifugiert (14.000 x g fur 5 min bei 4 ). Zur
Bestimmung der Gesamt-Racl-Menge wurde aus dem Uberstand eine kleine
Menge (50 pl) abgehoben. Der restliche Uberstand wurde anschlieRend fur
45 min bei 4 T mit Glutathion-gekoppelten Sepharos e-Beads, an die die GST-
PAK-Doméane kovalent gebunden war, inkubiert. Diese Beads wurden nach
Beendigung der Inkubation mit Waschpuffer (Zusammensetzung: 25 mM
Tris/HCI, 1 % (vol/vol) Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF,
pH 7,4) gewaschen und danach bei 14.000 x g fur 30 s bei 4 T abzentrifugiert.
Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Das Sediment (Pull-Down), das
die GST-PAK-Beads mit dem daran gebundenen, aktiven Racl enthielt, wurde im
Anschluss in 2xLysispuffer aufgenommen und gelelektrophoretisch mittels SDS-
PAGE getrennt. Der Nachweis von Racl erfolgte mittels Westernblot-Analyse

unter Verwendung eines Anti-Racl-Antikorpers.
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4.5  Stickstoffmonoxid (NO)-Assay

Die intrazellulare NO-Konzentration wurde mittels NO-spezifischem
Diaminfluoreszein-FM-Diacetat (DAF-FM) bestimmt. Das zellpermeable DAF-FM-
Diacetat wird in der Zelle von zytosolischen Esterasen acetyliert, wodurch DAF-
FM freigesetzt wird und mit NO reagieren kann. Dabei werden das
Oxidationsprodukt N,O3; und das stark fluoreszierende DAF-FM-Triazol gebildet.
Mit einem Tecan Ascent FL fluorescent plate reader wird das freigesetzte DAF-
FM-Triazol bei einer Wellenlange von Aex = 495 nm und Aem = 515 Nnm gemessen.

Am Tag der NO-Messung wurden die konfluenten RCEC-Kulturen zweimal
mit 1xPBS (siehe 4.1.2) gewaschen und mit 5 uM DAF-FM-Diacetat, gelost in
DMEM, fir 30 min inkubiert, danach nochmals mit 1XPBS gewaschen und mit
HBSS fir 30 min inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen Insulin in An- und Abwesenheit des NOS-Inhibitors stimuliert.
Nach 30-minttiger Inkubation wurde die DAF-FM-Triazol-Fluoreszenz gemessen.

Die Ergebnisse wurden durch die Subtraktion der unspezifischen
Fluoreszenz, gemessen in mit DAF-FM-Diazetat unbehandelten Schalen,
korrigiert. Es wurden vier Messungen pro Bedingung durchgefiihrt und diese
Werte zu einem Wert gemittelt.

4.6  Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen auf mit
Kulturmedium (30 min, 37 <) beschichteten Deckglaschen (@ 15 mm) in
Kulturschalen ausgesat. Die konfluenten endothelialen Monolayer wurden dreimal
mit 1xPBS (siehe 4.1.2) gewaschen, dann mit eiskaltem 100% Methanol fir 20
min bei -20 T fixiert und nochmals dreimal mit 1xP BS gewaschen. Zur
Darstellung von VE-Cadherin wurden die Zellen mit dem Erst-Antikérper (150 pl
Anti-pan-Cadherin, 1:100 gelést in 1xPBS) bedeckt und fir 12 h bei 37 T
inkubiert. Anschliel3end wurde das Deckglas dreimal mit 1xPBS gewaschen. Im
Folgenden wurde den Proben der Zweit-Antikérper (150 pl FITC-konjugiertes
Anti-rabbit IgG, 1:200 gel6st in 1XPBS) zugegeben und fur 1 h bei 37 T inkubiert.

Das Deckglas wurde schlielich auf einen Objekttrager mit einem Tropfen
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HEPES-gepufferte Glycerollosung (1:2 (vol/vol); pH 8,5) gebracht. Die
Zellmonolayer wurden mit Hilfe eines Zeiss-510M-konfokalen Mikroskops (Jena,

Deutschland) analysiert.

4.7  Immunprazipitation

Vor Versuchsbeginn wurden 3 pg Anti-Insulinrezeptor Antikérper mit 200
Hg an Protein-G-gekoppelten Magnetic Beads Uber Nacht bei 4 € und unter
standiger Rotation inkubiert. Im Anschluss daran wurden sie dreimal mit 1XxPBS
mit Hilfe eines Magnetrihrstdnders gewaschen, um ungebundene Antikérper zu
entfernen, und bei 4 T in 50 pl 1XPBS gelagert.

Konfluente RCEC-Monolayer wurden nach der Stimulation lysiert. Dazu
wurden die Zellen auf Eis 10 min mit Lysispuffer (siehe 4.4) inkubiert, mit einem
Gummischaber geerntet und danach mit Hilfe einer 26 G-Nadel und Insulinspritze
durch mehrmaliges Aufziehen vollstandig lysiert. Das Lysat wurde durch eine
Zentrifugation (1.000 x g, 5 min, 4 ) von unlysie rten Zellen und Zellkernen
getrennt. AnschlieBend wurde der Uberstand mit IR-spezifischen Antikorpern, die
an Protein-G-Magnetic Beads gekoppelt waren, Uber Nacht bei 4 €T unter
Rotation inkubiert. Danach wurden die Beads dreimal mit 1XPBS (siehe 4.1.2)
gewaschen, die gebundenen Proteine in Lysispuffer gelést und
gelelektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt. Diese Proben wurden mit Hilfe

von anti-Tyrosin pY20-Antikbrpern im Westernblot analysiert.
4.8  Statistische Analysen

Angegeben sind der Mittelwert + S.D. von bis zu n = 6 Experimenten
unabhangiger Zellpraparationen. Die statistische Auswertung wurde durchgefihrt

nach ANOVA in Verbindung mit dem Bonferoni-Test flir post-hoc-Analyse.

Wahrscheinlichkeitswerte (P) von < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1 Insulinrezeptoren und die endotheliale Permeabilitat

Die Existenz endothelialer Insulinrezeptoren (IR) in HUVEC ist gut belegt
(Zeng und Quon, 1996; Nitert et al., 2005). Die ersten Versuche dienten der
Uberprifung, ob koronare mikrovaskulare Endothelzellen der Ratte (RCEC) auch
Insulinrezeptoren exprimieren. Mittels Immunprazipitation mit anti-IR (29B4) und
Westernblot-Analyse mit Anti-Phosphotyrosin  (pY20)-Antikorper wurde die
Prasenz und Aktivitat (Phosphorylierung) des Insulinrezeptors (IR) ermittelt. Der
IR war nach Stimulation mit Insulin phosphoryliert. Diese Phosphorylierung
konnte mit Hilfe eines spezifischen, zellpermeablen Hemmstoffes der
Insulinrezeptor-Tyrosinkinase, HNMP(AM)3; (Saperstein et al., 1989; Diaz et al.,
2007), inhibiert werden (Abbildung 1A).

IP=1IR
WB = pY20
pY20 95 kDa
o G - - oo
K Ins Ins
+
HNMP

Abbildung 1A: Nachweis der Tyrosinphosphorylierung der IR-B-Untereinheit nach
Immunpréazipitation. Stimulation der Zellen mit 1 IE/ml Insulin (Ins) und mit 1 IE/ml Insulin
+ 10 pM Tyrosinkinasehemmstoff HNMP(AM); (HNMP) fur 10 min. Immunprazipitation
mit anti-IR (29B4) Antikérper und Westernblot-Analyse mittels Phosphotyrosin PY20-
Antikdrper. Vinculin im Gesamtzelllysat wurde als Beladungskontrolle verwendet.
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Die Messung der Permeabilitat von koronaren mikrovaskularen
Endothelzell-Monolayern ergab unter unstimulierten Bedingungen eine konstante
Albuminpermeabilitat von annéghernd 4,9 + 0,2 x 10° cm?/s. Die Stimulation der
Endothelzell-Monolayer mit Insulin fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen
Abnahme der Albuminpermeabilitat. Die geringste signifikante Dosis war bei
0,001 IE/ml zu sehen, der grof3te Effekt zeigte sich bei einer Dosis von 1,0 IE/ml
mit einer Reduktion der Albuminpermeabilitat bis auf 3,4 + 0,3 x 10° cm?s
(Abbildung 1B). Messungen mit 10 IE/ml Insulin ergaben keine zusatzliche

Permeabilitditsabnahme gegentber 1 IE/ml (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 1B: Wirkung von Insulin in steigenden Konzentrationen (0,001 IE/ml — 1
IE/ml) auf  die  Albumin-Permeabilitait  von koronaren mikrovaskularen
Endothelzellschichten. Mittelwerte + S.D., n = 5, Experimente unabhangiger
Zellpraparationen. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30 min ist die Permeabilitat
signifikant verschieden. *, P < 0,05 versus Kontrolle.
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5.2  MLC-Phosphorylierung und VE-Cadherin-Translokation durch Insulin

Die mal3geblichen Regulatoren der endothelialen Barriere sind der
endotheliale kontraktile Apparat und die interendothelialen Adhasionsstrukturen.
Die Aktivitat des kontraktilen Apparates wurde durch den Phosphorylierungsgrad
der MLC bestimmt. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Insulin zu
einer Dephosphorylierung der MLC fuhrt (Abbildung 2A).
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Abbildung 2A: Wirkung von Insulin in steigenden Konzentrationen (0,001 IE/ml - 2
IE/ml) auf die MLC-Phosphorylierung. Obere Abbildung: Reprasentativer Westernblot,
Nachweis phosphorylierter MLC aus Zellhomogenaten. Untere  Abbildung:

Densitometrische Auswertung der Westernblot-Analysen. Mittelwerte + S.D., n = 4,
Experimente unabhéngiger Zellpraparationen. *, P < 0,05 versus Kontrolle.

Der Insulineffekt auf die MLC-Phosphorylierung erreicht bereits bei 0,1
IE/ml sein Maximum, wohingegen die Permeabilitat in gleicher Konzentration
noch nicht maximal reduziert war. Diese Dephosphorylierung der MLC kann nicht

alleine den starken stabilisierenden Effekt des Insulins auf die endotheliale
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Schranke erklaren. Daher wurden in den folgenden Versuchen die
interendothelialen Adhasionsstrukturen untersucht. Die endotheliale Barriere wird
vor allem durch occludens junctions und adherens junctions aufgebaut. Fir die
mechanische Stabilitdt zwischen Endothelzellen sind die adherens junctions
verantwortlich. Das VE-Cadherin ist das spezifische Adhé&sionsmolekil der
Endothelzellen. Daher wurde mittels Immunhistochemie die Wirkung von Insulin
auf die VE-Cadherine untersucht. Insulin induzierte eine Translokation der
Cadherine an die Zellgrenzen und verstarkte damit die Zell-Zell-Kontakte
(Abbildung 2B).

.

Kontrolle 10 pm Insulin

Abbildung 2B: Effekt von 1 IE/ml Insulin fir 10 min auf die zellulare Lokalisation von
VE-Cadherin in endothelialen Monolayern. Insulin verstarkt VE—Cadherin an den
Zellgrenzen. Mittelwerte = S.D., n = 4, Experimente unabhangiger Zellpraparationen. Bild
eines reprasentativen Experimentes.
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5.3  Rezeptor-vermittelte Wirkung des Insulins

Die intrazellulare Domane des Insulinrezeptors besteht unter anderem aus
einer Tyrosinkinase. Um eine Rezeptor-abhangige, protektive Wirkung von Insulin
zu demonstrieren, wurde diese durch Genistein, einem unspezifischen
Tyrosinkinasehemmstoff, blockiert. Es zeigte sich, dass Genistein die Insulin-
vermittelte Protektion der endothelialen Barriere signifikant reduzieren kann
(Abbildung 3A).
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Abbildung 3A: Hemmung der Rezeptor-Tyrosinkinase mittels 10 uM Genistein. Nach
30-minutiger Vorinkubation Zugabe von 1 IE/ml Insulin (Ins). Mittelwerte + S.D., n = 4,
Experimente unabh&ngiger Zellprdparationen. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30
min ist die Permeabilitdt signifikant verschieden.*, P<0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05
versus 1 IE/ml Insulin.
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In weiteren Versuchen wurde ein spezifischer Inhibitor der Insulinrezeptor-
Tyrosinkinaseaktivitat, HNMP(AM); eingesetzt. Durch die Estergruppe des
HNMP(AM)s ist diese zellpermeabel und kann an die intrazellulare B-Untereinheit
des Insulinrezeptors binden. Dies flihrt zu einer vollstandigen Blockierung des
Insulineffektes auf die Makromolekilpermeabilitat und zeigt, dass die
Stabilisierung der endothelialen Schranke durch Insulin Gber Insulinrezeptoren
vermittelt wird (Abbildung 3B).
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Abbildung 3B: Hemmung der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase mittels 10 pM HNMP(AM)s.
Nach 30-mindtiger Vorinkubation Zugabe von 1 IE/ml Insulin (Ins). Vollstéandige
Hemmung des Insulineffektes. Mittelwerte £ S.D., n = 4, Experimente unabhangiger
Zellpraparationen. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30 min ist die Permeabilitat
signifikant verschieden.*, P<0,05 versus Kontrolle.
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5.4  Wirkung von Insulin auf die Akt-Phosphorylierung

Es ist bekannt, dass eine Aktivierung von Insulinrezeptoren sowohl in
endothelialen als auch in nicht-endothelialen Zellen zu einer Aktivierung der
PI13K/Akt-Signalkaskade fiihrt. Es wurde untersucht, ob Insulin auch die PI3K/Akt-
Signalkaskade in koronaren mikrovaskularen Zellen aktiviert und ob diese
Aktivierung eine Rolle bei der Insulin-vermittelten Barrierestabilisierung spielt. Die
Phosphorylierung von Akt wurde als Mald fur die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges bestimmt. Insulin fihrt zu einer starken, signifikanten Akt-
Phosphorylierung (Abbildung 4A). Diese Akt-Phosphorylierung ist sehr schnell
und erreicht ihr Maximum bereits nach 5 min (Abbildung 4B).

A
p~Akt
Adin | S —
Insulin (IE/ml) 0 0,1 0,5 1 2
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Aktin
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Abbildung 4A und 4B: Westernblot-Analyse der Akt—Phosphorylierung durch Insulin in
koronaren mikrovaskularen Endothelzellen. Obere Abbildung: Konzentrationsabhéngige
Akt—Phosphorylierung. Untere Abbildung: zeitabhangige Akt-Phosphorylierung durch 1
IE/ml Insulin mit einem Maximum bei 5 min. Gel eines reprasentativen Experimentes.
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Als nachster Schritt wurde der Effekt verschiedener Inhibitoren auf die
Insulin-vermittelte Akt-Phosphorylierung untersucht. Durch Genistein, einen
unspezifischen Tyrosinkinase-Inhibitor, konnte die Insulin-induzierte Akt-
Phosphorylierung reduziert werden; HNMP(AM)s, ein spezifischer Tyrosinkinase-
Inhibitor, fihrt zu einer vollstandigen Hemmung. Die strukturell unterschiedlichen
PI3K-Inhibitoren Wortmannin und LY294002 fuhren ebenfalls zu einer nahezu

vollstandigen Hemmung der Akt-Phosphorylierung (Abbildung 4C).

C

P~Akt

Insulin - + -+ -+ -+ - +
Gen - - + + - - - - - -
HNMP - - - -+ + - - - -

Wort - - - - - -+ o+ - -
LY - - - - - - - -+

Abbildung 4C: Wirkung von 1 IE/ml Insulin, 10 uM Genistein (Gen), 10 uM HNMP(AM)3
(HNMP), 1 pM Wortmannin (Wort), 1 uM LY294002 (LY) oder simultane Gabe mit Insulin
auf die Akt-Phosphorylierung von koronaren mikrovaskularen Endothelzellen. Die
Westernblot-Analyse der Akt—Phosphorylierung ergab eine Hemmung der Insulin-
vermittelten Phosphorylierung durch die oben genannten Substanzen. Gel eines
reprasentativen Experimentes.
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Um die Rolle der Akt-Phosphorylierung bei der Insulin-induzierten
Abnahme der Makromolekllpermeablitat zu untersuchen, wurde der Effekt des
Insulins in Gegenwart eines PI3K-Inhibitors (Wortmannin) gemessen.
Wortmannin hebt die Insulin-induzierte Abnahme der Makromolekilpermeabilitat
vollstdndig auf. Mit einem weiteren, strukturell unterschiedlichen PI3K-Inhibitor,

LY294002, wurde eine partielle Hemmung erreicht (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges mittels 0,1 uM Wortmannin und 1
UM LY 294002. Nach 30-mindtiger Inkubation der Endothelzellschicht Zugabe von 1
IE/ml Insulin. Durch Wortmannin vollstandige, durch LY294002 teilweise Hemmung des
Insulineffektes. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30 min ist die Permeabilitat
signifikant verschieden. Mittelwerte + S.D., n = 4, Experimente unabhéngiger
Zellpraparationen. *, P<0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05 versus 1 IE/ml Insulin.
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5.5  Wirkung von Insulin auf die endotheliale NO-Produktion

Da in verschiedenen Studien gezeigt wurde, dass eine Aktivierung des
PI3K/Akt-Signalweges durch Insulin zu einer Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase fuhrt, wurde Uberprift, ob dies auch in mikrovaskularen Endothelzellen
nachzuweisen ist. Mittels einer NO-Assay-Analyse (DAF-Methode) konnte eine
konzentrationsabhangige NO-Freisetzung nach Stimulation der Endothelzellen
mit Insulin bestimmt werden. Als Negativkontrolle wurde ein unspezifischer
eNOS-Inhibitor (L-NAME) eingesetzt, der die NO-Freisetzung vollstandig blockte
(Abbildung 6A).
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Abbildung 6A: NO-Assay-Analyse (DAF-Methode) nach einer Stimulation der koronaren
mikrovaskularen Endothelzellen mit verschiedenen Insulinkonzentrationen. Insulin fuhrt
zu einer konzentrationsabhangigen Steigerung der NO-Produktion. Mittelwerte + S.D., n
= 4, Experimente unabhéngiger Zellpraparationen. *, P<0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05
versus 0,1 IE/ml Insulin, T, P<0,05 versus 0,1, 0,5, 1,0 und 2,0 IE/ml Insulin.
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Im Folgenden wurde die Rolle von NO auf die Insulin-induzierte Protektion
der endothelialen Schrankenfunktion analysiert. Es zeigte sich, dass die
unspezifischen eNOS-Inhibitoren (100 uM L-NAME und 100 pM L-NNA) den

schrankenstabilisierenden Effekt von Insulin reduzieren (Abbildung 6B).
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Abbildung 6B: Hemmung von eNOS. Die Endothelzellen wurden 30 min mit 100 uM L-
NAME oder 100 uM L-NNA vorinkubiert. Anschlielend wurde 1 IE/ml Insulin appliziert.
Signifikante Reduktion der Permeabilitdtsabnahme. Mittelwerte + S.D., n = 4,

Experimente unabhéngiger Zellpraparationen. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30
min ist die Permeabilitat signifikant verschieden. *, P<0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05
versus 1 IE/ml Insulin und Kontrolle.

Dartber hinaus wurde der Effekt von extrazellularem NO durch die
Stimulation der Endothelzellmonolayer mit NO-Donatoren (Spermine NONOate;
100 uM) gemessen. NO fuhrte zu einer geringen,aber signifikanten Reduktion der

endothelialen Makromolekulpermeabilitat (Daten nicht gezeigt).
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5.6  Racl-Aktivierung durch Insulin

Rho-GTPasen sind als Regulatoren der adherens junctions bekannt. In
friheren Studien konnte gezeigt werden, dass Racl (ein wichtiges Mitglied der
Rho-GTPasen) ein bedeutender Modulator der adherens junctions und damit der
Schrankenstabilitat ist. Hier wurde untersucht, ob Insulin in der Lage ist, Racl zu
aktivieren. Es zeigte sich, dass Insulin eine dreifache Steigerung von Racl
induziert, die vollstandig von Insulinrezeptorinhibitoren und Wortmannin gehemmt
werden konnte. Jedoch konnte der eNOS-Inhibitor L-NAME die Insulin-induzierte
Racl-Aktivierung nur teilweise hemmen (Abbildung 7A). Dies deutet darauf hin,
dass Insulin sowohl NO-abhangig als auch NO-unabhangig (aber PI3K/Akt-

abhangig) zu einer Aktivierung von Racl fuhrt.
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Abbildung 7A: Wirkung von 1 IE/ml Insulin (Ins), 1 uM Wortmannin (Wort) + Insulin, 100
MM L-NAME + Insulin und 10 uM HMNP(AM); (HNMP) + Insulin auf Racl der
Endothelzellen. Nach 30-minitiger Inkubation mit den Inhibitoren wurde Insulin
zugegeben. Obere Abbildung: Westernblot-Analyse des Racl-Pull-down-Assays.
Nachweis von aktiver Racl (Racl-GTP, Pull-down) und Gesamt-Rac (Racl-total) aus
Zellhomogenaten. Gel eines reprasentativen Experimentes. Untere Abbildung:
Densitometrische Auswertung des Westernblots. Mittelwerte + S.D., n = 4, Experimente
unabhangiger Zellpraparationen. *, P < 0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05 versus 1 IE/mI
Insulin.
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Um die Auswirkung der Insulin-induzierten Racl-Aktivierung auf die
Makromolekulpermeabilitat zu untersuchen, wurde ein spezifischer Racl-Inhibitor
(NSC23766, 100 pM) eingesetzt. Die Inhibition von Racl fuhrt zu einer
vollstdndigen Aufhebung des protektiven Insulineffektes (Abbildung 7B), was die

Beteiligung von Racl an der Insulin-vermittelten Schrankenstabilitat bestatigt.
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Abbildung 7B: Hemmung der Racl mittels 100 pM NSC23766. Nach 30-minutiger
Inkubation der Endothelzellschicht Zugabe von 1 IE/ml Insulin. Durch NSC23766
vollstindige Hemmung des Insulineffektes. Zu den Zeitpunkten zwischen 5 und 30 min
ist die Permeabilitat signifikant verschieden. Mittelwerte £ S.D., n = 4, Experimente
unabhangiger Zellpraparationen. *, P<0,05 versus Kontrolle, #, P<0,05 versus 1 IE/mI
Insulin.
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6. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, uber welchen
Signaltransduktionsweg Insulin  zu einer Abnahme der mikrovaskularen
Endothelzellpermeabilitat fuhrt. Die wichtigsten Ergebnisse sind: (1) Insulin
reduziert die Makromolekilpermeabilitatt von koronaren mikrovaskularen
Endothelzellen; (2) die Insulin-vermittelte Schrankenstabilisierung erfolgt tber
eine PI3K/Akt-vermittelte Aktivierung von Racl; (3) der Insulin-vermittelte Effekt
ist teilweise von NO abhangig als auch unabhéngig davon; (4) Inhibition von
Racl hemmt die Insulin-vermittelte Stabilisierung der endothelialen Schranke.

Es wird haufig beschrieben, dass chronische Hyperglykdmie eine
Hauptursache der Atherosklerose und von mikrovaskuldren Erkrankungen ist
(Lawson et al., 2002; Kim et al.,, 2007; Hempel et al., 1997). Unlangst wurde
sowohl in Klinischen Studien als auch in Tierversuchen gezeigt, dass eine
intensivierte Insulintherapie in inflammatorischen Prozessen einen protektiven
Effekt hat (Jeschke et al., 2004; Hemmila et al., 2008). Dieser protektive Effekt ist
nicht ausschliel3lich abhangig von der Insulin-vermittelten Glukoseaufnahme
(Jeschke et al., 2004; Albacker et al., 2008). In den ersten Versuchen wurde
mittels Konzentrationsreinen die optimale Insulinkonzentration ermittelt. Die
geringste signifikante Dosis wurde bei 0,001 IE/ml, der gréf3te Effekt bei 1 IE/ml
gemessen. Unter physiologischen Bedingungen werden im menschlichen Kérper
30 — 60 min postprandial Werte bis zu 100 pulE/ml erreicht. Unter
Zellkulturbedingungen zeigte Insulin allerdings einen konzentrationsabhangigen
protektiven Effekt, der sein Maximum bei einer Dosis von 1 IE/ml erreichte. Daher
wurde in den folgenden Untersuchungen diese Konzentration eingesetzt.

Es wurde gezeigt, dass Insulin in situ die mikrovaskulare endotheliale
Odembildung reduziert und die endotheliale Barriere vor oxidativem Schaden in
kultivierten Endothelzellen schiitzt. Jedoch war der zu Grunde liegende
Mechanismus der protektiven Insulinwirkung bisher nicht klar. Eine neuere Studie
von Rath et al. (2006) zeigt, dass die Insulin-vermittelte endotheliale
Barrierestabilisierung gegenuber oxidativem Schaden durch Akt-vermittelte NO-
Produktion zustande kommt. Hier wurden aber keine potentiellen

Schutzmechanismen beschrieben.
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Endothelzellen bilden einen Monolayer und sind gegenseitig straff durch
interzellulare Adhasionsstrukturen verbunden. VE-Cadherin ist ein bedeutendes
Mitglied der Familie der adherens junctions und ist mit dem Aktinzytoskelett der
Zelle verbunden. Das Aktinzytoskelett wiederum ist ein wichtiger Bestandteil des
endothelialen kontraktilen Apparates, bestehend aus dem Aktin-Myosin-Komplex.
Das Aktinzytoskelett tbt einen grof3en Einfluss auf die Stabilitat der Zell-Zell-
Kontakte und daher auch auf die endotheliale Barrierenfunktion aus. Die Rho-
Familie der GTPasen (vor allem RhoA, Racl und cdc42) sind bedeutende
Regulatoren des Aktinzytoskelettes. Aktivierung von RhoA fuhrt zu einer
Steigerung der Aktin-Stressfasern und damit zu einer Aktivierung des kontraktilen
Apparates. Dieser Ubt eine ziehende Kraft auf angrenzende Endothelzellen aus,
was zu einer Abschwéchung der adherens junctions fuhrt und eine Zunahme
interzellularer Licken mit sich bringt. Andererseits kontrolliert Racl das periphere
Aktinzytoskelett und steigert die Stabilitat der Zell-Zell-Kontakte durch die
Translokation von VE-Cadherin an die Zellgrenzen. Von Gundiz et al. (2003 und
2006) wurden gezeigt, dass die Hemmung des endothelialen kontraktilen
Apparates vor einer endothelialen Schrankendestabilisierung schuitzt, die durch
Entzindungsmediatoren oder durch Ischamie und Reperfusion verursacht
wurden. Die Aktivierung des endothelialen kontraktilen Apparates wird tber den
Phosphorylierungzustand der regulatorischen Myosin-Leicht-Kette  (MLC)
gesteuert. Eine Phosphorylierung der MLC durch die MLC-Kinase flhrt zu einer
gesteigerten Aktin-Myosin-Interaktion und damit zu einer gesteigerten Kontraktion.
Eine Dephosphorylierung der MLC durch die MLC-Phosphatase 10st eine
Relaxation aus.

In dieser Arbeit wurde herausgefunden, dass Insulin zu einer
Dephosphorylierung der MLC fuhrt und dadurch den kontraktilen Apparat
inaktiviert. Der Insulineffekt auf die MLC-Dephosphorylierung erreicht bereits bei
0,1 IE/ml sein Maximum, wohingegen die Permeabilitat in gleicher Konzentration
noch nicht maximal reduziert war. Diese Dephosphorylierung der MLC kann
daher nicht alleine den starken stabilisierenden Effekt des Insulins auf die
endotheliale Barriere erklaren. In anderen Versuchsreihen wurde gezeigt, dass
eine Reduzierung der MLC-Phosphorylierung um 25 % kaum Auswirkung auf die
Permeabilitdt hat. Daher wurden in weiteren Versuchen die interendothelialen

Adhasionsstrukturen untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass es zu einer
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Steigerung von VE-Cadherin an den Zell-Zell-Verbindungen kommt, was von
einer Abnahme der Makromolekilpermeabilitdit begleitet wird. Der
barrierenstabilisierende Effekt und die Verstarkung der adherens junctions durch
Insulin kann unter anderem Uber eine Aktivierung von Racl vermittelt werden.
Pull-Down-Experimente von aktiviertem Racl zeigten, dass Insulin zu einer
Verdreifachung der Racl-GTP-Bildung fuahrt und dieser Effekt durch
Insulinrezeptoren vermittelt wird. Durch eine Prainkubation mit einem
spezifischen Insulinrezeptorhemmstoff, HNMP(AM)3;, lie sich die Racl-
Aktivierung um 95 % hemmen. Dies zeigt, dass die Racl-Aktivierung vollstandig
uber den Insulinrezeptor vermittelt wird. In Ubereinstimmung mit bisherigen
Erkenntnissen in nichtendothelialen Zellen und HUVEC wurde festgestellt, dass
Insulin auch in mikrovaskularen Endothelzellen den PI3K/Akt-Signalweg aktiviert
und die NO-Produktion induziert. Durch eine Hemmung der PI3K konnte die
Racl-Aktivierung um 80 % reduziert werden. Experimente mit eNOS-Inhibitoren
zeigten nur eine Reduktion um 50 % der Insulin-vermittelten Abnahme der
Makromolekllpermeabilitat. Dies war der Indikator dafiir, dass es einen NO-
unabhéngigen Signalweg zur Barrierenstabilisierung geben muss (Wojciak-
Stothard et al., 2005 und 2006). Da eine Aktivierung der Racl zu einer
Verbesserung der endothelialen Barrierenfunktion fihrt und sich auch in dieser
Studie eine starke Aktivierung der Racl gezeigt hat, wurde untersucht, ob dieser
Effekt durch eine Insulin-vermittelte NO-Produktion ausgel6st wird. Durch eine
Prainkubation der Zellen mit eNOS-Inhibitoren wurde eine partielle Abnahme des
Insulineffektes beobachtet, was die Hypothese eines NO-abhéngigen wie auch
NO-unabhangigen Signalweges bestatigte. Es konnte auch eine direkte
Interaktion von PI3K und Racl stattfinden, wie es Kimberley et al. (1995) fur
Swiss 3T3- und COS7-Zellen beschrieben hat. Eine Hemmung der Racl-
Aktivierung mit einem spezifischen Inhibitor, NSC23766 (Gao et al., 2004), fuhrte
zu einer vollstindigen Aufhebung des Insulin-vermittelten, schranken-
stabilisierenden Effektes. Dies deutet daraufhin, dass dieser Effekt Racl-
abhangig ist.

Es ist bekannt, dass eine chronische Hyperglykédmie eine Hauptursache
der Atherosklerose und mikrovaskularen Erkrankungen ist und dass hohe
Insulinkonzentrationen sich  protektiv auf kardiovaskulare Erkrankungen

auswirken kdénnen. Neben den metabolischen Wirkungen wurde in verschiedenen
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Studien gezeigt, dass eine gesteigerte Insulinkonzentration zu einer Zunahme der
Durchblutung der Extremitaten und zu einer Abnahme des GefalRwiderstandes
fuhrt (Baron et al., 1990; Scott et al., 2002; Vincent et al., 2006; Kelley et al.,
1998). Diese Effekte erscheinen schon bei physiologischen
Insulinkonzentrationen und nach einer relativ kurzen Zeit (30 - 60 min). Neben
der vasodilatativen Wirkung von Insulin sind auch vasokonstriktorische Effekte
beschrieben worden. Diese Wirkung erfolgt Uber das sympathische
Nervensystem und nach Freisetzung des Vasokonstriktors ET-1 aus dem
GefalRendothel (Anderson et al., 1991; Lembo et al., 1992; Rowe et al., 1981).
Unter physiologischen Bedingungen ist der Einfluss des Insulins auf den
Blutdruck gering, da sich die vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen
Wirkungen gegenseitig aufheben. Nur kurzfristig fahrt Insulin  unter
euglykamischen Bedingungen zu einer geringen Reduktion des arteriellen
Blutdrucks (Baron et al., 1993).

Darliber hinaus steigert Insulin den myokardialen Blutfluss. Dies ist vor
allem fur Patienten beschrieben worden, die an Diabetes mellitus, arterieller
Hypertonie, Hyperlipidamie, Adipositas und koronarer Herzkrankheit leiden
(Sundell et al., 2002; McNaulty et al., 2000; Rogers et al., 1977; Fath-Ordoubadi et
al., 1997).

Verschiedene klinische und experimentelle Studien, die sich mit
Ischamie/Reperfusion befasst haben, konnten zeigen, dass eine Insulingabe zum
Zeitpunkt der Reperfusion vor dem myokardialen Reperfusionsschaden schutzt
(Ma et al., 2006). Dies konnte fir isolierte Kardiomyozyten ebenfalls demonstriert
werden (Abdallah et al., 2006). Diese Strategie geht auf das Behandlungsschema
eines akuten Myokardinfarktes aus den 60er Jahren (Sodi-Pallares et al., 1962)
und auf die Resultate der DIGAMI-1 Studie (Malmberg et al., 1995) zurtick. Bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt, die einer frihen Glukose-Insulin-Kalium-
Infusionstherapie zugefuhrt wurden, konnte die Mortalitdt im Krankenhaus
signifikant gesenkt werden. Aktuelle Studien zeigen, dass bei Patienten, die mehr
als drei Tage Betreuung auf der Intensivstation bendtigen, durch eine intensive
Insulintherapie die Mortalitdt von 52,5 % auf 43 % gesenkt werden konnte (Van
den Berghe et al., 2006).

So berichteten auch Sasaki et al. (2006) von einer Reduktion des vendsen

Leakage bei Ratten nach Insulingabe. Rath et al. (2006) zeigten in Endothelzellen
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aus der Aorta, dass Insulin die endotheliale Barriere vor oxidativem Schaden
schutzt.

Das Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass Insulin die endotheliale
Makromolekllpermeabilitat durch Verstarkung der adherens junctions reduziert.
Dieser Effekt wird durch eine PI3K/Akt-induzierte Aktivierung von Racl vermittelt.
Die Aktivierung von Racl ist dabei vollstandig Insulinrezeptor-vermittelt und nur
teilweise NO-abhangig, aber sie ist in jedem Fall abh&ngig von einer Aktivierung
des PI3K/Akt-Signalweges.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung des Insulins auf die
Stabilitat der endothelialen Barriere untersucht. Gefal3endothelzellen bilden als
einlagige Zellschicht die luminale Oberflache des gesamten Blutgefal3systems.
Insulin ist an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt, wie z. B bei
der Regulation der Permeabilitéat, des Vasotonus und der Hamostase. Insulin ist
ein lebenswichtiges Peptidhormon, das neben seinen metabolischen Funktionen
auch vasoaktive Wirkungen hat. So fuhrt eine gesteigerte Insulinkonzentration zu
einer Zunahme der Durchblutung der Extremitdten und zu einer Abnahme des
GefaRwiderstandes. Die Stabilitat der endothelialen Barriere wird Uber den
kontraktilen Apparat, bestehend aus dem Aktin-Myosin-Komplex, und tber Zell-
Zell-Kontakte reguliert.

In kultivierten koronaren mikrovaskularen Zellen der Ratte (RCEC) wurden
in einem ersten Schritt Insulinrezeptoren nachgewiesen. Des Weiteren wurden
die VE-Cadherin-Translokation, MLC-Phosphorylierung, Makromolekiil-
permeabilitdt, NO-Freisetzung, Akt- und Racl-Aktivitat unter Einfluss von Insulin
untersucht.

Insulin fdhrt zu einer MLC-Dephosphorylierung und VE-Cadherin-
Translokation an die Zellgrenzen, was von einer signifikanten, konzentrations-
abhangigen Abnahme der Makromolekilpermeabilitat begleitet wird. Der
maximale Effekt wurde bei 1 IE/ml Insulin erreicht. Dieser protektive Effekt auf die
Makromolekllpermeabilitat kann durch Genistein (Tyrosinkinase-Inhibitor) und
HNMP(AM)s; (spezifischer Hemmstoff der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase)
vollstdndig gehemmt werden und zeigt damit, dass der Insulineffekt Gber den
Insulinrezeptor vermittelt wird. Des Weiteren induziert Insulin die Aktivierung von
Akt und Racl. Diese Effekte konnten durch einen Racl-Inhibitor (NSC23766) und
Wortmannin (PI3K-Inhibitor) vollstandig sowie mit L-NAME (eNOS-Inhibitor)
teilweise gehemmt werden. Zusammenfassend stabilisiert Insulin Rezeptor-
vermittelt die endotheliale Schrankenfunktion Uber PI3K/Akt-vermittelte Racl-
Aktivierung.

In Zukunft kénnten durch Verstandnis dieses Signaltransduktionsweges
neue therapeutische Strategien entwickelt werden, die vor einem Versagen der
endothelialen Barriere schitzen.
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8. Summary

In this thesis the effect of insulin on the endothelial barrier stability was
tested. Endothelial cells form as a single-layer cell coat the luminal surface of the
blood vessels. It is involved in a multiplicity of physiological processes like the
regulation of permeability, vasotonus and hemostasis. Insulin is an essential
hormone with vasoactive actions beside its metabolic functions. The increase of
the insulin concentration causes an increase of blood flow in the extremities and a
reduction of the vessel resistance. The endothelial barrier function is regulated via
the contractile machinery, consisting of the actin-myosin complex, and cell-cell
adhesions.

First of all, the existence of insulin receptors was tested in cultured rat
coronary endothelial cells (RCEC). Furthermore the VE-cadherin translocation,
MLC phosphorylation, macromolecule permeability, NO release, Akt- and Racl-
activity were analyzed under the influence of insulin. Insulin induces a
dephosphorylation of the MLC and a VE-cadherin translocation to the cell
borders, which is accompanied by a significant concentration dependent
reduction of the macromolecule permeability.

The maximal effect was achieved with 1 IU/ml insulin. This protective effect
on permeability could be blocked by genistein (tyrosine kinase inhibitor), and
HNMP(AM); (insulin receptor kinase inhibitor), suggesting that the effect of insulin
is receptor mediated. Furthermore, insulin induced the activation of Akt and Racl.
These effects could be blocked entirely by NSC23766 (Racl inhibitor) and
wortmannin (PI3K inhibitor), and partially by L-NAME (eNOS inhibitor). In
conlusion, insulin stabilizes receptor-mediated the endothelial barrier function via
PI3K/Akt mediated Rac1l activation.

In the future, other agents may be identified, which use this signal
transduction mechanism for therapeutic approaches to the capillary leakage

syndrome.
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