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I. Einleitung

Kommunikation spielt eine entscheidende Rolle in einer Gesellschaft von Individuen.
Ein Funktionieren und eine stete Weiterentwicklung der Gesellschaft ist nur moglich,
wenn Informationen durch eine grol’e Anzahl von Medien in vielen verschiedenen
Formen und hoher Geschwindigkeit weitergegeben werden und so unsere taglichen
Entscheidungen aktuell beeinflussen kdnnen. Doch obwohl wir in Gemeinschaften
leben, die eine Zusammenarbeit und Anpassung voraussetzen, bewahrt jeder

einzelne seine eigene Individualitat.

Analog dazu ist die Funktion multizellularer Organismen von dem individuellen
Aufbau, den speziellen Funktionen und Fahigkeiten der einzelnen Zelltypen oder
Gewebearten abhangig. Die zellularen Aktivitaten einer einzelnen Zelle missen mit
denen anderer Zellen koordiniert werden. Dies ist nicht nur fur ein normales
Zellwachstum und Uberleben wichtig [73], sondern auch fiir die Funktion eines
Organs, das ja aus einem Zellverband besteht. Andererseits mussen die
verschiedenen Organfunktionen in den Dienst des gesamten Organismus gestellt
werden, und somit ist auch hierbei eine Kommunikation notwendig, um erforderliche

Anderungen des Funktionszustands eines Organs zu erreichen.

Im Organismus sind verschiedene Strategien entwickelt worden, um diese Ziele zu
erreichen. So wird eine Kommunikation uber grof3e Entfernungen durch die
Weiterleitung von Signalen uber Nerven oder endokrine Mechanismen bewerkstelligt,
also einerseits durch die schnelle Ausbreitung von Erregung entlang spezialisierter
Zellen, andererseits durch die etwas langsamere, aber ubiquitare Verteilung von

Hormonen im Kdrper mit dem Blutstrom. Auch bei der Uberbriickung kurzer Strecken
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werden Signalsubstanzen gebildet, die in der unmittelbaren Umgebung ihres
Bildungsortes, per diffusionem oder durch Konvektion, die Zielzelle erreichen
(Gewebshormone, Autakoide). Aulerdem kommunizieren Zellen Uber solche kurzen
Strecken direkt Uber die interzellulare Weitergabe von lonen oder kleinen Molekulen.
Diese interzellulare Kommunikation wird durch Gap Junctions ermdglicht, die von

einer grof3en Anzahl einzelner Kanale gebildet werden.

Die Gap Junction (Kontaktzone, Nexus) ist eine haufige Zellverbindung. Man findet
Gap Junctions in grol3er Zahl in vielen verschiedenen Geweben bei allen Tierarten
und Strukturaquivalente bei Pflanzen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
erscheint eine solche Kontaktzone als ein Bereich, in dem die Membranen zweier
benachbarter Zellen in einem Abstand von ca. 2-4 nm aneinander liegen. Dieser
verbleibende geringe Abstand wird von kanalbildenden Proteinmolekulen, die einen
zentralen Kanal aufweisen, Uberbrickt. So kdnnen anorganische lonen und andere
kleine Molekule vom Zytoplasma der einen Zelle in das der anderen ubertreten, ohne
mit dem Extrazellularraum in Beruhrung zu kommen [4, 5]. Auf diese Weise
verbinden diese Kanale die Zellen, so dal} ein Austausch von lonen, Signalstoffen

und Metaboliten bzw. eine elektrische Kopplung ermdglicht wird.

Dall Zellen auf diese Weise untereinander kommunizieren, wurde auf
physiologischer Ebene erstmals 1958 gezeigt [40]. Danach dauerte es noch einige
Jahre, bis man den Zusammenhang zwischen der physiologischen Kopplung und
den im Elektronenmikroskop gefundenen Gap Junctions als deren morphologisches

Korrelat verstand.



Die ersten Hinweise auf eine solche Zellkopplung stammten aus
elektrophysiologischen Untersuchungen an spezifischen Paaren interagierender
Nervenzellen im Rickenmark des Flul3krebses [40]. In diesen frihen Arbeiten hielt
man diese neu gefundenen Membranstrukturen, die erst nur in erregbaren Gewebe
gefunden wurden, flr eine besonders spezialisierte elektrische Synapse. Im Jahre
1964 zeigte Werner Lowenstein aber [75], dal® kleine hydrophile Moleklle und lonen
durch Gap Junctions von einer Zelle zur benachbarten uUbertreten koénnen. In
spateren Versuchsreihen wurde sogar den Innendurchmesser der Kanale bestimmt,
indem  man  verschiedene fluoreszierende  Molekile  unterschiedlichen
Molekulargewichtes in Zellen mittels einer Mikropipette injizierte und ihren Ubertritt in
benachbarte Zellen verfolgte [35]. LOwenstein entdeckte, dal} alle polaren Molekile
mit einer Masse unter circa 1 kDa und einem Durchmesser von 8-14 A diese Zell-Zell
Kanale leicht passieren kdnnen [74]. Dies bedeutet, dal} anorganische lonen und die
meisten Metabolite (zum Beispiel Zucker, Aminosauren und Nukleotide) durch Gap

Junctions von einer Zelle in die benachbarte gelangen koénnen [36, 77, 103].

Diese Kanale, die die Zellen miteinander verbinden, bestehen aus spezifischen
Proteinen, die als Connexine bezeichnet werden. Diese Connexinmolekule, welche
zu den Klasse Il Membranproteinen gehdren, werden in die Plasmamembran
eingebaut und durchspannen die Plasmamembran viermal. So werden zwei
extrazellulare Schleifen gebildet, die Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden
sind. Das aminoterminale (Schleife 1) und das carboxyterminale Ende (Schleife 2)
jedes Connexins ist, wie auch eine intrazellulare Schleife im Zytoplasma lokalisiert

(siehe Abbildung 1).
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In Saugetierzellen sind mindestens 12 verschiedene Connexine bekannt, die nach
ihrem Molekulargewicht, das im kDa Bereich liegt und durch die Lange des N-
terminalen Endes bestimmt wird, benannt werden [116] [117], [60], [8]. In
unterschiedlichen Zelltypen und Gewebearten werden verschiedene Connexine
exprimiert. In einer Gewebeart finden sich verschiedene Connexine, andererseits ist
ein bestimmtes Connexin nicht ausschlieRlich in einer Gewebeart zu finden, wie

Tabelle 1 erlautert.



Tabelle1: Expression verschiedener Connexine in den unterschiedlichen Geweben.

Nomenklatur Molekulargewicht Gewebe
Cx26 26.5 Leber
Cx32 32.0 Leber, Schwann-Zellen, Prostata
Cx33 32.9 Testes
Cx37 37.6 Lunge, Blutgefalle
Cx38 37.8 Embryo
Cx40 40.4 Lunge, Blutgefalle
Cx43 43.0 Herz, Blutgefalie, Astrozyten, Uterus
Cx45 45.7 Herz, Blutgefalie
Cx46 46.0 Augenlinse
Cx50 49.6 Augenlinse

Sechs solcher Connexinmolekule bilden einen Halbkanal mit einer zentralen Pore,
den man als Connexon oder Hemikanal bezeichnet. Zwei Connexone, jeweils ein
Hemikanal von jeder Zelle, verbinden sich im Interzelluldarraum 2zu einem
funktionstichtigen Kanal zwischen den Nachbarzellen, die das Zytosol der jeweiligen
Zellen miteinander verbinden. Solch ein funktionstiichtiger Kanal kann prinzipiell aus
denselben oder unterschiedlichen Connexinmolekulen aufgebaut sein. Besteht ein
Connexon nur aus einem Connexinprotein, so wird es als homomer bezeichnet, sind
verschiedene Connexinproteine in einem Connexon enthalten, so handelt es sich um
ein heteromeres Connexon. Der aus 2 Connexonen gebildete Kanal wird in Analogie
dazu benannt: Sind die beiden Connexone aus dem gleichem Connexinprotein
aufgebaut, so ist der Kanal homotypisch, andernfalls hetertotypisch. Letztendlich

ergeben sich also mehrere denkbare Moglichkeiten. Ein homomer/homotypischer
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Kanal besteht nur aus einem Connexinprotein, in einem heteromer/homotypischer
Kanal lagern sich 2 unterschiedliche Connexone, die aus jeweils dem gleichem
Connexinprotein aufgebaut sind, zusammen. Bestehen beide Connexone aus zwei
oder mehreren unterschiedlichen Connexinproteinen, so entsteht ein
heteromer/heterotypischer Kanal [16]. All diese verschiedenen Maoglichkeiten
ergeben sich dadurch, dal} in einem Zelltyp gleichzeitig mehrere Connexine gebildet
werden konnen. Eine groRe Anzahl dieser Kanadle werden in der Membran zu
Clustern assoziiert und ein solcher Cluster von Connexinkanalen wird als Gap
Junction bezeichnet. Tatsachlich werden in einem solchen Gap Junction Plaque
verschiedene Connexinproteine gefunden [70]. Weiterhin wurde gezeigt, dal® auch
Zellen, die heteromere Connexone exprimieren, funktionelle Kanale ausbilden
konnen [16]. Dies Ialt vermuten, daf® auch in vivo heteromer/heterotypische Kanale

existieren und eine funktionelle Kopplung herstellt werden kann.

Gap Junctions entstehen schnell neu, wenn zwei Zellen in Kontakt gebracht werden.
Ein einmal gebildeter interzellularer Kanal kann dann geo6ffnet oder geschlossen
werden. Die Offnungszeiten betragen Sekunden bis Minuten. Hohe
Calciumkonzentrationen und ein niedriger pH-Wert schlieen sie [9, 26, 87, 115].
Das Schlieen der Gap Junctions durch Calcium und H™lonen dient dazu, normale
Zellen gegen geschadigte oder absterbende Nachbarzellen zu isolieren [105]. Gap
Junctions werden auf’erdem durch das Membranpotential [2], Hormone [23, 107,

120] und den Phosphorylierungsstatus kontrolliert [57, 61, 62, 63, 83, 112]

Neben der Regulation tber Offnung und SchlieBung bereits in die Membran
eingebauter Kanale spielt der Einbau neuer Connexone und der Abbau vorhandener

Gap Junctions eine entscheidende Rolle in der Regulation der interzellularen
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Kommunikation. Gap Junctions haben eine begrenzte Halbwertszeit von hochstens 5
Stunden. Am Ende ihrer Lebenszeit werden sie von einer Zelle internalisiert und
vollstandig abgebaut [64]. Hieraus ergibt sich, dal® neu in die Membran eingebaute
Connexone vollstandig neu synthetisiert werden muissen. Somit kann die
interzellulare Kommunikation auch Uber einen vermehrten Einbau oder einen

gesteigerten Abbau reguliert werden [65].

Die Kopplung von Zellen Uber Gap Junctions ist flr unterschiedlichste Zellfunktionen
und das Uberleben der Zellen erforderlich. Gap Junctions sind fiir die Erndhrung von
Zellen wichtig. Einerseits konnen sie die Diffusionsstrecke fur membranimpermeable
Nahrstoffe bei Zellen, die aufgrund ihrer Zellstruktur einen langen Diffusionsweg
aufweisen, deutlich verkurzen. So sind z. B. die die nervenisolierenden Schwann-
Zellen mehrfach um die Axone der Nervenzellen gewickelt. Hieraus ergibt sich, daf}
Nahrstoffe entlang dieser Windungen im Zytoplasma diffundieren miussen. Durch die
zwischen den verschiedenen Windungen ausgebildeten Gap Junctions wird die
Diffusionsstrecke um ein vielfaches verkurzt. Die Mutation des Connexin 32-Proteins,
welches in den Schwann-Zellen exprimiert wird, fiUhrt zum Absterben dieser Zellen
und zum Funktionsverlust der Nerven (Charcot-Marie-Tooth Erkrankung) [6].
Andererseits sind sie fur die Ernahrung von Zellen wichtig, die weit von Blutgefassen
entfernt liegen, zum Beispiel in der Augenlinse, die keine Blutgefal’e enthalt. Durch
die Ausbildung von Gap Junctions in den Zellen der Augenlinse wird ein konvektiver
Nahrstofftransport ermdglicht. Ein Funktionsverlust dieser Gap Junctions fuhrt durch
eine Mangelernahrung der Linse zur Ausbildung eines Kataraktes [44]. Daruber
hinaus spielen kommunizierende Kanale bei der Weiterentwicklung und
Differenzierung von Stammzellen eine entscheidende Rolle, wie bei Untersuchungen

in der Embryologie beobachtet wurde.
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Eminent wichtig ist die Weitergabe von Signalen Uber interzellulare Kanale fur die
physiologische Funktion von Zellverbanden. Die Zellen erregbarer Gewebe sind Uber
den raschen Strom von lonen durch diese Kanale elektrisch miteinander gekoppelt,
was eine schnelle und synchrone Ausbreitung einer Membranpotentialanderung
gewahrleistet. Dies ist beispielsweise flr die koordinierte Kontraktion des
Herzmuskels eine notwendige Voraussetzung [97]. Auch in den Muskelzellen des
Uterus konnte gezeigt werden, dal} kurz vor der Geburt ein sogenanntes Synzytium
durch die Heraufregulation der Connexinexpression und die Kopplung der Zellen
Uber Gap Junctions hergestellt wird. Dies ermdglicht auch in diesem Organ eine
koordinierte Kontraktion, um die fur die Austreibungsphase ndtige Kraft zu entwickeln
[22],[56]. Auch die Diffusion sekundarer Botenstoffe koordiniert das Verhalten der
Zellen in einem funtionellen Verband. So ist die Weitergabe des Inositoltrisphosphats
Uber Gap Junctions in Hepatocyten notwendig, um Glukose aus den Speichern

optimal zu mobilisieren [86].

Auch die BlutgefalBe bestehen aus Zellverbanden. Dies ist einerseits die
Endothelzellschicht, die die GefalRwande auskleidet und andererseits die glatte
Muskulatur der Blutgefalle, die aus einzelnen glatten Muskelzellen besteht und
zirkuldr angeordnet sind. Die Kommunikation der einzelnen Zellen und auch die
Kommunikation dieser beiden Zellverbande untereinander ist flr die Regulation der
Organdurchblutung und des systemischen arteriellen Blutdruckes durch die
Koordination des Verhaltens der Arterien und kleinen Arteriolen eine wichtige
Voraussetzung. Die Anpassung der Organdurchblutung an eine erhohte
Bedarfssituation erfordert die Senkung des Widerstandes im gesamten zuflihrenden
Gefallbaum. Eine Senkung des Widerstands in den direkt im Gewebe liegenden

kleinen distalen Arteriolen erfolgt durch eine Uber Metabolite ausgeloste
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GefalRerweiterung. Da diese Widerstandsreduktion alleine nur zu einer
verhaltnismalig geringen Zunahme der Durchblutung fuhrt, ist es notwendig, daf}
auch in den vorgeschalteten Arteriolen und Arterien in koordinierter Weise eine
Dilatation induziert wird. Obwohl auch andere Koordinationsmoglichkeiten eine Rolle
zu spielen scheinen [32], ware eine weitere Moglichkeit der Koordination innerhalb
des GefalRbaums die Ausbreitung von Membranpotentialanderungen entlang der
Arteriolen Uber interzelluldare Verbindungenen, in ahnlicher Weise wie es oben flr
den Herzmuskel oder den Uterus erlautert wurde. Denn Zellkopplung Uber Gap
Junctions wurde auch im GefalRsystem aufgezeigt, sowohl innerhalb der glatten
Muskelzellschicht und des Endothelzelllayers als auch zwischen Endothel- und

Muskelzellen [10, 70, 71].

Tatsachlich gibt es Hinweise, dald in den Blutgefalien eine Koordination uber Gap
Junctions stattfindet. Zum Beispiel fuhrt die lokale Gabe von Acetylcholin zu einer
Dilatation nicht nur an der Applikationsstelle, sondern auch entlang der Arteriole und
zwar Uber eine langere Strecke, die im Millimeterbereich liegt [114]. Dies zeigt, daf}
diese lokale Antwort der Arteriole nicht auf die Applikationsstelle begrenzt bleibt,
sondern in einem groRen Bereich stromauf- und abwarts von der Applikationsstelle
weitergeleitet wird [99, 101]. Die geringe zeitliche Verzdgerung, mit der die
GefalRantworten an den entfernten Stellen auftreten, legt nahe, dal} es sich um die
elektrotonische Ausbreitung einer Membranpotentialanderung handelt. Tatsachlich
konnte eine Anderung des Membranpotentials an entfernter Stelle gemessen werden
[102]. Neben dieser schnellen elektrotonischen Signalausbreitung sind auch
langsamere Signalausbreitungsmechanismen identifiziert worden. So breitet sich

eine lokal induzierte Erhdhung des intrazellularen Calciums in Lungenkapillaren
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wellenférmig aus, wodurch die Ilokalen Antworten vasoaktiver Agonisten

madglicherweise moduliert werden [52, 119].

Die Gap Junctions, die solche Prozesse in den glatten Muskelzellen und
Endothelzellen der Blutgefalde ermdglichen, bestehen aus den Connexinen 37, 40,
43 und 45 [67, 110]. Obwohl, wie oben bereits erlautert wurde, Gap Junction
abhangige Antworten in den Gefalten offensichtlich eine Rolle spielen, ist
Uberraschenderweise bisher wenig Uber die Regulation der Permeabilitdt von Gap
Junctions in vaskularen Zellen bekannt. Mogliche Faktoren, die an einer Regulation
beteiligt sein kdnnten, sind vom Endothel selbst gebildete Substanzen, insbesondere

die lokalen Gewebshormone (Autakoide).

Seine zentrale Rolle bei der Regulation des Gefalldurchmessers nimmt das Endothel
durch die Freisetzung unterschiedlicher solcher Autakoide wahr, die eine Relaxation
oder Konstriktion des benachbart liegenden Gefalmuskels induzieren. Denn neben
den seit langerer Zeit bekannten Funktionen des Endothels, wie dem Abbau von
zirkulierenden biogenen Aminen und Bradykinin, der Aktivierung von Angiotensin | zu
Angiotensin Il, ist das Endothel in der Lage, eine Reihe vasoaktiver Substanzen zu
synthetisieren (Ubersichten bei Pohl et al. [92] und Furchgott et al. [38]). Diese
Autakoide vermitteln nicht nur die endothel-abhangige Vasodilatation, sondern
hemmen auch die Thrombozytenaggregation. Aus dieser Gruppe der
Gewebshormone sind aus heutiger Sicht die Cyclooxygenaseprodukte, besonders
das Prostacyclin (PGly) [81], und der ,endothelium-derived relaxing factor” (EDRF)
am bedeutsamsten. Nach der Erstbeschreibung des EDRF durch Furchgott und
Zawadzki [39] konnte von mehreren Autoren gezeigt werden, da® der EDRF mit

Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist [37, 54, 89]. Die Bildung und Freisetzung des
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endothelialen NO kann durch verschiedene Mechanismen stimuliert werden.
Einerseits kann die NO-Bildung durch eine Reihe humoraler vasoaktiver Substanzen,
wie z. B. Acetylcholin, Serotonin, Histamin, ATP, Bradykinin und Substanz P
stimuliert werden [39, 92], andererseits induzieren verschiedene
rezeptorunabhangige Stimuli, wie die Einwirkung von Schubspannung [58, 96], der
pulsatile Charakter des Blutflusses [93] oder Hypoxie [91] eine Freisetzung von NO.
Diese NO-Bildung ist vermittelt Uber einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration in den Endothelzellen und die sich hieraus ergebende
Aktivierung der calcium-/calmodulinabhangigen konstitutiven NO-Synthase. Sie
synthethisiert aus L-Arginin unter Bildung von Citrullin Stickstoffmonoxid [15, 19, 53,
79, 88, 90]. Neben der calcium-abhangigen Aktivierung der NO-Synthase ist in
jungster Zeit auch eine calcium-unabhangige Stimulation dieses Enzyms aufgezeigt
worden [34]. Das entstandene NO diffundiert unter anderem in die glatten
Muskelzellen und aktiviert dort intrazellular die l6sliche Guanylatcyclase [85], die
Guanosintriphosphat zu cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) umsetzt. Ein
Anstieg des cGMP-Spiegels in der Muskelzelle hemmt die Aktivitdt der
Phospholipase C und aktiviert ATP-abhangige Calciumpumpen, wodurch das
intrazellulare Calcium sinkt und eine Dilatation resultiert [98]. Andererseits ist NO
auch in der Lage, durch eine Desensitivierung des kontraktilen Apparats ohne eine
Anderung des Calciumspiegels eine Relaxation des glatten GefalRmuskels zu
bewirken [13]. Das endotheliale NO hat wegen seiner kontinuierlichen Freisetzung
[43] fur die Aufrechterhaltung einer adaquaten Organdurchblutung [45], fur die
Regulation des peripheren Gefallwiderstandes und hierdurch des systemischen
Blutdruckes eine grof3e Bedeutung. Dementsprechend fuhrt die Hemmung der NO-
Bildung durch spezifische Hemmstoffe der NO-Synthase, wie z.B. N”-nitro-L-Arginin

(L-NA), zu einer Vasokonstriktion und einem Blutdruckanstieg [94].
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Die besondere Wertigkeit des Endothels bei der Regulation des Gefal3tonus und die
Auspragung, mit der diese Zellen untereinander gekoppelt sind, laldt erwarten, daf}
diese Zellschicht eine besondere Rolle auch bei der Koordination des
Gefalverhaltens einnimmt. Dies wird weiterhin durch die Beobachtung akzentuiert,
dall auch Signale aus den Kapillaren, die keine glatten Muskelzellen aufweisen, in
den vorgeschalteten Arteriolen zur Anderung des GefaRdurchmessers fiihren [28,

104].

Deshalb wurde in dieser Arbeit in kultivierten humanen umbilikalvenésen
Endothelzellen die Zellkopplung Uber Gap Junctions und deren Regulation durch
Autakoide untersucht. Dazu wurde die Ausbreitung der anionischen Farbstoffe 5-
(und6-) Carboxyfluorescein mit einer MolekulgroRe von 373 Dalton und Calcein mit
einer MolekulgroRe von 622 Dalton nach Injektion in eine einzelne Endothelzelle
eines konfluenten Monolayers beobachtet. Weiterhin wurde studiert, inwieweit die
Permeabilitdt der Gap Junctions durch NO und Prostacyclin moduliert wird. Eine
Rolle von NO in der Regulation der Zellkopplung Uber Gap Junctions wurde bereits in
Astrozytenkulturen, die von Ratten gewonnen wurden, nachgewiesen. In diesen
Versuchen wurde gezeigt, dald NO die Kopplung der Astrozyten signifikant auf 63,3%
des Ausgangswertes, gemessen an der Anzahl fluoreszierender Zellen nach der
Scrape loading Technik, reduzierte. Weiterhin wurde in diesen Versuchen gezeigt,
dald die durch NO hervorgerufene Reduktion der Zellkopplung Uber die Bildung von

Peroxynitrit und dessen Wirkung vermittelt wird.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Ausbreitung der Farbstoffe in An- und
Abwesenheit von NO untersucht, und es wurde versucht, mdgliche Mediatoren eines

putativen NO-Effekts, zu identifizieren. Da von anderen Zelltypen bekannt ist, dal}
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der Phosphorylierungsstatus der Connexine deren Permeabilitdt beeinflul3t, wurde
auBerdem der Effekt von Anderungen der Tyrosin- Phosphorylierung in weiteren
Versuchen untersucht. Neben der Rolle von NO wurde in einer weiteren
Versuchsreihe der EinfluR von Prostacyclin auf die Ausbreitung des Farbstoffes

Carboxyfluorescein untersucht.

In einer Reihe unterschiedlicher Zellen konnte bereits gezeigt werden, dal}
Prostacyclin einen Einflul auf die Zellkopplung Uber Gap Junctions austbt [18], [23].
Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob die Wirkung von Prostacyclin durch
die Aktivierung der Adenylatcyclase und die daraus resultierende Bildung seines
sekundaren Botenstoffs, cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP), vermittelt wird.
Da sowohl NO als auch Prostacyclin simultan als potente endogene Vasodilatoren
kontinuierlich vom Endothel gebildet werden, wurde auch die potentielle Interaktion
dieser endothelialen Autakoide auf die Zellkopplung Uber Gap Junctions in

Endothelzellen getestet.
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Il. Material und Methode

Die Versuche wurden vom Mai 1997 bis Juli 1999 am Institut fur Physiologie und
Pathophysiologie der Johannes Gutenberg Universitat in Mainz und am
Physiologischen Institut der Ludwig-Maximilians Universitat in Minchen durchgefihrt.
Die Nabelschnlre wurden in den Horst Schmidt Kliniken GmbH in Wiesbaden bzw. in
der Universitatsfrauenklinik Maistrale Minchen gesammelt und zur Isolierung der
Endothelzellen zur VerfiUgung gestellt. Die Nabelschnurgefal’e wurden spatestens

nach 24 Stunden weiterverarbeitet.

Il.1. Isolierung der Endothelzellen aus der Nabelschnur und Zellkultur

Die hier beschriebene Methode zur Gewinnung und Kultivierung von humanen
umbilikalvendsen Endothelzellen (HUVECSs) geht auf das urspringlich von Jaffe und

seinen Mitarbeitern angewandte Verfahren zurtck [55].

Die abgeschnittenen Venenenden wurden aus der Warthonschen Sulze der
Nabelschnire freiprapariert und mit Knopfsonden kanduliert. Anschliel3iend wurde die
Vena umbilicalis mit Hilfe eines aufgesetzten Dreiwegehahnes und einer 50 ml
Spritze (Braun) mit 100 ml eines Mg?* - und Ca®* - freien Phosphatpuffers (PBS)
durchgespullt. Dann wurde das freie Venenende mit einem Kunststoffclip
verschlossen und die Venen mit dieser Pufferlosung geflllt, der zusatzlich Dispase
(24 U/mL) (Boehringer/Mannheim) zugesetzt wurde. Die so behandelten
Nabelschnurvenen wurden 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Um die
Ausbeute an Endothelzellen zu erhdhen, ohne sie gleichzeitig mit glatten

Muskelzellen zu kontaminieren, wurden die Endothelzellen mechanisch abgeldst,
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indem die Nabelschnire am Ende der Inkubationszeit sanft massiert wurden. Dann
wurde das verschlossene Venenende abgeschnitten und die ausflieRende
Zellsuspension in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Anschliel3end
wurden die Endothelzellen aus der gewonnenen Suspension durch eine
Zentrifugation bei 500 g fur eine Dauer von 5 Minuten sedimentiert. Nachdem der
Uberstand abgenommen und verworfen wurde, wurden die im Pellet enthaltenen
Zellen in 20 ml Zellmedium wieder aufgenommen (Promocell, Medium 199 1:1
vermischt mit Earles Salzen und mit 10 % Kalberserum supplementiert). Die
Suspension wurde erneut zentrifugiert und die Zellen anschlielend in 10 ml
Nabelschnurmedium mit 20 pug/ml Endothelzellwachstumszusatz (ECGS) und 15
Einheiten Heparin aufgenommen. Nun wurden die so gewonnenen Endothelzellen
einer Nabelschnurvene in einer 24 Loch-Kulturschale (Greiner) ausgesat. Nach 72 h
wurden die Zellen in Medium 199 (ph 7.4; Sigma Deisenhofen), welches 20 % Kalber
Serum, 50 U/L Penicillin und 50 mg/L Streptomycin enthielt, mit Trypsin abgeldst,
subkultiviert und schlie3lich auf autoklavierten, unbeschichteten Glasscheiben mit
einem Durchmesser von 30 mm ausgesat. Die Glasscheiben wurden in Petrischalen
plaziert, die mit dem o.g. Nabelschnurmedium gefullt wurden. Fur die

Untersuchungen wurden Zellen der Passagen 2-5 verwendet.

Die Endothelzellen wurden untersucht, sobald sie zu einem konfluenten Monolayer
gewachsen waren. Dies dauerte etwa 3 bis 4 Tage. Die Kultur dieser Zellen erfolgte
in einem auf 37°C beheizten Brutschrank, der mit 5% CO; und Raumluft begast

wurde.
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Il.2. Versuchsaufbau und Durchfiihrung

Die Glasscheiben mit den darauf gewachsenen endothelialen Monolayern wurden
mit einer Pinzette aus den Petrischalen entnommen und auf einen
thermostatisierbaren Objekttisch eines konfokalen Mikroskopes (LSM 410, Zeiss,
Germany) in einer speziellen Aluminiumkammer, die in der Werkstatt des
Physiologischen Instituts der Universitat Mainz hergestellt worden war, plaziert. Die
Kammer war aus Aluminium gefertigt, einem Material mit einer hohen
Temperaturleitfahigkeit, so dal® mit Hilfe des beheizbaren Objekttisches die
Temperatur in dem die Zellen umgebenden Medium wahrend des gesamten
Versuchs auf 37°C gehalten werden konnten. Das Kulturmedium wurde entfernt und
in der Kammer durch 2 ml HEPES gepuffertes (15mmol/L) Medium (pH 7.4) ersetzt,
welches 20 % Kalberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin, 2 mmol/L

Glutamin und 15 mmol/L Pyridoxim enthielt.

Die Mikropipetten zur Zellinjektion wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Hilgenberg,
Deutschland) mit einem AuRendurchmesser von 1 mm und einem Innendurchmesser
von 0.54 mm in drei Zigen mit einem Pipettenpuller (P-97 Flaming-Brown
Micropipette Puller, Sutter Instruments Co., USA) gezogen. Die Pipetten wiesen dann
eine Spitzenlange von etwa 4 mm und einen Spitzendurchmesser von 3 um auf. Die
Pipetten wurden entweder mit Carboxyfluorescein- oder Calceinlésung von hinten mit
Hilfe einer 2 ml Spritze (Braun) und einer ausgezogenen Pipettenspitze (Eppendorf)
gefullt. Die Spitze der Mikropipette wurde mit Hilfe eines hydraulischen
Mikromanipulators (Zeiss) direkt Uber der zu punktierenden Zelle im konfluenten
Monolayer plaziert, wobei die Position mittels Durchlichtmikroskopie kontrolliert

wurde, und mittels einer Abwartsbewegung eingestochen (siehe Abbildung 2). In
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dieser Position wurde die Pipettenspitze flr eine Dauer von 10 Minuten bei einem
konstanten Pipettendruck von 30 hPa belassen (siehe Abbildung 2). Innerhalb dieser
Zeitspanne konnte der entsprechende fluoreszierende Farbstoff in die penetrierte
Zelle einstromen und sich von dieser Zelle ausgehend Uber die Gap Junctions in die
benachbarten Endothelzellen ausbreiten. In jedem Monolayer wurden hdchstens drei
Zellen injiziert, die sich in einem relativ groRen Abstand voneinander befanden, so
dall die von den injizierten Zellen ausgehende Farbstoffausbreitung nicht mit der

vorherigen Farbstoffausbreitung interferieren konnte.
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Abbildung 2:

Abb. 2 Technik der Zellinjektion:

Die Abbildung zeigt die Injektion einer einzelnen Endothelzelle eines konfluenten
Endothelzellmonolayers. Der injizierte Farbstoff Carboxyfluorescein ist deutlich zu
erkennen, da auf der Abbildung sowohl das Transmissionsbild, als auch die

emmitierte Fluoreszenz bei 488 nm zu erkennen ist.

Die Farbstoffausbreitung wurde mittels eines konfokalen Mikroskopes (LSM 410,
Zeiss), Uber ein Objektiv mit 20 facher VergroRerung (Zeiss Fluor), bei einer

endgultigen 2000-fachen VergroRerung auf einem Bildschirm mit einer
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BildschirmgréfRe von 19 Zoll sichtbar gemacht. Die Farbstoffe Carboxyfluorescein
und Calcein wurden bei 488 nm angeregt und die Fluoreszenz bei 515 nm

aufgenommen.

Der Farbstoff wurde direkt nach Injektion und nach weiteren 3, 5 und 10 Minuten
angeregt und das entstandene Bild mit der emittierten Fluoreszenz fur die spatere
Auswertung auf der Festplatte eines Pentium-Computers gespeichert. Zusatzlich
wurde bei 633 nm ein konventionelles Transmissionsbild im Durchlichtverfahren
aufgenommen, um die einzelnen Zellen besser identifizieren zu kénnen und von
moglichem umherschwimmenden Zelldetritus zu unterscheiden. In der spateren
Auswertung wurde sowohl die Flache, die der sich ausbreitende Farbstoff einnahm,
als auch die Anzahl der fluoreszierenden Zellen mit Hilfe der zugehdrigen Software
(Zeiss) von den gespeicherten Bildern bestimmt und die Zahl der fluoreszierenden

Zellen fUr die spatere statistische Datenanalyse protokolliert.
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I1.3. Versuchsprotokolle

Der Versuchsablauf wurde vor Beginn jedes Versuchs festgelegt und protokolliert.
Die Wirkung jeder zu testenden Substanz wurde mindestens in drei verschiedenen
Monolayern getestet, die aus zwei unterschiedlichen Nabelschniren gewonnen
wurden. Auch fur die entsprechenden Kontrollexperimente standen jeweils
mindestens drei verschiedene Monolayer zur VerfiUgung. Dabei wurden die zu
testenden Substanzen dem Kulturmedium in der Aluminiumkammer 15 Minuten vor
der ersten Zellinjektion direkt zugegeben, oder die Substanzen wurden bei langeren
Inkubationszeiten bereits in das Kulturmedium in den Petrischalen im Brutschrank

appliziert.

Um zu prufen, ob die verwendeten Farbstoffe ausschlie3lich durch die Mikroinjektion
in die Zellen gelangten bzw. nur Uber Zellverbindungen von einer zur nachsten Zelle
weitergegeben wurden und nicht durch die intakte Plasmamembran in die Zelle
aufgenommen wurden, wurden einige endotheliale Monolayer fur eine Dauer von 30
Minuten mit den Farbstoffen in entsprechender Konzentration im Kulturmedium
inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch
frisches, farbstofffreies Medium ersetzt. Weiterhin wurden Zellen 3 Stunden vor der
ersten Injektion mit einem Peptid (SRPTEKTVFTV) inkubiert (50 ymol/L), das sich
aufgrund seiner Molekulstruktur komplementar an die erste extrazellulare Schleife
des Connexinproteins legt und so die funktionelle Kopplung der Connexone

benachbarter Endothelzellen verhindert.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Ausbreitung des injizierten Farbstoffes

Carboxyfluorescein in unbehandelten Zellen mit derjenigen in Zellen verglichen, die
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mit dem spezifischen Hemmstoff der NO-Synthase N®-nitro-L-arginin (L-NA, 30
pmol/L, 30 Minuten) behandelt waren. Alle weiteren Experimente wurden in Zellen
durchgefuhrt, die mit L-NA behandelt worden waren. Nach Inkubation mit L-NA
(30pmol, 30 Minuten) wurde der Effekt von NO durch die Zugabe der NO-Donoren S-
nitroso-N-acetyl-D,L-pencillamin (SNAP, 1umol/L) oder Natrium-Nitroprussid (SNP,
1umol/L) untersucht. Diese Zugabe der NO-Donoren zum Zellmedium erfolgte 15
Minuten vor der ersten Injektion. Um die Reversibilitat der Wirkung von NO zu prufen,
wurde die Ausbreitung des Farbstoffes 15 Minuten nach dem Auswaschen des
jeweiligen NO-Donors untersucht. Hierbei wurden die Zellen, wie in den vorherigen
Versuchen auch, fur eine Zeitdauer von 30 Minuten mit L-NA und im Anschlul} daran
far 15 Minuten mit SNAP oder SNP behandelt. In einem zweiten Versuchsansatz
wurde die Reversibilitat Gberpruft, indem das Substrat der NO-Synthase, L-Arginin (3

mmol/L) flr eine Dauer von 15 Minuten vor der Injektion zugesetzt wurde.

In weiteren Versuchen wurde potentielle Effekt bekannter Mediatoren der NO
Wirkung, cGMP und ONOOQO" analysiert. Da ONOO" bei der Interaktion von NO mit
dem Radikal O3 entsteht, wurde die Wirkung des Radikalfangers Tiron (10mmol/L,
15 Minuten) oder der Superoxiddismutase (SOD 500 U/mL, 15 Minuten) untersucht.
Dabei wurde die Ausbreitung des injizierten Farbstoffes in Zellen, die nur mit L-NA
vorbehandelt worden waren, verglichen mit der Ausbreitung in Zellen, welche vor
Zugabe der NO-Donoren mit SOD oder Tiron behandelt worden waren. Aullerdem
wurde die Wirkung des NO in Anwesenheit des Hemmstoffes der ldslichen
Guanylatcyclase 1-H-[1,2,4]-oxadiazole-[4,3-a]-ginoxalin-1-one (ODQ, 10umol/L, 30
Minuten), die unter Einwirkung von NO vermehrt cGMP bildet, untersucht. Bei

diesem Versuch wurde die Farbstoffausbreitung in L-NA behandelten Zellen, mit der
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Ausbreitung in Zellen verglichen, die vor der Applikation von SNAP zusatzlich mit

dem Hemmstoff der I6slichen Guanylatcyclase ODQ inkubiert worden waren.

Um zu prifen, inwieweit eine mdgliche Wirkung von NO durch einen Einflul3 auf den
Transport der Connexinproteine vom endoplasmatischen Retikulum Uber den Golgi-
Apparat zur Plasmamembran bedingt war, wurden Zellen untersucht, die mit
Brefeldin A (90 mg/mL) fur 90 Minuten behandelt worden waren. Diese Substanz, die
den Golgi-Apparat zerstort, blockiert somit den Neueinbau von Connexinproteinen in

die Plasmamembran.

In weiteren Versuchen wurde untersucht, inwieweit der Effekt von NO Uber eine
Wirkung auf den Phosphorylierungsstatus der Connexine vermittelt wird. Dazu wurde
die Ausbreitung des injizierten Farbstoffes in L-NA vorbehandelten Zellen mit der
Farbstoffausbreitung in Zellen verglichen, die nach der Inhibition der NO-Synthase
zusatzlich mit den Hemmstoffen von Tyrosin-Phosphatasen, Orthovanadat (10
pgmol/L) oder Phenylarsinoxid (PAO, 1 ymol/L) fur 30 Minuten behandelt wurden. Um
die Wirkung von NO unter diesen Bedingungen zu untersuchen, wurden andere
Zellen nach Hemmung der NO-Synthase und Tyrosin-Phosphatase beobachtet,
nachdem diese Zellen zusatzlich mit dem NO-Donor SNAP inkubiert wurden.
Umgekehrt wurde auch der EinfluR der Hemmung von Tyrosin-Kinasen (Genistein
100 pmol/L, 15 Minuten) auf die durch NO hervorgerufene Wirkung bezuglich der
endothelialen Kopplung untersucht. Die Farbstoffausbreitung nach Inkubation mit
Genistein wurde mit derjenigen verglichen, die nach zusatzlicher Applikation von

SNAP (1umol, 15 Minuten) beobachtet werden konnte.
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Weiterhin wurde die Wirkung einer Hyperpolarisation der Endothelzellen induziert
durch den Aktivator von K'atp - Kandlen HOE234 (1umol/L, 15 Minuten) auf die
endotheliale Zellkopplung untersucht. Dabei wurde die Ausbreitung des injizierten
Farbstoffes in unbehandelten Zellen mit derjenigen verglichen, die in Zellen nach

Applikation von HOE234 festgestellt wurde.
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In der zweiten Versuchsreihe wurde der Einflu® von Prostacyclin auf die Kopplung
der Endothelzellen untersucht. Dazu wurden die Monolayer mit dem Hemmstoff der
Cyclooxygenase Indometacin (30 ymol, 30 Minuten) inkubiert. Die Ausbreitung des
Farbstoffes Carboxyfluorescein in diesen Zellen wurde mit der Farbstoffausbreitung
in Zellen verglichen, denen das Prostacyclin Analogon lloprost (1 umol/L, 15
Minuten), oder der Aktivator der Adenylatcyclase Forskolin (60 umol/L, 15 Minuten)
zugesetzt wurde. In der letzen Versuchsreihe wurde schliefdlich untersucht, welchen
Einfluld die gemeinsame Applikation von NO und Prostacyclin auf die Kopplung der
Endothelzellen hervorruft. Dazu wurden die zu untersuchenden Monolayer sowohl
mit L-NA (30 pmol/l, 30 Minuten) als auch mit Indometacin (30 pmol/l, 30 Minuten)
vorbehandelt. Diese Zellen wurden mit Zellen verglichen, denen zusatzlich lloprost (1
pmol/L) oder lloprost (1 pmol/l, 15 Minuten) und zugleich SNAP (1umol/L, 15

Minuten) zugegeben wurde.

Da es nicht mdglich war, den Einfluld der unterschiedlichen Testsubstanzen in dem
selben endothelialen Monolayer zu untersuchen, wurden die Kontrollversuche und
die Versuche mit der jeweiligen Testsubstanz am gleichen Versuchstag durchgefuhrt.
Dazu wurden Monolayer verwendet, die aus derselben Nabelschnur kultiviert wurden
und unter Kontrollbedingungen die gleiche Anzahl gekoppelter Zellen aufwiesen. Der
Einflu® der verschiedenen Testsubstanzen wurde mindestens in zwei unabhangigen

d. h. aus unterschiedlichen Nabelschniren gewonnenen Zellkulturen, untersucht.
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Il.4. Losungen und Substanzen

Der verwendete HEPES Puffer war wie folgt zusammengesetzt (Konzentrationen in
mmol/L): HEPES (2-[4-(2-hydroxyethyl)-I-piperazinyl]-ethansulfonic acid) 10, NaCl
144, KCI 4, CaCl; 1.6, MgCl, 1, NaH;PO4 0.4 und Glukose 10. Der pH-Wert wurde
durch Titration mit 1Tmol/L NaOH auf 7.4 eingestellt. Der verwendete Phosphatpuffer
(PBS) enthielt 150 mM Natriumphosphat; NaCl 150 mM, ph Wert 7.2+0.1 bei 25°C.
Alle Testsubstanzen und Lésungen wurden mit Ausnahme von HOE 234 (Hoechst,
Frankfurt, Deutschland), Carboxyfluorescein und Calcein (Molecular Probes, USA)
und SRPTEKTVFTV (synthetisiert im Biochemischen Institut der Universitat Mainz,
Leitung Prof. Dr. med. Mduller-Esterl) von SIGMA (Deisenhofen, Deutschland)
bezogen. SNAP (10mmol/L) wurde in PBS gel6st, wahrend ODQ (10 mmol/L), PAO
(10 mmol/L) und Genistein (100 mmol/L) in DMSO gelést wurden. Die
Stammldsungen dieser Substanzen wurden bei - 20 °C bis zum Gebrauch
eingefroren und mit HEPES Puffer verdunnt. L-NA, L-Arginin, SNP, HOE234 und
SRPTEKTVFTV wurden am Tag des Versuchs frisch gelést. L-NA wurde durch
Erhitzen bei einer konstanten Temperatur von 60°C fur die Dauer von 30 Minuten in
HEPES-Puffer in Losung gebracht und SNP (10mmol/L) in 1 mmol/L Natriumacetat
gelost. Wahrend des Versuchs wurden SNP und SNAP in abgedunkelten Behaltern
aufbewahrt, da diese Substanzen unter Lichteinflu® schnell zerfallen. HOE234 (1

mmol/L) wurde in Ethanol geldst, L-Arginin und SRPTEKTVFTV in PBS .

Alle Lésungen und Substanzen wurden vor jedem Versuch frisch angesetzt bzw. auf
ihre Endkonzentrationen verdinnt und bei 4°C aufbewahrt. Die Kontrollgruppen
wurden mit dem jeweiligen LoOsungsmittel in entsprechender Konzentration

behandelt.
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II.5. Verwendete Computerprogramme

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm
STATA® ( Stata Corporation, College Station, Texas, USA). Die gezeigten Graphen
wurden mit dem Programm SigmaPlot® (SPSS Science, Chicago, lllinois, USA)
erstellt. Zur Textverarbeitung wurde Microsoft Word © ( Microsoft GmbH, Frankfurt)
verwendet. Die Literaturdatenbank wurde mit Hilfe des Reference Manager®
(Research Information Systems, Berkeley, California, USA) erstellt. Zur Auswertung

nach der Injektion wurde die Zeiss® Software verwendet.

I1.6. Berechnungen und Statistik

Mit Ausnahme der 0, 3, 5 und 10 Minuten Werte unter SNP (Abbildung 5), wurde
jeweils die Anzahl der fluoreszierenden Zellen 10 Minuten nach Injektion

ausgewertet.

Vergleiche zwischen den Gruppen wurden unter Verwendung des nicht-
parametrischen Kruskall-Wallis Tests flr ungepaarte Werte durchgefihrt, da die
erhobenen Daten nicht in allen Gruppen normal verteilt waren. Au3erdem variierte
die Anzahl der fluoreszierenden Zellen in Kulturen, die aus unterschiedlichen
Nabelschnuren kultiviert wurden, unter Kontrollbedingungen um den Faktor 3.
Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5 % (p<0.05) als

signifikant betrachtet.
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Obwohl der nicht-parametrische Kruskall-Wallis Test angewendet wurde, werden alle
Werte als Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Der Buchstabe n steht fur die Anzahl der

Injektionen, aullerdem angegeben ist die Anzahl der verwendeten endothelialen

Monolayer.
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Ill. Ergebnisse

lll. 1. Farbstoffausbreitung in den endothelialen Monolayern

Es wurden insgesamt 484 Injektionen in 190 Monolayern durchgefuhrt. Hiervon
fuhrten 132 Injektionen in 42 Monolayern zu Zellschaden, so dal} die Ergebnisse
nicht zur Auswertung herangezogen werden konnten. Ausgewertet werden konnten
so 352 Injektionen in 148 endothelialen Monolayern, bei denen der Farbstoff
Carboxyfluorescein zur Mikroinjektion verwendet wurde. In einer weiteren
Versuchsserie mit einem anderen Farbstoff (Calcein) wurden 24 Zellinjektionen in 12

endothelialen Monolayern durchgefuhrt.

Die Abbildung 3 zeigt ein reprasentatives Beispiel fur die Farbstoffausbreitung von
Carboxyfluorescein in einem konfluenten endothelialen Monolayer. Der Farbstoff
wurde in eine einzelne Endothelzelle injiziert. In den folgenden 10 Minuten breitete

sich der Farbstoff in die benachbarten Zellen aus.
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Abbildung 3:

Abb. 3: Ausbreitung von Carboxyfluorescein in einem endothelialen Monolayer
Die Bilder zeigen die Ausbreitung des Farbstoffes Carboxyfluorescein, der in eine
einzelne Endothelzelle injiziert wurde. Der Farbstoff breitete sich in die benachbarten
Endothelzellen aus. Dargestellt sind jeweils die fluoreszierenden Zellen kurz nach der

Injektion (0) und nach 3, 5 bzw. 10 Minuten.
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Die Ausbreitung des Farbstoffes war proportional zur abgewarteten Zeit, nur gegen
Ende der Beobachtungszeit flachte diese Kurve leicht ab (Abbildung 5). Die Zahl der
fluoreszierenden Zellen 10 Minuten nach Injektion lag in allen Versuchen mit
Carboxyfluorescein bei einem Mittelwert von 52 + 3.1 Zellen. Wurde statt
Carboxyfluorescein ein anderer Farbstoff (Calcein) verwendet, so waren nach 10

Minuten 65 + 2.6 Zellen mit diesem Farbstoff angefarbt.

Um zu prufen, ob der Farbstoff auch direkt Gber die intakte Plasmamembran in die
Endothelzellen aufgenommen wird, wurde Carboxyfluorescein oder Calcein in der
gleichen Konzentration, wie es fur die Injektionen verwendet wurde, direkt in das die
Zellen umgebene Medium gegeben und fur 30 Minuten inkubiert. Nach Austausch
des Mediums nach dieser Inkubationszeit konnten weder bei Carboxyfluorescein

noch bei Calcein fluoreszierende Zellen gefunden werden.

In einem anderen Versuchsansatz wurde gepruft, ob die Weitergabe des Farbstoffes
abhangig ist von der Zellkopplung Uber Gap Junctions. Hierzu wurden die Monolayer
fur 180 Minuten mit einem Peptid der Sequenz SRPTEKTVFTV in einer
Konzentration von 50 umol/L inkubiert. Dieses Peptid lagert sich aufgrund seiner
Aminosaurestruktur komplementar in die zweite extrazellulare Schleife des
Connexins ein und verhindert so die Kopplung neu gebilderter Connexone
benachbarter Endothelzellen [21, 113]. Nach dieser Inkubationszeit wurde die
Kopplung in diesen Zellen untersucht. In der verwendeten Konzentration (ED50)
reduzierte das Peptid die Anzahl der fluoreszierenden Zellen um 37 =2 % (n=12in 8

Monolayern, Abbildung 4).
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Abbildung 4:
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Abb. 4: Hemmung der Kopplung via Gap Junctions

In unbehandelten Kontrollzellen konnten 10 Minuten nach Injektion des Farbstoffes
Carboxyfluorescein in eine einzelne Endothelzelle 21 + 0.7 fluoreszierende Zellen
nachgewiesen werden. Das Peptid SRPTEKTVFTV flihrte zu einer signifikanten
Reduktion dieser Farbstoffausbreitung nach einer Inkubationszeit von 180 Minuten.
Es senkte die Anzahl der fluoreszierenden Zellen signifikant um 38%, p<0.05 vs.

Kontrolle.
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lll.2. EinfluB von NO auf die Farbstoffausbreitung

Um den Einflud des endogen gebildeten NO auf die Zellkopplung zu untersuchen,
wurden Endothelzellen mit dem spezifischen Hemmstoff der NO-Synthase L-NA (30
pgmol/L) fir 30 Minuten inkubiert. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe fand
sich  nach Hemmung der NO-Synthase eine deutliche Zunahme der
Farbstoffausbreitung. Dieser Anstieg der Farbstoffausbreitung war bereits 3 Minuten
nach der Injektion der einzelnen Zelle zu beobachten und blieb wahrend des
gesamten untersuchten Zeitraums bestehen (Abb. 5). Die erneute exogene Zufuhr
von NO zu solchen mit L-NA vorbehandelten Zellen durch die Zugabe des NO-Donor
SNP (1 pmol/L) fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Farbstoffausbreitung
(Abb. 5). Hierbei reduzierte diese verwendete Konzentration von SNP die Anzahl der

fluoreszierenden Zellen unter das Ausgangsniveau der Kontrolle (Abb. 5).

In einer anderen Versuchsgruppe wurde ein anderer NO-Donor, SNAP, in der
Konzentration von 1 ymol/L verwendet. Auch in dieser Serie fihrte die Hemmung der
endogenen NO-Bildung mit L-NA zu einer Zunahme der Farbstoffausbreitung um
14% wie in der mit SNP behandelten Gruppe. Ebenso wie SNP verminderte SNAP
die Zahl der fluoreszierenden Zellen um 40% und somit unter das Niveau, das in den

hierzu untersuchten Kontrollzellen gefunden wurde siehe Abbildung 6.

Um zu prufen, ob dieser NO Effekt auf den Farbstoff Carboxyfluorescein beschrankt
war, wurde die NO-Wirkung auf die Zellkopplung mit einem anderen Farbstoff,
Calcein, gepruft. Auch die Ausbreitung des Farbstoffes Calcein in den

Endothelzellen, die mit L-NA vorbehandelt worden waren, wurde durch SNAP in

37



ahnlicher Weise (von 78.9 + 2.7 auf 57.8 + 3.9 Zellen, p<0.05; n=8 in 4 Monolayern

pro Gruppe) reduziert.

Schliel3lich sollte geklart werden, ob der NO Effekt reversibel ist. Dazu wurde die
Farbstoffausbreitung in mit L-NA vorbehandelten Zellen vor und 15 Minuten nach
dem Auswaschen von SNAP miteinander verglichen. Dabei war die
Farbstoffausbreitung von Carboxyfluorescein vor der Zugabe von SNAP nicht
signifikant unterschiedlich zu der Ausbreitung nach dem Auswaschen von SNAP
(55.5 + 1.0 vergl. 57.8 + 1.6 gefarbte Zellen, p=0.32, n= 8 in 3 Monolayern pro

Gruppe), siehe Abbildung 7.

Da die exogene Zufuhr von NO durch die verwendeten NO-Donoren die Zellkopplung
nachweislich reduzierte, sollte geklart werden, ob die Wiederherstellung der
endogenen NO-Produktion einen ahnlichen Effekt hat. Hierzu wurde nach der
Hemmung der endogenen NO-Synthese durch L-NA das Substrat der NO-Synthase,
L-Arginin, im Uberschuf® (3 mmol/L) hinzugegeben. Diese Zugabe von L-Arginin
verminderte genau wie die exogene Zufuhr von NO die Ausbreitung des Farbstoffes

Carboxyfluorescein signifikant: Kontrolle 24.8 + 1.1, L-NA 31.2 + 0.9, L-NA + L-

Arginin 21.6 + 0.8, n=4 in 6 Monolayern p<0.05.
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Abb. 5: Endogenes und exogenes NO reduziert die endotheliale Zellkopplung

Die Zahl der fluoreszierenden Zellen stieg linear mit der Zeitdauer bis zu einer Zeit
von & Minuten nach Injektion einer einzelnen Endothelzelle. Im Zeitraum zwischen 5
—10 Minuten flachte der Anstieg der Kurve etwas ab. Die Ausbreitung des Farbstoffes
war nach Hemmung der endotheliale NO-Synthase durch L-NA zu allen Zeitpunkten
signifikant gesteigert. Wurde nun NO substituiert (SNP), verminderte sich die
Farbstoffausbreitung wieder. Jede Behandlungsgruppe représentiert die Ergebnisse
von 8 Zellinjektionen in 3 verschiedenen endothelialen Monolayern. Die Ergebnisse

sind als Mittelwerte + SEM angegeben. * p<0.05 vs. Kontrolle. # p<0.05 vs. L-NA.
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Abbildung 6:
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Abb. 6 Auch die Zugabe des NO-Donors SNAP reduzierte die
Farbstoffausbreitung

Die Ausbreitung des Farbstoffes Carboxyfluorescein stieg in den Zellen, die mit L-NA
behandelt worden waren, 10 Minuten nach Injektion im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen signifikant an. Erneute Zugabe von NO, in diesem
Versuch durch den NO Donor SNAP, reduzierte die Farbstoffausbreitung unter das

Ausgangsniveau der Kontrollzellen, *p<0.05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 7:

y
| el —

L-NA SNAP Auswaschen
(15 min)

o
o
1
[

(%))
o
]

Anzahl fluoreszierender Zellen
N
o
L

Abb. 7: Die Wirkung von NO ist reversibel

Die Farbstoffausbreitung in mit L-NA vorbehandelten Zellen wurde vor und 15
Minuten nach dem Auswaschen von SNAP miteinander verglichen. Dabei war die
Farbstoffausbreitung von Carboxyfluorescein vor der Zugabe von SNAP nicht
signifikant unterschiedlich zu der Ausbreitung nach dem Auswaschen von SNAP
(55.5 + 1.0 vergl. 57.8 + 1.6 geférbte Zellen, p=0.32, n= 8 in 3 Monolayern pro

Gruppe).
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ll.2.1. Der NO Effekt ist cGMP- unabhéngig

Um zu untersuchen, ob die von NO induzierte Wirkung durch den sekundaren
Botenstoff cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) vermittelt wird, wurden die mit
L-NA vorbehandelten Zellen zusatzlich mit dem Hemmstoff der I6slichen
Guanylatcyclase ODQ in einer Konzentration von 10 pmol/L fir 30 Minuten inkubiert.
Diese Konzentration hemmt die cGMP Bildung effektiv [41, 48]. Auch in Anwesenheit
von ODQ reduzierte SNAP die Anzahl der fluoreszierenden Zellen in einem

ahnlichem Ausmal} (ohne ODQ 29.6 %, mit ODQ 29.8%, siehe Abbildung 8).

Abbildung 8
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Abb. 8: Die Anwesenheit von ODQ hat keinen EinfluB auf die Wirkung von
SNAP

Der NO-Donor SNAP reduzierte in L-NA vorbehandelten Zellen die Ausbreitung des
Farbstoffes Carboxyfluorescein in den endothelialen Monolayern sowohl in
Abwesenheit (links), als auch in Anwesenheit des Hemmstoffes der I6slichen
Guanylatcyclase (ODQ). Obwohl in den jeweiligen mit L-NA behandelten Zellen das
Ausmald der Zellkopplung unterschiedlich war, blieb das Ausmall der Hemmung

unbeeinflulst ( n=14 in 4 Monolayern in jeder Gruppe, * p<0.05 vs. L-NA).

lll. 2.2. Die Wirkung von NO ist nicht uUber die Bildung von Peroxynitrit

vermittelt

NO kann mit Superoxidanionen reagieren. Hierbei ensteht Peroxynitrit, welches die
Wirkung von NO auf die Permeabilitdt der Gap Junctions vermitteln konnte. Um die
Bildung von Peroxynitrit zu minimieren, wurde der intrazellulare Radikalfanger Tiron
in einer Konzentration von 10 mmol/L 15 Minuten vor der Zugabe von SNAP
appliziert. Obwohl dieser Radikalfanger in ausreichender Konzentration vorhanden
war, fuhrte die Zugabe von NO weiterhin zu einer signifikanten Reduktion der
Farbstoffausbreitung um 33 % (Abb. 9). In gleicher Weise hatte die Zugabe von
Superoxiddismutase (500 U/ml), die extrazellulare Superoxidanionen zu
Wasserstoffperoxid umsetzt, keinen EinfluR auf die durch SNAP hervorgerufene
Reduktion der endothelialen Kopplung. SNAP verminderte die Farbstoffausbreitung

auch bei dieser zusatzlichen Behandlung um 29.8% (Abb. 9).
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Abbildung 9:
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Abb. 9: Radikalfdnger haben keinen EinfluB auf die durch SNAP induzierte
Hemmung der endothelialen Kopplung

Weder die Behandlung mit der Superoxiddismutase (500 U/mL, n=13 in 5
Monolayern) links, noch die Anwesenheit von Tiron (10 mmol/L, n=6 in 3
Monolayern) rechts beeinfluBte die Hemmung der Kopplung via Gap Junctions durch
SNAP. * p<0.05 vs Kontrolle. Alle Versuche wurden in L-NA (30 umol/L) behandelten

Zellen durchgefiihrt.
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lll. 2.3. Hyperpolarisation hat keinen EinfluR auf die Farbstoffausbreitung

Es ist bekannt, dal® NO durch eine direkte Aktivierung von Kalium-Kanalen eine
Hyperpolarisation hervorrufen kann [12]. Weiterhin ist in Endothelzellen gezeigt
worden, dal® eine Hyperpolarisation, die durch Bradykinin hervorgerufen werden
kann, in Endothelzellen die Farbstoffausbreitung, als Parameter der endothelialen
Zellkopplung, reduziert [9]. Deshalb wurde untersucht, ob die Farbstoffausbreitung
durch eine Hyperpolarisation der Endothelzellen beeinflut wird. Dazu wurden Zellen
untersucht, die mit dem K'arp- Kanal Aktivators HOE234 (1 pmol/L) behandelt
wurden, welcher eine signifikante Hyperpolarisation hervorruft [66], die in humanen
Endothelzellen unter identischen Kulturbedingungen 13.5 + 3.6 mV betrug {Keller
nichtveroffentlichte Daten}. Dennoch liel dieselbe Konzentration von HOE234, mit
der die Zellen fur 30 Minuten inkubiert wurden, die Kopplung der Endothelzellen nach
Vorbehandlung mit L-NA unbeeinflu3t. In ausschlief3lich mit L-NA behandelten Zellen
waren 10 Minuten nach Injektion 54.0 £ 2.6 Zellen angefarbt und in zusatzlich mit
HOE234 behandelten Monolayern 55.3 + 1.5 Zellen (n= 11 in 5 Monolayern, p=

0.36).

Ill. 2.4. Brefeldin A

Es wurde diskutiert, dall NO mdglicherweise die SH Gruppen abhangige
Prozessierung der Connexinproteine im Golgi Apparat [65] und / oder den Transport
der Connexine zur Zellmembran beeinflul3t. Deshalb wurden die hemmenden
Einflusse von SNAP auf die endotheliale Kopplung untersucht, nachdem die Zellen

mit Brefeldin A (90 pg/ml, 90 Minuten) vorbehandelt worden waren, welches den
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Golgi Apparat reversibel inaktiviert [69]. Unter diesen Bedingungen reduzierte SNAP
immer noch die Anzahl der fluoreszierenden Zellen von 31.2 + 1.6 auf 23.4 + 2.1
Zellen (n=8 in 4 Monolayern pro Gruppe, p<0.05). Dies weist daraufhin, dal® der NO
Effekt nicht auf einen verminderten Einbau der Connexine in die Membran
zurlickzufiihren ist oder eine Anderung der postiranslationalen Modifikation

hervorruft.

lll. 3. Effekt der Anderung des Phosphorylierungsstatus der Aminosiure

Tyrosin

Da die Leitfahigkeit von Connexin-Kanalen u. a. durch die Phosphorylierung der
Aminosaure Tyrosin beeinflulRt  wird, wurde die Modulation des
Phosphorylierungsstatus durch Inkubation mit Hemmstoffen der Tyrosinkinase bzw. -
phosphatase und dessen Effekt auf die Zellkopplung untersucht. Alle diese Versuche
wurden in Anwesenheit des Hemmstoffes der NO-Synthase L-NA durchgefiihrt. Die
Inkubation der Zellen mit dem Hemmstoff der Tyrosinkinase Genistein in einer
Konzentration von 100 pymol/L fur eine Dauer von 30 Minuten reduzierte die Anzahl
der fluoreszierenden Zellen 10 Minuten nach Injektion signifikant (von 61.1 + 1.5 auf
52.4 + 2.4; n=12 in 7 Monolayern, siehe Abbildung 11). Der hemmende Effekt durch
Genistein lag in einer ahnlichen GrélRenordnung wie derjenige nach exogener Zufuhr
von NO. Die Zugabe des Tyrosinphosphatase Hemmstoffes Orthovanadat (100
pmol/L) konnte die Wirkung von NO vollstandig aufheben, siehe Abbildung 10.
Phenylarsinoxid, ein anderer, chemisch differenter Tyrosinphosphatase-Hemmstoff
(1 pmol/L), verhinderte ebenfalls die durch NO hervorgerufene Wirkung auf die

endotheliale Kopplung (Abb. 10). Beide Substanzen hatten, wenn sie lediglich auf mit
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L-NA behandelten Zellen gegeben wurden, keinen Einflud auf die

Farbstoffausbreitung von Carboxyfluorescein.

Abbildung 10:
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Abb. 10: Hemmstoffe der Tyrosinphosphatase blockieren den Effekt von SNAP
auf die Zellkopllung.

SNAP hat keinen Einflul3 auf die endotheliale Kopplung via Gap Junctions, nachdem
die Zellen entweder mit dem Inhibitor der Tyrosinphosphatase Phenylarsinoxid (PAQ)
oder einem anderen solchen Hemmstoff, Orthovanadat (OV), behandelt wurden. Die
Mittelwerte + S.E.M. (Anzahl fluoreszierender Zellen) der einzelnen

Behandlungsgruppen repréasentieren die Ergebnisse von mindestens 8 Injektionen in
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3 endothelialen Monolayern. Die Anzahl der fluoreszierenden Zellen in den
Monolayern, die nur mit L-NA (Kontrolle) behandelt wurden, war von den Zellen, die

weitere Behandlungen erhielten, nicht signifikant verschieden.

Abbildung 11:

b S
5 T
2 60 -
N
o)
©
C
o
9 50 -
N
[72]
o
@)
=)
= 40 -
(]
c |
< /
1 | E—
Kontrolle Genistein

Abb.11 Der Tyrosinkinase Hemmstoff Genistein reduzierte die endotheliale
Kopplung.

Genistein (100 umol/L, 30 Minuten) reduzierte die endotheliale Kopplung in einem
dhnlichen Ausmall wie NO (1 umol/L SNAP, 15 Minuten) in L-NA vorbehandelten

Zellen (30umol/L, 30 Minuten) (17.4%).
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Il. 4. EinfluB von Prostacyclin auf die Farbstoffausbreitung

Das Endothel bildet neben NO weitere Autakoide, u. a. Prostaglandine. Nach
Umwandlung der Arachidonsaure in die Intermediarprodukte Prostaglandin G2 bzw.
Prostaglandin H2 durch die Cyclooxygenase werden Uber verschiedene Enzyme
unterschiedliche vasoaktive Prostaglandine gebildet [81]. In dieser Arbeit wurde
untersucht, inwieweit die Kopplung der Endothelzellen durch Prostacyclin beeinfluf3t
wird. Prostacyclin ist ein Prostaglandin, welches eine Vasodilatation hervorruft.
Hierzu wurden die Zellen mit dem Hemmstoff der Cyclooxygenase Indometacin in
einer Konzentration von 30 pmol/L fur eine Dauer von 30 Minuten vorinkubiert, um
die endogene Prostaglandinbildung zu blockieren. Die Farbstoffausbreitung in diesen
Zellen wurde mit der Ausbreitung des Farbstoffes Carboxyfluorescein in Zellen
verglichen, die fur 15 Minuten mit dem Prostacyclin Analogon lloprost (1umol/L)
inkubiert wurden. Die Abbildung 12 zeigt, dal} die Inkubation mit Prostacyclin zu
einem signifikanten Anstieg der Anzahl der fluoreszierenden Zellen fuhrte (19.4%,

von 32.0 + 1.9 auf 38.2 + 0.8, n=5, p<0.05).
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lll. 5. Effekt der Aktivierung der Adenylatcyclase

Da viele Wirkungen von Prostacyclin Uber die Bildung des cyclischen
Adenosinmonophophates (cCAMP) vermittelt werden, wurde gepruft, ob dieser
fordernde Effekt auf die Zellkopplung auch tGber cAMP vermittelt wird. Hierzu wurden
die Zellen wiederum mit Indometacin vorbehandelt. Um den sekundaren Botenstoff
intrazellular zu erhéhen, wurden die Zellen mit dem Aktivator der Adenylatcyclase
Forskolin in einer Konzentration von 30 pmol/L fir 15 Minuten inkubiert. Im Vergleich
zu nur mit Indometacin behandelten Zellen war die Farbstoffausbreitung in mit
Forskolin inkubierten Zellen signifikant erhoht (Abb. 12). Das Ausmal} der Steigerung
der Zellkopplung (20.5%) war vergleichbar mit derjenigen, die auch durch lloprost

erreicht wurde (19.4%).
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Abbildung 12:
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Abb. 12: Prostacyclin verbessert die endotheliale Kopplung.

Sowohl die Zugabe des Prostacyclin Analogon lloprost (1 umol/L, n=5, in 8
Monolayern) als auch die Applikation von Forskolin (30 umol/L, n=10 in 18
Monolayern) erhéhte signifikant die Anzahl der fluoreszierenden Zellen nach Injektion
in eine einzele Zelle und 10-minditiger Wartezeit im Vergleich zu den mitgefiihrten

Kontrollen. *p<0.05 vs. Indo.

51



lll. 6. NO und Prostacyclin heben ihre Wirkung gegenseitig auf:

Die vorher dargestellten Befunde zeigten die gegensatzlichen Wirkung der beiden
endothelialen Autakoide, NO und Prostacyclin, auf die Zellkopplung in vitro auf. In
vivo werden aber beide Mediatoren simultan sowohl kontinuierlich, als auch auf
exogene Stimuli freigesetzt. Daher wurde im folgenden untersucht, wie diese beiden

Substanzen, wenn sie von exogen appliziert werden, interagieren.

Hierzu wurden die Zellen sowohl mit L-NA als auch mit Indometacin vorbehandelt,
um die endogene Autakoidbildung zu hemmen. Die Inkubation mit lloprost fuhrte wie
in den vorher dargestellten Befunden wiederum zu einer signifikanten Steigerung der
endothelialen Zellkopplung (von 52.3 + 1.5 auf 61.5 £ 1.7, n=7, p<0.05). Wurde nun
aber zusatzlich zu lloprost auch der NO-Donor SNAP zugegeben, so war die
Zellkopplung im Vergleich zur Kontrolle nicht verandert (Abb. 13). Andererseits hatte

SNAP in Anwesenheit von lloprost auch keine hemmende Wirkung mehr.
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Abbildung 13:
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Abb.13: NO und Prostacyclin beeinflussen die Kopplung gegensitzlich.

Der Anstieg der Farbstoffausbreitung durch lloprost, im Vergleich zu der Ausbreitung
in den mit L-NA und Indometacin vorbehandelten Zellen, konnte bei gleichzeitiger
Applikation von SNAP nicht mehr nachgewiesen werden. Jeweils n=7 pro Gruppe in

insgesamt 28 Monolayern.
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IV. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die potentiellen Einflisse endothelialer Autakoide auf die
Kopplung von kultivierten Endothelzellen des humanen Nabelschnurvenenendothels
untersucht. Als Mal} flr die Kopplung Uber Gap Junctions bzw. deren Permeabilitat
wurde die Ausbreitung von Fluoreszenzfarbstoffen mittels konfokaler Mikroskopie
nachgewiesen und nach Injektion in eine einzelne Zelle erfal3t. Die hier untersuchten
kultivierten Endothelzellen zeigten eine funktionelle Kopplung Gber Gap Junctions, da
sich der membranimpermeable Farbstoff in die benachbarten Zellen ausbreitete. Die
Permeabilitdt der Gap Junctions wurde durch die beiden endothelialen Autakoide,
NO und Prostacyclin, moduliert, wobei NO die Kopplung reduzierte, wahrend
Prostacyclin im Gegensatz dazu die Kopplung steigerte. Meines Wissens ist dies die
erste Studie, die den Einflul} der beiden vom Endothel gebildeten Autakoide NO und
Prostacyclin auf die Regulation der Permeabilitat der Gap Junctions in humanen

Endothelzellen untersucht.

Der in dieser Untersuchung dargestellte Farbstofftransfer von einer Zelle zu den
benachbarten Zellen ist ausschlieBlich auf Zellkopplung Uber Gap Junctions
zuruckzufuhren. Wurde namlich Carboxyfluorescein oder Calcein in derselben
Konzentration, die bei den Mikroinjektionen verwendet wurde, in den Uberstand
gegeben und fur 30 Minuten inkubiert, so konnte nach dem Auswaschen der
Farbstoffe aus dem Zellmedium keine Fluoreszenz in den Zellen nachgewiesen
werden. Diese Versuche belegen, dal® die beiden verwendeten anionischen
Farbstoffe weder passiv noch aktiv von den Zellen aufgenommen werden. Das
stimmt mit Befunden an anderen Zellen Uberein [23], [59], [68]. Somit &Rt sich

ausschlie®en, dald der in die einzelne Zelle injizierte Farbstoff von dieser in das
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umgebene Medium abgegeben wurde oder diese passiv verlassen hatte, um dann
von den benachbarten Zellen aufgenommen zu werden. Der Farbstoff, der nach
Injektion in den benachbarten Zellen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3), muf}

also Uber direkte Zellverbindungen von einer Zelle in die nachste gelangt sein.

Um weitere Evidenz dafur zu erhalten, da® die Farbstoffausbreitung Uber Gap
Junctions erfolgte, wurden die Zellen mit einem Peptid inkubiert, welches das
Aneinanderdocken der Connexone gegenuberliegender Zellen verhindert. Dieses
Peptid lagert sich aufgrund seiner komplementaren Aminosaurestruktur an eine der
extrazellularen Schleifen des Connexons an [21, 113]. Tatsachlich fuhrte dieses
Peptid zu einer deutlichen Reduktion der Farbstoffausbreitung innerhalb der
endothelialen Monolayer, was zusatzlich zeigt, dal® Endothelzellen Uber Gap
Junctions miteinander gekoppelt sind. Auch von anderen Arbeitsgruppen wurde
schon gezeigt, dald die Ausbreitung solcher Farbstoffe (Carboxyfluorescein und
Calcein) innerhalb eines Zellverbandes nur mdoglich ist, wenn die Zellen (z. B.
Hepatozyten) Uber Gap Junctions miteinander gekoppelt sind [23, 59, 68, 71]. In
Anwesenheit dieses Peptids konnte in den vorliegenden Untersuchungen zwar nur
eine Reduktion um 38% erreicht werden, doch die eingesetzte Konzentration war
auch nur im Bereich der halbmaximalen effektiven Konzentration, wie sie in
Herzmuskelzellen von Hihnern bestimmt wurde [113]. Weitere Versuche mit hoheren
Konzentrationen konnten nicht durchgefihrt werden, da das verwendete Peptid nur

in sehr geringen Mengen verfugbar war und Uber eine schlechte Loslichkeit verfugt.

Die Ausbreitung von Farbstoffen tber Gap Junctions ist kein Phanomen, welches nur
in vitro in der Zellkultur zu finden ist. Auch in isolierten Gefallen wird eine Kopplung

der Endothelzellen gefunden [71]. Ebenso wie in den Monolayern breitet sich der
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Farbstoff Lucifer Yellow, auch entlang von Arteriolen in vivo in der
Endothelzellschicht aus, wenn er in eine einzelne Endothelzelle injiziert wurde [100,
102]. Allerdings ist in diesen Studien keine Quantifizierung der Farbstoffausbreitung
vorgenommen worden. Somit ist zur Zeit auch kein Vergleich der Permeabilitat der
Gap Junctions bei der Farbstoffausbreitung in vivo mit den hier vorgestellten in vitro

Befunden moglich.

Da die Endothelzellen miteinander gekoppelt sind und diese Kopplung, wie hier
gezeigt, Farbstoffen mit einer Molekulargroe von 373 bzw. 622 Dalton einen
Ubertritt von einer Zelle in eine benachbarte Zelle erlaubt, stellt sich die Frage, ob
und inwieweit die Permeabilitat der Gap Junctions fur solche Farbstoffe und damit
auch potentielle zellulare Botenstoffen reguliert wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dal® der vom Endothel selbst gebildete Mediator NO die Kopplung reduziert.
Dies lie3 sich sowohl fur die basale kontinuierliche endogene NO-Bildung
nachweisen, da die Blockade der NO-Synthase eine Steigerung der Kopplung zur
Folge hatte, als auch fur die exogene Zugabe von NO zeigen, wozu zwei
verschiedene NO-Donoren verwendet wurden, deren Anwendung zu gleichen

Ergebnissen fuhrte (Abb. 5 und Abb. 6).

Eine modulatorische Wirkung von NO auf die Kopplung von Gap Junctions ist auch in
Astrozyten [11] und in den Hybridzellen der Netzhaut [76] beschrieben worden. In
den Zellkulturen der Astrozyten, die aus Ratten gewonnen wurden, wurde die NO-
Synthase durch Inkubation mit LPS induziert und die veranderte Permeabilitat mit
Hilfe der Scrape Loading Technik untersucht, bei der als Marker wiederum der

Farbstoff Lucifer Yellow verwendet wurde. Die Reduktion der Permeabilitat war in
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diesen Versuchen dosisabhangig und betrug bei einer Dosis von 0.05 ug/mL LPS bis

zu 63.3 % nach einer Inkubationszeit von 18 Stunden.

Eine Reihe der Wirkungen des NO, wie die induzierte Vasodilatation und
Plattchenaggregation, sind durch den sekundaren Botenstoff cGMP vermittelt, der
von NO als Folge einer Aktivierung der I6slichen Guanylatcyclase vermehrt gebildet
wird. In Horizontalzellen der Netzhaut war die durch NO hervorgerufene Hemmung
der Zellkopplung durch die Bildung des sekundaren Botenstoffes cGMP vermittelt.
Tatsachlich wurde berichtet, dal} die Connexinproteine, aus denen Connexone, die
die Gap Junctions bilden, aufgebaut sind, durch einen Proteinkinase G abhangigen
Mechanismus phosphoryliert werden kdnnen und eine verminderte Leitfahigkeit der
Gap Junctions zur Folge hatte [63]. Somit kdnnte der modulatorische Effekt des NO
in diesen Zellen durch die Aktivierung der Guanylatcyclase, die Bildung von cGMP
und die durch diesen sekundaren Botenstoff aktivierte Proteinkinase G vermittelt
worden sein. In der vorliegenden Arbeit in Endothelzellen war die Reduktion der
Permeabilitdt der Gap Junctions durch NO allerdings nicht Uber cGMP vermittelt,
denn der Hemmstoff der |6slichen Guanylatcyclase ODQ, der die Bildung von cGMP
verhindert [41, 48], schwachte den von NO hervorgerufenen Effekt nicht ab. Der
oben dargestellte Signaltransduktionsweg ist auch deswegen unwahrscheinlich, weil
die cGMP abhangige Proteinkinase G in frisch isolierten und Kkultivierten
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen nicht nachgewiesen werden konnte [30].
Daher wurde in weiteren Versuchen der Frage nachgegangen, Uber welche anderen

Mediatoren dieser NO Effekt potentiell vermittelt sein kdnnte.

Neben dem cGMP-Signaltransduktionsweg, kdonnten die im folgenden erlauterten

anderen Mediatoren an den hier beschriebenen Wirkungen des NO beteiligt sein. So
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reagiert das Radikal NO mit Superoxidanionen mit einer sehr hohen
Reaktionsgeschwindigkeit, die lediglich diffusionslimitiert ist [3, 47]. Flr das Produkt
dieser Reaktion, das Peroxynitrit, sind verschiedene Mediatorwirkungen beschrieben
worden [3, 47]. Es kdonnte daher den gefundenen Effekt von NO auf die Zellkopplung
ausgelost haben. Um dies zu prifen, wurden in der vorliegenden Untersuchung die
Radikalfanger Superoxiddismutase und Tiron den Zellen zugegeben, um die Bildung
von Superoxidionen zu minimieren bzw. deren Menge deutlich herabzusetzen. Dies
beeinflulte die durch NO gezeigte Wirkung aber nicht, denn die Zellkopplung wurde
durch NO in dem gleichen Ausmal} vermindert, wie in den vorherigen
Untersuchungen. In einem anderen Zelltyp, namlich Astrozyten, war jedoch
Peroxynitrit, das Reaktionsprodukt von NO und Superoxidanionen, sehr wohl als
Vermittler der von NO in diesen Zellen reduzierten Zellkopplung identifiziert worden
[11]. Somit scheinen in unterschiedlichen Zellen trotz ahnlicher Wirkung des NO auf
die Zellkopplung verschiedene Mediatoren beteiligt zu sein. Dies kdonnte bedingt sein
durch eine unterschiedliche Expression von Connexinen in den verschiedenen
Zelltypen. So bestehen die Gap Junctions in Astrozyten hauptsachlich aus dem
Connexind43, wahrend in Endothelzellen neben diesem Connexin auch das

Connexin40 und das Connexin37 gefunden werden.

Die von diesen verschiedenen Connexinen gebildeten Kanale weisen durchaus
unterschiedliche Permeabilitdten auf und sind fur so verschiedene Molekule, wie
cAMP, Ca®*, cGMP und IPs, unterschiedlich durchgéngig [7]. Daraus ergibt sich, dal
bestimmte Zellgruppen selektiv Uber die Permeabilitat der Gap Junctions dieser
sekundaren Botenstoffe oder Metabolite regulieren kdnnten [17, 106]. Dieses eroffnet
die Moglichkeit fur den Zellverband spezifisch bestimmte sekundare Botenstoffe

auszutauschen und andere von diesen Vorgangen auszuschlieBen. Ein noch
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komplizierteres Modell ergibt sich aufgrund der Tatsache, dall nicht nur
homomer/homotypische Gap Junctions entstehen konnen, sondern auch
heteromer/heterotypische Kanale mdoglich sind. Ob diese verschiedenen Kanale
differenziert reguliert werden, ist zur Zeit nicht absehbar, birgt aber ein ganz

erhebliches Potential fur die Zelle, spezifisch bestimmte Prozesse zu steuern.

Da NO in hohen Konzentrationen calciumabhangige Kaliumkanale direkt aktivieren
kann [12], wurde uUberpruft, ob die Modulation der Zellkopplung durch eine
Hyperpolarisation induziert wird. NO fuhrte in der verwendeten Konzentration in den
verwendeten HUVECs ebenso zu einer Hyperpolarisation {Keller nicht publiziert}.
Obwohl die Connexine, die im Endothel exprimiert werden (Cx43, Cx40 und Cx37)
[67, 110], prinzipiell spannungssensitiv sind [2], flhrte eine Hyperpolarisation der
Endothelzellen durch die Aktivierung von ATP-abhdngigen K' Kanalen (nach
Zugabe von HOE234) nicht zu einer Hemmung der endothelialen Kopplung. Somit ist
die Modulation der Gap Junctions, wahrscheinlich nicht durch die begleitende NO-

induzierte Hyperpolarisation bedingt.

Zusammenfassend sind als Mediatoren der NO-Wirkung die bekannten
Signaltransduktionswege des NO, also ein Anstieg des sekundaren Botenstoffs
cGMP, die Bildung von Peroxynitrit sowie die Induktion einer Hyperpolarisation
ausgeschlossen worden. Daher ist die hier beschriebene Wirkung auf die
Permeabilitatsanderung der Gap Junctions mdglicherweise ein direkter Effekt von
NO an den beteiligten Connexinen. Andererseits konnte seine Wirkung auch Uber
einen noch nicht charakterisierten Transduktionsweg vermittelt sein. Wie spater noch
eingehend dargestellt wird, sind hierbei anscheinend Phosphorylierungsvorgange

vermittelnd beteiligt.
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Wie in der Einleitung bereits dargelegt wurde, sind prinzipiell zwei verschiedene
Regulationsmechanismen der Permeabilitdt der interzellularen Kanale denkbar.
Einerseits kann in relativ kurzen Zeitrdumen die Offnung und SchlieBung der Gap
Junctions beeinfluRt werden, andererseits konnte der Einbau von Connexonen in die
Plasmamembran moduliert werden und damit die Anzahl der vorhandenen Gap
Junctions manipuliert werden. Diese Mdglichkeit der Regulation der Permeabilitat ist
bedingt durch die kurze Halbwertszeit von maximal 5 Stunden der sich in der
Membran befindlichen Connexinproteine [33, 64, 65]. Connexine unterliegen daher
einem standigem Ein- und Ausbauzyklus. Um zu untersuchen, ob ein Anteil der
Wirkung des NO durch einen verminderten Einbau neuer Connexine hervorgerufen
ist, wurde Brefeldin A verwendet. Diese Substanz inaktiviert den Golgi Apparat
reversibel und verhindert damit den Transport von neu gebildeteten und
prozessierten Connexinen aus dem Golgi Apparat und die Integration dieser Proteine
in die Plasmamembran [69]. Dieses Vorgehen der Inaktivierung des Golgi Apparates
ist effektiv, da Connexine zu den wenigen transmembranaren Proteinen gehoren, die
erst nach Verlassen des Endoplasmatischen Retikulums ihre Quartarstruktur
annehmen [84] und somit auch erst nach Verlassen des Golgi Apparats ihre
endgultige Funktionalitat erreichen. Auch unter diesen Bedingungen, nach Inkubation
der Zellen mit Brefeldin A fur 90 Minuten, konnte NO die Kopplung der
Endothelzellen durch Gap Junctions signifikant reduzieren. In einigen Vorversuchen
(Daten nicht gezeigt) hatte auch die Inkubation von unbehandelten Zellen mit
Brefeldin A keinen signifikanten Einflu auf die Kopplung der Endothelzellen.
Ahnliche Befunde wurden auch in einer Zellinie (COS 7), die die Connexine 26 und
43 exprimiert unter ahnlichen Inkubationsbedingungen von anderen Untersuchern
erhoben [42]. Dies lal3t den Schluf® zu, da® NO die Zellkopplung nicht durch eine

Reduktion des Neueinbaus der Connexinproteine in die Zellmembran vermindert.
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Weiterhin sind die erhobenen Befunde ein Hinweis darauf, daf} eine akute Hemmung
des Neueinbaus von Gap Junctions in die Membran innerhalb dieses Zeitfensters die
Ausbreitung des Farbstoffes nicht erkennbar beeinflut. Es ist moglich, dal zwar die
Zahl der Gap Junctions in der Membran tatsachlich reduziert wurde, dies aber durch
eine gesteigerte Permeabilitdt der in der Membran verbleibenden Gap Junctions
kompensiert wurde. Ob ein derartiger Mechanismus tasachlich eine Rolle spielte,

kann auf Grund der vorliegenden Untersuchungen nicht beurteilt werden.

Ein Mechanismus, der eine kurzfristige Regulation der Permeabilitat bestehender
Gap Junctions bewerkstelligen kann, ist die Phosphorylierung der Connexinproteine,
aus denen die Gap Junctions bestehen. Die verschiedenen Connexine besitzen
Tyrosin- und Serinreste, die einer Phosphorylierung zuganglich sind. Die meisten
Daten zu dieser Hypothese liegen zum relativ gut untersuchten und untersuchbaren
Connexin43 vor, welches mindestens eine Tyrosinphosphorylierungsstelle hat [72]. In
Fibroblasten fuhrten Hemmstoffe von Tyrosinphosphatasen, zu einer gesteigerten
Tyrosinphosphorylierung dieses Connexins [80]. Dies zeigt, dald zumindest in
Fibroblasten, diese dephosphorylierenden Enzyme eine konstitutive Aktivitat
besitzen. In einer Reihe von Untersuchungen in verschiedenen Zellen ist gezeigt
worden, dal die elektrische Leitfahigkeit von Gap Junctions und ihre Permeabilitat
fur Farbstoffe durch den Phosphorylierungsstatus der Connexinproteine moduliert
wird. So wurde in Endothelzellen nach Phosphorylierung des Connexind43 eine
Entkopplung, im Sinne eines verminderten Farbstoffubertritts, aufgezeigt [118].
Solch eine Phosphorylierung des Connexin43 konnte z.B. durch den aus Plattchen
stammenden Wachstumsfaktor (PDGF) induziert werden. Hierbei war jedoch nicht
die vorher erwahnte Tyrosinphosphatase, sondern eine Tyrosinkinase beteiligt.

Allerdings wurde in dieser Untersuchung ebenfalls aufgezeigt, dal} bei der
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gefundenen Entkopplung dieser Zellen die durch die Tyrosinkinase phosphorylierten
Connexine aus der Membran ausgebaut und abgebaut werden [51]. Deshalb ist es
unwahrscheinlich, daR diese Entkopplung auf eine Anderung der
Offnungswahrscheinlichkeit bestehender Gap Junctions zuriickzufiihren ist. Bei
dieser Degradation war zusatzlich zu der Wirkung einer Tyrosinkinase auch die
Aktivierung der Proteinkinase C und der mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-
Kinase) notwendig [50], es handelt sich also um eine ganze Kette von nacheinander
ablaufenden Phosphorylierungsvorgangen. In rekonstituierten Liposomen, die Gap
Junctions enthielten, die aus dem Connexin43 aufgebaut waren, wurde in Analogie
zu den oben geschilderten Befunden eine inverse Beziehung zwischen dem
Farbstofftransfer und dem Phosphorylierungsstatus des Connexins gefunden. Die
Behandlung mit Phosphatasen (also die Dephosphorylierung von Proteinen) fihrte
zur vermehrten, die Aktivierung von MAP-Kinasen (also die Phosphorylierung von
Proteinen) zu einer verminderten Kommunikation [57]. Dagegen konnte in
Embryonalzellen des Hamsters kein Zusammenhang zwischen dem
Phosphorylierungsstatus des Connexin43 und der Kopplung festgestellt werden [24].
Neben den Tyrosin sind auch Serinreste des Connexin43 ein potentielles Ziel von
Kinasen. Die mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinase) phosphorylieren
Connexind3 an drei unterschiedlichen Serinresten. Die Phosphorylierung zweier
dieser Serinreste fuhrte zur Reduktion der Kommunikation [112]. Zusammenfassend
zeigt dieser Uberblick, da die Phosphorylierung des Connexin43 an Tyrosin- oder
Serinresten in verschiedenen untersuchten Systemen die Kopplung von Zellen Uber
Gap Junctions vermindert. Ein Mechanismus hierbei ist die Degradation der
interzellularen Kanale. Untersuchungen zu anderen Connexinen, die auch in

Endothelzellen exprimiert werden, liegen nicht in dieser Ausfuhrlichkeit vor. Fur das
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Connexin37 wurde allerdings gezeigt, dall es hauptsachlich an Serinresten

phosphoryliert wird [108].

In der vorgelegten Arbeit fuhrte die Inkubation mit zwei unterschiedliche Substanzen,
welche Tyrosinphosphatasen hemmen (Phenylarsinoxid und Orthovanadat), zu einer
vollstandigen Aufhebung der durch NO hervorgerufenen Hemmung der Permeabilitat
endothelialer Gap Junctions. Nach Hemmung der Tyrosinphosphatasen breitete sich
der Farbstoff in Zellen, die mit NO stimuliert wurden, in dem gleichen Malie aus wie
in Zellen, denen kein NO-Donor zugesetzt wurde. Dies legt nahe, dal} fur die
hemmende Wirkung des NO die Aktivierung einer Tyrosinphosphatase notwendig ist.
Die Tyrosinphosphatase dephosphoryliert moglicherweise ein Connexin, was eine
gesteigerte Permeabilitat der Gap Junctions zur Folge hatte (siehe Abbildung 14,
Schema 1). Eine Dephosphorylierung verbunden mit einer verminderten
Permeabilitat steht zwar im Widerspruch zu den im vorhergehenden Absatz
geschilderten Befunden, allerdings mull betont werden, dall diese Daten fast
ausschlieRlich am Connexin43 erhoben wurden. Es wurde jedoch auch gezeigt, dal®
eine verminderte Phosphorylierung der Connexine eine Hemmung der Kopplung
bewirken kann [82], da Connexine ohne diese Phosphorylierung zwar in die
Membran eingebaut werden, aber keine funtionellen Gap Junctions bilden und so

kein Transfer von Substanzen méglich ist.

Alternativ zu erwagen ist, dal} ein im Signaltransduktionsweg eingeschaltetes Protein
dephosphoryliert wurde, das dann seinerseits einen Effekt auf Connexine bzw. die
Gap Junctions ausubt. Dieses in der Signaltransduktionskette liegende Protein bzw.
Enzym konnte beispielsweise die MAP-Kinase sein, die durch Phosphorylierung von

Tyrosinresten aktiviert [95] bzw. umgekehrt durch die Dephosphorylierung gehemmt
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wird. Somit ergibt sich die Mdglichkeit, dal’ die verminderte Aktivitat der MAP-Kinase,
induziert durch die NO-vermittelte Anschaltung der Tyrosinphosphatasen, zu einer
reduzierten Phosphorylierung der Connexine fihrt, was dann die reduzierte
Permeabilitat hervorruft (siehe Abbildung 14, Schema 2). Die Antwort auf die Frage,
ob in den untersuchten Endothelzellen nach Zugabe von NO eine veranderte
Tyrosinphosphorylierung vorliegt, kann dazu beitragen, zu entscheiden, ob
Tyrosinphosphatasen direkt oder indirekt an den Connexinen ihren Effekt nach
Stimulation mit NO ausuben. In dieser Arbeit wurde dieser Frage jedoch nicht durch
den direkten Nachweis des Phosphorylierungsstatus der Connexine nachgegangen,
sondern indem die Wirkung weiterer Substanzen, die den Phosphorylierungsstatus
der Tyrosinreste verandern und gleichzeitig die Permeabilitat der Gap Junctions in

diesem Modell beeinflussen.

Die Tyrosinphosphatase-Inhibitoren hatten keinen EinfluR auf die Permeabilitat der
Gap Junctions in Zellen, die kein endogenes NO mehr bildeten (L-NA behandelt).
Dies wurde mit der Ansicht Ubereinstimmen, dal} die beteiligte Phosphatase in
Abwesenheit von NO nicht aktiv ist oder nur eine so geringflugige Aktivitat in Bezug
auf die Permeabilitdt der Gap Junctions hat, da® die Wirkung der Hemmestoffe zu
klein ist, um in der beobachteten kurzen Zeitspanne von 10 Minuten als Modulation
des Farbstoffsubertritts in diesem Assay detektiert zu werden. Unter Bedingungen
mit gesteigerter Aktivitdt der Tyrosinphosphatasen, wie sie durch NO hervorgerufen
wurden, hatten die Hemmstoffe einen deutlichen Effekt. Das NO
Tyrosinphosphatasen tatsachlich aktivieren kann, ist auch in humanen
Endothelzellen aus Nabelschniren [49] und auch anderen Zellen gezeigt worden

[27].
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Die Hypothese, dal® der Tyrosinphosphorylierungsstatus eine entscheidende Rolle
bei der Modulation der Zellkopplung tUber Gap Junctions hat, konnte weiterhin durch
den Effekt der Behandlung mit einem Hemmstoff der Tyrosinkinase belegt werden.
Genistein, welches Tyrosinkinasen in Endothelzellen in der verwendeten
Konzentration effektiv blockiert [1], fUhrte zu einer Reduktion der Kopplung in den
untersuchten endothelialen Monolayern. Unter der Voraussetzung, dal} bestimmte
Tyrosinkinasen konstitutiv aktiv sind, sollte deren Hemmung zu einer verminderten
Tyrosinphosphorylierung der jeweiligen Zielproteine flihren. Solch eine verminderte
Tyrosinphosphorylierung ist ebenso unter den vorher geschilderten Bedingungen,
namlich der Aktivierung der Tyrosinphosphatasen durch NO, zu erwarten. Die
Tatsache, daf® sowohl die Hemmung der Tyrosinkinasen als auch die Aktivierung der
Tyrosinphosphatasen (induziert durch die exogene Zufuhr von NO) eine
reduzierende Wirkung auf die Zellkopplung hatte, macht deutlich, daf} durch beide
experimentelle Manipulationen ein fur die Zellkopplung wesentliches Protein reguliert
wird. Liegt dieses Protein oder Enzym vermehrt in dephosphoryliertem Zustand vor,
so wird die Zellkopplung reduziert. Ob dieses Protein ein Connexin (direkte
Regulation, Abbildung 14 Schema 1) oder ein anderes Enzym ist, welches
seinerseits nun wiederum Connexine beeinflult (indirekte Regulation, Abbildung 14
Schema 2), ladt sich durch die vorliegenden Daten nicht endgultig entscheiden. In
der schon diskutierten Literatur ist hinsichtlich dieses Aspektes vor allem das
Connexind43 untersucht worden. Die an diesem Connexin erhobenen Befunde

wurden eher fur eine indirekte Regulation sprechen.

Auch andere Kinasen beeinflussen die Farbstoffausbreitung, also die Permeabilitat,
und die elektrische Kopplung, also die Leitfahigkeit der Gap Junctions, durchaus

differentiell [61], wobei ein verminderter Farbstofftransfer mit einer verminderten
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Leitfahigkeit der Gap Junctions einhergeht. Dies kdnnte bedingt sein durch eine
unterschiedliche Wirkung auf verschiedene homomere/homotypische Gap Junctions,
d.h. Kanale, die jeweils aus verschiedenen Connexinen aufgebaut sind. Weiterhin
muf berucksichtigt werden, dal} diese Regulationsvorgange noch komplexerer Natur
sein kdnnen: Werden namlich heteromere Kanale gebildet, die differenziert reguliert
werden, so entsteht einerseits ein adulerst effektives, sehr spezifisches
Regulationssystem, andererseits ein noch wesentlich komplizierteres Bild.
Zusammenfassend zeigen die vorgestellten Befunde aber, dafy
Tyrosinphosphorylierung einen wesentlichen Einflu auf die Zellkopplung hat. Hierbei
ist die Reduktion der Farbstoffausbreitung durch NO vermittelt Uber die Aktivierung
einer Tyrosinphosphatase. Die Abbildung 14 stellt die beiden, sich aus den in dieser
Arbeit vorgelegten Befunden ergebenden Signalwege, Uber die die Zellkopplung

moduliert werden kann, nochmals gegenuber.
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Abbildung 14:
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Abb. 14: Die Permeabilitit von Gap Junctions wird reguliert durch den
Phosphorylierungstatus von Tyrosinresten.

Anderungen des Tyrosinphosphorylierungsstatus modulieren die Zellkopplung. Die
hierbei beteiligten Tyrosinkinasen und -phosphatasen wirken entweder direkt auf die
Connexinproteine und verdndern die Permeabilitdt der von ihnen gebildeten Gap
Junctions (Schema 1). Alternativ wére eine indirekte Regulation, vermittelt liber ein
Protein, welches an einem seiner Tyrosinreste phosphoryliert oder dephosphoryliert
wird, zu erwégen. Dieses Protein wirde hierdurch in seiner Aktivitdt moduliert und
hétte dann seinerseits eine Wirkung auf die Connexinproteine (Schema 2). Die
Wirkung von NO ist in beiden denkbaren Schemata vermittelt durch die Aktivierung

einer Tyrosinphosphatase.

Endothelzellen sind die Hauptproduktionsstatte von NO und produzieren
kontinuierlich einen basalen Spiegel dieses Autakoids. Fur eine basale Produktion
spricht, dal} die Farbstoffausbreitung nach Hemmung der endothelialen NO-
Synthase durch L-NA signifikant zunahm. Auch in Arteriolen in vivo gibt es eine
basale NO-Produktion, welche daher ohne besondere Stimulation die interzellulare
Diffusion von Signalmolekulen durch endotheliale Gap Junctions regulieren kann.
Falls NO auch auf die elektrische Kopplung eine ahnliche Wirkung hat als auf die
Farbstoffausbreitung, konnte es auch mechanische Langenkonstanten bei der
elektrotonischen Signalausbreitung im Endothel beeinflussen. Wird lokal eine
Arteriole mit einer Substanz, die das Membranpotential der arteriolaren
Endothelzellen andert, stimuliert, tritt auch eine Potentialanderung an relativ weit
entfernten Stellen dieses GefalRes auf [102]. Diese Potentialanderung hat eine
Durchmesseranderung zur Folge [114]. Werden die Langskonstanten aufgrund einer

verbesserten Kopplung nach Einschrankung der endothelialen NO-Bildung
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vergroBert, erscheint es denkbar, dall sich solche lokal entstandenen
Potentialanderungen in grélRere Entfernungen ausbreiten und so die Rolle der
Zellkopplung bei der Regulation des Gefaldtonus unter diesen Bedingungen
akzentuiert wird. Ob tatsachlich eine gesteigerte elektrische Zellkopplung bei
verminderter NO-Bildung in den GefalRen eine Rolle spielt, mu® mit anderen
Methoden erst noch geklart werden. Eine reduzierte Permeabilitdt fur Molekile
(Carboxyfluorescein und Calcein) mufly nicht unbedingt mit einer reduzierten
elektrischen Kopplung einhergehen [62]. Inwieweit die Permeabilitdt dieser
interzellularen Kanale und damit der Transfer von sekundaren Botenstoffen eine
Bedeutung bei der Regulation des Gefaldtonus in vivo hat, ist zur Zeit auch noch
unklar. Die Weitergabe von Nukleotiden, Inositoltrisphosphat und Ca2+ Uber Gap
Junctions und die Regulation ware jedoch durchaus moglich, da die Grole der
cyclischen Nukleotide der MolekulgrolRe der verwendeten Farbstoffe entspricht.
Weiterhin zeigen nicht alle Zellen das gleiche Enzymverteilungsmuster, so dal} z.B.
die Weitergabe von cyclischem Guanosinmonophosphat innerhalb eines
Zellverbandes fur eine koordinierte GefalRantwort auf einen cGMP-erhohenden

Vasodilatator notwendig sein kdnnte.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal} neben der Wirkung des endothelialen
NO auch Prostaglandine eine modulatorische Wirkung auf die Permeabilitat haben.
Das wichtigste vom Endothel gebildete Prostaglandin, das Prostazyklin (PGly), fihrte
nach exogener Zugabe zu einer Steigerung der Farbstoffausbreitung in den
Endothelzellen. Da PGil; eine Vielzahl seiner Wirkungen im Kreislaufsystem Uber den
sekundaren Botenstoff cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) ausubt, wurde in
dieser Arbeit gepruft, ob die Permeabilitat der Gap Junctions auch durch diesen

sekundaren Botenstoff mediiert wird. Hierzu wurde der Effekt einer Substanz
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untersucht, die das cAMP bildende Enzym, die Adenylatzyklase, direkt stimuliert [78].
Diese Untersuchungen zeigten, dal® auch diese Substanz (Forskolin), genau wie
PGl,, zu einer gesteigerten Permeabilitat der Gap Junctions fuhrte. Diese
gleichsinnigen Wirkungen von PGIl, und Forskolin legen nahe, dal} auch der
steigernde Effekt des PGIl, auf die Permeabilitdt der Gap Junctions Uber den

sekundaren Botenstoff cAMP vermittelt wurde.

Modulatorische Wirkungen des cAMP auf die Kopplung via Gap Junctions wurde
schon in einer Reihe unterschiedlicher Zellen (Hepatozyten, Granulosazellen,
Myometriumzellen) nachgewiesen [18, 23, 29, 43]. In allen diesen Untersuchungen
wurde festgestellt, dall cyclisches Adenosinmonophosphat die Kopplung der
jeweiligen Zellen signifikant verbessert. In den genannten Studien wurde einerseits
die Permeabilitdt der Gap Junctions mittels der Ausbreitung von Farbstoffen in
ahnlicher Weise wie in der vorliegenden Arbeit untersucht. So konnte flr die
Farbstoffausbreitung eine signifikante Zunahme der Kopplung innerhalb von 3
Minuten gefunden werden, also ein rasch einsetzender Effekt, wie er auch in den hier
untersuchten Endothelzellen gefunden wurde. In der genannten Studie war diese
Wirkung auf die Zellkopplung nicht nur ein transienter Effekt, sondern eine vermehrte
Zellkopplung konnte bis zu 24 Stunden nachgewiesen werden. Weiterhin wurde eine
vermehrte Expression fur das Connexin43 in Osteoblasten gefunden, was ein
Hinweis darauf ist, dal} die verbesserte Kopplung Uber lange Zeit moglicherweise
zusatzlich auf einen vermehrten Einbau dieses Connexins in die Plasmamembran
zuruckzufuhren war [18, 23, 29, 109]. Andererseits wurde nicht nur die Permeabilitat,
sondern auch die elektrische Leitfahigkeit der Gap Junctions untersucht [111]. Auch
in diesen Untersuchungen, die an Endothelzellen durchgefuhrt wurden, hatte cAMP

eine steigernde Wirkung. Somit haben Prostaglandine eine gleichsinnige Wirkung auf
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die Zunahme der Permeabilitat und die elektrische Leitfahigkeit. Wie oben erlautert
wurde, ist bei einer Zunahme der elektrischen Leitfahigkeit der Zellkontakte eine
Steigerung der Langskonstante, mit der sich elektrotonisch ausbreitende
Anderungen des Membranpotentials entlang eines Zellayers fortpflanzen kénnen, zu
erwarten. Dies konnte eine wichtige Rolle bei der Koordination des GefalRverhaltens

haben.

Die Interaktion der beiden endothelialen Autakoide ist von Interesse, weil beide
Mediatoren auf viele Stimuli gleichzeitig freigesetzt werden aber gegensatzliche
Wirkung auf die Permeabilitat der Gap Junctions in den Endothelzellen haben. Nach
vorheriger Zugabe von PGI; behielt NO seine Wirkung, allerdings ausgehend von
dem erhdhten Niveau, welches durch die Zugabe von PGI; induziert worden war.
Dies zeigt, da® sowohl PGl, als auch NO wirksam bleiben, zumindest wenn sie
zeitlich nacheinander appliziert werden. Somit Uben diese Autakoide ihre
modulierende Effekte zwar mit umgekehrten Vorzeichen, aber nahezu additiv aus.
Keine der beiden Substanzen verhinderte den Effekt des jeweils anderen
endothelialen Autakoids. Dies konnte bedingt sein durch einen auf eine gemeinsame
Endstrecke konvergierenden Weg in der Signaltransduktionskette, bei dem entweder
der Phosphorylierungsstatus der Connexine oder eines die Connexine direkt

beeinflussenden Enzyms verandert wird.

Mit der gewahlten Methode wurde die Zellkopplung Uber Gap Junctions, durch die
Weitergabe von Molekulen einer bestimmten GrolRe, untersucht. Allerdings ist bisher
noch vollig unklar, welche physiologische Funktion die Ausbreitung dieser
Botenstoffe in dem Endothelzellayer in GefalRen hat. In anderen Geweben, wie

beispielsweise der Leber, ist die Ubertragung von sekundéren Botenstoffen (IP3) von
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einer Zelle, in der seine Bildung stimuliert wird, zu den benachbarten Zellen fur eine
adaquate Funktion dieses Organs bezuglich der Mobilisierung von Glucose
unabdingbar. Ebenso kdnnte eine Ausbreitung einer lokal stimulierten Bildung dieser
sekundaren Botenstoffe im Endothel physiologisch relevant sein. Neben den
genannten Botenstoffen wird auch das freie Calcium, welches als sekundarer
Botenstoff in Endothelzellen fungiert, Uber Gap Junctions weitergegeben. Diese
langsame wellenférmige Ausbreitung eines lokal generierten Calciumsignals ist fur
die adaquate Dilatation nach Stimulation mit Substanzen, die zu einer endothel-
vermittelten GefalRerweiterung flihren (Acetylcholin), von Bedeutung. Die lokale
Ausbreitung konnte durch NO beschrankt werden. Hierbei kdnnte die lokale
endotheliale NO-Bildung eine wesentliche Kontrollfunktion ibernehmen. Wird in einer
Zelle wenig oder kein NO gebildet, fuhrt dies zu einer gesteigerten Permeabilitat der
Gap Junctions. Dieses hatte dann seinerseits eine vermehrte Diffusion des
sekundaren Botenstoffs Calcium von einer stimulierten Zelle zu den benachbarten
Zellen zur Folge. So wiurden Inhomogenitaten von Calcium-Signalen in
verschiedenen Zellen geglattet werden. Dies wurde dann die nachgeschalteten
Prozesse, wie es die Calcium-abhangige NO-Bildung ist, ebenfalls homogenisieren
konnen und zu einer Zunahme der NO-Bildung auch in diesen primar nicht
stimulierten Zellen fuhren. Damit ergibt sich eine Koordination der Endothelzellen
dergestalt, dal} eine effektivere Bildung von NO in allen Endothelzellen gewahrleistet
wird. Da eine Erh6hung der Calciumkonzentration nicht nur zu einer vermehrten NO-
Bildung fuhrt, sondern ebenso durch die Bildung anderer Autakoide (z.B. des
endothelialen hyperpolarisierenden Faktors, EDHF) stimuliert wird [14], kdnnte dies
ein Mechanismus sein, um neben der Koordination durch das Membranpotential,

eine weitere 'Gleichschaltung' der Funktion des Endothels zu erreichen. Gleichzeitig
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konnte NO regulieren, wohin sich Signale z.B. elektrisch ausbreiten, innerhalb des

Endothelzellmonolayers aber auch zwischen Endothel-und Muskelschicht.

Welche physiologischen oder auch pathophysiologischen Konsequenzen diese
Ergebnisse letzendlich in vivo haben, kann in diesem vorliegenden Versuchsansatz
nicht gezeigt werden, da diese Untersuchungen in der Zellkultur durchgefihrt
wurden. Es bleibt jedoch zu bedenken, dal} diese Regulationsmoglichkeiten einen
wesentlichen Einflull im Gesamtorganismus haben kénnten. Insbesondere deshalb,
da Hemmstoffe der Cyclooxgenase 1 und 2 in der Schmerztherapie weit verbreitet
sind und nachweislich Nebenwirkungen haben, wie z. B. die Kontraktionshemmung
des Uterus. Wie wichtig die Funkionalitat der Gap Junctions fur die Regulation der
Durchblutung und die Regulation des Blutdruckes ist wurde jedoch auch bereits in
vivo Untersuchungen gezeigt [25]. Aullerdem wurde in Ratten gezeigt, dal} die
Expression des Connexin43 in hypertensiven Ratten in Teilen des Gefallbaumes

signifikant ansteigt [46].

Inwieweit diese gesteigerte Expression eine Kompensation im Rahmen der durch
Bluthochdruck-bedingten Veranderungen der Gefaliregulation darstellt, muld weiter
untersucht werden. Insgesamt durften diese Untersuchungen jedoch zeigen, dal}
Gap Junctions dynamische Strukturen darstellen, deren Leitfahigkeit einer raschen
Modulation durch endotheliale Autakoide unterliegt. In dem Male in dem kunftige
Untersuchungen eine wichtige Rolle von Gap Junctions bei der Gefal3regulation
bestatigen, durften die hier vorgestellten Befunde einen neuen Ansatz flr eine
medikamentdse Therapie oder eine Gentherapie z. B. bei Hochdruckerkrankungen

bieten.
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Zusammenfassung

Die  Anpassung der Gewebsdurchblutung an die unterschiedlichen
Bedarfssituationen, setzt ein koordiniertes Verhalten der Gefal3e im mikrovaskularen
Gefalnetz voraus. Diese Koordination der vasomotorischen Reaktionen im
mikrovaskularen Gefallsystem, ist moglicherweise auf die interzellulare
Kommunikation der Endothelzellen angewiesen. Die Endothelzellen und glattten
Muskelzellen der BlutgefaRe sind Uber Gap Junctions gekoppelt, auch eine
myoendotheliale Kopplung wird diskutiert. Dadurch kénnen Signale in Form von
lonen (und damit Anderungen des Membranpotentials) oder kleinen Molekiile Uber
solche interzellularen Kanale entlang der Endothelzellschicht  weitergegeben
werden. Vollig unbekannt ist aber, ob die Permeabilitat dieser endothelialen Gap
Junctions reguliert wird. Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht, ob vom Endothel
gebildete lokal wirksame Gewebshormone (Autakoide, wie NO und Prostacyclin) die

Durchlassigkeit der Gap Junctions beeinflussen.

Hierzu wurde in konfluenten Kulturen von humanen umbilikalvendsen Endothelzellen
(n=190) die Ausbreitung der Farbstoffe Carboxyfluoresein und Calcein nach Injektion
in eine einzelne Endothelzelle in die benachbarten Endothelzellen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dal} der injizierte Farbstoff tatsachlich nur Gber interzellulare
Kanale von einer Zelle zur nachsten gelangt. Diese Kanale werden von Connexinen
gebildet, denn ein Peptid, das das Aneinanderdocken der Connexine verhindert,
reduzierte die Ausbreitung des fluoreszierenden Farbstoffs. Daher kann mit dieser
Methode tatsachlich die Kopplung der Zellen Uber Gap Junctions untersucht werden.
Die erhobenen Daten zeigen, dal® die Anzahl der fluoreszierenden Zellen nach
Hemmung der NO-Synthase mit N®-nitro-L-Arginin (L-NA, 30umol/L) um bis zu 29%
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zunahm, wahrend die anschlieRende erneute Freisetzung von NO durch zwei
differente NO-Donoren (SNAP bzw. SNP, 1 umol/L) die Zahl der fluoreszierenden
Zellen wieder auf den Ausgangswert reduzierte oder sogar unterhalb den, der
unbehandelten Kontrollzellen senkte. Diese durch NO hervorgerufene Wirkung blieb
in Anwesenheit des Hemmstoffes der |6slichen Guanylatcyclase ODQ (10 umol/L)
oder der Radikalfanger Tiron und Superoxiddismutase unverandert. Dies weist
daraufhin, da® es sich bei dieser durch NO hervorgerufenen Hemmung um einen
direkten Effekt von NO handelt, der weder Uber die Bildung von cGMP noch Uber
eine gesteigerte Peroxynitritproduktion vermittelt wird. Auch eine Hyperpolarisation
der Endothelzellen durch den Aktivator von Karp-Kanalen HOE234 (1 umol/L) hatte
keinen Einflull auf die Kopplung der Zellen. Im Gegensatz dazu hatte NO in
Anwesenheit der Hemmstoffe der Tyrosinphosphatase Orthovanadat (100 pmol/L)
und Phenylarsinoxid (1 pmol/L) keinen Einflul mehr auf die endotheliale
Kommunikation via Gap Junctions. Dagegen flhrte die Behandlung der Zellen mit
dem Tyrosinkinase Inhibitor Genistein (100 pymol/L) zu einer deutlichen Reduktion
der endothelialen Kopplung (-14%), die mit der Wirkung von NO vergleichbar war.
Daraus laRt sich schlielen, da® die durch NO hervorgerufene Wirkung auf die
interzelullare Kommunikation Uber eine Verminderung der Tyrosinphosphorylierung

vermittelt zu werden scheint.

Aulerdem zeigen diese Daten, dald Prostacyclin die endotheliale Kopplung
signifikant steigert, und das diese Wirkung Uber das gebildete CAMP vermittelt wird.
Denn nicht nur das Prostacyclin Analogon lloprost (1 umol/L), sondern auch der
Aktivator der Adenylatcyclase Forskolin (30 umol/L), verbesserte die Ausbreitung des

Farbstoffes signifikant .
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SchlieRlich zeigen die Ergebnisse auch, dal} die beiden vom Endothel gebildeten
Substanzen sich gegenseitig in ihrer Wirkung auf die endothelialen Gap Junctions
beeinflussen konnen. Die erhobenen Daten zeigen erstmals eine Rolle von NO und

Prostacyclin in der Regulation der Permeabilitat endothelialer Gap Junctions.

Diese Regulationsmdglichkeit und die Auswirkungen einer vermehrten oder
verminderten Kopplung der Endothelzellen wirft zahlreiche neue Fragestellungen auf
z. B. hinsichtlich der Pathophysiologie der coronaren Herzkrankheit oder auch des
arteriellen Hypertonus und bietet damit auch die Mdglichkeit zur Entwicklung neuer

Therapiemoglichkeiten[20],[31],[25],[46].
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