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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 DiE ERFORSCHUNG DER AUSWIRKUNGEN BAKTERIELLER
TOXINE AUF MENSCHLICHE ZELLEN

Die Erforschung der morphologischen Verénderungen und der biochemischen
Signal tibertragungswege nach Stimulierung von humanen umbilikalen vendsen
Endothelzellen (HUVEC) mit dem bakteriellen Toxin aus Pasteurella
multocida, war Mittelpunkt dieser Forschungsarbeit.

Die Effekte bakterieller Toxine auf Saugetierzellen riicken immer mehr in den
Mittelpunkt der biochemischen Forschung. Klinisch stehen wir vor dem
Problem der Antibiotikaresistenz unterschiedlichster Erreger. So wird es
dringend nétig sein, die biochemischen Vorgange, welche in den Zellen nach
Exposition mit bakteriellen Toxinen ablaufen, weiter zu erforschen und zu
verstehen, um neue Therapiekonzepte entwickeln zu kénnen. Dartber hinaus
gehoren bakterielle Toxine zu den spezifischsten und potentesten Werkzeugen
der zellbiologischen Grundlagenforschung.

Die zelluldre Mikrobiologie gewinnt in der mikrobiologischen Forschung
immer mehr an Bedeutung. Die morphologischen Verénderungen von
Saugetierzellen nach Inkubation mit bakteriellen Toxinen und das Verstandnis
der molekularen Grundlagen konnte langerfristig zu erfolgreichen neuen
Therapiemal3nahmen unterschiedlichster |nfektionskrankheiten verhelfen.
Gegenstand intensiver Forschung in den letzten drel Jahrzehnten war es unter
anderem, die Struktur und den pathogenen Wirkmechanismus ADP-

ribosylierender Toxine aufzukldren und zu verstehen. Zu diesen Toxinen zahlt
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1. EINLEITUNG

man die C3-Transferase aus Clostridium botulinum und andere C3-8hnliche
Exoenzyme, wie die von Clostridium limosum oder EDIN von Staphylococcus
aureus (Dickey et al, 1992). So weil3 man heute, dal3 diese Toxine in
Saugetierzellen die kleinen GTPasen der Rho-Familie mit hoher Selektivitét
modifizieren, so dal3 Stoffwechselwege und Regul ationsmechanismen, welche
durch Rho kontrolliert werden, gehemmt sind. Morphologisch bedeutet das
eine Hemmung der Zellkontraktion, und im Falle von Endothelzellen, eine
Vermeidung der Permeabilitatserhéhung am Gefaliendothel.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit Uber das Pasteurella multocida Toxin
(PMT) wurde ein Rho-abhangiger Stoffwechselweg untersucht, der im
Ergebnisteil dieser Arbeit zur Darstellung kommt.

Zur Verdeutlichung der Wirkweise bakterieller Toxine und ihrer klinischen
Bedeutung sei im Folgenden ein bereits gut erforschtes Beispiel ener
pathogenen Wirkung eines bakteriellen Toxins erwéahnt, namlich das des
Toxins aus Vibrio cholerae. Das Choleratoxin greift durch ADP-Ribosylierung
der a-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen, welche durch sogenannte
“seven transmembrane spanning region”-Plasmamembranrezeptoren aktiviert
werden, in verschiedene Zellfunktionen ein. Wéhrend der Vermehrung der
Vibrionen im Dinndarm wird das Choleratoxin gebildet, welches sich aus den
Untereinheiten A;, A, und B zusammensetzt. Die Untereinheit B ist fur die
Bindung des Molekills an Gangliosidrezeptoren Gy, der Enterozyten verant-
wortlich. Die eigentlich aktive Komponente ist die A-Untereinheit. Nach der
Bindung des Toxins an die Zellen gelangen beide A-Untereinheiten Uber
endozytotische Vesikel in das Zytosol der eukaryonten Zellen. Die A;-
Untereinheit ADP-ribosyliert und aktiviert dadurch Gas, welches dann die
Adenylatzyklase aktiviert. Dies hat einen starken Anstieg von cAMP zur
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1. EINLEITUNG

Folge, was Proteinkinasen aktiviert, welche schliefdlich zelluldre Regulator-
proteine phosphorylieren und aktivieren, die fur die Sekretion von Elektrolyten
verantwortlich sind. Aus dieser beschriebenen Reaktionskette folgen die
typischen Symptome der Cholera, wie wassrige Durchfélle sowie Erbrechen
mit einem Flissigkeitsverlust von bis zu 20 | am Tag (Bourne et al., 2000).
Desweiteren sei das Bakterium Bordetella pertussis as Erreger des
Keuchhustens erwéhnt. Das Bordetella pertussis Toxin ADP-ribosyliert und
inaktiviert Ga;. So kommt es zur Inaktivierung des auf die Adenylatzyklase
hemmend wirkenden G-Proteins und als Folge zur Stimulation der Adenylat-
zyklase, was zu dem typischen klinischen Erscheinungsbild der krampfartigen
Hustenanfalle fuhrt (Salyerset a., 1994).

Als drittes Beispiel fur die krankheitsbestimmende Wirkung einzelner Toxine
sei noch auf das Toxin von Corynebacterium diphteriae eingegangen. Das
Diphterie-Toxin ist ein Polypeptid, welches aus den Untereinheiten A und B
besteht. Die B-Untereinheit ist fur die Bindung des Toxins an seinen Rezeptor
und die Einschleusung des gesamten Molekiils in die Zelle verantwortlich. Das
Fragment A ist die eigentlich aktive Komponente. Es inaktiviert den Elon-
gationsfaktor EF2, der die Translokation der Peptidyl-t-RNA von der A-
(Amino) zur P-(Peptidort) Position am Ribosom in der eukaryonten Zelle
katalysiert. Das klinische Erkrankungsbild, welches nach der Infektion auftritt,
kann man unterteilen in eine lokale Infektion, welche v. a. auf Schleimhauten
im Rachen, in der Nase und auf den Konjunktiven auftritt und einer
systemischen Intoxikation, welche bis zur Parenchymdegeneration im
Herzmuskel, der Leber, den Nieren sowie zu Ldhmungen der motorischen

Kopfnerven fuhren kann (Kayser et a., 1993).
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1. EINLEITUNG

Neben dem hier im Ergebnisteil zur Darstellung kommenden Rho-abhangigen
Stoffwechselweg des PMTSs, sei hier auf zwei weitere wichtige Toxine einge-
gangen, welche Rho inaktivieren bzw. aktivieren. Die von C. difficile gebilde-
ten Toxine A und B modifizieren Rho, indem sie es an der Aminosaure Threo-
nin 37 monoglucosylieren und so das Rho-Protein inaktivieren. So ist die Zelle
von den Auswirkungen des Rho-Proteins geschitzt (Wilkins et a., 1996).

Der “cytotoxic necrotizing factor 17 (CNF1) aus Escherichia coli gewonnen,
aktiviert die kleine GTPase Rho und fuhrt so zu den typischen zellmorpho-
logischen Verdnderungen (Fiorentini et al., 1997).

Es s an dieser Stelle nur ein kurzer Abrif3 der Hemmung und Aktivierung

von Rho gegeben. Die Kapitel 2.7.1 und 2.7.2 geben einen genaueren Einblick.
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2. STAND DER FORSCHUNG

2. STAND DER FORSCHUNG

2.1 AKTUELLER WISSENSSTAND UBER DEN ERREGER PASTEURELLA
MULTOCIDA UND SEIN TOXIN (PMT)

Pasteurella multocida ist ein gramnegatives, kokkoides Stabchen innerhalb der
Gattung Pasteurella. Dieses Bakterium ist unbeweglich, katalase- und oxi-
dasepositiv und ein Endotoxinbildner (Hahn et al., 1994). Dieses intrazellulér
wirkende Toxin, welches durch einen noch nicht genau aufgeklarten endozyto-
tischen Mechanismus in die Zelle gelangt, aktiviert dort verschiedene Signal-
wege (Rozengurt et al., 1990). Forschungen an Oozyten des Frosches gaben
Hinweise darauf, da3 PMT die G,a-Untereinheit eines heterotrimeren G-
Proteins stimuliert, welches dann die PLC-31 aktiviert, wodurch aus Phospha-
tidylinositol-4,5bisphosphonat  (PIP2) Inositol-1,4,5trisphosphat  (1P3) und
Diacylglycerol (DG) entstehen, wodurch sowohl die Proteinkinase C aktiviert
wird und es zu einer Ca™*-Erhdhung durch intrazelluldre Speicherentleerung
kommt (Wilson et a., 1997; Staddon et al., 1991).

Die nachfolgende Abbildung 2-1 verdeutlicht den beschriebenen Reaktions-
ablauf.
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2. STAND DER FORSCHUNG

PMT
?l@

Gqa

l ©
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PIP, » IP, + DG

Abb. 2-1: Aktivierung der PLC-31 nach PMT-Behandlung

Das Bakterium Pasteurella multocida ist sowohl fir den Menschen, als auch
fur unterschiedliche Tierspezies ein pathogener Erreger. Zur Infektion kommt
es V. a. durch Katzenbisse, da das Bakterium bei bis zu 90% der Tiere in der
nasopharyngealen Flora nachweisbar ist. Es kann jedoch auch der Umgang mit
erkrankten Tieren oder eine Kratzverletzung eine Infektion nach sich ziehen.
Die Infektion mit Pasteurella multocida kann klinisch zu ganz unterschied-
lichen Krankheitsbildern fuhren. So kann es zu einer lokalen Weichteil-
schwellung nach einem Tierbi3 kommen, was sich zu einer abszedierenden
oder phlegmontsen Entziindung bis hin zum Bild einer Osteomyelitis oder
Meningitis ausweiten kann. Weiter konnte eine chronische Lungeninfektion
resultieren. Vereinzelt sind auch spontane Bakteriamien mit und ohne metasta-
tischer Lasionen beschrieben worden (Kayser et al., 1993).

Elling und seine Arbeitsgruppe konnten zeigen, dal3 es durch die intrakutane
Injektion von PMT be Versuchstieren zu einer deutlichen Entzindungs-
reaktion mit Odembildung, Einwanderung neutrophiler Granulozyten und
verstarkter Anheftung von Thrombozyten an das Gefallumen kommt (Elling

et a., 1988). Der molekulare Mechanismus, durch den bakterielle Toxine wie
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2. STAND DER FORSCHUNG

PMT die Endothelintegritdt storen, war bei Beginn dieser Arbeit noch unklar.
Dagegen ist von Entziindungsmediatoren, wie z. B. Thrombin bekannt, dal3 sie
die vaskuldre Permeabilitét durch einen Aktomyosin-abhangigen Signalweg
mit Zellkontraktion erhohen (Wysolmerski et al., 1990).

2.2 REGULATION DER VASKULAREN PERMEABILITAT

Das Endothel ist eine ale Gefalle auskleidende Zellschicht und stellt die
Barriere zwischen Blutstrom und den umgebenden Geweben dar. Wirde man
diese aus nur einer Zelllage bestehende Schicht eines einzigen menschlichen
Korpers ausbreiten, so wirde man eine mehrere tausend Quadratmeter grof3e
Flache erhalten. Diese vaskuldare Schranke beinhaltet eine grofe Anzahl
unterschiedlicher Mechanismen, welche am aktiven Austausch von Néhr-
stoffen, Hormonen, Makromolekiilen und Leukozyten zwischen Gefél3en und
Geweben beteiligt sind. Diese Schranke kann durch verschiedene Vorgénge
durchbrochen werden, was die Stérung der Gefél3permeabilitat zur Folge hat
(van Hinsbergh, 1997).

So konnten bisher einige molekulare Mechanismen, welche zur Zunahme der
endothelialen Permeabilitét fihren, gefunden werden. Humorale Agonisten,
wie z. B. Thrombin oder Histamin binden und aktivieren membranstandige G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren. In der Folge |6sen sich die interendothelialen
Zellkontakte auf und die Endothelzellen kontrahieren sich. Dadurch entstehen
L ticken im “Monolayer”, die den parazellulé&ren Austritt von Flissigkeit in das

umliegende Gewebe ermdglichen.
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2. STAND DER FORSCHUNG

Durch die so gestorte vaskuldre Permeabilitét kann es in vivo zu lokalen
Odemen und Entziindungen oder zu systemischen Verdnderungen im Blut-
kreislauf, wie z. B. einer Sepsis, kommen (Simionescu et al., 1992).

Neben der Aufldsung der Zellkontakte in Verbindung mit Zellschaden besteht
eine andere Moglichkeit fur Makomolekile die Endothelzellschicht durch
Poren zu Uberwinden (Essler et a., 1998).

Der Mechanismus, welcher in Endothelzellen fir die Kontraktion
verantwortlich ist, ist dem in glatten Muskelzellen vergleichbar. Im Rahmen
dieser Arbeit wird im Kapitel 2.2.1 genauer darauf eingegangen.

Im Folgenden werden die Strukturen der Zellkontakte, welche an der
Regulation der Permeabilitét beteiligt sind, ndher beschrieben und erlautert.
Zum einen sind die sogenannten “tight junctions’, auch als Zona occludens
bezeichnete Regionen zu nennen. Diese stellen gurtelférmig verschmolzene
Strecken der Zellmembran mit sehr geringer Durchlassigkeit fir lonen und
Proteine dar. Desweiteren kommen “adherens junctions’ as Kontakte
zwischen Endothelzellen vor, die eine feste machanische Zellverankerung
darstellen, die durch Interaktionen zwischen Cadherinen gekennzeichnet sind.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 vasoaktive Substanzen die Per-
meabilitdt Gber mindestens zwei Angriffspunkte erhdhen kénnen. Zum einen
durch eine Aktomyosin bedingte Zellkontraktion. Diese ist moglicherweise
koordiniert mit einer vorlbergehenden Zerstbrung der “tight und/oder
adherens junctions’ (van Hinsbergh, 1997). Die Rolle der transzelluléren

Poren bel diesen Vorgangen ist unklar.
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2. STAND DER FORSCHUNG

2.2.1 MECHANISMUS DER KONTRAKTILITAT IN GLATTEN MUSKEL-
ZELLEN UND IM ENDOTHEL

Die Kontraktionsvorgange in glatten Muskelzellen und Endothelzellen unter-
scheiden sich erheblich von der im quergestreiften Muskel. Das Netzwerk aus
Aktin- und Myosinfilamenten ist relativ ungeordnet, da es nicht in Sarkomeren
gebiindelt vorliegt. Der Vorgang der Kontraktion wird dabei in erster Linie
durch ein sehr komplexes System von Phosphorylierungen und Dephosphory-
lierungen der leichten Myosinketten gesteuert.

Die Regulierung der Kontraktion und der Relaxation ist am besten in glatten
Muskelzellen von Vertebraten untersucht. Dabel wurden bisher vier grund-
legende Mechanismen gefunden. Bei drel dieser Vorgange wird das Myosin in
entscheidender Art und Weise verdndert, wobel als regulatorisch wirksames
Enzym die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLC-Kinase) in erheblichem Malie
beteiligt ist. In der aktiven Form phosphoryliert es die regulatorisch wirksame
leichte Myosinkette. So kann Myosin mit Aktin in Wechselwirkung treten und
eine Kontraktion ausl dsen.

Bel dem am langsten bekannten Mechanismus wird die MLC-Kinase bel einer
Ca'"-Konzentration von etwa 10° M Ca"*/Calmodulin-abhangig aktiviert. So
erfolgt eine Phosphorylierung der leichten Myosinkette an Serin 19 und
Threonin 18, was die Aktin-stimulierte ATPase-Aktivitat des Myosins stimu-
liert. Sinkt der Ca'*-Spiegel auf unter 10° M, so dissoziieren Ca™ und Calmo-
dulin von der MLC-Kinase ab, so dal3 das Enzym inaktiv ist. Unter diesen
Bedingungen wird die Myosin-Leichtkette durch eine MLC-Phosphatase,
welche Ca™"-unabhangig ist, dephosphoryliert und der Muskel relaxiert. Diese
komplexen Reaktionsablédufe sind in der Abbildung 2-2 schematisch
dargestellt.

21



2. STAND DER FORSCHUNG

MLC-Kinase
(schwach aktiv)
Ca*" und Calmodulin ? Ca? ‘j//l\
Calmodulin-
komplex
MLC-Kinase/
ATP  Ca™-Calmodulin_ ADP
(aktiv)
MLC MLC-P,
RELAXATION | @€ (inaktiv; wird nicht  (aktiv; wird von =5 | KONTRAKTION
von Aktin gebunden)  Aktin gebunden)

MLC-Phosphatase
H,0

Abb. 2-2: Regulation der Relaxation und Kontraktion von Zellen
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung der MLC

Ein Mechanismus welcher zu ener Relaxation fuhrt, wird durch cAMP-
Erh6hung induziert. Die Stimulation B-adrenerger Rezeptoren durch Adrenalin
zieht Uber die Erhdhung der Adenylatzyklase-Aktivitdt und cAMP-Erhohung
die Aktivierung einer cAMP-abhangigen Proteinkinase nach sich, welche die
MLC-Kinase an zwei Stellen phosphoryliert und dadurch hemmt (Darnwell et
a., 1993). Neuere Forschungsergebnisse erlauben an dieser Stelle den Schiuf3,
dal3 cAMP auch dartiber wirkt, daf3 es durch Hemmung von Rho die MLC-
Phosphatase aktiviert (Essler et al., 2000).
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2. STAND DER FORSCHUNG

Mindestens durch diese beiden beschriebenen Mechanismen wird der

Phosphorylierungsgrad der MLC reduziert und es kommt zur Entspannung des

Muskels bzw. der Zelle. Siehe dazu Abbildung 2-3.

Adrenalm
Proteinkinase/R

(inaktiv)

cAMP B- adrenerger
Rezeptor
ATP
¢ AMP/R Adenylatcvclase |
Proteinkinase
(aktiv)

MLC-Kinase MLC-Kinase-P, Py ] )
KONTRAKTION <_(akm bindet Ca*/  (inaktiv; bindet B3 | RELAXATION

Calmodulin fest) nur schwach
Ca*/Calmodulin)

MLC-K-Phosphatase

Abb. 2-3: cAMP-abhangige Verminderung der Kontraktion von Zellen

Auch die Aktivierung der Proteinkinase C durch Diacylglycerin und Ca™

bewirkt die Phosphorylierung der MLC-Kinase und der Myosin-L eichtketten.

Die Proteinkinase C phosphoryliert Serin/ Threonin 1,2 der Myosin-Leicht-
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2. STAND DER FORSCHUNG

kette und hemmt so deren ATPase-Aktivité. Da die MLC-Kinase sowie die
Myosinleichtkette im phosphorylierten Zustand inaktiv sind, entspannt sich der
Muskel oder eine kontraktile Zelle (Darnwell et al., 1993).

2.3 DIE RASSUPERFAMILIE UND IHRE FUNF SUBFAMILIEN

Die Entdeckung, dal3 viele Formen der Krebserkrankung onkogenetische
Mutationen der Ras Gene enthalten, hat grof3es Interesse an der Erforschung
der biologischen Rolle der Ras- und Ras-éhnlichen Proteine geweckt. So sind
heute Uber 50 niedermolekulare GTPasen, welche mit der Ras-Familie
verwandt sind, und welche eine Reihe von zelluldren Prozessen regulieren,
bekannt (Bishop und Hall, 2000).

Die Ras-Familie ist eine Familie von kleinen GTPasen, die heute in flnf
Subfamilien unterteilt werden kann. Dazu werden die Ras-, Rab-, ARF-, Ran-
und die Rho-Familie gezahlt. Die Mitglieder einer Familie haben zu den Mit-
gliedern anderer Familien eine 30%ige Identitét in ihrer Aminosduresequenz.
Die Mitglieder einer Familie haben untereinander eine Sequenzidentitét von
mindestens 50% (Aktories, 1997).

Das Ras-Protein spielt eine Schltssalrolle fur die Regulation von Wachstum
und Differenzierung in eukaryonten Zellen. Ras gilt als ein wichtiges
Bindeglied in der Signaltransduktion zwischen Rezeptor-Tyrosinkinasen und
nukledren Transkriptionsfaktoren (Bokoch und Der, 1993). Als Mitglieder
dieser Familie seien hier nur H-Ras und Ki-Ras erwahnt.

Der Gruppe der Rho-GTPasen kommt eine herausragende Bedeutung in der
Organisation des Aktin-Zytoskeletts zu. Darauf wird im Folgenden noch

genauer eingegangen. Rho wurde zuerst aus Aplysia cDNA isoliert. Spéter
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2. STAND DER FORSCHUNG

konnten weitere Mitglieder dieser Familie, namlich Racl, 2 und 3, Cdc 42 mit
den Isoformen Cdc42HS und G25K, Rnd1/Rho6, Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE,
RhoD, RhoG, TC10 und TTF isoliert werden. Untereinander besitzen diese
Proteine eine Sequenzhomologie von 50 - 55%.

Die Rab- und ARF-Subfamilien sind v. a. am Vesikeltransport, der Endozytose
und Exozytose beteiligt.

Proteine, welche zur Ran-Familie gehdren, spielen bel der Regulation des
nukledren Proteinimports, bei dem nur ganz bestimmte Proteine in den
Nukleus transportiert werden, eine Rolle (Bishop et a., 2000). Tabelle 1 gibt
einen Uberblick tber die beschriebenen GTPase-Familien mit einer Auswahl
von Vertretern und deren typischen Funktionen. Die am besten untersuchten
Mitglieder der Rho-Familie sind Rho, Rac und Cdc42.

Subfamilie Mitglieder Funktion

Ras H-Ras/Ki-Ras/ Wachstum
N-Ras/TC21 Differenzierung

Rho RhoA/B/C,Cdc42Hs/ Aktinzytoskelett
G25K, Racl,2 und 3, I ntegrinkomplexe

RhoG,Rnd1/Rho6,Rnd2/Rho7,
Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG,TC10, TTF

Rab Rabl...Rab26 Vesikeltransport
ARF ARF1..ARF6 Vesikeltransport
Ran Ranl...Ran6 nukledrer

Proteinimport

Tabelle 1: Die Ras-Superfamilie, modifiziert nach Bishop et al., 2000
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24 DIE KLEINE GTPASE RHO MIT IHRER FAMILIE UND DEREN
FUNKTION

Im Folgenden soll ndher auf die Familie der Rho-GTPasen eingegangen
werden. Zu der Familie der kleinen GTP-bindenden Proteine zahlt man: RhoA,
RhoB, RhoC, RhoD, Racl, Rac2, Rac3, G25K, TC10 und Cdc42Hs, TC10,
TTF, Rndl/Rho6, Rnd2/Rho7 und Rnd3/RhoE (Bishop und Hall, 2000).
Einige Mitglieder dieser Proteinfamilie spielen eine Schltsselrolle in der
Regulation des Aktin-Zytoskeletts (Tapan und Hall, 1997). Durch
Mikroinjektion von rekombinantem konstitutiv aktivem V14 RhoA in Swiss
3T3 Fibroblasten konnte gezeigt werden, dal3 Rho fir die Bildung und
Regulation von Aktin-Stref3fasern und fokalen Adhasionsstellen, welche mit
“Integrin Clusters’ an der Zelloberfléche assoziiert sind, eine wichtige Rolle
spielt. Diese Reaktionen konnten durch die Vorbehandlung der Zellen mit dem
Rho-Inhibitor C3-Transferase aus Clostridium botulinum gehemmt werden.
Andere Versuche mit 3T3 Fibroblasten fuhrten zu dem Schluf3, dal3 durch
Mikroinjektion der C3-Transferase die Motilitét, ein Mechanismus der
ebenfalls in engem Zusammenhang mit der Rho-GTPase gebracht wird,
gehemmt wird (Takaishi et al., 1992).

2.5 DIEWIRKUNG VON RHO AUF DASZYTOSKELETT

Das Aktin-Zytoskelett spielt eine wichtige Rolle fur die Zelmotilitét, die
Zytokinese, die Phagozytose und den intrazelluléren Vesikeltransport. Die
Grundstruktur besteht aus Aktinfilamenten und speziellen, an Aktin gebun-
denen Proteinen. In ruhenden, nicht-Muskelzellen erkennt man wenig Struktur

in der Anordnung der Aktin- und Myosinfilamente. Sie bilden ein loses
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Netzwerk. Sobald aber ein Stimulus auf die Zellen einwirkt, wie z. B.
Thrombin, kommt es zu den typischen zellmorphologischen Veranderungen
wie z. B. der Ausbildung von Aktin-Stref3fasern und auch zur Bildung von
Lochern im Endothelzellverband mit Erhéhung der vaskularen Permeabilitét.
Thrombin wirkt nicht auf alle Zellen. Am besten ist seine Wirkung auf Endo-
thelzellen und Thrombozyten beschrieben (Chrzanowska-Wodnicka und
Burridge, 1996).

Eine Zelle, in der Rho aktiviert wurde, zeichnet sich durch die Organisation
des bis dahin ungeordneten Aktins zu gebiindeltem Aktin in Form der soge-
nannten Aktin-Streffasern aus. Gleichzeitig konnen fokale Adhasionsstellen
nachgewiesen werden, die als Vermittler zwischen der extrazellul&ren Matrix
und dem Intrazellul&rraum fungieren, und in denen tyrosinphosphorylierte
Proteine, wie z. B. Paxillin und die fokale Adhasionskinase angereichert sind.
An der zytoplasmatischen Seite haben die makromolekularen Komplexe engen
Kontakt zum Aktin und gelten dort als Ansatzstellen der Aktinfilamentbiindel
(Machesky und Hall, 1996). AulRerdem binden sie an die zytoplasmatischen
Doménen von Integrinkomplexen. Hall und seine Forschungsgruppe zeigten
zuerst, dal3 Rho am Zusammenbau dieser Komplexe unter der Kontrolle
weiterer extrazellulérer Faktoren beteiligt ist (Ridley et al., 1992). Die genauen
Reaktionswege, die zum Aufbau dieser fokalen Adhasionsstellen ablaufen,
sind jedoch bis heute noch nicht ausreichend verstanden und aufgeklart.

In der Abbildung 2-4 ist eine durch Rho aktivierte Zelle schematisch
dargestellt.
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ﬁbﬁndc]tcs Aktin
in Stref3faser

' Myosinﬁ]ament‘
in Streffaser

Fokale Adhisionen mit
phosphorylierter fokaler
Adhésionskinase und
Paxillin

Abb. 2-4: Schematische Darstellung einer durch Rho aktivierten Zelle

2.6 REGULATION DER RHO GTPASEN

Die kleinen GTPasen der Rho-Familie werden wie die heterotrimeren G-
Proteine Uber einen GTPase-Zyklus reguliert. So sind sie inaktiv in ihrer GDP-
gebundenen Form und aktiv in der GTP-gebundenen Form. Die Bindung von

GTP bringt eine Konformationsanderung mit sich, die die Rho Wechsal-
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wirkung mit spezifischen Zielproteinen erméglicht (Aspenstrom, 1999). Diese
Vorgange sind in der Abbildung 2-5 dargestellt.

2.6.1 AKTIVIERENDE UND HEMMENDE REGULATIONSPROTEINE VON
RHO

Die Regulation der Aktivitat von Rho-GTPasen erfolgt Uber drei Gruppen
interagierender Regulationsproteine. Zur ersten Gruppe zdhlt man die “guanine
nucleotide exchange factors’ (GEFs) oder auch als “guanine nucleotide
dissociation simulators’ (GDS) bezeichneten Proteingruppen. Diese
regulatorisch wirkenden Proteine beschleunigen die Freisetzung von GDP,
erleichtern gleichzeitig die Bindung von GTP und aktivieren dadurch die
GTPasen. Den aktivierenden Faktoren ist die Sequenz gemeinsam, welche das
erste Ma beim Dbl, einem Proto-Oncogen, identifiziert werden konnte
(Cerione et a., 1996). Die zweite Gruppe der regulatorisch wirksamen
Proteine stellen die “guanine nucleotide dissociation inhibitors” (GDIs) dar.
Diese verhindern den Nukleotidaustausch. Gleichzeitig kommt diesen
Proteinen wohl auch eine im Detail noch nicht ganz geklarte Rolle beim
Transport der GTPasen zu. Esist aber bekannt, dal3 die GDIs Rho-Proteine aus
der Zellmembran extrahieren und deren inaktive GDP-gebundene Form im
Zytosol stabilisieren. Als typische Vertreter seien hier LyGDI und D4GDI
genannt (Bourne et al., 2000).

Die an dritter Stelle aufgefiihrten und ebenfalls inhibitorisch wirksamen
Regulationsproteine sind die “GTPase-activating proteins’ (GAPs). Diese
Proteine stimulieren die GTPase-Aktivitét der Rho-Proteine um das 10°-fache
und beenden so den aktiven Zustand der Rho-Proteine. Als Beispiele seien hier
Ber und Abr erwéhnt, die jedoch v. a. auf Rac und Cdc42 wirken (Ridley,
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1995). Eine schematische Darstellung der beschriebenen Phéanomene bietet die
Abbildung 2-5.

Signaleingang

GTP GDP

—Pp Aktinzytoskelett

d - Zelladhasion
- Aktinstref3faser-
GDI
) bildung
Inaktiv Aktiv
@ —p glatte Muskel-
kontraktion
GDP TP Endozytose

Zell-Zell Kontakt

—> Aktivierung der
Transkription

P

GDS: guanine nucleotide dissociation stimulators
GDI: guanine nucleotide dissociation inhibitors
GAP: GTPase-activating proteins

Abb. 2-5: Aktivierende und hemmende Regulationsproteine
der kleinen GTP-ase Rho

2.6.2 KASKADENARTIGE AKTIVIERUNG VON RHO DURCH CDC42 UND
RAC

Die Forschungsgruppe um Alan Hall fand heraus, dal3 die Mikroinjektion von
V12Cdc42 in 3T3 Fibroblasten die Ausbildung von fingerartigen Aktin-
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strukturen sogenannten Filopodien und eine Aktivierung von Rac und Rho
nach sich zieht. Nach der Mikroinjektion von konstitutiv aktivem V12Rac
konnte die Bildung von Aktin-ruffles (Lamellopodien) und die Rho-Akti-
vierung nachgewiesen werden, jedoch hatte die Mikroinjektion von V12Rac
keine Aktivierung von Cdc42 zur Folge. Die Behandlung der Zellen mit
V12Rho in der gleichen Art und Weise brachte schliefdlich zwar die Bildung
von Aktin-Stref3fasern, aber weder die Aktivierung von Rac noch von Cdc42
mit sich. Diese Beobachtungen lief3en den Folgeschlul? zu, dal3 in vivo akti-
viertes Cdc42 in der Lageist, tUber eine Art Kaskade Rac und danach auch Rho

in den aktiven Zustand zu versetzen.

Bradykinin PDGF oder Insulin LPA oder Bombesin

Qe A
o
;

C
6
15

|
Filopodien : w
v

Lamellopodien

\4

StreBfasern
Adhésionsstellen

Abb. 2-6: Kaskadenartige Aktivierung der kleinen GTPasen
Cdc42, Rac und Rho
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Neben den erwahnten internen Stimuli, welche diese Reaktionskaskade in
Gang setzen konnen, gibt es eine Reihe von externen Stimuli wie z. B. Brady-
kinin, Insulin oder Lysophosphatidsdure (LPA), die ebenfalls als Ausltser
dieser Reaktionskette dienen konnen (Nobes und Hall, 1997). Die Abbildung
2-6 gibt einen Uberblick tiber die beschriebenen Reaktionen.

2.7 HEMMUNG UND AKTIVIERUNG VON RHO DURCH BAKTERIELLE
TOXINE

Die kleine GTPase Rho dient vielen bakteriellen Toxinen as intrazellul&rer
Angriffspunkt (Fiorentini et a., 1997). So ist das Rho-Protein nicht nur as
molekularer Schalter und Regulator des Aktin-Zytoskeletts von gréftem
Interesse, sondern auch als Substrat von bakteriellen Toxinen. Diese Toxine
koénnen in eine Rho-hemmende und eine Rho-aktivierende Gruppe eingeteilt

werden.

2.7.1 DIE HEMMUNG VON RHO DURCH DIE C3-TRANSFERASE AUS C.
BOTULINUM UND DURCH DIE TOXINE A UND B AUSC. DIFFICILE

Die Bakterien der Spezies C. botulinum produzieren ein Exoenzym, die C3-
Transferase, welche RhoA, B und C an der Aminosdure Asparagin 41 ADP-
ribosyliert (Aktories et a., 1989). Diese sterische Verdnderung in der soge-
nannten Effektorregion durch die Rho mit seinen Substraten in Wechsal-
wirkung tritt, gilt as ein Erkl&rungsansatz fir die Hemmung der Rho-Aktivitét
(Aktories et a., 2000). Die C3-Transferase gelangt durch einen Endozytose-
mechanismus in die Zellen. Die Mikroinjektion der C3-Transferase in unter-
schiedliche Zélllinien, wie z. B. 3T3- oder Vero-Zellen, hat den vollsténdigen
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Verlust der Aktin-Stref3faserbildung (Chardin et al., 1989), sowie der fokalen
Adhésionsstellen zu Folge (Ridley und Hall, 1992).

Weitere Rho-hemmende Toxine sind die von C. difficile synthetisierten Toxine
A und B. Der Erreger C. difficile gilt als verursachender Keim der Antibiotika-
assoziierten pseudomembrantsen Kolitis. Man weil3, dal3 verschiedene Anti-
biotika v. a. Clindamycin, die physiologische Darmflora stéren und es so zum
Uberwachsen mit C. difficile und durch das C. difficile Toxin zum Ausbruch
dieser sehr ernst zu nehmenden Erkrankung kommt. Es ist seit langem
bekannt, dal3 die Toxine A und B aus C. difficile auf molekularer Ebene eine
spezifische Wirkung auf das Aktin-Zytoskeletts haben (Ottlinger und Lin,
1988). Die Beobachtung, dal3 die C. difficile Toxine das Laufverhalten von
Rho-Proteinen in der SDS-Gelelektrophorese veranderten, liefd vermuten, daf3
diese GTP-bindenden Proteine eine kovalente Modifikation durchmachen.
Mittels der massenspektrometrischen Analyse lief3 sich dann auch ene
Massenzunahme von Rho um 162 Da nachweisen, was stark auf die
Modifikation durch eine Hexose hindeutet. Der Wirkmechanismus, durch
welchen die Toxine A und B die kleine GTPase Rho inaktivieren, ist eine
Monoglykosilierung der Rho-Proteine, spezifisch an Threonin 37. Im Gegen-
satz zur oben erwahnten C3-Transferase, welche nur RhoA, B und C ADP-
ribosyliert, glykosilieren die Toxine A und B aus C. difficile neben Rho auch
Rac und Cdc42 (Aktories et a., 2000). Zur Verdeutlichung siehe die folgende
Abbildung 2-7.

33



2. STAND DER FORSCHUNG

Asn4dl Asndl (32 P) ADP
C3 Transferase
( RhOj + (32P)NAD ———P + Nikotinamid + H*
Thr37 Thr37 Glucose

Toxin A, B
(RhOj + UDP-Glucose =3 + UDP

Abb. 2-7: ADP-Ribosylierung von Rho durch
die C3-Transferase aus E. coli und Glukosylierung von Rho durch
die Toxine A und B aus C. difficile

2.7.2 DIE AKTIVIERUNG VON RHO DURCH DNT, CNFuUNDPMT

Die Arbeitsgruppe um Horiguchi forschte nach den biochemischen Mechanis-
men und den morphol ogischen Veranderungen von Zellen nach Inkubation mit
dermonekrotisierendem Toxin (DNT), welches aus B. bronchiseptica gewon-
nen wurde. Sie kamen zu dem Ergebnis, dald DNT die Stref3faserbildung und
die Entstehung fokaler Adhasionsstellen durch einen Rho-abhangigen Signal-
transduktionsweg hervorruft (Horiguchi et al., 1995).

Die Inkubation von Zellen mit dem “cytotoxic necrotizing factor” (CNF) aus
E. coli zieht ebenfalls die typischen zellmorphol ogischen Verénderungen nach
sich, wie sie nach Aktivierung von Rho typisch sind. Das erklart sich durch die
Tatsache, dal? CNF1 den Glutaminrest 63 von Rho deaminiert und so die
GTPase durch Hemmung der intrinsischen GTPase-Aktivitét in ihren aktiven
Zustand versetzt wird (Schmidt et al., 1997; Flatau et a., 1997). Zusammen-
fassend kann gesagt werden, dal3 CNF1 und DNT als zytosolisch wirkende
Toxine mit dem intrazelluléren Zielprotein Rho agieren und dann die Modifi-

kation und Aktivierung von Rho bewirken.
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Ein weiteres Rho-aktivierendes Toxin ist PMT. Untersuchungen zur Wirkung
von PMT auf die endotheliale Barrierefunktion in vitro ist Thema der vor-
liegenden Arbeit. Es wurde im Verlauf dieser Arbeit von anderen gezeigt, dai3
PMT Rho indirekt, wahrscheinlich Uber die Aktivierung eines heterotrimeren
G-Proteins, aktiviert (Wilson et a., 1997). Die genauere Betrachtung der
biochemischen Stoffwechselwege nach PMT-Stimulation, d. h. der mit Rho
interagierenden Proteine Rho-Kinase und Myosin-L eichtkettenphosphatase ist

im Ergebnisteil der Arbeit nachzulesen.
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3. ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die morphologischen und biochemischen
Auswirkungen von PMT auf vendse Endothelzellen untersucht.

In einem vorangegangenen Forschungsprojekt unserer Arbeitsgruppe, bei dem
die Auswirkung der Stimulation mit Thrombin auf Endothelzellen im Vorder-
grund stand, konnte gezeigt werden, dal3 Thrombin die Rho/Rho-Kinase
aktiviert und daraus eine Inaktivierung der ML C-Phosphatase in den Endothel -
zellen resultiert. Durch die C3-Transferase konnte dieser Schritt verhindert
werden, und so durch Hemmung der Proteinphosphatase 1-l1naktivierung
(PP1), die durch Thrombin induzierte ML C-Phosphorylierung und die daraus
resultierende Zellkontraktion, sowie eine Erhohung der endothelialen
Permeabilitdt gehemmt werden (Essler et al., 1998). Die Hemmung der PP1
erhoht die ML C-Phosphorylierung und die sich anschlief3ende Zellkontraktion
(Verin et a., 1995). Durch die Mikroinjektion von aktiver PP1 wird die MLC-
Phosphorylierung und die Aktin/Myosin-Interaktion verhindert (Fernandez et
a., 1990). Siehe Abbildung 3-1.
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Stimuli

v , \/
Rho |— cAMP Ca2*
Rho-Kkinase

1 v
MLC-Pase MLCK

~ K
o

Endothelzell-Kontraktion

\

Vaskulire Permeabilitéit A

Abb. 3-1: Signaliibertragung und Kontrolle der MLC-Phosphorylierung
in EC uber die Rho/Rho-Kinase und die MLCK

Nach der Erforschung dieses komplexen Signalweges war es nun interessant
herauszufinden, wie die Endothelzellen auf das Einwirken eines bakteriellen
Toxins, welches intrazellulare Signalwege, die mit Rho-GTPasen assoziiert
sind, reagieren wirden. Wie in der Einleitung bereits angesprochen, wird das
Verstandnis Uber die Wirkungen bakterieller Toxine auf den menschlichen
Korper immer wichtiger, zum Beispiel um den rasant zunehmenden Anti-
biotikaresistenzen entgegenzuwirken. Immer spielt bel solchen grundlagen-
orientierten Fragestellungen auch der Erkenntnisgewinn dber zelluldre

Funktionen eine Rolle.

38



3. ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Die folgenden Fragen sollen nacheinander beantwortet werden:

1.

Welche morphologischen und zytoskelettalen Verénderungen werden
durch PMT in ventsen Endothelzellen induziert?

Ist an den PMT-Wirkungen die GTPase Rho beteiligt?

Welche molekularen Mechanismen der Zellkontraktion werden durch Rho
reguliert? Spielen die Rho-Kinase und die Phosphorylierung von Myosin

dabei eine Rolle?
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4. MATERIAL

4.1 CHEMIKALIEN UND TECHNISCHE GERATE

Acrylamid/ bis-Acrylamid

Amicon Centricon-30R concentrator
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Anti-Maus-IgM

Anti-MLC-IgM-AK

Anti-PP1-AK

Anti-Ratten-1gG
Anti-Ratten-1gG-AK

Aprotinin

[3-Mercaptoethanol

Caffeine

Deckglaschen

Densitometer von Sharp XL-325
mit Image Master Software

DDT (Dithiothreitol)

ECL Western Blotting detection reagens
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EGM (endothelial growth medium)
Endothel zelI-Wachstumssuppl ement
FCS (fetales Kalberserum)

Falcon konische Zentrifugenréhrchen
Guaiacol
Glutathion-S-Sefarosebeads
Glyceral

Glycin (Puffersubstanz)

Haereus sepatech, Omnifuge

HRP (M eerrettichperoxidase;

41
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Amicon, Beverly
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Amersham, Arlington Heights
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Cabiochem, Bad Soden
Eppendorf, Hamburg

Sharp, USA

Merck, Darmstadt
Amersham, Arlington Heights
Boehringer, Mannheimer
Promo cell, Heidelberg
Promo cell, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Beckton Dickinson
Cabiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Freiburg
Heareus
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0,34 mg/ml; 1V-A-type; 44,000 Mr)
Kodak T-Max 400 Filma

Kodak X-OMAT-Filme

KT 5926

Labsonic U Sonicator

LB-Medium Biol01

LeicaRBM 3 Fluoreszenzmikroskop
L eupeptin

Lochplatte fur 24 Polyethyleneinsdtze
Luminol-Lésung

Magnetrihrer

MgCl2

Mikropipetten (0.01-1000 pl mit Einmal
spitzen)

Mini-Gelsystem

Moviol

NaCl

p-Aminobenzamidinbeads

PBS ( Phophate buffered Saline)
Pefablock

Pepstatin

Polyethyleneinsétze fur Zellkulturen mit
einer Porengréf3e von 3um

PP1 a-Isoform

P-Phenylenediamine

Protein Assay Kit

Protein Assay System

Proteinmarker fir SDS-Page
Proteinphosphatase Assay System

Rhodamin Phalloidin

rPMT

Salzsdure 37% rauchend

SDS (Sodecylsulfat Natriumsal z)
Spectrophotometer UVICON 930
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Sigma, Deisenhofen
Eastman Kodak, Rochester
Eastman Kodak, Rochester
Calbiochem, Bad Soden

B. Braun AG, Melsungen
Vista, CA

Bemsheim, Deutschland
Boehringer, Mannheim
Beckton Dickinson

Pierce

Jahnke & Kunkel KG, Staufen
Merck, Darmstadt

Eppendorf, Ismanning
Biorad

Cabiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Beckton Dickinson
Cabiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen
Pierce, Rockford

GIBCO

Novex, San Diego

Life Technologies, Gaithers-
burg

Molecular Probes, Oregon
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Bio Rad

Kontron Instruments, USA
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Tautomycin

TBS (Tris-gepuffertes Salz)

TCA (Trichloressigsaure)

TEMED(N,N,N",N"-Tetramethylethylen

diamin)

Thrombin aus humanem Plasma

Tischzentrifuge (5415 C)
Transfermembran

Tris (Tris-(hyroxymethyl-)aminomethan)

Tween 20

WallacR 1410 liquid Szintilationszahler

Z€ellkulturkolben

Alle weiteren Materialien wurden, soweit nicht anders erwahnt, von den

Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Eppendorf, Ismanning
Millipore

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Wallac, Gaithersburg
Beckton Dickinson

ublichen Herstellern in hdchst moglicher Reinheit bezogen.

Als Losungsmittel dient in der Regel Aqua dest. Prozentangaben sind als w/v
(Gewicht pro Volumen, 100 Prozent entsprechen 1000 g auf 1000 ml)
angegeben. Die Losungen werden in Glasgefalen mit Hilfe eines Magnet-

rihrers angesetzt und aufbewahrt.

4.2 PUFFERGEMISCHE DER EINZELNEN VERSUCHSREIHEN

4.2.1 MESSUNG DER ENDOTHELIALEN PERMEABILITAT

Reaktionspuffer:

NaH2PO4
Guai acol

50 mM
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4.2.2 HERSTELLUNG REKOMBINANTER PROTEINE

L ysepuffer:

Aqua dest. 100 mi
Tris-Lsg. (pH:8,2) 5ml
NaCl-Lsg. (3 M) 1,65 ml
MgCl, (1M) 0,5 ml
DTT 15,4 ml
L eupeptin lpg/mi
Pepstatin lpg/mi
Aprotinin lpg/mi

4.2.3 MIKROINJEKTION

Mikroinjektionspuffer pH: 7,5

NaCl 150 mM
TrissHCI 50 mM
MgCl, 5mM

Thrombinpuffer:

Aqua dest. 100 mi
Tris-Lsg.(pH:8,2) 5ml
NaCl-Lsg. (3 M) 5ml
MgCl, (1IM) 0,5 ml
DTT 15,4 ml

Phosphatasepuffer pH: 7,3
K*-Glutamat 100 mM
K*-Zitrat 39mM

4.2.4 MYOSIN-LEICHTKETTEN-PHOSPHORYLIERUNG

Sample Puffer pH: 9,0

Harnstof f 6,7M
TrissHCI 20 mM
Glycin 22 mM
DTT 10 mM
Harnstoffgel:

Reagentien flr das Sammel- bzw. Trenngel:

Acrylamidldsung:

40%ige L 6sung enthalt 1,08% Bisacrylamid
12 x konzentrierter Tris-Glycin Puffer entspricht 0,24 M Tris-Glycin (29,2 g/l

Tris base und 40 g/l Glycin)
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Sammelge 3,5%

Harnstoff 69
Tris-Glycin Puffer (pH8,2)1,04 mi
Acrylamidisg. (40%) 1,1ml
H-0, 51ml
TEMED 5ul

Ammoniumpersulfat 10% 100 pl
frisch angesetzt

Trenngel 10%

Harnstof f 14,49
Tris-Glycin Puffer (pH8,2) 2,5 ml
Acrylamidisg. (40%) 7,5ml
H->0, 7,5 ml
TEMED 15 ul

Ammoniumpersulfat 10% 180 pl

4.2.5 MYOSINANGEREICHERTE FRAKTION

Homogenisierungspuffer pH: 7,5

Tris-Aminomethan 50 mM
EDTA 28 mM
Leupeptin 1pg/ml
Pepstatin 1pg/ml
Pefablock 1pg/ml
Aprotinin 1pg/ml

Assaypuffer pH:7,0

Tris-HCI (pH: 8,2) 50 mM
EDTA 0,1 mM
[3-Mercaptoethanol 28 mM

Salzangereicherter Puffer

NaCl 0,6 M
Tween 20 0,1%

Leupeptin 1pg/ml
Pepstatin 1pg/ml
Pefablock 1pg/ml
Aprotinin 1pg/ml

4.2.6 MESSUNG DER MYOSINASSOZIIERTEN PHOSPHATASEAKTIVITAT

Phosphorylierungspuffer pH: 7,0

Tris-HCI 250 mM
MgCl, 16,7 mM
ATP 1,67 mM
CaCl, 0,83 mM
2-Mercaptoethanol 133mM
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Assaypuffer pH: 7,0

TrissHCI 50 mM
EDTA 0,1 mM
[3-Mercaptoethanol 28 mM
Caffeine 6,2 mM
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51 ZELLKULTURVONHUVEC

Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Versuche wurden mit HUVEC (humane
umbilikale vendse Endothelzellen) durchgefihrt. Die Zellen wurden aus
menschlichen Nabelschniren gewonnen und nach dem HerauslGsen aus den
venosen Gefalken in Zellkulturflaschen mit 75cm? Wachstumsflzche, bei 37 °C
und 5% CO, Wasserdampf geséttigter Luft im Brutschrank inkubiert. Die
Passagierung erfolgte durch zweimaliges Waschen der Zellen mit 10 ml PBS,
gefolgt von der Zugabe von 4 ml Trypsin. Sobald sich die Zellen vom Boden
des Kulturgefal3es abgel 6st hatten, wurden 10 ml des Nahrmediums (Gemisch
aus Endothelzell-Wachstumsmedium mit 2 ml Endothel zell-Wachstums-
supplement und 10% FCS zugegeben, das Gemisch mit den Zellen abpipettiert
und 5 Minuten bel 20 °C auf 800 Upm in der Haereus Sepatech Zentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die verbliebenen Zellen
mit frischem Medium wieder in Lésung gebracht. Im néchsten Schritt wurden
die Zellen in ener Zeldichte von 200.000 Zellen /ml auf kollagenisierte
Kolben, Petrischalen oder Deckglaschen ausgesaht. Das entspricht einer
Zelldichte von 2 x 10* Zellen pro cm®. Es folgte ein Mediumwechsel alle zwei
bis drei Tage. Zur Versuchsanwendung kamen nur die Zellen, welche nach
mikroskopischer Beurteilung einen konfluenten Monolayer aufwiesen, was in

der Regel nach 10 Tagen der Fall war.
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52 DI MESSUNG DER EC-PERMEABILITAT MIT HILFE DES
MEERRETTICHPEROXIDASE-ASSAYS

Fir diesen Versuchsaufbau wurden HUVEC (2 x 10* Zelen/cm®) auf
speziellen, mit Kollagen beschichteten Polyethyleneinsétzen kultiviert. Der
Boden dieser Einsédtze besteht aus einer Porenmembran mit Poren von ca 3 pm
Durchmesser. Diese Einsdtze wurden in eine Platte, welche mit 24 Versuchs-

insétzen ausgestattet ist, eingesetzt (siehe Abbildung 5-1).

Meerrettichperoxidase-Zugabe vor und
nach Behandlung der HUVEC (siehe Text)

konfluenter EC-Monolayer

Probenentnahme mit
anschlieBender Durchfiihrung
des Peroxydasenachweises

Abb. 5-1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
des Meerrettichperoxidase-Versuchs

Die Endothelzellen, welche 10 Tage mit zwel- bis dreitdgigem Mediumechsel
angeziichtet wurden, konnten nach mikroskopischer Uberprifung des
konfluenten EC-Monolayers zum Versuch verwendet werden. Dazu gab man
in beide Kompartimente 500 pl Kulturmedium, wobel das Medium im oberen

Kompartiment mit 40 ng/ml PMT versetzt war. Nach einer Inkubationszeit von
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60 Minuten, wurde im oberen und unteren Kompartiment das Medium
erneuert. In das untere Reaktionsgefald gab man 500 ul neues Kulturmedium
und im oberen wurde das Toxin/Mediumgemisch durch je 500 pl frisches
Medium, welches 0,34 mg/ml Meerrettichperoxidase enthielt, ersetzt.

Die Probengewinnung erfolgte dann nach einer Minute, indem man 60 pl aus
dem unteren Kompartiment entnahm, mit 860 pl Reaktionspuffer und 100 pl
frischer H,O»-L6sung (0,6 mM in H,0) versetzte. Die Auswertung erfolgte
photometrisch bel 470 nm.

5.3 |IMMUNFLUORESZENZFARBUNG

Fir den Immunfluoreszenzversuch wurden Eppendorf Deckglaschen, welche
zur leichteren Orientierung unter dem Mikroskop ein feines Gitternetz
eingeschliffen haben, fir 24 Stunden mit 100 pg/ml Kollagen G beschichtet.
Danach wurden je 2 x 10* HUVEC auf diese Deckgléschen ausgeséht. Die
Zellen wurden fur ca. 10 Tage bei zwei- bis dreitdgigem Mediumwechsel
kultiviert. Um spéter im Immunfluoreszenzmikroskop das Aktin zu erkennen,
war folgendes Procedere nitig:

Die Zellen wurden fur 10 Minuten mit 3,7%igem Formaldehyd in PBS,
welches 1 mM Ca'™ und 1 mM Mg™" enthielt, behandelt und danach 5 Minuten
in -20 °C kaltem Azeton permeabilisiert, bevor die Deckglaschen mit den so
behandelten Zellen luftgetrocknet wurden. Anschlief3end wurden die Zellen
far 20 Minuten mit 10 pl Rhodamin Phalloidin in 100 pl PBS in einer
Feuchtkammer inkubiert, anschlief3end mit PBS, welches mit 2% FCS versetzt
war gewaschen und schliefdlich in Moviol fixiert. Sdmtliche beschriebene

Reaktionsschritte wurden bel Raumtemperatur durchgefihrt.
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Die mikroskopische Beurteilung erfolgte mit dem LEICA RBM 3
Fluoreszenzikroskop. Die Photographien wurden mit einem Kodak-T-Max 400

Film aufgenommen.

54 HERSTELLUNG REKOMBINANTER PROTEINE

Die rekombinante C3-Transferase, die “Rho binding domain” (RBD) und die
“pleckstrin homology domain” (PH) der Rho-Kinase wurden wie bel Ridley
und Hall beschrieben (Ridley und Hall, 1992) als Fusionsproteine mit
Glutathion-S-Transferase (GST-Trager) in E. coli exprimiert und durch
Affinitétschromatographie auf Glutathion-S-Sepharose “beads’ gereinigt. Der
GST-Trager wurde durch Thrombin vom Fusionsprotein abgespalten. Das
Thrombin wurde dann wiederum durch die Inkubation mit p-Amino-
benzamidinbeads entfernt. Die genauen Herstellungsschritte waren folgende:
Je eine Pipettenspitze der Bakterien (E. coli) wurde Uber Nacht in 25 ml LB-
Medium, unter Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde 1 Liter LB-Medium hinzugeftgt und die Bakterien bis zu einer
optischen Dichte von 0,3 - 0,5 bei 600 nm angeziichtet (die Messung erfolgte
mit dem UVICON Spectrophotometer). Nach der Induktion mit 0,5 mmol/I
|PTG wurden den Bakterien erneut drel Stunden Zeit zum Wachstum gegeben.
Anschlieffend wurde die Bakteriensuspension 20 min. bel 4000 Upm mit einer
HAEREUS Sepatech Zentrifuge zentrifugiert. Die “Pellets’ wurden dann
zweimal in PBS gewaschen, je in 10 ml Lysepuffer resuspendiert und
anschlief3end 6 mal 10 Sekunden mit dem Labsonic U Sonicator sonifiziert.
Die Lysate wurden daran anschliefiend 30 Minuten bei 100.000 g in der

Ultrazentrifuge bei 4 °C zentrifugiert. Zu dem Uberstand wurden 4 ml in
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Lysepuffer &guilibrierte Glutathion-Sepharose “beads’ hinzugegeben. Dieses
Gemisch wurde Uber Nacht im Kihlraum auf einem Schiittler gleichméfdig
bewegt. Im néchsten Schritt wurden die “beads’ fur 10 Minuten bei 4000 Upm
abzentrifugiert, im Anschlul daran dreimal mit 10 ml Thrombinpuffer ge-
waschen und erneut Uber Nacht im Kihlraum auf einem Schttler mit 3 U/ml
Thrombin inkubiert. Am Morgen erfolgte die erneute Zentrifugation, um im
Anschluf daran die Proben fur drei Stunden mit p-Aminobenzamidinbeads zu
inkubieren, um das noch vorhandene Thrombin zu binden. Der Uberstand,
welcher nach einer erneuten Zentrifugation gewonnen wurde, enthielt
schliefdlich die C3-Transferase, die RBD oder PH-Doméne der Rho-Kinase in
einer Konzentration von 1 - 3 pg/ml. Die gewonnenen Proteine wurden bis zu

ihrer Verwendung unter Zusatz von 10% Glycerol bei -80 °C eingefroren.

55 DIEMIKROINJEKTION

Die Mikroinjektion wurde mit Hilfe des Eppendorf Trangektors 5246 und des
Eppendorf Manipulators 5171 durchgefihrt.

Die Zellen wurden, wie unter 5.3 beschrieben, auf speziellen Coverdips,
welche eine mikroskopisch erkennbare Gitternetzeinteilung eingeschliffen
haben, geziichtet.

Die zu mikroinjizierenden Proteine, also die RBD und die PH-Doméne der
Rho-Kinase, wurden mit dem Mikroinjektionspuffer verdinnt. Die RBD
wurde in einer Konzentration von 0,64 pg/pl und die PH-Doméne mit
0,96 pg/pl ins Zytoplasma der HUVEC mikroinjiziert. Die katalytische Unter-
einheit der Proteinphosphatase 1 (PPl) a-lsoform wurde mit dem

Phosphatasepuffer verdinnt und in einer Konzentration von 200 U/ml
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mikroinjiziert. Das mikroinjizierte Volumen betrug ca. 1 - 3x 10 | pro Zelle.
Die Zellen, welche mit einem der Proteine mikroinjiziert wurden, bekamen mit
dem gleichen Puffer auch Ratten-1gG in einer Konzentration von 5 mg/ml
injiziert. So waren sie dann nach Farbung mit FITC-konjugiertem anti-Ratten-
IgG wieder aufzufinden. Auf den mit einem Gitternetz eingeschliffenen
Coverdips, waren bei genauer Dokumentation die mikroinjizierten Zellen
leicht aufzufinden. Fur jedes der Experimente wurden mindestens 100 Zellen

mit dem Protein mikroinjiziert und mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

56 DIEPHOSPHORYLIERUNG DER MYOSIN-LEICHTKETTE

Die Myosinleichtkettenphosphorylierung, d. h. die mono- bzw. diphos-
phorylierte Form wurde mit Hilfe eines speziellen Harnstoffgels aufgetrennt
und analysiert (Daniel und Sellers, 1992).

Als Versuchszellen dienten wieder HUVEC, welche in Zellkulturkolben
gezichtet wurden. Durch die Zugabe von Thrombin wurden die Zellen
stimuliert und die Reaktion nach 1 Minute durch die Zugabe von 1,5 ml
eiskaltem 10%igem TCA (Trichloressigséure) abgestoppt. Die Zellen wurden
im Anschluf3 daran aus dem Kolben entnommen und fir zwanzig Minuten bei
14.000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen.
Die verbliebenen “Pellets’ wurden mit destilliertem Wasser gewaschen, um
die TCA zu entfernen und dann schliefdlich in 1,5 ml “sample”-Puffer gel ost.
Die einzelnen Proben wurden dann auf das vorbereitete Harnstoffgel aufge-
tragen, das 45 Minuten an eine Spannung von 9 mA angeschlossen wurde.
Dann wurden die Proteine fur 1,5 Stunden auf eine PV DF-Membran gebl ottet.

Die Membranen wurden dber Nacht mit einem anti-MLC-IgM-Antikorper,
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welcher im Verhdtnis 1:100 mit TBS und 0,3%igem Tween gemischt war,
inkubiert. Im Anschlul® fanden drel Waschschritte statt, bevor die Membran
fur eine Stunde mit dem anti-Mause-IgM-Antikorper, welcher im Verhdtnis
1:500 mit TBS gemischt war, inkubiert wurde. Nach erneutem dreimaligem
Waschen wurde die Membran 30 Minuten lang mit Meerrettichperoxidase,
welche mit TBS im Verhdtnis 1:1000 gemischt wurde, inkubiert.
Anschlief?end konnte die Membran mit einer Luminol-Ldsung entwickelt und
auf einen Kodak X-OMAT Film belichtet werden.

Die Versuchsauswertung erfolgte mittels einer quantitativ densitometrischen
Methode, d. h. dal3 die un-, mono- bzw. diphosphorylierte MLC, welche mit
dem anti-MLC-Antikorper reagiert hatte, genau quantitativ erfaldt wurde. Das
erfolgte mit Hilfe des Sharp XL-325 Densitometers und der Pharmacia Image
Master Software unter Verwendung der Formel: P1L+ 2 x P2/ PO + P1 + P2.
PO, P1 und P2 sind je die un-, mono- bzw. diphosphorylierten Formen der
MLC.

5.6.1 DURCHFUHRUNG DESHARNSTOFFGELS

Es werden Gele mit 10%igem Trenngel und 3,5%igem Sammelgel gegossen,
wobei durch die Anderung des pH-Wertes zwischen Sammel- und Trenngel
eine besonders gute Auflosung der Proben erreicht wird. Die unter 4.2.4
angegebenen Mengen werden fur ein 1 mm dickes Gel benttigt. Um die
Trennlinie zwischen den einzelnen Schichten moglichst glatt zu bekommen,
muli3 vorsichtig etwas Aqua dest. auf die jeweilige Schicht gegeben werden.
Vor dem Gief3en der néchsten Schicht wird das Aqua dest. wieder abgegossen.
Die Proben kénnen nun aufgetragen werden und unter einer Spannung von

9 mA werden die Proteine nach Mol ekilmassen aufgetrennt.
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5.7 PRAPARATION DER MYOSINANGEREICHERTEN FRAKTIONEN

Die Préparation der myosinangereicherten Fraktionen wurde wie bei Verin
beschrieben durchgefihrt (Verin et al., 1995). Zunachst wurden HUVEC in
Zellkulturkolben mit 100 mm Durchmesser fur 10 Tage mit zwei- bis
dreitdgigem Mediumwechsel geziichtet. Zur Zellgewinnung wurden die
dichten Monolayer zweima mit eiskaltem PBS gewaschen, gefolgt von der
Zugabe von 200 pl Homogenisierungspuffer. Das gewonnene Lysat wurde
dann bei -80 °C inkubiert, mit einem Schaber vom Zuchtgefalidboden abgel Ost
und durch 5- bis 10maliges Aufziehen mit einer Spritze homogenisiert.
Anschlief?end wurden die Homogenisate fur eine Stunde bei 4 °C mit einem
stark mit Salzen angereicherten Puffer behandelt und dann fir 30 Minuten bei
4 °C und 4.500 g zentrifugiert. Das behandelte Lysat wurde nun 10 mal mit
einem speziellen Assaypuffer verdinnt und fur 30 Minuten bei 4 °C und
10.000 g zentrifugiert.

Das nun entstandene “Pellet” wurde in 10 pl des salzreichen Puffers gelOst.
Diese myosinangereicherte Zellfraktion enthélt vor allem PP1- und nahezu
keine PP2-Aktivitdt (Verin et al., 1995). Um sicher gehen zu kdnnen, dal3 in
den gewonnenen Proben gleiche Mengen PPl vorhanden sind, wurde en
Western Blot mit anti-PP1-Antikérpern durchgefihrt. Im folgenden Schemaiist

dieser Praparationsablauf schematisch skizziert.
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Konfluenter Endothelzell-M onolayer
waschen, einfrieren (-80 C), homogenisieren

Endothelzell-Homogenat
(100% PPase-Aktivitat)

extrahieren, zentrifugieren

Aktin-angereicherte Uberstand
Fraktion (Ca. 90% des Gesamtproteins)
(Ca. 10% des Gesamtproteins)

|6sen, zentrifugieren

Myosin-angereicherte Myosin-depletierter
Fraktion _ Uberstand
(Ca. 10% des Gesamtproteins) (Ca. 80% des Gesamtproteins)

Abb. 5-2: Praparation der myosinangereicherten Fraktion

5.8 MESSUNG DER PHOSPHATASEAKTIVITAT

Um die myosinassoziierte Phosphataseaktivitdt in den oben beschriebenen
myosi nangereicherten Fraktionen zu messen, wurde das Protein-Assay-System
von GIBCO nach den Empfehlungen des Herstellers benutzt. Dieses System
basiert auf einer Methode, welche bei Chisholm und Cohen 1988 beschrieben
ist (Cisholm und Cohen, 1988).

Vereinfacht funktioniert der Assay folgendermalen:

Phosphorylase b wird in einer Konzentration von 0,1 mM in vitro durch eine

Phosphorylase-Kinase in einer Konzentration von 0,1 mg/ml in Anwesenheit
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von ¢*-P-ATP (5mCi/ml) fir eine Stunde bei 30 °C phosphoryliert. Diese
Reaktion wird mit 90%iger Ammoniumpersulfatlosung bei 4 °C, an-
schlief¥ender einstiindiger Inkubation auf Eis und 10mindtiger Zentrifugation
bei 12.000 g gestoppt. Das “Pellet” wird dann resuspendiert und viermal mit
der Ammoniumpersulfatlésung gewaschen. Das Protein wird mit Hilfe des
Amicon Centricon-30% concentrators in die endgiiltige Konzentration von
3 mg/ml gebracht. Die Phosphataseaktivitét konnte Uber die Radioaktivitét und
die Zerfallsgeschwindigkeit der mit c**-P-markierten Phosphorylase gemessen
werden. Zu diesem Zweck war die myosinangereicherte Fraktion mit 30 pl
Assaypuffer verdinnt und mit 20 pl des radioaktiven Substrates gemischt
worden. Die Reaktion lief 10 Minuten lang bel einer Temperatur von 30°C ab
und wurde dann mit eiskalter 20%iger TCA gestoppt. Schliefdlich wurden die
gewonnenen Proben fir zehn Minuten auf Eis inkubiert und fir drei Minuten
bei 12.000 g zentrifugiert. Die zurtickbleibende Radioaktivitét wurde mit Hilfe
des Wallack™1410 liquid Szintilationszahlers gemessen und in einer Grafik

skizziert.
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6. ERGEBNISSE DER FORSCHUNGSARBEIT

6.1 ETABLIERUNG DESPERMEABILITATSASSAYS

Der genaue Versuchsaufbau dieses Assays ist unter dem Gliederungspunkt 5.2
dargestellt. Die Ergebnisse sind im Folgenden beschrieben.

6.1.1 PMT ERHOHT DIE ENDOTHELIALE MONOLAYERPERMEABILITAT
UBER EINEN RHO-ABHANGIGEN M ECHANISMUS

Der Einflu von PMT auf die Permeabilitét des Endothels wurde mit Hilfe
eines “Transwell Assays’ in vitro untersucht. Mittels dieses Assays wurde
versucht, die zelluléare Auskleidung von Blutgeféien zu simulieren (Details
siehe unter Gliederungspunkt 5.2). Dieser Assay erlaubt zwar nicht zwingend
Ruckschlisse auf die in vivo vorliegenden Bedingungen, ist allerdings zur
Untersuchung von Signalwegen, die zur Anderung der endothelialen Per-
meabilitét fuhren, sehr brauchbar. Weiter muld eingerdumt werden, dald mit
diesem Assay die Permeabilitét niedermolekularer Substanzen nicht untersucht
werden kann.

Zunéchst wurde als Kontrolle die Diffusion von Meerrettichperoxidase durch
einen konfluenten Endothelzellmonolayer, der sich auf einer mit Kollagen
beschichteten Porenmembran befand, gemessen. Die photometrische
Auswertung ergab unter diesen Bedingungen eine sehr geringe Durch-

gangigkeit des Monolayers fir die Meerrettichperoxidase.
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Nach einstiindiger Stimulation der Zellen mit PMT (40 ng/ml) konnte eine um
das zehnfache angestiegene Diffusion ermittelt werden (siehe Abbildung 6-1).
Um die Beteiligung von Rho bel diesem Effekt zu untersuchen, wurden die
Endothelzellen in einem weiteren Versuch 24 Stunden lang mit dem
spezifischen Rho-Inhibitor, der C3-Transferase aus C. botulinum, in ener
Konzentration von 5 pg/ml inkubiert. Die Behandlung mit C3-Transferase
aleine hatte keinen Effekt auf die Permeabilitét (wie in der Abbildung 6-1
veranschaulicht). Der zuvor beschriebene PMT-induzierte Permeabilitéts-
anstieg konnte aber durch die C3-Behandlung nahezu vollstandig aufgehoben
werden. Eine frihere Arbeit unserer Forschungsgruppe zeigte, dald unter
diesen Bedingungen 70 - 80% des vorhandenen RhoA in den Endothelzellen
ADP-ribosyliert wird (Aepfelbacher et a., 1997).

Da bereits bekannt war, dal3 Rho mittels Rho-Kinase die ML C-Phosphatase
inaktivieren kann (Kimuraet al., 1996) und falls dieser Mechanismus fir unser
System ebenfalls von Bedeutung ist, dann sollte Tautomycin (ein PP1-
Hemmstoff), die durch C3-Transferase blockierte Hemmung der PP1-Aktivitét
unterbinden. Die Konsequenz daraus wére, dal3 der PMT-Effekt in den mit C3-
Transferase behandelten Zellen durch Zugabe von Tautomycin wiederherge-
stellt werden kann. Dazu wurde die Diffusion von Meerrettichperoxidase
durch den Zellmonolayer gemessen, welcher mit C3-Transferase vorinkubiert
und dann mit PMT und Tautomycin fur 15 Minuten in einer Konzentration von
6 UM behandelt wurde. C3-Tranferase in Kombination mit Tautomycin, C3-
Transferase alein oder Tautomycin alein (nicht gezeigt), hatten keinen Effekt
auf die Monolayerpermeabilitét. Das Ergebnis war, dal3 - wie vorher abgeleitet
- in den Endothelzellen, welche mit C3-Transferase und PMT vorinkubiert
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wurden, der PMT-Effekt durch Tautomycin fast wiederhergestellt werden
konnte.

Diese Daten legen den Schlul? nahe, dal3 PMT die endotheliale Permeabilitét
durch die Aktivierung von Rho und durch die Hemmung der PP1M-Aktivitét
steigern.

Die beschriebenen Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 6-1

veranschaulicht.

A
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< g'?r 0,3
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T
~F— _
PMT - - - + + +
C3 - + + - + +
Taut - - + - - +

Abb. 6-1: Ergebnisse des M eerettichperoxidaseassays

PMT erhoht die Permeabilitdt . HUVEC wurden nicht vorbehandelt oder mit den angegebenen
Substanzen vorbehandelt (C3-Transferase 24 h, Tautomycin (Taut) 15 min.) und dann mit PMT (1 h,
40 ng/ml) stimuliert. Anschlieffend wurde die Durchléssigkeit des Monolayers fur die
M eerettichperoxydase (HPR) bestimmt. (Siehe Methoden). Die Saulen entsprechen dem Mittelwert +
Standardabweichung von einem Experiment mit Vierfach-Proben.
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6.2 PASTEURELLA MULTOCIDA TOXIN FUHRT ZU DER RHO-
ABHANGIGEN STRERFASERBILDUNG

Nach dem oben dargestellten zellbiol ogischen Weg der PMT-Wirkung auf das
Endothel wurde versucht, die oben aufgestellte Hypothese durch Mikro-
injektion von Rho- und Rho-Kinase-Hemmestoffen weiter zu untermauern.
Dazu wurde mittels einer Farbung mit Rhodamin Phalloidin das Aktin-
zytoskelett von HUVEC im Immunfluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.
Die Bilder 1 und 2 zeigen Kontrollzellen, bei denen das Aktin v. a. an den
Zellgrenzen as peripherer Ring, der die Zelle markiert, zur Darstellung
kommt. Die Monolayer der Zellen, welche mit C3-Transferase behandelt
waren, unterscheiden sich insofern von der Kontrolle, as dal3 nun der
Aktinring deutlich dinner als Zellbegrenzung sichtbar wurde. Jedoch war der
Zellkontakt nur wenig beschadigt worden (siehe Bild 3 und 4). Nach en-
stundiger PMT-Inkubation waren deutliche Aktinstref3fasern und interzelluldre
L iicken erkennbar (siehe Bild 5 und 6). Wurden die Zellen mit C3-Transferase
vorbehandelt, so konnte der PMT-induzierte Effekt der Aktin-Stref3-
faserbildung durch die Hemmung von Rho aufgehoben werden (siehe Bild 8).
Weiter konnte die Entwicklung von Riesenzellen sichtbar gemacht werden.
Dafur gibt esim Augenblick noch keine Erklérung, jedoch kdnnte es sein, dal
PMT in Kombination mit der C3-Transferase Uber Aktivierung der GTPase
Rac einen Signalweg aktiviert, durch welchen es zu einer Zellausbreitung
kommt. Dieses Phadnomen ist sehr gut auf der Phasenkontrastaufnahme
erkennbar (siehe Bild 7).
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Abb. 6-2:

PMT-induzierte Licken im Zellverband und die Aktin Umorganisation sind Rho abhangig.
HUVEC, die nicht stimuliert wurden (Bild 1 und 2), mit C3-Transferase behandelt wurden (24
h, 5 ug/ml; Bild 3 und 4), mit PMT stimuliert wurden (1 h, 40 ng/ml; Bild 5 und 6), oder mit
C3-Transferase vorbehandelt (24 h, 5 pg/ml) und dann mit PMT stimuliert wurden (1 h, 40
ng/ml; Bild 5 und 6). Die Bilder 1, 3, 5 und 7 sind Phasenkontrastaufnahmen. Die Bilder 2, 4,
6 und 8 sind Aktinfarbungen mit Rhodamin Phalloidin. Die Pfeile in Bild 5 deuten auf Licken
im Endothelzellverband hin. Der Balken entspricht 30 um.

6.3 DIE AKTIN-STRERFASERBILDUNG

Um herauszufinden, ob die Interaktion von Rho mit der Rho-Kinase fir die
durch PMT-induzierte Stref¥faserbidung nétig ist, wurde die rekombinante
Rho-bindende Doméne (RBD) bzw. die “pleckstring homology” (PH)-Doméne
der Rho-Kinase in einzelne Endothelzellen mikroinjiziert. Sowohl die isolierte
RBD, as auch die PH-Doméne verhindern die Interaktion von Rho mit der
endogenen Rho-Kinase durch Kompetition (Amano et a., 1997).

Das Ergebnis war, dal’ sowohl durch Mikroinjektion der RBD as auch der
PH-Doméne die durch PMT induzierte Stref¥faserbildung vollsténdig verhin-
dert werden konnte (siehe Bilder 9, 10, 11 und 12). Diese Beobachtung laf3t
den Schluf® zu, dafd durch PMT die Rho/Rho-Kinase Interaktion stimuliert
wird.

Die Methode der Mikroinjektion ist im Methodenteil unter dem Gliederungs-
punkt 5.5 erkléart. Um eine Kontrolle zu haben, dal3 in die einzelnen Zellen die
gewtinschten Stoffe mikroinjiziert wurden, hat man mit der gleichen Injektion
auch Ratten-1gG injiziert und dann mit Hilfe von FITC-konjugiertem anti-
Ratten-1gG sichtbar gemacht. So und durch das eingeschliffene Gitternetz in
die Deckglaschen auf denen die HUVEC gezichtet waren, konnte man die

mikroinjizierten Zellen gut wieder auffinden.
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Abb. 6-3:

Die PMT-induzierte Aktin Umorganisation lauft tber die Rho/Rho-Kinase und PP1. Einzelne
Zellen wurden mit der RBD der Rho-Kinase (Bild 9 und 10) oder der PH-Doméane der Rho-
Kinase mikroinjiziert (Bild 11 und 12) und dann mit PMT (1 h, 40 ng/ml) stimuliert. Bild 9 und
11 sind Aktinfarbungen, Bild 10 und 12 Farbungen des koinjizierten Ratten-IgGs als
Injektionskontrolle.

Falls die Inaktivierung der MLC-Phosphatase durch die Rho-Kinase fir die
Aktin-Reorganisation durch PMT nétig ist, sollte die Mikroinjektion von
konstitutiv-aktiver katalytischer Domane der PP1, deren Aktivitéat nicht durch
Regul ationsmechani smen gehemmt werden kann, den PMT-Effekt aufheben.

Um die Rolle der ML C-Phosphatase fir den PMT-induzierten Effekt auf das
Aktinzytoskelett weiter zu erforschen, wurde die katalytische Doméane der
ML C-Phosphatase in die Zellen mikroinjiziert und dann mit PMT stimuliert
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(sehe Bild 13 u. 14). Diese Experimente zeigten, dal3 der durch PMT
verursachte Effekt der Stref¥faserbildung durch Injektion von PP1 gehemmt
wird.

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafir, dal PMT die ML C-Phosphatase-
Aktivitét in Endothel zellen durch die Rho-Kinase herabsetzt und es dadurch zu

einer Phosphorylierung von MLC und der Bildung von Stref3fasern kommt.

Abb. 6-4:

HUVEC, die mit PMT (40 ng/ml) stimuliert und dann mit der katalytischen Doméane der PP1
mikroinjiziert wurden (Bild 13 und 14).

Um herauszufinden, inwieweit der PMT-Effekt von der “myosin light chain
kinase” (MLCK)-Aktivitat abhéngt, wurden Endothelzellen mit KT 5926,
einem selektiven MLCK-Hemmer, vorbehandelt. Die Beobachtung war, dal3
die Aktin-Reorganisation durch KT 5926 verhindert werden konnte (siehe Bild
15). Daraus kann der Schluf3 gezogen werden, dal3 auch eine basale MLCK-
Aktivitét zur PMT-induzierten Aktin-Umverteilung erforderlich ist.



6. ERGEBNISSE DER FORSCHUNGSARBEIT

Abb. 6-5:

HUVEC, die mit dem selektiven MLCK-Inhibitor KT 5926 (24 h, 5uM) vorinkubiert und dann
mit PMT (1 h, 40 ng/ml) stimuliert wurden (Bild 15).

Schliellich wurde die Rolle der Ca™*-lonen in diesen komplexen Reaktions-
ablaufen genauer untersucht. Dazu wurden die Zellen mit BAPTA-AM, einem
Ca'"-Chelator, in einer Konzentration von 400 uM eine Stunde lang inkubiert
und im Anschlu® mit PMT behandelt. Dabei wurde kaum Stref3faserbildung
erkennbar, und es bildeten sich nur vereinzelt intrazelluldre Licken aus. Die
durch PMT induzierte Zellkontraktion und Aktin-Reorganisation setzt also

zumindest Basalwerte von Ca'™* voraus (Daten nicht gezeigt).

6.4 PMT INAKTIVIERT DIE MYOSIN-LEICHTKETTEN-PHOSPHATASE
UND ERHOHT DIE MYOSIN-LEICHTKETTEN-PHOSPHORYLIERUNG

Zunéchst wurde die Modulation der Myosin-assoziierten ML C-Phosphatase-
aktivitét durch PMT mit Hilfe des unter Punkt 5.8 beschriebenen Phosphatase-
Assays untersucht.
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Abb. 6-6: PMT-induzierte Hemmung der Myosin-Leichtketten-Phosphatase-Aktivitat und
MLC-Phosphorylierung. Die Werte der MLC-Phosphatase entsprechen dem Mittelwert +
Standardabweichung von drei Experimenten. Der Unterschied zwischen dem ersten und
zweiten Wert ist signifikant (p < 0,05, t-Test flr verbundene Stichproben).

* C3 gibt den Wert der MLC-Pase in Gegenwart von C3-Transferase (24 h, 5 ug/ml) wieder.
Die Werte der MLC- Phosphorylierung entsprechen dem Mittelwert von Dreifach-Proben
eines reprasentativen Experimentes. Die Standardabweichungen sind kleiner als die
Symbole.
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Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 6-6 dargestellt. Die Inkubation
der Zellen mit PMT fir 1 - 24 Stunden in einer Konzentration von 40 ng/ml
zeigt eine klare und nachhaltige Hemmung der PP1M-Aktivitét. Diese
Hemmung wurde bereits nach der ersten Stunde der PM T-Inkubation deutlich.
Im Verlauf der nachfolgenden 23 Stunden stellte sich dann ein mehr oder
weniger konstantes Niveau der Phosphatase-Aktivitét ein. Wurden die Zellen
jedoch mit 5 pg/ml C3-Transferase fur 24 Stunden behandelt, so war die PMT-
induzierte Abnahme der PPIM-Aktivitét fast vollsténdig aufgehoben. Schiuf3-
folgerung aus diesen Beobachtungen ist, dal3 PMT die PP1IM in HUVEC Uber
einen Rho-abhangigen Mechanismus inaktiviert (siehe Abbildung 6-6).

Es war bei Beginn der Arbeit bekannt, dal3 die Hemmung der PP1M in
HUVEC einen Anstieg der Myosinleichtkettenphosphorylierung, der Zell-
kontraktilitét und der Permeabilitét zur Folge hat (Verin et al., 1995).

Um herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen der Inaktivierung
der PPIM durch PMT und einen Anstieg der Myosin-Leichtketten-
Phosphorylierung gibt, wurden die Phosphorylierungen der Myosin-Leicht-
kette nach 1- bis 24stindiger PMT-Inkubation gemessen. Die unphosphory-
lierte, mono- bzw. diphosphorylierte Myosin-Leichtkette wurde mittels eines
Harnstoffgels elekrophoretisch aufgetrennt und durch Western Blot auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Anschlief3end wurden die Proteinbanden mit
spezifischen Antikorpern, gefolgt von einer Chemolumineszenz- Detektions-
Methode sichtbar gemacht. Es konnte festgestellt werden, dal3 schon nach
einer Stunde ein Anstieg von phosphorylierten Myosin-Leichtketten
nachweisbar war, der nach vier Stunden noch stérker ausgepréagt war. Nach
24stindiger PMT-Behandlung waren zweima mehr monophosphorylierte und
viermal mehr diphosphorylierte Myosin-Leichtketten als in den Kontrollzellen
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densitometrisch nachweisbar. Es kann aso von ener Zeitabhangigkeit
zwischen der PMT-Stimulation und Myosin-Leichtketten- Phosphorylierung
ausgegangen werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dald PMT Uber den Rho/Rho-Kinase-
abhangigen Weg die PP1M inaktiviert und es schlieffdlich zu einem Anstieg der
Myosin-L ei chtketten-Phosphorylierung kommt.
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1. ZUSAMMENFASSUNG DER FORSCHUNGSERGEBNI SSE

Ziel der Arbeit war es, die molekularen Mechanismen zu erforschen, durch die
das Pasteurella multocida Toxin zu einer Aktivierung von Endothelzellen mit
anschlieffender Storung der Barrierefunktion des Endothels fuhrt. Dafir
wurden humane Endothelzellen (HUVEC) verwendet, die fir Permeabilitéts-
messungen auf Porenmembranen bis zur Entstehung eines dichten Monolayers
kultiviert wurden. Als Mal3 fur die endothelidle Permeabilitdt wurde die
Durchléssigkeit des endothelialen Monolayers fir Meerrettichperoxidase
verwendet. Zur Sichtbarmachung des endothelialen Zytoskeletts wurden die
Zellen mit Rhodamin Phalloidin gefarbt und im Fluoreszenzmikroskop
anaysiert. Mit Hilfe spezifischer Hemmstoffe, die teilweise in die Zellen
mikroinjiziert wurden, sowie der biochemischen Messung von Enzym-

aktivitéten bzw. Phosphorylierung, erhielten wir folgenden Ergebnisse:

1. Das Pasteurella multocida Toxin fuhrt zu einer Erhéhung der Permeabili-
tédt des endothelialen Monolayers Uber einen Rho-GTPase-abhangigen
Signalweg.

2. Die Stimulierung der Endothel zellen mit dem Pasteurella multocida Toxin
fuhrt zur massiven Bildung von Aktinstreffasern, die von Rho, seinem
Zielprotein der Rho-Kinase as auch von der ML C-Phosphatase abhangig
sind. Diese morphologischen Verdnderungen stellen vermutlich die Basis
fur die Erhdhung der endothelialen Permeabilitét dar.

3. Pasteurella mulocida Toxin fuhrt Gber Rho und mit grof3er Wahrschein-
lichkeit auch Uber die Rho-Kinase zu einer Inaktivierung der MLC-

Phosphatase mit anschlief3ender Erhohung der ML C-Phosphorylierung.
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Als Ergebnis unserer Arbeiten ergibt sich ein Signalweg, in dessen Zentrum
die GTPase Rho steht und dessen Details noch einmal in der Abbildung 7-1

zusammengefaldt werden.

v
Rho-GTP cat
ML C- Pase ¢ ¢
inaktiv o4
‘>4— Rho-Kinase Ca~ Cam-MLCK
ML C-Pase
aktiv
MLC

*

Zellkontraktion

v -
Vaskular e Per meabilitat A

Rho-GTP: GTP-gebundenes Rho
Ca++-Cam: Calziumcalmodulin

MLC-P: phosphorylierte MLC
MLC-Pase:  Proteinphosphatase 1 (PP1)
ML C-Pase-P: phosphorylierte PP1

EC: Endothelzelle

Abb. 7-1: Durch PMT induzierte Signalwege
der MLC-Phosphorylierung in Endothelzellen
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8. DiISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde Uber die Auswirkungen der Interaktion des
Pasteurella multocida Toxins mit Endothel zellen (HUV EC) berichtet.
Der Ansatz zur Erforschung der durch dieses Toxin aktivierten Signalwege

waren:

1. ein zellphysiologischer, mittels eines Permeabilitétassays
2. ein zellbiologischer mittels Immunfluoreszenzfarbung und Mikroinjektion
und

3. ein biochemischer Ansatz, anhand eines Phosphorylierungs- und Phospha-

taseassays.

PMT stimuliert die Aktin-Reorganisation in HUVEC und erhdht so die
Permeabilitdt des Endothelzellmonolayers. Es kann davon ausgegangen
werden, dal3 durch PMT die GTPase Rho aktiviert wird und es so, vermittelt
Uber die aktivierte Rho-Kinase, zu einer Hemmung der myosingebundenen
L eichtketten-Phosphatase (PP1M) kommt. Die Hemmung der PP1M fuhrt zu
einer Erhdhung der MLC-Phosphorylierung, weil dann eine basal immer
vorhandene MLC-Kinase-Aktivitdt Uberwiegt. Es kann von einer basalen
MLC-Kinase-Aktivitdt in nicht stimulierten Endothelzellen ausgegangen
werden (Verin et a., 1995), welche z. B. durch den PMT-induzierten intra-
zellularen Ca™-Anstieg weiter aktiviert werden kénnte (Staddon et a., 1991).
Diese Ca™"-Erhohung ist jedoch im Vergleich zum Anstieg nach Einwirkung
anderer Mediatoren, wie z. B. Histamin oder Thrombin, sehr moderat und

kann mit klassischen Methoden der Messung intrazellularer Ca'™-Konzen-
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trationen (fura-2 Methode) nicht nachgewiesen werden. In diesem Zusammen-
hang ist bekannt, dal? Thrombin ber die intrazelluldre Ca™-Erhohung eine
Aktivierung der Ca™/Calmodulin-abhéngigen MLCK verursacht. Versuchs-
ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zu diesem Thema zeigten, da die Ca'™-
Mobilisation durch Thrombin ein Maximum nach 30 Sekunden hat und sich
nach 3 - 5 Minuten ein Plateau einstellt, wobei hier keine Abhangigkeit von
der Rho-GTPase hergestellt werden konnte, da sich dieser Anstieg nicht durch
den spezifischen Hemmstoff C3-Transferase hemmen lief3 (Essler et al., 1998).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiter gezeigt werden, dal3 PMT die MLC-
Phosphataseaktivitét hemmt, wobei gleichzeitig eine wahrscheinlich geringe
basale MLC-Kinaseaktivitdt, die mit Sicherheit in Abhéngigkeit des
Ca""/Calmodulin-K omplexes steht, vorliegt.

Dies &M%t sich folgern, weil Versuche mit dem spezifischen Inhibitor der MLC-
Kinase (KT 5926), die Hemmung der Aktin-Reorganisation zur Folge hatten.
PMT erhoht nach unseren Ergebnissen die ML C-Phosphorylierung, indem es
die MLC-Phosphatase hemmt. Unter diesen Bedingungen liegt gleichzeitig
eine basale MLC-Kinase-Aktivitdt vor und bekommt ein Ubergewicht. Im
Gegensatz zu dem oben erwahnten sehr schnellen Ca™-Anstieg nach Stimu-
lation von EC mit Thrombin, zieht die EC-Stimulation mit PMT einen sehr
moderaten, sich Uber 24 Stunden erstreckenden Ca™*-Anstieg nach sich.
(unpublizierte eigene Beobachtung). Als Schlul? dieser Beobachtungen kann
gelten, dal3 PMT die Veranderungen im Endothelzellverband durch langsame,
jedoch stetige Erhéhung der ML C-Phosphorylierung bewirkt. So folgt, wie in
der Abbildung 7-1 dieser Arbeit dargestellt, dal3 PMT die Zellretraktion und
Permeabilitatserhdhung tber bisher noch nicht gezeigte Signalwege bewirkt.
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Die neuesten Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, da3 auch
Lysophosphatidsaure (LPA) die endotheliale Permeabilitét Gber den Rho/Rho-
Kinase-Signalweg steigert. Die Behandlung von EC mit LPS hat die Abnahme
der ML C-Phosphataseaktivitdt und die Zunahme der ML C-Phosphorylierung
zur Folge. Da sich diese Signawege mit dem GTPase-Inhibitor C3-
Transferase aus C. botulinum und dem Rho-Kinase Inhibitor Y-27632
hemmen lassen, liegt der Schlul3 nahe, dal3 auch LPA die MLC-Phosphory-
lierung Uber einen Rho/Rho-Kinase vermittelten Mechanismus der Hemmung
der MLC-Phosphatase reguliert. Da bekannt ist, da3 LPA wahrend der
gramnegativen Sepsis die endotheliale Permeabilitét steigert und so den
massiven Austritt von Flissigkeit ins Interstitium bewirkt, und es in der Folge
zum kardiogenen Schock kommen kann, ist es in Zukunft vielleicht moglich,
da’ sich durch die medikamentdse Hemmung des Rho/Rho-Kinase-Systems
eine Therapiestrategie zur Behandlung der Sepsis entwickelt (Essler et a.,
2000).

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die lange bekannte Tatsache,
dai3 die Erh6hung von cAMP auch einen vasoprotektiven Effekt hat. Ergeb-
nisse unserer Arbeitsgruppe lassen vermuten, dal3 dieser Effekt dem nach C3-
Transferase Inkubation oder nach Y-27632-Behandlung éhnelt. Das Ergebnis
all dieser Arbeiten ist, dal3 das Rho/Rho-Kinase-System eine zentrale Rolle in
der Entstehung von Gefal3schadigung durch bakterielle Toxine spielt. Dabei
konnte durch uns auch gezeigt werden, dal3 cAMP durch die Hemmung eines
Mechanismus, der in der Reaktionsabfolge vor der Aktivierung der Rho/Rho-
Kinase steht, einen geféaldschitzenden Effekt hat (Essler et a., 2000).
Medikamente, welche CAMP erh6hen, kdnnten ihren vasoprotektiven Effekt

also ebenfalls durch Hemmung des Rho-Signalweges austiben.
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Da die bakteriellen Toxine und ihre Auswirkungen auf menschliche Zellen,
wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, immer mehr Aufmerksamkeit in
der Forschung erfordern, soll am Ende dieser Arbeit noch einma darauf
eingegangen werden. Das in dieser Arbeit ndher erforschte und beschriebene
bakterielle Toxin aus Pasteurella multocida scheint nach den Ergebnissen
unserer und anderer Forschungsgruppen (Lacerdaet al., 1996) nicht direkt Rho
zu aktivieren, sondern Uber die Stimulation eines Signalweges, in welchem
auch Rho involviert ist, zu wirken. Die Gruppe um Wilson, die an Xenopus
Oozyten arbeiteten, spekulierte, dal3 PMT mit dem membranstandigen Gqa
reagiert, dieses aktiviert und modifiziert (Wilson € al., 1997). Gga wiederum
aktiviert die PLC-[31, wodurch es zur Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat
und Diacylglycerin aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat kommt. In der
gleichen Studie konnte gezeigt werden, dal3 durch die Mikroinjektion von anti-
RhoA- und anti-RhoB-Antikorpern der PMT-Effekt nicht aufgehoben werden
konnte. Diese Beobachtung &3t den Schluf3 zu, dal? die GTPase Rho nicht an
der durch PMT induzierten 1P3-Konzentrationserhthung beteiligt ist. Dazu
wurde gezeigt, da3 GgPp/PLC-B oder das dadurch produzierte
Phosphatidylinositoltriphosphat Rho in EC aktiviert wird, oder die Rho-
Aktivierung in keinem Zusammenhang mit diesem Signalweg steht. Es konnte
interessanterweise auch schon dartiber berichtet werden, dald Rho durch die
aktive PLC in seinen aktiven Zustand Ubertritt (Wilson et a., 1997).

Gleichzeitig stof3t man bel weiterem Literaturstudium auf die Vermutung, dal3
die Rho-Aktivierung durch PMT auch Uber Tyrosinkinasen vermittelt sein
konnte (Lacerda et al., 1996; Nobes et al., 1995 und Gohla et a., 1998). PMT
konnte z. B. en heterotrimeres G-Protein modifizieren, das zur Auto-

phosphorylierung des EGF-Rezeptors fuhrt. Im Weiteren konnte die EGF-
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Rezeptor-Tyrosinkinase zur Aktivierung von Rho fuhren. An der Aufklérung
dieser Signalwege wird gegenwadrtig intensiv von mehreren Arbeitsgruppen
geforscht (Choy et al., 2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Uber die endothelialen Auswirkungen
von PMT zeigten eine zellmorphologische Veranderung von HUV EC insofern,
als dal3 nach Inkubation mit PMT Aktinstref¥fasern und intrazelluldre Liicken
auftraten, welche mit grofRer Wahrscheinlichkeit fur die Permeabilitéts-
erhéhung verantwortlich sind.

Im Gegensatz zum Pasteurella multocida Toxin zeigen Arbeiten mit CNF oder
DNT, dal3 diese Toxine im Gegensatz zum PMT die direkte Modifikation von
Rho durch Deamidierung bewirken und als zytosolisch wirkende Toxine mit
Rho reagieren (Horiguchi et al., 1995 und Schmidt et a., 1997). Interessant ist
aulBerdem, dal’ bis heute noch keine Sequenzhomologie gefunden werden
konnte, welche diesen drei Toxinen gemeinsam ist.

Zusammenfassend kann man sagen, da® PMT den Rho/Rho-Kinase-
Stoffwechselweg aktiviert, was die Inaktivierung der ML C-Phosphatase und
damit die Erhéhung der MLC-Phosphorylierung zur Folge hat. Dieser
M echanismus kann als Ursache fir die Zerstérung des EC-Monolayers und die
sich daraus ergebende Infektions- und Entziindungsreaktion, verursacht durch
PMT, angesehen werden.
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