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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Bedeutung der Zell-Zellkommunikation im vaskularen System

In der Evolution von der Einzelzelle zum mehrzelligen Organismus kommt der
Entwicklung einer interzellularen Kommunikation eine grof3e Bedeutung zu. Auch
wenn Einzelzellen als kleinste isoliert noch lebensfahige Bauelemente des
menschlichen Koérpers individuell auf einen Stimulus hin mit einer Vielzahl von
Antwortmdglichkeiten reagieren konnen, funktioniert ein Zellverband erst dann
adaquat, wenn die Reaktionen der Einzelzellen aufeinander abgestimmt erfolgen.
Erst die Koordination der Zellantworten ermdglicht es einem Zellverband, sich
optimal an die aktuell herrschenden auf3eren Einflussfaktoren und Umgebungsbe-
dingungen zu adaptieren [49].

Das Blutgefal3system bildet das erste vollstandig ausgebildete Organ des sich
entwickelnden Embryos [99] und formt dabei das gréfte in sich geschlossene
Netzwerk unseres Korpers. Die wichtigsten Aufgaben des vaskularen Systems sind
die adaquate Versorgung von Geweben und Zellen mit Sauerstoff und N&hrstoffen,
der Abtransport von Metaboliten, die Regulation des Blutdrucks tUber den peripheren
Widerstand sowie die Homoostase des extrazellularen Milieus [63]. Um diese
Funktionen zu gewabhrleisten, ist eine fein abgestimmte Wechselwirkung der einzel-
nen GefalBwandzellen sowie der Gefallwand mit Zellen im stromenden Blut
erforderlich [111,132].

Essentielle Aufgabe des Kreislaufes ist die stets ausreichende Blutversorgung der
Organe unter wechselnden Belastungs- und Umgebungsbedingungen. Dies erfordert
eine dynamische Kontrolle des Blutstroms zu den einzelnen Organen, welche im
Wesentlichen auf Anderungen des Stromungswiderstands in den Arteriolen dieser
Organe beruht. Die Regulation des Stromungswiderstands erfolgt hierbei Uber eine
Steuerung des Kontraktionszustandes der glatten Muskulatur in Widerstandsgeféafien
[84]. Dieser ,Vasotonus® wird durch eine Vielzahl von GréRen [110], wie Faktoren
aus dem GefalRendothel, die Aktivitat des sympathischen Nervensystems, die

Dehnungssensitivitat der GefalBmuskulatur sowie zahlreichen im Blut zirkulierenden
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oder lokal entstehenden humoralen Faktoren beeinflusst [20]. Diese Faktoren wirken
zunachst lokal an jeder Gefallmuskelzelle einzeln. Zu einer Koordination der
individuellen Antworten kommt es letztlich durch einen gezielten Signalaustausch,
der im Gefal3system u.a. durch parakrine Effekte lokal freigesetzter Stoffe, durch
integrierende Einflisse der gemeinsamen Zellmatrix, durch Hormone, den
Sympathikus sowie nicht zuletzt durch Austausch von Signalmolekilen bzw.
elektrischen Signalen tber Gap Junctions [35] bewerkstelligt wird.

Gap Junctions dienen der interzellularen Informationsibertragung in Geweben und
Organen. Sie bestehen aus einer Ansammlung membraniberschreitender Kandle,
die jeweils einen direkten Kontakt zwischen dem Zytosol benachbarter Zellen
herstellen und so eine Ubertragung sowohl elektrischer, wie auch chemischer
Signale zwischen benachbarten Zellen des Gefal3systems ermoglichen [42]. Gap
Junction-Kanale ermdglichen beispielsweise eine interzellulare Kommunikation
zwischen Endothelzellen bzw. zwischen Myozyten in der Gefal3wand, aber auch, in
Form von myoendothelialen Gap Junctions zwischen Endothel- und glatten
Muskelzellen [26]. Wenngleich beide Zellsysteme voneinander unabhéngig sind und
sich bezuglich ihrer Funktion grundsatzlich voneinander unterscheiden, sind sie
dennoch durch ihre Fahigkeit zu einer gegenseitigen interzellularen Kommunikation

als ,funktionelle Einheit” anzusehen [35].

1.2. Aufbau der Gap Junctions

Gap Junction Kanéle bestehen aus zwei Halbkanalen (=Connexone), die sich jeweils
in den Membranen zweier benachbarter Zellen gegenuber liegen. Jeder Halbkanal ist
hierbei aus je sechs Untereinheiten, den sogenannten Connexinen, aufgebaut
[32,102].
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gap junction

connexon

connexin

Abbildung 1-1

Strukturmodel eines Gap Junction Kanals: Nach Wilhelma Echevarria and Michael H. Nathanson,
www.landesbioscience.com

Es sind derzeit 22 Connexine bekannt, die sich in ihrem Molekulargewicht
voneinander unterscheiden und nach diesem benannt werden [116]. Connexine
bilden in der Membran vier Transmembrandoménen aus. So entstehen zwei
extrazellulare Schleifen, die fir die Kopplung mit Connexinen der Nachbarzelle von
Bedeutung sind, sowie eine intrazellulare Schleife. Sowohl C- als auch N-Termini
sind an der Membraninnenseite lokalisiert. Die vier die Plasmamembran
durchspannenden Transmembrandoménen sind hoch konserviert und weisen eine o-
helicale Konformation auf. Die beiden extrazellularen Doméanen, die aus 31 bis 34
Aminosauren bestehen, sind untereinander durch drei Disulfidbriicken verbunden
und sind ebenfalls hoch konserviert [12,102]. Durch die Extrazellulardomanen wird
eine Stabilisierung des Connexons gerade wéhrend des Aneinanderdockens der
beiden Halbkanéle erreicht. Der im Zytoplasma lokalisierte N-Terminus, der aus circa
20 Aminosauren besteht, ist ebenfalls weitgehend homolog zwischen den
Connexinen. GrofRe Unterschiede bestehen hingegen sowohl beziglich der
Aminosduresequenzen wie auch der Lange des C-Terminus, was das

unterschiedliche Molekulargewicht der einzelnen Connexine bedingt [32]. Je nach


http://www.landesbioscience/

Einleitung

Lange des C-Terminus der einzelnen Connexine weisen diese unterschiedliche bzw.
unterschiedlich viele Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinasen, wie zum Beispiel
die Proteinkinase C, MAP-Kinasen oder auch Src-Kinasen auf, wodurch eine
Regulation oder Modifikation der einzelnen Connexine und damit der Permeabilitat

der von ihnen gebildeten Kanale erfolgen kann [73,76,87,131].

Gap Junctions erlauben aufgrund ihrer Kanaleigenschaften den Austausch von lonen
und kleinen Molekilen wie z.B. IP3, cCAMP und ATP bis zu einer Grof3e von circa 1,0
kDa [32,102]. Da jedoch Gap Junctions prinzipiell aus 22 verschiedenen Connexinen
mit jeweils individuellen Eigenschaften (wie Selektivitdt oder subzelluléarer
Lokalisation) aufgebaut sein kdénnen, unterscheiden sie sich deutlich in Hinblick auf
ihre Funktion [36,37,102,113]. Zum einen ist der Signalaustausch uber diese
interzellularen Kanale als gemeinsame Funktion aller Connexine anzusehen, zum
anderen kann aber in vielen Fallen die individuelle Funktion einzelner Connexine
nicht durch andere Connexinisoformen ersetzt werden, da diese entweder in
bestimmten Zellen gar nicht exprimiert werden oder nicht miteinander im gleichen
Kanal vorkommen konnen [113]. Auch wenn Connexine uberwiegend als Bausteine
fur interzellulare Kandle fungieren, konnte zum Beispiel in einer Reihe von
Untersuchungen, insbesondere flir Connexin 43 (Cx43), gezeigt werden, dass dieses
unabhéngig von seiner kanalbildenden Funktion Prozesse der Zellmigration, der
Zelladhasion sowie der intrazellularen Regulation mitsteuern, also Kanal-unabhangig
wirken kann [58].

1.3. Gap Junctions im vaskularen System

Fur das GefalRsystem konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen Gberwiegend die
Connexine Cx37, Cx40, und Cx43 exprimieren, glatte GefaBmuskelzellen dagegen
vor allem Cx43 und Cx45 [61] mdoglicherweise auch Cx40 [6,77]. Ob glatte
Muskelzellen Gberdies auch Cx37 enthalten, wie in einzelnen Arbeiten aufgrund
immunhistochemischer Untersuchungen berichtet wird [101], ist umstritten. Die
Funktion der einzelnen Connexine fur das Gefaldsystem ist bisher noch weitgehend
unklar. Hinweise auf deren Funktion geben jedoch die vaskuldaren Phanotypen von

Connexin Knockout Mausen.
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Zur potentiellen Erklarung der Rolle dieser Connexine fur die Auspragung des
vaskularen Phanotyps kann zunéchst nicht zwischen deren kanalabh&ngigen — und
fur die Kommunikation relevanten — und den bereits erwahnten kanalunabhangigen
Wirkungen der Connexine unterschieden werden. Vorarbeiten im eigenen Labor
zeigten jedoch bereits auf, dass ein Verlust von Cx40 in Mausen die Weiterleitung
vasomotorischer Signale entlang von Arteriolen einschrankt [22], was eindeutig der
Kanalfunktion zuzuordnen ist. Zusatzlich sind diese Tiere hyperton und entwickeln
zeitweise eine irregulare Vasomotion, die tempordr zu einem kompletten
Gefallverschluss fuhren kann [22]. Ein isolierter Knockout der Cx43 Expression im
Endothel geht im Gegensatz dazu einher mit einer Bradykardie und Hypotension
[75]; zudem zeigt sich eine Anderung in der Expression einzelner Gene, welche fiir
die Differenzierung, die Funktionalitat der Gefal3zellen, sowie die Vaskulogenese und
Angiogenese verantwortlich sind [129]. Der komplette Verlust der Cx43-Expression
hingegen schrankt die Embryonalentwicklung tberraschend wenig ein, sondern ist
erst bei Geburt letal. Insgesamt fallt kein vaskuléarer Phanotyp auf.

Cx37 wird in vielen verschiedenen Geweben des Korpers exprimiert, wobei flir Cx37-
defiziente Mause eine Infertiltat beschrieben wurde [113]. Der Verlust von Cx37 oder
Cx40 geht nicht mit einem vaskularen Phanotyp einher, jedoch erweisen sich Mause
bei gleichzeitigem Verlust der Cx37 und Cx40 Expression im Endothel als nicht
Uberlebensfahig [115]. Durch den Verlust der Connexine kommt es hierbei partiell zu
einer irreguldren Vasodilatation und intravasalen Stauung, die sekundar zu
lokalisierten Blutungen der GefalRe von Haut, Testis, Organen und Lunge flhrt.
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Cx37 und Cx40 zum Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung voneinander abhangig sind und sich gegenseitig bei der
Entwicklung des vaskularen Phanotyps beeinflussen [115]. Fur Cx37 ist zudem
bekannt, dass ein Cx37-Polymorphismus oder eine unzureichende Cx37-Expression
mit einem geh&uften Auftreten von GefalRerkrankungen wie der Arteriosklerose und

der koronaren Herzkrankheit in Zusammenhang steht [15,134].

10
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1.4. Bedeutung von Gap Junctions fur die Ausbreitung interzellularer

Signalwege

Die Kommunikation zwischen benachbarten Zellen Gber Gap Junctions kann sowohl
Uber eine Fortleitung elektrischer Signale wie auch einen Austausch von
Signalmolekilen erfolgen. Autakoide wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandine
oder der ,Endothelium-derived hyperpolarizing factor” (EDHF), die vom Endothel
selbst gebildet werden, koénnen zudem die interzellulare Signalweiterleitung
beeinflussen [11,20,27,97].

Calcium stellt in diesem Kontext ein wichtiges Signal,molekul“ dar. Sowohl bei
rezeptor-abhangigen Stimulation einer Endothelzelle z.B. durch Histamin,
Acetylcholin oder Bradykinin, als auch bei rezeptor-unabhangiger mechanischer
Stimulation z.B durch Erhéhung der Schubspannung [14] kommt es zu einer
Ausschiittung von Ca** aus intrazellularen Calciumspeichern [100,104] bzw. zum
Calciumeinstrom Uber TRP-Kanéle [91,124]. Der Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels wiederum steigert die calciumabhdngige Synthese von
Endothelfaktoren wie Stickstoffmonoxid, Prostacyclin und EDHF [26], die den
Gefaldtonus entscheidend mitregulieren.

Ein Anstieg des Calciumspiegels in einer Zelle kann auch in Nachbarzellen zu einem
Calciumanstieg fuhren, wenn es nach dem Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels in einer Endothelzelle zu einer Gap Junction-abhéngigen Aus-
breitung des Calciumsignals auf direkt und indirekt benachbarte Zellen kommt.
Sowohl die Passage des second messengers Calcium [96,140] selbst, als auch von
IP; durch Gap Junction-Kanéle [43,104] kann prinzipiell einen Calciumanstieg in den
Nachbarzellen verursachen. Neben dem so beschriebenen Weg der interzellularen
Calciumsignalweiterleitung kénnen Calciumanstiege in Nachbarzellen aber auch tber
parakrine Botenstoffe wie z.B. ATP ausgelost werden [55,85] und prinzipiell so von
einer Zelle zur anderen weitergleitet werden. Im speziellen Falle der parakrinen
Wirkung von ATP konnen trotzdem Connexine eine Rolle spielen, da ATP uUber

Hemikanale (Connexons) [30] aus den Zellen freigesetzt werden kann.

11
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1.5. Der Einfluss von NO auf den Signalaustausch tGber Gap Junctions

Die interzellulare Kommunikation tUber Gap Junction Kanéle ist kein statischer,
sondern ein ausgesprochen dynamischer Prozess. Dieser wird durch die
unterschiedliche Expression verschiedender Connexinisoformen, durch deren
posttranslationale Modifikationen und den variablen Einbau der Kanale mit kurzer
Halbwertszeit in die Zellmembran beeinflusst. Weiterhin modifizieren einzelne
Connexin-Subtypen  bei  Einbau in  Gap Junction Kandle, deren
Permeabilitdtseigenschaften fur elektrische Strome bzw. lonen in charakteristischer
Weise [17,107]. Zusatzlich haben auch endogene Modulatoren wie z.B
Stickstoffmonoxid, welches von den Endothelzellen selbst gebildet wird, einen
Einfluss auf die Gap Junction Permeabilitat [48,57,119].

Auch fur nichtvaskulare Zellen wie z.B in Astrozyten, Horizontalzellen bzw. Myozyten
des Uterus konnte ein Einfluss von NO, auf die Gap Junction Permeabilitdt bzw. die
zellulare Connexinexpression aufgezeigt werden [10,80]. Als modulierende
Mechanismen sind dabei die Bildung von Peroxynitrit [10], die PKG-abhéangige
Phosphorylierung von Connexinproteinen [80], sowie ein sekundarer Anstieg von
CAMP [98] beschrieben.

In vaskularen Zellen wurde nachgewiesen, dass die modulierende Wirkung von NO
auf die Gap Junction Permeabilitat entscheidend vom exprimierten Connexintyp
abhéngt. NO hemmt z.B die funktionelle Gap Junction-Kopplung Uber Cx37. Dies
zeigt sich sowohl in einer Verminderung der elektrischen Kopplung zwischen
Endothelzellen in der Mikrozirkulation [82], wie auch in einem reduzierten
interzellularen Austausch von Signalmolekilen bzw. Farbstoffmolekilen [57].

Hierbei wurde z.B in einem isoliert Cx37-exprimierenden HelLa-Zellsystem
beschrieben, dass nach Farbstoffinjektion der Austausch des Farbstoffs Alexa Fluor
488 Uber Gap Junctions auf die unmittelbar benachbarten Zellen nach NO-Inkubation
deutlich reduziert war [57]. Auch in HUVEC, welche die Connexine Cx37, Cx40 und
Cx43 exprimieren, zeigte sich unter akuter NO-Einwirkung eine verminderte
Farbstoffausbreitung auf die Nachbarzellen durch bereits bestehende Gap Junction
Kanale [57]. Im Gegensatz dazu fand sich nach NO-Inkubation in HUVEC ein zeitlich

verzogerter Anstieg der Gap Junction Kopplung durch verstarkten Neu-Einbau von

12
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Cx40 in Gap Junctions der Plasmamembran [48]. Diese primar gegensatzlichen NO-
Effekte beruhen zum einen auf der Wirkung auf ein spezifisches Connexin (Cx37
versus Cx40); zudem ist eine Abhangigkeit der Wirkung auf akut bestehende und
neu gebildete Gap Junction Kanéle zu konstatieren [57]. Gap Junctions zwischen
glatten Muskelzellen und dem Endothel weisen an sogenannten myoendothelialen
Kontaktzonen ebenfalls die Fahigkeit auf, second messenger wie z.B Calcium bzw.
IP; und elektrische Strome untereinander auszutauschen zu kénnen [52,108,136].
IP; wiederum kann z.B nach Stimulation der glatten Muskelzelle mit Noradrenalin
Uber Gap Junction Kanale aus dem Myozyten in die Endothelzelle diffundieren. Im
Endothel kann IP3 eine Calciumsteigerung und davon abhangige erhdhte Synthese
von NO auslésen, was im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus die weitere
Vasokonstriktion im glatten Muskel verringern kann [27,135]. An myoendothelialen
Gap Junctions wird von manchen Autoren insbesondere der Expression von Cx43
eine besondere funktionelle Bedeutung beigemessen [45]; zudem wurde
beschrieben, dass die konstitutiv exprimierte NO-Synthase (eNOS) bevorzugt an
myoendothelialen Gap Junctions lokalisiert ist und unter NO-Einfluss die Gap
Junction Permeabilitdt von Cx43 durch Nitrosylierung von Cystein 271 des C-
Terminus stark beeinflusst wird [119]. Auch fir Cx43-Hemikanale konnte in
Astrozyten eine Modulation der Permeabilitdt durch Nitrosylierung von Cx43 unter
NO-Wirkung aufgezeigt werden [94,95].

Die lokalisierte Wirkung der endothelialen NO-Synthase an Gap Junctions zwischen
dem Endothel und dem glatten Muskel wird in neueren Arbeiten auch auf eine
Koexpression mit Hamoglobin Hb alpha zurtickgefuhrt [120]; durch eine Modulation
der NO-Verfiugbarkeit soll so die Permeabilitit von Cx43-exprimierenden Gap

Junctions moduliert werden.

13
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1.6. Fragestellung und Ziele der Arbeit

Wie oben dargestellt ist Stickstoffmonoxid bereits als Modulator der Zell-
Zellkommunikation Uber Cx37-haltige Gap Junctions [56,57] unter bestimmten
Bedingungen beschrieben. In der Literatur sind dariber hinaus NO-abhéngige
Regulationsvorgéange der Permeabilitat von Gap Junctions und Hemichannels
berichtet, welche die Connexine Cx40, Cx43, bzw. Cx46 enthalten [48,94,95,119].
Schwerpunkt dieser Arbeit war die Analyse der Wirkung von NO auf Cx37 hinsichtlich
des Calcium-Austausches zwischen Endothelzellen bzw. mit anderen Zellen der
GefalBwand, da Endothelzellen neben Cx37 auch andere Connexine exprimieren.
Dies ist von besonderem Interesse, da sich die mehrere gleichzeitig exprimierte
Connexine gegenseitig funktionell teilweise ersetzen kénnen [65,114,115], was die
Effekte von NO auf die Funktion der Gap Junction abhangigen Kommunikation unter
physiologischen Bedingungen mdglicherweise entscheidend beeinfluf3t.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte vor allem untersucht werden, ob NO eine
modulierende Rolle bei der interzellularen, Gap Junction-abhéangigen Ausbreitung
von Calciumsignalen spielt, oder ob hier eine Kompensation durch NO-insensitive
Connexine stattfinden kann. Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen

bearbeitet:

1. Ist nach humoraler bzw. lokaler mechanischer Stimulation eine Ausbreitung
von Calciumsignalen (Calciumwellen) zwischen HelLa Cx37-Zellen (als
Modellsystem), humanen Endothelzellen (HUVEC) bzw. humanen
Muskelzellen (HUVSMC) bzw. zwischen beiden Zelltypen nachweisbar?

2. Ist die Ausbreitung der Calciumsignale unter diesen Bedingungen
ausschlief3lich Connexin- bzw. Gap Junction abhangig?

3. Beeinflusst NO die Ausbreitung der Calciumsignale zwischen Endothel-,
glatten  Muskelzellen bzw. an myoendothelialen Zellverbindungen
gleichermalRen und ist dies jeweils an die Expression von Cx37 gebunden?

4. Beeinflusst NO die Expression bestimmter Connexine im Endothel bzw. im
glatten Muskel?

5. Gibt es eine lokale Paferenz oder Kompartimentierung der NO Wirkung fir die

Ausbreitung von Calciumsignalen ?

14
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2. Methoden

Die Arbeiten an kultivierten HeLa-Zellen sowie humanen Nabelschnurendothelzellen
(HUVEC) bzw. glatten Muskelzellen (HUVSMC) erfolgten unter sterilen Bedingungen.
Alle verwendeten Materialien wurden vor Versuchsdurchfiihrung bei 121°C und 1
hPa autoklaviert. Losungen mit hitzeempfindlichen Komponenten waren sterilfiltriert.
Proteinproben sowie Nukleinsduren wurden, sofern nicht anders beschrieben, auf Eis
gekuhilt.

Grundlegende molekularbiologische Arbeitsmethoden, die hier nicht gesondert

erwahnt werden, erfolgten gemaf ,Current Protocols in Molecular Biology“ [1]

2.1. Zellkultur von HeLa- und HUVEC-Zellen

2.1.1. Isolierung und Kultivierung von HUVEC

Verwendete Losungen:

HEPES: 145 mM NaCl, 3 mM KCI, 2,5 mM CacCl,, 1,25 mM
NaH,PO,4, 1,5 mM MgCl,, 10 mM D-Glucose, 10 mM
HEPES

HUVEC-20%-Medium: 500 ml M199 (Promocell), 100 ml Newborn Calf
Medium, 0,0083% Streptomycin, 0,006 % Penicillin

Promocell: 500 ml Promocell-Medium, 12,3 ml Supplement Mix
Promocell

Kollagenase: 17 U/ml (Roche diagnostics, Mannheim) in PBS *

PBS ™ 160 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 6.7 mM Na,HPO,, 0.7
mM CacCl,.0.25 mM MgCl, ( PBS+)

PBS : 160 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,1.5 mM
KH,PO,, (PBS)

Trypsin/EDTA: 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS"

Die Gewinnung und Kultivierung der Endothelzellen aus der Nabelschnurvene
(human) erfolgte entsprechend dem urspinglich von Jaffe und seinen Mitarbeitern
angewendeten Verfahren [54]. Die anonym gespendete Nabelschnur wurde direkt
nach der Entbindung in sterilen HEPES uberfuhrt und bei 4°C gelagert. Die
Endothelzellen wurden unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur isoliert,
indem in die Nabelschnur an beiden Seiten eine Knopfkantle mit Schlaucheinsatz

eingefihrt und befestigt wurde. Im Anschluss erfolgte nach Spuilung der Nabelschnur
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mit PBS® und Verschluss beider GefaRenden eine 30 minitige Inkubation mit
Kollagenase (17 U/ml in PBS™). Danach wurden die Endothelzellen mit HUVEC-20%-
Medium ausgespdult, zentrifugiert (1000 rpm /2 Minuten, bei 20°C Temp.), in 10 ml
HUVEC-Wachstumsmedium aufgenommen und in einzelne Zellkulturflaschen
Uberfuhrt. Konfluente Kulturen wurden in 10 cm Zellkulturschalen in HUVEC-
Wachstumsmedium bei 37°C, 5% CO, und gesattigtem Wasserdampf kultiviert. Die
Subkultivierung der Zellen erfolgte bei 70-80% Konfluenz durch Abldésung der Zellen
aus der Kulturschale mit Trypsin. Hierzu wurden die Zellen fir circa 2-3 min mit 1 ml
0,05% Trypsin im Warmeschrank behandelt und die enzymatische Wirkung des
Trypsins anschlieend durch Zugabe von HUVEC-20% Medium unterbrochen.
AnschlieBend erfolgte eine Resuspension im Verhéltnis 1/8-1/10 in HUVEC-20%-
Medium. Fir Versuche wurden nur Zellen der ersten bis dritten Passage verwendet.
Fur immunhistochemische Untersuchungen und Calciummessungen wurden die
Zellen am Tag vor der Versuchsdurchfihrung auf kollagenbeschichteten
Glasplattchen (g 13 mm) ausgebracht.

2.1.2. Isolierung und Kultivierung von HUVSMC

Verwendete Losungen:

SMC-Medium : 500 mlI DMEM (Promocell), 10 % FCS (fetal calf serum)
20% SMC Medium Il (Promocell) 0,083% Penicillin/Streptomycin

Zur Gewinnung der HUVSMC wurden Sticke der Nabelschnurvene durch
vorsichtiges Schaben mit einem Skalpell vom Endothel befreit und mit den
exponierten SMC nach unten auf Petrischalen verteilt. AbschlieBend wurden diese
mit 10-15 ml SMC-Medium bedeckt und in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Sobald ein Auswachsen der Zellen mikroskopisch sichtbar war, wurde das
Zellkulturmedium erstmalig gewechselt und die Nabelschnurstiicke entfernt. Nach
Erreichen einer 80-90% Konfluenz wurden die glatten Muskelzellen zunéachst in 10
cm Petrischalen ausgesat. Zur Herstellung der Kokulturen aus glatten Muskelzellen
und Endothelzellen wurden die Zellen mittels Trypsinbehandlung (Trypsin 0,05%, 5
min) aus der Zellkulturschale abgeldost und anschlieend im Verhaltnis 1/3-1/5
gemeinsam mit den abgelésten Endothelzellen auf kollagenbeschichteten
Glasplattchen ausgebracht. Calciummessversuche konnten nach 12-24 h
Inkubationszeit durchgefiihrt werden.
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2.1.3. Kultivierung von HelLa Cx37-Zellen

Verwendete Losungen:

Hela-Medium: 400 ml DMSO (Dulbecco’s maodified eagle medium), 50 ml
NBCS (New born calf serum), 0,006% Penicillin, 0,013%
Streptomycin, 1 pg/ml Puromycin

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hela-Zellen waren stabil mit Cx37
transfiziert (Dr. Klaus Willecke, Bonn). Sie wurden unter erhéhtem Selektionsdruck
durch Puromycin in beschichteten Zellkulturschalen bei 37°C, 5% CO, und dampfge-
sattigter Atmosphéare kultiviert. Als Nahrmedium diente HeLa-Medium. Zu 80-90%
konfluent gewachsene Zellen wurden zun&chst mit PBS™ gewaschen und durch
Trypsinbehandlung (5 min Trypsin 0,05 %) von der vorbeschichteten Flache der
Zellkulturschale abgelést. Nach kurzer Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank
wurde die Zellsuspension in je 10 ml Medium resuspendiert und anschliel3end im
Verhaltnis 1/5 bis 1/10 in neue Zellkulturschalen tberfihrt.

2.1.4. Einfrieren und Auftauen von HelLa Cx37-Zellen

Verwendete Losungen:

Einfriermedium : 1 ml DMSO, 2 ml FCS/NBCS, 7 m| DMEM

Fur eine langerfristige Aufbewahrung der HelLa Cx37-Zellen wurden diese in
Flassigstickstoff kryokonserviert. Nach Ablosen der Zellen aus der Kulturschale mit 1
ml 0,05% Trypsin wurden diese in je 1 ml Einfriermedium aufgenommen und in
Einfrierrdhrchen eingeflillt. Die Zellsuspension wurde jeweils zunachst langsam bei -
20°C fur mindestens 2 h eingefroren, im Anschluss fir 1 Woche bei -80°C und zur
langfristigen Lagerung in Flussigstickstoff bei -200°C Uberfihrt. Das Auftauen der
Zellen erfolgte im 37°C Wasserbad. Direkt im Anschluss konnten die Zellen
zusammen mit dem Einfriermedium in Wachstumsmedium resuspendiert und fir 2
min bei 1000 rpm zentrifugiert werden. Nach Entfernung des DMSO-haltigen
Mediums wurden die Zellen in 10 ml frischem Hela-Medium auf 10 cm Kulturschalen

ausgebracht.
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2.1.5. Inkubation der HeLa Cx37-Zellen, HUVEC bzw. HUVSMC mit dem NO-Donor
SNAP, NO-Synthaseinhibitor LNA und Peroxynitritinhibitor SOD

Verwendete Losungen:

NO-Synthase-Inhibitoren: N-nitro-L-Arginin (LNA): 30 uM, Fa Sigma N5501, gel6st in HEPES

Peroxynitritinhibitor: Superoxiddismutase (SOD):100 U/ml, Roche Diagnostics Nr. 837113
gelést in HEPES

NO-Synthase: S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamin  (SNAP): 1-2 uM. Firma Alexis
Biochemicals Nr. ALX-420-003-M025; gel6st in HEPES

Apyrase: 25 U/ml 500 U/ml in HEPES

Vor Beginn der Versuche wurden zunéchst die NO-Synthase- bzw. Peroxy-
nitritsynthase-Inhibitoren (LNA+SOD) sowie die exogene NO-Synthase (SNAP) in
HEPES gel6st und auf 37°C im Wasserbad erwarmt. Die ausgebrachten HeLa Cx37-
Zellen, HUVEC bzw. HUVSMC wurden vor Beginn der Versuche in PBS" gewaschen
und anschlieend 30 min mit LNA und SOD bei 37°C inkubiert. In einigen
Experimenten wurden die Zellen nach 30 mindtiger Inkubation mit LNA und SOD
zusatzlich fur 20 min mit SNAP (2 uM) behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen
mittels immunhistologischer, proteinbiochemischer und funktioneller Methoden auf

maogliche NO-Effekte weiteruntersucht.

2.1.6. Kokultur HeLa Cx37-Cx43-Zellen -HUVSMC nach PKH-Farbung

Verwendete Losungen:

PKH 26 red fluorescent cell linker kit for general cell labeling PKH 26:Sigma: PKH26-GL

Zur ldentifikation der jeweiligen HeLa-Zellart in HeLa Cx37-Cx43-Kokulturen oder der
Endothel/glatten Muskelzellen in  HUVEC/HUVSMC-Kokulturen erfolgte die
Anfarbung der HelLa Cx37-Zellen bzw. HUVEC mit dem Farbstoff PKH26. Hierzu
wurden die Zellen zunachst mit PBS™ gewaschen und dann mit einer Losung aus
1000 pl Diluent und 3 pl PKH 26 angefarbt. Nach grundlicher Verteilung der Losung
auf den Zellen erfolgte eine 5 min Inkubationszeit bei 37°C im Dunklen. Um den
Féarbeprozess zu stoppen wurden die Zellen danach 1 min mit 1 ml NBCS (New born
calf serum) inkubiert, bevor die Farb-/Nahrstofflésung abpipettiert wurde.

Die Ablosung der Zellen von der Kulturschale erfolgte nach Vorbehandlung mit 1 mi
Trypsin 0,05%. Die HeLa Cx43-Zellen/HUVSMC wurden von der 10 cm Kulturschale

nach Trypsinbehandlung abgelost und anschlieRend gemeinsam mit den PKH
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gefarbten HeLa Cx37-Zellen/HUVEC in einem Verhaltnis von HeLa Cx37:HeLa Cx43
bzw. HUVEC:HUVSMC=1:5 auf Glasplattchen (g 13 mm) ausgebracht. Nach einer
Inkubationszeit von circa 12 h bei 37°C wurden die Glasplattchen aus den
Zellkulturschalen herausgenommen, in eine spezielle Aluminiumkammer eingesetzt
und mit 1 ml HEPES inkubiert, bevor die Kammer auf das beheizte Mikroskop
eingebracht wurde. Die Zellen wurden mit einem 40x Objektiv dargestellt. Eine
Unterscheidung zwischen HelLa Cx37- und HelLa Cx43-Zellen bzw. HUVEC und
HUVSMC konnte bei einer Anregungs-Wellenlange von A=541 nm (Emission: 570
nm) vorgenommen werden. Bei dieser Wellenléange fluoreszierten HeLa Cx37-Zellen
bzw. HUVEC nach Anfarbung rot, wohingegen HelLa Cx43-Zellen und HUVSMC
ungefarbt erschienen.

Abbildung 2-1

(A) Transmissionsbild: HeLa Kokultur Cx37-Cx43. (B) Nach Anregung bei A=541 nm kdnnen einzelne
Cx37-exprimierende Zellen eindeutig identifiziert werden. (C) Durch Uberlagerung des Transmissions-
(A) mit dem Fluoreszenzbild (B) kénnen Cx37-exprimierende Zellen eindeutig identifiziert werden.
Kulturen:6 (HeLa; HUVEV/HUVSMC: N=17-106, 14-21 wells)
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2.1.7. Gap Junction Blockade mit Meclofensaure

Verwendete Losungen:

Meclofensaure: 100 uM geldst in HEPES

Gap Junction Kanédle wurden mit dem Blocker Meclofensaure inhibiert. Nach
Ausbringung der HUVEC auf Glasplattchen (g 13 mm) sowie deren Anfarbung mit
dem calciumsensitiven Farbstoff Fura 2 (Dauer: 1h, siehe 2.3.3) wurden die Zellen
zusétzlich fir 30 Minuten in 100 uM Meclofensaure geldst in PBS™ bei 37°C inkubiert.
Im Anschluss wurde ein Anstieg des Calciumspiegels durch mechanische Stimulation
einer einzelnen HUVEC ausgelost (siehe 2.3.2) und die Ausbreitung der
Calciumwelle auf die benachbarten Zellen beobachtet. Die Auswertung der Calcium-

wellenausbreitung erfolgte anhand der in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Methodik.

2.1.8. Downregulation von Cx43 mittels small interfere RNA

Verwendete Losungen:

sid3_RNA: 3 pl human si43 RNA (20 upM), 97ul DMEM ,3ul Hiperfect
Transfektionsreagenz, 397 ul HUVEC-20%-Medium
si43-2RNA, target sequence: ATGCTTAGAGTGGACTATTAA,

Qiagen

Crtl_siRNA: 3 pl Human-si RNA- ohne Vektor (20 uM ), 97ul DMEM, 3 ul
Hiperfect-Transfektionsreagenz, 397 ul HUVEC-20%-Medium
Crtl-siRNA, target sequence: AATTCTCCGAACGTGTCACGT,
Qiagen

Mock Kontrolle: 100 ul DMEM, 3 pl Hiperfect- Transfektionsreagenz, 397 ul HUVEC-
20%-Medium

Zur Reduktion der Cx43-Expression in HUVEC wurde si43_RNA verwendet. Als
Kontrollzellen wurden HUVEC mit nicht wirksamer Crtl-siRNA oder nur mit
Transfektionsreagenzien (Mock-Kontrolle) behandelt. Wahrend der Transfektion (12
bis 24 h) wurden die Zellen bei 37°C + 5% CO, in HUVEC-20%- Medium inkubiert.
Nach Anfarbung der Zellen mit dem calciumsensitiven Farbstoff Fura 2 fir 1 h (siehe
Kapitel 2.3.3) wurden die Zellen fir 30 min in HEPES+LNA+SOD+Apyrase mit bzw.
ohne SNAP vorbehandelt (siehe Kapitel 2.1.5)
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2.2. Charakterisierung der Connexinexpression in HeLa Zellen/HUVEC/
HUVSMC

2.2.1. Immunhistochemie der HUVEC/HUVSMC

Verwendete Losungen:

Fixierung: 3% Formalin in PBS”

Permeabilisierung: 0.1 % Triton X 100 in PBS *

Blockingpuffer: BSA 0.2% (100 mg BSA auf 50 ml 1x PBS, 0.1% Tween 20) in PBS*
Erstantikorper: Anti-Cx37 (Alexander Simon) 1,25 pg/ml, 1/60 in PBS*

Anti-Cx43 Rabbit anti-human IgG,polyclonal, 1,25 pg/ml, 1/50 in PBS”
Sigma-Aldrich,Steinheim
Anti-CD 31 AK( 3 pg/ml, Abcam, Cat NO ah9409)
Anti-a-smooth-muscle-actin (mouse monoclonal, 28 pg/ml, 1:50 in
PBS", Sigma-Aldrich, Steinheim)

Zweitantikorper: Alexa Fluor 488 Goat anti rabbit: 1/200 in PBS®, Molecular Probes,
Eugene, USA
Alexa Fluor 466,Goat anti mouse IgG: 1/200 in PBS®, Molecular
Probes, Eugene, USA

Auf Glasplattchen (g 13 mm) kultivierte Ko-Kulturen aus HUVEC und HUVSMC
wurden mit einer 3% Formalinldsung fur 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die
Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte durch Inkubation mit 0.1% Triton X-100
Losung fur 3.5 min. Eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen geschah
durch 1 h Inkubation mit 0.2% BSA bei Raumtemperatur. Anschlie3end wurde der
Connexin-spezifische Erstantikorper gleichméaRig auf die Zellen aufpipettiert und fur 2
h inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Bindung des Antikérpers am intrazellular
gelegenen C-Terminus des jeweiligen Connexins gewahrleistet werden. Im
Anschluss wurden die Zellen mit einem an einen Farbstoff (Alexa Fluor 488 bzw.
Alexa Fluor 466) gekoppelten Zweitantikdrper fur 1 h unter vélligem Lichtausschluss
inkubiert. Nach abschlieBenden Waschschritten mit PBS" erfolgte die luftdichte
Fixierung der angefarbten Zellen auf dem Glasplattchen unter Einschluss von 50 pl
PBS®. Die Connexinexpression konnte im Anschluss mit einem Confokalen
Mikroskop (LSM 410, Zeiss, Jena, Deutschland) mit einer Anregungswellenlange von
A =488 nm fur Cx37 (Emission: A= 515 nm), A = 546 fur Anti-a-smooth-muscle-actin
bzw. A = 633 nm flr Anti-CD 31 AK unter 40x Vergrol3erung beurteilt werden.
Unspezifische Bindungen des Erst- sowie Zweitantikbrpers wurden in
Kontrollexperimenten ausgeschlossen, in welchen die Zellen nicht mit Triton X-100

permeabilisiert, bzw. die Zellen nur mit dem Zweitantikorper angefarbt wurden.
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2.2.2. Zelllyse HeLa Cx37-Zellen und HUVEC

Verwendete Lésungen:

2x SDS- Probenpuffer: 0.13 M TrisHCI , pH=6.8, 4% SDS,20% glycerin,
0.02% bromphenol blue, 200 mM Mercaptoethanol
RIPA-Puffer: 250 mM Tris-HCI, ph 7.5, 750 mM NaCl,

Detergenzienmix: 5% Nonidet P40 (Igepal), 2.5%
Natriumdesoxycholat, 0.5% SDS

Die Zelllyse der zu circa 80 % konfluent gewachsenen HelLa Cx37-Zellen und
HUVEC erfolgte unmittelbar vor Durchfihrung des Western Blot. Vor Beginn der
Zelllyse wurden die Zellen in eisgekihltem PBS™ gewaschen und dann mit einem
Gummischaber vom Boden der Kulturschale abgelost. Die Zellen wurden
anschlieend in 250 pl RIPA-Puffer bzw. 500 pul 2x SDS Probenpuffer aufgenommen.
Eine Homogenisierung des Zelllysats konnte durch mehrmaliges Aufziehen mit einer
1 ml Spritze erreicht werden. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde das Lysat in
einer auf 4°C vorgekuhlten Zentrifuge fur 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reagenzrohrchen tberfihrt.

2.2.3. Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS PAGE)

Verwendete Losungen:

12% Gel (Trenngel): 3,3 ml aqua dest., 2,5 ml Tris 1.5 M, 100 ul SDS 10%, 2,5 ml
Acrylamid 30, 50 pl APS 10%, 5 pul Temed

12% Gel (Sammelgel): 6 ml Agua dest., 2.5 ml Tris 0.5 M, 100ul SDS 10%,1.3 ml
Acrylamid 30%, 65 pl APS 10%, 10 pl TEMED

Marker (MW): Fermentas Page Ruler ™ prestained Protein Ladder #M0671

2 x SDS Auftragspuffer: 0.13 M TrisHCI , pH=6.8, 4% SDS, 20% Gycerin, 0.02%
Bromphenolblau, 200 mM Mercaptoethanol

Laufpuffer: Tris-Glycin (Fur 1L 10x Stammlésung 30,329 Tris; 144g

Glycin); 0,1% SDS

Die elektrophoretische  Auftrennung der Proteine  entsprechend ihres
Molekulargewichts erfolgte in Polyacrylamidgelen wunter denaturierenden Be-
dingungen im diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli [68]. Zur Herstellung
des Trenngels, wurden die Einzelsubstanzen (Aqua, Tris, SDS, Acrylamid sowie
SDS) in einem Eppendorfgefald zusammenpipettiert und abschlielend Temed als

Katalysator hinzugegeben. Nach abschliel3ender 5 minitiger Entgasung wurde das
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Gel zwischen 2 Glasplatten in einen Giel3stand eingefullt. Die Polymerisierung des
Gels erfolgte in der Regel nach 20 bis 30 min bei Raumtemperatur. Nach
Fertigstellung des Sammelgels (analog der Herstellung des Trenngels) konnte dieses
dem Trenngel aufpipettiert und ein Kamm in das fliissige Gel eingefiihrt werden, um
einzelne Probentaschen auszusparen. Nach vollstdndiger Polymerisierung des
Sammelgels konnte der Gel-Glasplattensandwich in die mit Laufpuffer gefillte
Kammer gesetzt werden. Vor Probenauftrag wurde die Proteinldsung mit derselben
Menge an 2x SDS Auftragspuffer verdinnt, 5 min bei 95°C erhitzt und abschlie3end
3 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Auftragung des Markers (7 pl) und des
Probenvolumens in die einzelnen Taschen erfolgte mithilfe einer 20 pl Spritze. Die
Gellaufdauer bei 20 mA betrug in der Regel 1.5 bis 2 h, bis eine vollstadndige

Auftrennung der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts zu verzeichnen war.

Western Blot (Harlow und Lane,1988)

Verwendete Losungen:

Transferpuffer: 5,8 g Tris, 2,9 g Glycin, 3,7 ml 10% SDS Lésung, 200 ml Methanol
add 1000 ml H,0 pigest
Waschpuffer: 900 ml Aqua dest., 100 ml PBS * (10%), 1 ml Tween 20

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen in Zellextrakten aus HelLa- sowie
HUVEC-Kulturzellen wurden die Proteinextrakte durch SDS-Page aufgetrennt und
durch Elektroblotting (Semi-Dry-Blot-Apparatur) auf eine Nitrocellulosemembran
Uberfihrt. Vor dem Blotvorgang wurde ein Sandwich aus in Transferpuffer
equilibriertem Whatmanpapier, der mit Methanol beschichteten Nitrocellulose-
membran, sowie dem Gel gebildet. Mégliche Luftblasen im Sandwich wurden durch
sanftes Rollen mit einer Pipette Uber das Papier entfernt, bevor die Blotapparatur an
den Strom angeschlossen wurde. Das Gel wurde fir 45-60 min entsprechend der
jeweiligen Membrangrol3e geblottet. Die dazu bendtigte Stromstarke wurde anhand

folgender Formel berechnet:

Stromstérke = Lange x Breite x 0,8

Direkt im Anschluss an dem Blotvorgang wurden Gelreste durch 10 minitiges

Waschen in Waschpuffer von der Nitrocellulosemembran entfernt.
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Anfarbung geblotteter Proteine auf der Nitrocellulose Membran mit Ponceau Rot

Verwendete Lésungen:

Ponceau Rot: 0.1% Ponceau-Rot, 5 % Essigsaure in H,O bidest.

Um die geblottete Proteinmenge qualifizieren zu kénnen, wurde die Membran direkt
nach dem Blotvorgang flr circa 2 min in Ponceau-Rot angefarbt und anschlieRend
fur 1 min in Agua dest. gewaschen. Nach Dokumentation des Proteinbandenmusters
mithilfe eines digitalen Analysesystems wurde die Membran vollstandig in Aqua dest.
entfarbt und mit dem immunologischen Nachweis des Antigens auf der Membran

mittels Immunoprint fortgefahren.

Immunoprint

Verwendete Losungen:

Waschpuffer: 900 ml Aqua dest., 100 ml PBS ¥ ( 10x), 1 ml Tween 20

Blockinglésung: 5 ml Western Blocking Reagenz (Roche:10 x conc. Blocking
Solution, 100 ml, Cat No 11921673001), 45 ml Waschpuffer

Erstantikorper: Cx37A11-A, anti mouse connexin 37, a-Diagnostics, IgG aff

pure 100pg, Antibody Pure IgG/Peptide(s) /Poly rabbit oder
Cx 37 AK,anti rabbit connexin 37 IgG, Alexander Simon

Zweitantikorper: Goat anti rabbit IgG H&L, Calbiochem, Cat# 401353 2ml
Chain specific Peroxidase Conjugate Lot# D 27878
Chemilumineszenz: Applichem, Chemiluminescence Detection Kit for Horseradish

peroxidase A3417

Zur Quantifizierung der geblotteten Proteine wurden spezielle Anti-Cx37-Antikorper
verwendet. Eine Blockierung unspezifischer Antikdrperbindungstellen erfolgte
zunachst durch 1.5 h Inkubation mit 100% Blockinglésung. AnschlieBend wurde der
Anti-Cx37-Antikorper (Alex Simon AK:1/6000 bzw. a-diagnostics: 1/1000 geldst in
Blockinglésung) fur 1.5 h auf der Membran inkubiert. Nach 4 Waschschritten wurde
der Zweitantikorper (Goat anti rabbit IgG 1/1000 geldst in Blockinglosung) 1 h
inkubiert. Nach abschlieRenden Waschvorgéangen erfolgte die Detektion der Antigen-
Antikdrper-Komplexe durch Behandlung mit 1 ml Chemilumineszenzlésung unter UV
Licht. Je nach Intensitat der Chemilumineszenz wurde die Membran 5 s bis 2 min mit
UV Licht (425 nm) belichtet. Das Molekulargewicht der jeweiligen Bande konnte nach
Abgleich mit der jeweiligen Markerhthe festgestellt werden. Sollte die Membran
anschlieBend weiteren Antikorperreaktionen unterzogen werden, wurden die be-
stehenden Antigen-Antikorper-Komplexe durch Inkubation in Waschpuffer fur 45 bis
70 min bei leichtem Schiitteln dissoziiert.
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2.3. Nachweis funktioneller Gap Junction Kopplung

2.3.1. Farbstoffinjektion in HeLa Cx37-Cx43-Kokulturen und HUVEC

Verwendete Losungen:

Alexa Fluor Farbstoff: Alexa Fluor 488 3,5 mM, Invitrogen, geldst in 150 mM KCI-Ldsung

Der Gap Junction permeable, jedoch Membran impermeable Farbstoff Alexa Fluor
wurde Uber Glaskapillaren in einzelne Zellen injiziert. Zur Farbstoffapplikation erfolgte
zunachst die Herstellung von Kapillaren mit einem Spitzendurchmesser von circa 1
pm aus Borosilikatglas (Sience Products, GmbH, Hofheim, Deutschland) mithilfe
eines Pipettenpullers (DMZ-Universal Puller, Zeitz-Instrumente, Deutschland). Die
Kapillaren wurden mit je 1 ul Alexa Fluor befillt und an einem semi-automatischen
Mikroinjektor (Femtojet, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) befestigt. Danach wurde
die Kapillarspitze mithilfe eines am Mikroskop befestigten Mikromanipulators
(InjectMan, Eppendorf) in das Mikroskopiefeld gefahren. Die zu injizierende
Einzelzelle wurde fokussiert und die Kapillarspitze tber der Zelle positioniert. Die
Injektion wurde dann am InjektMan ausgeldst. Wahrend der Injektion, war die Pipette
einem konstanter Druck von 65 hPa (Dauer: 1.2 s) ausgesetzt. Nach Einstromen des
Farbstoffs in die initial injizierte Einzelzelle wurde die Glaskapillare mit dem restlichen
Farbstoff aus dem Mikroskopierfeld gefahren und im Anschluss die Ausbreitung des
Farbstoffs auf direkt sowie indirekt benachbarte Zellen beobachtet (VergréR3erung
40x). Die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs geschah bei 488 nm, die emittierte
Fluoreszenz wurde bei 515 nm aufgenommen (Aufnahme von 30 Bildern alle 20 s).
Zur Auswertung wurde die Anzahl fluoreszierender Zellen 10 min nach
Farbstoffinjektion mit Hilfe der zugehérigen Software (Tillvision von Till Photonics)
bestimmt. Konnte keine Ausbreitung des Farbstoffs auf Nachbarzellen nachgewiesen

werden, so galt die Zelle als nicht gekoppelt.
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Abbildung 2-2

Inkubationskammer und Glaskapillare vor Farbstoffinjektion bzw. mechanischer Stimulation.

2.3.2. Mechanische Stimulation der Zellen

Die Zellmembran einer einzelnen HUVEC/HUVSMC bzw. Hela-Zelle wurde
mechanisch mit einer Glaspipette (Spitzendurchmesser 1 um) stimuliert. Mithilfe
eines elektrisch betriebenen Mikromanipulators konnte die Pipette innerhalb des
Mikroskopiefeldes bewegt werden. Vor der mechanischen Stimulation (MS) wurde
die Pipettenspitze unter mikroskopischer Kontrolle circa 10 pm uUber der zu
stimulierenden Zelle platziert. Im Anschluss wurde die Filmaufnahme im Programm
Tillvision gestartet und die Mikropipette langsam der zu stimulierenden Zelle
angenahert. Sobald die initial mechanisch stimulierte Zelle einen Anstieg des
intrazellularen Calciumspiegels aufwies, wurde die Kapillare sofort aus dem
Mikroskopiefeld zuriickgefahren. Nach mechanischer Stimulation der Einzelzelle
konnte die Ausbreitung einer Calciumwelle auf die benachbarten Zellen beobachtet
werden. Als | Erstkranzzellen® wurden Zellen bezeichnet, die unmittelbaren
Membrankontakt zur initial mechanisch stimulierten Zelle aufzeigten (siehe Abbildung
2-3 Algelb). ,Zweitkranzzellen“ waren nicht direkt zur initialen Zelle benachbart,
wiesen jedoch einen Zellkontakt zu den ,Erstkanzzellen® auf (siehe Abbildung 2-3
Alrot).
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Abbildung 2-3

Nach mechanischer Stimulation der initialen Zelle (INI /blau) kommt es zu einer Ausbreitung des
Calciumsignals auf die direkt benachbarten ,Erstkanzzellen“ (1/gelb). Ausgehend von den
.Erstkranzzellen“ (gelb) wird das Calciumsignal auf indirekt benachbarte ,Zweitkranzzellen® (2/rot)
fortgeleitet.

In Kokulturen aus Endothel- und glatten Muskelzellen HUVEC/HUVSMC, wie in
Kapitel 2.1.1 und 2.1.2 beschrieben, wurde initial eine glatte Muskelzellen (SMC)
(Abbildung 2-4 A/ SMCj,) bzw. Endothelzelle (EC) (Abbildung 2-4 B/ECiy)
mechanisch stimuliert und die Calciumwellenausbreitung auf direkt/indirekt
benachbarte glatte Muskelzellen (SMC) und Endothelzellen (EC) beobachtet.

AEC ;yi

A B

Abbildung 2-4

Calciumsignalausbreitung in einer Kokultur aus glatten Muskelzellen und Endothelzellen: Als
Initialzelle (ECi, bzw. SMC;, dargestellt ist jeweils die primar mechanisch stimulierte Zelle (EC =
Endothelzelle, SMC=glatte Muskelzelle). Je nach Stimulation einer glatten Muskelzelle (A) bzw.
Endothelzelle (B) kommt es zu einer Calciumsignalausbreitung auf benachbarte ,SMC-oder EC-
Erstkanzzellen®.
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2.3.3. Messung der intrazellularen Calciumkonzentration in HUVEC/HUVSMC

Verwendete Lésungen:
Fura 2: 1 mM in DMSO angesetzt und in DMEM auf eine Konzentration von 2 yM verdinnt,
Calbiochem Nr. 344905
Zur Bestimmung der intrazellularen Calciumkonzentration wurden die Zellen mit einer
membrangangigen veresterten Form des Calcium-Chelators Fura 2 beladen, bei der
die polaren Carboxylgruppen der Verbindung durch Methoxygruppen maskiert waren.
Nach Diffusion des lipophilen Fluorochrom-Esters erfolgte im Cytosol die Abspaltung
der Acetoxymethylgruppen durch zellulare Esterasen sodass dann der funktionell
aktive Farbstoff vorlag, der nicht wieder aus der Zelle heraus diffundieren konnte. Mit
zunehmender Calciumkonzentration zeigte sich eine Zunahme der Fluoreszenz des
Farbstoffs bei Anregung mit Licht der Wellenlange 340 nm (fir den Calciumkomplex,
Abbildung 2-5/B), wohingegen die Fluoreszenz bei Anregung mit Licht der
Wellenlange 380 nm (fur das freie Anion, Abbildung 2-5/A) mit zunehmender
Calciumkonzentration abnahm. Das Emissionsmaximum zeigte sich unabhangig von
der Anregung bei 510 nm. Durch alternierende Anregung mit den Wellenlangen 340
nm und 380 nm sowie anschliessende Bildung der Ratio R= 340 nm/380 nm konnten
Anderungen der Calciumkonzentration unabhangig von der Fura-Konzentration in
der Zelle erfasst werden.
Das Messsystem beinhaltete eine aus einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert
S100, Firma Zeiss, Oberkochen), einem Monochromator-Beleuchtungssystem
(Modell ,Polychrom V¥, Till Photonics) und einer Digitalkamera (Imago, Firma Till-
Photonics, Minchen) bestehende Arbeitsstation, welche von einer PC basierten
Bildanalyse Software ,Tillvision® (Firma Till Photonics, Miinchen) aus gesteuert
wurde. Nach Beladung der Zellen fir 1 h in 2 uM Fura 2 wurden die mit Zellen
bewachsenen Glasplattchen im Anschluss in spezielle Aluminiumkammern tberfuhrt
und 30 min in HEPES, 30 uM LNA und 100 U/ml SOD (siehe 2.1.5) inkubiert. Der
Fluoreszenzfarbstoff wurde bei den Wellenlangen A=340 nm sowie A=380 nm
angeregt und die Fluorenszenzbilder 150 mal alle 250 ms bei A=510 nm registriert.
Daraus ergab sich eine Aufnahmedauer von 37.5 s. Mit der Bildanalysesoftware
»Tillvision“ konnte zu jedem Bildpunkt und zu jedem Zeitpunkt aus den Grauwerten

der Einzelbilder die Ratio Ras0380 berechnet werden. Ein Anstieg der Ratio war
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Ausdruck eines Anstiegs der intrazellularen Calciumkonzentration. Durch Bildung der
Ratio wurden madgliche StorgroRen wie die unterschiedlichen Zelldicke, intrazellular
ungleichmafige Farbstoffverteilung, sowie das Ausbleichen der Zellen eliminiert.
Weiterhin war es mit der Software mdglich, einzelnen Zellen sogenannte ,Regions of
interest (ROI) zuzuweisen und somit den zeitlichen Verlauf der Calcium-
konzentration innerhalb einzelner Zellen zu erfassen. Die weitere Auswertung

erfolgte anschlie3end in einem Grafikprogramm (Origin).

A B
o0
niedriges Ca%* hohes Ca%*
Intensitat Intensitat
bei 510nm bei 510nm
_/\ e
340 380 340 380

Abbildung 2-5

Je nach Hohe des Calciumspiegels zeigen sich unterschiedliche Absorptionsmaxima bei einer

Wellenlange von 1=340 (A) und 1=380 nm (B). Abbildung ohne Anderung nach Dr. Bernhard Friedrich
Decard [24]

2.3.4. Analyse der Calciumwellenausbreitung

Die Calciumsignalausbreitung von der initial mechanisch stimulierten Zelle auf die
.Erst®- bzw. ,Zweitkranzzellen“ erfolgte anhand der Parameter: Amplitude,
Zeitverzbgerung, sowie der Prozentzahl ,antwortende Zellen® (Abbildung 2-6). Fur

die initial stimulierte Zelle und die ,Erst- bzw. ,Zweitkranzzellen® konnte im
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Anschluss ein Mittelwert der oben genannten Parameter mit Standardabweichung
(STW) berechnet werden.

Als ,antwortende Zellen® wurden die ,Erst®- bzw. ,Zweitkranzzellen® bezeichnet, die
nach mechanischer Stimulation der initialen Zelle einen Calciumanstieg mit einer
Amplitude groRBer als 0,025 gegenuber dem Basalwert aufzeigten. Die weiteren
Parameter wurden nur fur antwortende Zellen berechnet.

Die Amplitude wurde wie folgt berechnet: A= MaXatio—MiNraio (Minago: Y1, basaler
Calciumspiegel der Zelle vor mechanischer Stimulation MaXmko: Y2, maximaler
Calciumspiegel nach mechanischer Stimulation (vergleiche Abbildung 2-6) Die
Amplitude aller Zellen wurde dann auf die Amplitude der Initialzelle normiert und in %
angegeben. Die Zeitverzogerung errechnete sich aus der Subtraktion des
Zeitpunktes des Calciumsanstieges der primar bzw. sekundar benachbarten Zelle
(X2) von Beginn der initialen Calciumsteigerung der stimulierten Zelle (X3)
entsprechend (At=X,-Xj).

Auswertungsparameter der Calciumwellenausbreitung nach primar mechanischer

Zellstimulation:

— INI
22 - —— Nachbarzelle
Y200 d — —

18 o

16 1

14 A
~—~
(@) 12 1
=] Amplitude
] 1,0
3
I 0.8
+._
8] 06
© Y1 0.4 1

0.2

T T T T T T T 1
0 1o| | 20 30 40 50 60
Zeitins
X1 X2
Abbildung 2-6

Auf der Y-Achse zeigt sich die Anderung der Ratio, die X-Achse bildet die Zeit ab. Rot zeigt die
Anderung der Calciumkonzentration einer priméar mechanisch stimulierte Zelle, blau zeigt beispielhaft
die Zellantwort einer ,Erstkranzzelle®.
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2.4. Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung einer experimentellen
Gruppe angegeben. Statistische Vergleiche zweier experimenteller Serien
untereinander wurden bei normalverteilten Daten mittels des t-Tests flur ungepaarte
Messwerte berechnet. Bei nicht normalverteilten Daten wurde statt dessen der Mann-
Whitney Rangsummentest angewandt. Obwohl letzterer nicht die Mittelwerte sondern
Verteilungen vergleicht, wurden in allen Fallen zur Ubersichtlicheren Darstellung die
Mittelwerte angegeben. Bei mehreren gleichzeitig analysierten Datensatzen wurde
eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt (bei nicht normalverteilten Daten:
Kruskal Wallis ANOVA Rangsummentest mit nachfolgendem Tukey Test zum
paarweisen Vergleich). Unterschiede wurden als statistisch signifikant erachtet, wenn
die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 5% betrug (p<0,05). Mehrere
Versuchsdurchfihrungen an verschiedenen Zellen wurden als Wiederholungen
gewertet und mit n angegeben (n=x). Die Versuche wurden in verschiedenen wells
(w=x) mehrerer unabhangiger Kulturen (bei HUVEC: Nabelschniren, K=Xx)

durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Connexinexpression in HeLa Cx37-Zellen

3.1.1. Nachweis der Cx37-Expression in HeLa Cx37 im Western Blot

(A) zeigt die Bande von Cx37 in Hela Cx37-Zellen auf einer Hohe von 37 kDa im
Western Blot. Die Expression von Cx37 in HeLa Cx37-Zellen war unter NO (2uM
SNAP, 20min) weder veradndert, noch war die Bande verschoben. Als
Negativkontrolle dienten HeLa-WT-Zellen, die keine Cx37 Bande aufwiesen. Zur
Quantifizierung der aufgetragenen Proteinlademenge wurde Glycerinaldehyd 3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Kontrolle verwendet (B). Die Auftrennung
der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte in einem 12%-Gel.

Hela Cx37/SNAP Hela Cx37/control Hela -WT

(A)  37kD

— S

36 kD

- m—— —

Abbildung 3-1

(A) Nach NO-Behandlung (2 uM, 20 min) zeigte sich in HeLa Cx37-Zellen eine unveranderte Cx37-
Protein-Expression (rabbit-anti Cx37) gegeniber unbehandelten HeLa Cx37-Zellen (control). HelLa
WT-Zellen wiesen keine Cx37 Expression auf. (B) zeigt die GAPDH-Kontrolle (mouse-anti GAPDH).
n=5
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3.2. Funktionelle Gap Junction-Kopplung in HeLa Cx37-Zellen

3.2.1. Farbstoffausbreitung via Gap Junctions in HeLa Cx37-Cx43-Kokulturen

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass sich ein gap-
junction-gangiger Farbstoff Alexa Fluor 488 in HeLa Cx37 nur in geringem Ausmal}
ausbreitet, weshalb der Nachweis einer funktionellen Zell-Zellkopplung Uber Cx37 an
Kokulturen Hela Cx37 mit HeLa Cx43 gefuhrt wurde. Zum erneuten Testen des
Cx37-Kopplungsverhaltens wurden in dieser Arbeit Cx37-exprimierende HelLa-Zellen
vor Anlegen der Ko-Kultur mit einer PKH-Anfarbung markiert, wohingegen Cx43
exprimierende Zellen ungefarbt blieben. Der Alexa Fluor 488 Farbstoff wurde in HeLa
Cx37-Zellen injiziert, die Ausbreitung erfolgte auf benachbarte Cx43-exprimierende
Zellen. Nach Injektion des Gap Junction-gangigen Farbstoffs Alexa Fluor 488 in eine
HeLa Cx37-Zelle (A) konnte nach zehn Minuten eine Farbstoffausbreitung auf im
Mittel 54% der direkt benachbarten ,Erstkranzzellen® nachgewiesen werden. Eine
Anfarbung der ,Erstkranzzellen® erfolgte in der Regel bereits nach 40 Sekunden (B).
Sekundar benachbarte Zellen (,Zweitkranzzellen®) farbten sich nach durchschnittlich
3,5 Minuten an (C+D). Eine Anfarbung von Zellen, die keinen direkten oder indirekten
Kontakt (sekundare Zellen) zur initial injizierten Zelle hatten, wurde in diesen
Versuchen nicht beobachtet. Die Farbstoffausbreitung auf direkt sowie indirekt
benachbarte Hela Cx43 exprimierende Zellen nach primarer Injektion des Farbstoffs
in eine Cx37 exprimierende Zelle war mit der Farbstoffausbreitung in Hela Cx43-
Monokulturen vergleichbar (vergleiche Abbildung 3-3). In Cx-defizienten HeLa-WT
Kulturen breitete sich der Gap Junction-gangige Farbstoff nicht auf Nachbarzellen
aus (E+F).

33



Ergebnisse

F:10 min

Abbildung 3-2

Der Anstieg des Farbstoffsignals ist als Farbumschlag von blau (basale Konzentration), Uber tirkis,
grun, gelb, orange bis nach rot (hdchste Konzentration) kodiert. Dunkle oder schwarze Areale sind
nicht zwingend zellfrei, sondern sind Bereiche mit fehendem Farbstoffsignal. Nach priméarer Injektion
des Farbstoffs Alexa Fluor 488 in eine Cx37-exprimierende Hela-Zelle zeigt sich zunachst ein
eindeutiger Farbstoffnachweis in der primér injizierten Zelle (A). Nach einer Minute farbt sich bereits
ein Teil der primér benachbarten Zellen an. (B) Nach 5 bzw. 10 Minuten ist eine weitere
Farbstoffausbreitung auch auf die indirekt benachbarte Zellen (C und D) nachweisbar. Nach
Farbstoffinjektion in eine Hela WT-Zelle (E) ohne Gap junctions erfolgt auch nach 10 Minuten
Beobachtungsdauer keine Farbstoffausbreitung auf angrenzende Zellen (F).2 Kulturen, n=8.
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Abbildung 3-3

Farbstoffausbreitung von Alexa Fluor 488 in Hela Cx37/Cx43 Kokulturen bzw. Hela Cx43-
Monokulturen. Nach primérer Injektion des Farbstoffs in eine Cx37-exprimierende Zelle (Cx37 inj) ist
die Farbstoffausbreitung nach 10 Minuten auf angrenzende HeLaCx43-Zellen (circa 54% der Zellen im
Gesichtsfeld fluoreszieren) mit der Farbstoffausbreitung in Hela Cx43-Monokulturen (Cx43 inj)
vergleichbar (circa 58% der Zellen im Gesichtsfeld fluoreszieren). 2 Kulturen, n= 8.

3.2.2. Calciumwellenausbreitung in HeLa Cx37-Cx43-Monokulturen

In HeLa Cx37- bzw. Cx43-Monokulturen wurde jeweils eine Zelle mechanisch
stimuliert. Dies fuhrte in der stimulierten Zelle zu einem sofortigen Calciumanstieg
(Ratio: Amplitude Cx37 initial mechanisch stimuliert 0,45 + 0,32, Ratio: Amplitude
Cx43 initial mechanisch stimuliert 0,57 + 0,27). Unter Kontrollbedingungen breitete
sich nach mechanischer Stimulation einer Cx37-Zelle das Calciumsignal auf ca. 57%
der benachbarten ,Erstkanzzellen“ und ca. 13 % der Zweitkranzzellen aus. Nach
Stimulation einer Cx43-Zelle zeigte sich ein Calciumanstieg in ca. 70% der
Erstkranzzellen (*: p <0,05), wohingegen die Anzahl der antwortenden Zweitkranzzel-
len mit den Cx37-Zellen mit ca. 15 % vergleichbar war (n=17). Nach primar
mechanischer Stimulation bestand also bereits vor NO Behandlung ein signifikanter
Unterschied in der Zellkopplung zwischen Cx37 und Cx43-HelLa-Kulturen in den

Erstkranzzellen, nicht jedoch in den Zweitkranzzellen.
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Unter NO-Behandlung &nderte sich die Calciumamplitude der primar stimulierten
Zelle nicht (Ratio: Amplitude Cx37 initial mechanisch stimuliert + NO: 0,55 = 0,25;
Ratio: Amplitude Cx43 initial mechanisch stimuliert + NO: 0,57 + 0,13, n=17). Jedoch
kam es nach mechanischer Stimulation einer HeLa Cx37-Zelle unter NO zu einer
statistisch signifikanten Reduktion der mit einem Calcium-Anstieg antwortenden
.Erstkranzzellen® um 33%, sowie zu einer statistisch signifikanten Reduktion der mit
einem Calciumanstieg reagierenden ,Zweitkranzzellen“ um 85%. Im Gegensatz dazu
lie3 sich nach mechanischer Stimulation einer HeLa Cx43-Zelle kein signifikanter
Unterschied der Calciumsignalausbreitung vor und nach NO-Vorbehandlung

beobachten.
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Abbildung 3-4

Calciumsignalausbreitung in HeLa Cx37 bzw.Cx43-Monokulturen nach mechanischer Stimulation. In
HelLa Cx37-Kulturen kam es nach NO-Vorbehandlung zu einem signifikanten Abfall (p<0,05 *) der
Calcium Ausbreitung (= Prozentsatz der mit einem Calcium Anstieg antwortenden Zellen im ersten
und zweiten Kranz), wahrend in HeLa Cx43-Kulturen nach Stimulation die Zahl antwortender Zellen
nach NO-Behandlung unverandert blieb. 3 Kulturen; n=17.
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3.3. Calciumwellenausbreitung in HUVEC

3.3.1. Mechanische Stimulation und Ausbreitung des Calciumsignals in HUVEC/
HUVSMC

Nach mechanischer Stimulation einer einzelnen HUVEC (A) lie3 sich mit einer
Zeitverzdgerung von weniger als 500 ms ein Calciumanstieg in dieser Zelle beobachten (B).
Direkt im Anschluss breitete sich ein Calciumsignal entlang der Zellauslaufer der initial
stimulierten Zelle (C) zu deren unmittelbaren Nachbarzellen aus, die wiederum als
.Erstkranzzellen® definiert wurden (D). Mit einer zeitlichen Verzégerung von durchschnittlich
4 bis 5 Sekunden stieg im Anschluss auch der intrazellulare Calciumspiegel in ,Zweitkranz-
zellen“ an, die keinen unmittelbaren Kontakt zur initial stimulierten Zelle aufwiesen (E und F).
Die Zeitverzogerung hing in erster Linie von der Distanz zur initial stimulierten Zelle ab. Im
Mittel umgaben die mechanisch stimulierte Zelle 5 Erstkranzzellen und 8 Zweitkranzzellen
(n=18).

Abbildung 3-5

Der Anstieg der Calciumkonzentration ist als Farbumschlag von blau (basale Konzentration), Uber
turkis, grin, gelb, orange bis nach rot (héchste Konzentration) kodiert. Dunkle oder schwarze Areale
sind nicht zwingend zellfrei, sondern sind Bereiche mit sehr niedrigem Calciumsignal. Gezeigt ist die
Ausbreitung einer Calciumwelle nach initialer mechanischer Stimulation einer Einzelzelle. Rot
umrahmt (keine exakten Zellgrenzen dargestellt) ist die primar mechanisch stimulierte Zelle, griin bzw.
blau umrahmt sind die Erstkranz- bzw. Zweitkranzzellen. Nach mechanischer Stimulation kam es zu
einem Anstieg des Calciumspiegels in der mechanisch stimulierten Initialzelle (B +C). Zeitlich versetzt
antworten die Zellen des ersten (griin) bzw. zweiten Kranzes (blau).
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Abbildung 3-6 zeigt den zeitlichen Verlauf des Calciumsanstiegs nach mechanischer
Stimulation in der initialen Zelle (Linie rot) und in den ,Erst-“ (Linien grin) bzw.
Zweitkranzzellen“ (Linien blau) in einer Zellkultur. Die Amplitude nahm vom ersten bis
zweiten Kranz ab zudem reagierten die Erst- und Zweitkranzzellen spater mit dem
Calciumanstieg als die initiale Zelle. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur die
Calciumwellenausbreitung auf den ersten und zweiten Kranz analysiert, obwohl in
Einzelfallen auch eine Ausbreitung auf die noch weiter entfernten Zellkranze drei und vier
ebenfalls zu beobachten war.

2,5 1

Zeitins

Abbildung 3-6

Gezeigt ist der typische mittlere zeitliche Verlauf des Calciumanstiegs nach mechanischer Stimulation
einer Initialzelle (Linie rot) sowie in den Zellen des ersten (griin) und zweiten Kranzes (blau). Es zeigt
sich ein deutlicher Abfall der Ca**- Amplitude der Zellen in den Erst-bzw. Zweitkranzzellen. Der rote
Pfeil stellt den Zeitpunkt der mechanischen Stimulation dar. Die Kontrollzellen im ersten und zweiten
Kranz antworteten zeitlich verzdgert (Zunahme der Zellantwort At).
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3.3.2. Effekte einer Blockade der Gap Junction-Kopplung mit Meclofensaure

Abbildung 3-7 zeigt die Calciumsignalausbreitung unter Meclofensaureblockade.
Nach mechanischer Stimulation einer Einzelzelle (A: Zelle ini rot umrahmt) unterblieb
die Signalausbreitung auf benachbarte ,Erstkranzzellen® (grin umrahmt), sowie
Zweitkranzzellen (blau umrahmt) nahezu vollstdndig, wohingegen die primar

stimulierte Zelle ein eindeutiges Calciumsignal aufwies (B).

Abbildung 3-7

Calcium-Anstieg nach mechanischer Stimulation unter GJ-Blockade: Rot umrahmt zeigt sich die initial
mechanisch stimulierte Zelle mit bereits leicht ansteigendem Calciumspiegel nach mechanischer
Stimulation; griin umrahmt dargestellt sind die umgebenden Zellen des ersten Kranzes bzw. blau
umrahmt die Zellen des zweiten Kranzes: Nach 20 s Versuchsdauer wies die initial stimulierte Zelle
ein sehr deutliches Calciumsignal auf, wohingegen die Calciumwellenausbreitung auf die ,Erst-“ (griin)
und ,Zweitkranzzellen® (blau) ausblieb.

Abbildung 3-8 zeigt den =zeitlichen Verlauf des Calciumanstieges dieses
reprasentativen Versuchs nach mechanischer Stimulation unter Hemmung der Gap
Junctions (B) bzw. unter Kontrollbedingungen (A). Nach Meclofensaure-
vorbehandlung zeigte sich ein deutlicher Calciumanstieg in der initial mechanisch
stimulierten Zelle, der mit der unbehandelten Kontrolle vergleichbar war. Im
konkreten Beispiel antwortete jedoch nur noch eine Zelle des ersten Kranzes nach

Gap Junction-Blockade mit einem Calcium Anstieg.
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Abbildung 3-8

Dargestellt ist der Calciumanstieg in HUVEC in einem repréasentativen Versuch nach mechanischer
Stimulation ohne (A) und mit Gap Junction Blockade (B). Unter Meclofenséureblockade (B) antwortet
die Mehrheit der Erstkranzzellen nicht, wohingegen sich eine deutliche Signalantwort der primar
mechanisch stimulierten Zelle zeigte (Linie rot). Der rote Pfeil stellt den Zeitpunkt der mechanischen
Stimulation dar. Die Kontrollzellen im ersten Kranz antworteten gering zeitlich verzdgert mit hohem

Calciumsignal (A).
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Die Hemmung der Gap Junctions mit Meclofensaure fuhrte in der Gesamtauswertung
nach dem Calciumanstieg in der primar mechanisch stimulierten Zelle zu einer
Reduktion der antwortenden Zellen auf 33% im ersten Kranz und <10% im zweiten
Kranz (siehe Abbildung 3-9). Die Amplitude des Calciumanstiegs der initial
mechanisch stimulierten Zelle war mit unbehandelten Kontrollzellen vergleichbar. In
den noch antwortenden Zellen des ersten Kranzes zeigte sich jedoch eine
signifikante Verzégerung des Signals, wohingegen keine signifikante Auswirkung auf
die Amplitude des intrazellularen Signals zu verzeichnen war (Tabelle 3-1). Aufgrund
der geringen Calciumwellenausbreitung auf die Zellen des zweiten Kranzes wurde
der niedrige Anteil noch antwortender Zellen nicht in die Auswertung der Ubrigen

Einzelparameter miteinbezogen.
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Abbildung 3-9

Nach Blockade der Gap Junctions mit Meclofensdure antworteten die Mehrheit der Erst- bzw.
Zweitkranzzellen nicht mehr. 2 Versuchstage, 2 Kulturen, n=18, p<0,05 *.
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Kontrolle Meclofensaure
1.Kranz (MW + STW) 1.Kranz (MW £ STW)

Ampl. Norm 51+25 40 +37
Atins 22+1,7* 29+40*
Tabelle 3-1

Effekt der Gap Junction Blockade in HUVEC nach mechanischer Stimulation auf die Calciumdynamik
der noch antwortenden Zellen des ersten Kranzes. Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der
Zeitverzoégerung bis zum Calciumanstieg in den Erstkranzellen (A t), p <0,05 *, wohingegen die
Amplitude (Amp. norm.) nicht signifikant verandert ist. 2 Versuchstage, 2 Kulturen, n=18;

3.3.3. Calciumwellenausbreitung in HUVEC nach Vorbehandlung mit dem exogenen
NO-Donor SNAP

Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch der Calciumsignalausbreitung nach
zusatzlicher Inkubation mit dem exogenen NO Donor SNAP (2 uM/20 min) an der
gleichen Zellpopulation. NO veranderte weder die Amplitude noch die Anzahl der

reagierenden ,Erst” bzw ,Zweitkranzzellen®
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Abbildung 3-10

Durch die rote Linie dargestellt ist die Calciumantwort der primér mechanisch stimulierten Zelle unter
Kontroll- bzw. NO-Bedingungen. Der rote Pfeil stellt den Zeitpunkt der mechanischen Stimulation der
Initialzelle dar.

Durch die grinen bzw. blauen Linien ist der Calciumsignalverlauf in den Erst (grin)- bzw.
Zweitkranzzellen (blau) abgebildet. Es zeigte sich nhach NO-Behandlung kein signifikanter Effekt auf
die Calciumwellenausbreitung.

Eine Vorbehandlung mit dem NO-Donor SNAP zeigte in HUVEC im Gegensatz zu
den HelLa Cx37-Zellen keinen Effekt auf die Calciumwellenausbreitung (siehe
Abbildung 3-11, Tabelle 3-2). Sowohl die Zahl antwortender Zellen nach NO-
Behandlung (Abbildung 3-11), wie auch die Amplitude waren gegenuber der
unbehandelten Kontrollgruppe unverandert. Allerdings war nach NO-Behandlung
eine Zunahme der zeitlichen Latenz bis zum Beginn eines Calciumanstiegs im ersten
sowie zweiten Kranz zu beobachten (Abbildung 3-12). NO zeigte also in der
Gesamtauswertung aul3er einer zeitlichen Verzogerung keinen signifikanten Effekt

auf die Calciumsignalausbreitung in Endothelzellen.
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1.Kranz 2.Kranz
Kontrolle SNAP Kontrolle SNAP
MW+ STW MW+ STW MW+ STW MW+ STW
Ampl. Norm 40+ 18 34 +11 24 + 24 22 +13
Atins 3,2+2,10 42+18* 52+29 72+49*
Tabelle 3-2

Calciumwellenausbreitung in HUVEC unter Kontroll- und NO-Bedingungen. NO zeigte in HUVEC
abgesehen von einer Zunahme der Zeitverzégerung (p<0,05* gegen Kontrolle) keine signifikante
Wirkung auf die Calciumwellenausbreitung.

Amplitude (Amp. Norm), Zeitverzégerung bis zum Fluoreszenzanstieg (At), 4 Kulturen, n=18.
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Abbildung 3-11

1. Kranz 2. Kranz

Nach NO-Behandlung war die Anzahl der mit einem Calcium-Anstieg antwortenden Zellen im ersten
und zweiten Kranz gegenuber der Kontrollgruppe nahezu gleich. 4 Kulturen, n=18.
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Abbildung 3-12

Nach NO Behandlung war die Calciumsignalausbreitung auf angrenzende ,Erst-“ und
LZweitkranzzellen” zeitlich signifikant verzogert. 4 Kulturen, n=18.

3.3.4. Connexinexpression HUVEC nach Downregulation von Cx43 mittels

small interference RNA

Eine Downregulation von Cx43 mittels si43_RNA wurde mit mehreren siRNAs
durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Die beste Hemmung der Cx43-Expression (um
ca. 80 %) wurde mit si43_2 (target sequence: ATGCTTAGAGTGGACTATTAA) nach
24h Behandlung erzielt. Abbildung 3-13 zeigt einen repréasentativen Western Blot.

Die Downregulation durch siRNA wurde in allen Zellkulturen in denen die
Calciumausbreitung untersucht wurde, kontrolliert. Eine Behandlung von HUVEC
ausschlief3lich mit Kontroll-si-RNA (Ctrl_siRNA, target sequence:
AATTCTCCGAACGTGTCACGT) fuhrte zu keiner Cx43-Expressionsreduktion und
die Cx43-Expression in diesen Zellen war mit der von unbehandelten HUVEC

vergleichbar.
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Abbildung 3-13

Im Western Blot (Bahnen aus 3 separaten blots) sieht man nach Vorbehandlung mit si43 RNA
(si43_2) eine deutliche Reduktion der Cx43-Expression (>80%) gegeniiber den unbehandelten bzw.
mit Kontroll si_RNA vorbehandelten HUVEC (A). Die jeweilige GAPDH Kontrolle (B) dient der
guantitativen Beurteilung der aufgetragenen Proteinmenge bzw. zur Normierung.

3.3.5. Effekt der Cx43 Suppression durch si-RNA auf die Calciumausbreitung in
HUVEC

Weder nach Vorbehandlung der HUVEC mit dem bloRen Transfektionsreagenz
(MOCK), noch mit Control-siRNA konnten hemmende Einflisse auf die
Calciumwellenausbreitung beobachtet werden (siehe Tabelle 3.3). Die Anzahl
antwortender Zellen unterschied sich in Cx43-downregulierten HUVEC nicht von den
in den Kontrollgruppen (Abbildung 3-14). Es bestanden auch keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Amplitude und der Verzégerung des Calcium-Anstiegs in
den Nachbarzellen (Tabelle 3-3). Insgesamt war also beztglich der untersuchten
Parameter kein Effekt der Downregulation von Cx43 auf die Calcium-

wellenausbreitung zu beobachten.
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1. Kranz 2.Kranz
Mock Control - Si43-RNA Mock Control- Si43_RNA
Si-RNA Si_RNA
MW+STW MW+STW MW+STW MW+ STW MW+STW MW+STW
Ampl.Norm 69 + 20 64 + 25 57 +30 32+21 28+ 19 20+ 16
Atins 21+11 19+1.2 25+18 3,5+0,8 46+22 43+1,1
Tabelle 3-3

Die Calciumsignalausbreitung in HUVEC ist nach Vorbehandlung mit MOCK bzw. Control-si_ RNA
vergleichbar mit si43_RNA behandelten Zellen. Amplitude (Amp. norm.), Zeitverzégerung bis zum
Fluoreszenzanstieg (A t), 2 Kulturen, n=6.

120

100

% Antwortende Zellen

m Mock
si control_RNA

80

60

msi43_RNA

Abbildung 3-14

1. Kranz

2. Kranz

Nach si_43 RNA Behandlung zeigte sich kein kopplungshemmender Einfluss, gegeniiber nur mit dem
Transfektionsreagenz vorbehandelten HUVEC (=
behandelten Zellen (= si control_RNA). 2 Kulturen, n=6.
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3.3.6. Calciumsignalausbreitung in HUVEC nach Suppression von Cx43 unter Vorbe-
handlung mit NO

Dargestellt ist ein Beispielversuch der Calciumwellenausbreitung in si43-behandelten
Zellen mit und ohne NO. Nach mechanischer Stimulation zeigte sich in beiden Fallen
ein eindeutiges Calciumsignal in der priméar stimulierten Zelle. Nun verringerte jedoch

NO deutlich die Anzahl der antwortenden ,Erstkranz-“ und ,Zweitkranzzellen®.
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Abbildung 3-15

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf des Calciumanstieges in der primar mechanisch stimulierten Zelle
(Linie rot) sowie in den Zellen des ersten (griin) bzw. zweiten Kranzes (blau) nach Cx43-
Downregulation. Durch den roten Pfeil dargestellt ist der Zeitpunkt der mechanischen Stimulation der
Initialzelle. Nach Downregulation von Cx43 reduzierte NO den Anteil antwortender Zellen sowohl in
den Zellen des ersten wie auch des zweiten Kranzes nun auch in Endothelzellen.

In der Gesamtauswertung kam es nach Vorbehandlung der HUVEC mit si43_RNA
unter zusatzlicher Inkubation mit dem NO-Donor SNAP (SNAP 2 uM, Behandlungs-
dauer 15 min vor Beginn der Calciummessung) in erster Linie zu einer signifikanten
Reduktion antwortender ,Erst-“ bzw. ,Zweitkranzzellen“ (siehe Abbildung 3-17). Die
Ubrigen Auswertungsparameter waren nach NO-Behandlung nicht signifikant
verandert (Abbildung 3-16, Tabelle 3-4).
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Abbildung 3-16

Die Amplitude der noch reagierenden Zellen ist durch NO in HUVEC nach Downregulation von Cx43
nicht signifikant verandert. 3 Kulturen, 6 wells, n=21.
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Abbildung 3-17

Nach Downregulation von Cx43 und NO-Behandlung zeigte sich eine signifikante Abnahme des
Anteils antwortender Zellen von 96% auf 78% im ersten Kranz, sowie von 83% auf 52% im zweiten
Kranz; 3 Kulturen, 6 wells, n=21; p < 0,05 *
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1.Kranz 2.Kranz
Kontrolle SNAP Kontrolle SNAP
MW + STW MW + STW MW + STW MW + STW
Ampl. Norm 59 + 27 47 + 21 31+23 32+22
Atins 3,0+0 3,0+0 4,3+0,3 40+0,2
Tabelle 3-4

Nach NO-Behandlung zeigte sich in Cx43 downregulierten HUVEC kein Einfluss auf die Calcium-
Amplitude (Amp. norm.), sowie die Zeitverzégerung bis zum Fluoreszenzanstieg (At) in den noch
reagierenden Zellen. 3 Kulturen, 6 wells, n=21.

3.4. Myoendotheliale Gap Junctions

3.4.1. Calciumwellenausbreitung in HUVSMC/HUVEC-Kokulturen

Untersuchungen zum Kopplungsverhalten von glatten Muskelzellen und
Endothelzellen wurden in Kokulturen, die separat aus menschlichen Nabelschniren
gewonnen wurden, durchgefuhrt. Eine Unterscheidung zwischen Endothel- und
glatten Muskelzellen war nach Anfarbung der HUVEC-Zellen mit dem Farbstoff PKH
26 eindeutig moglich.

Nach mechanischer Stimulation einer glatten Muskelzelle antworteten 93 + 6%
(n=21) der angrenzenden glatten Muskelzellen, sowie nach NO Behandlung 86 +
6%. Nach primarer Stimulation einer Endothelzelle antworteten 97 + 2% (n=21),
sowie nach NO-Behandlung 95 + 3% der angrenzenden Endothelzellen.

Ein NO-Effekt auf die
Zellpopulationen (EC-EC, SMC-SMC) konnte also nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 3-18 EC/EC, SMC/SMC).

Calciumausbreitung zwischen Endothel und glatten Muskelzellen so zeigte sich dort

interzellulare Calciumsignalausbreitung in  homogenen

Betrachtete man jedoch die
unter NO nach Stimulation einer glatten Muskelzelle eine signifikante Abnahme der

benachbarten Endothelzellen die mit einer Calciumantwort reagierten von 56% auf
20% (Abbildung 3-18, SMC/EC).
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Abbildung 3-18

Calciumsignalausbreitung in HUVEC/HUVSMC-Kokulturen nach mechanischer Stimulation von glatten
Muskelzellen bzw. Endothelzellen. Die Inkubation mit NO reduziert die Calciumsignalausbreitung auf
benachbarte Endothelzellen nach primérer Stimulation einer glatten Muskelzelle von 56 % (Kontrolle)
auf 20% (NO). Die Kopplung zwischen Endothelzellen (EC-EC, con: 97£2%, NO: 95+4%) bzw. glatten
Muskelzellen (SMC-SMC, con: 93+£5%; NO: 86+6%) wurde durch NO nicht veréndert. 8 Kulturen, 8
Wells, n=21, *p<0,05, SMC= glatte Muskelzelle; EC= Endothelzelle.

NO erh6hte auch den Zeitraum zwischen dem Calcium Anstieg in der stimulierten
glatten Muskelzelle und dem Beginn des Calciumanstiegs in der benachbarten
Endothelzelle um das 1,7-fache, was im deutlichen Gegensatz zu einem signifikanten
Abfall der Zeitverzégerung um 65% fir die Calciumausbreitung zwischen glatten
Muskelzellen stand. Die NO-Inkubation hatte dagegen keinen Einfluss auf die Hohe

des Calciumanstiegs in allen noch reagierenden Zellen gegenuber der Kontrolle.
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Abbildung 3-19

(A) Es zeigte sich nach priméarer Stimulation einer glatten Muskelzelle eine signifikante Abnahme der
Zeitverzégerung bis zur Antwort der benachbarten glatten Muskelzelle (SMC-SMC) unter NO,
wohingegen zwischen Endothel und glatten Muskelzellen (SMC-EC) die Zeitverzégerung unter NO
signifikant zunahm, p<0,05*. (B) Die Amplitude der noch reagierenden Zellen war nach zusatzlicher
NO-Behandlung nicht statistisch signifikant verandert, 8 Kulturen, 8 wells, n=21;
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3.4.2. Immunhistochemische Darstellung der Cx-Expression in Kokulturen von
HUVSMC/HUVEC

Gezeigt ist eine immunhistochemische Farbung von Cx in einer Kokultur von
HUVSMC/HUVEC (Anti-Cx37-AK (rot) und Anti-Cx43-AK (griin)). Zur besseren
Identifikation der glatten Muskelzellen erfolgte zudem eine Anfarbung der glatten

Muskelzellen mit einem Anti-a-smooth muscle Aktin-AK (blau).

Das endothelial exprimierte Cx37 war Uberwiegend an den Zellgrenzen zwischen
Endothel und glatten Muskelzellen, also an myoendothelialen Kontaktzonen zu
finden, wohingegen Cx43 (das sowohl in EC wie auch in SMC exprimiert wird)
homogen in den Membranen sowohl von glatten Muskelzellen wie auch von
Endothelzellen exprimiert war. Eine Anfarbung von Cx37 in glatten Muskelzellen im

Zytosol oder perinuklar zeigte sich nicht.
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Abbildung 3-20

Immunhistochemische Farbung einer HUVEC/HUVSMC Kokultur: Glatte Muskelzellen zeichnen sich
durch die Anfarbung mit Aktin (Anti-Aktin-AK, blau) sowie Cx43 (griin) aus. Cx37 (rot) stellte sich
Uberwiegend an myoendothelialen Gap Junctions, also an Kontaktstellen zwischen Endothel und
glattem Muskel dar. Perinuklar sowie zytosolisch zeigte sich in glatten Muskelzellen keine Cx37-

Expression. Durch die gelben Pfeile dargestellt ist die Anreicherung von Cx37 an myoendothelialen
Kontaktzonen.
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4. Diskussion

Connexine dienen als Kanalproteine der interzellularen Weitergabe von elektrischenn
Signalen sowie von lonen und kleinen Signal-Molekilen tGber Gap Juncitons. In der
vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob NO die Ausbreitung von
Calciumsignalen tber Gap Junctions die Cx37 enthalten, moduliert und ob dies auch
in Endothelzellen eine Rolle spielt, die mehrere Connexine (Cx37, Cx40 und Cx43)
gleichzeitig exprimieren.

Im Modellsystem der HelLa Zellen, in denen nur Cx37 exprimiert war [57], konnte in
der Tat gezeigt werden, dass NO die Gap Junction abhangige Ausbreitung von
Calcium-Signalen inhibiert. Dagegen zeigte sich in humanen Nabelschnur-
endothelzellen (HUVEC, exprimieren Cx37, Cx40 und Cx43, [56]), nach NO-
Behandlung diese interzellulare Calciumwellenausbreitung gegeniber der
unbehandelten Kontrollgruppe zwar verlangsamt aber ansonsten unverandert. Ein
signifikanter NO-Effekt im Sinne einer reduzierten Signalweiterleitung liel3 sich erst
nach Downregulation von Cx43 in HUVEC nachweisen. Daraus lasst sich der Schluf3
ziehen, dass Cx43-haltige Gap Junctions den Hemm-Effekt von NO auf die
Calciumausbreitung in Endothelzellen ,kompensieren® kdnnen. Es scheint zunachst
ein Paradoxon zu sein, dass eine dezidierte NO-Wirkung in Endothelzellen funktionell
kompensiert wird. In Bereichen, in denen die Expression von Cx37 im Vergleich zu
Cx43 relativ hoch ist, kann diese Kompensation jedoch mobglicherweise nicht
stattfinden. Dies scheint nach unseren Befunden im Bereich der myoendothelialen
Gap Junctions der Fall zu sein, denn dort wurde unter NO-Einfluss eine verminderte

Calciumwellenausbreitung beobachtet.

Ausbreitung von interzellularen Calciumwellen als Signal- und Koordinations-

mechanismus

Der Anstieg des intrazellularen Ca**-Spiegels stellt einen integralen Bestandteil vieler
Signalwege in den GefaRzellen der Mikrozirkulation dar. Ca®** kann hierbei eine
Vielzahl von Funktionen wahrnehmen. Als freies Ca®* dient es als second messenger
fir die Aktivierung zahlreicher Enzyme, wie z.B die Ca?'-Calmodulin abhangige
eNOS, welche NO bildet [14,51]. Zudem kann freies Ca*" der Aktivierung von
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lonenkanélen wie z.B calciumgesteuerter Kaliumkanéle dienen, tber welche eine
Hyperpolarisation in der glatten Muskelzelle ausgel6st wird [34,122]. Auch die
Bildung von Eicosanoiden aus der Arachidonsaure im Endothel die als Vaso-

regulatoren wirken, ist calciumabhangig.

Ca®* dient im glatten Muskel der Tonusregulation. Nach dem Einstrémen von Ca®*

aus dem Extra- in den Intrazellularraum kénnen sich bis zu 4 Molekiile Ca?* an ein
mol des Proteins Calmodulin binden, was u.a. der Aktivierung des Enzyms
Myosinleichtkettenkinase dient. Durch Phosphorylierung der leichten Kette des
Myosinmolekils baut sich der Querbriickenzyklus auf, Uber welchen eine

Vasokonstriktion des Gefalies ausgelost wird.

Interzellulare Calciumwellen, die auf dem interzellularen Austausch von Calcium tber
gap junctions beruhen kénnen, konnten in zahlreichen Organsystemen wie z.B auch
in Gehirn, Leber, Retina und Cochlea [74,112] nachgewiesen werden; sie haben
jedoch eine besonders hohe Bedeutung im Kreislaufsystem. Im vaskularen System
dienen sie zum einen der einheitlichen, koordinierten Antwort auf einen Stimulus in
der Mikrozirkulation, zum anderen sind sie aber bedeutsam fir die lokale Regulation
der Durchblutung sowie des Blutflusses [16,21]. Interzellulare Calciumwellen konnten
nicht nur unter in vivo Bedingungen [127,138], sondern auch auf Zellkulturebene in
Endothelzellen [4] nachgewiesen werden und zeichnen sich gegenltber der
elektrischen Signalausbreitung dadurch aus, dass sie starker lokal begrenzt und
deutlich langsamer sind. Auf diese Weise kdnnen sie in mehrfacher Hinsicht den
Endothelverband im Sinne einer Koordination beeinflussen.

1) Interzellulare Calciumwellen dienen der Vereinheitlichung und Verstarkung der
Antwort auf humorale Stimuli. Durch die inhomogene Verteilung von ATP- sowie
Histaminrezeptoren auf Endothelzellen kann durch die Ausbreitung interzellularer
Calciumwellen auf rezeptordefiziente Zellen, die priméar nicht durch diese Substanzen
erregt wurden, eine einheitliche Zellantwort des gesamten Zellverbandes erreicht
werden [59].

2) Die Kommunikation von Endothelzellen tber Gap Junctions in Form von
interzellularen Calciumwellen kann zudem eine Verlangerung und Steigerung des

urspringlichen Signals in Endothelzellen bewirken [121].
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3.) Zwischen glatten Muskelzellen und dem Endothel kénnen Calciumwellen einen
Ruckkopplungsmechanismus darstellen, Uber welchen die Antwort glatter
Muskelzellen auf verschiedene Vasokonstriktoren moduliert werden kann [27,69].

Fur die Signalweiterleitung der initial mechanisch stimulierten Zelle auf deren Nach-
barzellen konnte Paemeleire [92] fur HeLa-Zellen zeigen, dass Calciumwellen sowohl
Uber extra- wie auch intrazellulare Wege zwischen benachbarten Zellen
ausgetauscht werden kénnen. Auch in Endothelzellen wird unter physiologischen
Bedingungen beiden Wegen der Calciumwellenausbreitung eine hohe Bedeutung
beigemessen [39]. Calciumwellen koénnen sich dabei von der urspriinglich
mechanisch stimulierten Zelle sowohl durch interzellulare Signaltibertragung Uber
Gap Junctions [105], wie auch uber die extrazellulare Diffusion des second
messengers ATP ausbreiten [41,44,85,92]. Im intakten Gefal ist das auch Uber im

Blut stromende Stimuli moglich [2].

Die Redundanz, die durch diese zwei grundverschiedenen Wege der Calcium-
wellenausbreitung entsteht, lasst sich als Hinweis fir eine fundamentale Bedeutung
von Calciumsignalen als SignalUbertragungsweg zwischen benachbarten Zellen
verstehen. Aufgrund der Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit in erster Linie die
Calciumsignalibermittlung tber Gap Junction-Proteine von Interesse war, wurde die
Calciumwellenausbreitung durch weitere Mediatoren wie ADP oder ATP blockiert.
Hierzu wurden die Zellen vor Auslésung eines mechanischen Stimulus zuséatzlich mit
dem Enzym Apyrase inkubiert. Das Enzym Apyrase stellt hierbei eine ATP/ADPase
dar, welche ATP in ADP+P, bzw. ADP in AMP+ 2P umwandelt und somit eine
Bindung von ATP an extrazellulare ATP-Rezeptoren verhindert [64,125]. Nach
Durchfiihrung unterschiedlicher Konzentrationsreihen fir das Enzym Apyrase (50
U/ml) wurde eine Konzentration ausgewahlt, die Wirkungen von extrazellular
appliziertem ATP (50 umol/L) vollstandig verhinderte. Auch in HeLa WT-Zellen
konnte in Gegenwart von Apyrase keine Calciumwelle ausgelést mehr werden wenn
zuséatzlich zur Hemmung der parakrinen Ausbreitung von ATP die Gap Junctions
blockiert wurden. Somit lie3 sich nachweisen, dass endogenes ATP durch Apyrase
effektiv abgebaut wurde und unter unseren Messbedingungen keine Anteil an der

Calciumwellenausbreitung hatte.
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Modellrechnungen nach experimentellen Daten berechtigen zu der Annahme, dass
die Ausbreitung von Calciumwellen Uber Gap Junctions auf der Diffusion von
Calciumionen oder eines intrazellularen Signalmolekils wie z.B. IP3 durch Gap
Junction Kanale beruhen [79,90]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl IP3
wie auch Ca** Gap Junction Kanale passieren kénnen, um in den benachbarten
Zellen einen Calciumanstieg auszulosen [7,9,92,106]; die genaue ldentifikation des
Gap Junction passierenden Molektls war aber nicht Fragestellung dieser Arbeit. Die
gemessenen Werte der Zeitverzogerung bis zum Auftreten von Calciumsignalen in
.Erstkranzzellen“ von gemittelt 3.4 s sowie in ,Zweitkranzzellen“ von gemittelt 5.9 s
bestatigen die Annahme der Diffusion und decken sich mit der Literatur, wenngleich
die Diffusionsgeschwindigkeit teils in verschiedenen Zelltypen gemessen wurden
[60,89,90].

Dass sich die in unseren Versuchen mechanisch ausgelosten Calciumwellen in der
der Tat Uber Gap Junctions ausbreiteten, konnte auch durch die Wirkungen von
Meclofensédure nachgewiesen werden. Meclofensaure stellt hierbei einen Gap
Junction-Blocker dar, welcher nicht spezifisch gegen ein einzelnes Connexin
gerichtet ist [93]. Dies hat in HUVEC den Vorteil, dass die exprimierten Connexine
Cx37, Cx40 sowie Cx43 gleichzeitig blockiert werden kdnnen, ohne dass ein Einsatz
spezifischer Blocker fir jedes einzelne Connexin notwendig wéare [67,81]. Die
genaue Wirkweise von Meclofenséaure ist bisher noch nicht ausreichend erforscht,
ganz im Gegensatz zu den Connexin spezifischen Gap Junction-Blockern wie z.B
Gap 26 und Gap 27, welche die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den
beiden extrazellularen Schleifen von Cx43 bzw. Cx37 und Cx40 verhindern [31]. Wir
haben uns dennoch fir diesen Blocker entschieden, da dieser im Gegensatz zu den
Alkoholen wie z.B. Oktanol bzw. Heptanol, Gap Junctions zwar weniger vollstandig
blockiert, daftr aber auch deutlich weniger zytotoxisch wirkt. Des Weiteren zeigt
Meclofenséure gegentuber anderen Gap Junction-Blockern wie z.B. 18-3-GA, 2-APB
und Mecfloquin den Vorteil auf, leicht wasserléslich zu sein [93]; damit wird der
Einsatz des zusatzlich zytotoxisch wirkenden Dimethylsulfoxyd als Ldésungsmittel,
umgangen. Der Effekt der Meclofensaureblockade Ilasst sich zudem durch
mehrmaliges Auswaschen wieder aufheben [93], so dass eine Kopplung der Gap
Junctions nach Entfernung von Meclofensaure wieder nachweisbar war.

Die Blockade der Calciumausbreitung durch Meclofensaure beruhte nicht auf

unspezifischen Effekten auf die Calciumreaktivitat der initial stimulierten Zelle, da der
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initiale Calciumanstieg sowie die Ausbreitung des Calciumsignals innerhalb der
mechanisch stimulierten Zelle mit primar unbehandelten Zellen vergleichbar war.
Nach Apyrasevorbehandlung zur Verhinderung einer extracellularen Calciumsignal-
weiterleitung Uber den ATP-Signalweg, sowie zusatzlicher Gap Junction-Blockade,
wurde die Anzahl der auf das Calciumsignal antwortenden Erstkranzzellen zwar nicht
vollstandig, aber auf 33% reduziert. Auch andere Gap Junction-Blocker kdnnen als
isoliert eingesetzte Substanzen Gap Junctions nicht vollstindig hemmen; so
beobacheten Stalmans und Himpens z. B., dass eine Gap Junction-Blockade in
Retinazellen mit Halothan zu einer Signalblockade der interzellularen Calciumwellen-
ausbreitung von lediglich 80% flhrte. Zusatzlich zeigte sich die Amplitude der auf das
Signal noch reagierenden Zellen, ahnlich zu den in dieser Arbeit erhobenen Daten,
als deutlich reduziert [118]. Die noch bestehende restliche Calciumwellenausbreitung
kommt wohl nicht durch eine unvollstandige Blockade von ATP durch das Enzym
Apyrase zustande (s.0.) sondern eher auf einer auch unter Meclofensaure nicht
vollstandigen Gap Junction-Blockade oder auf einer mechanischen Mitstimulation der
unmittelbar benachbarten Zellen [38]. Die Moglichkeit einer mechanischen
Mitstimulation ist jedoch nicht sehr wahrscheinlich, da in HeLa Wildtyp-Zellen, welche
mechanisch stimuliert wurden, keine Aktivitat der Nachbarzellen nachgewiesen
werden konnte, so dass die 33 % antwortenden ,Erstkranzzellen® eher fur eine

unvollstandige Hemmung der Gap Junction-Kanéle sprechen.

Die mechanische Stimulation in Form einer kurzen Deformation der Zelloberflache
mittels einer Mikropipette stellt einen Einzelstimulus fur eine Endothelzelle oder eine
glatte Muskelzelle dar, welcher lokal in dieser Zelle einen Calciumanstieg auslost, der
durch Gap Junction-Kanéle tber den gesamten Endothelverband bzw. den Verband
glatter Muskelzellen weitergeleitet werden kann. Auch im Kreislaufsystem ist das
vaskulare Endothel einer kontinuierlichen mechanischen Stimulation durch Druck,
Dehnung und durch die Wandschubspannung ausgesetzt [18]. In diesem Sinne stellt
die hier verwendete mechanische Stimulation einen ,physiologischen“ Stimulus dar.
Durch die lokale mechanische Stimulation werden vermutlich TRP Kanéle in der
Zellmembran geotffnet [25], so dass Calcium einstrémt und vermutlich auch noch ein
weiterer Anstieg Uber Ryanodin-Rezeptor-Stimulation und Calciumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern moglich ist [139]. Sekundar kann der Calcium-Anstieg auch

zu einer Aktivierung der PLC und damit von IP3 fuhren [123]. Nachfolgend kénnen
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die second messenger Ca?* oder auch IP3 (iber Gap Junctions auf die Nachbarzellen
Ubertragen werden [106]. Sowohl fur Calcium als auch fur IP; wurde eine
entsprechende Permeabilitat von Gap Junctions nachgewiesen [47,53,92,100].

Ca?* und IP; unterscheiden sich deutlich bezuglich ihres Molekulargewichts, welches
fir Ca®* 40 Da und filr IP3 420,0 Da betragt. Bereits frilher konnte gezeigt werden,
dass MolekilgroRe und Oberflachenladung die Permeationsfahigkeit von Stoffen
durch Gap Junctions entscheidend beeinflussen [78]. Das in einzelne Zellen
eingebrachte Alexa Fluor 488 besitzt ein noch hdéheres Molekulargewicht von 570
Da, sowie eine negative Netto-Ladung von —1. Daher ist sehr wahrscheinlich dass
auch in unseren Versuchen IP3 durch die Gap junctions ausgetauscht werden konnte
und dass dieser Austausch ebenfalls durch NO reguliert wird.

Calciumwellenausbreitung in HUVEC

Mechanische Stimulation

PLC
4 i c D Endothelzelle )
IPs Cx37 P Ca?
2+, 2+, 3
Ca2" Ca2*, IPs - Caz
& @ - Cx43
N Ca?;
\_ Endothelzelle” Ca*" J
Abbildung 4-1

Interzellulare Calciumwellenausbreitung einer initial mechanisch stimulierten Zelle auf deren
Nachbarzelle. Uber Gap Junction-Kanale, welche die Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 exprimieren,
kann eine Weiterleitung des Calcium- bzw. IP; —Signals auf direkt sowie indirekt benachbarte
Endothelzellen erfolgen.

Im Gegensatz zur chemischen Stimulation durch vasoaktive Substanzen wie z.B.
Bradykinin oder Acetylcholin [13], bei welcher eine Reaktion gleichzeitig an vielen
Stellen des gesamten Zellverbandes erfolgt, kann durch mechanische Stimulation die
Reaktion der Erst- bzw. Zeitkranzzellen sowohl in Bezug auf den zeitlichen Verlauf

wie auch auf das Ausmal} der Zellantwort wesentlich genauer beurteilt werden. Dies
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war im Rahmen der vorliegenden Arbeit von gro3er Bedeutung. Nachteilig an der
Technik der mechanischen Stimulation ist jedoch die mdgliche Verletzung der
Plasmamembran der initial stimulierten Zelle (,Scraping®) [5]. In unseren
Untersuchungen war der Calciumsignalverlauf nach mechanischer Stimulation der
Initialzelle gekennzeichnet durch einen steilen Calciumanstieg, gefolgt von einem
langsamen Calciumabfall; im Falle eines Scrapings war jedoch, &hnlich den von
Gomes erhobenen Daten, ein sofortiger Abfall des Calciumspiegels in der
mechanisch stimulierten Zelle zu verzeichnen [39]. Im Falle einer so diagnostizierten

Beschadigung der Plasmazellmembran wurde der Einzelversuch abgebrochen.

NO reduziert die Permeabilitat von Cx37 haltigen Gap Junctions fur Calcium
oder IP3

Als exogener NO Donor wurde S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP, 2 um)
verwendet, um standardisiert definierte exogen applizierte NO-Konzentrationen
untersuchen zu kénnen. Die Bildung von Peroxynitrit sowie endogenem NO wurde
durch Abbau des Reaktionspartners O, durch die Superoxid-dismutase (SOD) bzw.
L-Nitro-L-Arginin (LNAME) so weit wie mdglich ausgeschaltet.

Daher erlauben die hier durchgefihrten Versuche auch keine Aussage dartber, ob
der beobachtete NO-Effekt bereits bei den niedrigeren endogenen NO-
Konzentrationen bzw. der basalen NO-Produktion in Endothelzellen eine Rolle spielt,
oder erst, wenn die NO-Produktion stimuliert ist. Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass
NO selektiven Einfluss auf einzelne exprimierte Connexine nimmt. Um diese Effekte
isoliert prifen zu konnen, verwendeten wir in dieser Arbeit als Modellsystem
zunachst humane epithelialen Cervix Carcinoma Zellen (,HeLa Zellen = Henrietta
Lacks Zellen), eine Zelllinie, die in ihrer Wildtypform keine Connexine exprimiert.
Diese Zellen wurden von Herrn Prof. Willecke (Bonn) stabil mit Cx37- oder Cx43
transfiziert und uns zur Verfiigung gestellt [29]. Ein Vorteil dieses Modellsystems warr,
dass die molekularen und funktionellen Eigenschaften einzelner Connexine, anders
als in HUVECSs, isoliert Uberpruft werden konnten. Es zeigte sich, dass die
funktionelle Kopplung fur Alexa Fluor 488 in Hela Cx37 Monokulturen sehr schlecht
ist, fur Calciumsignale aber ausreichend ist, so dass die Calciumsignalausbreitung in
Monokulturen aus HeLaCx37 oder HeLaCx43 Zellen untersucht werden konnte. Die
beste Farbstoffausbreitung zeigte sich in HeLa Cx37-HeLa Cx43-Kokulturen, wo sich
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Cx37 zusammen mit Cx43 in heterotypen Gap Junctions auch fir Alexa Fura488 als
gut koppelnd erwies (Abbildung 3-3). Heterotype Gap Junction Kanéle aus Cx37 und
Cx43 sind uberdies mdglicherweise ein Modell fir myoendotheliale Gap Junctions,
wenn man davon ausgeht, dass Cx37 normalerweise nur im Endothel, nicht aber im
glatten Muskel, exprimiert wird. Nach Farbstoffinjektion (Alexa Fluor 488) in HelLa-
WT Zellen blieb die interzellulare Signalweiterleitung sowohl fur Alexa als auch fur
Calcium vollstandig aus, was beweist, dass die hier untersuchte Signalausbreitung
Gap Junction-abhangig erfolgte.

NO zeigte sich als selektiver Hemmer von Cx37 enthaltenden Gap Junctions, da bei
reinen Cx43 Gap Junctions (im Modellsystem HelLa-Zelle) kein Hemmeffekt auf die
Calciumweiterleitung beobachtet wurde; in HelLa Cx37-Zellen trat jedoch eine
signifikante Reduktion der Calciumwellenausbreitung auf (vergleiche Abbildung 3-4).
Die Hemmeffekte von NO erstreckten sich damit auch auf den Transfer so kleiner
Molekile wie Calcium und IP3 und nicht nur auf grof3e Farbstoffmolekile, wie dies
von uns bereits friher gezeigt wurde. Die genaue Wirkung von NO an Cx37 ist
derzeit noch unbekannt, jedoch konnte bereits friher nachgewiesen werden, dass es
sich um einen cGMP- und cAMP-unabhangigen Mechanismus handelt [56,57]. Eine
Erklarung fur die unterschiedliche Gap Junction-Permeabilitat nach NO-Behandlung
ist unter Umstdnden eine durch NO induzierte Konformationsanderung des Gap
Junction-Kanals, welche durch eine mdgliche Abwandlung der Tertiarstruktur die
Porenweite fir Gap Junction-gdngige Stoffe so &ndert, dass je nach Grole,
Molekulargewicht oder Ladung des Mediators eine unterschiedliche Gap Junction
Permeabilitdt herbeigefihrt wird [88]. Mdglicherweise kommt es auch zu einer
Konformationsanderung des Gap Junction-Kanals im Sinne des ,Ball and chain®-
Modells, wobei der C-Terminus die Pore beeinflusst und sich die Permeabilitaten fir
die second messenger Calcium bzw. insbesondere IP3, welches ein deutlich hbheres
Molekulargewicht als Calcium aufweist, reduzieren. Eine Aufklarung des

Wirkmechanismus von NO war jedoch nicht Ziel dieser Arbeit.

In HeLa Cx37-Cx43-Kokulturen hemmte NO die Farbstoffausbreitung nur, wenn
Cx37-exprimierende Zellen beteiligt waren. Im Gegensatz dazu ergab sich keine
Anderung der Zellkopplung nach primarer Farbstoffinjektion in eine Cx43-

exprimierende Zelle, die nur von Cx43 exprimierenden Zellen umgeben war [57].
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Aufgrund dieser Tatsache ist davon auszugehen, dass NO nach Farbstoffinjektion
die Gap Junction-Kopplung tber Cx37, nicht aber Uber Cx43 modifiziert [57]. Noch
deutlicher wird der selektive Einfluss von NO auf HelLa Cx37-bzw. HelLa Cx43-
Monokulturen, wo sich die Calciumwellenausbreitung auf Cx37-exprimierende ,Erst” -
bzw. ,Zweitkranzzellen“ signifikant reduziert zeigte, wohingegen sich kein NO-Effekt
auf Cx43 nachweisen liel3.

Bereits friher wurden in unserer Arbeitsgruppe NO-Effekte auf die Gap Junction
abhangige  Zell-Kommunikation in  Endothelzellen  untersucht [48,56,57].
Ubereinstimmend mit der Literatur konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in
HUVEC die Connexine Cx37, Cx40 sowie Cx43 exprimiert werden [19,23], wobei
Cx43 in kultivierten Endothelzellen das vorwiegend exprimierte Connexin darstellt
[126,128]. Fur Gap Junction-Kanéle, die aus verschiedenen Connexinen bestehen ist
bereits beschrieben, dass Gap Junction-Kanale fiur elektrische bzw. chemische
Signale eine sehr unterschiedliche Permeabilitat aufweisen [40] konnen. Nach
Farbstoffinjektion in HUVEC konnte in der Tat nach NO-Behandlung eine signifikante
Reduktion der Zellkopplung nachgewiesen werden [57], wenn als Indikator Alexa
Fluor 488 verwendet wurde. Im Gegensatz zu oben genannten Ergebnissen zeigte
sich in der vorliegenden Arbeit jedoch kein primarer NO-Effekt auf die interzellulare
Ausbreitung von Calciumwellen in HUVECs. Hieraus lasst sich folgern, dass
entweder die Permeabilitat fur Ca* bzw. IP3, im Vergleich zu dem Farbstoff Alexa
Fluor 488 nicht durch NO verandert wird oder Ca?* bzw. IP; zusatzlich durch andere
Gap Junction Kandale permeieren, als solche, die unter Beteiligung von Cx37 gebildet
werden. In einer Arbeit aus der eigenen Arbeitsgruppe wurde beschrieben, dass
nach Histaminstimulation Calciumwellen hervorgerufen werden, welche Uber eine
nahere Distanz Uber den second messenger Ca®*, liber weitere Distanzen jedoch
durch IP3; weitergeleitet werden [59]. Der Grund hierfur liegt unter Umstanden in der
kurzen Halbwertszeit des Calciums im Cytosol, welches sehr schnell gepuffert, bzw.
von Proteinen gebunden wird. Fir IP3 hingegen ist eine deutliche langere
Halbwertszeit beschrieben, was eine langere Diffusionsstrecke ermdglicht [47].
Unabhangig davon, ob Ca*-lonen bzw. IPs-Molekile zur interzellularen
Calciumwellenausbreitung via Gap Junctions in direkt bzw. indirekt benachbarte
Zellen gelangen, weisen beide im Vergleich zum Farbstoff Alexa Fluor 488 ein

geringeres Molekulargewicht auf.
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Nach Downregulation von Cx43 war tatsachlich auch in HUVEC eine Hemmwirkung
von NO zu beobachten. Dieser Befund lasst sich am ehesten so interpretieren, dass
durch die Wegnahme eines Teils der normalerweise fir den NO-unabh&angigen
Calciumaustausch zur Verfigung stehenden Gap Junction Kanéle (namlich
weitgehend die, die Cx43 enthalten) nun der Austausch praferentiell Gber Gap
Junction Kanéle erfolgen musste, die Cx37 enthalten. Unter diesen Bedingungen
wurde nun die NO-Hemmwirkung Wirkung auf Cx37 enthaltende Kanéle (wie bereits
im Modellsystem HelLa Zellen nachgewiesen) sichtbar und fir den Austausch von

Calcium (oder IP3) zwischen den Zellen, also die Calciumwelle, funktionell relevant.

(A) Calciumwellenausbreitung in HUVEC

Mechanische Stimulation
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(B) Calciumwellenausbreitung in HUVEC nach Downregulation von Cx43
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(C) Calciumwellenausbreitung in HUVEC nach Downregulation von Cx43 unter zusatzlicher
NO-Vorbehandlung

Mechanische Stimulation

PLC
1 ’ Endothelzelle )
IP3 Ca?,
Ca2* Ca?*, IPs P |
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Abbildung 4-2
HUVEC nach mechanischer Stimulation:

(A) Nach mechanischer Stimulation einer Endothelzelle kommt es zum initialen Anstieg von Calcium
und IP3 in der stimulierten Zelle. Dieses Calciumsignal wird Uber Cx37-, Cx40- bzw. Cx43-
exprimierende Gap Junctions fortgeleitet.

(B) Nach Downregulation von Cx43 breitet sich das Calciumsignal Uber Cx37- und Cx40
exprimierende Gap Junctions auf Nachbarzellen aus.

(C) Nach zusatzlicher NO-Behandlung ist die Signalweiterleitung zwischen benachbarten Endothel-
zellen signifikant reduziert. Dieser Effekt beruht auf einem kopplungshemmenden Einfluss von NO auf
Cx37.

Es ist unwahrscheinlich, dass die nun zu beobachtete Hemmwirkung auf einer
absoluten Zunahme der Cx37-Expression beruht, da die NO Effekte akut auftraten
und sowohl der Einbau von zusatzlichem Cx37 in die Membran als auch die
zusatzliche Bildung von Cx37 wesentlich mehr Zeit in Anspruch genommen hatten.
Wang et al. konnten nach Downregulation von Cx43 in humanen
Aortenendothelzellen mittels si43_RNA 5.5 Stunden nach der Transfektion eine
Steigerung der Cx37-mRNA und Cx40-mRNA-Expression feststellen. In unseren
Versuchen war naturgeméafl weder im Western Blot noch in der Immunhistochemie
eine kompensatorische Steigerung der Cx37- bzw. Cx40-Expression auf

Proteinebene zu beobachten [130].
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Frihere Untersuchungen in unserem Labor schlieBen auch mit groRer Sicherheit
aus, dass die beobachteten NO-Hemmwirkungen auf das ebenfalls im Endothel
exprimierte Cx40 zuriickgehen konnten. Nach langerer NO-Vorbehandlung kommt es
sogar zu einem verstarkten Einbau von Cx40 in die Membran und
cAMP/Phosphodiesterase-abhéangig zu einer Steigerung der De-Novo Protein-
synthese von Cx40. Funktionell wirde sich dies in einer verstarkten Gap Junction-
Kopplung zwischen benachbarten Cx40-exprimierenden Zellen [48,56] auswirken.
Diese Ergebnisse sind jedoch nur als Langzeiteffekt einer NO-Behandlung zu
erwarten, da die beschriebenen Modifikationen im Sinne einer Steigerung erst
Stunden nach NO-Behandlung nachgewiesen werden konnten. Im Gegensatz dazu
wurden in dieser Arbeit die Zellen vor Anfarbung, Zelllyse und Farbstoffinjektion bzw.
mechanischer Stimulation nur 20 Minuten mit NO vorbehandelt, was die Mdglichkeit
einer post-translationalen Modifikation von NO an Cx37 wahrscheinlich macht.
Anderung der Gap Junction-Stabilitit und der Kanaleigenschaften kénnen auRer
durch Phosphorylierung auch durch Nitrosylierung von Proteinen am C-Terminus der
Connexine erfolgen [62,70-72,117]. Eine posttranslationale Modifikation im Sinne
einer S-Nitrosylierung an Cx43 durch NO ist auch fur Cx43 beschrieben [119]. Diese
Modifikation, wenn sie denn auch bei unseren Experimenten auftrat, (diese wurde
nicht untersucht), hatte sowohl in HeLa Zellen als auch in Endothelzellen keine
messbaren Auswirkungen auf die Ausbreitung des Calciumsignals unter unseren

Versuchsbedingungen.

Zellulare Lokalisation der Cx37-Modulationseffekte

Der Befund, dass NO Cx37-abhangig auch in Endothelzellen die Ausbreitung von
Calciumsignalen hemmt, dies aber bei gleichzeitiger Expression von Cx43 nicht oder
nur im Sinne einer geringfugigen Verzdgerung sichtbar ist, wirft die Frage auf, welche
funktionelle Bedeutung ein solcher Mechanismus im Endothel denn haben sollte.
Eine mdgliche Antwort darauf ist, dass der Mechanismus zwar nicht in der ganzen
Zelle, wohl aber in besonderen Zellkompartimenten eine Rolle spielt. Ein solches
Kompartiment konnten die Kontaktzonen von Endothel- und glatten Muskelzellen -
also myoendotheliale Junctions darstellen. Dafur spricht, dass NO die
Calciumwellenausbreitung in der Kokultur selektiv zwischen Endothelzellen und
glatten Muskelzellen hemmte wahrend es keinen hemmenden Effekt auf die
Calciumausbreitung zwischen Endothelzellen oder glatten Muskelzellen allein hatte.
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Parallel hierzu lieR sich immunhistochemisch nachweisen, dass endotheliales Cx37
besonders stark an Zellgrenzen zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen, d.h.

Uberwiegend an myoendothelialen Gap Junctions exprimiert war.

Die heterozellulare Kommunikation von Endothelzellen mit glatten Muskelzellen in
myoendothelialen Junctions moduliert die Gefalifunktion in vielerlei Aspekten, wie
z.B. hinsichtlich Gefalitonuskontrolle (vor allem Uber EDHF [83]), Blutdruckregulation
[37], Proliferation glatter Muskelzellen [3], Angiogenese [46] oder Gefalidilatation bei
erhdhter Wandschubspannung [103]. Es konnte gezeigt werden, dass hierfur sowohl
parakrine Mechanismen als auch die elektrische Signalweiterleitung Uber Gap
Junctions eine bedeutende Rolle spielen [108]. Wie bereits weiter oben dargestellt,
ermdglichen myoendotheliale Gap Junctions auch eine Feedbackkontrolle zwischen
GefalBmuskel- und Endothelzellen. Ein Anstieg das Calciums in den glatten Muskel-
zellen fuhrt dort zu einer Kontraktion, der nachfolgende Gap Junction abhangige
Anstieg des Calciums auch in den benachbarten Endothelzellen begrenzt jedoch
Uber die vermehrte Synthese von NO, Prostacyclin sowie EDHF diese Kontraktion

[27,28]. Inwieweit Cx37 hier eine Rolle spielt, wurde hierbei nicht untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Kopplung von Endothelzellen mit
glatten Muskelzellen durch NO signifikant gehemmt wird, wahrend NO keinen EInflul3
auf die Kopplung im Endothel oder zwischen den Muskelzellen hat. Analog den von
Isakson nach chemischer Stimulation erhobenen Daten ist wiederum davon
auszugehen dass second messenger Calcium und IP3 Gap Junctions zwischen
beiden Zelltypen passieren konnen [53]. Bei einer durch NO deutlich
eingeschrankten Permeabilitéat der Calciumionen bzw. des IP3 Gber myoendotheliale
Gap Junctions ist zu erwarten, dass es bei einem Calcium- und NO-Anstieg in einer
stimulierten Endothelzelle nicht — oder nur in einem verringerten Ausmal} - zu einem
sekundaren Anstieg des Calciumspiegels in der glatten Muskelzelle kommt, was
einer kontraproduktiven Vasokonstriktion entspricht, die dem vasodilatorischen Effekt
von NO entgegenwirken wirde. Zudem wird durch die Hemmung der
myoendothelialen Kopplung verhindert, dass Ca?* aus dem Endothel verloren geht
sondern im Endothel erhalten bleibt und die endotheliale Antwort somit verstarkt.
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(A)Calciumwellenausbreitung in myoendothelialen Gap Junctions:

Mechanische Stimulation

Endothelzelle "\

PLC Endothelzelle
1¢7)
caz+ Ca P3Py == Cx37 P, ﬂ
' N Cx40
Ca | Cxts [ cat &F
2+
l Ca?,
X3 can oxX37 )
\
Ca?, Ca
Glatte Muskelzelle

(B)Calciumwellenausbreitung _in __myoendothelialen Gap Junctions nach NO-
Behandlung:
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Abbildung 4-3

Calciumwellenausbreitung nach mechanischer Stimulation in myoendothelialen Kokulturen:

(A) Nach mechanischer Stimulation zeigt sich eine Calciumwellenausbreitung auf direkt sowie indirekt
benachbarte glatte Muskel- sowie Endothelzellen tiber die second messenger IP; bzw. Calcium. Der
Signalaustausch zwischen benachbarten Endothelzellen erfolgt Uber Cx37, Cx40 und Cx43,
wohingegen die Kommunikation der Endothelzelle mit der glatten Muskelzelle vorwiegend tber Cx37-
und Cx43- exprimierende Gap Junctions geschieht (endogenes NO hier inhibiert).

(B) Nach zusétzlicher exogener NO-Behandlung zeigt sich eine deutlich reduzierte Calcium-
wellenausbreitung Uber myoendotheliale Gap Junctions (mutmallich Gber einen verstarkten NO-Effekt
auf Cx37) was einen kontraproduktiven Ca**-Anstieg in der SMC verhindert.
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Unsere in vitro Untersuchungen kénnen keinen Aufschluss dariiber ergeben, ob
unter pathophysiologischen Bedingungen eine so grol3e Reduktion der vaskularen
Cx43-Expression auftreten kann, so dass auch im Endothel selbst eine
Hemmwirkung auf die Calciumsignalausbreitung auftritt. Die Expression einzelner
Connexine in Gap Junctions ist jedoch ein dynamischer Prozess, dessen
Dysregulation mit der Entstehung diverser Krankheiten in Verbindung gebracht wird
[66,86,133]. Diesbeziglich wird in der Literatur beschrieben, dass sich die
Expression von Gap Junctions im Endothel unter Einwirkung kardiovaskularer
Risikofaktoren wie z.B. Hypertonus, Diabetes, Nikotinabusus sowie Hyperlipidamie
deutlich vermindert, so dass davon auszugehen ist, dass die Downregulation
einzelner Connexine, wie z.B. von Cx43, zum Wirkungsspektrum von Risikofaktoren
gehoren kann [130]. Umgekehrt wird aber von einigen Autoren durch die
Downregulation von Cx43 die verstarkte Entstehung einer Arteriosklerose, eines
Hypertonus [137] sowie des Diabetes mellitus [109] postuliert, so dass eine
Minderung der Connexinexpression in grol3en Gefalien pathogenetische Bedeutung

haben kdnnte.

Auch flir Cx37 ist eine pathophysiologische Rolle bei der Entstehung von
GefalRkrankheiten bekannt: Auf genetischer Ebene konnte fir Cx37 ein
Genpolymorphismus nachgewiesen werden, der mit einem erhohten Risiko der
Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit (KHK) einhergeht [8,15,50,133].
Besonders fir Patienten, die bereits in jungem Alter zwischen 35 und 45 Jahren eine
KHK entwickeln, spielen nicht modifizierbare Faktoren, wie die genetische Vor-
belastung, eine bedeutende Rolle. Fir Cx37 wurde im Speziellen nachgewiesen,
dass ein Basenaustausch an der Position 1019 (Thymin gegen Cytosin) fur die
Aminosaure Serin anstatt Prolin kodiert und dieser mit einer erhéhten Inzidenz der
KHK einhergeht [133]. Weitere modifizierbare Risikofaktoren wie Hypertonus,
Diabetes mellitus, Body Mass Index oder eine Hypercholesterinamie stehen jedoch in
keinem Zusammenhang mit dem Cx37-Genpolymorphismus. Es wird vermutet, dass
auf molekularer Ebene der Aminosdureaustausch Serin gegen Prolin mit einer
veranderten Proteintertiarstruktur von Cx37 einhergeht und maoglicherweise dessen
Funktion im Gap Junction-Kanal beeinflusst wird. Prolinreste im C-Terminus
bewirken in der Tertiarstruktur Biegungen bzw. Knicke, welche durch den

Basenaustausch unter Umstanden verloren gehen kodnnten. Auch die noch
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unbekannte Regulation von Cx37 durch NO kdnnte nach dem Basenaustausch
verandert sein, woraufhin sich gerade im Hinblick auf die Kommunikation von

Endothelzellen mit glatten Muskelzellen spezifische Veranderungen ergeben [133].

Cx37 wird auch in Monozyten und Makrophagen exprimiert, die in den friilhen Phasen
der Arteriosklerose eine bedeutende Rolle spielen [134]. Wahrend der
Arterioskleroseentstehung werden Blutmonozyten von chemotaktischen Faktoren
angezogen, zu Stellen endothelialer Dysfunktionen gelockt und nach der
Transmigration durch das Endothel in der Intima zu einer Proliferation, das heif3t, zur
Ausreifung zu Makrophagen und zur Lipidakkumulation angeregt [33]. In spezifisch
Cx37-defizienten Mausen konnten nach Gabe einer cholesterinreichen Diat vermehrt
arteriosklerotische Plaques in der Aorta nachgewiesen werden [134]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Cx37-Halbkanadlen in Monozyten und
Makrophagen die Adhésionsfahigkeit von Leukocyten deutlich minimiert. Dieser
antiadhasive Effekt wird durch Ausschittung von ATP in den Extrazellularraum
gesteuert [134]. Inwieweit hier auch die beschriebene Modifikation von Cx37 durch

NO eine Rolle spielt, missen jedoch erst weitere Untersuchungen zeigen.
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5. Zusammenfassung

Eine effektive Regulation der Gewebedurchblutung erfordert eine Koordination der
Reaktion einzelner GefalRzellen bzw. verschiedener GefaRRabschnitte. Der zur
Koordination erforderliche interzellulare Signalaustausch kann zumindest teilweise
Uber Gap Junction-Kanéle erfolgen, die als interzellulare Verbindungen den
Austausch von elektrischen und chemischen Signalstoffen zwischen benachbarten
Zellen ermoglichen. Dieser Austausch kann Uber die Modulation der Permeabilitat
von Gap Junction-Kanélen reguliert werden. Aus Untersuchungen an Modellzellen
(HeLA-Zellen) war bereits bekannt dass NO eine solche Modulatorwirkung ausibt,
wenn die Gap Junctions nur Connexin 37 (Cx37) enthalten wéhrend kein Effekt von
NO auf Gap Junctions zu beobachtet war, wenn Gap Junctions aus Cx43 oder Cx40
gebildet wurden. Da Endothelzellen normalerweise alle drei Connexine exprimieren,
sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, inwieweit NO in diesen Zellen
Uberhaupt eine nachweisbare Wirkung auf die Gap Junction Permeabilitat und damit
auf den Signalaustausch entfaltet. Als Modell des Signalaustauschs wurde die
Ausbreitung von Calciumwellen jeweils zwischen Endothelzellen oder glatten
Muskelzellen allein oder zwischen beiden Zelltypen untersucht.

Nach Auslosung von interzellularen Calciumwellen als Folge einer mechanischen
Stimulation von einzelnen Zellen konnte zunachst gezeigt werden, dass die
interzellulare Ausbreitung von Calcium unter den gewahlten Versuchsbedingungen
Uber Gap Junctions-erfolgte. Im Gegensatz zum Modellsystem der HelLa Zellen, in
denen nur Cx37 exprimiert war, zeigte NO in den Endothelzellen (humane
Nabelschnur, alle drei Connexine exprimiert) abgesehen von einer geringradigen
Verzdgerung keinen Hemmeffekt auf die Gap Junction-abhangige Ausbreitung von
Calcium-Signalen. Wurde jedoch Cx43 durch Behandlung mit SiRNA
herunterreguliert, fihrte NO auch in den Endothelzellen zu einer Hemmung der
interzellularen Calciumwellenausbreitung.

Auch in intakten Endothelzellen, die mit glatten Muskelzellen kokultiviert wurden, liefl3
sich bei genauerer Analyse ein Hemmeffekt von NO nachweisen. Dieser war jedoch
auf die Zellbereiche beschrankt, in denen Endothelzellen und glatte Muskelzellen

unmittelbar benachbart waren (myoendotheliale Junctions). In diesen myoendo-
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thelialen Gap Junctions, fanden wir auf der Endothelseite immunhistochemisch
Uberwiegend Cx37 exprimiert. Aufgrund dieser praferentiellen Lokalisation von Cx37
scheint daher NO eine besondere Rolle bei der Modulation des Calciumaustauschs
(und potentiell auch anderer Signalmolekile wie IP3 oder cyclische Nukleotide) zu
spielen. Die Kontrolle des Calciumaustauschs koénnte funktionell eine
calciumabhangige glattmuskulare Kontraktion bei Endothelstimulation verhindern und
somit die endothelabhangige Dilatation verstarken. Diese bisher unbekannte NO-
Wirkung auf Cx37-exprimierende Gap Junctions kénnte einen weiteren Mechanismus

der Gefaldtonusregulation darstellen.
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