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1 Einleitung

1.1 Bakterielle Toxine

1870 entdeckte Robert Koch (1843-1910), dafi spezifische Mikroorganismen
der Grund fiir den Ausbruch von Krankheiten sind. Diese revolutionére
Entdeckung 16ste eine wahre Entdeckungsflut aus. Immer mehr Bakterien
wurden und werden als Ursache fiir Entziindungen entdeckt. Aber nicht nur
Bakterien, sondern vor allem auch ihre Toxine machen den Menschen krank.
Die ersten isolierten Toxine waren Exotoxine; Stoffe, die aktiv von Bakterien
synthetisiert und sezerniert werden, wie beispielsweise bei Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium tetani und -botulinum, Bordetella pertussis und
Vibrio cholerae. Exotoxine sind Proteine, die in der Regel thermolabil sind, oft
Enzymeigenschaften besitzen und als Zytotoxine (Zellgifte) fungieren kénnen.
Exotoxine kénnen durch chemische Behandlungen ihre Toxitét verlieren. Diese,
als Toxoide bezeichneten inaktivierten Exotoxine, finden als Impfstoffe bei der
aktiven Immunisierung Verwendung [86, 94].

Neben den Exotoxinen fand man bereits 1892 bei Untersuchungen an Vibrio
cholerae ein weiteres, anderes Toxin: ein Endotoxin.

Endotoxine sind als hochmolekulare Lipopolysaccharidkomplexe (LPS-
Komplexe) Bestandteil der gramnegativen Bakterienwand und wirken
stark pyrogen sowie schwach immunogen. Bei der Freisetzung grofler
Endotoxinmengen beim Zerfall von gramnegativen Bakterien, z. B. bei einer
gramneg. Sepsis oder bei ,erfolgreicher” Antibiotikatherapie, kann es zu
einem lebensgefihrlichen Endotoxinschock kommen [94]. Klinisches Beispiel
hierfiir ist die Jarisch-Herxheimer-Reaktion nach Penicillingabe bei Treponema

pallidum Infektion.



1.2 Zelluldire Mikrobiologie

Bakterien oder ihre Toxine treten wie korpereigene Signalmolekiile
(z. B.  Neurotransmitter, Proteine, Hormone, Wachstumsfaktoren) mit
Zellen in Verbindung. Sie passieren durch die Plasmamembran oder binden
an spezifische Rezeptorproteine auf der Oberfliche der Zielzellen. Nach
Bindung an einen Rezeptor werden die Toxine internalisiert und iiben
intrazelluldre Effekte aus. Diese intrazelluldren Signale kénnen z. B. ,second
messenger(wie cAMP) oder Phosphorylierungsreaktionen sein. Bei diesem als
Signaltransduktion bezeichneten Vorgang stehen eine Reihe von Mechanismen
zur Verfiigung, bei denen eine Familie von Guaninnukleotid- bindenden

Proteinen, die sogenannten G-Proteine, eine wichtige Rolle spielen.

Man kann die Zelloberflichenrezeptorproteine aufgrund des von ihnen
benutzten Wirkmechanismus in drei Klassen einteilen.

Kanal-gekoppelte Rezeptoren sind Ionenkanile, die vorwiegend bei der
schnellen Signaliibertragung in elektrisch reizbaren Zellen eine Rolle spielen
( z. B. das Nervenreizleitungssystem). Manche Mediatoren binden an
Ionenkanile, 6ffnen und schlieflen sie, verdndern damit die Permeabilitit der
Plasmamembran und somit die Erregbarkeit der Zelle.

Katalytische Rezeptoren, die von ihren Liganden aktiviert werden, sind selbst
Enzyme. Die meisten bekannten katalytischen Rezeptoren sind Proteine, die
sich durch die Plasmamembran erstrecken und eine cytoplasmatische Doméne
mit Tyrosinkinaseaktivitédt haben.

G-Protein-gekoppelte  Rezeptoren  aktivieren oder inaktivieren indirekt
ein weiteres membrangebundenes Enzym oder einen Ionenkanal. Die
Wechselwirkung zwischen Rezeptor und FEnzym oder Ionenkanal wird
durch ein drittes Protein, das GTP- (Guanintriphosphat) bindende
Regulator-Protein (oder G-Protein) vermittelt. Die G-Proteine bestehen

aus einer Untereinheit a und einer Untereinheit 7. Sie kommen in zwei



unterschiedlichen Zustdnden vor, die sich nur durch das jeweils gebundene
Guaninnucleotid unterscheiden. In aktiver Form sind sie mit GTP beladen,
in inaktiver Form mit GDP (Guanindiphosphat). Die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren l6sen meist eine Reaktionskette aus, die die Konzentration
eines oder mehrerer kleiner, intrazelluldrer Signalmolekiile, der sogenannten
,second messenger“dndert. Diese intrazelluldren ,messenger®verdndern
ihrerseits das Verhalten anderer Zielproteine in der Zelle. Die beiden
wichtigsten intrazelluliren ,messenger“sind cyclisches AMP (¢cAMP) und
Ca?*. ¢cAMP- und Ca?*- Signale werden auf zwei verschiedenen Wegen, die
beide G-Proteine einschlieflen, gebildet und finden sich in fast allen tierischen
Zellen [8]. Wird die Adenylatcyclase aktiviert, spricht man von dem G-Protein
Gs (s “fiir ,stimulatory “), wird sie gehemmt, dann spricht man von G; (,i
“fiir ,,inhibitory*).

Bei einer Bakterieninfektion oder bei bestimmten Krankheiten werden solche
Signalwege aktiviert oder gehemmt. Um neue Therapiemoglichkeiten zu
finden, ist es notig, die genauen physiologischen und pathophysiologischen

Vorgénge der Zelle zu kennen.



2 Stand der Wissenschaft

2.1 Die zellulaire Wirkung bakterieller Toxine

Wie bereits erwdhnt, koénnen Krankheiten nicht nur durch Bakterien,
sondern auch durch bakterielle Toxine ausgelost werden. Wie verschieden die
einzelnen Wirkungen von Toxinen an menschlichen Zellen sind, ist an Hand
zweier bekannter Bakterientoxine zu zeigen: Vibrio cholerae- und Bordetella

pertussis-Toxin

Cholera-
Toxin

v o F v
GDP + P AP GDP + P,
P
|
CAMP

Abbildung 1: Die Cholera- und Pertussistoxinwirkung auf die
Adenylatcyclase

R: Rezeptor; AC: Adenylatcyclase; s: stimulierend; i: inhibierend; G, Gg,: G-Proteine
(Untereinheit «, 87); GTP: Guanosintriphosphat; GDP + P;: Guanosindiphosphat
und anorganisches Phosphat; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: 3’5~ cyclo-

Adenosinmonophosphat

10



2.1.1 Choleratoxin aktiviert die Adenylatcyclase durch permanente

Stimulation des G,- Proteins

Cholera ist eine Darmerkrankung, die vom Bakterium Vibrio cholerae
ausgelost wird. Hauptsymptom ist ein schwerer Durchfall, der unbehandelt
infolge hohen Wasserverlustes hdufig zum Tode fithrt. Das Bakterium wird
fakal-oral durch kontaminiertes Trinkwasser oder Nahrungsmittel iibertragen.
Epidemien brechen immer wieder an Orten mit mangelnden hygienischen
Verhéltnissen und grofier Bevolkerungsdichte, wie z. B. in Indien oder Afrika
aus [16].

Bei der Cholera dringt das Bakterium weder in das Gewebe ein, noch
schidigt es dieses. Es besiedelt den Darm, nicht anders, als das dort
vorkommende FEscherichia coli. Der katastrophale Fliissigkeitsverlust, den die
Cholera hervorruft (iiber einen Liter pro Stunde), ist die Reaktion auf das
Choleratoxin, ein Protein von 87 kDa. Wird bei einem Cholerakranken der
Wasser- und Salzverlust ausgeglichen, kann er die wenigen Tage iiberleben,
bis sein eigenes Immunsystem die Bakterien eliminiert hat.

Das Choleratoxin ist ein sogenanntes AB-Toxin mit der Zusammensetzung
ABs5, wobei die fiinf B- Untereinheiten um die A-Kette herum ein Fiinfeck
bilden. Das Toxin bindet an seinen Zelloberflichenrezeptor Gangliosid Gy,
ein in der dufleren Lage der Plasmamembran lokalisiertes Oligosaccharid-
haltiges Glycoprotein.

Anschlieflend wird das Toxin iiber rezeptorvermittelte Endozytose in die
Zelle aufgenommen. Dieser Vorgang fiihrt zur Aktivierung des Toxins: Die
A-Untereinheit wird durch proteolytische Spaltung und Reduktion einer
Disulfidbriicke in zwei Fragmente A; (22 kD) und A, (5 kD) aufgetrennt.
Ay wird ins Cytosol freigesetzt (die B-Untereinheit dringt nicht in die Zelle
ein). Dort katalysiert A; eine Ubertragung der ADP-Ribose Einheit von

intrazellulirem NAD™T auf einen Arg-Rest von G, (a - Untereinheit).
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ADP-ribosyliertes Gy, kann die Adenylatcyclase zwar aktivieren, ist aber
nicht mehr in der Lage, gebundenes GTP zu hydrolysieren. Infolgedessen
bleibt die Adenylatcyclase irreversibel im aktivierten Zustand (Siehe Abb.1).
Die Epithelzellen des Diinndarms scheiden normalerweise als Reaktion auf
einen geringen Anstieg der cAMP- Konzentration Verdauungsfliissigkeit, eine
HCOy reiche Salzlosung aus.

Durch die Wirkung des Cholera-Toxins steigt die cAMP- Konzentration in
den Zellen ungefihr auf das Hundertfache des Normalwertes an, weshalb die
Epithelzellen erhebliche Mengen von Fliissigkeit sezernieren und es zu den
typischen Cholera— Symptomen kommt. In wvitro kann das Cholera— Toxin
auch andere Gewebe beeinflussen, wozu es in vivo nicht kommt, weil es nicht

aus dem Darm ins Blut gelangen kann [9, 10, 122].

2.1.2 Das Pertussistoxin aktiviert die Adenylatcyclase durch

permanente Inhibition des G;- Proteins

Das Pertussistoxin fiihrt iiber einen anderen Signalweg zur Erhéhung der
intrazellularen cAMP- Konzentration als das Choleratoxin.

Das Bakterium Bordetella pertussis ist der Erreger des Keuchhustens,
eine héufige Infektionskrankheit vor allem im Kindesalter. Der Mensch
nimmt den FErreger {iiber infektiose Hustentrépfchen auf. Das Bakterium
greift ausschliefilich die mit Zilien besetzten respiratorischen Epithelzellen
des Bronchialsystems (vom Nasopharynx bis in die Bronchiolen) an und
fiihrt dort zur starken Sekretion von z#hfliissigen Schleim. Diese hohe
Schleimproduktion fiihrt dann schliellich iiber die charakteristischen
stakkatoartigen —Hustenanfillen zu gefiirchteten Bronchiolitiden und
Ziliennekrosen. Diese Klinik 1483t sich durch eine Vielzahl von Virulenzfaktoren,

unter anderem dem Pertussis- Toxin, erklédren.
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Das Pertussistoxin ist ein Heteroprotein (MW etwa 110 kD), das aus den
fiinf Bausteinen S;_5 besteht. Es zeigt eine gewisse Konformitéit mit dem
gebriauchlichen A-B-Modell anderer bakterieller Toxine, wobei S; die toxische
Komponente ist, das oligomere S;_5 dagegen unter anderem den Kontakt mit
der Zelle aufnimmt.

Normalerweise fithrt die Aktivierung der Adenylatcyclase zu einer Aktivierung
von (j,, das sein gebundenes GDP in ein GTP tauscht. G, dissoziiert dann
von der Untereinheit Gy, ab. Gj, inhibiert direkt die Adenylatcyclase,
wéhrend Gg, die freien stimulierenden o,- Untereinheiten bindet, die somit
keine weiteren Adenylatcyclase- Molekiile mehr aktivieren konnen. (Siehe
Abb.1)

Die Pertussistoxinkomponente S; (MW 28kD) besitzt enzymatische
Aktivitiaten einer ADP-Ribosyltransferase. Das G;- Protein wird an
seiner «- Untereinheit ADP-ribosyliert und damit dessen GDP/GTP
Austauschaktivitit inhibiert.

Dadurch wird (), daran gehindert, gebundenes GDP gegen GTP
auszutauschen und kann die Adenylatcyclase nicht mehr hemmen. Durch
die fehlende Hemmung kommt es zu einer permanenten Stimulation der
Adenylatcyclase [11, 17, 122]. Dies fithrt dann unter anderem zu den typischen
Symptomen des Keuchhustens.

Wie gerade an Hand dieser zwei Beispiele gezeigt, modifizieren bakterielle
Toxine eukaryonte, heterotrimere GTP-bindende Regulatorproteine. Die
Toxine sind als Pathogenitétsfaktoren von grofler klinischer Bedeutung und als
pharmakologische und zellbiologische Werkzeuge in der Grundlagenforschung
interessant. Neben diesen gerade beschriebenen Bakterientoxinen gibt es noch
zahlreiche andere. Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein Toxin aus der Gruppe

der ,,Dermonekrotischen Toxine* verwendet.
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2.2 Dermonekrotische Toxine

CNF (,Cytotozic necrotizing factor)-1 und -2, PMT (Pasteurella multocida
Toxin) und DNT (,,dermonecrotizing“Toxin von Bordetella bronchiseptica)
sind dermonekrotische Toxine. Diesen Namen erhielten die Toxine wegen
ihrer stark hautschédigenden Wirkung. Weiterhin zeigen sich auch strukurelle
Homologien und &hnliche Wirkmechanismen innerhalb dieser Toxin-Gruppe.
Allerdings gibt es auch spezifische Unterschiede, die in der Erforschung
der Signaltransduktion hilfreich sind. PMT aktiviert Signalwege, die iiber
heterotrimere G-Proteine Rho regulieren. CNF und DN'T hingegen zeigen ihre
Zellreaktion {iber eine direkte Rac-, CDC42, oder Rho-Aktivierung.

2.2.1 ,,Dermonecrotizing®“ Toxin (DNT)

,Dermonecrotic® Toxin (DNT) wird von Bordetella pertussis, parapertussis
und bronchiseptica produziert [124]. Bordettela-Bakterien sind gramnegative,
in der Regel unbewegliche, kokkoide Stdbchen. Sie sind strikt aerob und
zeigen ein optimales Wachstum bei einer Temperatur von 35-37°C [92]. DNT
fiihrt zu Nasen- und Lungenldsionen, zu atrophischen Rhinitis und stort
die Differenzierung von Osteoblasten [55, 95, 112]. Wie DNT in die Zelle

aufgenommen wird, ist noch nicht vollstindig geklart.

2.2.2 Pasteurella multocida Toxin (PMT)

Pasteurella multocida wurde erstmals 1878 isoliert. Es ist ein Gram negatives
kokkoides aerobes bzw. fakultativ anaerobes Stdbchen. Der Keim produziert
einige Endotoxine. Pasteurella multocida fithrt sowohl beim Menschen,
als auch beim Tier zu polymorphen Krankheitsbildern. Die menschlichen
Infektionen werden durch Tierbisse iibertragen und reichen vom lokalen
Absze3 bis zur schweren Sepsis. Gefiirchtet sind Pasteurella multocida

Epidemien vor allem in der Massentierhaltung, z.B. die atrophische Rhinitis
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bei Zucht- und Hausschweinen. Die Hauptzeichen dieser Erkrankung sind der
Verlust des Nasenmuschelknochens, Verzerrung der Schnauze und Reduktion
des Gewichts [61, 98, 117].

Durch Tierversuche fand man heraus, daf} fiir die pathologischen Effekte von
Pasteurella multocida ein Toxin entscheidend ist [99]. Bei dem Pasteurella
multocida Toxin (PMT) handelt es sich um ein intrazellulér wirkendes Toxin
mit einem Molekulargewicht von 146 kDa.

PMT fiihrt zu einer Umorganisation von F-Aktin zu Aktin- Strefifasern;
anschliefend kommt es zu einer Abrundung der Zellen. Fiir diese PMT-
Effekte ist wahrscheinlich die GTPase Rho verantwortlich [31].

Bei der Sequenzierung von PMT fillt eine His-Glu-Trp Aminosiduresequenz
auf. Diese ist unter anderem bei Cholera- und Pertussistoxinen fiir die
ADP-Ribosylierungsaktivitit notwendig [72, 90]. Wegen dieser Homologie
nahm man an, dal PMT und dhnliche Toxine gleiche Funktionen (ADP-
Ribosylierung) haben [115]. Diese Hypothese lieB sich leider experimentell
nicht bestétigen. Mutationen in der His-Glu-Trp-Sequenz zeigten keine
Verdnderung in der PMT-Wirkung. Es ist also sehr unwahrscheinlich, daf
PMT eine ADP-Ribosylierungsfunktion hat [125].

Zusétzlich zeigt PMT eine gewisse Homologie mit Cytotoxic Necrotizing
Factor 1 (CNF) in seiner zentralen, hydrophoben, Membran-assoziierten
Domaine [40]. Allerdings besitzt CNF keine His-Glu-Trp- Sequenz. Trotzdem
nimmt man an, daf§ eine Ahnlichkeit in der Aufnahme und im Mechanismus
der beiden Toxine besteht. Zwischen PMT und DNT besteht dahingegen
keine Homologie [60].

Genauso wie PMT fiihren CNF und DNT zur DNA-Synthese,
Strefifaserbildung und zur fokalen  Adhésionsmolekiilkomplexbildung
[59, 70, 88].

Nach Stimulation von Endothelmonolayern mit PMT erhdht sich die
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transendotheliale Permeabilitit um mehr als das 10-fache [33]. Vorarbeiten
der eigenen Arbeitsgruppe haben ergeben, dafl sich durch Inaktivierung der
MLC-Phosphatase, durch den folgenden Anstieg der MLC- Phosphorylierung,
durch Endothelzellabrundung und Zerstorung der endothelialen Zell-
Zellkontakte dieser Effekt erkldren 148t [33]. Diverse Hemmversuche zeigten
folgende Ergebnisse: Sowohl durch Vorinkubation mit dem spezifischen
Rho-Inaktivator C3 Transferase von Clostridium botulinum, wie auch durch
Mikroinjektion von der Rho binding domain und Pleckstrin Homologie
Doméne der Rho-Kinase, als auch durch Mikroinjektion von konstitutiv
aktiver MLC-phosphatase, konnte der ,PMT-Effekt“gehemmt werden (siehe
Abb.2). Zusammenfassend ld8t sich sagen, da PMT Rho/Rho-Kinase

aktiviert und die MLC-Phosphatase inaktiviert.

PMT
4
Rho-GTP
' "
Rho-Kinase

MLC-Ph-c;sphatase

v
MLC-P%

Abbildung 2: PMT Signalweg; Ubersichtsskizze
MLC-P: Phosphorylierte Myosin-Leichtkette

16



2.2.3 ,,Cytotoxic Necrotizing Factor“(CNF)

Neben DNT und PMT gehort CNF zu den Toxinen der Dermatonekrotischen

Gruppe.

A) Allgemeines:

Harnwegsentziindungen und Gastroenteritiden kénnen durch zahlreiche
Keime ausgelost werden. Hiufig handelt es sich um Bakterien der Spezies
Escherichia coli, die physiologisch in der Darmflora vorkommen. Einige
besonders virulente Fscherichia coli -Stiamme produzieren ein Protein
Namens , Cytotoxic Necrotizing Factor“(CNF). Dabei unterscheidet man zwei
Toxine. CNF-1 (frither nur CNF) ist vor allem humanpathogen, CNF-2 (erster
Name Vir cytotoxin) eher veterinir-pathogen (z.B. bei Kiihen und Schafen)
28].

CNF induziert eine starke dermonekrotische Reaktion in Hasen nach
intradermalen Injektion und zeigt eine hohe Letalitit nach Injektion des

Toxins in Méusen [21].

B) Aufbau:

CNF-1 ist ein 108 kDa schweres A-B Proteintoxin. Es ist aus drei Doménen
aufgebaut. Die N-Terminale Doméne enthélt die Zellbindungsfunktion und
bindet mit hoher Affinitit an einen bis jetzt unbekannten Rezeptor. Das
Rezeptor-gebundene Toxin wird {iber eine Clathrin-unabhiingige Endozytose
in die Zelle aufgenommen und in Endosomen transportiert [27]. Die mittlere,
sogenannte T-Doméne enthélt zwei hydrophobische Helices, die bei dem
Durchtritt durch die Zellmembran eine Rolle spielen. Die katalytische Doméne
befindet sich am COOH-Terminal. Diese Doméne ist fiir die Deamidierung
von Rho, Rac und CDC42 zustindig [38, 73|. Die spezielle Struktur dieser

Domaine erlaubt eine spezifische Andockung an Rho und ermdéglicht damit
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eine sehr spezifische Deamidierung von Glutamin. Dieses Prinzip gilt fiir alle
Toxine mit dieser katalytischen Doméne [19]. Der N-Terminus von CNF-1 und
-2 zeigt eine auffallende Homologie (27% Identiét und 80% konservierte Reste)

zum N-Terminus von PMT, aber keinerlei Ahnlichkeit zum C-Terminus .

C) Zellbiologische Effekte:

Stimuliert man Zellen mit CNF, kommt es nicht nur zu einer Aktivierung von
Rho. Je nach Versuchsmodell zeigen sich zum Teil gegensétzliche Reaktionen.
Z. B. steigert CNF-1 die intestinale Permeabilitit in Caco-2 Zellschichten,
scheint aber die tight-junctions in T84-intestinalen Epithelzellschichten
iiberhaupt nicht zu beeinflussen [52, 58]. Uberraschend ist auch die Wirkung
auf HUVEC: Einerseits fiihrt CNF zu Zellausbreitung und Verbesserung
der endothelialen Barrierfunktion [77]. Andererseits sollte es iiber die
dauerhafte Aktivierung von Rho, via Rho-Kinase und Inaktivierung von
MLC-Phosphatase zur MLC-Phosphorylierung, Endothelzellkontraktion und

zu einer erhohten Permeabilitdt kommen [42, 43, 44].

Mikroskopisch beobachtet man nach CNF-Stimulation von HUVEC eine
Entstehung von Strefifasern, ein typisches morphologisches Korrelat der Rho-
Aktivierung. Neben Strefifaserbildung werden auch Ruffles und Filopodien
gebildet! Dieses spricht fiir eine Mitbeteiligung von Rac und CDC42.

CNF scheint die Zellmorphologie wahrscheinlich nicht nur iiber die Rho-
Aktivierung (wie PMT), sondern durch Aktivierung einer Vielzahl von

GTPasen und deren Interaktionspartnern zu steuern.

D) Deamidierung und Polyaminierung von Glutamin:

Wie bereits erwdhnt, kommt es bei CNF- Stimulation sowohl zur Aktivierung

von Rho A, als auch von Rac und CDC42.

In der Zelle deamidiert CNF-1 Glutamin-63 von Rho zu Glutaminsidure und
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tiberfiihrt Rho A so in eine aktive Form [42, 45, 103]. CDC 42 und Rac werden
an Glutamin-61 deamidiert [75]. Die Deamidierung des Glutamins blockiert
die intrinsisch induzierte Hydrolyse von GTP, was zu einer permanenten
Aktivierung fiihrt. Die GTPase behilt ihre GTP-bindende Aktivitat, d.h.
sie aktiviert ,downstream“ Signaltransduktion. Unterschiede gibt es in den

spezifischen Angriffsmodi der Toxine [46, 75, 79, 103, 105].

Deamidiertes Rho A zeigt einen Mobilitédtsshift, d. h. es wandert geringgradig
langsamer in der SDS-PAGE als natives Rho A [75]. CNF-2 modifiziert Rho
A so, daf} es hyperaktiver als die Naturform ist [88]. Ziele von CNF und DNT
sind GTPasen der Rho-Familie, Rho, Rac und CDC42.

E) Allgemeine Zellreaktionen:

CNF-1 und PMT induzieren einen dosis- und zeitabhingigen Anstieg
der Phosphorylierung von FAK (,Focal adhesion kinase“) an Tyr 397 in
Swiss 3T3 Zellen. Weiterhin fiithren sie zu einer Komplexbildung zwischen
FAK und Src-Familienmitgliedern (Src, Yes, Fyn). Wurden die Zellen mit
p160/ROCK-Inhibitoren (HA1077 und Y-27632) vorinkubiert, wurde die
FAK-Phosphorylierung, die Komplexbildung und die Strefifaserbildung nach
Toxingabe verhindert. Daraus folgt, dafl die Aktinstrefifaserbildung iiber
p160/ROCK und die Autophosphorylierung von FAK in Swiss 3T3 Zellen
lauft [118]. CNF-1 induzierte RhoA-abhéngige Expression des Cyclooxygenase-
2-Gens (COX-2) findet auf einem von pl160/ROCK-unabhingigen Weg statt
[119).

Rac spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von freien Radikalen. CNF-1
induziert die phagozytose-dhnliche Aufnahme von Partikeln in Endothelzellen
(Rac-Aktivierung). Nach der schnellen Phagozytose folgt ein erhohter
Sauerstoffverbrauch der Zelle und eine Zunahme der Superoxid-Anion-Bildung.

Diese Effekte konnen zusitzlich noch durch Latexkiigelchen getriggert werden
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[41]. Daneben kénnen CNF-1 exponierte Zellen spezifisch Apoptosezellen
(nicht lebende Zellen) nach Ruffle-Bildung aufnehmen (Makropinozytose).
Die Aufnahme héngt von der koodinierten Aktivierung der Rho GTPasen
ab. Schliellich wird das Material in Rab-7 und Lamp-1-positiven, sauren,
lysosomalen Vesikeln transportiert und dort degradiert. Somit zeigen auch
einfache Epithelzellen Makrophagen- Charakter, d. h. sie haben u. a. die

Maoglichkeit, Apoptosezellen abzubauen [39].
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2.3 Die GTPase Rho

2.3.1 Zytoskelett

Da Rho-GTPasen an der Regulation des Aktinzytoskeletts mafigeblich
beteiligt sind, soll zuniichst einmal ein Uberblick iiber die Funktion
des Aktinzytoskeletts gegeben werden. Das Zytoskelett aller Eukaryonten
vermittelt eine Vielfalt an essentiellen biologischen Funktionen. Es
hélt die zellulire Gestalt aufrecht und spielt eine entscheidende Rolle
in der Zellmotilitdt, Zytokinese, Phagozytose und bei intrazelluldren
Transportprozessen. Das Zytoskelett besteht unter anderem aus Aktin-
/Myosinfilamenten [78]. Die Aktinfilamente (7nm) bestehen aus monomeren
B und v -Aktinen. [ -Aktin ist mit Myosin assoziiert und ist bei der
Zellkontraktion und der Phagozytose beteiligt. v -Aktin ist assoziiert mit
Tropomyosin, Filamin, Fimbrin, Profilin, Villin, Gelsolin oder Vinculin und
ist z.B. ein Bestandteil der Mikrovilli, Stereocilien oder der Zonula adhaerens
(SchluBleiste zwischen zwei benachbarten Zellen) oder bildet einen kontraktilen

Ring bei der Zellteilung [78].

Nur der Vollstéandigkeit halber sind noch die o -Aktinfilamente zu erwihnen,
die in verschiedenen Muskelzellen vorkommen und zusammen mit Myosin
fiir die Muskelkontraktion sorgen. Wéhrend in Muskelzellen Aktin-Myosin-
Filamente permanente Strukturen sind, treten sie bei Nichtmuskelzellen
hdufig nur in bestimmten Situationen z.B. wihrend bestimmter Stadien des
Zellzyklus auf und verschwinden dann anschlieflend wieder [78].

Das Aktinzytoskelett weist je nach Stimulationsgrad der Zelle eine Vielzahl
an unterschiedlichen Formen wie Strefifaser, ,Ruffles“ oder Filopodien
auf. Aktinstrefifasern bestehen aus langen Filamentbiindeln, die die Zelle
durchziehen und durch Integrine und fokale Adhésionsmolekiile an der
extrazelluliren Matrix befestigt sind. Dagegen findet sich am Zellrand ein

hoch kompaktes Netzwerk aus Aktinfasern in Form von Lamellipodien und
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Ruffles [20, 113, 114]. Kleine Aktinfaserbiindel stehen oft auch aus der
Zelloberflache hervor, vor allem bei beweglichen Zellen und Neuronen in Form
von Mikrospikes und Filopodien [26]. Wihrend der Mitose verschwinden die
verschiedenen Aktinstrukturen und ein kontraktiler Aktinring bildet sich an
der Spaltungsfurche wihrend der Zytokinese [22]. Dieser Regelmechanismus
der hoch dynamischen Strukturen aus polymerisiertem Aktin ist von
groffiter Bedeutung in der Zellbiologie und unterliegt einem komplizierten

Regulationssystem.

2.3.2 Kleine GTPasen

Die kleinen GTP-bindenden Proteine (GTPasen) werden heute in mindestens
fiinf ,,Subfamilien“ untergliedert. Hierzu gehoren die Ras-, Rab-, Ran-,
ARF- und Rho-Familien. Die einzelnen Familien zeigen untereinander eine
30%ige Identitit in ihrer Aminosduresequenz. Innerhalb der einzelnen Familien
besteht eine Aminosiure-Sequenzhomologie von mindestens 50%. Besonders
konserviert sind die Regionen, die fiir Nukleotidbindungen verantwortlich sind
[6]. In ihrer Funktion sind sich die kleinen GTPasen ebenfalls sehr shnlich. Uber
50 Mitglieder in der Ras- Superfamilie der kleinen GTPasen regulieren nahezu
alle zellbiologischen Prozesse in Eukaryonten. Ras z. B. kontrolliert Wachstum
und Differenzierung durch Regulation von der ,mitogen-activated protein
“(MAP)- Kinaseaktivitdt. Die ungefihr 25 Mitglieder der Rab Subfamilie
kontrollieren wichtige Schritte im intrazelluldren Vesikeltransport. Die GTPase
Ran kontrolliert Protein- und RNA-Transport durch die Kernmembran [14, 53,

91, 107).
2.3.3 Rho

Die Rho-Subfamilie der kleinen GTPasen besteht aus mehr als 30 Proteinen,
darunter RhoA, RhoB, RhoC, Rac 1 und 2, zwei CDC42Hs-Isoformen, TC10
und RhoG [53, 54, 110, 121]. Rho mul GTP binden, um in einen aktiven
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Status iibergefiihrt zu werden. Nach Hydrolyse von GTP zu GDP kehrt Rho
in den inaktiven Zustand zuriick. Zwei Doménen der Rho-Proteine, ,Switch
1 und 2%, unterlaufen einen Wechsel zwischen GTP- zum GDP-gebundenen
Zustand. ,Switch 1“(RhoA Aminosiuren 34-42) beeinflufit die Aktivierung
von Effektoren downstream von Rho, ,Switch 2“(RhoA Aminosiuren 63-79)

spielt eine Rolle in der GTP Hydrolyse [15, 126, 127].

A)Regulation von Rho:
Wie alle kleinen RAS-dhnlichen GTPasen binden und hydrolysieren Rho-
Proteine GTP. Reguliert werden die GTPasen der Rho-Familie durch

mindestens drei Gruppen interagierender Proteine.

Aktincytoskelett:
-Zelladhision
-Stressfasern

Glatte Muskel-
kontraktion

Endozytose

Zell-Zell-Kontakt

PI-3-Kinase
PIP-5-Kinase
Phospholipase D

Transkription

Abbildung 3: Regulation von Rho iiber GDS, GDI und GAP

GDS: ,Guanine nucleotide Dissociation Stimulators“; GDI: ,Guanine nucleotide

Dissociation Inhibitors“; GAP: ,GTPase-Activating Proteins“
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Nukleotidaustauschfaktoren, die ,Guanine nucleotide Exchange
Factors® (GEFs) die auch ,Guanine nucleotide Dissociation
Stimulators“  (GDS) bezeichnet werden, beschleunigen die Freisetzung
von GDP, erleichtern die Bindung von GTP und aktivieren damit die
GTPasen. Gemeinsam ist diesen aktivierenden Faktoren eine Sequenz, die
erstmals beim Dbl, einem Proto-Oncogen identifiziert wurde [6] (Siehe
Abbildung 3).

Eine zweite Gruppe von regulatorischen Proteinen (GDIs, ,Guanine
nucleotide Dissociation Inhibitors“) verhindert den Nucleotidaustausch. GDIs
,extrahieren®  Rho-Proteine aus der Zellmembran und stabilisieren die
inaktive GDP gebundene Form im Zytosol (Siehe Abbildung 3).

Schliellich sind noch Proteine zu nennen, die die intrinsische GTPase Aktivitét
der Rho-Proteine stimulieren, die ,,GTPase-activating proteins“ (GAPs) und
dadurch den aktiven Zustand der Rho-Proteine beenden. Eine Ausnahme
scheint RhoE zu sein, das weder eine intrinsische GTPase Aktivitdt besitzt,
noch durch Rho-spezifische GTPasen stimuliert wird [47]. Mutation der
Aminoséure 14 von Gly in Val, entsprechend der Val-12 Onkogenmutation in
Ras, 148t die intrinsische GTPase-Aktivitdt in Rho ansteigen und macht sie
unempfindlich fiir Rho-GAP [51]. Rho-GAP stimuliert auch Rac, wohingegen
zwei Proteine mit Sequenzhomologien zu Rho-GAP, Ber (,the breakpoint
cluster region gene product“) und n-chimerin, allein nur bei Rac, nicht aber
bei Rho wirken [29, 47, 49, 57, 80] (Siehe Abbildung 3).

Wihrend urspriinglich angenommen wurde, dafl Rho-Proteine spezifisch in
die Regulation des Aktinzytoskeletts eingeschaltet sind, ist heute davon
auszugehen, dafl diese GTPasen zusétzlich an einer Vielzahl von anderen
Zellfunktionen beteiligt sind. Es gibt z.B. Hinweise dafiir, dafl Rho-Proteine
an der Kontrolle der Endozytose [71, 102], der Gen-Transkription [56],

der Zellzyklusregulation [87], der Apoptose [81] und der Transformation [68]
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beteiligt sind. Um Prozesse wie direkte Zellbewegung und axonale Extension zu
regulieren, mufl die Rho-GTPase Aktivitdt genau auf intrazelluldre Standorte
eingeschrinkt werden, damit eine exakte Reaktion auf extrazelluldre Signale
mglich ist.

Neben der Regulation der GTPasen durch GEFs, GDIs und GAPs, hat sich
gezeigt, dal auch die einzelnen GTPasen untereinander interagieren konnen.
Nach Mikroinjektion von CDC42 in konfluente Swiss3T3-Zellen kommt es zu
einer hierachischen, kaskadenartigen Aktivierung von endogenem Rac und
dadurch zur Aktivierung von Rho. Die einzelnen kleinen GTPasen fiihren
ihrerseits zur Ausbildung von Filopodien (CDC42), Lamellopodien (Rac) und
Strefifaser (Rho) [84, 93].

Bradykinin PDGF+Insulin  LPA+Bombesin
CDC42| CDC42 Ly
Thep e
‘ e . Rac . Rac
o ~ AGDP GTP \
v E i RhL | Rho
Filopodien ﬁGDP‘ GlP
Lamellopodien :
Ruffles v
Stressfasern
Adhision

Abbildung 4: Regulationskaskade von CDC42, Rac und Rho
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B) Rho-Aktivatoren:

Die kleinen GTPasen unterliegen nicht nur einem intrazelluldrem
Regulationssystem, sondern kénnnen ebenfalls von extrazelluliaren Liganden
iiber entsprechende Rezeptoren modifiziert werden. Rho kann durch
extrazelluldre Zugabe von Lysophosphatidsidure oder Bombesin akiviert
werden [53]. Der Wachstumsfaktor PDGF (platelet derived growth factor)
und Insulin stimulieren Rac und somit die Ruffle-Ausbildung [85]. Bradykinin
aktiviert CDC42 und fiihrt so zu Filopodien und zur weiteren Aktivierung

von Rac [69].

C) Hemmung von Rho durch bakterielle Toxine:

Rho-Proteine kann man spezifisch durch bakterielle Toxine hemmen. Hier ist
zunéchst die Familie der C3-dhnlichen Transferasen zu nennen [5]. Mitglieder
dieser Toxinfamilie sind Clostridium botulinum C3 ADP-Ribosyltransferase
[7], Clostridium limosum Transferase [62], Bacillus cereus Transferase
[63] und EDIN (,Epidermal Cell Differentiation Inhibitor®) [116], eine
ADP-Ribosyltransferase, die von S.aureus gebildet wird. Die C3-dhnlichen
Transferasen haben ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa, sind stark basische
Proteine und weisen auf Proteinebene eine Sequenzidentitit von 30%- 70%
auf. C3-Transferasen besitzen offenbar keine spezifische Translokations- und
Rezeptorbindungsdoméne. Werden diese Toxine allerdings mikroinjiziert, z.B.
in Verozellen, so fiihren sie zu massiven zytotoxischen Effekten. Sdmtliche
C3-Transferasen ADP-ribosylieren Rho-Proteine an Asparagin-41 [106] (Siehe
Abb.5). Da diese Rezeptor-Aminoséure in der sog. Effektordoméne des
Rho-Proteins lokalisiert ist, fiihrt diese Modifikation zu einer Blockade Rho-
abhéngiger Signalwege und hemmt somit die Bildung von Aktinstrefifasern

und fiithrt zum Verlust von fokalen Adhésionskomplexen. Substrate fiir die

ADP-Ribosylierung durch C3-Transferasen sind nur RhoA, B, C [18, 23]. Rac
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wird in Gegenwart niedriger Konzentrationen an Detergens (z.B. 0,01%SDS)
zu maximal 5% modifiziert. CDC42 ist kein Substrat der C3-Transferase [63].
Die hohe Sperzifitat der C3-Transferasen macht diese Enzyme zu Werkzeugen,
mit denen die zellbiologische Rolle und Bedeutung von Rho untersucht werden
kann. Weitere Rho hemmende Toxine sind die Toxine A und B von Clostridium
difficile. Clostridium difficile spielt eine entscheidende Rolle bei der durch
Antibiotika  (hauptsdchlich ~ Clindamycin, Ampicillin, Cephalosporine)
ausgelosten preudomembrandsen Colitis. Durch eine Homoostasestorung der
physiologischen Darmflora kann sich der opportunistische Keim ungehemmt
vermehren und fiihrt durch seine Toxine zu einer sehr starken Entziindung
der Darmschleimhaut. Toxin A (MG 308 kDa) und Toxin B (MG 270 kDa)
zeigen eine ca. 48% Identitdt und sind ca. 63% homolog untereinander.
Es ist schon seit 1998 bekannt, dafl Clostridium difficile Toxine auf das
Zytoskelett wirken und spezifisch das Aktin-Zytoskelett angreifen, wahrend
der mikrotubulére Apparat weit weniger betroffen ist [89]. Erste Hinweise auf
den molekularen Wirkmechanismus der Clostridium difficile Toxine ergaben
Untersuchungen, die zeigten, dal eine Vorbehandlung von CHO (Chinese
Hamster Ovary)- Zellen mit Clostridium difficile Toxin B zu einer Steigerung
der ADP-Ribosylierbarkeit von Rho-Proteinen durch C3 fiihrte [64, 65].
Da die Clostridium difficile Toxine das gelelektrophoretische Laufverhalten
von Rho-Proteinen verdndert, wurde eine kovalente Modifikation der GTP-
bindenden Proteine vermutet, die durch massenspektrometrische Analyse
bestéitigt werden konnte [66, 67]. Hierbei stellte man fest, da8 die Toxine zu
einer Massenzunahme der Rho-Proteine um 162 Da fiihren. Dieser Befund
wies auf die Modifikation durch eine Hexose hin und fiihrte zur Aufklarung
des molekularen Mechanismus der Wirkung von Clostridium difficile Toxin A
und B als Monoglucosylierung von Rho-Proteinen. Weitere Untersuchungen

zeigten, dafl die Toxine UDP-Glucose als Kosubstrat verwenden, nicht aber
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andere Zucker (Siehe Abb. 5). Im Gegensatz zu C3, das ausschliellich RhoA,
B, C ADP-ribosyliert, glucosylieren die Toxine A und B Rho, Rac und CDC
42. Andere GTPasen wie Ras, Rab, Arf und Ran Proteine stellen keine
Substrate dieser Toxine dar [66, 67]. Die Glucosylierung von Rho erfolgt
spezifisch an Threonin-37 (entspricht Threonin-35 in Rac, CDC 42 und in den

Ras-Proteinen).

ADP-ribose
C3 .
+NAD — + Nicotinamid + H
Glucose
ToxA,B
+ UDP-Glucose ——» + UDP

inaktiv

Abbildung 5: Modifikation und Hemmung von Rho durch C3-
Transferase und Toxin A,B (Clostridium Difficile)

Bakterielle Toxine eignen sich, wie bereits schon einige Male erwihnt, sehr
gut als Werkzeuge in der Grundlagenforschung. So ist die Anwendung von C3-
Transferasen zur Inaktivierung von Rho zweifellos entscheidend fiir eine rasche
Aufklarung der Rolle und Bedeutung dieser GTPase gewesen. Im Vergleich
zu C3-dhnlichen Transferasen sind die clostridialen Toxine gut zellgéngig,
was ihren Einsatz als Werkzeuge wesentlich erleichtert. Dieser Vorteil wird

allerdings durch eine breitere Proteinsubstratspezifitit relativiert.
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2.4 Das Gefafilendothel

Grundsitzlich ist die Wand der Blutgefifie aus drei verschieden Schichten
aufgebaut: Tunica intima, media und externa! Die Intima begrenzt das
GefaBlumen liickenlos durch eine einfache Lage von spindelférmigen,
flachen, 50-150 pm langen Endothelzellen, die in Richtung des Geféfverlaufs
ausgerichtet sind. Einzelne Zellen sind relativ flach und die Zytoskelettproteine
wie Aktin und Zell-Zell- oder Zell-Matrix- Adhésionsmolekiile sind an der Zell-
Zellgrenze konzentriert [3]. Diese Endothelschicht stellt eine Barriere zwischen
GefaBwand und Blut dar. Sie gibt der Gefiflwand eine glatte Oberfliche,
deren Unversehrtheit die Blutgerinnung und Entziindungsreaktionen in der
GefiaBBwand verhindert. Die Media besteht aus anndhernd zirkuldr verlaufende
Strukturen: glatte Muskelzellen, elastische Fasernetze, Kollagenfasern und
Grundsubstanz (Proteoglykane). Die Fzterna ist, wie die Intima, aus
langsgerichteten Elementen zusammengesetzt, aus Bindegewebe und, bei
Venen, aus glatter Muskulatur [74]. Die drei Wandschichten sind bei
Arterien und Venen in Anpassung an deren unterschiedliche Aufgaben im
Kreislauf verschieden gebaut, die Kapillarwand ist auf die Tunica intima
reduziert [48]. Durch Einwirkung von zahlreichen exogenen und endogenen
Faktoren, wie Entziindungsmediatoren (z.B. Histamin), Komplementfaktoren,
artherogenetischen Molekiilen (z.B. modifizierte Low-density Lipoproteine,
Thrombin) [96] oder Bakterientoxine (z. B. Lipopolysaccharide, Endotoxine)
konnen Endothelien geschidigt werden. Im einfachsten Fall kommt es zu einer
reversiblen Auflockerung der Zellkontakte. Dabei kommt es zur Abrundung
der Zellen durch Aktivierung von aktinhaltigen und kontraktilen Proteinen.
Es entstehen interzelluldre Liicken. Dadurch gelangen Fliissigkeit und Blut
transendothelial in tieferliegende Schichten und fithren so zu einem Odem.
Thrombozyten adhérieren an das freiliegende Kollagen, Monozyten wandern

in die Gefafiwénde ein und durch weiterer Freisetzung von Prostaglandinen,
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Interleukinen und Komplementaktivierung kommt es zu Blutgerinnung und
Entziindungsreaktionen. Diese Mechanismen fiihren unter physiologischen
Bedingungen zu einer Ausheilung des geschidigten Gewebes. Ist die
Heilung gestort, kommt es zu einem bleibenden Funktionsausfall, z.B. zu
Arteriosklerose [83, 96, 108, 109, 128]. Die Plasmaprotease Thrombin ist Teil
der Koagulationskaskade wund induziert auch Endothelzellkontraktion.
Im Falle einer iiberschielenden Entziindungsreaktion kommt es zur
massiven Endothelzellkontraktion mit starkem Fliissigkeitsverlust bis
hin zum kardiovaskuldren Schock [50]. Es konnte gezeigt werden,
dal dieser Thrombineffekt zum Teil auf einer Aktivierung von Rho
und Rho-Kinase beruht. Dadurch kommt es zu einer zeitweiligen
Inaktivierung der Myosinleichtkettenphosphatase und einem Anstieg der
Myosinleichtkettenphosphorylierung [12, 32]. Die Thrombin-stimulierte
Aktinstreffaserausbildung iiber Myosinkeichtkettenphosphorylierung kann
durch Mikroinjektion von i) C3-Transferase, von ii) isolierter Rho-bindender
Domiéine von Rho-Kinase oder von iii) MLC Phosphatase in Endothelzellen
verhindert werden. Neben Thrombin konnte auch bei Stimulation von
Endothelzellen mit ,mildly oxidised low-density- Lipoprotein“(moxLDL)
und LPA eine Zellkontraktion und Aktinstrefifaserbildung gesehen werden.
Dieser Effekt konnte durch LPA-Inhibitoren gehemmt werden [111]. Weder
moxLDL, noch LPA steigerten die intrazellulire Ca®*-Konzentration in
HUVEC. Aber ihr Effekt auf Aktin konnte ganz durch C3-Transferase
und Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 gehemmt werden [34, 35]. Genauso
wie Thrombin zeigt moxLDL einen zeitweiligen, minutenlangen Abfall
der MLC-Phosphataseaktivitit, die parallel zum Anstieg der MLC-
Phosphorylierung [34]. LPA induziert MLC-Phosphorylierung via Rho/Rho-
Kinase-vermittelte Hemmung von MLC-Phosphatase in HUVEC. Diese

MLC-Phosphorylierung kann durch den Transkriptionshemmer Actinomycin
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D und den Translationshemmer Cycloheximide gehemmt werden [35].
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dafi cAMP-erhohende Medikamente, von
denen bekannt ist, daf} sie vasoprotektiv sind, zu einer Hemmung der LPS-
Wirkung in HUVEC iiber Hemmung des Rho/Rho-Kinase-Signalwegs fiihren
[35]. Das bedeutet, dafi Medikamente, die als Rho-Inhibitoren wirken, in
der Zukunft vielleicht niitzlich fiir die Protektion des Gefidflendothels sein
konnten. Es zeigt sich aulerdem, dafl sie Endothelzellen vor der schidlichen
Wirkung von Thrombin und moxLDL in vitro und in Tiermodellen schiitzen
kénnen [36]. Wieder scheint hier die Hemmung der Rho-vermittelten MLC-
Phosphorylierung verantwortlich zu sein. Zusammenfassend kann man sagen,
daf die Inaktivierung von Rho zu einem Schutz des Endothels fithrt [2, 33].
Endothelzellkontraktion ist vor allem von dem Phosphorylierungszustand
der Myosinleichtketten abhingig. Dieser wird von zahlreichen Faktoren und

Signalwegen beeinflufit und seine Regulation ist stark zelltypabhingig.
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2.5 Die Myosinleichtkette

Myosin sind in Muskel- und Nichtmuskelzellen sowie in Zellen hoherer
Pflanzen und eukaryotischer Mikroorganismen enthalten. Besonders eingehend
hat man sich mit Myosin Typ 2 aus Muskel- und Nichtmuskelzellen
beschiftigt. Es besteht aus einem globuldren Anteil, der eine Bindungsstelle
fiir Aktin aufweist, und einem fibrillirem Abschnitt, der nach Aggregation
Filamente bildet. Myosin Typ 1 enthédlt nur den globuldren, Aktin-
bindenden Teil des Molekiils, wihrend der stabférmige ,Schwanz“ fehlt.
Diese Myosinmolekiile kommen nur in Nichtmuskelzellen vor und sind an
verschiedenen Zellbewegungen beteiligt. Myosin Typ 2 besteht aus einem
langen stabférmigen ,,Schwanz“ und zwei globulidren Kopfen, die sich an einem
Ende befinden. Ein Myosinmolekiil ist immer aus zwei identischen schweren
Ketten (MG 230 kDa) und zwei Paar leichter Ketten (MG 15 und 22 kDa)
zusammengesetzt.

Die Kontraktion glatter Muskelzellen wird durch die Calcium-abhéingige
Aktivierung und durch ein kompliziertes System von Phosphorylierung
und Dephosphorilierung der leichten Myosinketten gesteuert. Die Aktin-
stimulierbare ATPase-Aktivitdt des Myosins wird durch eines der beiden
Leichtketten- (LC-)Paare gehemmt. In glatten Zellen wird die Hemmwirkung
des LC-Paares nicht direkt durch Ca?* aufgehoben , sondern durch eine
Phosphorylierung mit Hilfe der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLC-Kinase),
wodurch eine Kontraktion stattfindet. Da aber Ca** fiir die Aktivierung
der LC-Kinase bendtigt wird, reguliert der Ca?*- Spiegel das Ausmafl der
LC-Phosphorylierung und damit die Kontraktion. Ca?** wird zunéchst durch
Calmodulin gebunden, wodurch sich der entstandene Komplex mit der
MLC-Kinase vereinigt und dabei das Enzym aktiviert.

Tritt Myosin mit Actin in Wechselwirkung erfolgt eine Muskelkontraktion.
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3 Zielsetzung und Fragestellung

Viele Reaktionen in Endothelzellen laufen unter Vermittlung kleiner G-
Proteine ab. In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe eines Toxins
(CNF) vor allem die Rolle der GTPase Rho bei Aktinfaserbildung, MLC-
Phosphorylierung und MLC-Phosphatase untersucht werden.

Nacheinander sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1.) Wie verhélt sich die MLC-Phosphorylierung nach CNF-Stimulation?
Lassen sich diese Effekte durch Rho-Kinase-Hemmer beeinflussen?

2.) Kommt es zu einer Aktinfaserumorganisation? Ist Rho in diesem Signalweg
involviert?

3.) Wie verhilt sich die MLC-Phosphatase?

4.) Wie verhalten sich Rac und CDC42 nach CNF-Stimulation?

5.) Kommt es bei der Zellausbreitung nach CNF-Stimulation zu einer

Inaktivierung von Rho?
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4 Material

4.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien stammen von der Firma Sigma (Ausnahmen

sind besonders gekennzeichnet).

4.2 Reagenzien und Toxine

Y-27632 von Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Die Expressionssvektoren von GST-PAK-CRIB und GST-C21 sind Geschenke
von Dr. Jahn Collard (Amsterdam, Netherlands).

Der Vektor von GST-N17Racl ist ein Geschenk von Dr. Alan Hall (MRC
Laboratory, London, UK).

Cytotoxic necrotizing factor-1 wurde amblifiziert mit PCR-Primer
(5’CACAGAGGAGTTAAAGGATCCATGGGTAACCAATGGCS und
5 GGCCAATAAATAATTTGAATTCTCAAAATTTTTTTGS’) und geklont
in BamHI und EcoRI Restriktions Stellen von Vektor pGEX-2T (Pharmacia,
Freiburg). Der Vektor wurde in E.coli Stringen DH5« transformiert. Die

Proteinexpression wurde mit 20uM IPTG induziert.

4.3 Antikorper

1.Antikorper:
Aktin (Rhodamin Phalloidin)
Anti-Phospho-MLC, polyklonal

2.Antikorper:

Anti-mouse/rabbit/goat-horseradish

Anti-mouse/rabbit- IgG Antikorper
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4.4 Puffergemische

Westernblot:

SDS-Page Ladepuffer:
Tris (ultra) 0,025 M

Glycerin 0,192 M
SDS (Laurylsulfat) 0,1%

pH 7.4

TBST:
Tris 10mM
NaCl 150mM

Tween 20 0,05%
pH 7,4

Lammli-Puffer (Sample Puffer) 5x:

Tris-HCI 5ml 0,5 M (pH 6,8)
SDS 0,4%

Glycerol 2ml

SDS 0,8g

Bromphenolblau 1ml 0,5%

Aqua dest. 2ml

Vor Verwendung mit Aqua dest. auf 1x Puffer verdiinnen + 5% Mercapto-
Ethanol.
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Resolvinggel (12,5%):
H20 3,2 ml

Resolvingpuffer 2,5 ml
Acrylamid 4,16 ml
APS(100mg/ml) 50pul
TEMED ol

Rezept fiir zwei Gele mit 1mm Dicke.

Stockinggel:
H,0 1,55 ml

Stocking 0,625 ml
Acrylamid 0,325 ml
APS 12,5 ul
TEMED 2,5 ul

Blotting:

Anodenpuffer 1:
Tris 0,3 M

Methanol 20%

Anodenpuffer 2:
Tris 25 mM

Methanol 20%

Kathodenpuffer:

e-Aminocarponsiure 40 mM

Methanol 20%

Blottingmilk:
BSA 2%

Milkpulver 5% in TBST
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Entwicklerlsungen:

Pierce No. 1856135

Pierce No. 1856136
(Super Signal Chemiluminescent Substrate stable peroxide Solution und

Luminal/Enhancer)

Sonstige Materialien:

1 Gelkasette (Glasplatten, Spacer, Seitenteile, ect. )

Isopropanol und Aceton zum Reinigen

Immunfluoreszenz:
3.7% Formalin in PBS

Methanol oder Aceton: eiskalt

Mikroinjektion:

Mikroinjektionspuffer:
NaCl 150 mM

Tris 50 mM
MgCly, 5 mM
pH 7,5
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4.5 Aufreinigung von Myosin

Homogenisierungspuffer:

Tris-Aminomethan

EDTA

(- Mercaptoethanol

Leupeptin
Pepstatin
Pefablock
Aprotinin

pH

50 mM
0,1 mM
28mM

lpg/ml
1pg/ml
1pg/ml

lpg/ml
7.5

Salzangereicherter Puffer:

NaCl
Tween-20
Leupeptin
Pepstatin
Pefablock

Aprotinin

Assaypuffer:
Tris
EDTA

0,6 M
0,1 %
1pg/ml
11g/ml
11g/ml
1pg/ml

[3- Mercaptoethanol

pH

50 mM
0,1 mM
28mM
7,0
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5 Methoden

5.1 Zellkultur

In allen Versuchen, die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrt wurden,
werden humane umbilikale ventse Endothelzellen (=HUVEC) verwendet.
Die Endothelzellen werden aus Venen von menschlichen Nabelschniiren
herausgeldst und in Zellkulturkolben mit 75¢m? Wachstumsfliche bei 37°C
im Brutschrank bebriitet. Um die Zellen nach ausreichendem Wachstum
zu teilen, werden sie erst einmal mindestens drei mal mit 10 ml sterilem
PBS gewaschen, um Ndhrmedium vollstindig zu entfernen. Nach griindlichem
Absaugen werden die Zellen mit 4 ml Trypsin behandelt. Sobald sich
die Zellen von der Unterfliche ablosen, stoppt man diese Reaktion durch
Zugabe von 10 ml Ndhrmedium. Die Zellen werden dann fiir 5 Minuten
bei 24°C auf 800 Upm (Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert. Um das
Trypsin vollstéindig zu entfernen wird der Uberstand vollstindig abgesaugt.
Die verbleibenden Zellen werden mit frischen Nihrmedium wieder aufgelost.
Dann werden die Zellen mit einer Konzentration von 200.000 Zellen pro
ml auf kollagenisierte Kolben, ,six-well-Platten“ oder Glasdeckgliaschen
ausgesit (24 h Vorinkubation mit 100ug/ml Kollagen-G). Die Zellen erhalten
alle 3-4 Tage einen Mediumwechsel (Endothelial Wachstumsmedium —+
ECGS/H2 (Endothelial cell growth supplement/Heparin)+ 2%FCS), sollten
aber spétestens 24 Stunden vor dem Versuch den letzten Wechsel erhalten.
Die Zellen wachsen ca. 10 Tage bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet

hat.

5.2 Immunfluoreszenzfirbung

Um die Umorganisation des Aktinskeletts in Endothelzellen beurteilen zu

konnen, werden HUVEC auf Deckgliischen (22x10*Zellen/cm?) ausgesit und
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im konfluenten Zustand entweder mit CNF stimuliert. Um die Reaktion
zu stoppen, werden die Zellen mit 3,7%igem Formaldehyd behandelt und
anschliefend einmal in PBS ( 1mM Ca*" und 1mM M g?") gewaschen. Danach
werden sie fiir 5 Minuten in -20°C kaltem Aceton inkubiert. Nachdem die
Zellen luftgetrocknet wurden, werden sie fiir 20 Minuten mit einer Rhodamin-
Phalloidin-Lésung (1:100 in PBS) inkubiert. Anschliefend werden sie drei mal
je 5 Minuten in PBS gewaschen bevor sie auf Objekttrager mit Moviol fixiert
werden.

Die mikroskopische Beurteilung erfolgt mit einem LEICA RBM 3-

Fluoreszenzmikroskop.

5.3 Rekombinante Proteine

Rekombinante C3-Transferase, CNF, PAK-CRIB-Doméne, C21-Rho-bindende
Doméne (RBD) der Rho-Kinase und N17 Rac werden [93] als Fusionsproteine
mit Glutathion-S-Transferase (GST) in E. coli exprimiert und durch
Affinitdtschromatographie gereinigt. Der GST-Triager werden durch Thrombin
von den Fusionsproteinen abgespalten. Thrombin wird dann durch Inkubation
mit p-Aminobenzamin entfernt und anschlielend werden die Proteine
konzentriert und mit Mikroinjektionspuffer dialysiert. Mit Hilfe von SDS-
PAGE und Coomassie Staining wird die Reinheit der Proteine und das
vollstindige Entfernen von Thrombin iiberpriift. Die Proteinkonzentration
wird determiniert mit BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford. II. ) mit
BSA als Kontrolle. In den Kontrollen zeigen sich nur reine Proteine mit einer

einzelnen Bande.

5.4 Mikroinjektion

Um spezifische Effekte an einzelnen Zellen unabhingig vom Zellverband zu

untersuchen, eignet sich die Mikroinjektion von Proteinen in die einzelne Zelle
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sehr gut.

Die Mikroinjektion wird mit Hilfe des Eppendorf Transjektor 5246 und
dem Eppendorf Manipulator 5171 durchgefiihrt. Die Zellen werden auf
speziellen Deckglidschen mit mikroskopisch erkennbarem Gitternetz ausgesit.
N17Rac, PAK-CRIB und RBD werden zusammen mit Ratten IgG in
Mikroinjektionspuffer verdiinnt und mit einer Konzentration von 1ug/ul in
das Zytoplasma der HUVEC injiziert. Die Kontollzellen werden nur mit Ratten
IgG (GST) in einer Konzentration von 5 mg/ml injiziert. Das mikroinjizierte
Volumen betrigt ca. 1-3 x 107 pro Zelle. Durch die Coinjektion mit Ratten
IgG konnen die injizierten Zellen mit FITC-konjugiertem Anti-Ratten IgG
im Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden. Eine weitere Hilfe stellt das
Gitternetz im Deckgldschen dar, an Hand dessen Koodinaten man die Zellen
besser auffinden kann. Fiir jedes Experiment werden ungefihr 100 Zellen

injiziert.

5.5 Phosphorylierung der Myosinleichtketten

Um Verdnderungen in der Konzentration oder im Phosphorylierungzustand
von Proteinen feststellen zu kdnnen, eignet sich die Methode des Western Blots
sehr gut. Die Zellen werden in sogenannten Six-Well-Platten ausgesét.

Die konfluenten Endothelzellen werden fiir drei Stunden mit CNF stimuliert.
Danach werden sie einmal mit PBS gewaschen. Zur Lyse gibt man 150 ul 95°C
heiflen Laemmli-Puffer auf die Zellen und mit Hilfe eines Schabers werden die
Zellen von der Unterfliche abgekratzt. Dieses Zell-Puffergemisch wird dann

fiir 5 Minuten bei 95°C in einem Riittler gemischt.

Die Auftrennung der Proteine erfolgt iiber SDS-PAGE Gele in einer
Gelkassette. Die Proteine werden auf Minigele aufgetragen und

elektrophoretisch bei 100 V (30 Minuten), dann bei 150 V aufgetrennt.
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Es wurde 30 pl Zellprobe (entspricht 3,0 x 10° Zelladiquate) pro Gelspur
geladen. Zur Kontrolle der Proteinauftrennung wurde bei allen Gelen ein
vorgefiirbter Molekulargewichtsmarker (Bio Rad Miinchen) mit Proteinen
von MG 47 kDa, 84 kD, 116 kDa und 208 kDa. Die Proteine werden dann
auf PVCF-Membrane mit Verwendung von Mini Protean II Elektrophorese
Zellen (Bis Rad) geblottet. Danach wird die Membran fiir eine Stunde in
Blottingmilch geblockt. Dadurch wird die unspezifische Antikorperbindung
vermindert. Anschlieflend wird die Membran fiir jeweils fiinf Minuten drei mal
mit TBST gewaschen. Jetzt wird die Membran mit dem ersten Antikorper
anti-phospho-MLC-Antikorper (iiber Nacht, 1:500 in TBST) inkubiert. Nach
abermals drei Waschschritten mit TBST je 5 Minuten, wird die Membran mit
dem zweiten Antikorper (Anti-Hase-Antikorper) fiir eine Stunde inkubiert.
Wieder folgen drei Waschschritte mit TBST. Anschlieflend wird die Membran
fiir sieben Minuten in Chemolumineszenzlosung inkubiert und in einer
Fotokammer auf Kodak X-OMAT Filme exponiert. AnschlieBend werden die

sichtbaren Banden densitrometrisch ausgewertet.

5.6 Aufreinigung von Myosin

Die Priperation der myosinangereicherten Fraktion wurde, wie bei Verin
[120] beschrieben, durchgefiihrt. Zunéchst werden HUVEC in Zellkulturkolben
mit 100 mm Durchmesser fiir 10 Tage kultiviert. Die konfluenten Zellen
werden dann zwei mal mit eiskaltem PBS unter Zugabe von 200ul
Homogenisierungspuffer gewaschen. Das so gewonnene Lysat wird bei 80°C
inkubiert, mit einem Schaber vom Kolbenboden abgelost und durch mehr-
maliges Suspendieren mit einer Spritze homogenisiert. Anschlieffend werden die
Homogenate fiir eine Stunde bei 4°C mit einem stark mit Salzen angereicherten
Puffer behandelt und dann fiir 30 Minuten bei 4°C und 4500g zentrifugiert.

Das erhaltene Lysat wird zehn mal mit einem speziellen Asseypuffer verdiinnt
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und fiir 30 Minuten bei 4°C und 10.000 g zentrifugiert. Dieses Pellet wird in
10ul des salzreichen Puffers gelést. Diese Myosinangereicherte Fraktion enthélt
v. a. PP1- und nahezu keine PP2- Aktivitdt. Um die Konzentrationen von PP1
in den einzelnen Proben zu vergleichen und sicher zu sein, daf sie gleich sind,

wird ein Western Blot mit PP1 Antikérpern durchgefiihrt.

5.7 Messung der MLC-Phosphatase-Aktivitét

Die MLC-Phosphatase wird in den Myosin angereicherten Fraktionen mit Hilfe
des Protein Phosphatase Assay System (GIBCO) nach Anleitung der Firma
ermittelt. Dieses System basiert auf der Methode von Chisholm und Cohen,
1988 [25].

Die Phosphorylase b (0,1 mM in vitro) wird durch eine Phosphorylase-Kinase
(0,1 mg/ml) in Anwesenheit von y**P-ATP (5 MCi/ml in Phophorylierungs-
puffer, eine Stunde Inkubation bei 30°C) phosphoryliert und ist somit ein
Substrat fiir PP1 und PP2. Diesem Zellhomogenat wird Okadaic-Séure (finale
Konzentration 1 nM) hinzugefiigt, um selektiv PP2 zu hemmen. Die PP1
Aktivitdt dieses Zellhomogenats wird quantifiziert durch die Messung der
abnehmenden Radioaktivitit von [*2P]-Phosphorylase b. Fiir diesen Zweck
wird die Myosin angereicherte Fraktion mit 30 ml Assaypuffer (+ 6,25 mM
Caffein) verdiinnt und dann mit 20 ml radioaktivem Phosphatasesubstrat
vermischt. Dieses Gemisch reagiert fiir zehn Minuten bei 30°C, um dann mit
eiskalten 20%igen TCA (,, Trichloroacetic acid “) gestoppt zu werden. Die
Proben werden dann auf Eis fiir 10 Minuten inkubiert und dann bei 12. 000g
fiir 3 Minuten zentrifugiert. Die zuriickbleibende Radioaktivitidt wird mit Hilfe
des WallackR 1410 liquid Scintilationszédhlers gemessen und in einer Grafik

skizziert.
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6 Ergebnisse

6.1 Myosinphosphorylierung

Um die MLC-Phosphorylierung in HUVEC nach Stimulation mit CNF
zu messen, wurden Western Blots mit spezifischen Antikdrpern gegen
phosphorylierte MLC durchgefiihrt. Die spezifischen Banden, die mit
dem Anti-Phospho-Myosin-Antikorper reagieren, wurden densitometrisch

analysiert.
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Abbildung 6: CNF induzierte MLC-Phosphorylierung; Western-Blot

mit Anti-Phospho-Myosin-Antikoérper angefirbt

Das Bild (6) zeigt, dal CNF (2ug/ml) MLC-Phosphorylierung in der ersten

Stunden nach Stimulation auslost. Die MLC-Phosphorylierung erreicht nach
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drei Stunden ein Maximum und fillt dann auf Grundwerte nach 6 bis 24
Stunden Exposition ab. Abbildung (6) zeigt einen reprisentativen Western-
Blot.

Um zu untersuchen, ob CNF MLC-Phosphorylierung iiber Rho/Rho-Kinase-
Aktivierung induziert, wurden die Zellen mit dem spezifischen Rho-Kinase-
Hemmer Y-27632 (20 min., 10uM) oder mit dem Rho-Hemmer C3-Transferase
von Clostridium botulinum (24h, 5ug/ml) vorinkubiert und dann mit CNF (3h,

2pg/ml) stimuliert. Die MLC-Phosphorylierung wurde dann gemessen.

—
MLC-P - ’

CNF(h): = = = 3 3 3
C3: = T = = T-
Y-27632: = =+ = =T

Abbildung 7: Hemmung von CNF-stimulierten Zellen durch C3-
Transferase oder Y-27632; Farbung nach phosphorylierten MLC

Der spezifische Rho-Inhibitor C3-Transferase reduziert den CNF-Effekt.
Abbildung (7) zeigt, daBl CNF-induzierte MLC-Phosphorylierung durch
Vorinkubation mit Y-27632 verhindert werden kann. Diese Daten zeigen, dafl
CNF MLC-Phosphorylierung hauptsichlich iiber Rho/Rho-Kinase induziert
wird. Aber es ist bis jetzt noch unklar, warum MLC nach 6 Stunden trotz

weiterer CNF-Anwesenheit wieder dephosphoryliert wird.
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6.2 Aktinstrefifaserbildung

Aktivierung von Rho/Rho-Kinase fiihrt zur Inaktivierung von MLC-
Phosphatase und somit zur MLC-Phosphorylierung, Bildung von F-
Aktinfaserbiindel und Endothelzellkontraktion. Ob auch CNF iiber Rho eine
Endothelzellkontraktion auslost, war Gegenstand des néchsten Versuchs.
HUVEC wurden mit CNF(2ug/ml) fiir verschiedene Zeitintervalle exponiert,

fixiert und mit Rhodamin-Phalloidin auf F-Aktinfaser angeféirbt.

A: Control
B: CNF 3h
C: CNF 6h
D: CNF 12h
E: CNF 24h

Abbildung 8: CNF-Stimulation Farbung mit Rhodamine-Phallodine
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Die Kontrollzellen zeigen einen peripheren Aktinring und kein intrazelluléres F-
Aktin. Zellen, die fiir drei Stunden mit CNF inkubiert wurden, sind kontrahiert
und zwischen den Zellen zeigen sich Liicken. Nach sechs Stunden CNF-
Inkubation sind die Zellen ausgebreitet, zeigen aber immer noch Strefifasern
und interzelluldre Liicken. Nach 12 oder 24 Stunden zeigt sich ein dichter
peripherer Aktinring und keine intrazelluldren Strefifasern mehr. Die Daten
zeigen, da} CNF zuerst wihrend der ersten 3 Stunden eine Kontraktion in den
HUVEC induziert, der dann eine Zellausbreitung und eine Ausbildung von
einem peripheren Aktinring folgt.

Um die Beteiligung von Rho und Rho-Kinase durch CNF-Stimulation zu
untersuchen, wurden Endothelzellen mit der Rho-bindenden Doméne von
Rho-Kinase (RBD) mikroinjiziert oder mit dem Rho-Kinase-Hemmer Y-27632

vorbehandelt. Dann wurden die Zellen fiir 3 Stunden mit CNF stimuliert.
= 0
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Abbildung 9: Hemmung von CNF-stimulierten Zellen durch RBD
und Rho-Kinase-Hemmer Y-27632; A: Mikroinjektion mit GST, B:
Mikroinjektion mit RBD, C: Rho-Kinase Hemmer Y-27632; Féarbung mit
Rhodamine Phalloidin
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Auf dem Bild A und B wurden die Zellen mit Stern mikroinjiziert. A zeigt
eine Kontrolle mit GST-Mikroinjektion. Hier zeigt sich keine Hemmung der
CNF- Wirkung. Die Zelle, die mit der Rho-bindenden Domine der Rho-
Kinase mikroinjiziert wurde (Bild B) und die Zellen, die mit dem Inhibitor
Y-27632 behandelt wurden (Bild C), zeigen eine eindeutige Hemmung der
CNF-induzierten Aktinstre3faserbildung. Daraus 148t sich schlieflen, dal Rho
und Rho-Kinase fiir die Wirkung von CNF in HUVEC wichtig sind.

Um die Rolle von Rac und CDC42 bei der CNF-stimulierten MLC-
Phosphorylierung besser untersuchen zu kénnen, wurde den Zellen isolierte
PAK-CRIB oder N17Rac mikroinjiziert. (PAK-CRIB bindet und inaktiviert
Rac und CDC42.) Nach der Mikroinjektion wurden die Zellen wie gewohnt
mit CNF iiber 3 Stunden stimuliert. Die Zellen wurden dann mit anti-phospho-

MLC-Antikérpern geférbt.

Abbildung 10: Myosin-Umverteilung in HUVEC A: Kontrolle, B:
CNF und Mikroinjektion mit PAK-CRIB, C: CNF und Mikroinjektion mit
N17Rac; Féarbung mit anti-phospho-MLC-Antikérpern

Die Bilder zeigen CNF induzierte Hiufungen von Phospho-Myosin entlang
der Strefifaser sowohl in den Kontrollzellen, als auch bei den mikroinjizierten
Zellen. Dieser Effekt konnte nicht durch die Mikroinjektion von PAK-CRIB
oder N17Rac verhindert werden. Zusammenfassend 1483t sich sagen, daf} die
CNF-induzierte MLC-Phosphorylierung und Kontraktion allein durch Rho
und Rho-Kinase und nicht durch Rac und CDC42 kontrolliert wird.
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6.3 Myosin-Leichtketten-Phosphatase

Wie bereits bekannt, wird MLC durch die MLC-Phosphatase dephosphoryliert.
Die Endothelzellen zeigen in den ersten sechs Stunden der CNF-Stimulation
eine Zunahme der MLC-Phosphorylierung und eine Zellkontraktion, dann aber
einen Abfall und eine zunehmende Zellausbreitung. Dieses Phinomen konnte
durch die Aktivitdt der MLC-Phosphatase méglicherweise erkliart werden. Um
diese Behauptung zu beweisen, wurde die MLC-Phosphatase-Aktivitdt nach

CNF-Stimulation (2ug/ml) fiir verschiedene Zeitwerte gemessen.
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Abbildung 11: CNF-stimulierte HUVEC; MLC-Phosphatase-Aktivitat,

densitometrische Auswertung

Abbildung (11) zeigt die MLC-Phosphatase-Aktivitdt in Endothelzellen,
die mit CNF stimuliert wurden. Uberraschenderweise zeigt sich in den
ersten sechs Stunden eine konstante Phosphataseaktivitit, obwohl in diesem

Zeitraum der grofite Anstieg der MLC-Phosphorylierung zu verzeichnen
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war. Nach 12 bis 24 Stunden allerdings verdoppelt sich fast die
Phosphataseaktivitéit. Dieses Ergebnis 14t vermuten, dafy die CNF-induzierte
MLC-Phosphorylierung durch Rho und Rho-Kinase nicht mit einem Abfall der
MLC-Phosphatase zusammenhéngt. Der Abfall der MLC-Phosphorylierung
und die Zellausbreitung nach 12 bis 24 Stunden konnte durch den Anstieg

der MLC-Phosphatase im gleichen Zeitraum erklédrt werden.
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7 Diskussion

Viele Reaktionen in Endothelzellen laufen unter Vermittlung kleiner G-
Proteine (z.B. Ras, Rab, Ran, ARF oder Rho) ab. Diese unterliegen
einem intra- und extrazelluliren Regulationssystem. In dieser Arbeit wurde
iiber den Effekt von CNF (,Cytotoric necrotizing factor* von E. coli)
in HUVEC, vor allem die Rolle der GTPase Rho bei Aktinfaserbildung,
MLC-Phosphorylierung und MLC-Phosphatase berichtet. Es wird gezeigt,
dafl Aktivierung von Rho durch CNF in HUVEC nur zu einem zeitweiligen
Anstieg der MLC-Phosphorylierung und Zellkontraktion fiihrt und diese von
einer anhaltenden MLC-Dephosphorylierung und einer Zellausbreitung gefolgt
wird.

CNF stimulierte Zellen zeigen eine maximale MLC-Phosphorylierung nach
ca. 3 Stunden. Diese féllt dann nach 6-24 h auf ihre Grundwerte zuriick. Die
MLC-Phosphorylierung kann durch den spezifischen Rho-Kinase-Hemmstoff
Y-27632 blockiert werden. Daraus 148t sich folgern, dal MLC nach Stimulation
von HUVEC mit CNF wohl durch die Rho-Kinase phosphoryliert wird.
Neben dem Rho-Kinase-Hemmstoff Y-27632 konnte auch der spezifische
Rho-Inhibitor C3-Tranferase die MLC-Phosphorylierung hemmen. Allerdings
zeigt sich im Western-Blot noch eine geringe Restphosphorylierung. Diese
kann versuchsbedingt an einer zu niedrigen Konzentration von C3-Transferase
liegen. Es konnte bereits in anderen Versuchen gezeigt werden, dafl die
MLC-Phosphatase in Abhédngigkeit der C3-Transferase-Konzentration nach
Thrombin-Stimulation in HUVEC inaktiviert wird [32]. Alternativ kénnte
nach einer Blockierung von Rho die Rho-Kinase {iber einen alternativen, dann
iberwiegenden Signalweg aktiviert werden [24]. Hier kann gezeigt werden,
daf es nach CNF-Stimulation zu einer Aktivierung von Rho [45, 103, 75] und
Rho-Kinase und damit zu einer MLC-Phosphorylierung kommt.

Ein anderes Substrat der Rho/Rho-Kinase ist die MLC-Phosphatase.
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Vorarbeiten zeigen, dafl die MLC-Phosphatase nach Stimulation von
HUVEC mit PMT iiber Rho/Rho-Kinase inaktiviert wird und damit zu
einer MLC-Phosphorylierung fiihrt [33]. In dieser Arbeit kann zwar eine
MLC-Phosphorylierung nach CNF-Stimulation durch Rho/Rho-Kinase
gezeigt werden, allerdings kommt es wihrend der Zeit der maximalen
Phosphorylierung von MLC zu keiner Anderung der MLC-Phosphatase-
Aktivitdat. Dies ld8t vermuten, dafi die MLC unabhingig von der MLC-
Phosphatase phosphoryliert wird. Die MLC scheint von der MLC-Phosphatase
entkoppelt zu sein. Die Rho-Kinase scheint unter diesen Umstinden MLC
direkt zu phosphorylieren [13]. Alternativ kann dieser Effekt dadurch erklirt
werden, dafl parallel zu einem Rho/Rho-Kinase-Signalweg, noch andere
Signalwege aktiviert werden, die die Phosphorylierung der MLC-Phosphatase
zunichst hemmen [120], oder CNF selbst die Verbindung von Rho-Kinase zur
MLC-Phosphatase blockiert [3].

Zusétzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dafl bei der CNF-
Stimulation von HUVEC nicht nur Rho, sondern auch noch die GTPasen
Rac und CDC42 aktiviert werden [4]. Es ist bekannt, daf Rac unter anderem
die ,myotonic dystrophy kinase related kinases“(MRCKSs) aktivieren, die
MLC an der Serl9-Stelle phosphoryliert [77, 24]. Die MRCKs zeigen eine
hohe Homologie in ihren katalytischen Untereinheiten zu den der Rho-Kinase.
CNF-indizierte MLC-Phosphorylierung kénnte auch durch einen ,,downstream
“Effekt von Rac durch MRCKs entstanden sein. Gegen diese Moglichkeit
spricht allerdings, da Rac/CDC42 Hemmung die MLC-Phosphorylierung
nicht hemmen kann [37].

Der Verlauf der MLC-Phosphorylierung ist {iiberraschend. Nach einer
maximalen Phosphorylierung nach drei Stunden, zeigt sich nach sechs
Stunden eine dauerhafte Dephosphorylierung der MLC trotz bleibender CNF-

Stimulation. Die dauerhafte Dephosphorylierung kénnte durch die ansteigende
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MLC-Phosphatase-Aktivitdt verursacht sein. Es ist ein iiberraschendes
Ergebnis, dafl das Rho aktivierende Toxin CNF die MLC-Phosphatase-
Aktivitdt erhoht, da dies eigentlich durch Rho- oder Rho-Kinase- Inhibitoren
geschieht und man eher eine Inhibierung der Phosphatase, wie z.B. bei dem
Rho-aktivierende Pasteurella multocida Toxin, erwartet hétte [33]. Beispiele
fiir ein Rho inhibierendes Toxin ist die C3-Transferase von Clostridium
botulinum [7, 33] oder der Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632. Es bleibt zunéchst
unklar, warum CNF sich wie ein Rho-inhibierendes Toxin verhilt.

Eine mogliche Erkldrung konnten Interferenzen zwischen Rac- und
CDC42-Aktivierung und der Rho vermittelten down-Regulierung der
MLC-Phosphatase sein [100]. Es wurde bereits gezeigt, daff in Hela-Zellen eine
Rac-Aktivierung zu einer Rho-Inhibierung fijhrt. Ahnlich konnte hier ebenfalls
ein CNF-induzierter Anstieg der MLC-Phosphatase auf eine Rho-Hemmung
durch aktiviertes Rac zuriickzufiihren sein.

Andererseits kénnte auch der Anstieg der MLC-Phosphatase-Aktivitdt auf
einen Abfall der intrazelluliren Rho-Konzentration in HUVEC nach CNF-
Stimulation erkldrt werden. Es konnte sein, dafy die niedrige Restmenge von
Rho nach CNF-Behandlung nicht ausreichend ist, um MLC-Phosphatase zu
hemmen. In den hier durchgefiihrten Versuchen bleibt allerdings die Menge
an aktiviertem Rho in CNF stimulierten HUVEC im Zeitverlauf gleich.
In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dafl komplette Hemmung der
Rho/Rho-Kinase durch C3-Transferase und dem Rho-Kinase Inhibitor Y-2763
die MLC-Phosphatase-Aktivitit um das zweifache steigert [3].

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse iiber MLC-Phosphorylierung,
MLC-Phosphatase-Aktivitdit und  Aktinstreffaserbildung durch  Rho,
Rac und CDC42 konnten in der eigenen Arbeitsgruppe mittels ,, pull-
down“ Experimente mit der recombinanten Rho-bindenden Domine von

Rhotekin und der Rac/CDC42-bindenden Doméne von PAK auch biochemisch
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bestitigt werden [37].

Einige andere Studien an verschiedenen Zelltypen lassen vermuten, daf3 die
MLC-Phosphorylierung iiber ein Zusammenspiel zwischen Rho und Rac
reguliert wird. Rac, durch seine Effektor PAK (,P21-activated kinases®),
phosphoryliert und inaktiviert die MLC-Kinase, die mit der Rho-Kinase
induzierten MLC-Phosphatase-Hemmung interagiert [101].

Neueste Erkenntnisse haben gezeigt, dal CNF-Vorbehandlung von HUVEC
die Zellen vor der Thrombin- ausgelosten Endothelzellkontraktion und somit
vor der Thrombin- verursachten erh6hten Endothelpermeabilitéit schiitzt [123].
In dieser Studie wurden HUVEC léngere Zeit mit CNF stimuliert. Die dadurch
ausgeloste angestiegene MLC-Phosphatase-Aktivitat soll verantwortlich fiir
einen blockierenden Effekt nach Thrombin-Stimulation sein. Unverdffentlichte
Daten bestétigen, dafl ein Anstieg der MLC-Phosphatase-Aktivitdt durch
CNF, die Thrombin-Wirkung auf HUVEC verhindert. Die pathophysiologische
Rolle der CNF-induzierten MLC-Phosphorylierung ist noch unklar.

In neuesten Untersuchungen fiel eine unterschiedlich lange Aktivierung der
einzelnen GTPasen auf [30]. Rac scheint linger in Blasenkarzinomzellen 805G
von Ratten aktiviert zu sein, als CDC42 und Rho. Dieses Phinomen 143t
sich auf eine unterschiedlich schnelle Aufnahme der GTPasen in Proteasomen
zuriickfithren. Es kommt zu einer CNF-induzierten Degradierung iiber einen
Ubiquitin-Proteasomen Mechanismus. Dieser Effekt 14t sich durch den
Proteasomen-Proteasen-Inhibitor Lactacystin verhindern [30, 76]. Obwohl die
Degradierung von Rho oder Rac hier keine Rolle in den hier beschriebenen
Versuchen spielen wird, so ist es doch denkbar, dafi Rho GTPase Effektoren
oder Regulatoren genauso durch Proteasome degradiert werden, wenn sie
durch CNF aktiviert oder inhibiert werden. Weitere Versuche sollten sich
auch auf die Degradierung von Proteinen, ,,down-stream“von Rho GTPasen,

konzentrieren.
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CNF wirkt zunéchst als Rho-aktivierendes Toxin (MLC-Phosphorylierung),
spiater als Rho-inhibierendes Toxin (MLC-Phosphatasen-Aktivierung). Bei
der Infektion von Zellen mit Bakterien kann dieser Mechanismus zu einer
besseren Ausbreitung der Bakterien fiihren. Im Friihstadium konnte z.B. die
CNF-Infektion zu einer Steigerung der Endothelpermeabilitét fithren. Zellen
kontrahieren sich, 16sen sich von ihrer Matrix und provozieren Apoptose. Die
in der Spétphase ausgeloste Zellausbreitung kann dann eine Immunantwort
des Koérpers verschlechtern oder gar fiir langere Zeit verhindern.
Zusammenfassend [t sich auf Grund dieser Arbeit iiber CNF folgendes
sagen:

CNF reguliert die Endothelzellkontraktion nicht selektiv iiber einen
Rho-Signalweg, sondern wohl eher iiber ein komplexes Zusammenwirken
verschiedener GTPasen. Als mikrobiologisches Werkzeug zur weiteren
Untersuchung von GTPasen und ihren Interaktionen scheint sich CNF sehr

gut zu eignen.

CNF

N\

Rho A Rac CDC42

l Y-27632 *
/ \/MRCK
Rho-Kinase
l ?/  MLC-Phosphatase ]
> |
MLC-PT " | —

Abbildung 12: CNF-1 Signalwege
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8 Zusammenfassung

Bakterielle Toxine aktivieren spezifische Signalwege in humanen Zellen und
modulieren so deren Funktion und Morpholgie. Ein besseres Verstindnis
der Effekte von Toxinen auf humane Zellen konnte zur Aufklirung der
Pathogenese bakterieller Erkrankungen beitragen. In dieser Arbeit wurde der
Effekt des Exotoxins CNF-1 aus Escherichia coli auf die Morphologie humaner
Endothelzellen (HUVEC) und die beteiligten Signalwege untersucht. CNF-1
fithrt in HUVEC zeitabhéngig sowohl zur Bildung von Aktinfasern als auch
zur Ausbildung von ,,membrane ruffles“und Filopodien. Diese Aktinstrukturen
werden durch Aktivierung der GTPasen Rho, Rac und CDC42 induziert.
Rho fiihrt in Endothelzellen iiber Rho-Kinase zu einer Myosinleichtketten
(MLC)- Phosphorylierung und dadurch zur Hemmung von MLC-Phosphatase.
Stimulation der Endothelzellen mit CNF-1 fiihrt hingegen abhingig von
Rho und Rho-Kinase ohne Hemmung der MLC-Phosphataseaktivitit zu
einem Anstieg der MLC-Phosphorylierung und einer Zellkontraktion. Es
konnte gezeigt werden, dal zwar Rac und CDC42 in den ersten Stunden
durch CNF aktiviert werden, diese aber nicht fiir die MLC-Phosphorylierung
verantwortlich sind. 24h nach CNF-Stimulation zeigt sich immer noch eine
Aktivierung von RhoA | nicht aber von CDC42 und Rac. Trotzdem kommt es zu
einem Anstieg der MLC-Phosphatase und dadurch zu einem Abfall der MLC-
Phosphorylierung und Zellausbreitung. Diese Ergebnisse zeigen, dafl CNF
zu einer Entkopplung des Rho, Rho-Kinase, Myosinleichtketten-Phosphatase-
Signalweges fiihrt. Diese Entkopplung kdnnte eine Rolle bei der pathologischen

Wirkung des Toxins spielen.
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