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Abkürzungen 
 
HUVEC “human umbilical vein endothelial cells“ = venöse Endothelzel-

len aus menschlichen Nabelschnüren 

 
LDL “low density lipoprotein“ = Lipoprotein niedriger Dichte 
 
Mox-LDL milde oxidiertes LDL 
 
LPA “lysophosphatidic acid“ = Lysophosphatidsäure 
 
S1P Sphingosin-1-Phosphat 
 
MLC = MLK “myosin light chain“ = Myosin Leicht Kette 
 
MLCK = MLKK “myosin light chain kinase“ = Myosin Leicht Ketten Kinase 
 
MLC-Pase = MLK-Pase “myosin light chain phosphatase“ = Myosin Leicht Ketten 

Phosphatase 

 
EDG “endothelial differentiation gene“ 
 
Rho-GTP GTP-gebundenes Rho 
 
Rho-GDP GDP-gebundenes Rho 
 
MAPK “mitogen activated protein kinase“ = Mitogen-aktivierte Prote-

inkinase 

 
MEK = MAPKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 
 
MEKK MEK Kinase 
 
ERK durch extrazelluläre Signale regulierte Kinase 
 
SRF Serum responsibler Faktor 
 
PAK p21 aktivierte Kinase 
 
JNK c-Jun N-terminale Kinase 
 
SAPK streßaktivierte Proteinkinase 
 
PDGF “platelet derived growth factor“ = Wachstumsfaktor aus Throm-

bozyten 

 
EGF “epidermal growth factor“ = epidermaler Wachstumsfaktor 



 

Inhaltsverzeichnis 
 
1. Einleitung-Stand der Forschung       1 
 
1.1. Die “response to injury“-Hypothese der Arteriosklerose- 

Entstehung          1 

 
1.2. Endothelfunktion und Dysfunktion      3 
 
1.2.1. Regulation der Permeabilität       3 
 
1.2.2. Regulation der Leukozyten-Adhäsion und –Transmigration   5 
 
1.2.3. Regulation der Hämostase       6 
 
1.2.4. Regulation der Kontraktilität der glatten Gefäßmuskulatur  

und der Thrombozytenaktivierung      6 

 
1.3. Thrombozyten und Arteriosklerose      7 
 
1.4. Milde oxidiertes LDL (mox-LDL)      8 
 
1.5. Die Lysophospholipide Lysophosphatidsäure (LPA) und  

Sphingosin-1-Phosphat (S1P)       11 

 
1.5.1. Bildung und Abbau von LPA und S1P      12 
 
1.5.2. Zelluläre Wirkungen der Lysophospholipide     13 
 
1.5.2.1. Regulation der Zellmorphologie 

1.5.2.2. Regulation des Zellwachstums 

 
1.5.3. Lysophospholipid-Rezeptoren       15 
 
1.5.4. Durch Lysophospholipide aktivierte Signalwege    16 
 
1.5.5. Pathophysiologische Bedeutung von LPA und S1P    18 
 
1.5.5.1. Angiogenese und Vaskulogenese/Organentwicklung 

1.5.5.2. Thrombozytenaktivierung 

1.5.5.3. Entzündungsreaktionen 

1.5.5.4. Wundheilung 

1.5.5.5. Tumorausbreitung 

1.5.5.6. Hirnschrankenpermeabilität 



 

 
1.6. Die Rho-Familie der kleinen GTPasen      21 
 
1.6.1. Rho und seine Funktionen       21 
 
1.6.1.1. Permeabilität 

1.6.1.2. Motilität und und Migration 

1.6.1.3. Apoptose 

1.6.1.4. Aktinzytoskelett 

1.6.1.5. Gentranskription, Proliferation und Zellzyklus 

1.6.1.6. Thrombozytenaktivierung 

 
1.6.2. Rac und seine Funktionen        26 
 
1.6.2.1. Aktinzytoskelett 

1.6.2.2. Motilität und Migration 

1.6.2.3. Neurogenese und Myogenese 

1.6.2.4. Regulation der NADPH Oxidase 

1.6.2.5. Gentranskription 

 
1.6.3. Regulation der GTPase-Aktivität der Rho GTPasen    29 
 
1.6.4. Aktivierung der Rho GTPasen       30 
 
1.6.5. Effektorproteine der Rho GTPasen      33 
 
1.6.6. Strategien zur Rho- und Rho-Kinase-Hemmung    35 
 
1.6.6.1. Rho-Hemmung durch C3-Transferase aus Clostridium botulinum 

1.6.6.2. Rho-Kinase-Hemmung durch Y-27632 

 
2. Zielsetzung und Fragestellung       37 
 
3. Material          40 
 
3.1. Substanzen allgemein        40 
 
3.2. Spezielle Substanzen, Verbrauchsmittel und Geräte für:   40 
 
3.2.1. Endothelzellkultur         40 
 
3.2.2. Isolierung menschlicher Thrombozyten und Messung  

des “shape change“         40 
 
3.2.3. Immunfluoreszenz         40 



 

 
3.2.4. Mikroinjektion         41 
 
3.2.5. Myosin Leicht Ketten-Phosphorylierung     41 
 
3.2.6. Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten     43 
 
3.2.7. Präparation myosinreicher Endothelzellfraktionen    43 
 
3.2.8. Messung der Myosin Phosphatase-Aktivität     44 
 
3.2.9. Messung der zytosolischen Ca2+-Konzentration    44 
 
3.2.10. Messung der endothelialen Permeabilität     44 
 
3.2.11. Messung der Rac-Aktivität (Rac “pulldown assay“)     44 
 
4. Methoden          45 
 
4.1. Präparation von milde oxidiertem LDL      45 
 
4.2. Endothelzellkultur         45 
 
4.3. Isolierung menschlicher Thrombozyten und Messung  

des “shape change“         45 

 
4.4. Immunfluoreszenz         46 
 
4.5. Mikroinjektion         46 
 
4.6. Myosin Leicht Ketten-Phosphorylierung     46 
 
4.6.1. Probengewinnung 
 
4.6.2. SDS-PAGE 
 
4.6.3. Westernblot 
 
4.7. Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten     48 
 
4.8. Präparation myosinreicher Endothelzellfraktionen    48 
 
4.9. Messung der Myosin Phosphatase-Aktivität     48 
 
4.10. Messung der zytosolischen Ca2+-Konzentration    49 
 
4.11. Messung der endothelialten Permeabilität anhand des 

Meerrettichperoxidase-Assays       49 
 
4.12. Messung der Rac-Aktivität (Rac “pulldown assay“)     49 



 

 
5. Ergebnisse          51 
 
5.1. Ergebnisauswertung der Experimente mit Endothelzellen   51 
 
5.1.1. Erhöhung der endothelialen Permeabilität über einen  

Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus durch mox-LDL   51 

 
5.1.2. Vergleich der morphologischen Veränderungen nach  

Stimulation mit mox-LDL, LPA und S1P im Zeitverlauf   53 

 
5.1.3. Endothelzellkontraktion und Aktinstreßfaserbildung sind  

Rho/Rho-Kinase abhängig, die Bildung der “membrane ruffles“  

ist Rho/Rho-Kinase unabhängig       55 

5.1.4. Bildung der durch S1P induzierten “membrane ruffles“  

durch Aktivierung von Rac       58 

 
5.1.4.1. Mikroinjektion von dominant negativem N17Rac hemmt  

die durch S1P induzierte Bildung der “membrane ruffles“  

 
5.1.4.2. Durch S1P aktiviertes Rac transloziert nach 1-2minütiger  

Stimulation aus dem Zytosol an die peripheren Membranen 

 
5.1.4.3. Erhöhung der Rac-Aktivität im Rac pulldown assay nach  

1-2minütiger Stimulation mit S1P 

 
5.1.5. “Downregulation“ der MLC -Phosphatase zu unterschiedlichen  

Zeitpunkten durch mox-LDL, LPA und S1P     62 

 
5.1.6. Steigerung der MLC-Phosphorylierung über einen  

Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus zu unterschiedlichen  

Zeitpunkten durch mox-LDL, LPA und S1P     64 

 
5.1.7. Einbau der phosphorylierten Myosin Leicht Kette in  

Aktinstreßfasern durch mox-LDL      67 

 
5.2. Ergebnisauswertung der Experimente mit Thrombozyten   69 
 
5.2.1. Mox-LDL und LPA induzieren über einen Rho-Kinase  

abhängigen Mechanismus den “shape change“ der Thrombozyten   69 



 

 
5.2.2. Steigerung der MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten über  

Aktivierung von Rho/Rho-Kinase durch mox-LDL und LPA   71 

 
5.2.3. Steigerung der Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten über  

Aktivierung von Rho/Rho-Kinase durch mox-LDL und LPA   75 

 
5.2.4. Keine Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration in  

Thrombozyten durch mox-LDL oder LPA     80 

 
6. Diskussion          82 
 
7. Zusammenfassung         91 
 
8. Literatur          92 



 

 1 

1. Einleitung-Stand der Forschung 
 
1.1. Die “response to injury“ -Hypothese der Arteriosklerose-Entstehung 
 
Erkrankungen von Herz und Kreislauf sind die häufigste Todesursache in den Industrienatio-

nen der westlichen Welt. Allein 50% aller Todesfälle in den USA, Europa und Japan lassen 

sich auf Arteriosklerose zurückführen. 

 
Unter Arteriosklerose versteht man eine Erkrankung der Intima der Arterienwand, die vor 

allem die Koronararterien und die Arterien des Gehirns sowie die Bauchaorta mit den Nieren-

arterien und den Gefäßen der unteren Extremitäten betrifft. Im Rahmen eines entzündlich-

proliferativen Prozesses entwickelt sich eine Verhärtung (griech. skleros hart) und Verdi-

ckung der Arterienwand. Es resultiert eine Lichtungseinengung, wodurch der Blutfluß an der 

entsprechenden Stelle behindert wird. Kommt es zum Verschluß des Gefäßes, können gefähr-

liche Ereignisse wie Herzinfarkt, Schlaganfall oder Gangrän der unteren Extremität die Folge 

sein. 

 
Die Bezeichnung Atheroklerose wird ebenfalls verwendet, insbesondere wenn „atherom-

artige“ Fettablagerungen vorliegen.  

 

Nach der WHO-Definition von 1958 ist die Arterioklerose eine variable Kombination von 

Veränderungen der Intima der Arterien, bestehend aus einer fokalen Anhäufung von Lipiden, 

komplexen Kohlenhydraten, Blut- und Blutbestandteilen, fibrösem Gewebe und Kalziumab-

lagerungen, kombiniert mit Mediaveränderungen. 

 

Die Ätiologie der Ateriosklerose ist unklar, eigentlich kennt man nur Risikofaktoren, keine 

wirklichen Kausalfaktoren (Vgl. Tab. 1). 
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Tab. 1: Risikofaktoren der Arteriosklerose (nach der Framingham-Studie) 
 
 
Die Theorie, die die Ätiologie der Arteriosklerose momentan am ehesten kausal beschreibt, ist 

die “response to injury“ -Hypothese nach Ross (Ross, 1999). Demnach ist das entscheidende 

Ereignis, das zur Entstehung der Arteriosklerose führt, der Verlust der Integrität des Endo-

thels im Sinne einer Endothel-Dysfunktion. Diese Endothelschädigung, die bevorzugt an und 

gegenüber von Gefäßabzweigungen, wo sowohl turbulente Strömungen als auch eine Stase 

des Blutstroms vorhanden sind, auftritt, wird vor allem durch Toxine, Chlamydien, oxidiertes 

LDL und freie Radikale verursacht.  

 

Chlamydien, die zu den intrazellulär lebenden Mikroorganismen gehören, können sowohl 

Immunzellen, wie T-Zellen, Monozyten und Makrophagen, als auch Nicht-Immunzellen, wie 

Endothelzellen und glatte Muskelzellen infizieren. Die Infektion der Endothelzellen führt in 

den Endothelzellen zur Expression von Zytokinen, Adhäsionsmolekülen und Chemokinen. 

Das Zusammenspiel dieser inflammatorischen Mediatoren wiederum bewirkt eine chronische 

Entzündungsreaktion, welche sich auch in einer Endothel-Dysfunktion ausdrückt (Summers-

gill et al., 2000, Mahony und Coombes, 2001). 

 

Bei der Hyperlipoproteinämie führt der erhöhte Plasmaspiegel an “ Low Density Lipoprotei-

nen“ (LDL) zur vermehrten Ablagerung von LDL im subendothelialen Raum (Goldstein und 

Brown, 1977; Steinberg, 1983). Dabei wird ein Teil durch Sauerstoffradikale, die von akti-

vierten Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen und glatten Muskelzellen freigesetzt wer-

den, oxidiert (Cathcart et al., 1985; Hiramatsu et al., 1987; Morel et al., 1984; Parthasarathy et 

al., 1986). Oxidiertes LDL induziert eine endotheliale Dysfunktion, indem es chemotaktisch 

 Unbeeinflußbare Risikofaktoren:
 Familiäre Disposition
 Lebensalter
 Männliches Geschlecht

 Beeinflußbare Risikofaktoren:
 1. Ordnung:  2. Ordnung:
 Fettstoffwechselstörungen:  Adipositas
 erhöhtes LDL oder erniedrigtes HDL  Bewegungsmangel
 Hyperfibrinogenämie  Emotioneller Streß und sog. Typ A-
 Nikotinabusus  Persönlichkeitsstruktur
 arterielle Hypertonie
 Diabetes mellitus



 

 3 

auf zirkulierende Monozyten wirkt, ihre Adhärenz ans Endothel und ihre Penetration in den 

subendothelialen Raum, fördert. Außerdem soll oxidiertes LDL die Permeabilität des Endo-

thels für Proteine einschließlich LDL erhöhen, wodurch wiederum die Integrität des Endo-

thels gestört wird. Über welchen Mechanismus oxidiertes LDL zur endothelialen Dysfunktion 

führt war und ist Gegenstand der Forschung und soll in dieser Arbeit unter anderem näher 

beleuchtet werden. 

 
Um die Entstehung der Arteriosklerose - ausgehend von der endothelialen Dysfunktion - bes-

ser zu verstehen, werden im Folgenden die Eigenschaften und Funktionen des Endothels be-

schrieben. 

 
1.2. Endothelfunktion und Dysfunktion  
 
Das Endothel kleidet als einlagige Zellschicht das Lumen der Gefäße aus. Es bildet eine phy-

sikalische Grenze zwischen Blut und umgebendem Gewebe und reguliert den Stoffaustausch 

zwischen beiden Kompartimenten. Die Endothelzellen wachsen als Monolayer und weisen 

eine geringe Zellumsatzrate auf. Die gesamte Endothelfläche im Erwachsenen umfaßt unge-

fähr 1-7m2, besteht aus circa 1-6 × 1013 Endothelzellen und wiegt etwa 1kg. 

 

Das Endothel hat viele physiologische Funktionen (Cines et al., 1998; Toborek und Kaiser, 

1999). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der  

• Permeabilität, 

• Leukozyten-Adhäsion und -Transmigration, 

• Hämostase und 

• Kontraktilität der glatten Gefäßmuskulatur und Thrombozytenaktivierung. 

 
1.2.1. Regulation der Permeabilität 
 
Als Permeabilitätsbarriere zwischen Blut und umgebendem Gewebe reguliert das Endothel 

den Austausch und aktiven Transport von Nährstoffen, Flüssigkeiten, Hormonen, Makromo-

lekülen und Leukozyten zwischen beiden Kompartimenten (Stevens et al., 2000). Makromo-

leküle können das Endothel auf dreierlei Art passieren: parazellulär, zwischen den Zellen 

durch die Zwischen-Zell-Verbindungen oder durch Poren der Endothelzellen oder transzellu-

lär über spezifische Rezeptoren (van Hinsbergh, 1997). Bei gestörter Barrierefunktion treten 

vermehrt Makromoleküle aus dem Blut durchs Endothel ins umgebende Gewebe. Die Perme-

abilität wird unter anderem durch vasoaktive Substanzen wie Thrombin (Essler et al., 1998) 
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oder Histamin erhöht (van Nieuw Amerongen et al., 1998). Nach V. W. M. van Hinsbergh 

führen Disintegration von Zwischen-Zell-Verbindungen (“tight junctions“, “adherens junct i-

ons“) und Kontraktion von End othelzellen, die mit dem Auftreten interzellulärer Lücken ein-

hergeht, zur Permeabilitätserhöhung (van Hinsbergh, 1997). Der Mechanismus der Endothel-

zellkontraktion ist, wie in Abb. 1 dargestellt, mit dem in glatten Muskelzellen vergleichbar. 

Thrombin oder andere Stimuli führen zur vermehrten Phosphorylierung der Myosin Leicht 

Kette (MLK). Die dadurch bedingte Konformationsänderung der MLK bewirkt eine verstärk-

te Interaktion der MLK mit F-Aktinfilamenten, das Ineinandergleiten von Myosin- und Aktin-

filamenten löst die Kontraktion aus. Zur vermehrten MLK-Phosphorylierung kommt es durch 

Aktivierung der Ca2+-abhängigen Myosin Leicht Ketten Kinase (MLKK), Aktivierung der 

Rho-Kinase oder Inaktivierung der MLK-Phosphatase. Die Inaktivierung der MLK-

Phosphatase erfolgt über Aktivierung von Rho und Rho-Kinase, die die MLK-Phosphatase 

durch Phosphorylierung inaktiviert.  
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Abb.1: Mechanismus der Endothelzellkontraktion. 

Rho-GTP, GTP-gebundenes Rho; MLK=MLC, Myosin Leicht Kette = “M yosin Light 

Chain“; MLK -Pase = MLC-Pase, MLK-Phosphatase = “Myosin Light Chain Phosphatase“; 

Ca++-Cam-MLKK, Calcium-Calmodulin-Myosin Leicht Ketten Kinase 

 
 
1.2.2. Regulation der Leukozyten-Adhäsion und -Transmigration 
 
Es ist schon länger bekannt, daß bestimmte Leukozyten aus dem Blut an den Ort einer Ent-

zündung wandern. Dabei werden sie durch spezielle körpereigene und bakterielle Stoffe ange-

lockt (Chemotaxis). Sie wandern in Richtung ansteigender Konzentrationen des chemotakti-

schen Stoffes, d. h. zum Infektions- oder Entzündungsort. Chemotaktisch wirksam sind u.a. 

einige Interleukine, Komplementfaktoren, Eikosanoide und der Plättchen-aktivierende Faktor 

(PAF). Um in das entzündete Gewebe zu gelangen, müssen die Leukozyten die Endothelbar-

riere passieren (Leukodiapedese). Die Leukodiapedese umfaßt das Rollen der Leukozyten auf 

dem Endothel, die Leukozyten-Adhäsion und Transmigration. Das Rollen der Leukozyten auf 

den Endothelzellen wird durch induzierbare Zelladhäsionsmoleküle, die auf Leukozyten und 

Stim ulu s, z .B . T h rom b in

E Z -K o n tra k tio n

E n d o th e lp e rm e a b ilitä t

R h o-K inase

F -A k tin

C a - C a m -M L K K++

in a k t iv
M L K -P a se- P

a k tiv
M L K -P a se

M L K -
ak tiv

P

M L K
in ak tiv

R h o -G T P



 

 6 

Endothelzellen exprimiert werden, vermittelt. Dazu gehören vor allem E (Endothel), P (Plätt-

chen) und L (Leukozyten)-Selektine (Ley, 1996). Nach Aktivierung leukozytärer Integrine 

(beta 2 Integrine) durch Chemokine kommt es zur Interaktion zwischen den beta 2 Integrinen 

und endothelialen Liganden wie Interzellulären Adhäsionsmolekülen (ICAM). Dies führt zur 

Leukozytenadhäsion (Albelda et al., 1994). Danach erfolgt über beta 1 und beta 2 Integrine 

und über Plättchen-Endothelzell-Adhäsionsmoleküle (PECAM) die Transmigration (Weber et 

al., 1996, Weber et al., 1997). 

 
1.2.3. Regulation der Hämostase 
 
Eine weitere wichtige Rolle spielt das Endothel bei der Regulation der Hämostase (Becker et 

al., 2000). Ruhige Endothelzellen bilden eine antithrombotische Oberfläche, sie bilden und 

sezernieren fibrinolytische Faktoren wie zum Beispiel Gewebsplasminogen-Aktivator (t-PA). 

Weiterhin verhindern sie die Thrombozyten-Adhäsion und Aktivierung durch Bildung von 

Adenosin, NO und PGI2. Sie hemmen außerdem die Thrombinwirkung durch Aktivierung 

von Antithrombin III und Aktivierung von Protein C via Thrombomodulin. Um diese kom-

plexen Aufgaben wahrnehmen zu können, müssen Endothelzellen auf eine Vielzahl von en-

dokrinen und parakrinen Reizen reagieren. Über spezifische Endothelzell-Rezeptoren wird die 

jeweilige Reaktion gesteuert. 

 

Ist eine oder sind mehrere dieser Funktionen gestört, spricht man von einer Endothel-Dys-

funktion. Sie tritt auf, wenn Endothelzellen durch bestimmte Substanzen aktiviert werden und 

sich daraufhin in ihrer Morphologie verändern. (Ruhige Endothelzellen werden von einem 

peripheren Ring aus Aktinfilamenten umgeben, im Zellkörper sind kaum Aktinstrukturen 

vorhanden. Bei Aktivierung der Zellen treten vermehrt Aktinstrukturen sogenannte Streßfa-

sern im Zellinneren auf.) Die morphologische Veränderung drückt sich immer auch funktio-

nell aus. So können beispielsweise nur ruhige, nicht aktivierte Endothelzellen eine antithrom-

botische Oberfläche bilden, die die Thrombusbildung verhindert. 

 
1.2.4. Regulation der Kontraktilität der glatten Gefäßmuskulatur und der Thrombo-

zytenaktivierung 

 
Das intakte Endothel synthetisiert Substanzen (Pearson, 2000), die die Kontraktilität der Ge-

fäßmuskulatur und das Verhalten der Thrombozyten beeinflussen. Dazu gehören Endothelin 

(ET) und Plättchen-aktivierender Faktor (PAF), die man zu den Vasokonstriktoren rechnet, 

ferner “endothelium -derived relaxing factor“ (EDRF), der kürzlich als NO identifiziert wurde 
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(Palmer et al., 1987), und Prostacyclin (PGI2). NO hemmt die Adhäsion und Aggregation der 

Thrombozyten. Darüber hinaus reguliert NO den Gefäßtonus. Kürzlich wurde gezeigt, daß 

NO Mikrogefäße des Hamsters direkt, das heißt Ca2+-unabhängig, erweitert, während EDHF 

(“endothelium -dependent hyperpolarizing factor“) über eine Absenkung der intrazell ulären 

Ca2+-Konzentration zur Vasodilatation führt (Bolz et al., 1999). Prostacyclin bewirkt ebenfalls 

eine Vasodilatation und ist ferner der stärkste bekannte Thrombozyten-Aggregationshemmer. 

Es ist fraglich, ob eine Störung der genannten Regulationsmechanismen im Sinne einer endo-

thelialen Dysfunktion ausreicht, um die Interaktion von Thrombozyten mit Zellen der Gefäß-

wand zu triggern (Ross, 1986). Gesichert ist dies jedoch für endotheliale Läsionen, die mit 

dem Verlust des Endothels und der Exposition subendothelialer Strukturen einhergehen. Wie 

die Thrombozyten in diesem Fall zur Entwicklung der Arteriosklerose beitragen, wird im 

Folgenden beschrieben. 

 
1.3. Thrombozyten und Arteriosklerose 
 
Wenn Thrombozyten durch physiologische Agonisten wie zum Beispiel Thrombin, Throm-

boxan-Analoga, ADP oder Kollagen aktiviert werden, tritt als erste Reaktion eine Formverän-

derung der Plättchen ein, der sogenannte “shape change“. Diese Formveränderung beinhaltet 

die Abrundung und Kontraktion der Zellen, Faltung der Oberflächenmembran und Bildung 

von Pseudopodien. Sie geht der Aggregation und Sekretion voraus. Für den “shape cha n-

ge“von entscheidender Bedeutung ist die MLK -Phosphorylierung (Daniel et al., 1984). Die 

phosphorylierte MLK interagiert mit Aktinfilamenten und führt so zu Aktinzytoskelett-

veränderungen wie der Kontraktion. Von unserer Gruppe wurde kürzlich gezeigt, daß die 

MLK-Phosphorylierung und damit der “shape change“ sowohl über einen Ca 2+-unabhängigen 

als auch über einen Ca2+-abhängigen Signalweg ausgelöst werden kann (Bauer et al., 1999). 

So bewirken niedrig dosiertes Thrombin oder Thromboxan-Analoga über Stimulation G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren und Aktivierung von Rho-Kinase Ca2+-unabhängig die MLK-

Phosphorylierung und damit den “shape change“. ADP und e in dem Kollagen ähnliches Pep-

tid dagegen führen über Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration und Aktivierung der 

MLK-Kinase zur MLK-Phosphorylierung und somit zum “shape change“. Normalerweise 

folgt dem “shape change“ die Plättchenaggregation. Sie wird durch die Bindung von Fibrino-

gen an Fibrinogenrezeptoren in Anwesenheit von extrazellulären divalenten Kationen (Ca2+ 

oder Mg2+) vermittelt. Man unterscheidet zwei Typen der Aggregation in vitro: primäre und 

sekundäre Aggregation. Bei der primären Aggregation kommt es nicht zur Freisetzung von 

Plättchen-Mediatoren. Sie ist daher reversibel. Die sekundäre Aggregation führt zur Sekretion 
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von Arachidonsäure und ADP, welche durch positiven Feedback-Mechanismus die Aggrega-

tion wiederum verstärken. Die sekundäre Aggregation ist daher irreversibel (Siess, 1989). 

 
Thrombozyten wirken proarteriosklerotisch, indem sie mit Monozyten/Makrophagen inter-

agieren und die Cholesterin-Aufnahme in monozytäre Zellen stimulieren. Dadurch fördern sie 

die Schaumzell-Bildung (Curtiss et al., 1987). Außerdem enthalten Thrombozyten in ihren α-

Granula zahlreiche Mitogene, die sie im Rahmen der Aktivierung sezernieren können. Die 

wichtigsten sind PDGF (“platelet -derived growth factor“), der die Proliferation und Migration 

von glatten Muskelzellen in die Intima stimuliert (Ross, 1989) und PD-ECGF (“platelet -

derived endothelial cell growth factor“). Letzterer fördert Wachstum und Chemotaxis von 

Endothelzellen in vitro und zeigt angiogene Aktivität in vivo (Usuki et al., 1989). Neben der 

möglichen Beteiligung der Thrombozyten an der Ausbildung der frühen arteriosklerotischen 

Läsion kommt ihnen eine Schlüsselrolle im Spätstadium der Arteriosklerose zu. Wenn näm-

lich das Endothel über einer arteriosklerotischen Plaque durch Ulzeration, Plaqueruptur oder 

subintimale Blutung einreißt, werden Thrombozyten unmittelbar durch die freiliegenden sub-

endothelialen Strukturen aktiviert (Siess, 1990). Dabei kommt es zur Bildung eines Throm-

bus. Dieser kann durch Anlagerung weiterer Thrombozyten sowie Erythrozyten an Größe 

zunehmen und dadurch zu einer hämodynamisch wirksamen Stenose oder zum vollständigen 

Verschluß des Gefäßes führen. Gefährliche Ereignisse wie Herzinfarkt oder Schlaganfall kön-

nen die Folge sein. Die Entwicklung einer Thrombose auf dem Boden vorbestehender arterio- 

sklerotischer Wandveränderungen der Gefäße ist damit das entscheidende Ereignis, das zur 

klinischen Manifestation der Arteriosklerose führt. 

 
1.4. Milde oxidiertes LDL (mox-LDL) 
 
Wie schon erwähnt, soll in dieser Arbeit unter anderem auf die Entstehung der endothelialen 

Dysfunktion durch milde oxidiertes LDL eingegangen werden.  

 

Mox-LDL ist ein modifiziertes Lipoprotein. Lipoproteine sind hochmolekulare wasserlösliche 

Komplexe, die nach ihrer unterschiedlichen Dichte eingeteilt werden. Man unterscheidet “v e-

ry low“ (VLDL), “intermediate“ (IDL), “low“ (LDL) und “high (HDL) density lipoprotein“. 

LDL entsteht aus VLDL und besteht zu 75% aus Lipiden und zu 25% aus Protein (Apoprotein 

B100). Um einen Kern aus Triglyzeriden und Cholesterinestern liegt ein “Monolayer“ aus 

Phospholipiden. Darin sind freies Cholesterin und das in der Leber synthetisierte Apoprotein 

B100 eingebettet (Luley und Klör, 1993). Die im LDL-Partikel enthaltenen mehrfach ungesät-

tigten Fettsäuren sind durch zahlreiche natürlich vorkommende, lipophile Antioxidantien, wie 
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zum Beispiel Tocopherol und Carotin geschützt (Esterbauer et al., 1989). LDL dient dem 

Transport von Cholesterin von der Leber zu den peripheren Zellen. Etwa 70% des Serum-

Gesamtcholesterins ist auf LDL verteilt. 

 
Extrazelluläres nicht modifiziertes natives LDL wird durch LDL-Rezeptor-vermittelte Bin-

dung des Apo B100 endozytotisch in Monozyten-Makrophagen aufgenommen. Anschließend 

wird durch intrazelluläre lysosomale Hydrolyse der LDL-Partikel Cholesterin freigesetzt. Die 

Synthese der LDL-Rezeptoren wird durch intrazelluläres Cholesterin in Form eines Rück-

kopplungsmechanismus über das auf dem LDL-Rezeptor-Gen befindliche “sterol regulatory 

element-1“ (SRE -1) eng reguliert. Ein Mangel intrazellulären Cholesterins stimuliert vermit-

tels SRE-1 die Transkription des LDL-Rezeptors, eine Akkumulation intrazellulären Choles-

terins dagegen hemmt die Transkription des LDL-Rezeptors (Goldstein und Brown, 1990). 

 

Anders verhält sich die Aufnahme von modifiziertem LDL in Monozyten-Makrophagen. LDL 

kann beispielsweise durch Oxidation oder Acetylierung modifiziert werden. Oxidiertes LDL 

wird in vivo gebildet und ist an der Atherogenese beteiligt (Steinberg et al., 1989). Acetylier-

tes LDL wird ausschließlich in vitro erzeugt. Die Oxidation von LDL erfolgt in vivo durch die 

Vermittlung von Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Monozyten, Makrophagen und Lym-

phozyten (Cathcart et al., 1985, Leake und Rankin, 1990, Morel et al., 1984) und wird durch 

Oxygenasen oder durch freie Radikale, wie Hypochlorit, Superoxidradikale oder Hydroxylra-

dikale eingeleitet (Witztum, 1994). Dabei erfolgt eine Peroxidation der mehrfach ungesättig-

ten Fettsäuren des LDL-Partikels (Steinbrecher et al., 1984) und eine Abdeckung der ε-

Aminogruppen des Apoproteins B100. An den freien ε-Aminogruppen des Apo B100 bilden 

sich daraufhin Konjugate mit Folgeprodukten des oxidativen Zerfalls der Fettsäuren, insbe-

sondere mit Aldehyden. Diese Konjugate erhöhen die negative Ladung des oxLDL-Partikels. 

Auch bei der Acetylierung von LDL erhöht sich die negative Ladung des acLDL-Partikels, 

indem die ε-Aminogruppen des Apoproteins B100 acetyliert werden. Die erhöhte Elektrone-

gativität des modifizierten LDL-Partikels verhindert die Bindung an den LDL-Rezeptor, er-

höht jedoch seine Affinität für sogenannte “Scavenger -Rezeptoren“ („Straßenfeger“ - oder 

„Müllschlucker“ -Rezeptoren), deren Klonierung vor einiger Zeit gelungen ist (Rohrer et al., 

1990). Über diese “Scavenger -Rezeptoren“ werden oxLDL (“Scavenger -Rezeptoren“ Klasse  

A und CD36) und acLDL (nur “Scavenger -Rezeptoren“ Klasse A) in Monozyten -

Makrophagen aufgenommen. Da die Aufnahme von modifiziertem LDL über “Scavenger -

Rezeptoren“ im Gegensatz zu nativem LDL nicht durch einen negativen Feedback -
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Mechanismus reguliert wird, kommt es zur Akkumulation der Lipide in den Makrophagen 

und damit zur vermehrten Bildung sogenannter Schaumzellen in der Gefäßwand. Gemeinsam 

mit T-Lymphozyten führen sie zur Ausbildung des sogenannten Fettstreifens (“fatty streak“), 

der frühesten morphologisch faßbaren Läsion der Arteriosklerose. Bei weiterem Fortschreiten 

der Läsion entsteht durch den Zerfall von Schaumzellen eine zentrale lipidhaltige Nekrose, 

die von vitalen Schaumzellen und einer Kollagenfaserschicht umgeben wird und eine Lumen-

verengung bewirkt. Die Kollagenfaserschicht kann im weiteren Verlauf durch proteolytische 

Enzyme (Metalloproteinasen) aktivierter Makrophagen aufgelöst werden, so daß Plaqueruptur 

und Thrombusbildung resultieren. Je nach Thrombuslokalisation können Herzinfarkt oder 

Schlaganfall die Folge sein.  

 
In der vorliegenden Arbeit wurde milde oxidiertes LDL verwendet, da es dem physiologisch 

vorkommenden oxidierten LDL wahrscheinlich am ähnlichsten ist. Einige Effekte des oxi-

dierten LDL sind schon seit längerer Zeit bekannt (Vgl. Tab. 2). 

 
 

 
Tab. 2: Effekte von oxidiertem LDL auf Monozyten, Endothelzellen und Thrombozyten 
 
 
Im Gegensatz zum voll oxidierten LDL, welches zytotoxisch auf Endothelzellen wirkt (Quinn 

et al., 1985) hat milde oxidiertes LDL in vitro einen aktivierenden Effekt auf Endothelzellen 

(Witzum, 1993), der sich in einer morphologischen Veränderung (Aktinstreßfaserbildung und 

Endothelzellkontraktion) ausdrückt. Die Aktivierung von Thrombozyten durch mox-LDL 

führt zum “shape change“ oder sogar zur Aggregati on (Ardlie et al., 1989, Weidtmann et al., 

1995). Über welche Signalwege mox-LDL zur Aktivierung von Endothelzellen bzw. Throm-

               Monozyten              Endothelzellen              Thrombozyten

     oxi- Förderung der Invasion von Blut- Zytotoxizität von oxLDL schädigt Keine Thrombozytenaktivierung 
  diertes monozyten in die Gefäßwand das Endothel durch oxLDL
    LDL

Hemmung der Motilität residen- Aktivierung des Endothels durch Gestaltwandel und Aggregation
ter Makrophagen und Verhin- mox-LDL: Aktinstreßfaserbildung durch mox-LDL
derung ihres Rückstroms ins und Endothelzellkontraktion
Gefäßlumen

Verstärkte Aufnahme von oxi-
diertem LDL durch Makropha-
gen via Scavenger-Rezeptoren
und damit Bildung von Schaum-
zellen
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bozyten führt war bisher nur unzureichend bekannt, und soll in dieser Arbeit näher beleuchtet 

werden.  

 
Kürzlich wurde von unserer Gruppe gezeigt, daß bei der milden Oxidation von LDL LPA 

(Lysophosphatidsäure) gebildet wird und daß mox-LDL über den Lysophosphatidsäure 

(LPA)-Rezeptor zur Endothelzellaktivierung führt (Siess et al., 1999). LPA, ein Ly-

sophospholipid ist strukturell eng verwandt mit Sphingosin-1-Phosphat (S1P), das auch zur 

Gruppe der Lysophospholipide gehört. Ihre Verwandtschaft spiegelt sich auch in der  Aktivie-

rung ähnlicher oder sogar gleicher Membranrezeptoren wieder. Da in dieser Arbeit das ge-

websspezifische “Signal ing“ dieser Phospholipide in HUVEC beleuchtet werden soll, wird im 

Folgenden auf LPA und S1P näher eingegangen. 

 

1.5. Die Lysophospholipide (LPL) Lysophosphatidsäure (LPA) und Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) 

 
 

 
 
Abb. 2: Strukturformeln für LPA und S1P 
 
 
Lysophosphatidsäure (LPA) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) sind Lysophospholipid-

Mediatoren, die in Albumin-gebundener Form in einer Konzentration von bis zu 10µM (LPA) 

bzw. 0.5µM (S1P) im menschlichen Serum zu finden sind. Sie werden von aktivierten 

Thrombozyten, Leukozyten oder anderen Zellen gebildet und freigesetzt. 
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1.5.1. Bildung und Abbau von LPA und S1P 
 
Ihre Bildung erfolgt, wie in Abb. 3 dargestellt, entweder durch de novo Biosynthese oder 

durch Agonist-induzierte Freisetzung aus Membranlipiden (Goetzl und An, 1998). Der letzt-

genannte Weg, bei dem LPA und S1P durch enzymatische Spaltung aus Glycerophospholipi-

den und Sphingomyelin der Membran mobilisiert werden, ist von größerer Bedeutung. Bei 

Entzündungsreaktionen wird LPA im Plasma durch sekretorische Phospholipase A2 auf 

Membranvesikeln gebildet (Fourcade et al., 1995), bei Infektionen insbesondere mit Chlamy-

dia pneumoniae kann LPA durch die bakterielle Phospholipase D gebildet werden (Van 

Dimmer et al., 1998). Darüber hinaus gibt es Hinweise, daß LPA von Tumorzellen gebildet 

wird. LPA wurde nämlich in der Ascitesflüssigkeit von Patientinnen mit Peritonealkarzinose 

bei Ovarialkarzinom nachgewiesen (Xu et al., 1998). Schließlich wurde von unserer Gruppe 

kürzlich ein weiterer Bildungsweg für LPA entdeckt. So wurde gezeigt, daß bei der milden 

Oxidation von LDL LPA gebildet wird und daß die biologische Aktivität von mox-LDL vor 

allem durch LPA vermittelt wird (Siess et al., 1999). 

Der Abbau von LPA zu inaktiven Lipiden erfolgt durch Phosphohydrolasen oder Ly-

sophospholipasen. Außerdem kann LPA durch eine LPA-Acyltransferase zu Phosphatidsäure 

(PA) metabolisiert werden. S1P wird durch eine S1P-Lyase zu Ethanolaminphosphat und 

Trans-2-Hexadecanal abgebaut. Auf- und Abbauwege der beiden Phospholipide ähneln sich, 

doch ist die Kompartimentalisierung der einzelnen Vorgänge bei S1P besser aufgeklärt.  
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DAGK, Diacylglycerolkinase; PM, Plasmamembran; Ly, Lysosom; En, Endosom; Zy, Zytop-
lasma;  
 
Abb. 3: Bildung und Abbau von LPA und S1P. 
 
 
1.5.2. Zelluläre Wirkungen der Lysophospholipide 
 
 

 
Tab. 3: Zelluläre Wirkungen der Lysophospholipide 
 
 
Änderungen von Gefäßstrukturen und Gefäßfunktionen, wie sie bei der Arteriosklerose, beim 

entzündlichen Gewebsumbau, der Wundheilung und beim Tumorgeschehen vorkommen, un-

terliegen komplexen Regulationsvorgängen. Diese werden sowohl durch genetische Pro-

gramme wie auch durch peristatische Faktoren beeinflußt. In den letzten Jahren sind Lipidmo-

leküle, ihre Zellrezeptoren und angeschlossenen Signalkaskaden sowie die Wechselwirkungen 

mit Peptidwachstumsfaktoren bei der Zellhomöostase in das Interesse gerückt. LPA und S1P 
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wirken ähnlich einem Wachstumsfaktor über Zelloberflächenrezeptoren und daran gekoppelte 

heterotrimere G-Proteine.  

 
1.5.2.1. Regulation der Zellmorphologie 
 
LPA und S1P induzieren eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts. So kommt es in S1P be-

handelten N1E-115 Neuronen zur Zellabrundung und Neuritenretraktion (Postma et al., 

1996). In Fibroblasten induziert LPA eine Zellkontraktion und die Ausbildung kontraktiler 

Aktinstreßfasern (Ridley und Hall, 1992), welche die Voraussetzung für die Zellmigration 

sind. Zellmigration ist beim Gewebsumbau zum Beispiel im Rahmen der Wundreparatur von 

Bedeutung. Interessanterweise konnte gezeigt werden, daß LPA-haltige Salben die Heilung 

von Hautwunden im Tiermodell beschleunigen (Balazs et al., 1996), so daß spekuliert wurde, 

daß LPA ein endogener Modulator von Wundreparaturvorgängen ist. Daneben stimuliert LPA 

die Migration von Monozyten und ist an der Rekrutierung von zirkulierenden Blutzellen bei 

Entzündungsreaktionen beteiligt (Rizza et al., 1999). Diese LPA-Effekte sind denen von 

Chemokinen vergleichbar. Im Gegensatz dazu hemmt S1P die Chemotaxis neutrophiler Gra-

nulozyten (Kawa et al., 1997) und glatter Gefäßmuskelzellen (Bornfeldt et al., 1995). Weiter-

hin konnte gezeigt werden, daß sowohl LPA als auch S1P die Chemotaxis und Migration von 

Endothelzellen stimulieren (Panetti et al., 1999, Lee et al., 1999). Ras-ähnliche GTPasen, dar-

unter insbesondere Rho, sind zentrale Schalter, über die LPA und S1P die Zellmorphologie 

regulieren.  

 
1.5.2.2. Regulation des Zellwachstums 
 
LPA und S1P sind Wachstumsfaktoren. Sie steigern die Mitoserate einer Vielzahl von Zellty-

pen wie zum Beispiel glatter Gefäßmuskelzellen (Tokumura et al., 1994, Guo et al., 1998, 

Gennero et al., 1999) und sind die wichtigsten im Serum vorhandenen Wachstumsfaktoren für 

Fibroblasten (Jalink et al., 1994, Michell und Wakelam, 1994). Die zugrunde liegenden mole-

kularen Mechanismen sind die Produktion und Sekretion von Peptidwachstumsfaktoren und 

die Expression von “early genes“ durch Aktivierung von “serum response el ements“.  

 

LPA und S1P schützen Endothelzellen (Hisano et al., 1999), T-Lymphozyten (Cuvillier et al., 

1998, Goetzl et al., 1999) und Makrophagen (Koh et al., 1998, Cuvillier et al., 1996) vor A-

poptose. LPA- bzw. S1P-Behandlung induziert in den betroffenen Zellen Apoptoseschutz 

gegen Noxen wie Hypoxie, UV-Strahlung, Serumentzug und Zytostatika (Moolenaar, 1999). 

Mit LPA behandelte Spenderorgane zeigen einen deutlich günstigeren Apoptoseindex als 
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Kontrollorgane (Wu et al., 1997). Signalwege durch die LPA und S1P zur Apoptoseresistenz 

beitragen sind die Aktivierung der Proteinkinase B/Akt und Aktivierung des MAP-Kinase 

Signalweges, sowie die Beeinflussung des bcl-2/Bax-Quotienten, und die Aktivierung von 

NF-kappaB über die i-kappaB Kinasekaskade (Goetzl et al., 1999, Sharestanifar et al., 1999). 

 
1.5.3. Lysophospholipid-Rezeptoren 
 
In den letzten Jahren wurde eine Familie von Rezeptoren für Lysophospholipide beschrieben. 

Diese wird als “ endothelial differentiation gene“ -Familie (Edg-Familie) bezeichnet (Goetzl 

und An, 1998). Die Bezeichnung Edg leitet sich von der Beobachtung ab, daß Edg-1, das am 

längsten bekannte Mitglied der Familie, selektiv in Endothelzellen während der Angiogenese 

exprimiert ist (Hla und Maciag, 1990). Bisher wurden insgesamt 8 Edg-Rezeptoren beschrie-

ben, die wie in Tabelle 4 dargestellt, eine gewebsspezifische Verteilung zeigen. Edg-1, -3, -5, 

-6 und -8 bilden S1P-Rezeptoren (Lee et al., 1998, An et al., 1997, Gonda et al., 1999, Van 

Brocklyn et al., 2000, Malek et al., 2001), Edg-2, -4 und -7 sind Rezeptoren für LPA (Erick-

son et al., 1998, Goetzl et al., 1999, Im et al., 2000). In Endothelzellen sind vor allem Edg-1,   

-4 und -5 (präliminäre Daten unserer Gruppe), in Thrombozyten Edg-2, -4, -6 und -7 Rezepto-

ren exprimiert (Motohashi et al., 2000). Zusätzlich sind die jeweiligen Edg-Rezeptoren an 

unterschiedliche Signalwege gekoppelt, so daß die LPA- bzw. S1P-Wirkung im jeweiligen 

Gewebe nur durch Kenntnis der exprimierten Rezeptoren und der von ihnen gewebsspezifisch 

aktivierten Signalwege, möglich ist. Aufgrund dieser Zusammenhänge können LPA bzw. S1P 

in verschiedenen Geweben unterschiedliche Wirkungen haben. Im Besonderen könnte sich 

das Expressionsmuster der Edg-Rezeptoren unter dem Einfluss von Noxen ändern, was mög-

licherweise die Wirkung von Lysophospholipiden auf die betreffenden Zellen ändert. Bei der 

malignen Transformation scheint sich ebenfalls die Edg-Rezeptorexpression der betroffenen 

Zellen verglichen mit Normalgewebe zu ändern. Es ist unklar, ob die Edg-Rezeptorexpression 

im entzündlich aktivierten Gewebe oder bei Wundheilungsvorgängen verändert ist. Sicher ist 

jedoch, daß die Expression von Edg-Rezeptoren durch bestimmte Agonisten induziert werden 

kann. So wird beispielsweise Edg-1 durch PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) in HUVEC 

(Hla und Maciag, 1990) und Edg-8 durch den Nervenwachstumsfaktor in Neuroblastomzellen 

induziert (Malek et al., 2001). Weiterhin kann Edg-2 in CD4 T-Zellen durch Behandlung mit 

Lectin hochreguliert werden (Zheng et al., 2001). Darüber hinaus ist zu erwähnen, daß die 

Aktivierung von Zellen durch dasselbe Lysophospholipid über Stimulation unterschiedlicher 

Edg-Rezeptoren teilweise zu gegensätzlichen Effekten führt. So hat die LPA-Aktivierung von 
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Edg-2 und Edg-4-Rezeptoren in Jurkat Zellen gegensätzliche Wirkungen auf die Migration 

der Jurkat Zellen (Zheng et al., 2001). 

 
 

 
Tab. 4: Differentielle Expression von Edg-Rezeptoren in unterschiedlichen Geweben 
KV, Kardiovaskulär, GI, Gastrointestinal 
 
 
Die Edg-Rezeptoren werden aufgrund von Ähnlichkeiten in der Aminosäuresequenz in Ho-

mologiegruppen eingeteilt (Goetzl und An, 1998). Die Aminosäuresequenz von menschlichen 

Edg-2 und Edg-4 weist eine Identität von 46% und eine Ähnlichkeit von 72% auf, Edg-1, 

Edg-3 und Edg-5 sind in 45-60% der Aminosäuren identisch. Im Gegensatz dazu besteht in 

der Aminosäuresequenz zwischen Edg-2 und Edg-4 einerseits und Edg-1, Edg-3 und Edg-5 

andererseits nur eine Identität von 31-34%. Weiterhin zeigte sich eine partielle strukturelle 

Homologie der Edg-Proteine mit den Cannabinoidrezeptoren, was möglicherweise auf ein 

früheres gemeinsames Gen schließen läßt. Die Organisation der Edg-Gene im Genom ist noch 

nicht vollständig aufgeklärt. 

 
1.5.4. Durch Lysophospholipide aktivierte Signalwege 
 
LPA und S1P induzieren durch Aktivierung verschiedener Edg-Rezeptoren und deren Kopp-

lung an verschiedene Pertussis Toxin (PTX)-sensitive und -insensitive heterotrimere G-

Proteine verschiedene Signalwege wie in Abb. 4 dargestellt (Goetzl und An, 1998; Siess et 

al., 2000). Beide Phospholipide können über Gq oder Gi die Phospholipase C (PLC) aktivieren 

LPL-Ligand Vorkommen in versch. Geweben

A. Humane Edg-Proteine

Edg-1 S1P Kapillaren, ubiquitär
Edg-3 S1P KV, Leukozyten
Edg-5 S1P KV, Gonaden, Plazenta, ZNS
Edg-6 S1P Lymphat. Gew., Hämatopoese, Lunge
Edg-8 S1P ZNS, Neuroblastom
Edg-2 LPA KV, GI, ZNS
Edg-4 LPA Leukozyten, Testes
Edg-7 LPA Prostata

B. Xenopus Oozyten, 
murine PSP24 Proteine

Xenopus PSP24 LPA
murine PSP24 Proteine LPA ZNS
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und so eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration bedingen. Weiterhin aktivieren 

beide über G12/13 die kleine GTPase Rho, auf die im nächsten Abschnitt über GTPasen näher 

eingegangen wird. LPA führt über Aktivierung von G13 und über Zwischenschritte zur Rho-

Aktivierung (Gohla et al., 1998). Aktiviertes Rho aktiviert sein Effektormolekül p160 Rho-

Kinase, diese inaktiviert durch Phosphorylierung die MLK-Phosphatase. Durch Inaktivierung 

der MLK-Phosphatase, die weniger phosphorylierte MLK dephosphoryliert und durch Akti-

vierung der Rho-Kinase, die die MLK auch direkt phosphoryliert, erhöht sich die Menge an 

phosphorylierter MLK. Die phosphorylierte MLK interagiert verstärkt mit F-Aktinfilamenten, 

was zur Bildung von kontraktilen Aktinstreßfasern und zur Gestaltänderung der Zelle, zur 

Kontraktion führt (Chrzanowska-Wodnicka und Burridge, 1996). Darüber hinaus führen LPA 

bzw. S1P über PTX-sensitive Gi-Proteine zur Hemmung der Adenylatzyklase und damit zur 

Senkung des intrazellulären cAMP-Spiegels (Van Brocklyn et al., 1998). Über Gi  erfolgt 

auch die Aktivierung von ras, MAP Kinasen und “serum response elements“, die z ur verstärk-

ten Transkription und Expression von “early genes“ und somit zur Zellproliferation fü hren 

(Moolenaar et al., 1997, Lee et al., 1998, Zondag et al., 1998). LPA bzw. S1P wirken als Ü-

berlebensfaktoren durch Verstärkung der bcl-2 Expression, Aktivierung der Proteinkinase 

B/Akt und der Phosphatidylinositol-3-Kinase. Auch Rho spielt für den LPA bzw. S1P-

vermittelten Apoptoseschutz eine Rolle, die exakten molekularen Mechanismen sind aller-

dings nicht bekannt (Goetzl und An, 1998, Moolenaar, 1999). Es ist unklar, ob LPA und S1P 

das Überleben humaner Endothelzellen bei der Angiogenese durch diese Signalwege 

beeinflussen.  
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Abb. 4: Aktivierung verschiedener Signalwege über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

durch LPA oder S1P.  

G-Prot.-gek. Rez., G-Protein-gekoppelter Rezeptor, PTX, Pertussis Toxin, AZ, Adenylatzyk-

lase, Y Kinase, Protein Tyrosin Kinase, MEK, MAP Kinase Kinase, IP3, Inositol Trisphos-

phat, PLC, Phospholipase C, PLD, Phospholipase D, PI-3-Kinase, Phosphatidyl-Inositol-3-

Kinase, SRE, “serum response element“, MAPK,“mitogen activated protein kinase“  

 
 
1.5.5. Pathophysiologische Bedeutung von LPA und S1P 
 
1.5.5.1. Angiogenese und Vaskulogenese/Organentwicklung 
 
Es ist bekannt, daß LPA und S1P Angiogenesefaktoren sind (Lee et al., 1999). Angiogenese 

ist eine Voraussetzung für das Wachstum von Tumoren und Metastasen. Auch im Rahmen 

der diabetischen Retinopathie und der rheumatoiden Arthritis kommt es zur pathologischen 

Neubildung von Gefäßen, die zur Destruktion der betroffenen Organe, also z. B. der Retina 

oder des Gelenkknorpels, führen. Voraussetzung der Angiogenese ist eine Funktionsänderung 

des Endothels, die das Migrationsvermögen, die Proliferation, Invasivität und Morphologie 

der Endothelzellen betrifft. LPA und S1P sind potente Mitogene für Endothelzellen und be-

wirken die Bildung tubulärer Strukturen in der Spätphase der Angiogenese (Lee et al., 1999). 

Welche Edg-Rezeptoren und Signalwege daran beteiligt sind, ist derzeit noch Gegenstand der 

Forschung. In einem Mausmodell konnte kürzlich gezeigt werden, daß Sphingolipide bei der 

Bildung von Blutgefäßen insbesondere während der embryonalen Entwicklung von Säugetie-
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ren eine wichtige Rolle spielen (Liu et al., 2000). So resultiert in Edg-1 knock out Mäusen 

eine Fehlbildung der Aorta, da die glatten Muskelzellen bei Fehlen von Edg-1 während der 

Entwicklung der Aorta nicht nach dorsal wandern können. Die Endothelzellen sind normal 

ausgebildet. Die Aortenfehlbildung allerdings führt zu embryonalen Blutungen und intrauteri-

nem Tod der Edg-1 knock out Mäuse.  

 
1.5.5.2. Thrombozytenaktivierung 
 
LPA ist ein starker Thrombozyten aktivierender Agonist. LPA induziert “shape change“ und 

Aggregation von Blutplättchen (Watson et al., 1985, Gueguen et al., 1999) und wird bei der 

Thrombozytenaktivierung freigesetzt (Eichholtz et al., 1993). Demgemäß konnten in huma-

nem Serum LPA-Konzentrationen von bis zu 10µM gefunden werden. Weiterhin wurde von 

unserer Gruppe kürzlich gezeigt, daß LPA während dem “shape change“ Tyrosinkinasen der 

Src-und Syk-Familie aktiviert und davon unabhängig einen erhöhten Ca2+-Einstrom bewirkt 

(Maschberger et al., 2000). Auch S1P kann Syk-Aktivierung, intrazelluläre Ca2+-Mobilisation 

(Yang et al., 1996), “shape change“ und laut den Daten einer amerikanischen Arbeitsgruppe 

sogar Aggregation (Yatomi et al., 1995, Yatomi et al., 1997) in Blutplättchen induzieren und 

wird wie LPA bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt (Yatomi et al., 1995), ist aber 

insgesamt ein schwächerer Plättchenagonist als LPA (Motohashi et al., 2000). Im menschli-

chen Serum findet sich S1P in einer Konzentration von bis zu 0.5µM. Darüber hinaus wurde 

gezeigt, daß LPA bzw. S1P adhärente Thrombozyten stimulieren Fibronektin zu binden und 

damit eine Fibronektin-Matrix zu bilden (Olorundare et al., 2001). 

 
1.5.5.3. Entzündungsreaktionen 
 
Generell wird LPA im Plasma bei Entzündungsreaktionen durch sekretorische Phospholipase 

A2 auf Membranvesikeln gebildet (Fourcade et al., 1995). Es steigert die endotheliale Perme-

abilität und wirkt chemotaktisch auf Entzündungszellen. Beispielsweise wirkt es ähnlich den 

CC Chemokinen chemotaktisch auf Monozyten. Es ist also möglicherweise an der Rekrutie-

rung zirkulierender Blutzellen in Entzündungsherde beteiligt. Sphingosin-1-Phosphat dagegen 

hemmt die chemotaktische Wirkung des CXC Chemokins Interleukin 8 auf neutrophile Gra-

nulozyten (Kawa et al., 1997). Außerdem induziert LPA über den Transkriptionsfaktor NF-

kappa B die Expression proinflammatorischer Gene in Endothelzellen (Palmetshofer et al., 

1999). Es wird diskutiert, daß LPA an der Pathogenese insbesondere von mesangioprolifera-

tiven Glomerulonephritiden beteiligt ist. Dabei scheint LPA als Co-Faktor von Peptidwachs-

tumsfaktoren bei der Induktion der Proliferation von Mesangialzellen zu wirken (Inoue et al., 
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1999). Daneben scheint es die Konstriktion von Mesangialzellen zu induzieren und den rena-

len Blutfluß und die glomeruläre Filtrationsrate herabzusetzen, sowie die Einwanderung von 

Entzündungszellen ins Nierengewebe zu fördern (Inoue et al., 1999). Die genauen Pathome-

chanismen sind jedoch nicht untersucht. 

 
1.5.5.4. Wundheilung 
 
Die hohe Serumkonzentration der Phospholipide spiegelt ihre Bedeutung bei der Wundhei-

lung wieder. Diese läßt sich in zwei Phasen, Zellmigration und Zellproliferation, unterglie-

dern. In diesem Zusammenhang wurde in einem in vitro Modell kürzlich gezeigt, daß LPA 

bzw. S1P Monozyten/Makrophagen anlocken und aktivieren. Weiterhin stimulieren sie in der 

zweiten Phase der Wundheilung die Proliferation von Endothelzellen, Fibroblasten und glat-

ten Muskelzellen (Lee et al., 2000). In vivo finden sich ähnliche Ergebnisse. Die topische 

Anwendung von LPA auf Hautwunden von Ratten scheint die Epithelneubildung und damit 

den Wundverschluß bzw. die Wundheilung deutlich zu beschleunigen (Balazs et al., 1996, 

Balazs et al., 2001). Andererseits kann sich die durch LPA und S1P stimulierte verstärkte Pro-

liferation von Endothelzellen und glatten Muskelzellen auch negativ auswirken, indem sie 

beispielsweise die Restenosierung nach Koronarangioplastie beschleunigen. In diesem Zu-

sammenhang könnten LPA- und S1P-Rezeptor-Antagonisten hilfreich sein, welche die Proli-

feration und damit die Restenosierung aufhalten. 

 
1.5.5.5. Tumorausbreitung 
 
LPA wurde in der Ascitesflüssigkeit von Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkar-

zinom nachgewiesen (Xu et al., 1998). Es wurde auch gezeigt, daß LPA das Wachstum von 

Ovarialkarzinomzellen steigert (Xu et al., 1995, Fang et al., 2000). Unklar ist, ob LPA gene-

rell das Tumorwachstum fördert, da es in Tumorzellen bestimmter Herkunft Apoptose indu-

ziert (Moolenaar, 1999). S1P kann das Wachstum von Ovarialkarzinomzellen sowohl fördern 

als auch hemmen. Der durch S1P induzierte Zelltod ovarialer Karzinomzellen scheint mit 

einer Hemmung der Zelladhäsion assoziiert zu sein (Hong et al., 1999). Andererseits schützt 

S1P Oozyten vor Apoptose, was beispielsweise die Fruchtbarkeit strahlen-oder zytostatika- 

therapierter Tumorpatientinnen erhalten und damit von herausragender Bedeutung sein kann 

(Morita et al., 2000). Die Hemmung der Apoptose durch LPA und S1P könnte ferner ihre 

praktische Anwendung darin finden, daß LPL-Agonisten zur Verlängerung der Überlebens-

zeit von für Transplantationen gespendeten Organen eingesetzt werden. Außerdem könnten so 
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durch Ischämie verletzte Myokardzellen oder durch degenerative Erkrankungen geschädigte 

Nervenzellen vor dem Zelltod geschützt werden. 

 
1.5.5.6. Hirnschrankenpermeabilität 
 
Zuletzt muß noch erwähnt werden, daß LPA die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke zu er-

höhen scheint (Schulze et al., 1997). Die gesteigerte Permeabilität ist wahrscheinlich auf eine 

Aktivierung der kleinen GTPase Rho und seines Effektormoleküls Rho-Kinase zurückzufüh-

ren (Van Nieuw Amerongen et al., 2000). Die Gefahr der erhöhten Durchlässigkeit besteht 

darin, daß vermehrt Substanzen aus dem Blutplasma (Eiweiß, Zellen) übertreten und schädli-

che Stoffe ungehindert die Blut-Hirn-Schranke passieren und Nervenzellen schädigen. Auf 

diese Weise können beispielsweise entzündliche Erkrankungen, Tumoren oder Hirninfarkte 

noch verschlimmert werden.  

 
1.6. Die Rho-Familie der kleinen GTPasen 
 
Die kleinen GTPasen der Rho-Familie gehören zur Ras-Superfamilie, zu der auch die Ras-, 

Rab-, ARF- und die Ran-Familie zählen. Die Entdeckung, daß viele Formen der Krebserkran-

kung onkogenetische Mutationen der Ras Gene enthalten, hat großes Interesse an der Erfor-

schung der biologischen Rolle der Ras- und Ras-ähnlichen Proteine geweckt. Diese Proteine 

werden als kleine GTP-bindende Proteine bezeichnet, da ihr Molekulargewicht kleiner ist als 

das heterotrimerer G-Proteine. Sie besitzen eine intrinsische GTPase-Aktivität. Zur Rho-

Familie der kleinen GTP-bindenden Proteine zählen neben RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, 

RhoG, RhoE und RhoL (Murphy et al., 1996) auch Rac1 und Rac2 sowie die beiden Cdc42-

artigen Proteine Cdc42Hs und G25K, ferner TTF und TC10 (Hall, 1994, Tapon und Hall, 

1997). Sie besitzen untereinander zu etwa 50-55% Sequenzhomologie, die Homologie gegen-

über Ras beträgt etwa 30%.  

 

Im Folgenden wird auf die für diese Arbeit wichtigen Vertreter der Rho-Familie Rho und Rac 

näher eingegangen. 

 
1.6.1. Rho und seine Funktionen 
 
Rho wurde erstmals aus einer Aplysia c-DNA Bank isoliert (Madaule und Axel, 1985). 

RhoA/B/C Gene konnten aber bald darauf auch in Säugetierzellen nachgewiesen werden. Als 

sehr junge Mitglieder der Rho-Familie wurden 1992 die c-DNAs von RhoG (Vincent et al., 

1992) und TC10 beschrieben. Die Rho Proteine scheinen in eukaryontischen Zellen ubiquitär 
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vorzukommen. Funktionell kommt den Rho GTPasen herausragende Bedeutung bei der Or-

ganisation des Aktinzytoskeletts zu.  

 
 

 
Tab. 5: Regulatorfunktionen von Rho und Rac 
 
 
1.6.1.1. Aktinzytoskelett 
 
Das Aktinzytoskelett einer Zelle ist von großer Bedeutung für Zellmotilität, Phagozytose, 

Zytokinese und den intrazellulären Transport. Seine Grundstruktur besteht aus Aktinfilamen-

ten und speziellen an Aktin gebundenen Proteinen. In ruhenden, nicht stimulierten Zellen, 

erkennt man wenig Struktur in der Anordnung der Aktin- und Myosinfilamente. Sie bilden ein 

loses Netzwerk. Sobald aber ein Stimulus wie z. B. Thrombin auf die Zellen einwirkt, wird 

Rho in seine aktive, GTP-gebundene Form überführt und es kommt zu den typischen zell-

morphologischen Veränderungen (Chrzanowska-Wodnicka und Burridge, 1996). In der durch 

Rho aktivierten Zelle erkennt man die Organisation des bis dahin ungeordneten Aktins zu 

gebündeltem Aktin in Form der sogenannten Aktinstreßfasern. Erst kürzlich konnte gezeigt 

werden, daß die Ausbildung der zentralen Streßfasern in menschlichen Fibroblasten über Ak-

tiverung der Rho-Kinase erfolgt, während für die Bildung der peripheren Streßfasern die akti-

vierte Myosin Leicht Ketten Kinase eine größere Rolle zu spielen scheint (Katoh et al., 2001).  

In der durch Rho aktivierten Zelle können weiterhin sogenannte fokale Adhäsionsstellen 

nachgewiesen werden, die als Vermittler zwischen der extrazellulären Matrix und dem Intra-

zellulärraum fungieren und eine Anreicherung Tyrosin-phosphorylierter Proteine wie z. B. 

Paxillin und fokale Adhäsionskinase beinhalten. An der zytoplasmatischen Seite haben diese 

Stellen engen Kontakt zum Aktin und gelten dort als Ansatzstellen der Aktinfilamentbündel 

(Machesky und Hall, 1996). Zum Extrazellulärraum hin stehen sie in engem Kontakt zu den 

funktionellen Integrinkomplexen. 

 
 

                  Rho                   Rac

            Aktinzytoskelett
       Motilität und Migration
          Gentranskription

          Permeabilität           Neurogenese
             Apoptose             Myogenese
 Thrombozytenaktivierung        NADPH Oxidase
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1.6.1.2. Permeabilität 
 
Unter verschiedenen pathologischen Bedingungen scheint in Endothelzellen die kleine    

GTPase Rho durch bestimmte Stimuli aktiviert zu werden. So wurde kürzlich gezeigt, daß 

während der frühen Phase der Atherosklerose oder während der akuten Entzündungsreaktion 

Rho durch Thrombin aktiviert werden kann (Essler et al., J Biol Chem, 1998). Ferner indu-

ziert das Toxin von Pasteurella multocida bei Infektion mit selbigem Erreger eine Rho-

Aktivierung (Essler et al., J Immunol, 1998). Aktiviertes Rho führt über Aktivierung der Rho-

Kinase und Inaktivierung der MLK-Phosphatase zur MLK-Phosphorylierung, Aktin-Myosin-

Interaktion, Endothelzellkontraktion und Ausbildung von Aktinstreßfasern. Diese Verände-

rungen des Aktinzytoskeletts finden ihr Korrelat in einer erhöhten endothelialen Permeabilität 

im Sinne einer Endothel-Dysfunktion (Essler et al., J Biol Chem, 1998, Essler et al., J Immu-

nol, 1998, van Nieuw Amerongen et al., 2000, Wojciak-Stothard et al., 2001). Durch die regu-

lative Funktion von Rho bei der Organisation des Aktinzytoskeletts scheint Rho eine heraus-

ragende Bedeutung bei der Regulation der Permeabilität in Endothelzellen zu besitzen (Woj-

ciak-Stothard et al., 2001). 

 
1.6.1.3. Motilität und Migration 
 
Die Migration von Endothelzellen spielt eine wichtige Rolle bei der Organentwicklung, An-

giogenese und Wundheilung. Die Wundheilung wiederum beinhaltet im Groben zwei Phasen, 

die vor allem während der ersten 24 Stunden auftretende Zellmigration und die Phase der 

Zellproliferation, die ungefähr nach 36 Stunden beginnt. Für die Endothelzellmigration ist ein 

streng reguliertes Gleichgewicht zwischen Aktinpolymerisation und -depolymerisation Vor-

aussetzung. Anhand eines Wundreparaturmodells konnte gezeigt werden, daß die durch Rho 

induzierten Aktinstreßfasern und fokalen Adhäsionen für die Endothelzellmigration essentiell 

sind (Aepfelbacher et al., 1997). Rho wurde dabei als wichtiges Regulatorprotein der Aktin-

polymerisation und -depolymerisation und damit der Endothelzellmigration identifiziert. 

 
1.6.1.4. Apoptose 
 
Rho scheint T-Zellen aus T-Zell-Lymphomen durch Regulation der Aktinfilament-

abhängigen-Zytokinese vor Apoptose zu schützen (Moorman et al., 1996). In diesem Zusam-

menhang konnte gezeigt werden, daß die Rho-Inaktivierung durch das Exoenzym C3-

Transferase aus Clostridium botulinum zur Hemmung der Aktinfilament-abhängigen Zytoki-

nese, zur Bildung multinukleärer Zellen und Induktion von Apoptose führt (Moorman et al., 

1996).  



 

 24 

1.6.1.5. Gentranskription, Proliferation und Zellzyklus 
 
Neben der Einflußnahme von Rho auf das Aktinzytoskelett ist eine Rolle bei Signaltransduk-

tionsprozessen belegt. Rho GTPasen können über membranäre Rezeptoren eingegangene ext-

razelluläre Signale über Kinasekaskaden weiterleiten. Kinasen, die zur großen MAPK (“mit o-

gen activated protein kinase“) -Familie gehören, vermitteln die zelluläre Antwort auf ver-

schiedenste Einflüsse wie beispielsweise Stress. Wichtige Substrate für MAPK sind 

Transkriptionsfaktoren, die im Zellkern die Steuerung der selektiven Gentranskription wahr-

nehmen.  

 

Rho reguliert den Ablauf einer MAP-Kinasekaskade zwischen dem LPA-Rezeptor und dem 

Nukleus, welche über Aktivierung und DNA-Bindung des Serum-responsiblen Transkrip-

tionsfaktors (SRF) zur Transkription von c-fos und damit zur Zellproliferation führt (Hill et 

al., 1995) (Vgl. Abb. 5). Dominant negative Mutanten von Cdc42Hs oder Rac können über 

die Inaktivierung von Rho die seruminduzierte DNA-Synthese abschalten. 

 

Rho ist neben Cdc42 und Rac aufgrund seiner Beteiligung an MAPK-Kaskaden auch für die 

Progression des Zellzyklus in die G1-Phase verantwortlich (Olson et al., 1995). 
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Abb. 5: Übersicht über GTPasen der Rho-Familie und ihre Beteiligung an MAPK 
Signaltransduktionswegen 
Raf, GTPase, MAPK, Mitogen-aktivierte Protein Kinase, MEK=MAPKK, Mitogen-aktivierte 
Protein Kinase Kinase, ERK, durch extrazelluläre Signale regulierte Kinase, SRF, Serum 
responsibler Faktor, PAK, p21 aktivierte Kinase, MEKK, MEK Kinase, JNK, c-Jun N-
terminale Kinase, SAPK, streßaktivierte Proteinkinase 
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1.6.1.6. Thrombozytenaktivierung 
 
Die kleine GTPase Rho spielt eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaktivierung. So wird 

durch Rho-Inaktivierung mittels C3-Transferase die Thrombin-induzierte Plättchenaggregati-

on gehemmt (Morii et al., 1992, Nishioka et al., 2001). Kürzlich konnte auch gezeigt werden, 

daß aktivierte Rho/Rho-Kinase insbesondere für die Aufrechterhaltung der MLK-

Phosphorylierung während der irreversiblen Phase der durch TRAP (Thrombin Rezeptor ago-

nistisches Peptid) induzierten Plättchenaggregation eine wichtige Rolle spielt (Missy et al., 

2001). Für den “shape change“, welcher meistens die Vorstufe der Aggregation darstellt, ist 

die MLK-Phosphorylierung essentiell (Daniel et al., 1984). Diese ist durch zwei Wege indu-

zierbar (Bauer et al., 1999, Paul et al., 1999): 1. Ca2+-abhängig durch Erhöhung der intrazellu-

lären Ca2+-Konzentration und Aktivierung der Ca2+-abhängigen MLK-Kinase. 2. Ca2+-

unabhängig durch Aktivierung von Rho, Rho-Kinase und Inaktivierung der MLK-

Phosphatase durch Phosphorylierung der MBS (“myosin binding subunit“) (Nakai et al ., 

1997, Suzuki et al., 1999). Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß Rho via G12/13 in Mäuse-

plättchen aktiviert wird (Klages et al., 1999). Beide Wege können sich ergänzen, jedoch auch 

unabhängig voneinander erfolgen. Bestimmte Agonisten wie ADP oder Ionomycin aktivieren 

den erstgenannten, andere Agonisten wie der Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619 oder 

der Thrombin-Rezeptor-Agonist YFLLRNP aktivieren vor allem letztgenannten Weg. 

Thrombin aktiviert in niedriger Konzentration den Ca2+-unabhängigen, in hoher Konzentrati-

on beide Wege (Bauer et al., 1999). Ferner scheint in Thrombin-stimulierten Thrombozyten 

aktiviertes Rho die Integrin-abhängige Translokation von p160 Rho-Kinase ans Zytoskelett 

(Fujita et al., 1997) bzw. die Aktivierung und Translokation von PIP5K (Phosphatidylinositol-

4-Phosphat-5-Kinase) an die Zellmembran zu induzieren (Chatah und Abrams, 2001). Wei-

terhin kommt Rho eine herausragende Bedeutung bei der Regulation der Integrin-Affinität 

insbesondere von αIIbβ3 in Thrombozyten zu (Leng et al., 1998). 

 
1.6.2. Rac und seine Funktionen 
 
Humanes Rac1 und 2 sind auf Aminosäureebene zu 92% identisch, wobei Rac1 ubiquitär 

exprimiert wird und die Rac2 Expression, soweit bekannt, auf hämatopoetische Zelltypen 

beschränkt ist (Didsbury et al., 1989). 

 
1.6.2.1. Aktinzytoskelett 
 
Bei der Erforschung der Funktion von Rac wurde auf die Mikroinjektion von rekombinantem, 

konstitutiv aktivem V12Rac oder dominant hemmendem N17Rac zurückgegriffen. Die Mik-
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roinjektion von Rac in konfluente, serumdepletierte 3T3-Fibroblasten führte zur Polymerisa-

tion von Aktinfilamenten im Bereich der Plasmamembran und “membrane ruffling“. Da ein i-

ge Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF, Insulin) unter Vermittlung der PI-3-Kinase in 3T3-

Zellen ebenfalls subkortikale “membrane ruffles“ induzieren  können, und sowohl das nach 

Injektion von Rac auftretende als auch das Wachstumsfaktor-vermittelte “membrane ruffling“ 

durch die Mikroinjektion des dominant inhibitorischen Rac Proteins N17Rac hemmbar sind, 

nimmt man an, daß auch für das Wachstumsfaktor-vermittelte “ruffling“ Rac nötig ist (Ridley 

et al., 1992). Daneben führt die Mikroinjektion zur Ausbildung von Lamellipodien. Die sub-

kortikale Aktinorganisation in “membrane ruffles“ und Lamellipodien, welche Orte Membran 

assoziierter Aktinpolymerisation darstellen, scheint also durch die kleine GTPase Rac regu-

liert zu werden. 

 
1.6.2.2. Motilität und Migration 
 
Die exakte biologische Bedeutung des “membrane ruffling“ ist nicht bekannt. Man nimmt 

aber an, daß es für die Zellmigration und für Pinozytosevorgänge von entscheidender Bedeu-

tung ist. Lamellipodien sind für die Zellpolarisierung bei der Migration verantwortlich und 

treten z. B. bei der Chemotaxis auf. In diesem Zusammenhang konnte kürzlich gezeigt wer-

den, daß Rac ein wichtiges Regulatorprotein der Zellmotilität ist. Aktives Rac erhöht die 

Zellmotilität von Fibroblasten (Kjoller und Hall, 2001) bzw. reguliert die Aktinreorganisation 

und Zellpolarität in Dictyostelium Zellen während der Chemotaxis (Chung et al., 2000). Wei-

terhin kann aktiviertes Rac die Invasion bestimmter Tumorzellen in vitro fördern (Price und 

Collard, 2001). 

 
1.6.2.3. Neurogenese und Myogenese 
 
Bei Drosophila melangolaster werden Rac-homologe Gene, Drac1, im Nervensystem und 

Mesoderm während der Neural- bzw. der Muskeldifferenzierung stark exprimiert. Die Ex-

pression konstitutiv aktiver oder dominant negativer Drac1 Mutanten in diesen Geweben führt 

zu Defekten beim axonalen und dendritischen Wachstum sowie zu Abnormalitäten bei der 

Myoblastenfusion (Luo et al., 1994). Dies legt eine Schlüsselrolle der kleinen GTPase Rac bei 

der Neurogenese und der Myogenese nahe (Luo et al., 1994). 

 
1.6.2.4. Regulation der NADPH Oxidase 
 
In Neutrophilen und anderen professionell phagozytierenden Zellen erfüllen Rac-Proteine 

eine Spezialfunktion bei der Regulation der NADPH Oxidase (Segal und Abo, 1993). Rac2 
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scheint dabei die prädominierende Form im neutrophilen Zelltypus darzustellen (Quinn et al., 

1993) und reguliert die NADPH-abhängige Produktion von Superoxidanionen (O2
-) (Bokoch 

et al., 1994, Bokoch, 2000). Dabei ist die posttranslationale Prozessierung von Rac für die 

Assemblierung des NADPH-Komplexes unverzichtbar. Weiterhin konnte kürzlich gezeigt 

werden, daß die durch Depolarisation induzierte Bildung von Superoxidanionen in Endothel-

zellen über Aktivierung/Translokation von Rac erfolgt (Sohn et al., 2000) und daß CNF1, ein 

Toxin aus E. coli, die Bildung von Superoxidanionen in Epithelzellen Rac-abhängig steigert 

(Falzano et al., 2001).  

 
1.6.2.5. Gentranskription 
 
Rac induziert selektiv die Gentranskription über die p21 aktivierte Kinase (PAK) und die c-

Jun N-terminale Kinase (JNK)/streßaktivierte Proteinkinase (SAPK) (Vgl. Abb. 5). Rac1 ist 

auch an der Aktivierung der Nef-assoziierten Kinase (NAK), die strukturelle und funktionelle 

Ähnlichkeiten zu PAK aufweist, beteiligt (Lu et al., 1996). Eine Aktivierung der Kinasewege 

durch onkogene Proteine wie Dbl, einem Nukleotidaustauschfaktor, wird durch dominant 

negative Rac1-Mutanten blockiert und die Aktivierung durch inflammatorische Zytokine oder 

Wachstumsfaktoren verhindert (Coso et al., 1995). Die verschiedenen ablaufenden Kinase-

kaskaden sind hochgradig konserviert und können entweder unabhängig oder auch in Koope-

ration miteinander wie in einem verschalteten Netzwerk ablaufen. Die Wahrscheinlichkeit, 

daß die Rho GTPasen auf unterschiedliche Signaltransduktionswege Einfluß nehmen können 

ist dabei offensichtlich. 
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1.6.3. Regulation der GTPase-Aktivität der Rho GTPasen 
 
Die GTPasen der Rho-Familie liegen entweder in einer aktiven, GTP-gebundenen, oder in der 

inaktiven, GDP-gebundenen Form vor. Die GTP-Bindung hat eine Konformationsänderung 

des Proteins zur Folge, die ihm die Exposition einer “binding site“ zur Wechselwirkung mit 

spezifischen Zielproteinen ermöglicht (Stouten et al., 1993). Beide Formen können ineinander 

übergeführt werden. Das Umschalten von der aktiven zur inaktiven Form und umgekehrt ist 

abhängig von der intrinsischen GTPase-Aktivität des betreffenden Proteins. Diese wird durch 

drei unterschiedliche Klassen von Regulatorproteinen kontrolliert. “GTPase aktivierende 

Proteine“ (GAPs)  beschleunigen die Überführung der GTP-gebundenen Form in die GDP-

gebundene Form durch Steigerung der intrinsischen GTP-Hydrolaseaktivität des Proteins bis 

um den Faktor 105. Die Fähigkeit des betreffenden Proteins mit Zielstrukturen in Wechsel-

wirkung zu treten wird dadurch vermindert. “Guanin -Nucleotid-Exchange-Factors“ 

(GEFs) beschleunigen den Austausch von GDP gegen GTP, wodurch das betreffende Protein 

vermehrt in der aktiven Form vorliegt. Die “Guanin -Nucleotid-Dissociation-Inhibitors“ 

(GDIs) können sowohl die GTP-, als auch die GDP-gebundene Form stabilisieren, wirken 

also der GAP-, und der GEF-Wirkung entgegen (Abb. 6). Die Regulatorproteine besitzen eine 

große, jeweils unterschiedliche Anzahl funktioneller Domänen, die ihnen die Interaktion mit 

einem Netzwerk von zellulären Strukturen, Enzymen und auch untereinander ermöglichen 

(Boguski und McCormick, 1993). Die Rho Aktivität kann demgemäß von einer Vielzahl von 

Faktoren beeinflußt werden.  

 

 
Abb. 6: Regulation der GTPase-Aktivität der Rho GTPasen. 

Rho GTPasen werden durch best. Regulatorproteine aus der aktiven GTP-gebundenen in die 

inaktive GDP-gebundene Form überführt und umgekehrt. 

G E F

G D I
G D P -g e b .
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GEF, “Guanin -Nucleotid-Exchange-Factor“; GDI, “Guanin -Nucleotid-Dissociation-

Inhibitor“; GAP, GTPase aktivierendes Protein.  

 
1.6.4. Aktivierung der Rho GTPasen 
 
Die Signaltransduktionsschritte zwischen Membranrezeptoren und den kleinen GTP-

bindenden Proteinen Rho, Rac und Cdc42 konnten bisher nicht endgültig charakterisiert wer-

den. Bekannt ist jedoch, daß Lysophospholipide wichtige Aktivatoren der kleinen GTPase 

Rho sind wie in Abb. 5 und 7 dargestellt. So aktiviert LPA über das heterotrimere G-Protein 

G13 und den EGF (“epidermal growth factor“) -Rezeptor, der Tyrosinkinase-Aktivität besitzt, 

Rho in 3T3-Zellen (Gohla et al., 1998). Weiterhin induziert LPA über Aktivierung von Rho in 

Fibroblasten eine Zellkontraktion und die Ausbildung kontraktiler Aktinstreßfasern (Ridley 

und Hall, 1992), welche die Voraussetzung für die Zellmigration sind. Rho kann auch durch 

S1P aktiviert werden, was in N1E-115 Neuronen zur Zellabrundung und Neuritenretraktion 

führt (Postma et al., 1996). Die kleine GTPase Rac wird beispielsweise durch PDGF (“platelet 

derived growth factor“) oder Insulin stimul iert, an der Signaltransduktion scheint auch die PI3 

(Phosphatidylinositol-3)-Kinase beteiligt zu sein (Nobes et al., 1995). Ferner besteht Anhalt, 

daß Bradykinin Cdc42 in 3T3-Fibroblasten aktiviert, was sich in der Ausbildung von Filopo-

dien äußert (Kozma et al., 1995). 

 

Seit längerer Zeit ist bekannt, daß die drei GTPasen der Rho-Familie sich gegenseitig nach 

Art einer Kaskade aktivieren können (Vgl. Abb. 7): In 3T3-Zellen vermag mikroinjiziertes 

Cdc42 Rac und auch Rho zu aktivieren. Injiziertes Rac aktiviert Rho ebenfalls, nicht aber 

Cdc42. Mikroinjiziertes Rho aktivierte weder Rac noch Cdc42 (Nobes und Hall, 1995). Auf-

grund der beschriebenen Ergebnisse, die bisher nur in 3T3-Fibroblasten nachgewiesen wur-

den, wurde postuliert, daß in vivo Cdc42 Rac aktiviert, welches wiederum Rho zu aktivieren 

vermag. Interessanterweise konnte kürzlich jedoch gezeigt werden, daß Rac Rho auch hem-

men kann (Van Leeuwen et al., 1999). So induzierte aktiviertes Rac die Zellausbreitung neu-

ronaler Zellen und wirkte der Rho-vermittelten Zellabrundung und Neuritenretraktion entge-

gen (Van Leeuwen et al., 1999). Die antagonistischen Effekte zwischen Rac und Rho im 

Rahmen der Regulation der Zell- insbesondere der Nervenzellmorphologie konnten kürzlich 

von einer weiteren Gruppe gezeigt werden (Yamaguchi et al., 2001). So induziert der Ner-

venwachstumsfaktor über Aktivierung von Rac1 und gleichzeitige Inaktivierung von RhoA 

die Bildung von Neuriten. Die Aktivierung von Rho/Rho-Kinase dagegen hemmt die durch 

den Nervenwachstumsfaktor induzierte Rac-Aktivierung. Daher kommt es in Rho aktivierten 
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Zellen nicht zur Neuritenbildung, sondern zur Ausbildung eines peripheren Rings aus kortika-

len Aktinfilamenten (Yamaguchi et al., 2001). Abb. 7 zeigt die hypothetischen Signaltrans-

duktionswege.  
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6.5. Effektorproteine der Rho GTPasen 
 
Die kleinen GTPasen besitzen Bindungsstellen für multiple Wechselwirkungen mit Ziel- und 

Effektorstrukturen. In diesem Rahmen soll nur eine Auswahl der für diese Arbeit wichtigen 

Vertreter vorgestellt werden.  

 

Die Serin/Threonin-Kinase P160ROCK (Rho-Kinase) ist ein spezifisches Effektorprotein von 

Rho (Narumiya, 1996) und spielt eine wichtige Rolle für die Aktinorganisation. Die Rho-

Kinase kann die 130 kD MBS (“myosin binding subunit“) der MLK-Phosphatase phosphory-

lieren (Nakai et al., 1997) und die MLK-Phosphatase dadurch inaktivieren (Vgl. auch Abb. 1). 

Ferner kann die Rho-Kinase die Myosin Leicht Kette auch direkt phosphorylieren (Amano et 

al., 1996). Die phosphorylierte MLK interagiert verstärkt mit Aktinfilamenten, was zu Aktin-

zytoskelettveränderungen wie Aktinstreßfaserbildung und Zellkontraktion führt. Ein weiterer 

Effektor der Rho-Kinase ist das Protein Moesin. Moesin, ein Mitglied der ERM (Ez-

rin/Radixin/Moesin) Proteinfamilie, stellt ein wichtiges Verbindungsprotein zwischen den 

Aktin-Myosin-Filamenten und der Plasmamembran dar. Die durch die Rho-Kinase induzierte 

Moesin-Phosphorylierung am Thr-558 bewirkt eine Konformationsänderung des Moesins, das 

dann in der Lage ist über den N-Terminus an die Plasmamembran und über den C-Terminus 

an F-Aktin zu binden (Nakamura et al., 1995, Matsui et al., 1998). Die Moesin-

Phosphorylierung und die dadurch bedingte Verankerung der Aktin-Myosin-Bündel in der 

Plasmamembran ist neben der MLK-Phosphorylierung für die Auslösung des “shape change“ 

der Thrombozyten entscheidend. Dadurch sprich durch die Verankerung in der Plasma-

membran sind die Aktin-Myosin-Bündel nämlich in der Lage, die mechanischen Kräfte, die 

für die Induktion des “shape change“ not wendig sind, aufzubringen. In diesem Zusammen-

hang wurde kürzlich gezeigt, daß während der Thrombozyten-Aktivierung durch Thrombin 

Moesin phosphoryliert wird (Nakamura et al., 1995). Weiterhin spielt die durch Rho- bzw. 

Rho-Kinase vermittelte Moesin-Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der Bildung 

Mikrovilli-ähnlicher Strukturen in COS7-Zellen (Oshiro et al., 1998) bzw. bei der Relokalisa-

tion von ERM Proteinen in die Aktinausläufer in Fibroblasten (Shaw et al., 1998). Interessan-

terweise wurde kürzlich außerdem gezeigt, daß phosphoryliertes Moesin auch ein Effektor-

molekül der MLK-Phosphatase ist, welche phosphoryliertes Moesin dephosphorylieren kann 

(Fukata et al., 1998). 

 
Ein wichtiges Effektorprotein von Rac ist die p21 aktivierte Kinase (PAK), welche ebenfalls 

eine Serin/Threonin-Kinase darstellt (Bokoch, 2000). Sie ist für bestimmte Aktinzytoskelett-
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veränderungen wie Neuritenbildung, Zellpolarisierung und -motilität von herausragender Be-

deutung (Daniels und Bokoch, 1999). Weiterhin spielt sie eine Rolle bei der Signaltransdukti-

on über SH3-Domänen bzw. bei der Caspase-vermittelten Proteolyse insbesondere im Rah-

men der Apoptose (Knaus und Bokoch, 1998). Die biologischen Funktionen der p21 aktivier-

ten Kinase beruhen auf Protein-Protein-Interaktionen sowie Phosphorylierung bestimmter 

Substrate (Knaus und Bokoch, 1998). Kürzlich wurde gezeigt, daß Rac nach Translokation an 

die Plasmamembran und Adhäsion an die extrazelluläre Matrix an PAK koppelt und PAK 

aktiviert (del Pozo et al., 2000). Außerdem wurde gezeigt, daß Rac und PAK in peripheren 

Nerven der Ratte exprimiert und assoziiert sind (Terashima et al., 2001). 

 

Die 190 kDa Serin/Threonin-Kinase MRCK (“myotonic dystrophy kinase -related Cdc42-

binding kinase“) ist ein wichtiges Effektormolekül der kleinen GTPas e Cdc42. Dabei ähneln 

die p21-bindenden Domänen der MRCK denen der p21-aktivierten Kinase, die Kinase-

Domänen dagegen ähneln denen der Rho-Kinase. Wie die Rho-Kinase kann auch die MRCK 

die Myosin Leicht Kette in nicht-muskulären Zellen am Serin 19 phosphorylieren, ein Vor-

gang, der für die Aktin-Myosin-Interaktion und Zellkontraktilität von Bedeutung ist (Leung et 

al., 1998). Es konnte gezeigt werden, daß MRCKalpha und konstitutiv aktives Cdc42V12 in 

der Zellperipherie in transfizierten HeLa-Zellen kolokalisieren, wobei die MRCK eine wichti-

ge Rolle bei der durch Cdc42 induzierten Bildung der “mikrospikes“/Filopodien spielt (Leung 

et al., 1998). Der zugrundeliegende Signaltransduktionsweg stellt sich wahrscheinlich wie 

folgt dar: Cdc42 aktiviert die MRCK, welche daraufhin eine Phosphorylierung/Aktivierung 

bestimmter LIM-Kinasen induziert. LIM-Kinasen sind Proteine, die sog. LIM-Domänen ent-

halten. LIM-Domänen, die in vielen wichtigen Proteinen wie Kinasen oder Transkriptionsfak-

toren vorkommen, haben eine zinkfingerartige Struktur, welche bei Protein-Protein-

Interaktionen eine wichtige Rolle spielt. Die LIM-Kinasen wiederum phosphorylie-

ren/inaktivieren ADF (Aktin depolymerisierender Faktor)/Cofilin und bewirken so die Reor-

ganisation des Aktinzytoskeletts (Sumi et al., 2001). Weiterhin konnte kürzlich gezeigt wer-

den, daß durch Cdc42 aktivierte MRCK das ERM-Protein Moesin am C-terminalen Threonin 

phosphorylieren kann, was ebenfalls für die Ausbildung der durch Cdc42 induzierten Filopo-

dien von entscheidender Bedeutung ist (Nakamura et al., 2000). Da allerdings noch viele Un-

klarheiten bestehen, muß das Zusammenspiel bzw. die Wechselwirkung der einzelnen Effek-

tormoleküle in Zukunft noch genauer charakterisiert werden. 
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1.6.6. Strategien zur Rho- und Rho-Kinase-Hemmung 
 
1.6.6.1. Rho-Hemmung durch C3-Transferase aus Clostridium botulinum 
 
Die Bakterien der Gattung Clostridium botulinum produzieren ein Exoenzym, das 25kD Pro-

tein C3-Transferase. Dieses bakterielle Toxin ADP-ribosyliert Rho an der Aminosäure Aspa-

ragin 41 (Vgl. Abb. 8) (Aktories et al., 1989). Die dadurch induzierte sterische Veränderung 

in der sogenannten Effektorregion, in der Rho mit seinen Substraten in Wechselwirkung tritt, 

gilt als Erklärungsansatz für die Hemmung der Rho-Aktivität (Sekine et al., 1989). Die C3-

Transferase gelangt durch einen Endozytosemechanismus in die Zellen. Die Mikroinjektion 

der C3-Transferase in unterschiedliche Zellinien, wie z. B. in 3T3- oder Vero-Zellen, hat den 

vollständigen Verlust der Aktinstreßfaserbildung (Chardin et al., 1989) sowie der fokalen Ad-

häsionsstellen zur Folge (Ridley und Hall, 1992). 

 
 

 
 
Abb. 8: ADP-Ribosylierung von Rho durch C3-Transferase 
 
 
1.6.6.2. Rho-Kinase-Hemmung durch Y-27632 
 
 

 
Abb. 9: Strukturformel für Y-27632 
 
 

1997 wurde Y-27632 ((+)-(R)-trans-4-(I-Aminoethyl)-N-(4-pyridyl)cyclohexancarboxamid-

dihydrochlorid-monohydrat) erstmals als spezifischer Inhibitor der Rho-Kinase identifiziert 

(Uehata et al., 1997). Y-27632 wird durch Carrier-vermittelte erleichterte Diffusion in Zellen 

aufgenommen und bewirkt durch Bindung an die katalytische Untereinheit eine spezifische 

Hemmung der Rho-Kinase (Ishizaki et al., 2000, Narumiya et al., 2000). Dadurch werden die 

durch Rho via Rho-Kinase induzierten Wirkungen wie beispielsweise Aktinstreßfaserbildung, 

Zellkontraktion, Thrombozytenaktivierung, Zelltransformation oder Tumorzellinvasion in 
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Abhängigkeit vom Zelltyp und der Konzentration des Rho-Kinase Inhibitors unterschiedlich 

stark gehemmt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 37 

2. Zielsetzung und Fragestellung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die zellbiologischen Auswirkungen in venösen Endothel-

zellen nach Stimulation mit mox-LDL, LPA oder S1P untersucht. 

 

In einem vorangegangenen Forschungsprojekt unserer Arbeitsgruppe, konnte gezeigt werden, 

daß bei der milden Oxidation von LDL LPA gebildet wird und daß milde oxidiertes LDL über 

den LPA-Rezeptor Thrombozyten aktiviert (Siess et al., 1999). Weiterhin konnte in einem 

anderen Forschungsprojekt, bei welchem die Erforschung der Auswirkungen von mit Throm-

bin inkubierten Endothelzellen im Vordergrund stand, gezeigt werden, daß Thrombin die 

Rho/Rho Kinase aktiviert, die wiederum die MLC-Phosphatase phosphoryliert und dadurch 

inaktiviert. Die daraus resultierende vermehrte MLC-Phosphorylierung führt zur Endothel-

zellkontraktion, die sich in einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität äußert (Essler et 

al., J Biol Chem, 1998). 

 

Aufgrund der Vorarbeiten war es interessant herauszufinden wie Endothelzellen auf das Ein-

wirken von mox-LDL reagieren würden und wie sie im Vergleich dazu auf die Stimulation 

durch LPA reagieren. Außerdem stellte sich die Frage, wie Endothelzellen auf die Stimulation 

mit S1P, einem Lysophospholipid, das der LPA strukturell ähnlich ist, reagieren würden. 

Welche Signaltransduktionswege aktivieren mox-LDL, LPA und S1P? Welche Unterschiede 

und Gemeinsamkeiten zeigen sich in der Reaktion der Endothelzellen nach Stimulation mit 

mox-LDL, LPA bzw. S1P? Die Charakterisierung der Signaltransduktionswege, über die 

mox-LDL zur Erhöhung der endothelialen Permeabilität und damit zur endothelialen Dys-

funktion führt, ist von zentraler Bedeutung, da man sie dann durch Inhibitoren an spezifischen 

Stellen blockieren und so der Arteriosklerose und kardiovaskulären Erkrankungen vorbeugen 

kann.  

 
Aufgrund der vorangegangenen Forschungsprojekte war es außerdem interessant zu untersu-

chen über welche Signalwege mox-LDL und LPA Thrombozyten aktivieren.  

 

Die folgenden Fragen sollten nacheinander beantwortet werden: 

 

a) Fragen, die die Endothelzellen betreffen: 
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1. Da bekannt ist, daß mox-LDL zur Erhöhung der endothelialen Permeabilität und damit 

zur endothelialen Dysfunktion führt, was nach R. Ross, das entscheidende Ereignis ist, 

welches zur Entstehung der Arteriosklerose führt, war es im Fall von mox-LDL insbe-

sondere interessant herauszufinden, ob die erhöhte Permeabilität durch entsprechende 

morphologische Veränderungen bedingt ist. Weiterhin stellte sich die Frage, welche 

Rolle die kleine GTPase Rho bei der Induktion der zellmorphologischen Veränderun-

gen spielt. 

 

2. Welche morphologischen Veränderungen werden durch mox-LDL, LPA und S1P in 

venösen Endothelzellen induziert? Welche Unterschiede und Gemeinsamkeiten gibt es 

im Vergleich der morphologischen Veränderungen der verschiedenen Agonisten im 

Zeitverlauf? 

 
3. Sind die morphologischen Veränderungen durch Aktivierung der Rho GTPasen be-

dingt? 

 

 

4. Führen mox-LDL, LPA und S1P zur “downregulation“ der MLC -Phosphatase in HU-

VEC und welche Signalwege sind daran beteiligt? Welche Gemeinsamkeiten und Un-

terschiede bestehen bezüglich der Zeitverläufe der Phosphatase-Aktivität? 

 

5. Erhöhen mox-LDL, LPA oder S1P die MLC-Phosphorylierung in Endothelzellen, was

 beispielsweise durch Inaktivierung der MLC-Phosphatase bedingt sein könnte? 

 

 

b) Fragen, die die Thrombozyten betreffen: 

 

1. Über welche Signalwege induzieren mox-LDL und LPA die Aktivierung/“shape 

change“ der Thrombozyten (über Aktivierung von Rho)?  

 

2. Steigern mox-LDL und LPA die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten und wel-

che Signalwege sind daran beteiligt? 

 

3. Steigern mox-LDL und LPA die Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten? Welche 

Signalwege sind daran beteiligt? 
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4. Erhöhen mox-LDL und LPA die zytosolische Ca2+-Konzentration in Thrombozyten? 

Wenn ja, ist diese Ca2+- Freisetzung eventuell an der Aktivierung der Thrombozyten 

beteiligt? 
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3. Material 
 
3.1. Substanzen allgemein 
 
Mox-LDL, eigene Präparation 

Lysophosphatidsäure, Sigma, Deisenhofen 

Sphingosin-1-Phosphat, Calbiochem, Bad Soden 

Rekombinante C3-Transferase, exprimiert als Glutathion S-Transferase-Fusionsprotein in  

E. coli 

Y-27632, Akiko Yoshimura, Yoshitomi Pharmaceuticals 

 
3.2. Spezielle Substanzen, Verbrauchsmittel und Geräte für: 
 
3.2.1. Endothelzellkultur 
 
menschliche Nabelschnüre 

Plastikkulturflaschen, Tissue Culture Products, Dannstadt 

Falcon Petrischalen (∅100mm), Becton Dickinson, Lincoln Park, USA 

Costar 6-well Kulturplatten, Becton Dickinson 

Nunc 8-well Kulturplatten, Becton Dickinson 

mikroskopische Deckgläser, Cellocate glass coverslips, Eppendorf, Hamburg 

Kollagen G, Biochrom, Berlin 

PBS (mit Phosphat gepufferte Kochsalzlösung), Sigma 

Endothelzellwachstumsmedium, Promo Cell, Heidelberg 

Endothelial cell growth Supplement/Heparin, Promo Cell  

Endothelzellbasalmedium, Promo Cell 

Fetales Kälberserum (FKS), Sigma 

Trypsin, Sigma  

 
3.2.2. Isolierung menschlicher Thrombozyten und Messung des “shape change“  
 
Aspririn, Fluka 

Apyrase (ADPase), Sigma 

Zitronensäure, EDTA: Merck 

HEPES-Puffer 

LABOR Aggregometer 

 
3.2.3. Immunfluoreszenz 
 
3,7% Formaldehydlösung (3,7% Formaldehyd [Sigma] in PBS + 1mM Ca2+ + 1mM Mg2+) 
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Aceton, Sigma 

Rhodamin-Phalloidin, Molecular Probes, Oregon, 1/20 in PBS 

Mowiol, Calbiochem 

0,2% p-Phenylenediamin, Sigma 

Leica RBM 3 Fluoreszenzmikroskop 

Kodak T-Max 400 Filme 

 
3.2.4. Mikroinjektion 
 
Eppendorf Transjector 5246 

Eppendorf Micromanipulator 5171 

Dominant hemmendes N17 Rac, exprimiert in E. coli 

Mikroinjektionspuffer (150mM NaCl, 50mM Tris, 5mM MgCl2, pH 7,5) 

Ratten-IgG (5mg/ml), Sigma 

FITC-konjugiertes anti-Ratten-IgG aus der Ziege, Dianova, Hamburg 

 
3.2.5. Myosin Leicht Ketten Phosphorylierung 
 
Mini Protean II Electrophoresis Cell, Bio Rad, München 

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio Rad 

PVDF-Transfermembran, Immobilon-P, Millipore 

Luminol solution, Pierce 

Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin, Sigma 

Molekulargewichtsmarker, Bio Rad 

TEMED, Sigma 

Acrylamid/bis-Acrylamid, Sigma 

Ammoniumpersulfat (APS), Sigma 

Sodiumdodecylsulfat (SDS), Bio Rad 

Glycin, Bio Rad 

Tween 20, Bio Rad 

2-Mercaptoethanol, Sigma 

Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk, Bio Rad 

X-Omat AR Film, Kodak 

anti-phospho-MLC-Antikörper, Dr. James Staddon, EISAI Co., London, UK 

Peroxidase markiertes Esel-anti-Kaninchen-IgG, Amersham 

monoklonaler Maus-IgM-Antikörper gegen totale MLC, Sigma 

Sharp XL-325 Densitometer 
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Amersham Pharmacia Biotech Image Master Software 

  
 
Lysepuffer(Laemmli) 

Tris-HCl                     30mM 

SDS 9% 

Glycerol  15% 

Bromphenol Blau   0.05% 

2-Mercaptoethanol  5% 

 

SDS-Sammelgelpuffer (SGP) 

Tris-HCl  0.5M 

SDS  0.4% 

pH  6.8 

 

SDS-Trenngelpuffer (TGP) 

Tris-HCl  1.5M 

SDS  0.4% 

pH 8.8 

 

SDS-PAGE Laufpuffer 

Tris  0.025M 

Glycin  0.2M 

SDS  0.1% 
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SDS Blot Transferpuffer 

Tris  0.025M 

Glycin  0.096M 

 

TBST Puffer 

Tris  2mM 

NaCl  15mM 

Tween 20  0.3% 

pH  7.4 

 

SDS-PAGE-Gele 

 Sammelgel (4%) Trenngel (12.5%) 

Aqua bidest 1.55ml 1.6ml 

SGP 0.625ml     - 

TGP     - 1.25ml 

Acrylamid/bis 0.325ml 2.08ml 

APS 12.5µl 25µl 

TEMED 2.5µl 2.5µl 

 
3.2.6. Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten 
 
anti-phospho-Thr-558-Moesin-Antikörper, Kozo Kaibuchi, Ikoma, Japan 

ansonsten gleiche Substanzen wie unter 3.6. Myosin Leicht Ketten Phosphorylierung 

 
3.2.7. Präparation myosinreicher Endothelzellfraktionen 
 
Homogenisierungspuffer 

Tris-HCl    50mM 

EDTA    0.1mM 

pH    7.5 

Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin):   je 1µg/ml 

 

“High Salt“ Puffer  

NaCl    0.6M 

Tween 20    0.1% 

Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin):  je 1µg/ml 
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“Assay“ Puffer  

Tris-HCl  50mM 

EDTA  0.1M 

β-Mercaptoethanol  28mM 

pH    7.5 

Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin):  je 1µg/ml 
 
Costar Cell Scraper 

Insulin-Spritzen, Braun 

anti-PP1-Antikörper (rabbit polyclonal IgG), UBI 

 
3.2.8. Messung der Myosin Phosphatase-Aktivität 
 
Protein Phosphatase Assay System, Life Technologies, Gaithersburg, MD 

[γ-32P]ATP 

Phosphorylierungspuffer(250mM Tris-HCl(pH 8,2), 16,7mM MgCl2, 1,67mM ATP, 0,83mM 

CaCl2, 133mM 2-ME) 

Ammoniumpersulfatlösung(90%, 45%) 

Amicon Centricon-30R Konzentratoren, Beverley, MA 

TCA(20%) 

Wallac 1410 liquid scintillation counter, Gaithersburg 

 
3.2.9. Messung der zytosolischen Ca2+-Konzentration 
 
FURA-2 AM, Calbiochem 

HEPES-Puffer(20mM HEPES, 120mM NaCl, 2,7mM KCl, 1,4mM MgSO4, 0,5mM CaCl2, 

1,4mM KH2PO4, 25mM NaHCO3, 10mM Glukose, pH 7,4) 

double excitation Spectrofluorimeter, AMKO Light Technology, Tornesch 

 
3.2.10. Messung der endothelialen Permeabilität 
 
Meerrettichperoxidase, Sigma 

Kollagen-beschichtete Polyethyleneinsätze, Becton Dickinson 

Falcon 24-well Kulturplatten, Becton Dickinson 

 
3.2.11. Messung der Rac-Aktivität (“Rac pulldown assay“)  
 
GST-PAK-CD-Fusionsprotein gebunden an Sepharose 4B Banden 

Monoklonaler Antikörper gegen Rac, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY 
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4. Methoden 
 
4.1. Präparation von milde oxidiertem LDL 
 
LDL wurde in Gegenwart von EDTA durch 3 Zentrifugationsschritte aus menschlichem Blut 

isoliert. EDTA ist ein Komplexbildner, der durch Bindung von Metallionen (z. B. Cu2+) LDL 

vor oxidativen Prozessen schützt. Um die Salzkonzentration auf physiologische Werte zu re-

duzieren, wurde die LDL-Fraktion anschließend 36h bei 4°C gegen 15l eines N2-gesättigten 

Puffers (pH 7,4), der 1mM EDTA enthielt, dialysiert. Mox-LDL wurde aus EDTA-freiem 

LDL durch Oxidation mit 640 µM Kupfersulfat für 20h bei 37°C hergestellt. 

 
4.2. Endothelzellkultur  
 
Endothelzellen wurden durch enzymatische Disaggregation in Anlehnung an die von Jaffe et 

al. (1973) beschriebene Methode aus Nabelschnüren gewonnen(“human umbilical vein end o-

thelial cells“, HUVEC). Anschließend überführte man die Zellsuspension in Plastikkulturfl a-

schen, die zwecks besserer Adhärenz der Endothelzellen, mit Kollagen beschichtet waren 

(100µg/ml Kollagen G, 24h) und kultivierte sie in Endothelzellwachstumsmedium. Das 

Wachstumsmedium enthielt Endothelzellsupplement/Heparin und 10% fetales Kälberserum 

(FKS). Die Zellzahl wurde für alle Experimente auf 2 × 104 Zellen/cm2 eingestellt. Man ließ 

die Endothelzellen 10 Tage zu einem konfluenten Monolayer heranwachsen, wobei alle 2 bis 

3 Tage ein Mediumwechsel durchgeführt wurde. 

 

4.3. Isolierung menschlicher Thrombozyten und Messung des “shape change“  
 
Das Blut von gesunden Spendern wurde mit 3,8%iger Trinatrium-Citratlösung antikoaguliert 

(Volumenanteil 9:1) und anschließend wurde durch Zentrifugation plättchenreiches Plasma 

gewonnen. Dieses wurde mit ASS (1mM), Apyrase (0,3 U/ml), Zitronensäure (9mM) und 

EDTA (5mM) behandelt, um eine Aggregation der Thrombozyten zu verhindern. Durch an-

schließende zweimalige Zentrifugation wurden die Thrombozyten isoliert. Danach wurden sie 

in HEPES-Puffer resuspendiert (HEPES-Puffer: pH: 7,4, 20 mmol/l HEPES, 138 mmol/l 

NaCl, 2,9 mmol/l KCL, 1 mmol/l MgCl2, 0,6 U/ml Apyrase). Die Messung des “shape cha n-

ge“ erfolgte bei einer Zelldichte von 2 -4 x 108/ml im Aggregometer durch Messung der Licht-

transmission. Dabei kommt es beim “shape change“ zu einer Abnahme der Lichttransmission 

und zum Verlust der Oszillationen. Y-27632 wurde in manchen Experimenten in der jeweils 

angegebenen Konzentration 30 min vor Stimulation zugegeben. Es folgte eine 30minütige 

Inkubation bei 37°C. In den Experimenten, in denen C3-Transferase verwendet wurde, wur-

den die Thrombozyten mit 400µg/ml C3-Transferase für 4h bei 37°C vorinkubiert.  
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4.4. Immunfluoreszenz  
 
Für die Fluoreszenzfärbung von filamentösem Aktin(F-Aktin), ließ man HUVEC 10 Tage auf 

Kollagen-beschichteten Deckgläsern zu einem konfluenten “Monolayer“ heranwachsen. Nach 

Stimulation mit mox-LDL, LPA oder S1P fixierte man die Endothelzellen 10min in 3,7%iger 

Formaldehydlösung(3,7% Formaldehyd in PBS + 1mM Ca2+ + 1mM Mg2+), permeabilisierte 

sie 5min in –20°C kaltem Aceton und ließ sie an der Luft trocknen. Danach wurden die 

Deckgläser 20min mit Rhodamin-Phalloidin(1/20 in PBS) bei Raumtemperatur inkubiert, 

dreimal mit PBS gewaschen und in Mowiol eingebettet. Das Mowiol enthielt 0,2% p-

Phenylenediamin als “anti -fading agent“, um ein Schwächerwerden der Fluoreszenz zu ve r-

hindern. Für die Fluoreszenzmikroskopie stand ein Leica RBM 3 Fluoreszenzmikroskop zur 

Verfügung, für mikroskopische Bilder wurden Kodak T-Max 400 Filme verwendet.  

 
4.5. Mikroinjektion  
 
Die Mikroinjektion wurde mit dem Eppendorf Transjector 5246 und dem Eppendorf Micro-

manipulator 5171 durchgeführt. Dazu kultivierte man HUVEC wiederum auf Deckgläsern in 

der oben beschriebenen Weise. Dominant negatives N17rac oder S1P wurden mit Mikroinjek-

tionspuffer verdünnt und in einer Konzentration von 0,1 mg/ml(N17rac), oder 1µM(S1P) in 

das Zytoplasma der HUVEC injiziert. Als Kontrolle injizierte man Mikroinjektionspuffer al-

lein in die Endothelzellen, was weder die Zellmorphologie noch die Organisation des Aktin-

zytoskeletts signifikant beeinflußte. Das injizierte Volumen betrug circa 1-3 × 10-15 l/Zelle. 

Injizierte Zellen wurden dadurch identifiziert, daß man Ratten-IgG (5mg/ml) in die Zellen 

koinjizierte und sie dann mit FITC-konjugiertem anti-Ratten-IgG aus der Ziege färbte. Für 

jedes Experiment wurden mindestens 100 Zellen injiziert, gefärbt und im Fluoreszenzmikro-

skop untersucht. 

 
4.6. Myosin Leicht Ketten Phosphorylierung  
 
4.6.1. Probengewinnung  
  
HUVEC: 

Man ließ HUVEC 10 Tage in Costar 6-well Kulturplatten zu einem konfluenten “Monolayer“ 

heranwachsen und stimulierte sie dann für bestimmte Zeiten mit mox-LDL (250µg/ml), 

LPA(1µM) oder S1P(1µM). Anschließend lysierte man die Zellen mit kochendem Laemmli-

Puffer, der die Proteaseinhibitoren Leupeptin, Pepstatin und Aprotinin(je 1µg/ml) enthielt. 
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Thrombozyten: 

Menschliche Thrombozyten wurden in der oben beschriebenen Weise isoliert und an-

schließend mit den angegebenen Konzentrationen von mox-LDL, LPA oder S1P stimuliert. 

Die Messung des “shape change“ erfolgte in der oben beschriebenen Weise. Zu den gegeb e-

nen Zeitpunkten wurden Aliquots von jeweils 50µl abgenommen, mit jeweils gleichen Men-

gen von kochendem Laemmli-Puffer, der die gleichen Proteaseinhibitoren - wie oben be-

schrieben - enthielt, gemischt, 5 Minuten gekocht und dadurch lysiert.  

 
4.6.2. SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 
 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte über SDS 12,5% Polyacrylamidgelelektrophorese mit 

diskontinuierlichen Puffersystemen nach Laemmli in der Mini Protean II Elektrophorese-

apparatur. Es wurden 30µl Probe pro Gelspur geladen. Zur Kontrolle der Proteinauftrennung 

wurde bei allen Gelen ein vorgefärbter Molekulargewichtsmarker mit Proteinen von bestimm-

tem Molekulargewicht aufgetragen. 

 
4.6.3. Westernblot 
 
Die aufgetrennten Proteine wurden unter Anwesenheit von Blotting Transfer Puffer mit Hilfe 

einer Mini Protean II Blot-Apparatur auf Polyvinylidenedifluorid (PVDF)-Membranen trans-

feriert. Zur Vermeidung unspezifischer Antikörperbindung wurde die Membran für 1h mit 

TBST-Puffer unter Zusatz von 10% Magermilchpulver geblockt. Nach dreimaligem Waschen 

(je 5min in TBST) wurde die Membran in TBST mit anti-phospho-MLC-Antikörper der Kon-

zentration 1/1000-1/500 über Nacht inkubiert. Nach drei erneuten Waschschritten wurde die 

Membran mit Peroxidase markiertem Ziegen-anti-Kaninchen-IgG (Amersham) der Konzent-

ration 1/7500 in TBST für 1h inkubiert. Nach wiederum drei Waschschritten wurde die 

Membran mit Hilfe des ECL-Western Blotting Detektionssystems entwickelt, die auftreten-

den Fluoreszenzssignale auf Kodak X-Omat Filme abgebildet. Die Menge an phosphorylierter 

MLC wurde durch densitometrische Analyse der Proteinbanden, die mit dem anti-phospho-

MLC-Antikörper reagierten, unter Verwendung eines Sharp XL-325 Densitometers und A-

mersham Pharmacia Biotech Image Master Software bestimmt. Phosphorylierte MLC er-

schien als einzelne Bande bei 20 kDa. Diese 20 kDa-Bande wurde auch von einem monoklo-

nalen Antikörper aus der Maus gegen totale MLC erkannt. Der Linearitätsbereich der densi-

tometrischen Messung der phoshorylierten MLC wurde dadurch bestimmt, daß man Verdün-

nungsreihen der Proteinproben, die aus der Stimulation der HUVEC mit mox-LDL, LPA oder 

S1P resultierten, anfertigte(4-40µg Protein/Gelspur). 
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4.7. Moesin Phosphorylierung in Thrombozyten 
 
Die Probengewinnung erfolgte in der unter 4.6.1. beschriebenen Weise. Die Proteine wurden 

über SDS 10% PAGE aufgetrennt. Ansonsten wurde der Western Blot wie in der unter 4.6.3. 

beschriebenen Weise durchgeführt. Als 1. Antikörper wurde anti-phospho-Thr-558-Moesin-

Antikörper (1/500), als 2. AK Ziegen-anti-Kaninchen-IgG (1/3000) verwendet. 

 
4.8. Präparation myosinreicher Endothelzellfraktionen 
 
Man ließ HUVEC 10 Tage auf Kollagen-beschichteten Petrischalen(∅100mm, Falcon) zu 

einem konfluenten “Monolayer“ heranwachsen. Nach zweimaligem Waschen mit eiskalter 

PBS, wurden 200µl Homogenisierungspuffer auf den konfluenten Zellmonolayer gegeben. 

Anschließend wurden die Zellen 15min bei –80°C inkubiert und dann mit einem Gummistab 

abgekratzt. Die Zellsuspension wurde homogenisiert, indem man sie 10 x durch eine Insulin-

spritze saugte. Dann wurde die homogenisierte Suspension in Puffer mit hohem Salzgehalt 

aufgenommen, 1h bei 4°C inkubiert und anschließend bei 4500g 30min bei 4°C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde vom “pellet“, das hauptsächlich aus Zellkernen und Aktin bestand, g e-

trennt, zehnfach mit “Assay -Puffer“ verdünnt und bei 10000g 30min bei 4°C zentrifugier t. 

Das resultierende myosinreiche “pellet“ wurde in 10µl “High Salt“ -Puffer resuspendiert. In 

der myosinreichen Zellfraktion war hauptsächlich PP1-Aktivität und kaum PP2-Aktivität vor-

handen. Durch Verwendung eines anti-PP1-Antikörpers im Western Blot wurde sicherge-

stellt, daß die myosinreichen Fraktionen gleiche Mengen an PP1 enthielten.  

 
4.9. Messung der Myosin Phosphatase-Aktivität 
 
Für die Messung der Myosin Phosphatase-Aktivität in den myosinreichen Zellfraktionen wur-

de ein Protein Phosphatase Assay System verwendet, das auf der von Alessi et al. (1992) und 

Dent et al. (1992) beschriebenen Methode basierte. Phosphorylase b(0,1mM) wurde 1h bei 

30°C durch Phosphorylase-Kinase(0,1mg/ml) in vitro phosphoryliert, wobei der Phosphory-

lierungspuffer 5mCi/ml [γ-32P]ATP enthielt. Nach Abstoppen der Reaktion durch 90%ige 

Ammoniumpersulfatlösung (4°C) erfolgte eine einstündige Inkubation auf Eis, an die sich 

eine 10minütige Zentrifugation bei 12000g anschloß. Nach Resuspension des Proteinpellets 

und viermaligem Waschen in 45%iger Ammoniumpersulfatlösung wurde durch Aufkonzent-

rieren in Amicon Centricon-30R Konzentratoren eine finale Proteinkonzentration von 3mg/ml 

eingestellt. Die Phosphatase-Aktivität wurde durch Messung der Radioaktiviätsfreisetzung 

der [γ-32P]Phosphorylase a quantifiziert. Zu diesem Zweck wurde den myosinreichen Zell-

fraktionen 30µl “Assay Puffer“ und 20µl des radioaktiven Phosphatasesubstrates zug esetzt. 
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Die Reaktion wurde nach 10min bei 30°C mit eiskalter 20%er TCA gestoppt. Einer 

10minütigen Inkubation auf Eis schloß sich eine 3minütige Zentrifugation bei 12000g an. Die 

in den Überstand freigesetzte Radioaktivität wurde in einem Wallac 1410 Szintillationszähler 

gemessen. 

 

4.10. Messung der zytosolischen Ca2+-Konzentration 
 
Gewaschene Thrombozyten wurden 45-60min bei 37°C mit FURA-2 AM (4µM) beladen und 

dann auf eine Zelldichte von 2 x 108/ml eingestellt. Die Ca2+-abhängige Fluoreszenz wurde 

mit einem Spektrofluorimeter gemessen. Dabei lag die Emissionswellenlänge bei 510nm, die 

Anregungswellenlänge wechselte schnell zwischen 340nm und 380nm. Die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration wurde durch Anwendung der Gleichung                                            

[Ca2+]i = Kd(R - Rmin)/(Rmax - R) × (Sf2/Sb2) quantifiziert. 

 
4.11. Messung der endothelialen Permeabilität anhand des Meerrettichperoxidase-

Assays 
 
HUVEC wurden 10 Tage mit 2-tägigem Mediumwechsel auf speziellen mit Kollagen be-

schichteten Polyethyleneinsätzen kultiviert. Diese Einsätze sind am Boden mit 3 µm großen 

Poren versehen und wurden in eine Platte, welche mit 24 Versuchseinsätzen ausgestattet ist, 

eingesetzt. Man gab ins obere Kompartiment 500µl Kulturmedium, welches 250µg/ml mox-

LDL enthielt. Nach 2minütiger Stimulation wurde in beiden Kompartimenten das Medium 

erneuert. In das untere Reaktionsgefäß gab man 500µl neues Kulturmedium und im oberen 

wurde das mox-LDL/Mediumgemisch durch je 500µl frisches Medium, welches 0,34mg/ml 

Meerrettichperoxidase enthielt, ersetzt. Die Probengewinnung erfolgte dann nach einer Minu-

te, indem man 60µl aus dem unteren Kompartiment entnahm, mit 860µl Reaktionspuffer und 

100µl frischer H2O2-Lösung (0,6mM in H2O) versetzte. Die Auswertung erfolgte photomet-

risch bei 470 nm. 

 
4.12. Messung der Rac-Aktivität (“Rac pulldown assay“)  
 
HUVEC wurden 10 Tage mit 2-tägigem Mediumwechsel in Petrischalen (Ø100mm) kulti-

viert und dann mit S1P oder LPA stimuliert. Nach Waschen der Zellen mit 4°C kalter PBS 

wurde 1ml eiskalter Lysepuffer zugegeben, der die Proteaseinhibitoren Leupeptin, Pepstatin 

und Aprotinin (je 1µM) enthielt. Anschließend wurden die Zellen abgekratzt und durch Sau-

gen durch Insulinspritzen homogenisiert. Die homogenisierte Suspension wurde dann für 

5min bei 10000g zentrifugiert. Der Überstand wurde für 30min bei 4°C mit dem GST-PAK-
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CD Fusionsprotein, welches an Sepharose 4B Banden gebunden war, inkubiert. PAK ist ein 

Effektormolekül von Rac. Danach wurden die Banden 3 x mit Lysepuffer gewaschen. Das an 

die Banden gebundene Protein wurde dann mit Laemmli Puffer eluiert. Anschließend wurde 

die Menge von GTP-gebundenem Rac durch Western Blot bestimmt, wobei ein monoklonaler 

Antikörper gegen Rac verwendet wurde.  
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5. Ergebnisse 
 
5.1. Ergebnisauswertung der Experimente mit Endothelzellen 
 
5.1.1. Erhöhung der endothelialen Permeabilität über einen Rho/Rho-Kinase 

abhängigen Mechanismus durch mox-LDL  

 
Wie kürzlich gezeigt wurde, führt die Stimulation der Endothelzellen mit dem bakteriellen 

Toxin von Pasteurella multocida zur Rho/Rho-Kinase abhängigen Endothelzellkontraktion, 

die wiederum eine erhöhte endotheliale Permeabilität bedingt (Essler et al., 1998). Da bei der 

milden Oxidation von LDL LPA - ein Aktivator von Rho/Rho-Kinase - gebildet wird, könnte 

man sich vorstellen, daß auch der mox-LDL-induzierte Anstieg der endothelialen Permeabili-

tät durch Aktivierung von Rho/Rho-Kinase erfolgt. Daher wurde ein “Transwellassay“ ve r-

wendet, um zu untersuchen, ob eine eventuell erhöhte Permeabilität nach mox-LDL-

Stimulation in der Tat auf Aktivierung von Rho/Rho-Kinase zurückzuführen ist. Kontrollen-

dothelzellen oder 24h lang mit 5µg/ml C3 Transferase oder 30min lang mit 10µM des Rho-

Kinase-Inhibitors Y-27632 vorinkubierte Endothelzellen wurden für 2 Minuten mit mox-LDL 

stimuliert. Anschließend wurde die transendotheliale Diffusion von Meerrettichperoxidase in 

einem Transwellsystem gemessen. Wie in Abbildung 10 dargestellt, führt die 2minütige Sti-

mulation mit mox-LDL zu einem deutlichen Anstieg der transendothelialen Diffusion der 

Meerrettichperoxidase. Die Vorinkubation der Zellen mit C3 Transferase oder Y-27632 dage-

gen hemmt diesen durch mox-LDL induzierten Anstieg der Permeabilität. Natives LDL hatte 

keinen Effekt (Abb. 10). Diese Daten deuten darauf hin, daß die durch mox-LDL induzierte 

Erhöhung der endothelialen Permeabilität über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mecha-

nismus erfolgt. 
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Abb. 10: Mox-LDL steigert die transendotheliale Diffusion von Meerrettichperoxidase  

über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus. 

HUVEC wurden entweder allein, sprich ohne Zusatz inkubiert oder 24h lang mit 5µg/ml C3 

Transferase (C3) oder 30min lang mit 10µM des Rho-Kinase-Inhibitors Y-27632. Dann wur-

den sie 2min lang mit 250µg/ml mox-LDL oder mit 250 µg/ml nativem LDL als Kontrolle 

stimuliert. Die transendotheliale Diffusion von Meerrettichperoxidase wurde dann wie unter 

Methoden beschrieben spektrophotometrisch bestimmt. Jeder Balken repräsentiert den Mit-

telwert +/- Standardabweichung von 5-8 Messungen.  
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5.1.2. Vergleich der morphologischen Veränderungen nach Stimulation mit mox-

LDL, LPA und S1P im Zeitverlauf 

 
Mox-LDL und LPA führen zur Endothelzellkontraktion und Aktinstreßfaserbildung nach 1-

2minütiger Stimulation. 

S1P induziert die Bildung von “membrane ruffles“ nach 1 -2minütiger Stimulation, nach 5-

15minütiger Stimulation mit S1P kommt es zur Bildung von Aktinstreßfasern. 

 
Wie im vorigen Abschnitt beschrieben induziert mox-LDL einen Anstieg der endothelialen 

Permeabilität über Aktivierung von Rho/Rho-Kinase. Es ist bekannt, daß ein Anstieg der en-

dothelialen Permeabilität durch Reorganisation des Aktinzytoskeletts bedingt ist. Um die Ef-

fekte von mox-LDL, LPA und S1P - einem strukturell und funktionell mit LPA verwandten 

Agonisten - auf das Aktinzytoskelett humaner Endothelzellen zu charakterisieren, wurden 

HUVEC unterschiedlich lang mit mox-LDL (250µg/ml), LPA (1µM) oder S1P (1µM) stimu-

liert. Anschließend wurde F-Aktin mit Rhodamin-Phalloidin gefärbt. Wie in Abbildung 11 

dargestellt sind unstimulierte Kontrollzellen ausgebreitet, sie zeigen einen peripheren Aktin-

ring an den Zellgrenzen und kaum Streßfasern (Abb.11.1.a, 11.2.a, 11.3.a). Nach Stimulation 

der Endothelzellen mit mox-LDL (250µg/ml) oder LPA (1µM) für 1-2min kommt es zur Ab-

rundung/Kontraktion der Endothelzellen, Ausbildung von Aktinstreßfasern (gebündelte Ak-

tinfilamente) und Lücken zwischen den Zellen (Abb.11.1.b, 11.2.b). Nach 5-15minütiger Sti-

mulation mit mox-LDL oder LPA kommt es zur allmählichen Rückbildung der Streßfasern, 

die interzellulären Lücken verschwinden und die Zellen breiten sich wieder aus (Abb.11.1.c,d; 

Abb.11.2.c,d). Zur Kontrolle wurden die Endothelzellen mit nativem LDL stimuliert (Abb. 

11.1.e). Dabei bleiben die Zellen ausgebreitet, es kommt nicht zur Endothelzellkontraktion 

oder zur Ausbildung von Aktinstreßfasern. Nach Stimulation der Endothelzellen mit S1P 

(1µM) für 0,5-1min kommt es ebenfalls zur Kontraktion der Endothelzellen und Ausbildung 

von Aktinstreßfasern (Abb.11.3.b). Die 1-2minütige Stimulation der Endothelzellen mit S1P 

dagegen führt zur Ausbildung sogenannter “membrane ruffles“. Darunter versteht man Ve r-

dichtungen des Aktinzytoskeletts entlang der Plasmamembran oder Ausstülpungen der Plas-

mamembran; es kommt nicht zur Bildung von Aktinstreßfasern (Abb.11.3.c). Nach 

5minütiger Stimulation mit S1P bilden sich die s“membrane ruffles“ allmählich zurück, es 

treten vereinzelt wieder Aktinstreßfasern auf (Abb.11.3.d). Nach 15minütiger Stimulation mit 

S1P sind die “membrane ruffles“ fast vollständig zurückgebi ldet (Abb.11.3.e). 
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5.1.3. Endothelzellkontraktion und Aktinstreßfaserbildung sind Rho/Rho-Kinase ab-

hängig, die Bildung der “ membrane ruffles“ ist Rho/Rho -Kinase unabhängig 

 
Es stellte sich die Frage, ob die nach 1-2minütiger mox-LDL/LPA-Stimulation oder 0,5-

1minütiger bzw. 5-15minütiger S1P-Stimulation induzierte Aktinstreßfaserbildung über einen 

Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus erfolgt. Deshalb wurden die Effekte von mox-

LDL, LPA und S1P auf das Aktinzytoskelett der Endothelzellen nach Hemmung von Rho 

bzw. Rho-Kinase untersucht. Um Rho zu inaktivieren, wurden die Endothelzellen 24h lang 

mit dem selektiven Rho-Inhibitor C3 Transferase aus Clostridium botulinum (5µg/ml), der 

Rho durch ADP-Ribosylierung am Asparagin in Position 41 des Rho-Proteins irreversibel 

hemmt, inkubiert. Für die Hemmung der Rho-Kinase wurde der spezifische Rho-Kinase-

Inhibitor Y-27632 (30min, 10µM), der durch Bindung an die katalytische Untereinheit die 

Rho-Kinase spezifisch hemmt, verwendet. Anschließend wurden die Zellen 1-2min mit mox-

LDL bzw. LPA oder 0,5-1min, 1-2min bzw. 15min mit S1P stimuliert. Abbildung 12.1.a zeigt 

unstimulierte Kontrollzellen. Die in Abbildung 12.1.b und c gezeigten nur mit C3 Transferase 

(24h, 5µg/ml) oder Y-27632 (30min, 10µM) behandelten Zellen ähneln unstimulierten Kon-

trollzellen. Das bedeutet, daß C3 Transferase oder Y-27632 die Akinverteilung in unstimulier-

ten Endothelzellen nicht beeinflussen. Dagegen führt die Vorbehandlung der Zellen mit C3 

Transferase oder Y-27632 zur kompletten Hemmung der durch mox-LDL (Abb.12.2.a,b,c) 

oder LPA (Abb.12.3.a,b,c) oder S1P (Abb.12.4.a,b,c, Abb.12.6.a,b,c) induzierten Aktinstreß-

faserbildung und Endothelzellkontraktion. Dies deutet darauf hin, daß mox-LDL, LPA und 

S1P die Aktinstreßfaserbildung und Endothelzellkontraktion über einen Rho/Rho-Kinase ab-

hängigen Mechanismus bewirken. Die durch S1P induzierten “membrane ruffles“ werden 

dagegen durch C3 Transferase oder Y-27632 nicht gehemmt (Abb.12.5.a,b,c), was wiederum 

bedeutet, daß ihre Bildung Rho/Rho-Kinase unabhängig erfolgt. Da andere Arbeitsgruppen 

bereits gezeigt haben, daß die Bildung von “membrane ruffles“ über die Aktivierung der kle i-

nen GTPase Rac erfolgt (Ridley et al., 1992; Hall, 1998) wurde in einem weiteren Schritt un-

tersucht, ob die durch S1P induzierte Bildung der “membrane ruffles“ über einen Rac abhä n-

gigen Mechanismus erfolgt. 
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5.1.4.  Bildung der durch S1P induzierten “membrane ruffles“ durch  

Aktivierung von Rac 

 
Diese Hypothese wird durch die in den folgenden 3 Unterkapiteln beschriebenen Ergebnisse 

belegt. 

 
5.1.4.1. Mikroinjektion von dominant negativem N17Rac hemmt die durch S1P indu- 

zierte Bildung der “membrane ruffles“  

 
Um zu untersuchen, ob die durch 1-2minütige Stimulation mit S1P induzierte Bildung der 

“membrane ruffles“ in Endothelzellen über einen Rac abhängigen Mechanismus erfolgt, wu r-

de eine dominant negative Rac-Mutante, N17Rac, in Endothelzellen mikroinjiziert. Anschlie-

ßend wurde mit S1P stimuliert. Wie in Abbildung 13 dargestellt hemmt die Mikroinjektion 

von dominant hemmendem N17Rac die Ausbildung der “membrane ruffles“ (mikroinjizierte 

Zellen sind mit Sternen markiert). Dies weist darauf hin, daß die durch S1P induzierte Bil-

dung der “membrane ruffles“ in Endothelzellen über einen Rac abhängigen Mechanismus 

erfolgt. 

 
 
 

 
 
Abb. 13: Die durch S1P (2min, 1µM) induzierten “membrane ruffles“ werden durch  

Mikroinjektion von dominant negativem N17Rac gehemmt.  

Die mikroinjizierten Zellen sind mit Sternen (*) gekennzeichnet. 

 
 
5.1.4.2. Durch S1P aktiviertes Rac transloziert nach 1-2minütiger Stimulation aus dem 

Zytosol an die peripheren Membranen 

 
Aktivierte Rho GTPasen translozieren aus dem Zytosol an periphere Membranen (Hall, 

1998). Um die durch S1P induzierte Rac-Aktivierung weiter zu belegen, wurde mittels Im-
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munfluoreszenz-Mikroskopie untersucht, ob eine solche Rac Translokation nach Stimulation 

mit S1P stattfindet. Zur Immunfärbung von Rac wurde ein monoklonaler Antikörper verwen-

det. Abbildung 14a zeigt, daß in unstimulierten HUVEC Rac im Zytosol lokalisiert ist. Nach 

1-2minütiger Stimulation mit S1P transloziert Rac an die peripheren Membranen (Abb.14b), 

nach 5-15minütiger Stimulation kehrt es wieder zurück ins Zytosol (Abb.14c und d). Dieser 

“shift“ von Rac an die peripheren Membranen deutet auf eine Aktivierung von Rac nach 1 -

2minütiger Stimulation mit S1P hin. Um die Aktivierung von Rac durch S1P weiter zu un-

termauern, wurde die Rac-Aktivität direkt gemessen. 

 
 
 
 
 
 
 

 
             a: unstimulierte Kontrollzellen                                b: mit S1P (1µM) 1-2min lang stimu- 
                                                                                                     lierte Zellen 
 

 
                c: mit S1P (1µM) 5min lang stimu-                        d: mit S1P (1µM) 15min lang stimu- 
                    lierte Zellen                                                              lierte Zellen 
 
Abb. 14: Durch S1P aktiviertes Rac transloziert nach 1-2minütiger Stimulation aus dem 

Zytosol an die peripheren Membranen. 
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5.1.4.3. Erhöhung der Rac-Aktivität im “Rac pulldown assay“ nach 1 -2minütiger 

Stimulation mit S1P 

 
Zur Messung von Rac-Aktivität wurden “pulldown assays“ verwende t. Dazu wird die CRIB-

Domäne des Rac-Effektormoleküls PAK als GST-Fusionsprotein (GST-PAK-CD-

Fusionsprotein) verwendet (Tapon und Hall, 1997). Dieses Konstrukt interagiert mit GTP-

gebundenem Rac und Cdc42. Die Menge von aktivem (GTP-gebundenem) Rac, welches an 

GST-PAK-CD bindet, kann durch Western Blot bestimmt werden und spiegelt den Grad der 

Rac-Aktivität wieder. Wie in Abbildung 15 dargestellt ist, konnte in Kontrollzellen kaum ba-

sale Rac-Aktivität nachgewiesen werden. S1P führt nach 1-2minütiger Stimulation zur Erhö-

hung der Rac-Aktivität, die dann nach 5minütiger S1P-Stimulation wieder auf basale Werte 

sinkt (Abb. 15a). Im Gegensatz zu S1P führt LPA nicht zur Aktivierung von Rac in HUVEC 

(Abb. 15b). Zusammenfassend zeigen diese Daten, daß S1P-Stimulation in Endothelzellen zur 

transienten Aktivierung von Rac führt. Parallel dazu kommt es – wie im vorigen Kapitel be-

schrieben – zur Bildung von “membrane ruffles“.  
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Abb. 15: S1P aktiviert Rac in HUVEC.  

HUVEC wurden unterschiedlich lang (0, 0.5, 1 und 2min) mit S1P (1µM) oder LPA (1µM) 

stimuliert. Die Rac-Aktivität wurde dann im Rac “pulldown assay“ gemessen. S1P aktiviert 

Rac nach 1-2minütiger Stimulation (Abb. 15a), wohingegen LPA Rac nicht aktiviert (Abb. 

15b). 
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5.1.5.  “ Downregulation“ der MLC -Phosphatase zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

durch mox-LDL, LPA und S1P 

 
Durch Aktivierung von Rho/Rho-Kinase induzieren mox-LDL, LPA und S1P Aktinstreßfa-

sern in Endothelzellen. Der Streßfaserbildung liegt folgender biochemischer Mechanismus 

zugrunde: Rho aktiviert Rho-Kinase. Diese wiederum phosphoryliert und inaktiviert die 

MLC-Phosphatase. Inaktivierung der MLC-Phosphatase führt zu verstärkter Myosin Leicht-

ketten-Phosphorylierung, die Interaktion zwischen Aktin- und Myosinfilamenten ermöglicht. 

Diese Interaktion führt zur Bildung von Streßfasern. Der Hemmung der MLC-Phosphatase 

könnte also eine Schlüsselrolle bei der mox-LDL-induzierten endothelialen Dysfunktion zu-

kommen. Deshalb stellte sich die Frage, ob die Stimulation der Endothelzellen mit mox-LDL, 

LPA oder S1P zur Inaktivierung der MLC-Phosphatase führt. Um diese Frage zu beantwor-

ten, wurde die MLC-Phosphatase-Aktivität in Endothelzellen wie unter Material und Metho-

den beschrieben nach Stimulation der HUVEC mit mox-LDL (250µg/ml), LPA (1µM) oder 

S1P (1µM) gemessen und die Zeitverläufe miteinander verglichen. Wie in Abbildung 16a 

dargestellt, sinkt die MLC-Phosphatase-Aktivität nach mox-LDL-Stimulation innerhalb von 

30s-2min schnell auf ca. 60% der basalen Phosphatase-Aktivität ab und kehrt nach ca. 5min 

wieder auf den Ausgangswert zurück. Nach Stimulation mit LPA sinkt die MLC-

Phosphatase-Aktivität innerhalb von 30s(-1,5-2min) schnell auf ca. 45% der basalen Phospha-

tase-Aktivität ab und kehrt auch innerhalb von ca. 5min wieder auf den basalen Ausgangswert 

zurück (Abb. 16b). Interessanterweise, zeigt sich nach Stimulation mit S1P ein anderer Zeit-

verlauf der Phosphatase-Inaktivierung. Wie in Abbildung 16c dargestellt, inakti-viert S1P die 

MLC-Phosphatase nach 30sekündiger Stimulation, wobei die Phosphatase-Akivität auf ca. 

55% der basalen Phosphatase-Aktivität absinkt. Nach 1-2minütiger S1P-Stimulation kehrt die 

Phosphatase-Aktivität vorübergehend wieder auf basale Ausgangswerte zurück. Nach 

5minütiger Stimulation mit S1P wird die Phosphatase erneut “downreguliert“, sie sinkt auf ca. 

30% der basalen Phosphatase-Aktivität ab; diese “Downregulation“ der Phosphatase besteht 

für mindestens 15 min. Diese Daten zeigen, daß mox-LDL, LPA und S1P die MLC-

Phosphatase zu unterschiedlichen Zeitpunkten “downregulieren“. Das deutet darauf hin, daß 

mox-LDL, LPA und S1P wahrscheinlich die kleine GTPase Rho aktivieren, die wiederum die 

Rho-Kinase aktiviert, die ihrerseits die MLC-Phosphatase inaktiviert. Es stellte sich nun die 

Frage, ob die “Downregulation“ der MLC -Phosphatase zur erhöhten Phosphorylierung der 

Myosin Leicht Kette führt, was die Interaktion des Myosins mit F-Akinfilamenten in Ak-

tinstreßfasern fördert.  
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Abb. 16: Mox-LDL, LPA und S1P führen zu unterschiedlichen Zeitpunkten zur  
Inaktivierung der MLC-Phosphatase. Vergleich der durch mox-LDL, LPA und S1P  
induzierten Veränderungen der MLC-Phosphatase-Aktivität in HUVEC im Zeitverlauf. 
  
Die MLC-Phosphatase-Aktivität wurde zu den angegebenen Zeitpunkten in HUVEC gemes-
sen: 
a: nach Stimulation mit mox-LDL (250µg/ml) 
b: nach Stimulation mit LPA (1µM) 
c: nach Stimulation mit S1P (1µM) 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3-4 Experimenten. 
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5.1.6. Steigerung der MLC-Phosphorylierung über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen 

Mechanismus zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch mox-LDL, LPA und S1P 

 
Um zu untersuchen, ob die durch mox-LDL, LPA und S1P bedingte “Downregulation“ der 

MLC-Phosphatase-Aktivität zur erhöhten MLC-Phosphorylierung führt, wurde die MLC-

Phosphorylierung in HUVEC nach Stimulation mit mox-LDL, LPA oder S1P gemessen und 

die Zeitverläufe miteinander verglichen. Die MLC-Phosphorylierung wurde mit Hilfe von 

Western Blots bestimmt, wobei ein spezifischer Antikörper gegen die phosphorylierte MLC 

verwendet wurde. Dieser Antikörper reagiert nur mit der phosphorylierten MLC, nicht mit der 

unphosphorylierten. Wie in Abbildung 17a dargestellt, steigt die MLC-Phosphorylierung 

durch mox-LDL-Stimulation innerhalb von 1-2min auf einen Gipfelwert und kehrt dann in-

nerhalb von 5-15min wieder auf den Ausgangswert zurück. Nach Stimulation mit LPA ergibt 

sich ein ähnlicher Zeitverlauf der MLC-Phosphorylierung. Sie steigt innerhalb von 1-2min auf 

einen Gipfelwert und kehrt dann innerhalb von 5min wieder auf den Ausgangswert zurück 

(Abb. 17b). Interessanterweise ergibt sich nach Stimulation der Endothelzellen mit S1P ein 

anderer Zeitverlauf der MLC-Phosphorylierung, nämlich eine biphasische Kurve. Die MLC-

Phosphorylierung steigt nach S1P-Stimulation innerhalb von 0,5-1min auf ein Maximum an. 

Anschließend wird die phosphorylierte MLC innerhalb von 1-2min nach S1P-Stimulation 

wieder teilweise dephosphoryliert. Darauf folgt nach ca. 5minütiger S1P-Stimulation ein er-

neuter Anstieg der MLC-Phosphorylierung, der mindestens 15min anhält. Da die Zeitverläufe 

der MLC-Phosphorylierung die Zeitverläufe der MLC-Phosphatase-Aktivität wiederspiegeln, 

kann man daraus folgern, daß die “Downregulation“ der MLC -Phosphatase wahrscheinlich 

die erhöhte MLC-Phosphorylierung bewirkt. Weiterhin stellte sich die Frage, ob dieser Sig-

nalweg durch Aktivierung von Rho und Rho-Kinase bedingt ist. Es wurde also untersucht, ob 

sich die MLC-Phosphorylierung durch Hemmung von Rho oder Rho-Kinase hemmen läßt. 

Dazu wurden HUVEC mit dem spezifischen Rho-Inhibitor C3 Transferase (24h, 5µg/ml) oder 

mit dem selektiven Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 (30min, 10µM) inkubiert und dann für die 

angegebenen Zeitspannen mit mox-LDL, LPA oder S1P stimuliert. Wie in Abbildung 18 dar-

gestellt, blockiert die Hemmung von Rho oder Rho-Kinase (fast) vollständig die durch mox-

LDL, LPA oder S1P induzierte MLC-Phosphorylierung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

daß mox-LDL, LPA und S1P die MLC-Phosphorylierung über einen Rho/Rho-Kinase abhän-

gigen Mechanismus steigern.  
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Abb. 17: Mox-LDL, LPA und S1P steigern die MLC-Phosphorylierung in HUVEC zu  
unterschiedlichen Zeitpunkten. Vergleich der Zeitverläufe. 
 
HUVEC wurden für die angegebenen Zeitspannen mit mox-LDL (250µg/ml) (a), LPA (1µM) 
(b) oder S1P (1µM) (c) stimuliert. Die MLC-Phosphorylierung wurde im Westernblot be-
stimmt, wobei ein spezifischer Antikörper gegen die phosphorylierte MLC verwendet wurde. 
Es ist jeweils ein Westernblot gezeigt, der repräsentativ ist für 3 ähnliche Experimente. Die 2. 
Bande mit niedrigerem Molekulargewicht in Abb. 17a ist durch eine unspezifische Kreuzre-
aktion mit dem 2. Antikörper bedingt. 
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Abb. 18: Mox-LDL, LPA und S1P steigern die MLC-Phosphorylierung in HUVEC 
über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus. 
 
Nach Vorinkubation der HUVEC mit C3 Transferase (24h, 5µg/ml) oder Y-27632 (30min, 
10µM) wurden sie jeweils für die angegebenen Zeitspannen mit mox-LDL (250µg/ml) (a), 
LPA (1µM) (b) oder S1P (1µM) (c) stimuliert. In a ist ein Westernblot gezeigt, der repräsen-
tativ ist für 3 ähnliche Experimente, in b und c sind jeweils 2 Westernblots gezeigt, die auch 
repräsentativ sind für jeweils 3 ähnliche Experimente. Dabei zeigt der 2. Westernblot in b und 
c die totale MLC, deren Menge sich im Zeitverlauf nicht ändert. 
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5.1.7. Einbau der phosphorylierten Myosin Leicht Kette in Aktinstreßfasern durch   

             mox-LDL 

 
Die Phosphorylierung der Myosin Leicht Kette ermöglicht dem Myosin mit F-Aktinfilamen-

ten in Aktinstreßfasern zu interagieren und dadurch kontraktile Vorgänge in Endothelzellen 

auszulösen. Um die intrazelluläre Verteilung der phospho-MLC in HUVEC zu untersuchen, 

wurden die Zellen mit mox-LDL stimuliert, fixiert, und im Anschluß wurde die phosphory-

lierte MLC mittels des oben beschriebenen Antikörpers immungefärbt. Abbildung 19a zeigt, 

daß in unstimulierten Kontrollzellen fast keine phosphorylierte MLC nachgewiesen werden 

kann. Dagegen führt die 1-2minütige Stimulation der Endothelzellen mit mox-LDL zum Ein-

bau der phosphorylierten MLC in Aktinstreßfasern (Abb. 19b). In Endothelzellen, die mit C3 

Transferase oder Y-27632 vorbehandelt wurden, war fast keine phosphorylierte MLC und 

damit waren auch fast keine Aktinstreßfasern nachweisbar (Abb. 19c und d). Außerdem wa-

ren in Endothelzellen, die mit nativem LDL (1-2min, 250µg/ml) als Kontrolle stimuliert wur-

den, kaum phosphorylierte MLC und damit kaum Aktinstreßfasern nachweisbar (Abb. 19e). 
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a: unstimulierte Kontrollzellen                                                     b: mit mox-LDL (1-2min, 250µg/ml)  
                                                                                                          stimulierte Zellen 
 

 
c: mit C3 Transferase (24h, 5µg/ml) vorbehandelte                    d: mit Y-27632 (30min, 10µM) vorbehandelte  
    und dann mit mox-LDL stimulierte Zellen                                  und dann mit mox-LDL stimulierte Zellen 
 

 
e: mit nativem LDL (1-2min,250µg/ml) stimulierte  
    Zellen 
 
 
Abb. 19: Mox-LDL führt zum Einbau der phosphorylierten MLC in Aktinstreßfasern.  
 
Nach Stimulation der Zellen wurden sie fixiert und es wurde die phosphorylierte MLC ange-
färbt. 
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5.2. Ergebnisauswertung der Experimente mit Thrombozyten 
 
5.2.1 Mox-LDL und LPA induzieren über einen Rho-Kinase abhängigen  

 Mechanismus den “shape change“ der Thrombozyten  

 
Der “shape change“ der Th rombozyten stellt die früheste Phase der Plättchenaktivierung nach 

Stimulation mit physiologischen Agonisten wie z. B. Thrombin oder ADP dar und geht damit 

der Aggregation und Sekretion der Thrombozyten voraus. Beim “shape change“ kommt es zur 

Kontraktion der Plättchen, sie gehen aus der diskoiden in die runde Form über und es erfolgt 

die Ausbildung von Pseudopodien. Der “shape change“ ist also ein kontraktiler Vorgang, der 

durch Phosphorylierung der Myosin Leicht Kette ausgelöst wird. Kürzlich wurde von unserer 

Arbeitsgruppe gezeigt, daß die MLC-Phosphorylierung und der “shape change“ in Thromb o-

zyten durch zwei Signalwege reguliert werden: durch die Ca2+/Calmodulin abhängige Myosin 

Leicht Ketten Kinase (MLKK) und durch die Rho-Kinase. Jeder dieser beiden Signalwege 

kann unabhängig vom anderen aktiviert werden, abhängig vom Typ und der Konzentration 

des Plättchenagonisten. Nach Aktivierung von Rho aktiviert Rho sein Effektormolekül, die 

Rho-Kinase. Die Rho-Kinase wiederum phosphoryliert die MLC-Phosphatase, die sie da-

durch inaktiviert, oder sie phosphoryliert die MLC direkt (Amano et al., 1996). Die erhöhte 

MLC-Phosphorylierung führt dann zum “shape change“. Seit einiger Zeit weiß man, daß LPA 

die Thrombozyten-aktivierende Substanz im mox-LDL ist (Siess et al., 1999). Es stellte sich 

nun die Frage, über welchen Signalweg mox-LDL und LPA die MLC-Phosphorylierung und 

den “shape change“ der Thrombozyten induzieren: über Rho/Rho -Kinase oder über die 

Ca2+/Calmodulin abhängige MLKK? Deshalb wurden Thrombozyten 30min lang mit ver-

schiedenen Konzentrationen des selektiven Rho-Kinase-Inhibitors Y-27632 inkubiert und 

dann mit mox-LDL (10-40µg/ml) bzw. LPA (20-40nM) stimuliert. Der “shape change“ wurde 

im Aggregometer gemessen. Abbildung 20a zeigt, daß Y-27632 in einer Konzentration von 

5µM oder höher den durch mox-LDL induzierten “shape change“ signifikant reduziert und 

daß 40µM von Y-27632 eine komplette Hemmung des durch mox-LDL induzierten “shape      

change“ bewirken. Wie in Abbildung 20b dargestellt, führt Y -27632 schon in einer Konzent-

ration von 0,1-1µM zu einer deutlichen Reduktion des durch LPA induzierten “shape cha nge“ 

und bewirkt in einer Konzentration von 40µM wiederum die komplette Hemmung des “shape 

change“. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß mox -LDL und LPA den “shape change“ der 

Thrombozyten über die Aktivierung der Rho-Kinase induzieren. 
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Abb. 20: Mox-LDL und LPA induzieren über einen Rho-Kinase abhängigen Mechanis-
mus den “shape change“ der Thrombozyten.  
 
Gewaschene Plättchensuspensionen wurden 30min lang mit den angegebenen Konzentratio-
nen von Y-27632 in Aggregometerküvetten inkubiert und dann mit mox-LDL (10-40µg/ml) 
(a) oder LPA (20-40nM) (b) stimuliert. Es sind Prozentwerte des maximalen “shape change“, 
den man mit mox-LDL (10-40µg/ml) bzw. LPA (20-40nM) in Abwesenheit von Y-27632 
auslösen kann, angegeben. Die Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 6 
Experimenten. 
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5.2.2. Steigerung der MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten über Aktivierung von                    

            Rho/Rho-Kinase durch mox-LDL und LPA 

 
Im folgenden Unterkapitel wird die durch mox-LDL und LPA induzierte MLC-

Phosphorylierung im Zeitverlauf verglichen. 

 
Es ist schon seit langer Zeit bekannt, daß die MLC-Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei 

der Auslösung des “sha pe change“ spielt (Daniel et al., 1984). Die Phosphorylierung bewirkt 

eine Konformationsänderung in der Myosin Leicht Kette, die die Voraussetzung für die Ak-

tin-Myosin-Interaktion und Zellkontraktion darstellt. Es war deshalb interessant zu untersu-

chen, ob mox-LDL bzw. LPA die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten steigern und 

worin die Ähnlichkeiten und Unterschiede im jeweiligen Zeitverlauf der MLC-

Phosphorylierung bestehen. Um diese Fragen zu beantworten, wurden nach Stimulation der 

Thrombozyten mit mox-LDL (10-40µg/ml) bzw. LPA (20-40nM) Westernblots angefertigt, 

wobei ein spezifischer Antikörper gegen die phosphorylierte MLC verwendet wurde. Die Ab-

bildungen 21 und 22 zeigen, daß die MLC-Phosphorylierung in unstimulierten Thrombozyten 

sehr gering ist. Nach Stimulation mit mox-LDL steigt die MLC-Phosphorylierung innerhalb 

von 20s auf das ca. 18fache des Ausgangswertes an (Abb. 21a). Nach 40-60sekündiger mox-

LDL-Stimulation sinkt die MLC-Phosphorylierung für ca. 4min auf ein Plateau (ca.5-

10facher Ausgangswert), ehe sie nach 5min wieder fast den Ausgangswert erreicht. In LPA 

stimulierten Thrombozyten dagegen steigt die MLC-Phosphorylierung schnell innerhalb von 

10s auf das ca. 23fache des Ausgangswertes an und kehrt schon nach 1minütiger LPA-

Stimulation wieder auf den basalen Ausgangswert zurück (Abb. 22a). Die Abbildungen 21b 

und 22b zeigen repräsentative Westernblots, die den Zeitverlauf der durch mox-LDL bzw. 

LPA induzierten MLC-Phosphorylierung wiederspiegeln. Darunter ist jeweils ein weiterer 

Westernblot abgebildet, der die Menge der totalen MLC darstellt, um zu überprüfen, ob glei-

che Proteinmengen geladen wurden. Aus diesen Ergebnissen kann man folgern, daß mox-

LDL und LPA wie viele andere Thrombozyten-Aktivatoren den “shape change“ über einen 

schnellen, temporären Anstieg in der MLC-Phosphorylierung induzieren. Dabei fällt aller-

dings auf, daß im Vergleich zur LPA-Stimulation nach mox-LDL-Stimulation die MLC-

Phosphorylierung in Thrombozyten längere Zeit erhöht bleibt. Dies könnte möglicherweise 

dadurch bedingt sein, daß mox-LDL neben LPA noch weitere (Lyso)Phospholipide enthält, 

die eventuell einen verzögerten Rückgang der MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten be-

wirken.  
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Abb. 21+22: Mox-LDL und LPA steigern die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten. 
Vergleich der Zeitverläufe der durch mox-LDL und LPA induzierten MLC-
Phosphorylierung. 
Gewaschene Plättchensuspensionen wurden mit mox-LDL (10-40µg/ml) bzw. LPA (20-
40nM) stimuliert und der “shape change“ wurde im Aggregometer gemessen. Parallel dazu 
wurde die MLC-Phosphorylierung durch Westernblots bestimmt, wobei ein spezifischer An-
tikörper gegen die phosphorylierte MLC verwendet wurde. Die 20kDa-Bande, die der Anti-
phospho-MLC-AK detektierte, wurde dann densitometrisch ausgewertet. 
Abb. 21a+22a: Zeitverlauf der MLC-Phosphorylierung nach Stimulation mit mox-LDL 
(Abb. 21a) oder LPA (Abb. 22a). Die Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung 
von 3 Experimenten. 
Abb. 21b+22b: Repräsentativer Westernblot, der den Zeitverlauf der MLC-Phosphorylierung 
nach Stimulation mit mox-LDL (Abb. 21b) oder LPA (Abb. 22b) wiederspiegelt. Darunter ist 
jeweils ein weiterer Westernblot abgebildet, der die Menge der totalen MLC darstellt, um zu 
überprüfen, ob gleiche Proteinmengen geladen wurden. Dabei wurde ein AK gegen die totale 
MLC (phosphorylierte und unphosphorylierte MLC) verwendet. 
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Wie schon oben erwähnt, wird die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten über zwei Sig-

nalwege reguliert: über die Ca2+/Calmodulin abhängige MLCK und über die Rho-Kinase. Es 

stellte sich daher die Frage, über welchen Signalweg mox-LDL bzw. LPA die MLC-

Phosphorylierung in Thrombozyten steigern. Da oben schon gezeigt wurde, daß der durch 

mox-LDL bzw. LPA induzierte “shape change“ durch Hemmung von Rho -Kinase hemmbar 

ist, wurde die Möglichkeit favorisiert, daß mox-LDL und LPA über Aktivierung von 

Rho/Rho-Kinase die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten erhöhen. Folglich wurden 

Thrombozyten mit dem spezifischen Rho-Inhibitor C3 Transferase (4h, 400µg/ml) oder mit 

dem selektiven Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 (30min, 40µM) inkubiert, für die angegebenen 

Zeitspannen mit mox-LDL bzw. LPA stimuliert und dann die MLC-Phosphorylierung durch 

Westernblots bestimmt. Die Abbildungen 23 und 24 zeigen, daß die Hemmung von Rho bzw. 

Rho-Kinase die durch mox-LDL bzw. LPA induzierte MLC-Phosphorylierung vollständig 

hemmt. Diese Daten deuten darauf hin, daß mox-LDL und LPA die MLC-Phosphorylierung 

in Thrombozyten über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus induzieren. 
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Abb. 23+24: Mox-LDL und LPA steigern die MLC-Phosphorylierung in Thrombozy- 
ten über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus. 
 
Gewaschene Thrombozytensuspensionen wurden entweder mit C3 Transferase (4h, 
400µg/ml) oder mit Y-27632 (30min, 40µM) in Aggregometerküvetten vorinkubiert und dann 
mit mox-LDL (10-80µg/ml) oder LPA (20-80nM) stimuliert. Die MLC-Phosphorylierung 
wurde parallel zum “shape change“ bestimmt. Dazu nahm man zu den angegebenen Zeitpun k-
ten nach Stimulation Aliquots der Plättchensuspensionen ab und lysierte sie durch Zugabe 
von kochendem Sample Puffer. Für die Bestimmung der MLC-Phosphorylierung fertigte man 
Westernblots an, wobei man einen spezifischen AK gegen die phosphorylierte MLC verwen-
dete. Die Westernblots sind jeweils für 3 Experimente repräsentativ. In Abb. 23a zeigt der 
Pfeil mit C3 auf eine Bande, die der C3 Tansferase entspricht. Hier wurde nur die C3 Transfe-
rase (50µg) geladen. Der Grund dafür war, daß man die Hypothese, daß C3 Transferase mit 
dem Anti-phospho-MLC-AK kreuzreagiert, belegen wollte. 
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5.2.3. Steigerung der Moesin-Phosphorylierung in Thrombozyten über Aktivierung 

von Rho/Rho-Kinase durch mox-LDL und LPA 

 
Im folgenden Unterkapitel wird die durch mox-LDL und LPA induzierte Moesin-

Phosphorylierung im Zeitverlauf verglichen. 

 
Wie bereits oben erwähnt spielt die MLC-Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der Aus-

lösung des “shape change“. Die Phosphorylierung der MLC bewirkt eine Konformationsän -

derung der MLC und ermöglicht somit erst die Aktin-Myosin-Interaktion und Zellkontrak-

tion. Damit die Aktin-Myosin-Bündel die mechanischen Kräfte, die für die Auslösung des 

“shape change“ notwendig sind, ausüben können, müssen sie in der Plasmamembran vera n-

kert sein. Diese Verankerung erfolgt über bestimmte Proteine. Ein Protein, das die Aktin-

Myosin-Filamente mit der Plasmamembran verbindet, ist beispielsweise Moesin. Kürzlich 

wurde gezeigt, daß während der Thrombozyten-Aktivierung durch Thrombin Moesin 

phosphoryliert wird (Nakamura et al., 1995). Die Phosphorylierung des Moesins am Thr-558 

bewirkt eine Konformationsänderung des Moesins, das dann in der Lage ist über den N-

Terminus an die Plasmamembran und über den C-Terminus an F-Aktin zu binden (Nakamura 

et al., 1995). Da also neben der MLC-Phosphorylierung auch die Moesin-Phosphorylierung 

eine bedeutende Rolle für die Auslösung des “shape change“ spielt, stellte sich die Frage, ob 

Moesin möglicherweise auch nach Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL bzw. LPA 

phosphoryliert wird. Um diese Frage zu beantworten, wurde nach Stimulation der Thrombo-

zyten mit mox-LDL bzw. LPA die Moesin-Phosphorylierung durch Westernblots bestimmt, 

wobei ein spezifischer Antikörper gegen am Thr-558 phosphoryliertes Moesin verwendet 

wurde. Die Abbildungen 25a und 26a zeigen, daß Moesin in unstimulierten Plättchen teilwei-

se phosphoryliert ist. Dies wurde auch kürzlich so beschrieben (Nakamura et al., 1995). Nach 

Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL (10-40µg/ml) steigt die Moesin-

Phosphorylierung innerhalb von 10-20s auf das ca. 4-5fache des Ausgangswertes an und 

bleibt dann für mindestens 4,5min erhöht (Abb. 25a). Nach Stimulation der Plättchen mit 

LPA (20-40nM) dagegen steigt die Moesin-Phosphorylierung innerhalb von 10-20s nur auf 

das ca. 2-2,5fache des Ausgangswertes an; sie sinkt dann aber auch innerhalb von ca. 4,5min 

kaum ab (Abb. 26a). Die Abbildungen 25b und 26b zeigen repräsentative Westernblots, die 

den Zeitverlauf der durch mox-LDL bzw. LPA induzierten Moesin-Phosphorylierung wieder-

spiegeln. Darunter ist jeweils ein weiterer Westernblot abgebildet, der die Menge des totalen 

Moesins darstellt, um zu überprüfen, ob gleiche Proteinmengen geladen wurden. Diese Daten 

deuten darauf hin, daß mox-LDL und LPA ähnlich wie der Plättchenagonist Thrombin den 
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“shape change“ sowohl über einen Anstieg in der MLC - als auch über einen Anstieg in der 

Moesin-Phosphorylierung induzieren. Dabei fällt im Vergleich zur MLC-Phosphorylierung 

auf, daß Moesin in unstimulierten Thrombozyten schon teilweise phosphoryliert ist und daß 

der Anstieg in der Moesin-Phosphorylierung geringer ist (Moesin-Phosphorylierung: mox-

LDL: 4-5facher Ausgangswert, LPA: 2-2,5facher Ausgangswert; MLC-Phosphorylierung: 

mox-LDL: 18facher Ausgangswert, LPA: 23facher Ausgangswert), dafür aber lange bestehen 

bleibt. Moesin ist in unstimulierten Thrombozyten wahrscheinlich teilweise phosphoryliert, 

weil es auch in diesen eine Verbindung zwischen Aktin-Myosin-Filamenten und der Plasma-

membran herstellen muß. Aufgrund dieser basalen Moesin-Phosphorylierung steigt diese nach 

Stimulation mit mox-LDL oder LPA möglicherweise nicht mehr so stark an. Die lang andau-

ernde Erhöhung der Moesin-Phosphorylierung ist eventuell ein Hinweis dafür, daß sie sowohl 

für die Auslösung des “shape change“ als auch für die Aufrechterhaltung des “shape change“ 

von Bedeutung ist. 
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Abb. 25+26: Mox-LDL und LPA steigern die Moesin-Phosphorylierung in  
Thrombozyten. Vergleich der durch mox-LDL und LPA induzierten Moesin- 
Phosphorylierung im Zeitverlauf. 
Gewaschene Plättchensuspensionen wurden mit mox-LDL (10-40µg/ml) bzw. LPA (20-
40nM) stimuliert und der “shape change“ wurde im Aggregometer gemessen. Parallel dazu 
wurde die Moesin-Phosphorylierung durch Westernblots bestimmt, wobei ein spezifischer 
AK gegen am Thr-558 phosphoryliertes Moesin verwendet wurde. Die 78kDa-Bande, die der 
Anti-phospho-Thr-558-Moesin-AK detektierte, wurde dann densitometrisch ausgewertet. 
Abb. 25a+26a: Zeitverlauf der Moesin-Phosphorylierung nach Stimulation mit mox-LDL 
(Abb. 25a) oder LPA (Abb. 26a). Die Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung 
von 3 Experimenten. 
Abb. 25b+26b: Repräsentativer Westernblot, der den Zeitverlauf der Moesin-
Phosphorylierung während des durch mox-LDL (Abb. 25b) bzw. LPA (Abb. 26b) induzierten 
“shape change“ wiederspiegelt. Darunter ist j eweils ein weiterer Westernblot abgebildet, der 
die Menge des totalen Moesins darstellt, um zu überprüfen, ob gleiche Proteinmengen gela-
den wurden. Dabei wurde ein AK gegen totales Moesin (phosphoryliertes und unphosphory-
liertes Moesin) verwendet. 
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Da kürzlich gezeigt wurde, daß Moesin ein Substrat der Rho-Kinase ist (Matsui et al., 1998; 

Fukata et al., 1999), wurde in einem weiteren Schritt untersucht, ob die durch mox-LDL oder 

LPA induzierte Moesin-Phosphorylierung über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mecha-

nismus erfolgt. Dazu wurden die Thrombozyten mit C3 Transferase (4h, 400µg/ml) oder mit 

Y-27632 (30min, 40µM) inkubiert und für die angegebenen Zeitspannen mit mox-LDL bzw. 

LPA stimuliert. Die Moesin-Phosphorylierung wurde mit Hilfe von Westernblots gemessen. 

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen, daß die Hemmung von Rho bzw. Rho-Kinase die durch 

mox-LDL bzw. LPA induzierte Moesin-Phosphorylierung deutlich reduziert. Aus diesen Da-

ten kann man folgern, daß mox-LDL bzw. LPA die Moesin-Phosphorylierung in Thrombozy-

ten über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus induzieren. 
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Abb. 27+28: Mox-LDL und LPA steigern die Moesin-Phosphorylierung in Thrombozy-
ten über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus. 
Gewaschene Thrombozytensuspensionen wurden entweder mit C3 Transferase (4h, 
400µg/ml) oder mit Y-27632 (30min, 40µM) in Aggregometerküvetten vorinkubiert und dann 
mit mox-LDL (10-80µg/ml) oder LPA (20-80nM) stimuliert. Die Moesin-Phosphorylierung 
wurde parallel zum “shape change“ bestimmt. Dazu nahm man zu den angegebenen Zeitpun k-
ten nach Stimulation Aliquots der Plättchensuspensionen ab und lysierte sie durch Zugabe 
von kochendem Sample Puffer. Für die Bestimmung der Moesin-Phosphorylierung fertigte 
man Westernblots an, wobei man einen spezifischen AK gegen am Thr-558 phosphoryliertes 
Moesin verwendete. Die Westernblots sind jeweils für 3 Experimente repräsentativ.  
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5.2.4. Keine Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration in Thrombozyten durch 

mox-LDL oder LPA 

 
Wie schon oben erwähnt wird die MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten über die 

Ca2+/Calmodulin abhängige MLCK und über die Rho-Kinase reguliert (Klages et al., 1999). 

Deshalb ist es möglich, daß mox-LDL bzw. LPA eine Erhöhung des intrazellulären Ca2+-

Spiegels in Thrombozyten bewirken, und daß die erhöhte Ca2+-Konzentration wiederum die 

Ca2+/Calmodulin abhängige MLCK aktiviert, die daraufhin die MLC phosphoryliert und so 

neben der Rho-Kinase zur erhöhten MLC-Phosphorylierung beiträgt. Um diese Fragestellung 

zu untersuchen, wurde die intrazelluläre Ca2+-Konzentration in Thrombozyten nach Stimula-

tion mit mox-LDL bzw. LPA gemessen. Wie in Abbildung 29 dargestellt, führt mox-LDL 

(10-100µg/ml) (Abb. 29a) oder LPA (20-100nM) (Abb. 29b) in den eingesetzen Konzentrati-

onen nicht zu einer Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration, wohingegen Thrombin 

(1Unit/ml), das man als Kontrolle einsetzte, einen deutlichen Ca2+-Anstieg bewirkt. Diese 

Daten deuten darauf hin, daß die MLCK wahrscheinlich nicht an der durch mox-LDL bzw. 

LPA induzierten MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten beteiligt ist. 
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Abb. 29: Mox-LDL und LPA führen nicht zu einer Erhöhung der zytosolischen Ca2+-
Konzentration in Thrombozyten. 
Mit Fura 2-AM beladene Plättchensuspensionen wurden im Spektrofluorimeter mit mox-LDL 
(10-100µg/ml) bzw. mit LPA (20-100nM) stimuliert, um die Ca2+-abhängige Fluoreszenz zu 
messen. Mox-LDL (Abb. 29a) bzw. LPA (Abb. 29b) führen nicht zu einer Erhöhung der zyto-
solischen Ca2+-Konzentration, wohingegen Thrombin (1U/ml), das man als Positivkontrolle 
einsetzte, einen deutlichen Ca2+-Anstieg bewirkt. Die Ergebnisse sind für jeweils 6 Experi-
mente repräsentativ. 
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6. Diskussion 
 
In dieser Arbeit wurden die durch mox-LDL, LPA und S1P stimulierten Signalwege in venö-

sen Endothelzellen und Thrombozyten sowie deren mögliche pathophysiologische Bedeutung 

für die Arterioskleroseentstehung untersucht.  

 

Es war bekannt, daß oxidiertes LDL in der Frühphase der Arteriosklerose zum Anstieg der 

Endothelpermeabilität beiträgt (Rangaswamy et al., 1997, Liao et al., 1995). Diese Endothel-

dysfunktion ist nach R. Ross ein entscheidendes Ereignis, das zur Entstehung der Arterioskle-

rose führt (Ross, 1999). Weiterhin war bekannt, daß pathologische Thrombozytenaktivierung 

in der Spätphase der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielt: Im Rahmen der Plaqueruptur 

kommt es häufig zum thrombotischen Verschluss von Gefässen, was zum Schlaganfall oder 

Herzinfarkt führen kann. Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe hatten ergeben, daß bei der 

biologischen (milden) Oxidation des LDL das Lysophospholipid LPA gebildet wird, und daß 

LPA der Thrombozyten- und Endothelzell-aktivierende Bestandteil im milde oxidierten LDL 

und in atherosklerotischem Plaquematerial ist (Siess et al., 1999). LPA ist ein Aktivator der 

GTPase Rho und deren Effektormolekül Rho-Kinase. In der vorliegenden Arbeit wurde des-

halb die Hypothese in vitro geprüft, ob Rho/Rho-Kinase ein für die Arterioskleroseentstehung 

wichtiger Signalweg sein könnte. 

 
Es wurde der Nachweis geführt, daß Rho/Rho-Kinase-Aktivierung durch oxidiertes LDL oder 

Lysophospholipide zur Phosphorylierung der MLC, und damit zur Kontraktion der Endothel-

zellen und zum Permeabilitätsanstieg führt. Es konnte auch gezeigt werden, daß aktives Rho 

für die Thrombozytenaktivierung von herausragender Bedeutung ist, indem es über Erhöhung 

der MLC-Phosphorylierung zur Formveränderung (“shape change“) der Thrombozyten führt. 

Der “shape change“ stellt die frühe Phase der Plättchenaktivierung dar und geht der Aggreg a-

tion und Sekretion voraus. Die Ergebnisse deuten also darauf hin, daß aktives Rho sowohl in 

der Frühphase (endotheliale Dysfunktion) als auch in der Spätphase (pathologische Thrombo-

zytenaktivierung) der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen könnte. Auch die Ergebnis-

se anderer Arbeitsgruppen bestätigen diese Annahme. Es wurde gezeigt, daß oxidiertes LDL 

via Rho/Rho-Kinase zur Ca2+-Sensitisierung von glatten Muskelzellen aus Skelettmuskelarte-

rien des Hamsters führt (Bolz et al., 2000). Auch in hypertensiven Ratten scheint die erhöhte 

Kontraktilität der glatten Muskulatur auf eine durch Rho-Kinase vermittelte Ca2+-

Sensitisierung der glatten Muskelzellen zurückzuführen zu sein (Uehata et al., 1997, Somlyo, 

1997). 
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Aufgrund der oben berichteten Ergebnisse ist die Annahme berechtigt, daß Rho und Rho-

Kinase in Zukunft zu möglichen Zielen therapeutischer Intervention werden könnten. Zusätz-

lich hatten präklinische Studien mit Rho/Rho-Kinase Inhibitoren ermutigende Resultate. 

Durch Verwendung des Rho-Kinase-Inhibitors Y-27632 läßt sich beispielsweise die Ca2+-

Sensitisierung und folglich auch die Kontraktion von glatten Mukelzellen in hypertensiven 

Ratten inhibieren. Auf diese Weise kann der Hypertonus gesenkt werden (Uehata et al., 1997, 

Mukai et al., 2001). Weiterhin ist bekannt, daß die Aktivität der Rho GTPasen durch Statine 

(=HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren) moduliert wird. Statine hemmen die Isoprenylierung 

der Rho GTPasen. Die Isoprenylierung wiederum ist für die GTP-Bindungsaktivität und für 

die Membrantranslokation also für die Aktivierung der Rho GTPasen entscheidend (Laufs 

und Liao, 2000). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, daß HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitoren (=Statine) die Proliferation glatter Muskelzellen durch Hemmung von 

Rho inhibieren (Laufs et al., 1999) und somit der Arterioskleroseentwicklung entgegenwir-

ken. Weiterhin induzierte die Beendigung der Statintherapie in normocholesterinämischen 

Mäusen über Rho-Aktivierung eine Suppression der endothelialen NO-Produktion (Laufs et 

al., 2000). Der Grund dafür ist wahrscheinlich ein durch das Aktinzytoskelett vermittelter 

negativer Rückkopplungsmechanismus auf die Rho-Gentranskription (Laufs et al., 2000). 

Zusätzlich scheinen Statine beim Schlaganfall neuroprotektive Effekte zu haben (Laufs et al., 

2000). Simvastatin erhöht nach experimenteller Okklusion der A. cerebri media in Mäusen 

durch Hemmung von Rho und “upregulation“ der NO -Synthase den Blutfluß in die ischämi-

schen Regionen und reduziert so die Größe des ischämischen Infarktareals (Laufs et al., 

2000). Unsere eigene Gruppe konnte außerdem zeigen, daß die durch mox-LDL via Rho in-

duzierte Endothelzell- und Thrombozytenaktivierung wie sie auch im Rahmen der Arterio-

sklerose vorkommt durch Lovastatin gehemmt wird (Essler et al., Ann N Y Acad Sci, 2000). 

 

Im Folgenden soll der Mechanismus über den Rho/Rho-Kinase zum Anstieg der Endothel-

permeabilität und Thrombozytenaktivierung führt, im Detail besprochen werden. 

 

Mox-LDL und LPA führen nach 1-2minütiger Stimulation der Endothelzellen über Aktivie-

rung von Rho/Rho-Kinase zur Endothelzellkontraktion und Aktinstreßfaserbildung. Zu diesen 

Aktinzytoskelettveränderungen über Aktivierung von Rho kommt es auch, wie kürzlich ge-

zeigt wurde, nach Stimulation der Endothelzellen mit der vasoaktiven Substanz Thrombin 

(Essler et al., J Biol Chem, 273, 1998) oder dem bakteriellen Toxin von Pasteurella Multoci-
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da (Essler et al., J Immunol, 1998). Ähnlich verhalten sich manche Fibroblasten (Chrza-

nowska-Wodnicka und Burridge, 1996), neuronale Zellen (Jalink et al., 1994), menschliche 

und Maus-Makrophagen (Aepfelbacher et al., 1996, Allen et al., 1997) und HeLa-Zellen 

(Leung et al., 1996). Auch hier bewirkt aktiviertes Rho eine Kontraktion der Zellen. Dies 

steht im Gegensatz zum Verhalten von NIH 3T3 Fibroblasten und Vero-Zellen, in denen akti-

viertes Rho zur Ausbreitung und inaktiviertes Rho zur Abrundung der Zellen führt (Schmidt 

et al., 1997, Flatau et al., 1997). Möglicherweise ist aber die Abrundung von Zellen nach län-

gerer Inaktivierung von Rho nicht als eine aktive Kontraktion, sondern eher als eine Retrakti-

on im Rahmen des Zellunterganges, anzusehen. 

 

Es konnte gezeigt werden, daß die durch mox-LDL induzierte Endothelzellkontraktion und 

Aktinstreßfaserbildung sich in einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität ausdrücken 

und erstmals konnte gezeigt werden, daß diese durch mox-LDL induzierte Erhöhung der en-

dothelialen Permeabilität über einen Rho/Rho-Kinase abhängigen Mechanismus erfolgt. Ein 

durch mox-LDL induzierter, an der Erhöhung der Permeabilität beteiligter intrazellulärer 

Ca2+-Anstieg ließ sich bei den von uns verwendeten mox-LDL-Konzentrationen ausschließen. 

Präliminäre Daten weisen außerdem daraufhin, daß auch LPA und S1P in den verwendeten 

Konzentrationen nicht zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Endothel-

zellen führen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit kürzlich publizierten Daten, die zei-

gen, daß LPA ohne intrazellulären Ca2+-Anstieg zur erhöhten Permeabilität in Endothelzellen 

führt (Amerongen et al., 2000). In Thrombozyten waren die Ergebnisse ähnlich: in den ver-

wendeten Konzentrationen führten weder mox-LDL noch LPA zu einem intrazellulären Ca2+-

Anstieg. In anderen Zellen wie zum Beispiel glatten Muskelzellen (Parizi et al., 2000), Fibro-

blasten (Mattie et al., 1994, Pietruck et al., 1997) und Astrozyten (Tas und Koschel, 1998) 

dagegen, sind die Effekte von mox-LDL, LPA und S1P unter anderem durch eine Erhöhung 

der intrazellulären Ca2+-Konzentration bedingt. Die durch mox-LDL oder LPA induzierte 

Endothelzellkontraktion und Aktinstreßfaserbildung sind also unabhängig von der intrazellu-

lären Ca2+-Konzentration. Andere Gruppen haben gezeigt, daß die Rho-Kinase über 

Phosphorylierung und damit Inaktivierung der MLC-Phosphatase zur vermehrten MLC-

Phosphorylierung führt, die durch Aktin-Myosin-Interaktion Veränderungen des Aktinzy-

toskeletts bedingt (Kimura et al., 1996, Leung et al., 1996, Nakai et al., 1997, Suzuki et al., 

1999). Mox-LDL und LPA bewirken nach 30sekündiger Stimulation der Endothelzellen eine 

Absenkung der MLC-Phosphatase-Aktivität, was wiederum eine vermehrte MLC-

Phosphorylierung bedingt. Außerdem ist bekannt, daß die Rho-Kinase in vitro die MLC direkt 
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phosphorylieren kann (Amano et al., 1996). Es ist allerdings unklar, welchen Anteil jeder der 

beiden Mechanismen am Anstieg der MLC-Phosphorylierung hat. 

 
Mox-LDL und LPA modulieren die Endothelzellmorphologie und -funktion dadurch, daß sie 

an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der Edg-Familie binden. Die Rezeptoren für 

mox-LDL müssen den LPA-Rezeptoren ähnlich oder sogar mit diesen identisch sein, da sich 

wie von unserer Gruppe kürzlich gezeigt wurde, die durch mox-LDL induzierten Endothelzel-

leffekte durch spezifische LPA-Rezeptor-Antagonisten hemmen lassen (Siess et al., 1999, 

Essler et al., Ann N Y Acad Sci, 2000). Weiterhin wurde von unserer Gruppe gezeigt, daß bei 

der milden Oxidation von LDL LPA gebildet wird und, daß LPA die biologisch aktive Kom-

ponente in mox-LDL darstellt (Siess et al., 1999). LPA aktiviert die Rezeptoren Edg-2, -4 und 

-7 der Edg-Familie (Goetzl und An, 1998). In HUVEC sind wie präliminäre Daten unserer 

Gruppe zeigen, allerdings nur die Rezeptoren Edg-1, Edg-4 und Edg-5 exprimiert. Deshalb 

erfolgen die durch mox-LDL und LPA induzierten Endothelzellveränderungen möglicherwei-

se über Aktivierung von Edg-4. Nach Stimulation des G-Protein-gekoppelten LPA-Rezeptors 

wird wahrscheinlich über das heterotrimere G-Protein G13 und dazwischengeschaltete Tyro-

sin-Kinasen Rho aktiviert (Gohla et al., 1998). Rho aktiviert dann sein Effektormolekül, die 

Rho-Kinase, die die “Myosin Binding Subunit“ (MBS, 130kDa) der MLC -Phosphatase 

phosphoryliert und dadurch die MLC-Phosphatase inaktiviert (Nakai et al., 1997). In vitro 

kann die Rho-Kinase die MLC auch direkt am Ser-19 phosphorylieren (Amano et al., 1996).  

 

Der Sphingolipid-Metabolit S1P ist strukturell nahe mit LPA verwandt. Deshalb wurden in 

dieser Arbeit seine Effekte auf die Morphologie von Endothelzellen mit denen von LPA und 

mox-LDL verglichen. S1P wird durch enzymatische Spaltung von Sphingomyelin aus den 

Membranen aktivierter Zellen bei Gewebsverletzung, Entzündung und Neoplasie gebildet 

(Goetzl und An, 1998). S1P bindet an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren Edg-1, Edg-3, 

Edg-5, Edg-6 und Edg-8 der Edg-Familie (An et al., 1997, Lee et al., 1998, Zondag et al., 

1998). Nach der Rezeptorbindung beeinflußt S1P die Zellmorphologie und Kontraktilität 

durch Aktivierung von Rho (Postma et al., 1996). Da S1P im menschlichen Blutplasma vor-

handen ist (Tokumura, 1995), ist es wahrscheinlich, daß es Endothelzellen stimuliert und an 

der Regulation der Endothel-Morphologie in vivo beteiligt ist. Tatsächlich wurde vor kurzem 

berichtet, daß S1P die chemotaktische Motilität und Proliferation von Endothelzellen als auch 

die Angiogenese stimuliert (Wang et al., 1999). Die Aufklärung von Signalwegen, durch die 

S1P die Endothelzellmorphologie stimuliert, führt zu einem besseren Verständnis der Endo-

thelzellmigration, für die regulierte Sequenzen von Zellkontraktion und Ausbreitung Voraus-
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setzung sind. Diese Reorganisation des Aktinzytoskeletts in migrierenden Endothelzellen un-

terliegt, wie schon seit längerer Zeit bekannt, der Kontrolle der Rho GTPasen (Aepfelbacher 

et al., 1997). Aktivierung und Inaktivierung von verschiedenen Rho GTPasen in bestimmter 

Reihenfolge ist also für die Endothelzellmigration, die im Rahmen der Angiogenese, Embryo-

entwicklung, Wundreparatur und Tumormetastasierung eine wichtige Rolle spielt, von ent-

scheidender Bedeutung.  

 

Nach Bindung an den G-Protein-gekoppelten Edg-Rezeptor kommt es nach 0,5-1minütiger 

Stimulation der Endothelzellen mit S1P über Aktivierung von Rho zur Endothelzellkontrakti-

on und Aktinstreßfaserbildung. Daraufhin folgt nach 1-2minütiger S1P-Stimulation die Endo-

thelzellausbreitung und Bildung von “membrane ruffles“ über Aktivierung von Rac. Daß die 

Ausbildung der “membrane ruffles“ über einen Rac -abhängigen Mechanismus erfolgt, ist be-

reits seit längerer Zeit bekannt (Ridley et al., 1992, Hall, 1998). Die Aktivierung von Rac 

konnte durch verschiedene Experimente belegt werden: 

1. Die Mikroinjektion von dominant negativem N17Rac hemmt die durch S1P induzierte 

Bildung der “membrane ruffles“.  

2. Durch S1P aktiviertes Rac transloziert nach 1-2minütiger S1P-Stimulation aus dem Zyto-

sol an die peripheren Membranen.  

3. Im Rac “pulldown assay“ findet sich nach 1 -2minütiger S1P-Stimulation eine Erhöhung 

der Rac-Aktivität. 

 

In CHO-Zellen führt S1P über Edg-1 und Edg-3 zur Aktivierung von Rac und Ausbildung 

von “membrane ruffles“ (Okamoto et al., 2000). In NIH 3T3 -Fibroblasten bewirkt aktiviertes 

Rac über Inaktivierung von Rho sowohl eine Ausbreitung der Zellen als auch die Bildung von 

“membrane ruffles“(Sander e t al., 1999). Auch in Endothelzellen führt aktiviertes Rac zur 

Inaktivierung von Rho. So hemmt mikroinjiziertes konstitutiv aktives V12Rac die Rho/Rho-

Kinase abhängige MLC-Phosphorylierung. Auch während der Neuritenbildung hemmen sich 

Rac-und Rho-vermittelte Signalwege gegenseitig (Leeuwen et al., 1997).  

 

Aktiviertes Rac aktiviert sein Effektormolekül die “p21 activated kinase“ (PAK), die wiede r-

um zur Phosphorylierung und dadurch Inaktivierung der MLCK und zur Phosphorylierung 

der “myosin heavy chain“ führ t (Sanders et al., 1999, Burridge, 1999). Die Phosphorylierung 

der “myosin heavy chain“ verhindert eine Interaktion zwischen Aktin und Myosin. So verhi n-

dert Rac die Zellkontraktion durch mindestens 3 Mechanismen: 1. Inaktivierung von Rho, 2. 
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“myosin heavy chain“ -Phosphorylierung und 3. Inaktivierung der MLCK. Andererseits ist 

schon seit längerer Zeit bekannt, daß Rac Rho auch aktivieren kann (Tapon und Hall, 1997). 

 

Nach 5-15minütiger Stimulation der Endothelzellen mit S1P verschwinden die “membrane 

ruffles“ und über Aktivierung von Rho/Rho -Kinase kommt es erneut zur Endothelzellkontrak-

tion und Aktinstreßfaserbildung. Die durch S1P induzierte Morphologie spiegelt die durch 

S1P regulierte MLC-Phosphatase-Aktivität und MLC-Phosphorylierung wieder.  

 

Im Unterschied zur Stimulation mit mox-LDL oder LPA wird die MLC-Phosphatase nach 

S1P-Stimulation nach 30s inaktiviert, steigt nach 1-2minütiger S1P-Stimulation wieder auf 

den basalen Ausgangswert an und wird nach 5-15minütiger S1P-Stimulation zum zweiten 

Mal “downr eguliert“. Nach Stimulation mit mox -LDL oder LPA findet sich nur eine einmali-

ge Inaktivierung der MLC-Phosphatase nach 0,5-2min. Die zweimalige Inaktivierung der 

MLC-Phosphatase nach S1P-Stimulation korreliert jeweils mit einer Rho/Rho-Kinase-

abhängigen vermehrten MLC-Phosphorylierung und Endothelzellkontraktion. Die nach 1-

2minütiger S1P-Stimulation auftretende MLC-Phosphatase-Aktivierung korreliert mit einer 

Rac-abhängigen Bildung von “membrane ruffles“ und Endothelzellausbreitung. Die transiente 

Rac-Aktivierung scheint ein spezifischer S1P-Effekt zu sein und könnte durch einen spezifi-

schen Edg-Rezeptor vermittelt werden. Präliminäre Daten unserer Gruppe zeigen, daß in 

HUVEC die S1P-Rezeptoren Edg-1 und Edg-5 exprimiert sind. Während Rho über das hete-

rotrimere G-Protein G13 wohl eher an Edg-4 gekoppelt ist, ist Rac über ein bisher unbekann-

tes heterotrimeres G-Protein wohl eher an Edg-1 gekoppelt (unpublizierte Daten). Die Daten 

zeigen also, daß das Gleichgewicht zwischen Rho- und Rac-Aktivität den zellulären Phänotyp 

während der Aktivierung der Endothelzellen mit S1P bestimmt. Die gegenseitige Hemmung 

und Aktivierung von Rac und Rho könnte bei der schnellen Regulation der durch S1P indu-

zierten Zellausbreitung und Zellkontraktion während der Endothelzellmigration eine Rolle 

spielen.  

 

Der “shape change“ der Thrombozyten ist die erste Antwort der Plättchen auf Aktivierung 

durch mox-LDL, LPA oder andere Agonisten (Siess, 1989). Er geht der Aggregation und Sek-

retion voraus. Der “shape change“ ist ein kontraktiler  Vorgang und besteht in Abrundung und 

Kontraktion der Thrombozyten und in der Ausbildung von Pseudopodien. Er wird durch 

MLC-Phosphorylierung (Adelstein et al., 1978, Daniel et al., 1984, Bauer et al., 1999) ausge-

löst. Die MLC-Phosphorylierung und der “sha pe change“ werden in menschlichen und Mä u-
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se-Thrombozyten durch 2 Signalwege reguliert (Klages et al., 1999, Bauer et al, 1999): durch 

die Ca2+-Calmodulin-abhängige MLCK einerseits und durch die Rho-Kinase andererseits. 

Plättchen-Agonisten wie Ionomycin und ADP führen zur Ca2+-Freisetzung und Aktivierung 

der Ca2+-Calmodulin-abhängigen MLCK in Thrombozyten (Wilde et al., 2000). Andere Ago-

nisten wie der Thrombin-Rezeptor-Agonist YFLLRNP oder das Thromboxan-Analogon U 

46619 führen zur Aktivierung von Rho/Rho-Kinase.  

 

Unsere Arbeitsgruppe konnte in mehreren Arbeiten erstmals zeigen, daß mox-LDL und LPA 

über Aktivierung von Rho/Rho-Kinase die MLC-Phosphorylierung und den “shape change“ 

in Thrombozyten bewirken (Essler et al., Ann N Y Acad Sci, 2000). Da mox-LDL und LPA 

nicht zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Thrombozyten führten, ließ 

sich eine Beteiligung der Ca2+-Calmodulin-abhängigen MLCK ausschließen. Im Gegensatz zu 

mox-LDL und LPA führte S1P in entsprechender Konzentration nicht zu einer Aktivierung 

der Thrombozyten.  

 

Es ist bekannt, daß bei der Plättchenaktivierung durch Thrombin das Protein Moesin am Thr-

558 phosphoryliert wird (Nakamura et al., 1995). Außerdem weiß man, daß Moesin ein Effek-

tormolekül der Rho-Kinase ist und durch diese phosphoryliert wird (Shaw et al., 1998, Matsui 

et al., 1998). Moesin ist ein Verbindungsprotein zwischen der Plasmamembran und Aktinfi-

lamenten. Durch Phosphorylierung am Thr-558 ändert Moesin seine Konformation und ist 

dann in der Lage an die Plasmamembran über den N-Terminus und an F-Aktin über den C-

Terminus zu binden.  

 

Nach Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL oder LPA erfolgt über Aktivierung von 

Rho/Rho-Kinase die MLC-Phosphorylierung, die eine Interaktion zwischen Aktin und Myo-

sin erlaubt. Dadurch bilden sich kontraktile Aktin-Myosin-Filamente. Die Rho-Kinase 

phosphoryliert außerdem das Protein Moesin, das dann die Interaktion zwischen den neuge-

bildeten Filamenten und der Plasmamembran vermittelt. Sowohl die MLC-Phosphorylierung 

als auch die Moesin-Phosphorylierung sind daher für den “shape change“ von großer Bede u-

tung. Nach Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL oder LPA steigt die MLC-

Phosphorylierung innerhalb kürzester Zeit (10-20s) auf das ca. 20fache des Ausgangswertes 

an und sinkt danach innerhalb von ca. 1 Minute schnell wieder ab. Im Vergleich dazu steigt 

die Moesin-Phosphorylierung nach Stimulation mit mox-LDL oder LPA nur auf das ca. 2-

5fache des Ausgangswertes an, bleibt aber lange (mindestens 5 Minuten) erhöht. Dies könnte 
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darauf hindeuten, daß die MLC-Phosphorylierung mehr für die Induktion des “shape change“, 

die Moesin-Phosphorylierung mehr für die Aufrechterhaltung von Bedeutung ist. 

 
Mox-LDL und LPA aktivieren die Thrombozyten durch Bindung an spezifische G-Protein-

gekoppelte LPA-Rezeptoren (Siess et al., 1999). So wurde kürzlich gezeigt, daß der durch 

mox-LDL induzierte “shape change“ durch spezifische LPA -Rezeptor-Antagonisten hemmbar 

ist (Siess et al., 1999, Essler et al., Ann N Y Acad Sci, 2000). Nach Bindung von mox-LDL 

oder LPA an den Rezeptor wird wahrscheinlich über G13 Rho/Rho-Kinase aktiviert, die dar-

aufhin die MLC-Phosphatase phosphoryliert und dadurch inaktiviert. Dies führt zur vermehr-

ten MLC-Phosphorylierung und damit zum “shape change“.  

 

Abschließend ist es noch wichtig die durch mox-LDL, LPA bzw. S1P induzierte Endothel-

zell- und Thrombozytenaktivierung zu vergleichen. Zuerst fällt auf, daß S1P in der von uns 

eingesetzten Konzentration (1µM) Plättchen nicht aktiviert. Dies steht im Widerspruch zu 

älteren Daten einer anderen Gruppe, die zeigen, daß S1P eine Formveränderung (shape     

change) und auch Aggregation der Thrombozyten induziert (Yatomi et al., 1995, Yatomi et 

al., 1997). Andererseits zeigen neuere Daten, daß S1P die Plättchenaggregation eher inhibiert 

(Nugent und Xu, 2000). Kürzlich wurde außerdem gezeigt, daß in Thrombozyten die Edg-

Rezeptoren 2, 4, 6 und 7 exprimiert sind (Motohashi et al., 2000). Edg-2, -4 und -7 sind LPA-

Rezeptoren, Edg-1, -3, -5, -6 und -8 stellen S1P-Rezeptoren dar (Pyne und Pyne, 2000). Das 

bedeutet, daß in Thrombozyten viele LPA-Rezeptoren, aber nur ein S1P-Rezeptor exprimiert 

zu sein scheint. Deshalb erscheint es auch verständlich, daß in unseren Experimenten LPA die 

Thrombozyten stark aktiviert, wohingegen S1P die Plättchen kaum oder gar nicht aktiviert. 

Weiterhin fällt beim Vergleich der durch mox-LDL und LPA induzierten Endothelzell- und 

Thrombozytenaktivierung auf, daß für die Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur Endo-

thelzellaktivierung viel geringere Konzentrationen an mox-LDL (ein Fünftel der Konzentrati-

on für die Endothelzellaktivierung) und LPA (ein Zwanzigstel der Konzentration für die En-

dothelzellaktivierung) eingesetzt werden. Dies hat möglicherweise damit zu tun, daß in 

Thrombozyten andere LPA-Rezeptoren exprimiert sind als in Endothelzellen (LPA-

Rezeptoren in Thrombozyten: Edg-2, -4 und -7, LPA-Rezeptoren in Endothelzellen: Edg-4). 

Zusätzlich scheinen Blutplättchen überhaupt hochempfindlich zu sein. So reagieren sie bei-

spielsweise mit Formveränderung auf mechanische Einflüsse, Kälte oder andere Agonisten. 

Der Sinn dieser schnellen Formveränderung bzw. hohen Empfindlichkeit liegt in der schnel-

len Bildung eines Thrombus und damit schnellen Blutstillung einer Verletzung in vivo. Wei-

terhin muß man darauf hinweisen, daß der durch mox-LDL bzw. LPA induzierte Anstieg und 
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Rückgang der MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten viel schneller erfolgt als in Endo-

thelzellen. So steigt in Thrombozyten nach Stimulation mit mox-LDL bzw. LPA die MLC-

Phosphorylierung innerhalb von 10-20s auf ein Maximum und fällt schon nach einer Minute 

fast wieder auf den Ausgangswert ab. In Endothelzellen dagegen steigt nach mox-LDL bzw. 

LPA-Stimulation die MLC-Phosphorylierung erst nach ca. 1-2min auf ein Maximum. Dieses 

bleibt über einige Minuten bestehen, so daß die MLC-Phosphorylierung erst nach 5-15min 

wieder absinkt. Ein möglicher Grund für den schnelleren Anstieg der MLC-Phosphorylierung 

in Plättchen besteht darin, daß in Thrombozyten mehr LPA-Rezeptoren als in Endothelzellen 

exprimiert sind. Ein weiterer Grund könnte darin liegen, daß auf den suspendierten Plättchen 

mehr LPA-Rezeptoren für die mox-LDL- bzw. LPA-Bindung frei zur Verfügung stehen. Au-

ßerdem ist auch denkbar, daß in Thrombozyten mehr Rho bzw. aktives Rho vorhanden ist. 

Der schnelle Anstieg der MLC-Phosphorylierung in Thrombozyten ist für die Induktion des 

“shape change“ entscheidend. Der Rückgang der MLC -Phosphorylierung dagegen beendet 

den “shape change“ und kennzeichnet den erneuten Übergang in die Plättchenform. Die rasch 

mögliche Veränderung der MLC-Phosphorylierung ist also für reversible Vorgänge wie den 

“shape change“ bedeutsam. Die physiologische Bedeutung der schnellen Plättchenaktivierung 

liegt in der schnellen Bildung eines Thrombus bei der Blutstillung in vivo. Die im Vergleich 

zur Thrombozytenaktivierung durch mox-LDL bzw. LPA induzierte langsamere Endothelzel-

laktivierung liegt möglicherweise in der geringeren Anzahl an exprimierten oder frei zur Ver-

fügung stehenden LPA-Rezeptoren begründet. Physiologisch stellt die langsamere Reaktivität 

des Endothels einen Schutz gegen pathologische Substanzen dar und hilft die Integrität des 

Endothels zu erhalten.  
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7. Zusammenfassung 
 
Oxidiertes “Low density Lipoprotein“ (LDL) trägt durch Aktivierung von vaskulären End o-

thelzellen und Thrombozyten zum Fortschreiten der Atherosklerose bei. Da die durch milde 

oxidiertes LDL (mox-LDL) aktivierten Signalwege in Endothelzellen und Thrombozyten bis-

her nur unzureichend charakterisiert waren, wurden sie in dieser Arbeit näher untersucht. 

Weiterhin wurde ausgehend von der Beobachtung, daß es bei milder Oxidation von LDL zur 

Bildung von Lysophosphatidsäure (LPA) kommt, und daß LPA die spezifische Thrombozy-

ten-aktivierende Substanz im milde oxidierten LDL ist, in dieser Arbeit in in vitro Modellen 

untersucht, ob LPA und das strukturell und funktionell verwandte Lysophospholipid Sphingo-

sin-1-Phosphat (S1P) Signalwege regulieren, die zur pathologischen Aktivierung von Throm-

bozyten und Endothelzellen beitragen. Als Modellsysteme wurden unter anderem die endo-

theliale Permeabilität und der Plättchen-“shape change“ herangezogen. Es konnte gezeigt 

werden, daß milde oxidiertes LDL und LPA sowohl in Endothelzellen als auch in Thrombo-

zyten - über Membran-gebundene LPA-Rezeptoren - die GTPase Rho und deren Effektor-

Molekül Rho-Kinase aktivieren. Rho-Kinase hemmt die Myosin Leichtketten Phosphatase, 

wodurch es zum Anstieg der Myosin Leichtketten Phosphorylierung kommt. Myosin Leicht-

ketten Phosphorylierung führt (i) zur Kontraktion von Endothelzellen, die wiederum einen 

Anstieg der endothelialen Permeabilität auslöst, und (ii) zur Formveränderung (shape change) 

von Thrombozyten, dem ersten Anzeichen der Plättchen-Aktivierung. Das Lysophospholipid 

S1P dagegen induziert in Endothelzellen sequentiell (1) Rho/Rho-Kinase abhängige Myosin 

Leichtketten Phosphatase-Inaktivierung, Myosin Leichtketten Phosphorylierung und Endo-

thelzellkontraktion, (2) Rac abhängige Myosin Leichtketten Phosphatase-Aktivierung, Aus-

bildung von “membrane ruffles“ und Endothelzellausbreitung und (3) erneute Rho/Rho-

Kinase abhängige Myosin Leichtketten Phosphatase-Inaktivierung und Endothelzellkontrakti-

on. Das durch S1P regulierte Wechselspiel zwischen Rho- und Rac-Aktivität und die dadurch 

regulierten Sequenzen von Zellkontraktion und -ausbreitung sind wahrscheinlich für die En-

dothelzellmigration im Rahmen von Angiogenese und Wundreparatur von Bedeutung. Den 

Lysophospholipiden könnte also eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose 

und in der Regulation von Angiogenese und Wundreparatur zukommen. Die pharmakologi-

sche Hemmung des Rho/Rho-Kinase Signalweges könnte möglicherweise einen neuen An-

satzpunkt zur Behandlung der Atherosklerose darstellen. 
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