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1. Einleitung

1. EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG

1.1. Struktur und Funktion des Endothels

Das Endothel besteht aus einer einlagigen Zellschicht, die auf der dem GefaBBlumen zugewand-
ten Seite die Gesamtheit der Lymph- und Blutgefdfle auskleidet. Daher bildet das Endothel
eine Barriere zwischen dem zirkulierenden Blutstrom und der iibrigen GefaBwand. Endothel-
zellen bilden zusammen mit ithrer Basalmembran, der Membrana elastica interna, und einer
diinnen Bindegewebsschicht die Tunica intima. Somit grenzt sich das Endothel von den darun-
ter liegenden glatten Muskelzellen, welche die Tunica media bilden, ab. Die Einbettung des
BlutgefdBes in seine Umgebung erfolgt durch die Adventitia, einer lockeren Bindegewebs-

schicht (Michel et al., 2007; Stan, 2007).

1.1.1.  Heterogenitit des Endothels

Das Endothel weist eine starke Heterogenitiit in Bezug auf Funktion und Struktur auf (Uber-
sicht bei Aird, 2006 und 2007). Je nach Organisation, unterscheidet man zwischen kontinuier-
lichem, diskontinuierlichem und fenestriertem Endothel. Das kontinuierliche Endothel stellt
eine hochselektive Barriere fiir die im Blut geldsten Gase und Partikel dar. Die Abgrenzung
des Gewebes vom zirkulierenden Blutstrom wird zwischen benachbarten Endothelzellen durch
tight junctions (lat. zonulae occludentes) bewirkt. Groflere Molekiile werden {iber transen-
dotheliale Kanéle oder Transzytose durch das Endothel transportiert. Das kontinuierliche En-
dothel besitzt eine Vielzahl von caveolae und einige wenige transendotheliale Kanile. Caveo-
lae sind sackformige Einbuchtungen der Plasmamembran, die den transzytotischen Transport
von Partikeln in das Gewebe unterhalb des Endothels ermdglichen, indem sie sich von der

Membran abschniiren (Thomas und Smart, 2008).

Das fenestrierte Endothel weist dagegen durch seine hohe Anzahl an porenartigen Strukturen
(fenestrae, transendotheliale Kanéle) eine groflere Permeabilitét fiir Wasser und kleinere Solute
auf. Es tritt vor allem in Bereichen mit Filtrationsfunktion oder erhhtem endothelialen Trans-
port auf, zum Beispiel in den Kapillargefilen der exo- und endokrinen Driisen, Glomeruli,
sowie der Magen- und Darmschleimhaut. Fenestrae sind transzellulire Poren, mit einem
Durchmesser von ca. 70 nm, die sich durch die gesamte Zelle erstrecken. Die meisten fenestrae

besitzen ein 5-6 nm dickes, nicht-membrandses Diaphragma, welches als molekularer Filter




1. Einleitung

fungiert (Rostgaard und Qvortrup, 1997).

Das diskontinuierliche Endothel zeichnet sich durch das Vorhandensein relativ gro3er porenar-
tiger Strukturen aus, wodurch die einzelnen Zellen teilweise nicht mehr in Kontakt zueinander
stehen. Dieser Aufbau bewirkt eine erhohte Durchlédssigkeit des Endothels. Das diskontinuier-
liche Endothel kommt vor allem in den sinusoidalen GefdB3en der Leber vor. Die Basallamina
ist in diesem Fall nur wenig ausgepriagt (Aird, 2006). Auch im diskontuierlichen Endothel
kommen fenestrae vor, allerdings mit einem groBeren Durchmesser (100-200 nm) und ohne
Diaphragma (Wisse, 1970). Zusétzlich sind hier die sogenannten clathrin-coated pits in hoher
Anzahl vertreten. Es handelt sich hierbei um eine bestimmte Form von Membrangruben an der
Zelloberfldache, die eine hohe Rezeptordichte aufweisen konnen und auf der cytoplasmatischen
Seite mit dem Protein Clathrin bedeckt sind. Diese Strukturen spielen eine tragende Rolle bei

der rezeptorvermittelten Endozytose (Muro et al., 2004).

1.1.2.  Angiogenese

Die Neubildung von vaskuldren Strukturen auf der Grundlage bereits vorhandener Blutgefile
wird als Angiogenese bezeichnet. Dieser Prozess umschlie8t die endotheliale Zellaktivierung,
Migration und Proliferation, sowie den Abbau der extrazelluldren Matrix und die Stabilisie-
rung der neu gebildeten BlutgefiBe (Ubersicht bei Stan, 2007). Letztere erfolgt iiber die Rekru-
tierung von Perizyten und glatten Muskelzellen (Karamysheva, 2008). Um die Auskleidung
neuer und bereits bestehender BlutgefiBe zu garantieren, sind Endothelzellen in der Lage,
durch Migration und Teilung ihre Zahl und Anordnung an die unterschiedlichen Bedingungen
anzupassen. Der Angiogenese steht die Vaskulogenese gegeniiber, bei der sich im Blutstrom
zirkulierende Stammzellen (Angioblasten) zu de novo Endothelzellen ausbilden und somit

neue GefaBstrukturen formen (Coultas ez al., 2005).

1.1.3.  Die Rolle des Endothels in der Gerinnung

Im Rahmen der Hamostase trigt das Endothel zur regulierten Produktion gerinnungshemmen-
der, bzw. -fordernder Faktoren bei (Furie und Furie, 1988). Eine Unterbrechung der GefafB3in-
tegritdt fithrt zu einer Freisetzung von Komponenten der extrazelluliren Matrix, vor allem von
Kollagen, und der darauf folgenden Adhésion von Thrombozyten (Farndale et al., 2004). Die
Bindungsreaktion zwischen dem vom Endothel gebildeten von-Willebrand-Faktor und entspre-

chenden Rezeptoren auf der Oberfliche der Thrombozyten ist fiir diesen Vorgang essentiell
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(Sixma et al., 1997). Es kommt zur Bildung eines Plittchenaggregats am Ort der Gefal3verlet-
zung. Somit entsteht ein erster Wundverschluss (zelluldre Hamostase) (Huo und Ley, 2004).
Durch die anschlieBende plasmatische Hdmostase wird dieser weiter verstérkt. Das Endothel
tragt zur Initiierung dieses Prozesses durch die Bildung und Sezernierung von Thromboplastin
(tissue factor, TF, Faktor III) bei (Key et al,. 2007). Diese Komponente bewirkt die Aktivie-
rung von Faktor VII. Es folgt die Bildung von Thrombin, die durch die Bildung von TFPI (¢is-
sue factor pathway inhibitor) durch das Endothel inhibiert werden kann (Broze, 1995). In der
folgenden Koagulationsphase wird die Produktion und Polymerisierung von Fibrin gefordert.
Dies bewirkt eine Festigung des Wundverschlusses. Der fiir die Wundheilung nétige Abbau
der somit gebildeten Thromben wird in der Fibrinolyse durch das Enzym Plasmin vermittelt
(Weisel, 2005; Ubersicht bei Wolberg und Campbell, 2008).

Die Verteilung der vom Endothel sezernierten pro- und antithrombotisch wirksamen Faktoren
unterliegt einer strengen Balance und ist nicht einheitlich innerhalb des vaskuldren Systems

(Ubersicht bei Aird, 2005).

1.1.4. Der GefaBwandtonus

Neben der Aufrechterhaltung der endothelialen Integritdt und der Himostase ist die Regulation
des GefalBwandtonus eine entscheidende Funktion der Endothelzellen. Dies geschieht durch die
Ausschiittung von vasokonstriktorisch und vasodilatatorisch wirkenden Substanzen wie zum
Beispiel Stickstoffmonoxid (NO). NO entsteht in der Anwesenheit von Sauerstoff und NADPH
durch das Enzym NOS (NO-Synthase) aus L-Arginin. Ein Nebenprodukt dieser Reaktion ist L-
Citrullin (Stuehr, 1999). Im Endothel kommt vor allem die endotheliale NOS (eNOS) vor. Thre
Aktivitat bewirkt iiber die zytosolische Guanylylcyclase die Bildung des intrazelluldren Sig-
nalmolekiils cGMP (zyklischem Guanosinmonophosphat) (Russwurm et al., 2001; Zabel et al.,
2002). Dies fiihrt einerseites zur Relaxation der glatten GefaBmuskulatur und somit zur Vaso-
dilatation. Andererseits vermittelt sie eine Hemmung der Thrombozytenaktivitit, indem sie die
Adhision und Aggregation der Thrombozyten inhibiert (zur Ubersicht s. Koesling et al., 2005).
Die Spannung der glatten GefaBmuskulatur hingt maf3geblich von der Balance zwischen vaso-
dilatorischen und vasokonstriktorischen Faktoren ab (Toda und Okamura, 2003). Bei Letzteren
handelt es sich vor allem um Hormone (zum Beispiel Angiotensin I und II, Serotonin, Throm-
boxan A, und Noradrenalin). Die Vasokonstriktion bewirkt eine Verengung der Blutgefif3e

und damit eine Erhdhung des Stromungswiderstands des zirkulierenden Bluts.
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1.1.5.  Endotheliale Dysfunktion

Der Zusammenhang zwischen der Funktion des Endothels und pathologischen Prozessen wie
der Atherosklerose wurde bereits sehr frith erkannt (Virchow, 1856). In der arteriellen GefaB3-
wand besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der endothelialen Dysfunktion und der
atherosklerotischen Pathogenese (Gimbrone et al., 1997). Diese umfasst eine Verdnderung der
Gefafreaktivitit und der Lipoproteinpermeabilitit, eine gesteigerte Rekrutierung von Leukozy-
ten und die Akkumulierung derselben als Schaumzellen in der Tunica intima, eine Verdnde-
rung der Regulation des vaskuldren Zellwachstums und -iiberlebens (zum Beispiel verminderte
Regeneration des Endothels, erhohte Proliferation der glatten Muskelzellen, etc.), sowie die
Storung der hdamostatischen und fibrinolytischen Balance (s. dazu Punkt 1.1.3.). Letztere be-
giinstigt die Bildung von Thrombin und die Ablagerung von Thrombozyten und Fibrin (Uber-
sicht bei Gimbrone et al., 2000). Bakterielle oder virale Infektionen, chronische Hypercholeste-
rindmie oder Hyperhomocysteindmie und die Ablagerung von oxidierten Lipoproteinen inner-
halb der Gefidllwand stellen dagegen pathophysiologische Stimuli der arteriellen Endotheldys-
funktion dar (Ross, 1999). Neben diesen biochemischen Reizen kénnen auch biomechanische
Krifte, die durch den pulsierenden Blutfluss durch die verzweigte arterielle Vaskulatur entste-
hen, Funktion und Struktur der Endothelzellen, sowie die Expression pathophysiologisch rele-
vanter Gene beeinflussen (Topper und Gimbrone, 1999).

Die Atherosklerose beruht auf einem chronischen Entziindungsprozess, der sich durch die Ak-
kumulation von Monozyten, bzw. Makrophagen, glatten Muskelzellen und Lymphozyten in-
nerhalb der arteriellen GefdaBwand auszeichnet. Diese Akkumulation resultiert aus der Freiset-
zung von proinflammatorischen Molekiilen und bewirkt die Bildung eines atherosklerotischen
Plaques. Dieser kann durch sein stetiges Wachstum zum Beispiel zum Verschluss der Arterie
oder zur Bildung von Aneurysmen fiithren. Alternativ kommt es zur Kalzifizierung und damit
zur Verhidrtung des BlutgefdB3es (Arteriosklerose) oder zur Ruptur des Plaques, was zum Myo-

kardinfarkt oder Schlaganfall fiihren kann (zur Ubersicht s. Milioti et al., 2008).

1.2. Zell-Zell Kontakte

Fiir die korrekte Ausbildung, Vernetzung und Umgestaltung von BlutgefaB3en ist die interzellu-
lare Adhésion von entscheidender Bedeutung. Im Endothel treten zwei Haupttypen der inter-
zelluldren Verbindung in Erscheinung: die bereits unter Punkt 1.1.1. erwdhnten tight junctions

(lat. zonulae occludentes) und adherens junctions (lat. zonulae adherentes) (Dejana, 2004).
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1.2.1.  Adherens junctions

Adherens junctions kommen im gesamten vaskuldren System vor und werden vornehmlich
durch Cadherine gebildet, eine Familie transmembranstindiger Adhésionsproteine, die ho-
mophile Adhésionen vermitteln und sich an den Zellgrenzen zu multimeren Komplexstruktu-
ren organisieren (Bazzoni und Dejana, 2004). Die Bezeichnung ,,Cadherin® leitet sich aus der
Kalziumabhéngigkeit der homophilen Bindung ab (,,Ca-adherine*), welche iiber sogenannte
Ectodoménen (ca. 100 Aminosduren lange, hochkonservierte und negativ geladene extrazellu-
laren Sequenzmotive) vermittelt wird. Anhand der Anzahl ihrer Ecto- und cytoplasmatischen
Doménen sowie ihrer GroB3e werden Cadherine in sechs Gruppen unterteilt: klassische Cadhe-
rine, desmosomale Cadherine, Protocadherine, Proteinkinase-Cadherine, FAT-dhnliche Cadhe-
rine und 7-Transmembran-Cadherine (Angst et al., 2001). Im Endothel wird vor allem VE
(vascular endothelial)-Cadherin gebildet und in adherens junctions eingebaut (Dejana et al.,
1995). Klassische Cadherine, zu denen auch VE-Cadherin gehdrt, bilden in der Zytoplasma-
membran laterale cis-Dimere. In dieser Konformation erfolgt eine frans-Dimerisierung mit
einem zweiten Cadherin-Dimer, welches durch die angrenzende Zellmembran zur Verfligung
gestellt wird (Angst ef al., 2001), wodurch der extrazelluldre Raum tiberbriickt wird. Die Ver-
ankerung von adherens junctions an das Zytoskelett erfolgt nach folgendem Modell: die zy-
toplasmatische Doméne von in der Membran verankertem VE-Cadherin bindet 3-Catenin, Pla-
koglobin und p120. B-Catenin und Plakoglobin wiederum binden an a-Catenin, welches, neben
Aktin selbst, die Aktin-Bindeproteine a-Actinin, Vinculin und ZO-1 (zonula occludens-1) bin-
den kann (Ben-Ze’ev und Geiger, 1998, Vleminckx und Kemler, 1999; Watabe-Uchida et al,
1998) (s. Abb. 1.1.).

Neben dem klassischen Cadherin-Catenin-Komplex kommt in adherens junctions zusétzlich
der Nectin-Afadin Komplex vor. Nectine besitzen eine einzelne Transmembrandomine, eine
extrazellulire Doméne mit drei IgG-dhnlichen Schleifen, und eine zytoplasmatische Doméne
mit einem C-terminalen PDZ-Bindemotiv. Nectine bilden laterale Homodimere aus, die homo-
und heterophile Adhisionen mit anderen Nectinen oder Nectin-dhnlichen Rezeptoren ausbilden
konnen (Ubersicht bei Niessen, 2007). Uber die Interaktion mit dem Aktin-Bindeprotein Afa-
din (,,AF-6*) wird eine Verbindung an das Zytoskelett gewahrleistet (Mandai et al., 1997).

Im interzelluldren Raum befinden sich weitere, von den Endothelzellen gebildete Adhésions-
proteine. Unter ihnen ist PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule) das am besten

untersuchte Protein. Es handelt sich um ein transmembranes Immunglobulin, welches ebenfalls
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von Leukozyten und Thrombozyten gebildet wird (Ubersicht bei Newman 1997 und 1999).
Uber seine zytoplasmatische Domine interagiert PECAM-1 zum Beispiel mit der Phosphatase

SHP-2 (Jackson et al., 1997) und B-Catenin (Matsumura et al., 1997; Ilan et al., 2000).

1.2.2.  Tight junctions

Fiir die Aufrechterhaltung der endothelialen Integritét spielen tight junctions eine groflere Rolle
als adherens junctions. Sie kommen sowohl in Epithel- als auch in Endothelzellen vor und be-
finden sich vor allem auf der apikalen Seite des interzelluldren Spalts (Dejana, 2004; Ubersicht
bei Bazzoni und Dejana, 2004). Damit tragen sie zur Aufrechterhaltung der Zellpolaritit bei.
Zusitzlich beeinflussen sie, je nach ihrer molekularen Zusammensetzung, den Transport von
Soluten iiber den interzelluldren Spalt (,,Barriere-Funktion®) und verhindern die Diffusion api-
kaler, bzw. basolateraler Membrankomponenten (,,Zaun-Funktion*). Die Anordnung dieser
Zell-Zellverbindungen variiert innerhalb des vaskuldren Systems: Endothelzellen groBer Arte-
rien, die dem pulsierenden Blutstrom stirker ausgesetzt sind, weisen aufgrund der mechani-
schen Belastung hoch strukturierte Anordnungen von tight junctions auf. Im mikrovaskulédren
System dagegen treten diese Verbindungen (vor allem im Fall der Venolen) in geringerer Zahl
in Erscheinung. Dieses Phdnomen steht ebenfalls im Einklang mit der dort erfolgenden Diape-
dese (,,Hindurchtreten) von Leukozyten durch das aktivierte Endothel im Rahmen einer Ent-

ziindungs- oder Infektionssituation.

Als erste Komponente von tight junctions wurde im Jahr 1986 von Stevenson et al. das zy-
toplasmatische Protein ZO-1 beschrieben. Die ZO-Proteine ZO-1, -2 und -3 gehoren zur MA-
GUK (membrane-associated guanylate kinases)-Familie, die sich durch drei N-terminale PDZ-
Dominen, einer SH3- und einer GUK-Doméne auszeichnen. Die ZO-Proteine interagieren
tiber die PDZ-Doménen direkt mit Occludin und Claudinen (s. Abb. 1.1. B); iiber den C-
Terminus erfolgt die Bindung an Aktin und somit an das Zytoskelett (Schneeberger und Lynch,
2004). Die Molekiilstruktur von Occludin weist zwei extrazelluldre Schleifen und vier Trans-
membrandoménen auf. Sowohl der Amino- als auch der Carboxy-Terminus sind im Zytoplas-
ma lokalisiert (Furuse ef al., 1993). Neben Occludin kommen auch Claudine in tight junctions
vor (Morita et al., 1999). Die 24 Vertreter der Claudin-Proteinfamilie besitzen ebenfalls vier
Transmembrandoménen und im Zytoplasma lokalisierte Termini (Morita et al., 1999). Die
meisten Mitglieder der Claudin-Familie besitzen eine cytoplasmatische PDZ-Binderegion,

welche die Kopplung an die erste PDZ-Doméne von ZO-1-Proteinen ermdglicht. Dieser Vor-
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Abb. 1.1. Unterschiedliche Formen von interzelluliiren Kontakten (modifiziert nach Bazzoni und Dejana
2004; Niessen, 2007; Prochnow und Dermietzel, 2008)

(A) adherens junction: Hauptbestandteil dieser Zellkontaktform in Endothelzellen ist das Transmembranprotein
VE-Cadherin. Uber dessen cytoplasmatische Doméne erfolgt die Bindung an a- und B-Catenin, p120 und Pla-
koglobin; (B) tight junction: Occludine, Claudine und kleine Verbindungsproteine wie JAM-1 sind ebenfalls
Transmembranproteine, die einen sehr engen Kontakt zwischen den beteiligten Zellmembranen herstellen; (C)
Gap junction: durch die Paarung von Halbkanilen (sog. Connexonen) zweier benachbarter Zellen wird der inter-
zellulére Transport von Ionen und kleinen Metaboliten ermoglicht.

gang ist damit fiir die Stabilisierung von Signaltransduktionskomplexen und die Verankerung
von Transmembranproteinen an das Zytoskelett verantwortlich (Songyang et al., 1997). Clau-
dine sorgen fiir die starke interzelluldre Adhdsion der tight junctions, indem sie untereinander

innerhalb einer Zelle polymerisieren und mit Claudinen benachbarter Zellen interagieren.

Eine weitere Gruppe beteiligter Proteine stellen die junctional adhesion molecules (JAMs) dar.
Der bestuntersuchte Vertreter dieser Gruppe ist JAM-1. Es handelt sich dabei um ein Gly-
coprotein, das sich aus einer extrazelluldren Region, einem Transmembransegment und einer

kurzen cytoplasmatischen Region zusammensetzt (Bazzoni, 2003).

1.2.3.  Gap junctions
Im Gegensatz zu adherens und tight junctions, die vornehmlich der interzelluldren Adhdsion
dienen, bilden gap junctions interzelluldre Kanile, die den Austausch von Ionen und kleineren

Molekiilen (bis zu 1 kDa) zwischen den verbundenen Zellen ermdglichen (Ubersicht bei Baz-
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zoni und Dejana 2004; Prochnow und Dermietzel, 2008). Dieser Austausch ist von groBBer Be-
deutung fiir das normale Zellwachstum und die Zellentwicklung, sowie fiir die interzellulédre

Kommunikation. Gap junctions sind daher im Embryonalstadium weit verbreitet.

Fiir die Ausbildung von gap junctions ist die Bereitstellung von Halbkanilen (sogenannte
Connexone) zweier benachbarter Zellen erforderlich. Diese Halbkanile setzen sich aus jeweils
sechs Connexin-Molekiilen zusammen. Im Endothel werden vor allem drei Typen von Conne-
xinen gebildet: Connexin43, -40 und -37. Der Aufbau der Connexone kann monomer (aus ei-
nem Isotyp) oder heteromer (aus mehreren Isotypen) erfolgen (Prochnow und Dermietzel,
2008). Durch die Zusammenlagerung von jeweils zwei Connexonen benachbarter Zellen ent-

stehen Kanéle mit einem Durchmesser von 1,5 bis 2 nm (s. Abb. 1.1. C).

1.3. Das Zytoskelett

Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen sorgt fiir die mechanische Stabilisierung der Zelle, fiir
den Erhalt und die Umgestaltung der dufleren Zellform, Zellpolaritit, den Transport und die
Organisation von Organellen und ist maBgeblich an migratorischen Prozessen beteiligt. Trotz
der Bezeichnung ,,Zytoskelett™ besitzt dieser Strukturkomplex keinen starren Aufbau; vielmehr
handelt es sich um ein dynamisches System, welches aus drei unterschiedlichen Komponenten
aufgebaut ist: Mikrotubuli, Aktin-Mikrofilamente und Intermedidrfilamente (IF). IF-Proteine
besitzen einen zentralen a-helicalen Bereich, der die Ausbildung von coiled-coil Dimerstruktu-
ren begiinstigt. Diese Dimere setzen sich zu Filamenten mit einem Durchmesser von 10-12 nm
zusammen, welche vor allem dem Erhalt der Zellform dienen (Kim und Coulombe, 2007).
Mikrotubuli sind Polymere, welche sich aus a- und B-Tubulin-Heterodimeren zusammenset-
zen. Die Tubulin-Dimere bilden Protofilamente, welche in einer helikalen Anordnung mit ei-
nem Durchmesser von 25 nm polymerisieren. Mikrotubuli sind in der Zelle vor allem an der
Mitose, Zytokinese und dem intrazelluldren Transport von Vesikeln und Organellen beteiligt.
Die Nukleation und Organisation von Mikrotubuli erfolgt in MTOCs (microtubule organizing
center) (Caviston und Holzbaur, 2006) oder am Golgi-Apparat (Efimov et al., 2008). Aktinfi-
lamente sind dagegen vornehmlich fiir protrusive und kontraktile Prozesse sowie fiir die Ver-
ankerung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten an das Zytoskelett verantwortlich. In den

weiteren Ausfithrungen wird vor allem diese Komponente des Zytoskeletts behandelt.
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1.3.1. Das Aktin-Zytoskelett

Aktin besitzt eine molekulare Masse von 43 kDa und ist in allen eukaryotischen Zellen vertre-
ten. Es kommt in monomerer (globuldres ,,G-Aktin“) und filamentdser (F-Aktin) Konformation
vor (Ubersicht bei Dos Remedios et al., 2003). Die Umwandlung in die filamentdse Form ist
ATP-abhingig. Die helikale Uberstruktur besteht aus zwei Striingen von Aktinpolymeren. Die
gebildete Helix ist linksgingig und weist einen Durchmesser von ca. 8 nm auf (Kabsch und
Vandekerckhove, 1992). Innerhalb der Helix weisen alle Aktinmolekiile die gleiche Ausrich-
tung auf, daraus resultiert eine Polaritit des gebildeten Filaments mit zwei verschiedenen En-
den. Am so genannten stumpfen Ende (barbed end) erfolgt eine schnellere Bindung von Mo-
nomeren als am spitzen Ende (pointed end) (Pollard, 1986; Kuhn und Pollard, 2005), da die
kritische Konzentration freier Monomere fiir das spitze Ende unter physiologischen Bedingun-
gen 12-15 mal hoher ist als fiir das stumpfe Ende (Wegner und Isenberg, 1983). Der kontinu-
ierliche Austausch von Aktin-Monomeren zwischen dem spitzen und stumpfen Ende wird als
,» Tretmiihlen-Mechanismus® (actin treadmilling) bezeichnet. Das an die Aktinmolekiile gebun-
dene ATP wird wihrend der Bindung des einzelnen Molekiils an das wachsende Filament zu
ADP und anorganisches Phosphat (P;) hydrolysiert. Es entsteht ein ADP-Aktin-P;-Komplex
(Carlier et al., 1984, 1986 und 1987; Pollard und Weeds, 1984; Ohm und Wegner 1994; Pieper
und Wegner, 1996). Nach einer Verzogerungsphase erfolgt die Abgabe des Phosphatrestes an
die Umgebung, wobei ADP-Aktin entsteht (Melki et al., 1996; Blanchoin et al., 2000; Blan-
choin und Pollard, 2002). Durch die zeitliche Verzogerung dieses Vorgangs entsteht ein Fila-
ment, das sich hauptséchlich aus ADP-Aktin zusammensetzt und am stumpfen Ende eine Kap-

penstruktur aus ATP-Aktinmonomeren besitzt (ATP-cap) (Korn et al., 1987).

1.3.2.  Die Dynamik des Aktinzytoskeletts

Dynamische Aktinnetzwerke bilden die Grundlage fiir Zellmotilitdt, Phagozytose und intrazel-
luldire Motilitdt von Vesikeln, Organellen und bestimmten Pathogenen (Welch und Mullins,
2002). Die Ausbildung dynamischer Strukturen beruht vor allem auf dem Bereitstellen neuer
freier Filament-Enden. Dies wird durch das Zusammenspiel von de novo Synthese und Poly-
merisation sowie Depolymerisation und dem capping, bzw. uncapping der Aktin-Filamente
bewirkt. Capping Proteine binden fest an das stumpfe Ende und verhindern so die Abgabe oder
Anlagerung von Aktin-Monomeren (Ubersicht bei Wear und Cooper, 2004).

Neben Forminen (Cdc12 und For 3), die die Biindelung unverzweigter Aktin-Filamente orga-

nisieren, ist der Arp 2/3 (actin-related protein 2/3)-Komplex die Schliisselkomponente fiir den
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Aufbau des Aktin-Netzwerkes. Das ,,dendritische Modell* der Aktinnukleation nach Pollard et
al. (2001) beschreibt die Arp2/3-abhéngige Verzweigung des Aktin-Netzwerkes und die daraus
resultierende Bildung von Membranprotrusionen (s. Abb. 1.2.). Der Arp2/3-Komplex besteht
aus sieben Untereinheiten (Arp2, Arp3, ARPCI1-5) und bewirkt die de novo Filament-
Nukleation in der Gegenwart von F-Aktin, was vermutlich die Bildung von Neuverzweigungen
zur Folge hat (Mullins ef al., 1998; Pollard, 2007). In der Anwesenheit von ATP, Aktinmono-
meren und nukleationsférdernden Faktoren bindet der Arp 2/3-Komplex seitlich an das Mutter-
filament und initiiert die Bildung eines Tochterfilaments, welches an seinem frei liegenden
spitzen Ende wéchst. Die Untereinheiten Arp 2 und Arp3 bilden vermutlich die ersten beiden

Einheiten des neuen Filaments (Rouiller ez al., 2008).

Die Depolymerisierung von Aktin erfolgt liber Vertreter der Familie der ADF (Aktin-Depoly-
merisierungs-Faktor)/Cofilin-Proteine. Diese Proteine sind mit 15-19 kDa relativ klein und

kommen in drei verschiedenen Isoformen vor: Cofilin-1 (Cfl-1), Cofilin-2 (Cfl-2) und
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Abb. 1.2. Dendritisches Modell der Aktinnukleation (Pollard et al., 2001)

Die Assemblierung neuer Aktinfilamente wird durch die Bereitstellung freier Aktinmonomere durch Profilin
gewibhrleistet (1). Durch aktivierte Proteine der WASP/Scar-Familie wird der Arp2/3-Komplex aktiviert (2), der
daraufhin mit konstanter Geschwindigkeit neue barbed ends bereitstellt (3). Durch das eingeleitete schnelle Fi-
lamentwachstum (4) wird die Protrusion der Membran (5) bewirkt. Nach kurzer Zeit wird das Wachstum durch
das sogenannte capping beendet. Das System ist somit von der kontinuierlichen Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes abhidngig. Die nachfolgende Hydrolyse von ATP am Aktinfilament (7) fiihrt zum Abbau dlterer Fi-
lamente durch ADF/Cofilin (8). Der Nukleotidaustausch durch Profilin iiberfiihrt die Aktin-Untereinheiten wie-
der in den ATP-Monomer-Pool (10).
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ADF (actin-depolymerising factor) (Ubersicht bei van Troys et al., 2008). Die Expression der
verschiedenen Isoformen ist abhéngig vom Zell-, bzw. Gewebetyp und Entwicklungsstufe. Thre
Hauptfunktion ist das schnelle Recycling von Aktinmonomeren, was vor allem im Zusammen-
hang mit Membran ruffling und dem Prozess der Zytokinese eine bedeutende Rolle spielt (U-
bersicht bei Dos Remedios et al., 2003). Cofiline besitzen eine hdhere Affinitdt zu ADP-
beladenem als zu ATP-beladenem Aktin (Carlier et al., 1997). Sie fordern die Freisetzung von
P; von den ADP-P;-beladenen Monomeren innerhalb des Filaments. Zusétzlich binden sie frei-
gesetzte ADP-Aktinmonomere und inhibieren den Austausch der gebundenen Nukleotide
(Nishida, 1985). Die Aktivitdt von ADF/Cofilin wurde daher lange Zeit als forderlich fiir die
Dissoziation von Aktinmonomeren vom Filament betrachtet. Neuere Studien konnten aller-
dings dieses Modell weiter ausbauen. Offensichtlich sorgt der intrazelluldre Gradient der
ADF/Cofilin-Konzentration fiir eine Verdnderung seiner Funktion von der Nukleation neuer
Filamente iiber die Stabilisierung und das ,,Altern* der Monomere (durch Bildung von ADP-
Aktin) zum Schneiden derselben, wodurch neue ,,stumpfe” Enden entstehen. Diese Enden kon-
nen durch sogenannte capping-Proteine stabilisiert werden (s. Abb. 1.2.), woraus eine Netto-
Verkiirzung des Gesamtfilaments resultiert (Andrianantoandro und Pollard, 2006). Auch zwi-
schen den einzelnen Vertretern der AFD/Cofilin-Familie bestehen Unterschiede in Funktion

und Aktivitit (Ubersicht bei van Troys et al., 2008).

Der Nukleotid-Austausch an monomerem Aktin erfolgt durch Profilin (Goldschmidt-Clermont
et al., 1990). Profilin bindet anschlieend fest an ATP-Aktinmonomere und stellt damit weitere
ATP-Aktinmonomere bereit. Damit werden sowohl die spontane Nukleation als auch die An-
lagerung an spitze Enden unterbunden (s. Abb. 1.2.). Profilin erhoht die Umsatzrate der Fila-
mente in Anwesenheit von Cofilin (Didry et al., 1998), da beide Proteine an den gegeniiberlie-
genden Enden des Filaments wirken, wobei Profilin ATP-Aktin an das stumpfe Ende hinzufiigt

und Cofilin den Abbau von ADP-Aktin vom spitzen Ende bewirkt.

Die Aktindynamik wird ebenfalls durch die Rho-Familie kleiner GTPasen reguliert. Rho-
Proteine, vor allem Rho, Rac und Cdc42, werden als Reaktion auf viele extrazelluldre Signale
aktiviert und steuern vermutlich die raumlich und zeitlich koordinierte Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes (zur Ubersicht s. Bompart und Caron, 2004). Diese Aktivierung wird durch Protei-
ne der WASP (Wiscott-Aldrich-Syndrome-Protein)-Familie libermittelt, welche Arp2/3 durch
eine Erleichterung der Konformationsidnderung aktivieren und das erste Aktinmonomer fiir die

Bildung des Tochterfilaments rekrutieren (Nolen und Pollard, 2008). Es wurde ebenfalls
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festgestelt, dass das uncapping der Aktin-Filamente durch Racl reguliert wird (Sun et al.,
2007).

1.3.3. Die Rolle des Zytoskeletts in der Migration

Die dynamische Natur des Aktinzytoskeletts ermdglicht den Prozess der Zellmigration, wel-
cher in vielzelligen Organismen von entscheidender Bedeutung, zum Beispiel bei der Neubil-
dung von Zellgewebe im Rahmen der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung oder der
Immunantwort ist (Le Clainche und Carlier, 2008). Die Migration ergibt sich aus einem kom-
plexen Zusammenspiel von Protrusion, Adhésion, Polarisation und Retraktion der Zelle. Aus
dem koordinierten Ablauf der in Punkt 1.3.2. als ,,dendritisches Modell* (s. Abb. 1.2.) be-
schriebenen Prozesse der Aktinverzweigung und -depolymerisierung, sowie durch das capping
der Aktinfilamente kann der dynamische Kern zur Bildung von Lamellipodien entstehen (Pol-
lard und Borisy, 2003). Die weitere Polymerisierung von Aktin treibt das sogenannte leading
edge migrierender Zellen an (Zigmond, 1993). Um die gebildeten Protrusionen fiir die gerichte-
te Migration nutzen zu konnen, miissen Adhésionsstrukturen zwischen Zellmembran und ext-
razellulidrer Matrix ausgebildet und auch wieder geldst werden. Uber diese Strukturen ist es der
Zelle moglich, Zug und Druck auszuiiben, wodurch die Fortbewegung gewéhrleistet werden
kann. Bei dem fiir die gerichtete Migration nétigen, gezielten Zyklus von Auf- und Abbau der

Adhésionsstrukturen spricht man vom sogenannten adhesion turnover (Webb et al., 2004).

Die Regulierung der Aktinpolymerisation erfolgt hauptséchlich iiber Rho-GTPasen. Fiir die
Regulation von RhoGTPasen wiederum sind drei Gruppen von Proteinen notwenig: GEFs
(guanine nucleotide exchange factors), die den Austausch von GDT zu GTP, und damit die
Aktivierung der GTPasen fordern; GAPs (GTPase-activating proteins), welche die intrinsische
GTPase-Aktivitidt des molekularen Schalters stimulieren und somit als negative Regulatoren
wirken; und GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors), die vermutlich den GTPase-
Zyklus blockieren, indem sie mit der GDP-gebundene Form einen ldslichen Komplex im Zy-

toplasma bilden.

Die Aktivierung von Rho, Rac oder Cdc42 fiihrt zur Ausbildung kontraktiler Aktin-Myosin-
Filamente, bzw. protrusiver Aktin-reicher Lamellipodien (Etienne-Manneville und Hall, 2002).
Jede RhoGTPase kontrolliert einen spezifischen Signaltransduktionsweg, der zu der Ausbil-

dung (durch Polymerisierung) und Organisierung (zum Beispiel durch Biindelung) der Aktinfi-
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lamente fiihrt (Ubersicht bei Jaffe und Hall, 2005). Rac bewirkt beispielsweise iiber WAVE
und Arp2/3 die Aktinpolymerisation am leading edge, was die Ausbildung von Membran-
Protrusionen fordert. Fiir Kontraktions- und Retraktionsprozesse innerhalb des Zellkorpers und
am trailing edge wird die GTPase Rho verantwortlich gemacht. Rho induziert die Assemblie-
rung von Aktin-Myosin-Filamenten {iber die Serin/Threonin-Kinase ROCK. Diese bewirkt die
Inaktivierung der MLC (myosin light chain)-Phosphatase (Riento und Ridley, 2003). Dadurch
kommt es zunehmend zur Phosphorylierung der MLC, was wiederum eine verstirkte Aktin-

Filament-Quervernetzungsaktivitit von Myosin II zur Folge hat.

Die Invasion stellt eine spezielle Form der Migration dar, da sie das Hindurchtreten von Zellen
durch Gewebe beschreibt. Sie spielt bei verschiedenen Prozessen eine wichtige Rolle. So wiir-
de ohne die Diapedese im Rahmen der Entziindungsantwort das Immunsystem schwere Defek-
te aufweisen. Allerdings dient die Invasion auch pathologischen Vorgingen, zum Beispiel der
Besiedelung von Geweben durch Tumore. Der Abbau und die Penetration der extrazelluldren
Matrix erfordert das Vorhandensein spezieller Adhésionsstrukturen, die die Invasion der extra-
zelluldren Matrix durch Metastasen, und damit die Neubildung und Verbreitung von Tumor-
gewebe ermdglichen. Man spricht in diesem Fall von Invadopodien bzw. Podosomen. Sie ste-
hen den vornehmlich der Adhédsion dienenden Strukturen wie fokalen Komplexen und Adhisi-
onen sowie fibrilliren Adhdsionen gegeniiber. Da Podosomen und Invadopodien in Aufbau und
Zusammensetzung viele Parallelen aufweisen, wurde der Begriff ,,Invadosomen‘ oder ,,PTAs*
(podosome type adhesions) (Linder, 2007) gepriagt, um diese beiden Strukturen zusammenzu-
fassen. Beiden Strukturen ist beispielsweise eine enge Verbindung zum Substrat sowie die Fa-
higkeit zum Abbau der extrazelluldren Matrix gemein. Eine Unterscheidung zwischen Invado-
podien und Podosomen kann zum Beispiel anhand der Tiefe der Substrat-Penetration (Linder,
2007) und moglicherweise auch iiber die Anwesenheit des Proteins Vinkulin (Gimona et al.,
2008) getroffen werden. Zudem besitzen Podosomen eine hohere Dynamik und kommen in
grofleren Ansammlungen (oft iiber 100 pro Zelle) als Invadopodien vor (meist 1-10) (Linder,
2007). Im folgenden Abschnitt soll vor allem auf die Struktur und Funktion von Podosomen

eingegangen werden, da Endothelzellen ausschlieBlich diese Form der Invadosomen bilden.
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1.4. Podosomen

1.4.1. Vorkommen und Struktur von Podosomen

Podosomen sind punktformige, aktinreiche Adhisionsstrukturen, die sich auf der ventralen
Seite der Zelle befinden. Podosomen kommen vor allem in migratorischen und invasiven Zell-
typen vor, zum Beispiel himatopoietischen Zellen wie Makrophagen (Lehto ef al., 1982; Lin-
der et al., 1999), (unreifen) dendritischen Zellen (Burns ef al., 2001) und Osteoklasten (Mar-
chisio et al., 1984). Allerdings konnten sie auch in anderen Zelltypen wie glatten Muskelzellen
(Gimona et al., 2003), src-transformierten Fibroblasten (Tarone et al., 1985; Marchisio et al.,
1987; Mizutani et al., 2002) und Endothelzellen (Moreau et al., 2003; Osiak et al., 2005) beo-
bachtet werden. Podosomen sind in der Lage, zu iibergeordneten Strukturen zu aggregieren.
Auf Glas ausgesite Osteoklasten weisen beispielsweise ein Podosomen-,,clustering® auf (De-
staing et al., 2003). Auch in primiren bovinen arteriellen Endothelzellen wurde die Zusam-
menlagerung zu podosomalen Uberstrukturen, sogenannten “Rosetten®, beobachtet (Varon et

al., 2006).

Die Hauptkomponenten der zelluldren Adhésion bilden Integrine, zytoskelettale Elemente,
sowie eine Reihe von Signal- und Adapterproteinen. Trotz dieser die Zusammensetzung betref-
fenden Ubereinstimmungen heben sich Podosomen durch ihren speziellen Aufbau und ihre
Funktion von anderen Adhédsionsformen ab: Podosomen besitzen eine zweigeteilte Architektur,
die sich in einen F-Aktin-haltigen Kern, welcher einen Durchmesser von ca. 0,5 pm und eine
Hohe von ca. 0,4 um besitzt (Linder und Aepfelbacher, 2003; Linder, 2007), sowie eine diesen

Kern umgebende Ringstruktur, welche sich aus Plaqueproteinen, wie zum Beispiel Vinkulin

Abb. 1.3. Podosomen in

priméren humanen
Makrophagen (Linder,
2007)

(A) Immunfluoreszenzfar-
bung von F-Aktin (rot) und
WASP (griin) in einem
humanen  Makrophagen.
Die konfokalmikroskopi-
sche Aufnahme zeigt, dass
beide Proteine in der Kern-
struktur der Podosomen
co-lokalisieren (gelb);
weiler Balken: 10 pm
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und Talin, zusammensetzt (s. Abb. 1.4.). Diese Ringstruktur um einen Aktinkern ist einzigartig
unter den verschiedenen Matrix-Adhédsionstypen. Der Podosomenkern ist ein Ort hoher Aktin-
dynamik. Neben F-Aktin ist hier auch Arp2/3 vertreten (Linder et al., 2000a; Burns et al.,
2001), zudem verschiedene aktinregulatorische Proteine: WASP/N-WASP (Linder ef al., 1999;
Mizuntani et al., 2002), Cortactin und Gelsolin (Buccione et al., 2004). Der Kern ist von einer
Wolke aus monomerem G-Aktin umgeben (Akisaka et al., 2001; Destaing et al., 2003). Vom
Kern gehen sternformig F-Aktinfilamente aus, wodurch einzelne Podosomen miteinander ver-
bunden werden (Trotter, 1981; Evans ef al., 2003). In der Ring- und Kernstruktur befinden sich
Integrine (B1, B2, B3) (Linder und Aepfelbacher, 2003), womit eine Verankerung am Substrat
gewihrleistet wird. Die Verbindung zwischen Ring- und Kernstruktur erfolgt vermutlich {iber
F-Aktinbindeproteine wie a—Actinin. Podosomen beinhalten ebenfalls die Proteinkinase Src

(Gavazzi et al., 1989), Proteinkinase C (PKC) (Teti et al., 1992), Protein Tyrosin Kinase 2

Key:

6 ) cesoin  JEIID Py @R Tain (_F ) Fimbrn
Intagrin
@ Sre weactinin <21 = Paxilin  ([_Co_ ) Cortactin

@ PlaK @ ces e Vincuiin v WASp coc42

TRENDS in Cell Blology

Abb. 1.4. Podosomenmodell (nach Linder und Aepfelbacher, 2003)

Schematische Darstellung der zweigeteilten Architektur eines einzelnen Podosoms (Querschnitt senkrecht zum
Substrat); Oben links: Ausschnitt aus der podosomalen Ringstruktur (vereinfachte Darstellung). Integrine binden
an die extrazellulare Matrix, wéahrend Paxillin als Gertist fiir einen intrazelluliren Komplex aus Src, Pyk2/FAK,
Gelsolin und Phosphoinositolkinase (PI3K) und p130cas dient. Dieser Komplex ist {iber Vinculin, Talin und o-
Actinin an F-Aktin des Kerns gebunden; Oben rechts: Ausschnitt aus dem Podosomenkern. Die Aktivierung von
WASP/N-WASP durch Cdc42 fiihrt zu einem aktivierten Arp2/3-Komplex, an dem Aktinfilamente an der Memb-
ran polymerisieren. Die Aktinfilamente sind iiber Cortactin und Fimbrin miteinander verbunden; Unten: Die
Plasmamembran (schwarze Linie) enthélt sdulenférmige Membraneinstiilpungen, die wahrscheinlich durch Dy-
namin (roter Kreis) vermittelt werden und an denen vermutlich Metallomatrixproteasen sekretiert werden (gelbe
»Schwalbenschwinze*).
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(Pyk2) (Bruzzaniti et al. 2005) und Vertreter der der Rho-Familie der Rho-Kinasen (Linder
und Aepfelbacher, 2003; Chellaiah, 2006). Diese Zusammensetzung ist eine Voraussetzung fiir
die hohe Dynamik der Podosomen. Im Gegensatz zu fokalen Adhdsionen, deren Synthese ca.
3h dauert, konnen Podosomen 1h nach Substratkontakt ausgebildet werden. Podosomen kon-
nen entweder durch de novo-Synthese entstehen oder durch Spaltung aus sogenannten Podo-
somen-Vorldufern hervorgehen. Des Weiteren konnen sie miteinander fusionieren und sich

auflosen, bzw. aufspalten (Evans et al., 2003; Kopp et al., 2006).

1.4.2.  Funktion und Regulation von Podosomen

Durch in vitro Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass Podosomen einen engen Kon-
takt zum Substrat ausbilden (Linder und Kopp, 2005). Da sie zusitzlich Integrine (Gimona et
al., 2008) und Integrin-aktivierende Proteine wie zum Beispiel Talin (Zambonin-Zallone ef al.,
1989) und Kindlin (Ussar et al., 2006) beinhalten, kann auf eine Rolle in adhdsiven Prozessen
geschlossen werden. Zudem besitzen Podosomen die Fahigkeit zur Degradation der extrazellu-
laren Matrix (Burgstaller und Gimona, 2005; Osiak et al., 2005). So wurde zum Beispiel die
Anreicherung von Matrix-Metalloproteinasen wie MT-1-MMP und MMP-9 in Podosomen
dokumentiert (Sato et al., 1997; Delaissé et al., 2000). Da Podosomen mit einer Halbwertszeit
von 2-12 min (Chen, 1989; Destaing et al., 2003) hochdynamische Strukturen sind und sich
meistens in groBBerer Anzahl zu Aggregaten zusammenschliefen, ist der Abbau der Matrix eher
groBflachig und oberflachlich im Vergleich zur Matrixdegradation durch Invadopodien. Letzte-
re weisen eine geringere Dynamik auf (> 1 h Persistenz moglich) und penetrieren das Substrat
tiefer als Podosomen (Linder, 2007). Da in migrierende Zellen Podosomen vor allem an der
Zellfront ausgebildet werden (Evans und Matsudaira, 2006) ist es wahrscheinlich, dass sie e-
benfalls eine Rolle in der Vermittlung der gerichteten Migration spielen. Zukiinftige For-
schungsarbeiten auf diesem Gebiet werden vor allem die Ubertragung dieser Feststellungen auf

in vivo Modelle behandeln.

Fiir die Stimulierung der Invadosomen-Bildung ist die Ubertragung extrazellulirer Einfliisse
zum Beispiel iber Wachstumsfaktoren wie EGF (Yamaguchi et al, 2005), VEGF (Osiak ef al.,
2005; Hiratsuka et al., 2006), TGFB (transforming growth factor ) (Varon et al., 2006) und
CSF-1 (colony-stimulating factor 1) (Kheir et al., 2005; Yamaguchi et al., 2006) von groBBer
Bedeutung. Allerdings stellt die Anheftung an das Substrat selbst einen bedeutenden Ausloser
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Ring Kern

Cortactin WIE

PAK

oPIX/BPIX Calpain
GIT

Cofilin (N-)WASP
Arp2/3-Komplex

Paxillin F-Aktin

Integrin

ECM ——

Abb. 1.5. Modell zur Aktinregulation an podosomalen Adhisionsstrukturen (nach Linder, 2007, modifi-
ziert)

Ein Komplex aus PAK, a- und B-PIX, sowie GIT lokalisiert in der Ringstruktur podosomaler Adhédsionsstruktu-
ren und vermittelt vermutlich iber Cofilin und Cortactin die Aktindynamik. WIP reguliert den Transport von (N-)
WASP in den Kern, sowie die (N-)WASP-Degradation durch Calpain.

fiir die Bildung podosomaler Adhdsionen dar (Linder und Aepfelbacher, 2003). Dieser Reiz
wird iiber Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen {ibertragen und 16st intrazelluldre Signalkas-
kaden aus, die die Aktivitdt von Proteinkinase C (PKC), non-receptor Tyrosinkinasen (c-Src,
focal adhesion kinase FAK) und GTPasen der Rho-Familie (hauptsidchlich Racl, RhoA und
Cdc42) mit einschlieBen (Ubersicht bei Gimona und Buccione, 2006; Linder, 2007). Die Akti-
vitdt von Src-Familien-Kinasen ist sowohl notwendig (Suzuki et al., 1998) als auch ausrei-
chend (Chen, 1989) fiir die Podosomenbildung. Ein aktuelles Modell zur Regulation von podo-
somalen Adhésionen (s. Abb. 1.5.) beschreibt eine Abhingigkeit des Podosomen turnovers
vom Abbau des in der Kernstruktur lokalisierten WASP durch die Protease Calpain. Die Stabi-
lisierung von WASP, sowie die Rekrutierung von (N-)WASP wird vermutlich durch WIP
(WASP interacting protein) ermoglicht. In der Ringstruktur wird die (Paxillin-vermittelte) Lo-
kalisierung und Komplexbildung von PAK (p21 associated kinase) znsammen mit seinen Re-
gulatoren aPIX (PAK-interacting exchange factor), BPIX und GIT vermutet. In der Grenzzone
zwischen Kern- und Ringstruktur kdnnte dieser Komplex die Aktindynamik im Kern regulie-
ren. Dieser Vorgang wire durch die Beeinflussung der Cofilin-Aktivitit oder Phosphorylierung
von Cortactin durch PAK moglich (s. Linder, 2007). Die Bildung und Dynamik von Podoso-
men ist ebenfalls abhéngig von Mikrotubuli (Linder et al., 2000; Evans et al., 2003). Die Dy-
namik von Podosomen in Makrophagen beruht auf wiederholtem Kontakt zu Mikrotubuli-
Plusenden (Kopp et al., 2006). Die Funktion der Mikrotubuli liegt in diesem Zusammenhang
vermutlich im Transport von Enzymen (zum Beispiel zum Abbau der extrazelluldren Matrix)

und regulatorischen Komponenten an die Podosomen.
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1.4.3. Podosomen in Endothelzellen

Auch in Endothelzellen kommen Podosomen vor (Moreau et al., 2003). In humane Endothel-
zellen aus der Nabelschnur (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) werden diese
Strukturen entweder vereinzelt oder zu groBeren, ringformigen Aggregaten zusammengelagert
beobachtet, was auch schon fiir arterielle Endothelzellen gezeigt werden konnte (s. Punkt
1.4.1.). Durch die Arbeit von Osiak et al., (2005) konnte festgestellt werden, dass sich Podo-
somen auch in HUVEC auf der dem Substrat zugewandten Seite befinden und Orte des engen
Kontakts zum Substrat darstellen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass sie den Abbau
der Matrix bewirken. Die Beobachtung, dass Podosomen vor allem in subkonfluenten Endo-
thelzellen und Zellen, die sich in direkter Nachbarschaft zu einer Wundstelle befinden, gebildet
werden, weist darauf hin, dass HUVEC-Podosomen eventuell fiir migratorische Prozesse beno-

tigt werden.

Konfokale Mikroskopie-Aufnahmen haben gezeigt, dass Aktin-bindende und -regulatorische
Komponenten wie N-WASP, der Arp2/3-Komplex, c-src und Integrine an HUVEC-
Podosomen lokalisieren. Obwohl sie in ihrer dufleren Erscheinung den entsprechenden Struktu-
ren in anderen Zelltypen (zum Beispiel Makrophagen, Osteoklasten) sehr dhnlich sind, konnten
beziiglich des molekularen Aufbaus von HUVEC Podosomen Unterschiede zu der bisher be-
schriebenen zweigeteilten Architektur (s. Punkt 1.4.1.) gefunden werden: sie weisen eine zwei-
lagige Struktur auf, in der eine Aggregation aus F-Aktin einer Schicht aus adhdsionsvermit-
telnden Proteinen wie Vinkulin, Paxillin und Talin aufliegt. Im Bereich der Kontaktebene ii-

berschneiden sich diese Schichten.

1.5. Drebrin

Auf der Suche nach aktinregulatorischen Proteinen, die eine Rolle bei der Bildung und Regula-
tion von Zellprotrusionen und Podosomen spielen konnten, wurde in unserer Arbeitsgruppe das
Protein Drebrin identifiziert. Drebrin wurde stark angereichert in HUVEC Podosomen und
Aktin waves (s. Punkt 1.6.) nachgewiesen. Durch die vornehmliche Lokalisierung dieser Struk-

turen an der Zellperipherie stellte sich die Frage, welche Funktionen das Protein dabei ausiibt.

Das Aktin-Bindeprotein Drebrin (developmentally regulated brain protein) besitzt ein moleku-
lares Gewicht von ca. 70 kDa. Mittels SDS-Gelelektrophorese weist es allerdings einen unge-

wohnlichen Lauf und eine damit korrespondierendes molekulares Gewicht von 120 kDa auf
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(Peitsch et al., 2001). Erstmals identifiziert wurde es in Zellen des sich entwickelnden Hiithner-
gehirns (Shirao und Obata, 1985). In Sidugetieren kommt Drebrin in den Isoformen ,,E* (emb-
ryonal) und ,,A* (adult) vor, die durch alternatives splicing entstehen (Kojima et al., 1993). Die
Aminosduresequenzen von Drebrin A und E sind beinahe identisch, abgesehen von einer inter-
nen 46 Aminosduren langen Insertsequenz (,,ins2) in Drebrin A. Drebrin E ist in vielen ver-
schiedenen Zellformen vertreten, kommt aber besonders stark in sich entwickelnden Neuronen
vor. Drebrin A ist neuronenspezifisch und findet sich vor allem in Dendriten des adulten Ge-
hirns (Shirao und Obata, 1986; Shirao et al., 1987; Shirao et al., 1990; Kojima et al., 1993). Es
wurde als notwendig fiir die Neuritenverlingerung beschrieben (Hayashi et al., 1999). Inner-
halb der Dendriten lokalisiert Drebrin A hauptsédchlich an die Dornfortsédtze (dendritic spines)
(Shirao et al., 1987; Hayashi et al., 1996). Es handelt sich bei diesen Strukturen um dynami-
sche Protrusionen am neuronalen Dendriten, die fiir gewohnlich von einzelnen Axonen iiber
Synapsen kontaktiert werden und eine GroBe von 0,2 bis 2 pm besitzen. Die Signaliibertragung
iiber erregende Synapsen kann durch Form, Gréfe und biochemische Eigenschaften der Dorn-
fortsitze beeinflusst werden. In kultivierten Neuronen kolokalisieren Drebrin A und F-Aktin an
der postsynaptischen Membran. Drebrin ist notwendig fiir das synaptische clustering von PSD-
95 (post-synaptic density protein 95) und iibt offensichtlich groBen Einfluss auf die Morphoge-
nese der Dornfortsitze und auf die synaptische Plastizitit aus (Hayashi et al., 1996; Takahashi
et al., 2003; Takahashi et al., 2006). Das Drebrin-Expressionslevel scheint auch im adulten
Gehirn wichtig fiir die Stabilitdt der Dornfortsdtze zu sein. So werden niedrige Drebrinkon-
zentrationen in Verbindung mit Morbus Alzheimer und dem Down Syndrom gebracht (Hari-

gaya et al., 1996; Hatanpia et al., 1999; Shim und Lubec, 2002).

Auch in nicht-neuronalen Zelltypen und deren aktinreichen Zellstrukturen scheint Drebrin eine
Rolle zu spielen: Drebrin wurde zum Beispiel in epithelialen, endothelialen und glattem Mus-
kelzellgewebe gefunden, wo es vor allem an Lamellipodien, Filopodien und in F-Aktin-reichen
Granulae lokalisiert (Peitsch et al., 1999; Peitsch et al., 2001). Insbesondere die Isoform
Drebrin E2 ist involviert in die Umorganisierung des Aktinzytoskeletts sowie in die Bildung
von Zellfortsdtzen. Die Transfektion von Fibroblasten mit Drebrin bewirkt eine Reorganisie-
rung der Aktinfilamente von geraden Biindeln in dicke und teilweise gebogene Biindel (Shirao
et al., 1994), da es vermutlich kompetitiv die Aktinbindeaktivitit von Tropomyosin, Fascin
und a-Actinin inhibiert (Ishikawa et al., 1994; Sasaki et al., 1996). Drebrin interagiert iiber

eine prolinreiche Region ebenfalls mit Profilin (Mammoto et al., 1998). Durch Peitsch et al.
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1 ADF-H coiled coil MAR poly-Prolin 649
g 134 176 256 364 417

Abb.1.6. Molekiilstruktur von Drebrin

Drebrin besitzt eine N-terminal lokalisierte ADF-H (actin deplymerization factor homology)-Domine. Die zentral
gelegene Aktin-Binderegion ,,MAR® (minimal actin remodeling, griin) iiberschneidet sich mit einer helicalen
Doméne (coiled coil, violett). Auf der C-terminalen Seite befindet sich ein Prolin-reicher Abschnitt (,,poly-
Prolin®, blau)

(2006) wurde festgestellt, dass Drebrin E2 in verschiedenen Zelltypen (Fibroblasten, Mela-
nomzellen) sowohl an migratorischen Prozessen als auch an der Ausbildung verzweigter Zell-
fortsétze beteiligt ist. Die zellphysiologische Aufgabe des Proteins scheint damit vor allem in
der Umorganisierung des Aktinzytoskeletts zu bestehen.

Drebrin besitzt eine ADF (actin deplymerization factor)/Cofilin-Homologie-Doméne (ADF-H)
auf der N-terminalen Seite des Molekiils (s. Abb. 1.6., orange). Im Gegensatz zu den Proteinen
der ADF/Cofilin-Familie, die fiir die hohen Umsatzraten von Aktinfilamenten mit verantwort-
lich sind, besitzen ADF-H-Proteine keine aktindepolymerisierenden Eigenschaften. Auch fiir
die Bindung an Aktin ist diese Domédne nicht unbedingt notwendig. Durch Klonierungsversu-
che konnte festgestellt werden dass die sogenannte ,,minimal actin remodeling site* (,MAR",
s. Abb. 1.6., griin) den kleinsten Bereich darstellt, der fiir die Aktinbindung notwendig ist und
teilweise mit einer coiled coil-Doméne iiberlappt (Hayashi et al., 1999). Aufgrund ihres spezi-
fischen Bindeverhaltens konnen coiled coil-Strukturen, welche geladene, helikale Doménen
bilden, fiir die Dimerisierung von Molekiilen genutzt werden. Drebrin besitze eine hohe Homo-
logie zu mAbp1 (mammalian actin binding protein 1), welches ebenfalls zur Familie der ADF-
H-Proteine gehort und eine vergleichbare coiled coil Region aufweist. Ebenso wie mAbpl be-
sitzt Drebrin einen prolinreichen Abschnitt am C-Terminus (s. Abb. 1.6., blau). Die Bindung
Drebrins an Profilin konnte iiber die poly-Prolinregion erfolgen und damit zur Stimulation der
Aktinpolymerisierung beitragen (Hayashi und Shirao, 1999). Zusitzlich ist Drebrin — ebenso
wie mAbpl — in der Lage, in Abhéngigkeit von ARF (ADP-ribosylation factor)l an die Memb-
ranen des Golgi-Apparates zu binden (Xu und Stamnes, 2006).

1.6. Aktin waves in HUVEC
Zusétzlich zur seiner Lokalisation an Podosomen wurde Drebrin in unserer Arbeitsgruppe als

Bestandteil von sog. Aktin-,,Wellen* (Aktin waves) entdeckt. Diese aktinreichen Strukturen
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Abb. 1.7. Dynamik von Aktin waves in HUVEC (mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Linder)

HUVEC wurden mit Drebrin-GFP transfiziert und nach 16 h Expressionsdauer mittels konfokaler /ive cell Mikro-
skopie untersucht. Aktin waves werden im zentralen Zellbereich als dichte Aggregate gebildet, die sich schnell
kreisformig ausbreiten (gelber Pfeil); diese Strukturen brechen im weiteren Prozess auf (blauer Pfeil) und bewe-
gen sich wellenartig in Richtung Zellperipherie aus (weier Pfeil); weiler Balken: 10 pm.

befinden sich ebenso wie Podosomen an der ventralen Zellseite und lokalisieren bisweilen e-
benfalls an der Zellperipherie. Trotz dieser Gemeinsamkeiten bestehen gravierende Unter-
schiede zwischen diesen beiden Strukturen, die vor allem durch /live cell Mikroskopie belegt
werden konnten. So entstechen Aktin waves als dichte Aggregate im Zellmittelpunkt (s.
Abb.1.7., gelber Pfeil; Anhang: Film 1) und bewegen sich von dort aus weiter in Richtung der
Zellperipherie. Auf diesem Weg erfolgt sukzessiv eine kreisformige, und nach dem ,,Aufbre-
chen der kreisformigen Struktur, wellenartige Ausbreitung der Strukturen (s. Abb. 1.7., blauer
Pfeil). Im Anschluss erfolgt ein ,,Verschmelzen* der Wellenstruktur mit der Zellperipherie (s.
Abb. 1.7., weiller Pfeil). Dieser Entwicklungszyklus fiihrt die Aktin waves iiber das aggregier-
te, das kreis- und wellenformige Stadium und kann sich iiber einen Zeitraum von 5-25 min
erstrecken. Im Vergleich zu Podosomen besitzen Aktin waves dadurch eine weit aus groflere
rdaumliche Dynamik, da Podosomen sich in HUVEC vornehmlich in der Zellperipherie befin-
den, wo sie sich ggf. zu libergeordneten Strukturen zusammenschlieBen konnen. In fixierten
Priiparaten kann es dadurch zur Verwechslung von kreisférmig angeordneten Uberstrukturen
aus HUVEC-Podosomen mit Aktin waves in ihrem kreisformigen Stadium kommen. Aller-
dings gibt es Unterschiede bzgl. Grof8e und Lokalisation der gebildeten Strukturen. Aktin wa-
ves konnen einen Durchmesser bis zu 30 pum aufweisen und sich im Zellmittelpunkt befinden,
wihrend die peripher lokalisierten podosomalen Uberstrukturen in HUVEC héchstens 5-10 pm
umschlieBen.

Die Funktion der Aktin waves war bisher unbekannt. Ebenso war nicht bekannt, ob HUVEC

Podosomen und Aktin waves aufgrund ihres dhnlichen Aufbaus und der gemeinsamen Lokali-
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sierung an der ventralen Zellseite und (zumindest teilweise) der Zellperipherie einen dhnlichen

Funktionsbereich tibernehmen.

1.7. Aufgabenstellung

Durch die dieser Arbeit vorangegangene Dissertation von A.-E. Osiak konnte gezeigt werden,
dass es sich bei den in primdren humanen Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) beo-
bachteten punktformigen Strukturen um podosomale Adhisionsstrukturen handelt, die auch
matrixdegenerative Eigenschaften besitzen. Neben klassischen Komponenten wie Vinculin,
Talin, c-Src und Integrinen wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie auch das Aktinbin-

deprotein Drebrin als Bestandteil dieser Strukturen identifiziert.

Da Drebrin sowohl in peripher lokalisierten, aktinreichen podosomalen Adhisionstrukturen als
auch in den dynamischeren Aktin waves vorkommt, sollte seine Funktion in der vorliegenden
Arbeit in mehrfacher Hinsicht gekldrt werden. Dabei standen adhésive Prozesse zwischen En-
dothelzellen, bzw. zwischen Endothelzellen und der Matrix, im Vordergrund. Insbesondere die

folgenden Fragen galt es in dieser Arbeit zu beantworten:

1 — Was ist die Funktion von Aktin waves und welche Rolle spielt Drebrin in die-

sem Zusammenhang?

2 — Welche Dominen von Drebrin sind fiir die Ausbildung und Funktion von Aktin

waves in HUVEC relevant?

3 — Mit welchen Proteinen interagiert Drebrin in HUVEC?

4 — Welche endothelialen Funktionen werden durch Drebrin reguliert?
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3. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Laborausstattung

Autoklav
Eismaschine
Feinwaage

Gelapparaturen
Gel-Dokumentation

Grobwaage
Inkubatoren

Isoelektrische Fokussierung

Netzgerite
Petrischalen
pH-Meter
Pinzetten

Pipetten

Magnetriihrer

Schiittelinkubatoren

Spektrophotometer
Sterilbank

Transfektions-Gerate

Tankblot-kammer

Thermocycler

Vortex-Gerit

Zentrifugen

Bioclav (Fa. Schiitt Labortechnik GmbH, Gottingen, Deutschland)
Flockeneisbereiter AF-10 (Fa. Scotsman, Vernon Hills, IL, USA)
Fa. Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Fa. Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

UV-Illuminator Model N90OM (Fa. UniEquip, Martinsried, Deutschland)
Canon PowerShot S5Is, 8,0 MP (Fa. Canon, Tokyo, Japan)

Fa. Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Fa. Binder Labortechnik, Tuttlingen, Deutschland

Ettan™ IPGphor 3 IEF System (Fa. GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Grofbritannien)

Power Pac 200 und Power Pac 300 Power Supply (Fa. Biorad, Hercules,
CA, USA)

Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland

Fa. Knick (Elektronische Messgeriate GmbH & Co., Berlin,
Deutschland)

Fa. neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs-GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fa. Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

MR 3001 (Fa. Heidolph, Schwabach, Deutschland)
IKA® colorsquid wildcat (Fa. IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland)

GFL-3031, (Gesellschaft f. Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland)

SmartSpec'™Plus Spectrophotometer, Bio-Rad (Fa. Hercules, CA, USA)

Fa. BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland

Nucleofector I und II (Fa. Lonza Cologne AG, K6ln, Deutschland)
Microporator (Fa. Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)

Modell EB-10 (Fa. Scie-Plas, Gainsborough, Grof3britannien)

Uno-Thermoblock (Fa. Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland)
Mastercyler gradient (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Primus25 advanced (Fa. Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land)

REAX top, (Fa. Heidolph, Schwabach, Deutschland)

Centricon H-401 (Fa. Kontron Instruments, Watford, UK)
Omnifuge 2.0RS (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland)
Biofuge fresco (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland)
Biofuge A (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland)
Universal 320R (Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland)
MiniSpin® (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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2.2, Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Allgemeines zu Escherichia coli

Bakterienstamm:
e  Escherichia coli DH5a: F- ¢80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 deoR recAl
endA 1hsdR17(rK,;mK") phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relA1(GibcoBRL)

Das fiir die Kultivierung von Escherichia coli verwendete LB- Medium wurde vor dem
Gebrauch fiir 20 min bei 121°C im Autoklav (Bioclav, Fa. Schiitt Labortechnik GmbH, Go6t-
tingen) sterilisiert. Alle Komponenten wurden mit deionisiertem und filtriertem Wasser (Io-
nenaustauscher, Fa. Millipore) hergestellt. Hitzelabile Zusitze, wie Glucose und Antibiotika,

wurden steril filtriert und nach dem Autoklavieren des Mediums zugegeben.

E. coli wurde bei 37°C in LB-Medium kultiviert. Die Selektion von Bakterien, die mit einem
resistenzverleihenden Plasmid transformiert wurden, erfolgte mittels Anzucht auf LB-
Medium in Anwesenheit von Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (30 ug/ml) (Fa. Sigma-
Aldrich). Die Inokulation von LB-Agarplatten erfolgte mit Hilfe einer Impfose mit anschlie-
Bender Bebriitung {iber Nacht bei 37°C. Kleinere Volumina (5 ml LB-Medium) wurden mit
einer Einzelkolonie beimpft und {iber Nacht schiittelnd inkubiert. Fiir die Kultivierung grofB3e-
rer Volumina (100 ml) wurde eine Vorkultur angelegt und nach einer Inkubationszeit von ca.
8 h in einer Verdiinnung von 1: 500 zu LB-Medium gegeben und schiittelnd erneut bei 37°C

inkubiert.

Zur langerfristigen Aufbewahrung transformierter Bakterien wurden 0,5 ml einer iiber Nacht
angezogenen Kultur mit 0,5 ml LB-Medium inkl. 40 % Glycerin in einem 1,5 ml Eppendorf-
Gefdl} versetzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

Die optische Dichte von Bakterienkulturen wurde in Plastikkiivetten gegen unbeimpftes LB-
Medium bei einer Wellenldinge von 600 nm im Spektrophotometer bestimmt. Eine ODgg-

Einheit entspricht hierbei ungefahr einer Konzentration von 10® Zellen/ml Medium bei OD<I1.
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2.2.2.  Plasmide

Fiir die Generierung von GST- bzw. MBP-Fusionsproteinen wurden die bakeriellen Expressi-
onvektoren pGEX-2T/pGEX-4T-2 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grofbritannien) und
pMAL-p2X (New England Biolabs, Deutschland) verwendet.

Bei den verwendeten eukaryontischen Expressionsplasmiden fiir GFP, bzw. RFP-
Fusionsproteine handelte es sich um pEGFP-N1, pEGFP-C1 (Clontech, vertrieben iiber BD
Biosciences, Palo Alto, USA) und ptagRFP-N (Fa. Evrogen, Moskau, Russland), sowie das
psiSTRIKE U6 hairpin Cloning System (human)-hMGFP Expressionsvektor fiir RNAi-
knockdown Versuche (Fa. Promega, Madison, USA).

Eine Auflistung der freundlicherweise von Kooperationspartnern zur Verfligung gestellten

Konstrukte ist in Tabelle 2.1. zu finden.

Tabelle 2.1. Verwendete Konstrukte von Kooperationspartnern

Konstrukt Insert Vektor tag Spezies Herkunft
Drebrin-GFP-C1 Wildtyp pEGFP-C1 GFP Mensch W. Peitsch
VE-Cadherin-GFP Wildtyp pEGFP-N1 GFP Mensch D. Cheresh
a-Actinin-GFP Wildtyp p-EGFP-N1 GFP Mensch C. Otey
Vinculin-YFP Wildtyp pEGFP-C3 YFP Mensch A. Bershadsky
pME-HA-STAM 1 Wildtyp pME-HA HA Mensch M. Komada
pME-HA-STAM 2 Wildtyp pME-HA HA Mensch M. Komada
Connexin43 Wildtyp pEGFP-N1 GFP Mensch P. Martin

2.2.3.  Transformation von Plasmiden in kompetente Zellen

2.2.3.1. Herstellung hitzekompetenter Bakterien

100 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden bis zu einer optischen Dichte von 0,4 bei
37°C kultiviert und anschlieBend durch 15-miniitige Zentrifugation (1900 x g, 4°C) geerntet.
Das Sediment wurde in 50 ml eiskaltem 100 mM MgCl, aufgenommen, fiir 30 min auf Eis
inkubiert, erneut zentrifugiert und in 50 ml eiskaltem 100 mM CacCl, resuspendiert. Nach ei-
ner weiteren 30-miniitigen Inkubation auf Eis erfolgte die Sedimentierung der Bakterien
durch Zentrifugation. Die Zellen wurden in 2 ml 100 mM CaCl, aufgenommen und fiir 24 h
bei 4 °C inkubiert, mit 0,5 ml Glycerin und 2,5 ml 100 mM CaCl, versetzt und in 100 pl Ali-
quots bei -80°C gelagert.
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2.2.3.2. Hitzeschocktransformation

Es wurden 1-5 pl des jeweiligen Ligationsansatzes zu den kompetenten Zellen gegeben und
fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock (80 sek bei 42° C) und
eine sofortige Inkubation auf Eis fiir ca. 3 Minuten. Nach einer Zugabe von 300 ml LB-
Medium und 15 pl Sucrose (20%) wurde der Ansatz filir eine Stunde bei 37° C schiittelnd in-
kubiert und danach auf LB-Agarplatten mit dem selektivem Antibiotikum ausplattiert und
iber Nacht bei 37° C inkubiert.

Bei Verwendung des Alligator-DNA-Ligations-Kits (Fa. Genaxxon, Stafflangen, Deutsch-

land) erfolgte die Transformation hitzekompetenter Bakterien gemal3 Anleitung.

2.2.4.  Agarose-Gelelektrophorese

Die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung, Reinigung und
Konzentrationsbestimmung von DNA.

1% [w/v] Agarose (Biozym LE GP Agarose, Fa. BiozymScientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland) wurde in 0,5 x TBE Elektrophoresepuffer (45 mM Tris, 45 mM Borsédure, 1 mM
EDTA) gelost und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die fliissige Agaroselosung wurde
In einen Elektrophoresetank der (Sub-Cell GT Agarosegelelektrophoresesystem, Fa. Bio-Rad,
Miinchen, Deutschland) gegeben und nach dem Erkalten mit 0,5 x TBE Puffer {ibergossen.
Aufzutragende DNA-Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer (0,25 % [w/v] Bromphenol-
blau, 0,25 % [w/v] Xylencyanol, 30 % [v/v] Glycerol, 50 mM EDTA) versetzt und in die Ta-
schen des Agarosegels gegeben. Fiir die Ermittlung der GroB3e und der ungefidhren Konzentra-
tion der DNA wurden zusétzlich 5 ul Smart-Ladder (Fa. PeqLab Biotechnologies, Erlangen,
Deutschland) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-110 Volt. Zur Visualisierung der
elektrophoretisch aufgetrennten DNA wurde das Gel mit UV-Licht (312 nm) bestrahlt (UV-
[lluminator Model N90M; Fa. UniEquip, Martinsried, Deutschland). Die Dokumentation er-
folgte mit Hilfe einer digitalen Kamera (Canon PowerShot S5Is, 8,0 MP, Fa. Canon, Tokyo,
Japan).

2.2.5. Plasmid-Isolierung

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte mit dem ,,QIA®Spin Miniprep Kit“ (Fa. Quiagen, Hil-
den, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers.
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Fir die Durchfiihrung von Transfektionsversuchen wurden Endotoxin-freie Plasmid-
Préaparationen verwendet. Die Prdparation Endotoxin-freier Plasmide erfolgte mit dem ,,En-
dofree® Plasmid Maxi Kit* der Firma Quiagen (Hilden, Deutschland). Dadurch wurden aus der
Bakterienmembran stammende Endotoxine entfernt. Die Durchfiihrung erfolgte geméf Anlei-

tung des Herstellers.

2.2.6. DNA-Isolierung mittels Gelelution

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten, die mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt wurden, erfolgte mit dem ,,QIAquick™ Gel-Extraction Kit* der Firma Qiagen (Hilden,

Deutschland) nach Anleitung des Herstellers.

2.2.7. DNA-Restriktionshydrolyse

Der enzymatische Verdau mit Typ II Restriktionsendonukleasen wurde zur Vorbereitung von
Insert- und Vektor-DNA fiir die Ligation, sowie zur Kontrolle von Vektoren eingesetzt. Die
Menge der eingesetzten DNA betrug ca. 100-200 ng bei einem Gesamtvolumen des Ansatzes
von 20 pl. Das optimale Ionen- und pH-Milieu wurde spezifisch fiir das oder die jeweils ein-
gesetzten(n) Enzym(e) durch die Wahl des entsprechenden Restriktionspuffers gewahrleistet.
Das Endvolumen wurde durch die Zugabe von H,Oqq erreicht. Fiir den priparativen Restrikti-
onsverdau, z. B. fiir eine anschlieBende Aufreinigung per Gelelution, wurde das Volumen auf
40-100 pl erhoht.

Bei der Verwendung von zwei verschiedenen Restriktionsenzymen wurde entweder ein si-
multaner Verdau unter kompatiblen Pufferbedingungen durchgefiihrt oder, falls eine Inkom-
patibilitdt bestand, ein sequentieller Verdau. In diesem Fall wurde die DNA nach dem ersten
Verdau mittels ,,QIAquick’™ PCR Purification Kit (Fa. Quiagen, Hilden, Deutschland) auf-
gereinigt.

Tabelle 2.2. Allgemeiner Reaktionsansatz zum Verdau
von DNA durch Restriktionsendonukleasen.

Substanz Menge
DNA 100 — 200 ng
10 x Puffer 2 ul
Restriktionsenzym 1 1l

ggf. Restriktionsenzym 2 1l

H>044 ad 20 ul
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Restriktionshydrolysereaktionen wurden fiir 1h bei der fiir das jeweilige Restriktionsenzym

vom Hersteller angegebenen optimalen Temperatur durchgefiihrt.

2.2.8. Ligation

Fiir die Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor wurden Zielvektor und Insert mit den
gleichen Restriktionsenzymen verdaut, so dass kompatible Schnittstellen entstanden. An-
schlieBend erfolgte eine Aufreinigung per Gelelution. Zur Ligation wurden 50 ng des ge-
schnittenen und aufgereinigten Vektors und 250-500 ng des prédparierten DNA-Fragments
eingesetzt. Die Ligationsansidtze wurden mit Hilfe des Alligatortm-Kits (Fa. Genaxxon
GmbH, Stafflangen, Deutschland) oder der T4-Ligase (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) nach den jeweiligen Herstellerangaben prozessiert, in hitzekompetente E. coli-
Bakterien transformiert, in 300 pul LB-Medium mit 1% Glucose 30 min bei 37°C schiittelnd
inkubiert und auf LB-Agarplatten mit dem selektivem Antibiotikum ausplattiert. Anschlie-
Bend erfolgte eine Inkubation bei 37°C iiber Nacht.

2.2.9. PCR-Reaktionen

2.2.9.1. Oligonukleotide

Zur Klonierung verwendete Oligonukleotide:

Name Zielvektor Sequenz

C-term-f EGFP-N1 tgg aca gcc aca agc tta tgg cge ¢
C-term-rev2 EGFP-N1 aac tgg gtc tgg atc cca gea tgt g
PP-f EGFP-N1 acc gce tee aag ctt gte get gag
PP-r EGFP-N1 agc cag gac agg atc ctc tgc aga
DrebrinEGFPN1-f EGFP-N1 ggc ccg gtc gaa ttc gaa gea tg
CC-f EGFP-NI1 gaa gac gga tgg aat tct gga aat g
CC-r EGFP-N1 gtg got cte tgg atc ctc atc ccg
CC-253-R EGFP-N1 acc aaa gat agg atc ctc ctt caa c
CC-187-F EGFP-N1 gag cag gga att cag gaa gaa g
PPmal-for pMAL-p2X acc gcce tee gga tee gte get gag
PPmal-rev pPMAL-p2X agc cag gac aaa gct ttc tge aga ¢
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Zur Mutation verwendete Oligonukleotide:

Name Zielvektor Sequenz

CC-T241A-F EGFP-N1 gga aac agc agg ctt tag aag

CC-T241A-R EGFP-N1 ctt cta aag cct get gtt tce

CC-T241EE-F EGFP-N1 gga aac agc agg aag aat tag aag

CC-T241EE-R EGFP-N1 ctt cta att ctt cct get gtt tcc

CC-revS255A EGFP-N1 ggg tet ctg gat cct cat cce gat ggt cac caa aga tag cct get ¢
CC-revS255EE EGFP-N1 ggg tet ctg gat cct cat ccc gat ggt cac caa aga ttt ctt cct get ¢

Sequenzierungs-Oligonukleotide:

Name Bindungsort Zielvektor Sequenz (5’ 3°)

EGFP-N1-f upstream der MCS EGFP-N1 gca gag ctg gtt tag tga acc g
EGFP-N1-r2 downstream der MCS EGFP-N1 cgtc gece cge gte cag ctc gac cag
EGFP-C1-f upstream der MCS EGFP-C1 atc act ctc ggc atg gac
EGFP-Cl-r downstream der MCS EGFP-Cl1 tct aca aat gtg gta tgg c
TagRFP-f upstream der MCS ptagRFP acg gtg gga ggt cta tat aag
TagRFP-r downstream der MCS ptagRFP agc ttc atg tgc atg ttc tcc

Mal-f upstream der MCS pMal-p2x aag ccc tga aag acg cgc aga ¢
Mal-r downstream der MCS pMal-p2x ggg gat taa gtt ggg taa cge ¢
2.29.2. PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Amplifikation
bestimmter DNA-Abschnitte. Sie wurde mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide (,,Primer*) im
Thermocycler (Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg; Primus 25 advanced, Fa.
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Die Temperatur des Annealing-
Schrittes, sowie die Dauer der Extension variierten in Abhingigkeit der Lange der zu amplifi-

zierenden DNA, sowie des verwendeten Oligonukleotid-Paares.

Standard-Reaktionsansatz

Substanz Menge

10x Reaktionspuffer S5l

dNTP-Mix 1 pl (200 pM)
forward-Primer 0,5 pl (100 pmol)
reverse-Primer 0,5 ul (100 pmol)
DNA-template 100 ng
Taq-Polymerase 2 U pro Ansatz
H,0y44, steril ad 50 pl
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Standard-PCR-Protokoll

Schritt Dauer

1. Denaturierung (95-98°C) 0,5 -5 min

2. Denaturierung (95-98°C) 0,5 - 1 min

3. Annealing (55-72°C) 0,5 min

4. Elongation (72°C) 0,5 min / 1 kbp
5.30-40 Zyklen der Schritte 2-4

Finale Extension (72°C) 10 min

2.2.9.3. Bakterien- / Kolonie-PCR
Mit Hilfe der Bakterien-PCR ist es moglich, positive Klone direkt mittels PCR-Analyse zu

identifizieren, ohne zuvor Plasmid-DNA isolieren zu miissen.

Pro kultivierter LB-Platte wurden 10-15 Klone mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in
15 ul sterilem H,Og44 resuspendiert. 5 pl der Bakteriensuspension wurden in 5 ml LB-Medium
(mit selektivem Antibiotikum) iiberfiihrt. Die librige Menge wurde bei einer Temperatur von
95°C gekocht, um den Zellaufschluss zu gewihrleisten. Die freigesetzte Plasmid-DNA wurde
direkt fiir die PCR eingesetzt.

2.2.9.4. Aufreinigung von PCR-Produkten
PCR-Produkte wurden mit dem ,,QIAquickTM PCR-Purification Kit* oder per Gelelution mit

dem ,,QIAquickTM Gel-Extraction Kit“ der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers

aufgereinigt.

2.2.10. Mutagenese

Punktmutationen in eukaryotischen Expressionvektoren wurden mit Hilfe des QuikChange™
Mutagenesis Kits (Fa. Stratagene, La Jolla, USA) nach Herstellerangaben, bzw. tiber PCR-
Mutagenese mit den in Punkt 2.2.9.1. aufgefiihrten Oligonukleotiden eingefiihrt.

2.2.11. RNA-Interferenz (RNAIi)
Vektorkodierte siRNA wurde mit Hilfe des psiSTRIKE™ U6 hairpin Cloning System
hMGFP (Fa. Promega, Madison, USA) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden nach Herstel-
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lerangaben geeignete Oligonukleotide entworfen und in den psiSTRIKE-Vektor eingesetzt.
Dieser Vektor kodiert zusitzlich fiir (human)-hMGFP, wodurch eine Identifikation und Loka-
lisation transfizierter Zellen gewéhrleistet wird. Die Transfektion humaner Endothelzellen mit
vektorkodierter siRNA erfolgte mit dem Microporator-System (Fa. Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland) (s. 2.3.4.2.). Es wurden 5ug vektorkodierte siRNA pro 1 Mio.

Zellen eingesetzt.

Der knock-down von zellinternem Drebrin erfolgte alternativ durch Transfektion von HUVEC
mit dem siGENOME SMARTpool DBN1 der Firma Dharmacon, (Lafayette, CO, USA). Fiir
die Transfektion mit dem Microporator-System (MP-100) wurden 500 nmol siRNA pro 1

Mio. HUVEC eingesetzt. Als Kontrolle wurde eine unspezifische Sequenz eingesetzt.

Tabelle 2.3. Fiir Knock-down-Versuche eingesetzte Oligonukleotide und Sequenzen

Name Sequenz (5°-3°)
DrebrinU6-2-F acc gtg cca ccc tte tca act taa gtt cte taa gtt gag aag ggt ggc act ttt tc
DrebrinU6-2-R tgc aga aaa agt gcc acc ctt ctc aac tta gag aac tta agt tga gaa ggg tgg ca
shDreb2Csrc-F acc gte tce ccc aat ctt tga caa gtt cte tgt caa aga ttg ggg gag act ttt tc
shDreb2Cscr-R tgc aga aaa agt ctc ccc caa tct ttg aca gag aac ttg tca aag att ggg gga ga
non spec. control agg uag ugu aac cgc cuu gtt

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Allgemeines

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank (Fa. BDK Luft-
und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland) mit Einmal-

Kunststoffkulturflaschen (Fa. Corning, Corning, NY, USA) durchgefiihrt.

Alle Medien, Losungen und Supplemente, die nicht bereits steril erworben wurden, wurden
fiir die Zellkultur mit einem an eine Vakuumpumpe angeschlossenes 0,2-pum Filtermembran-
filtrationssystem (Stericup, Fa. Millipore, Bedford, USA) oder mit 0,2-um Spritzenfilter steri-

lisiert.
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2.3.2.  Isolierung und Kultur primirer humaner Endothelzellen aus der Nabelschnur

Die Prédparation humaner primirer Endothelzellen (human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC) erfolgte aus der Nabelschnur. Nach der duferlichen Desinfektion der Nabelschnur
mit 70% Isopropanol wurde dieselbe an einem sterilen Stativ vertikal aufgehdngt. Mit Hilfe
einer Knopfkaniile wurde die Nabelschnurvene penetriert. Die Kaniile wurde mittels Arte-
rienklemmen fixiert. Durch das Spiilen der Nabelschnurvene mit einer sterilen 37°C warmen
PBS/Gentamycin-Losung wurden Blutreste entfernt. Um verbleibende Reste dieser Losung
aus der Vene zu entfernen, wurde anschlieBend einmal mit einer Chymotrypsin-Lésung ge-
spiilt, die ebenfalls Gentamycin enthielt. Nachdem das untere Ende der Nabelschnur ebenfalls
abgeklemmt wurde, und die Nabelschnur mit der Chymotrypsin-Losung bis zum leichten
“Aufbldhen gefiillt wurde, erfolgte ein 20-miniitiger Inkubationsschritt bei 37°C, in dessen
Verlauf sich die Endothelzellen von der Vene ablosten. Um die Endothelzellen zu ernten,
wurde der Inhalt der Vene in einem sterilen 50 ml Rohrchen aufgefangen. Durch erneutes
Spiilen der Nabelschnurvene mit PBS/Gentamycin konnten zuriickbleibende Zellen ebenfalls
aufgefangen werden. Das Eluat wurde fiir 10 min bei 1400 rpm (Omnifuge 2.0RS) zentrifu-
giert. Das entstandene Zell-Sediment wurde in Kulturmedium aufgenommen, in einen sterilen
Zellkulturkolben ausgesdt und bei 37°C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Der
Uberstand wurde frithestens nach 2 h gewechselt. Alle 3-4 Tage erfolgte ein erneuter Wechsel

des Kulturmediums.

Zur Préparation verwendete Losungen und Medien:

Chymotrypsin-Losung: 100 mg/ml a-Chymotrypsin
Gentamycin-Losung: 50 pg/ml Gentamycin in PBS
Kulturmedium: ECGM (Fa. PromoCell, Heidelberg, Deutschland)

Fiir die Kultivierung von HUVEC wurden alle Zellkulturflaschen, Petrischalen und Deckgla-
schen mit 75 pg/ml steriler Kollagenlosung G (Fa. Biochrom KG, Berlin, Deutschland) gel6st
in PBS (Dulbecco’s PBS ohne Ca** und Mg%, Fa. PAA, Linz, Osterreich) fiir 15 min bei RT
beschichtet.
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2.3.3.  Ablosung von Endothelzellen

Humane Endothelzellen aus der Nabelschnur wurden nach Entfernung des Wachstums-
mediums einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit 3 ml Trypsin/EDTA-
Losung (0,5 g/l Trypsin aus Schwein und 0,2 g/l EDTA-Na, in HBSS, Fa. PAA Laboratories,
Linz, Osterreich) pro 75 cm”*Kolben fiir 1.2 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsin-Aktivitit
wurde jeweils mit der doppelten Menge an Medium abgestoppt und die Zellen mittels Zentri-
fugation fiir 5 min bei 450 x g und 24°C (Omnifuge 2.0RS; Fa. Heraeus, Osterode, Deutsch-
land) sedimentiert und subkultiviert, auf coverslips ausgesit oder fiir die Transfektion einge-

setzt.

2.3.4.  Transfektion / Elektroporation von HUVEC
HUVEC wurden entweder mit Hilfe des Nucleofektor-Systems, Modell I und II, der Firma

Amaxa (Ko6ln, Deutschland) oder des Microporator-Systems der Firma Peqlab Biotechnologie

GmbH (Erlangen, Deutschland) transfiziert.

2.3.4.1. Transfektion mit dem Nucleofector-System

Fiir die transiente Transfektion von HUVEC wurde das HUVEC-Transfektionskit verwendet.
Die Transfektion wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir die Transfektion von 1 Mio.
Zellen wurden durchschnittlich 2 ng DNA eingesetzt. Die optimale DNA-Menge musste fiir

jedes Konstrukt individuell ermittelt werden.

2.3.4.2. Elektroporation mit dem Microporator-System

Fiir die transiente Transfektion von HUVEC mit dem Microporator-System der Firma Peqlab
Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) wurden die in Tabelle 2.4. angegebenen Pa-
rameter eingestellt. Die Transfektion wurde laut Herstellerangaben im 10 pl- (,, MP-10%), bzw.
100 pl- (,MP-100*) MaBstab durchgefiihrt. Fiir die Transfektion von 1 Mio. Zellen wurden
durchschnittlich 5 png DNA eingesetzt. Die optimale DNA-Menge musste fiir jedes Konstrukt

individuell ermittelt werden.
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Tabelle 2.4. Fiir die Transfektion von HUVEC verwende-
te Einstellung des Microporator-Systems

Parameter

Pulsintensitit 1350 V
Pulslénge 30 ms
Anzahl Pulse 1

2.3.5. Spreading assay

Um HUVEC auf ihre Fahigkeit zur Adhdsion und Ausbreitung hin zu untersuchen, wurden
die Zellen nach der Transfektion mit GFP-Konstrukten, bzw. nach dem Drebrin-knockdown
wie in Punkt 2.3.4. beschrieben abgelost und auf mit Kollagen beschichtete coverslips ausge-
sat. Flir den Drebrin knockdown wurden die Zellen fiir 4 Tage nach Transfektion kultiviert,
um eine optimale Reduktion der Drebrin-Expression zu gewéhrleisten. Nach 15-240 min Ad-
hisionsdauer wurden die Zellen fixiert (s. Punkt 2.4.1.) und anschlieBend mittels spezifischer
Antikorper und fluoreszenzmarkiertem Phalloidin geférbt. Die Auswertung der Zellausbrei-

tung erfolgte mit Hilfe des Programms ,,imageJ*.

2.3.6.  FACS (fluorescence-activated cell sorting)

Die Sortierung von Endothelzellen nach der Intensitéit der exprimierten GFP-Konstrukte wur-
de freundlicherweise von Herrn Dr. Michael Sixt (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Mar-
tinsried) mit Hilfe des BD FACSAria cell-sorting Systems der Firma Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden HUVEC mittels Micropo-
rator-System (s. Punkt 2.3.4.2.) entweder mit Drebrin-GFP, bzw. dem GFP-Leervektor oder
mit Drebrin-shRNA, bzw. einer Kontroll-shRNA transfiziert und {iber Nacht kultiviert. Fiir
den Drebrin knockdown wurden die Zellen fiir 4 Tage nach Transfektion kultiviert, um eine
optimale Reduktion der Drebrin-Expression zu gewéhrleisten. Am nichsten Tag erfolgte die
Ablosung (s. Punkt 2.3.3.) und Resuspension der Zellen in PBS. Diese Zellsuspension wurde
direkt fiir die FACS-Analyse eingesetzt.

Die sortierten Zellen wurden in PBS aufgefangen und anschlieBend in 15 ml-R6hrchen fiir 5
min bei 450 x g und 24°C (Omnifuge 2.0RS; Fa. Heraeus, Osterode, Deutschland) sedimen-
tiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und auf Kollagen-

beschichtete coverslips ausgesit.
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2.3.7.  Scratch wound assay

Fiir die Untersuchung ihrer Wundschlussfahigkeit wurden Endothelzellen mit einer Dichte
von 1-1,5 x 10° auf Kollagen-beschichtete cover slips ausgesit und bis zur vollstindigen Kon-
fluenz kultiviert. Fiir die Simulation einer Verletzung des Endothels wurde die konfluente
Zellschicht mit einer sterilen 100 ul Pipettenspitze (Fa. Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) im
45°-Winkel X-formig eingeritzt. Vom Zeitpunkt der Verletzung an wurden mittels Fixierung
mit Formaldehyd (s. Punkt 2.4.1.1.) Zeitwerte von 0-4,5 h genommen und die Zellen an-
schlieBend gefarbt. Die Auswertung des Fortschritts der Wundheilung erfolgte mit dem Pro-

gramm imageJ.

2.3.8. Tube formation assay

Die Fihigkeit zur Gefdfneubildung von HUVEC wurde untersucht, indem die Zellen auf

Matrigel™

(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) ausgesidt wurden. Zu diesem
Zweck wurden 10 pl Matrigel™, welches zuvor iiber Nacht auf Eis aufgetaut wurde, pro well
auf p-slides angiogenesis der Firma ibidi (Martinsried, Deutschland) pipettiert und 30 min bei
37°C inkubiert. Anschliefend wurden jeweils 10 ul der vorbereiteten Zellsuspension mit einer
Dichte von 7.500 Zellen pro well (entsprechend 60.000 Zellen/cm?) ausgesit. In Abstinden
von 60 min wurde die Entwicklung der tubes iiber 1-6 h mit Hilfe mikroskopischer Aufnah-
men dokumentiert.

Die Auswertung erfolgte durch Immunfluoreszenzfiarbung, sowie durch den ,,tube formation

assay evaluation — Service* der Firma S.CO-LifeScience (Garching b. Miinchen, Deutsch-

land).

24. Immunfluoreszenz und Mikroskopie

2.4.1. Fixierung und Permeabilisierung

2.4.1.1. Formaldehyd / Aceton

Die auf cover slips ausgesiten Zellen wurden fiir 10 min in 3,7% [v/v] Formaldehyd in PBS
bei RT fixiert. AnschlieBend erfolgte die Permeabilisierung der Zellen durch Inkubation in
eiskaltem Aceton bei -20°C. Um restliches Aceton abzutrennen wurden die coverslips ab-

schlieBend in PBS + 1% [w/v] BSA gewaschen.
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2.4.1.2. Methanol
Die auf coverslips ausgeséten Zellen wurden in eiskaltem Methanol bei -20°C fiir 60 sec fi-
xiert und gleichzeitig permeabilisiert. Danach wurden die coverslips sofort in PBS + 1% [w/v]

BSA gewaschen, um das restliche Methanol zu entfernen.

2.4.2.  Farbung mittels spezifischer Antikorper

Die Immunfluoreszenzfiarbung der fixierten und permeabilisierten Zellen erfolgte in einer
feuchten Kammer. Zu diesem Zweck wurde in einer Plastikpetrischale eine Lage Parafilm
(Fa. American National Can, Chicago, IL, USA) auf einem mit Wasser befeuchteten Zell-
stofftuch platziert, und 30 pl der vorbereiteten Antikorperlosung darauf pipettiert. Auf diese
Weise konnte die Menge des eingesetzten Antikorpers so gering wie moglich gehalten und die
Verdunstung eingeschriankt werden. Die coverslips wurden mit der Zellseite nach unten auf
die vorpipettierte Losung gegeben.

Die Féarbung selbst erfolgte in drei Schritten. Zuerst erfolgte die Inkubation der Zellen mit
PBS + 1% [w/v] BSA, 5% [v/v] NGS und 5% [w/v] NHS. Auf diese Weise wurden unspezifi-
sche Bindungen abgesittigt. Nach einem Waschschritt mit PBS + 1% [w/v] BSA wurden die
Zellen fiir 45 min bei RT mit dem priméren Antikorper inkubiert. Falls mehrere Proteine de-
tektiert werden sollten, wurden die entsprechenden primdren Antikdrper sukzessive in mehre-
ren Inkubationsschritten auf die Zellen gegeben. Durch dreimaliges Waschen mit PBS + 1%
[w/v] BSA wurden nichtgebundene primére Antikérpermolekiile von den Deckglédschen ent-
fernt. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit dem, bzw. den sekundidren Antikorper(n) fiir 30
min bei RT. Die Farbung von F-Aktin erfolgte durch die Zugabe von fluoreszenzmarkiertem
Phalloidin zeitgleich mit dem (den) sekunddren Antikérper(n). Nach diesem Farbeschritt wur-
den die Deckgldschen dreimal mit PBS + 1% [w/v] BSA gewaschen und anschlieBend auf
einem Objekttrager in Mowiol eingebettet. Zu diesem Zweck wurden 4pul auf 37°C vorge-
wirmtes Mowiol auf den Objekttriager pipettiert und die Deckgldschen mit der Zellseite nach
unten auf den Mowioltropfen gelegt. Mowiol enthilt p-Phenylendiamin, welches als Anti-
bleichmittel wirkt. AbschlieBend wurden die Deckgldschen mit Nagellack auf dem Objekttra-

ger versiegelt und fixiert.
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Tabelle 2.5. Verwendete primére Antikorper

Antikorper gerichtet gegen

Abl2
ao-Actinin
N-Cadherin

VE-Cadherin [BV9]

VE-Cadherin
-Catenin
Connexin 43
Crk

Drebrin E2A2
Drebrin 823
Myosin Ila
PECAM-1

Spectrin

aus Spezies

Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Meerschwein
Maus
Kaninchen
Kaninchen

Maus

Tabelle 2.6. Verwendete sekundére Antikorper

gekoppelter Farbstoff

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 568

Alexa Fluor® 568

Rhodamin (TRITC)

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 647

2.4.3.

Isotyp

IgG (H+L)
IgG (H+L)
IgG (H+L)
IgG (H+L)
IgG (H+L)
IgG (H+L)
IgG (H+L)

IgG (H+L)

Fluoreszenzmikroskopie

aus Spezies
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege

Ziege

Hersteller

Fa. Abcam

Fa. Santa Cruz
Fa. Santa Cruz
Fa. GeneTex
Fa. PharMingen

Fa. BD Transduction Laboratories

Fa. Sigma

Fa. BD Transduction Laboratories

Fa. Progen

W. Peitsch

Fa. Sigma

Fa. Santa Cruz

Fa. Abcam
gerichtet gegen Hersteller
Kaninchen Molecular Probes
Maus Molecular Probes
Meerschwein Molecular Probes
Kaninchen Molecular Probes
Maus Molecular Probes

. Jackson Immunoresearch
Meerschwein .
Laboratories, Inc.

Kaninchen Molecular Probes
Maus Molecular Probes

Die Analyse fluoreszenzmarkierter Zellpréparate erfolgte mittels der konfokalen /aser scan-

ning Mikroskope Leica DM IRB und Leica TCS SP5 (Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland).

Die Bildverarbeitung erfolgte anhand der Programme ,,imaging* (Fa. Microsoft, Seattle, U-
SA), ,,image]*“ (National Institutes of Health, Washington, USA), ,,Photoshop* (Fa. Adobe,
San Jose, USA) und ,,CorelDraw* (Fa. Corel, Ottawa, Kanada).
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2.4.4.  Live cell Mikroskopie

In vivo-Aufnahmen von humanen Endothelzellen wurden mit Hilfe des konfokalen ,,spinning
disc“-Systems UltraView Confocal Live Cell Imaging (Fa. Perkin Elmer, Wellesley, USA)
durchgefiihrt. Bei dem verwendeten Mikroskop handelte es sich um das inverse Mikroskop
Eclipse TE300 der Firma Nikon (Disseldorf, Deutschland). Die an das Mikroskop ange-
schlossene Inkubationskammer Modell Incubator Controller (EMBL, Heidelberg) sorgte fiir
eine konstante Inkubation der beobachteten Zellen bei 37°C und 5% CO,. Die Aufnahme und
Erstellung der Filme erfolgte mit der UltraView Software Version 5.5.0.2 von Perkin Elmer

(weitere Details s. Tabelle 2.7.)

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit einer Dichte von 5-8 x 10* auf Kollagen-
beschichtete Glass Bottom Dishes (Fa. MatTek, Ashland, USA) bzw. mit einer Dichte von
1,5-3 x 10° auf ibitreat-Schilchen der Firma ibidi (Martinsried, Deutschland) pro Schélchen
ausgesit. Zuvor erfolgte die Transfektion mit dem gewiinschten GFP-, mRFP- oder YFP
Konstrukt wie unter Punkt 2.3.4. beschrieben. Die Dauer der in vivo-Aufnahmen betrug je

nach Experiment 10 bis 60 min.

Tabelle 2.7. Einzelkomponenten des konfokalen ,,spinning disc“-Systems UltraView LCI der Fa. Perkin Elmer.
Mikroskop Eclipse TE300 (Fa. Nikon, Diisseldorf, Deutschland)

Objektive Plan Apo 60x/1,4 Ol, Ph3 DM, /0,17 WD 0,21 (Fa. Ni-
kon, Diisseldorf, Deutschland)

Plan Apo 100x/1,4 Ol, DIC H, «/0,17 WD 0,13 (Fa. Ni-
kon, Diisseldorf, Deutschland)

Konfokale Einheit CSU10 (Fa. Yokogawa Electric Corporation, Tokio, Japan)
Laser Argon Laser Serie 43; optimiert fiir die Linien: 488
nm/514 nm;
Argon/Krypton Mischgas-Laser Serie 43; optimiert fiir die
Linien: 568 nm/674 nm
(Melles-Griot, Carlsbad, USA)
shutter-driver Lambda 10-2 (FA. Sutter Instruments, Navato, USA)
Laser Combiner Prairie Technologies (Middleton, USA)

Quecksilber-Kurzbogen-Lampe
Kamera

Piezo-Stepper (,,Z-Stepper™)

Inkubationskammer
CO;-Regelung

Steuerung fiir die Inkubationsbox

HBO; Osram (Miinchen, Deutschland)
Orca ER, ,,scan interline” CCD-Kamera (1344x1024, 12-
bit); Hamamatsu (Herrsching am Ammersee, Deutschland)

Servo Position Controller PZ73E; Physik Instrumente,
Waldbronn - Deutschland

EMBL (Heidelberg, Deutschland)
GP 168; EMBL (Heidelberg, Deutschland)
EMBL (Heidelberg, Deutschland)
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2.5. Proteinbiochemische Methoden

2.5.1. Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BIO-RAD Protein 4ssay, das auf
der Methode nach Bradford (1976) beruht.

Als Proteinstandard fiir den Protein-Microassay (1-20 pg Protein; 25 pg/ml) wurde BSA in
den Konzentrationen 20 pg/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml und 1 pg/ml eingesetzt.

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurden zu 800 pl Probe (Proteinstandard in der oben an-
gegeben Konzentration) 200 pl Dye Reagent Concentrate gegeben. Als “Nullwert™ wurden
800 ul Puffer eingesetzt. Die so entstandenen Losungen wurden mit Hilfe des Vortex-Gerites
gemischt. Nach einer Inkubationsdauer von 5 min bis 1 h erfolgte die Messung der Absorpti-
on bei 595 nm. Die Standardwerte der BSA-Proben wurden gegen die eingesetzte Protein-
menge aufgetragen und dienten als Eichkurve. Aus der Eichkurve lieen sich dann die Prote-

inkonzentrationen ablesen.

2.5.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli

Zur Auftrennung von Protein nach ihrer Grofe wurden die Proben mit Probenpuffer nach
Laemmli (0,5 M Tris-HCL, 20 % Glycerin, 8 % [w/v] SDS, 10 % [v/v] Bromphenolblau) ver-
setzt und 5 min bei 95°C inkubiert. Die Auftragsmenge betrug je nach Gelgrofe 30, bzw. 60
ul. Auf jedes Gel wurde zusitzlich eine Spur eines GroBenstandards (10 pl, pegGOLD
Prestained Protein-Marker III; Fa. Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
aufgetragen, um die Grof3e der aufgetrennten Proteine abschitzen zu kénnen (5 bzw. 15 pl, je
nach Gelgrofe).

Die Gelelektrophorese erfolgte bei konstant 100 V (kleines Gel) oder bei konstant 45 mA
(groBes Gel).

2.5.3.  Molekulargewichtsbestimmung

Zur Abschitzung der molekularen Masse der aufgetrennten Proteine wurden die Laufstrecken
der Markerproteine (s. Punkt 2.5.2.) vom oberen Rand des Trenngels gemessen und gegen den
Logarithmus der molekularen Massen aufgetragen. Die apparenten molekularen Massen der

zu bestimmenden Proben wurden aus der so erhaltenen Eichkurve abgelesen.
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2.5.4. Coomassie-Fiarbung (Weber und Osborn, 1969)

Die Polyacrylamidgele wurden fiir 30 Minuten in Coomassie-Féarbelosung (0,25 % [w/v] Ser-
va-Blau-R250, 22,7 % [v/v] Methanol) inkubiert und anschlieend bis zur vollstdndigen Ent-
farbung des Hintergrundes in Entfarber (33 % [v/v] Methanol, 10 % [v/v] Eisessig) gewa-

schen.

2.5.5. Silberfarbung (Blum et al., 1987, modifiziert)

Die Polyacrylamidgele wurden fiir 1 h in Fixierlosung (50% [v/v] Methanol, 0,8% [v/v] Eis-
essig, 0,002% [v/v] Formaldehyd) fixiert. AnschlieBend wurden die Gele 3 x 10 min mit 50 %
[v/v] Ethanol gewaschen und fiir 1 min in Thiosulfatlosung (0,02% Na2S0403 x 5 H20) ge-
schwenkt. Nach dreimaligem Waschen fiir je 20 s in H2Odd wurden die Gele 20 min imprag-
niert (Impragnierldsung: 0,2% [w/v] AgNO3, 0,075% [v/v] Formaldehyd). An erneutes Wa-
schen mit H20dd schloss sich die Entwicklung mit 9% [w/v] Na2CO3 x 10 H20, 1% [v/v] Thi-
osulfatlosung, 0,1% [v/v] Formaldehyd) an. Sobald die Proteine deutlich zu sehen waren,

wurde die Entwicklung mit 0,186% [w/v] EDTA gestoppt.

2.5.6.  Western Blot

Diese Methode diente dem immunologischen Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen. Der Transfer vom Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran (Fa. Pall,
Portsmouth, GroBbritannien) erfolgte nach dem Tankblot-Verfahren (Tankblotkammer Mo-
dell EB10, Fa. Scie-Plas, Gainsborough, GroBbritannien). Zum Aquilibrieren der Membran
wurde diese flir wenige Sekunden in 100% Methanol geschwenkt und anschlieend fiir 10
min bei RT in Blotting-Puffer (25 mM Tris-Base, 96 mM Glycin) mit 20% Methanol inku-
biert. Die Membran, das Gel und das Filterpapier (Fa. Whatman, Maldstone, USA) wurden
direkt vor Gebrauch in Blotting-Puffer getrankt. Der Transfer erfolgte fiir 1 h bei konstant 80
V. AnschlieBend wurde die Membran entnommen und zur Abséttigung unspezifischer Bin-
dungsstellen fiir 1 h in TBST-Puffer (20 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, 0,3 % Tween, pH 7,4)
mit 2,5% BSA (Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland) und 5% Magermilchpulver (Fa. Biorad,
Miinchen, Deutschland) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST wurde die Membran
fiir 1 h in TBST geschwenkt, dem der primédre Antikorper in einer Verdiinnung von 1:500 bis
1:2000 zugesetzt worden war. Nicht gebundene und nichtspezifisch gebundene priméire Anti-

korper wurden durch dreimaliges 10-mintiitiges Waschen mit TBST entfernt. AnschlieBend
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wurde die Membran fiir 1 h mit HRP-gekoppelten Antikorpern (Fa. Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) in TBST inkubiert. Nach weiterem dreimaligem
10-miniitigen Waschen wurde die Membran fiir 10 min in Super Signal® West Pico Luminol
Enhancer und Super Signal® Stable Peroxide Solution Detektionslosung (Fa. Pierce, Rock-
ford, IL, USA) inkubiert. Die Lichtemission bei der Umsetzung der Detektionslosung durch
die Meerrettichperoxidase wurde durch (zeitlich der Stiarke des Signals entsprechendes) Auf-

legen eines Rontgenfilmes (Fa. Kodak AG, Stuttgart, Deutschland) dokumentiert.

2.5.7. Expression und Aufreinigung von Proteinen mittels Affinitdtschromatographie

2.5.7.1. GST-Fusionsproteine

Fiir die Expression von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen wurden 37°C U-
bernachtkulturen von Bakterien, die das zu exprimierende Plasmid enthielten, in 100 ml LB
Medium mit selektivem Antibiotikum angeimpft. 1 ml der jeweiligen Ubernachtkultur wurde
am ndchsten Tag zu 11 LB-Medium mit selektivem Antibiotikum gegeben und bei 37°C
schiittelnd inkubiert. Bei einer ODsoo von 0,4 wurde die Expression des GST-Fusionsproteins
mit 1 mM IPTG induziert und weitere 2,5 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Anschlieend wur-
den die Bakterien durch Zentrifugation (5 min, 4400 x g) sedimentiert, die Sedimente in vor-
gekiihltem PBS gelost und in einem 50 ml Reaktionsgefd3 vereinigt. Die Suspension wurde
mit kaltem PBS auf 50 ml aufgefiillt und erneut fiir 20 min mit 3020 x g bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 10-20 ml Lysepuffer (50 mM Tris pH
7,5, 50 mM NaCl, 5 mM MgClz2, | mM DTT, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin, 475
pg/ml Aprotininl pg/ml Pefabloc) resuspendiert.

Die Bakteriensuspension wurde mit 65 W insgesamt sechsmal fiir 10 sec mit Ultraschall auf-
geschlossen und die Zellreste fiir 30 min bei 50000 g (Ultrazentrifuge Optima'", Rotor TLA-
100, Fa. Beckman Coulter, Fullerton, USA) abzentrifugiert. Wahrenddessen wurden 1-2 ml
GST-Sepharose-beads 3 min bei 4°C in Lysepuffer dquilibriert und danach bei 121 x g fiir 2
min bei 4°C zentrifugiert (Zentrifuge Centricon H-401, Kontron Instruments, Watford, GroB3-
britannien; Rotor A8.24). Der Proteiniiberstand der Ultrazentrifugation wurde auf die Kugeln
gegeben und 1h bei 4°C inkubiert. Die Kugeln wurden anschliefend fiinfmal mit Lysepuffer
ohne DTT und einmal mit Resuspensionspuffer (50 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 5 mM
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MgCl2, 2,5 mM NaClz, 1 mM DTT) gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pro-

tein von den Kugeln eluiert.

2.5.7.2. Elution mit Glutathion

Zur Elution des Fusionsproteins wurden die Sepahrose-beads sechs- bis achtmal mit je 1 ml
Resuspensionspuffer plus 10 mM Glutathion behandelt. Dabei wurden die Kugeln bei jedem
Schritt vier- bis sechsmal mit der Puffer/Glutathion-Losung gevortext und anschlieBend 5 min
bei 3020 x g (Zentrifuge Centricon H-401, Kontron Instruments, Watford, GroBbritannien;
Rotor A8.24) abzentrifugiert. Die aus den Elutions- und Zentrifugationsschritten resultieren-
den Uberstinde wurden vereinigt und gegen Dialysepuffer (10 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 2 mM MgCl2, 0,1 mM DTT) dialysiert. Nach der Dialyse wurde die Proteinmenge wie

unter Punkt 2.5.1 beschrieben bestimmt.

2.5.8. MBP-Fusionsproteine

Zur Expression eines MBP (maltose-binding protein)-Fusionsproteins wurde eine 37°C Uber-
nachtkultur von Bakterien, die das zu exprimierende Plasmid enthielten, in 100 ml LB-
Medium mit selektivem Antibiotikum angeimpft. 1 ml der Ubernachtkultur wurde am néchs-
ten Tag zu 1 1 LB-Medium mit selektivem Antibiotikum gegeben, mit 2 g Glucose versetzt
und fiir 2,5 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Danach wurde die Expression des Fusionsprote-

ins mit 0,5 M IPTG induziert und erneut bei 37°C 2,5 h schiittelnd inkubiert.

AnschlieBend wurden die Bakterien durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 4350 x g, 4°C
(Zentrifuge Centricon H-401, Kontron Instruments, Watford, GroBbritannien; Rotor A8.24)
geerntet und danach mittels Sonifikation aufgeschlossen. Die Zellreste wurden in der Ultra-
zentrifuge (Optima' ", Rotor TLA-.100, Fa. Beckman Coulter, Fullerton, USA) fiir 10 min bei
100000 x g abzentrifugiert.

Wihrenddessen wurden 2 ml Sdulenmaterial in Séulenpuffer (20 mM Tris pH 7,4, 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA) fiir 1h bei 4°C &quilibriert und anschlieBend bei 121 x g, 4°C (Centricon
H-401, Kontron Instruments, Watford, Grof3britannien; Rotor A8.24) zentrifugiert. Das Sedi-
ment nach der Ultrazentrifugation wurde verworfen, der Uberstand zum #quilibrierten Séu-

lenmaterial gegeben und fiir 1h bei 4°C inkubiert. Nicht gebundenes Protein wurde durch

42



2. Material und Methoden

sechsmaliges Waschen mit Siulenpuffer entfernt und das MBP-Fusionsprotein anschlieSend

flinfmal mit 1 ml Maltoselosung (3,6 g/ml in Sdulenpuffer) eluiert.

2.5.9. Interaktionsstudien

2.5.9.1. Herstellung von Lysaten aus humanen Zellen

HUVEC wurden zweimal mit PBS (Dulbecco’s PBS ohne Ca*" und Mg2+, Fa. PAA; Linz,

Osterreich) gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers (Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz) in
600 pl entsprechendem Lysepuffer vom Kulturgefdll entfernt. Die Zusammensetzung des Ly-
sepuffers variierte je nach zu prézipitierendem Protein. Der Zellaufschluss erfolgte durch 30-
miniitige Inkubation in detergenshaltigem Lysepuffer bei 4°C. Durch 10-miniitige Zentrifuga-
tion bei 3500 x g bei 4°C wurden Zelltriimmer entfernt und der Uberstand in Immunprizipita-

tionsversuchen, bzw. im GST- / MBP-pulldown eingesetzt.

2.5.9.2. Immunprizipitation

Zur Immunprézipitation wurde das pMACS-Kit (Fa. Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land) verwendet. 2 ug des jeweiligen Antikdrpers wurden mit 50 pl Protein A oder Protein G
gekoppelten Magnet-beads zum Zell-Lysat gegeben und fiir 1 h bei 4°C im Uberkopfschiittler
inkubiert. ptMACS-Sdulen wurden im pMACS-Multi-Stdnder mit 400 pl Lysepuffer dquili-
biert und das Gemisch aus Zell-Lysat, Antikdrper und Protein A-, bzw. G- beads darauf gege-
ben. Der Durchlauf wurde aufgefangen, die Sdulen wurden viermal mit je 200 ul Lysepuffer

gewaschen. Die Elution erfolgte mit 50 pl 95°C heilem SDS-Puffer nach Limmli.

2.5.9.3. GST-/MBP- pulldown
200 pl einer Glutathion-Sepharose 48-Losung (Fa. GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bu-

ckinghamshire, GroBbritannien) bzw. einer Amylose-Losung (Fa. New England Biolabs, Be-
verly, USA) wurden dreimal mit 1 ml PBS gewaschen und dabei jeweils durch Zentrifugation
bei 4°C und 500 x g fiir 1 min sedimentiert. Nach Aquilibrieren mit 1 ml RIPA-Puffer (50
mM Tris pH 7,4; 1% [v/v] Triton X-100, 75 mM NaCl, 10 mM MgCl,) wurde nach Sedimen-
tieren der Sepharose, bzw. Amylose das GST- bzw. MBP-Fusionsprotein in 1 ml RIPA zuge-
geben und fiir 1 h bei 4°C im Uberkopfschiittler gemischt. AnschlieBend wurde die Sepharose
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bzw. Amylose durch erneutes Zentrifugieren sedimentiert. Das Zell-Lysat wurde wie unter
Punkt 2.5.12.1. beschrieben mit RIPA-Puffer hergestellt und zu der Glutathion-Sepharose,
bzw. Amylose gegeben und fiir 1 h bei 4°C im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen mit jeweils 1 ml RIPA wurde das Sediment in 100 ul SDS-Probenpuffer nach

Lammli aufgenommen.

2.5.9.4. GFP-Immunprizipitation

Zur Prézipitation von in Endothelzellen synthetisierten GFP-Fusionsproteinen wurde das
UMACS GFP Tagged Protein Isolation Kit der Firma Miltenyi (Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land) verwendet. Zum Zell-Lysat wurden 50 pl anti-GFP Magnet-beads gegeben und fiir
30min bei 4°C im Uberkopfschiittler inkubiert. uMACS-Siulen wurden im uMACS-Multi-
Stander mit 400 pl Lysepuffer dquilibiert und das Gemisch aus Zell-Lysat und Magnet-beads
darauf gegeben. Der Durchlauf wurde aufgefangen, die Séulen wurden viermal mit je 200 ul

Lysepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 50 pl 95°C heiBem SDS-Puffer nach Lammli.

2.5.9.5. SH3 domain array

Proteininteraktionsstudien zur Prolin-reichen Doméne innerhalb des Drebrinmolekiils wurden
anhand des ,,TranSignal™ SH3 Domain array 1 der Fa. Panomics (Redwood City, CA, U-
SA) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Versuchsanordnung beruht auf
einer Anordnung aufgereinigter SH3-Dominen unterschiedlicher Proteine, welche auf einer
Membran als immobilisierte spots vorliegen. Fiir diesen Versuch wurde der bakteriell gene-
rierte, aufgereinigte prolinreiche Abschnitt des Drebrinmolekiils (als MBP-Fusionsprodukt
,DrebPP-MAL®) eingesetzt. Nach der Inkubation der Membran mit DrebPP-MAL lieen sich
mittels Chemolumineszenz Aussagen zur Interaktion von Drebrin mit den isolierten SH3-

Doménen treffen.

2.5.10. G-LISA

Fiir die Messung von aktiviertem RhoA in HUVEC wurde der RhoA G-LISA™ Activation
Asssay Biochem Kit™ (Fa. Cytoskeleton, Denver, USA) verwendet. Es handelt sich um ein
auf dem ELISA-Prinzip beruhendes Verfahren, mit dessen Hilfe RhoA-GTP gemessen wird.

HUVEC wurden laut Herstellervorgaben zu Lysaten verarbeitet und in mit der RBD-Domine
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der Rho-Familien-Effektoren beschichteten 96-well Platten inkubiert. Auf diese Weise wurde
im Lysat vorliegendes RhoA-GTP gebunden, jedoch nicht die inaktive GDP-Form. Die De-
tektion erfolgte sukzessiv iiber einen spezifischen priméren Antikorper und einen HRP (horse
radish peroxidase)-gekoppelten sekundédren Antikdrper. Die Detektion erfolgte kolorimetrisch

nach Zugabe eines HRP-Detektionsreagenz bei einer Wellenldnge von 490 nm.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Lokalisierung von Drebrin in HUVEC: Podosomen und Aktin waves

In einer fritheren Arbeit aus unserem Labor (A.-E. Osiak, 2007) konnte gezeigt werden, dass
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells), vergleichbar zu Makrophagen und Oste-
oklasten, in der Lage sind, podosomale Adhisionsstrukturen zu bilden. Es wurde beobachtet,
dass einzelne HUVEC-Podosomen sich zu sich zu kreisformigen Uberstrukturen zusammen-
schlieBen konnen. Ein wichtiger Befund bei der Untersuchung ihrer Funktion war dabei einer-
seits der Nachweis Matrix-degenerativer Eigenschaften. Zudem wurden klassische Komponen-
ten von Podosomen als Bestandteile der endothelialen Strukturen identifiziert (z. B. N-WASP,
Talin, Vinkulin, etc.). In HUVEC treten Podosomen vor allem bei Subkonfluenz oder nach
Verwundung eines bereits vollstindig ausgebildeten Monolayers in Erscheinung. Es wurde
ebenfalls die vornehmliche Lokalisierung an der Zellperipherie festgestellt (Osiak et al., 2005).

Diese Phdanomene sprechen fiir eine Beteiligung der Podosomen an Adhédsion und Migration.

Das Protein Drebrin konnte in einem umfangreichen screening Verfahren ebenfalls als Be-
standteil von HUVEC-Podosomen identifiziert werden. Mit seiner Hilfe ist es moglich, HU-
VEC-Podosomen in mikroskopischen Analyseverfahren gegen den relativ hohen Aktin-
Hintergrund abzuheben, wie in Abb. 3.1. A erkennbar ist, da es sich spezifisch in Podosomen
und der Zellperipherie anlagert. Mikroskopische Priparate fixierter Zellen lassen allerdings nur
wenig Spielraum beziiglich der Unterscheidung zwischen podosomalen Uberstrukturen und
den ebenfalls Drebrin enthaltenden Aktin waves zu (s. Abb. 3.1. A und B). Mit Hilfe der /ive
cell Mikroskopie konnte in unserer Arbeitsgruppe festgestellt werden, dass sich Aktin waves
durch eine weitaus gréflere rdumliche Dynamik und ihre subzelluldre Lokalisation von Podo-
somen-Uberstrukturen unterscheiden (s. Punkt 1.6., Abb. 1.7.). In Abb. 3.2. ist dieser Unter-
schied in der subzelluldren Lokalisation schematisch dargestellt. Wiahrend Podosomen, vor-
nehmlich in der Zellperipherie zu finden sind, erstreckt sich das Vorkommen von Aktin waves
iiber die gesamte Zelle. Letztere unterliegen einem Entwicklungsprozess, der sie von ihrem
Entstehungsort im zentralen Bereich der Zelle, wo sie als dichte Aggregate erscheinen, in Rich-
tung der Zellperipherie fiihrt. Auf diesem Weg breiten sie sich wellenformig aus. Anschlie3end
erfolgt meist ,,Verschmelzen* der Wellenstruktur mit der Zellperipherie. Die zellphysiologi-
sche Bedeutung von Aktin waves war — im Gegensatz zu Podosomen — bisher nicht klar und
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit, vor allem im Zusammenwirken mit dem Protein

Drebrin, untersucht werden.
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Abb. 3.1. Drebrin lokalisiert an Podosomen und Aktin waves in HUVEC

Immunfluoreszenzaufnahmen von HUVEC mit Drebrin (rot) und Aktin (griin). Uberlagerung der Fluoreszenzsig-
nale in gelb. (A) Obwohl sowohl Aktin als auch Drebrin Bestandteile podosomaler Strukturen (Pfeil) sind, ermog-
licht die Fluoreszenzmarkierung von Drebrin eine leichtere Lokalisierung dieser Strukturen innerhalb der Zelle;
(B) Drebrin ist in Aktin waves (Pfeile) ebenfalls stark angereichert; weifle Balken: 10 pm
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Abb. 3.2.

Schematischer  Vergleich  zwischen
Drebrin-reichen Strukturen in HUVEC
Die Unterscheidung zwischen Podosomen
und Aktin waves erfolgte vor allem mit
Hilfe der live cell Mikroskopie.

Linke Seite: Podosomen befinden sich
in der Zellperipherie und kénnen sich zu
kreisformigen Uberstrukturen — zusam-
menlagern. Es besteht nur eine geringe
rdumliche Dynamik;

Rechte Seite: Aktin waves entstehen im
zentralen Bereich der Zelle und breiten
sich innerhalb weniger Minuten kreis-
und wellenférmig in Richtung Zellperi-
pherie aus, wo zeitgleich protrusive
Strukturen gebildet werden kénnen.
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3.2 Drebrin ist essentiell fiir die Bildung von Aktin waves

Durch den knockdown von Drebrin in HUVEC und die anschlieBende Quantifizierung der ge-
bildeten Aktin waves sollte nachgewiesen werden, welche Relevanz Drebrin bei der Bildung
dieser Strukturen spielt. HUVEC wurden fiir diesen Versuch mit Drebrin-spezifischer siRNA,
bzw. einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziert und fiir vier Tage kultiviert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen erneut auf Kollagen ausgesit und nach einer Stunde fixiert, da zu die-
sem Zeitpunkt die Rate an gebildeten Aktin waves besonders hoch ist (s. Punkt 3.3.). Die Zel-
len wurden mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin markiert, um die Aktin waves zu visualisie-

ren.

Die Effektivitit des Drebrin knockdowns wurde durch die Analyse von Zell-Lysaten im Wes-
tern Blot Verfahren bestdtigt. Es wurden spezifische Antikdrper gegen Drebrin, bzw. B-Tubulin
fiir die Detektion eingesetzt. Der Drebringehalt geht vier Tage nach der Transfektion mit der
spezifischen siRNA bis unter die Nachweisgrenze zuriick wéhrend das Kontrollprotein [3-
Tubulin weiterhin konstant gebildet wird (s. Abb. 3.3. B). Mit Hilfe konfokalmikroskopischer
Aufnahmen konnte beobachtet werden, dass die Transfektion von HUVEC mit Drebrin-
spezifischer siRNA zu einem signifikanten Riickgang der Aktin waves auf 6,7 % £ 1,9 % im
Vergleich zu Zellen, die mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziert worden waren,
fiihrt (s. Abb. 3.3 A). Drebrin besitzt somit offensichtlich eine regulatorische Funktion beim

Autbau oder der Aufrechterhaltung von Aktin waves.
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Abb. 3.3. Drebrin knockdown fiithrt zur Abnahme von Aktin waves in HUVEC

HUVEC wurden mit Drebrin-spezifischer siRNA, bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA transfiziert. (A) Vier Tage
nach der Transfektion wurden die Zellen fiir eine Stunde erneut auf Kollagen kultiviert. Nach der Fixierung der
Zellen erfolgte die Fluoreszenzfarbung von Aktin, um Aktin waves zu visualisieren und zu quantifizieren; * p<
0,01; (B) Einen bis vier Tage nach der Transfektion wurden Lysate angefertigt und im Western Blot Verfahren auf
ihren Drebrin-(oben) bzw. B-Tubulingehalt (unten) hin untersucht. Es wurden vergleichbare Proteinkonzentratio-
nen eingesetzt. Die Drebrinkonzentration geht innerhalb von vier Tagen bis unter die Nachweisgrenze zuriick
wihrend die B-Tubulin-Menge konstant bleibt (Kontrolle in B= nicht transfizierte HUVEC).
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3.3. Untersuchung der Rolle von Drebrin in der Ausbreitung (spreading) von
HUVEC
Durch Adhésionsversuche konnte festgestellt werden, dass die Bildung von Drebrin-reichen,
hochdynamischen Aktin waves in HUVEC in verschiedenen Stadien der Adhésion unterschied-
lich stark ausgeprigt ist (s. Abb. 3.4.). HUVEC wurden auf Kollagen kultiviert, nach 1 oder 24
h mit Formaldehyd fixiert, in Aceton permeabilisiert und F-Aktin mit Alexa-568-fluoreszenz-
markiertem Phalloidin markiert. Zellen, die nur 1h kultiviert worden waren, zeigten eine Aktin
wave Bildungsrate von bis zu 60%. Dagegen weisen Zellen, die 24h auf Kollagen kultiviert

worden waren eine Bildungsrate von 20-30 % auf.

In dem beobachteten kurzen Zeitraum der Kultivierung, in dem die Aktin waves Bildungsrate
erhoht ist, spielen sich wichtige Prozesse der Adhédsion, Zellausbreitung und Protrusion, aber
auch der Zellkontaktbildung, -morphologie und -migration ab. Daher stellte sich die Frage,
welche Funktion Aktin waves im allgemeinen, und Drebrin im spezifischen Zusammenhang

mit diesen Prozessen zukommt.

Um eine Aussage iliber die Beeinflussung der Ausbreitungssfahigkeit von HUVEC durch
Drebrin treffen zu konnen, wurde dessen Proteinlevel modifiziert. Zu diesem Zweck wurden
HUVEC entweder mit Drebrin-GFP transfiziert, oder mit Hilfe spezifischer siRNA behandelt.
Die daraus resultierende Uberexpression, bzw. der knockdown von Drebrin, wurden anhand

eines sogenannten spreading assays evaluiert. Die behandelten Zellen wurden zu diesem

1 h Adhision 24 h Adhasion
. § & =

Abb. 3.4. Nach kurzer Adhésionsdauer ist die Ausbildung Drebrin-reicher Aktin waves in HUVEC stark
erhoht

HUVEC wurden fiir 1 bzw. 24 h auf Kollagen kultiviert und anschlieBend fixiert. F-Aktin wurde mit fluores-
zenzmarkiertem Phalloidin visualisiert; Rechte Seite: HUVEC nach 24 h auf Kollagen; Linke Seite: HUVEC nach
1 h Adhision auf Kollagen; Die Ausbildung von Aktin waves ist nach einer Stunde deutlich stirker ausgeprigt als
nach 24 h (s. Text); weiler Balken: 10 um
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Zweck auf Kollagen-beschichtete coverslips ausgesét und nach 15, 30, 45, 60, 90 und 240 Mi-
nuten. fixiert. AnschlieBend erfolgte die Visualisierung von F-Aktin mit Alexa-568-
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin. Die gefarbten Zellen wurden mit Hilfe eines 40er Objektivs
des Leica TCS SP5 Konfokalmikroskops aufgenommen. Die erhaltenen Bilder wurden mit dem

Programm ,,image]* ausgewertet, indem der jeweils groB3te Zelldurchmesser erfasst wurde.

Abb. 3.5. A zeigt, dass der Adhésions- bzw. Ausbreitungsverlauf Drebrin-transfizierter HU-
VEC sich nur in geringem MaB3stab vom Kontrollansatz unterscheidet. Bereits nach einer Stun-
de Adhésionsdauer ist ein durchschnittlicher Zelldurchmesser von 56,1 + 19,3 um erreicht.
Nach 240 Minuten ist er mit 56,8 + 23,6 um nur geringfiigig groBer. Die Kontrollzellen wiesen
zu den angegebenen Zeitpunkten einen durchschnittlichen Durchmesser von 50,9 + 17,2 pm
(60 min), bzw. 61,3 £ 26,4 um (240 min) auf.

Der knockdown von zellinternem Drebrin (s. Abb. 3.5. B) hatte ebenfalls keine signifikante
Beeintrachtigung oder Verbesserung der Zelladhdsion und -ausbreitung zur Folge. Die Kon-

trollzellen wiesen nach 60, bzw. 240 min einen durchschnittlichen Durchmesser von 49,7 +

>
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28,2 bzw. 70,1 £ 25,8 um auf. Drebrin knockdown Zellen wichen mit 54,9 + 20,5 um (60 min),
bzw. 60,5 + 24,7 um (240 min) nicht signifikant von den Kontrollwerten ab.

Weder die Uberexpression noch der knockdown von Drebrin fiithren somit zu einer signifikan-
ten Beeintrdchtigung oder Verbesserung der Zellausbreitung von HUVEC in einem Zeitraum
von 15 bis 240 min. Offensichtlich ist die (libermédBige) An- oder Abwesenheit von Drebrin fiir
diesen Prozess in HUVEC nicht entscheidend. Somit stellte sich die Frage, ob die auffallend
starke Rekrutierung Drebrins an die Zellperipherie in den ersten zwei Stunden der Adhésion
eventuell auf eine Rolle in der Migration oder Zell-Zellkontaktherstellung hinweist, da auch
diese Prozesse wihrend der friihen Adhésion stattfinden. Ebenso sollte der Einfluss Drebrins
auf die Morphologie von HUVEC geklédrt werden, da mit der Adhdsion von Endothelzellen

eine umfangreiche Umorganisierung der Zellstruktur einhergeht.

34. Drebrin beeinflusst die Ausbildung der Morphologie von HUVEC

3.4.1. Die Uberexpression von Drebrin-GFP in HUVEC fiihrt zu Dosis-abhingigen Verin-

derungen der Zellmorphologie

Die Uberexpression von Drebrin 18st in vielen Zelltypen dramatische Verinderungen der Zell-
morphologie aus (Peitsch et al., 2001; 2006). In HUVEC fiihrt die Uberexpression von
Drebrin, unabhéngig von der Art des Expressionsvektors (myc, EGFP-N1,-C1, pTagRFP) vor
allem zu einer verstdrkten Bildung von filopodienartigen Zellfortsdtzen und baumchenartigen
Verzweigungsstrukturen. Anhand unserer Untersuchungen zum Einfluss Drebrins auf Zellform
und -funktion konnte beobachtet werden, dass unterschiedliche Quantitidten an exprimiertem
Drebrin-GFP — erkennbar an der Fluoreszenzintensitdt — einen unterschiedlich starken Einfluss
auf die Zellmorphologie ausiiben. Wahrend Zellen mit moderat erhohtem Drebrinlevel sich
lediglich durch die verstirkte Ausbildung von filopodienartigen Zellextensionen auszeichnen,
fiihrt eine stark erhdhte intrazelluldre Drebrinkonzentration zur Bildung baumchenartiger Ver-
zweigungsstrukturen bei ca. 40-50% der Gesamtheit der transfizierten Zellen (Abb. 3.7. E).
Durch ein Auftrennungsverfahren dieser beiden Populationen (moderat und stark Drebrin iibe-
rexprimierende HUVEC) mittels FACS-Analyse lieen sich die intrazelluldren Drebrinkon-
zentrationen miteinander vergleichen. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe des BD FACSAria
Systems der Firma Becton Dickinson zwei Subpopulationen von Drebrin-GFP, bzw. GFP-

exprimierenden HUVEC definiert (s. Abb. 3.6.) und sortiert. Die vorangegangene Expressi-
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onsdauer betrug 16 h. Aus den erhaltenen Zellen wurden Lysate angefertigt. Mittels SDS-
PAGE wurden vergleichbare Proteinmengen aufgetrennt und im Western Blot Verfahren auf
thren Drebringehalt untersucht. Die Quantifizierung der erhaltenen Signale mit Hilfe des Pro-
grammes ,,imageJ“ ergab, dass moderat {iberexprimierende Zellen ein ca. 6,4-fach erhohtes
Drebrinlevel im Vergleich zu den mit dem GFP-Leervektor transfizierten Kontrollzellen auf-
weisen. In stark iiberexprimierenden Zellen ist die Drebrin-Konzentration bis um den Faktor
9,1 erhoht (Abb. 3.7. A, C). Damit ergibt sich eine um den Faktor 1,4 erhdhte Drebrin-
Expression zwischen stark und moderat Drebrin-iiberexprimierenden Zellen. In diesem Ver-
such wurden sowohl das zellinterne als auch das iiber den GFP-Vektor exprimierte Drebrin in
die Kalkulation einbezogen. Die Analyse der Expressionslevel anhand des GFP-Signals im
Western Blot weist allerdings eine um den Faktor 3,3 erhdhte Expression zwischen stark und
moderat Drebrin-iiberexprimierenden Zellen auf. Hier wurde nur das iiber den GFP-Vektor
exprimierte Drebrin ausgewertet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Uberexpression
von Drebrin auch eine Stabilisierung von zellinternem Drebrin bewirkt. Dieser Effekt ist auch
anhand des Western Blots in Abb. 3.7. A erkennbar: das Signal, das zellinternem Drebrin zu-
geordnet wird (unterste Bande), wird mit der Uberexpression verstirkt, obwohl gleiche Prote-

inkonzentrationen aufgetragen worden sind.

Die iiber die FACS-Analyse gewonnenen Subpopulationen Drebrin-iiberexprimierender Zellen
wurden mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Tatsichlich fand eine Aufteilung in
zwel Klassen morphologisch unterschiedlich stark beeinflusster Zellen je nach Drebrin-
Expressionslevel statt (s. Abb. 3.7. E). Somit scheint die Ausbildung filopodialer Strukturen,
bzw. bdumchenartiger Verzweigungen in direktem Zusammenhang mit einer erhdhten intrazel-

luldaren Konzentration von Drebrin zu stehen.

Abb. 3.6. Grafik zum cell sorting
Drebrin-iiberexprimierender Zellen

Drebrin-GFP-iiberexprimierende ~ HU-
L VEC wurden mit Hilfe des fluorescence-
activated cell sorting (FACS) Systems
F E BD FACSAria in zwei Populationen mit
unterschiedlicher Fluoreszenz-Intensitét
geteilt. P3= moderat  Drebrin-
iiberexprimierende Zellen; P2= stark
Drebrin-iiberexprimierende Zellen; P4=
nicht transfizierte Zellen (verworfen)
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Abb.3.7. Die Morphologie transfizierter HUVEC héngt vom Drebrin-Expressionslevel ab

HUVEC wurden mit Drebrin-GFP transfiziert und mittels FACS-Analyse anhand der Fluoreszenzintensitdt in
zwei Gruppen aufgeteilt; (A und B) Analyse des Drebrin-Gehalts von HUVEC-Lysaten mittels Western Blot-
Verfahren: Kontrolle= GFP-transzifierte HUVEC; Drebrin(L)= moderat Drebrin {iberexprimierende Zellen;
Drebrin(H) stark Drebrin {iberexprimierende Zellen; (A) Detektion von Drebrin; (B) Detektion von GFP; (C und
D) Graphische Umsetzung der in (A und B) erhaltenen Signale: der Gesamt-Drebringehalt ist gegeniiber GFP-
transfizierten Kontrollzellen um den Faktor 1,4 erhoht; (D) Die Auswertung der GFP Signale ergibt eine um den
Faktor 3,3 gesteigerte Expression von stark Drebrin exprimierenden Zellen im Vergleich zu “moderaten Zellen;
(E) Immunfluoreszenzaufnahmen transfizierter Zellen; Links: GFP-transfizierte Kontrollzellen; Mitte: moderat
Drebrin-iiberexprimierende HUVEC besitzen iiberdurchschnittlich viele filopodiale Zellextensionen (weifle Pfei-
le); Rechts: stark Drebrin-iiberexprimierende HUVEC weisen vor allem baumchenartige Verzweigungsstrukturen
auf (gelbe Pfeile); weiler Balken: 10 pm
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3.4.2. Die Uberexpression von Drebrin-GFP in HUVEC fiihrt zu einer Umorganisierung des

Zytoskeletts

Wie bereits unter Punkt 1.4.1. beschrieben, bildet das Protein Vinkulin eine Komponente podo-
somaler Adhésionsstrukturen, wo es innerhalb der Ringstruktur angereichert ist. Auch in HU-
VEC konnte Vinkulin als Bestandteil podosomaler Strukturen identifiziert werden (Osiak et al.,
2005; s. Abb. 3.8.). Zusitzlich besitzt es eine Schliisselrolle in der Ausbildung fokaler Adhasi-
onen. Fokale Adhisionen sind Proteinkomplexe, die sich an Zell-Matrix-Kontaktstellen befin-
den und die koordinierte Zellmigration ermdglichen (Critchley, 2000; Geiger, et al., 2001).
Vinkulin fungiert hier als Adaptorprotein zwischen Adhédsionsstrukturen und dem Zytoskelett
(Bakolitsa et al., 2004). Der Rekrutierung von Vinkulin an fokale Adhidsionen folgt eine Kon-
formationsdnderung und damit die Aktivierung des Molekiils. Dadurch wird zum Beispiel die
Interaktion mit Talin und a-Actinin ermoglicht (Ziegler et al., 2006). Die Interaktion mit Talin
ist fiir die Bildung fokaler Adhésionen unerlésslich, da sie das clustering von Integrinen in ih-

rer aktivierten Form bewirkt, was zu einer VergroBerung der fokalen Adhésionen fiihrt.

In moderat Drebrin-liberexprimierenden HUVEC sind — trotz der morphologischen Modulie-
rung der Zelle — mittels Vinkulin-spezifischer Immunfluoreszenzfarbung fokale Adhésionen
identifizierbar (s. Abb. 3.9. A). Bei starker Uberexpression ist dies nicht mehr der Fall; die fiir
HUVEC typische subzelluldre Verteilung von Vinkulin ist nicht mehr erkennbar (s. Abb. 3.9.
B).

Abb. 3.8. Vinkulin ist ein Bestandteil von fokalen Adhésionen und Podosomen in HUVEC

HUVEC wurden fiir 1 h auf Kollagen kultiviert, anschlielend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von
Vinkulin (rot) und Aktin (griin); Vinkulin und Aktin kolokalisieren an fokalen Adhésionen in der Zellpe-
ripherie und an Podosomen (gelb); weiller Balken: 10 um
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Abb. 3.9. Die subzelluliire Lokalisation von Vinkulin wird durch die starke Uberexpression von Drebrin-
GFP moduliert

HUVEC wurden mit Drebrin-RFP (rot) transfiziert. Nach 16 h wurden die Zellen fixiert und zellinternes Aktin
(blau) und Vinkulin (griin) fluoreszenzmarkiert. Uberlagerungen in Gelb stellen Kolokalisationen von Drebrin und
Vinkulin dar, weie Areale geben die Uberlagerung aller beteiligten Komponenten wider. (A) moderat Drebrin
iiberexprimierende HUVEC; (B) stark Drebrin tiberexprimierende HUVEC; weifler Balken: 10 pm

Da auch das Aktinnetzwerk durch den auffilligen Verlust von Aktin-Stressfasern stark beein-
triachtigt ist, liegt es nahe, dass die Zellmorphologie durch einen zu hohen Drebringehalt nach-
haltig gestort wird. Weitere Untersuchungen konzentrierten sich somit auf den modulativen

Einfluss Drebrins auf die Zellmorphologie.

3.4.3. Die Uberexpression von Drebrin beeintrichtigt die Zellretraktion

Die Untersuchung fixierter mikroskopischer Priaparate von Drebrin-GFP-transtizierten HUVEC
zeigte, dass die Uberexpression von Drebrin eine Entstehung biumchenartiger Zellextensionen
fordert (s. Abb. 3.7. E). Ebenso konnte festgestellt werden, dass es sich um einen quantitativen
Effekt handelt, bei dem die Menge des iiberexprimierten Drebrins mit der Stirke der Auspra-
gung der gebildeten Strukturen korreliert (s. Punkt 3.4.1.). Die Ausbildung der genannten
Strukturen findet in allen stark Drebrin-liberexprimierenden Zellen in einem Zeitraum von 1-24
Stunden nach dem Aussden der Zellen statt. Die Dauer der Adhésion spielt in diesem Zusam-

menhang somit keine Rolle (Daten nicht gezeigt).

Mit Hilfe der /ive cell-Mikroskopie wurde gezeigt, dass Drebrin-transfizierte HUVEC in ver-

stairktem MaB zelluldre Extenssionstrukturen wie Filopodien ausbilden und dass das Drebrin-
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Abb. 3.10. Live cell Mikroskopie-Aufnahme einer humanen Endothelzelle nach Transfektion mit Drebrin-
GFP

HUVEC wurden 16 h nach der Transfektion mit Drebrin-GFP erneut auf Kollagen-beschichtete coverslips ausge-
sdt. Drebrin-GFP ist in protrusiven Strukturen stark angereichert (gelber Pfeil). Retraktionsversuche der Zelle
fithren zur Ausbildung bdumchenartiger Verzweigungsstrukturen (weifle Pfeile); weiler Balken: 10 um

GFP-Fusionsprotein in sich entwickelnden Protrusionen stark angereichert ist (s. Abb. 3.10.,
gelber Pfeil; Anhang: Film 2). Allerdings konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die beo-
bachteten Extensionsstrukturen nicht ausschlieBlich Protrusionen darstellen, wie zu Beginn der
Untersuchungen angenommen wurde. Vielmehr weisen sie auf eine durch das libermifBige
Vorhandensein von Drebrin verursachte Fehlfunktion in der Retraktionsfahigkeit der Zelle hin.
Die Retraktion dieser Strukturen fiihrt zur Bildung der in fixierten Préparaten beobachteten

Verzweigungen (Abb. 3.10., weiller Pfeil).

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte die Ursache dieses Phdnomens untersucht werden, wobei
hier vor allem eine Untersuchung der regulatorischen Grundlagen im Vordergrund stand. Es ist
bekannt, dass Rho-GTPasen mafigeblich an der Regulation der fiir die Migration wichtigsten
biochemischen Prozesse beteiligt sind (zur Ubersicht s. Raftopoulou und Hall, 2003). Rho-
GTPasen funktionieren als molekulare Schalter, die die Signaltransduktion kontrollieren, in-
dem sie zwischen einer inaktiven, GDP-gebundenen und einer aktiven, GTP-gebundenen Kon-
formation wechseln. In der aktiven Form ist es ihnen moglich, mit nachgeschalteten Effektor-
Proteinen zu interagieren und damit intrazelluldre Reaktionen wie zum Beispiel die Regulation
der Aktin-Dynamik zu beeinflussen. Fiir Kontraktions- und Retraktionsprozesse innerhalb des
Zellkorpers und am trailing edge wird die GTPase RhoA verantwortlich gemacht. Sie bewirkt
vor allem den Aufbau von kontraktilen Aktin-Myosin-Filamenten und trigt somit zum Wachs-
tum fokaler Adhisionen und Stressfasern bei (Ridley und Hall, 1992; Chrzanowska-Wodnicka
und Burridge 1996). Durch Worthylake ef al. (2001) wurde zudem festgestellt, dass die GTPa-
se RhoA in Monozyten mafigeblich fiir die Fahigkeit zur zelluldren Retraktion verantwortlich

ist.
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Um festzustellen, ob die Inhibierung retraktiver Prozesse in Drebrin-transfizierten HUVEC mit
einer Modifizierung der RhoA-Aktivitit in Zusammenhang steht, wurde der RhoA G-LISA™
Activation Asssay verwendet. Es handelt sich um ein auf dem ELISA-Prinzip beruhendes Ver-
fahren zur Messung von aktiviertem RhoA in der Form von RhoA-GTP (s. Punkt 2.5.10.).
HUVEC wurden mit Drebrin-GFP, bzw. GFP, transfiziert und nach 16 h Expressionsdauer mit
Hilfe der FACS-Analyse (s. Punkt 3.4.1.) in die Subpopulationen der moderat und stark
Drebrin-iiberexprimierende Zellen aufgeteilt und analysiert. Graphik B in Abb. 3.11. zeigt die
Ergebnisse des RhoA G-LISA™ Activation Asssay.

Im Vergleich zur GFP-Kontrolle ergab sich mit 73,4 % £ 12,0 % eine leicht verminderte
RhoA-Aktivitdt fiir moderat Drebrin-iiberexprimierende HUVEC. Stark iiberexprimierende
Zellen besallen eine Aktivitdt von 77,4 % + 3,4 % im Vergleich zur GFP-Kontrolle (s. Abb.
3.11. B). Diese Resultate sollten allerdings im Zusammenhang mit der Gesamt-RhoA-
Konzentration in der Zelle betrachtet werden. Zu diesem Zweck wurden Lysate mit gleichen
Proteinkonzentrationen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot-Verfahren mit
Hilfe eines spezifischen Antikdrpers auf ihren RhoA-Gehalt hin untersucht (s. Abb. 3.11. D)
und unter Verwendung des Programms imageJ evaluiert. Es wurde festgestellt, dass die Menge
an zellinternem Gesamt-RhoA in moderat Drebrin-iiberexprimierenden HUVEC auf einen
Wert von 47,0 % und in stark iiber-exprimierenden Zellen auf 57,0 % im Vergleich zur Kon-
trolle gesunken ist (s. Abb. 3.11. A). Unter Beriicksichtigung dieser Werte lieBen sich die je-
weiligen Verhéltnisse von aktivem RhoA zu Gesamt-RhoA fiir die einzelnen Ansétze bestim-
men (s. Abb. 3.11. C). Die RhoA-Aktivitit konnte auf diese Weise in stark Drebrin-
tiberexprimierenden Zellen um den Faktor 1,3 und in moderat tiberexprimierenden Zellen sogar

um den Faktor 1,5 erhoht festgestellt werden.

Diese Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Beeintrachtigung der totalen
RhoA-Aktivitit und der Ausbildung von Retraktionsartefakten in Drebrin-liberexprimierenden
HUVEC hin. Allerdings steht die Intensitit der modifizierten RhoA-Aktivitit nicht in direktem

Zusammenhang mit dem Drebrin-GFP-Expressionslevel.
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Abb. 3.11. Ermittlung des
RhoA-Gehalts und der
RhoA-Aktivitit in Drebrin-
transfizierten Zellen
HUVEC wurden mit Drebrin-
GFP, bzw. GFP als Kontrolle,
transfiziert und anschlieBend
mit Hilfe der FACS-Analyse
in Subpopulationen mit star-
kem (high, H) und moderatem
(low, L) Expressionslevel
aufgeteilt; (A) Western Blot
der lysierten Zellen; (D)
Quantifizierung der Signale
aus (A); (B) Totale RhoA-
Aktivitat, ermittelt tber das
G-LISA™.-System; (©)
RhoA-Aktivitdt, bezogen auf
das gesamte RhoA-Level
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3.5. Molekulare Funktion und Interaktion von Drebrin

3.5.1.  Untersuchung der coiled coil Region

Zur Aufklirung der molekularen Funktionsweise Drebrins wurden verschiedene Trunkati-
onskonstrukte hergestellt. Von besonderer Bedeutung war die Erforschung der auf der N-
terminalen Seite des Molekiils lokalisierten coiled coil Region (s. Abb. 3.12. A). Durch dieser
Arbeit vorangegangene pulldown Versuche (nicht gezeigt) konnte festgestellt werden, dass
dieser Molekiilabschnitt an der durch den N-Terminus vermittelten Féhigkeit zur Oligomerisie-
rung beteiligt, alleine aber dazu nicht ausreichend ist. Zudem ist die coiled coil Region in den
Prozess der Aktinbindung und der subzelluldren Lokalisation von Drebrin involviert (Hayashi

et al., 1996; Xu und Stamnes, 2006).

In fixierten HUVEC-Priparaten, die mit Drebrin-CC (coiled coil)-GFP-N1 (AS 171-253), s.
Schema in Abb. 3.12. A) transfiziert worden waren, konnte die tiberdurchschnittliche Bildung
von Filopodien-dhnlichen Strukturen beobachtet werden. Ebenso wie im Fall des Volldngen-
Drebrinkonstrukts (s. Punkt 3.4.3.) sollte auch hier die Entstehung der beobachteten Strukturen
via konfokaler /ive cell Mikroskopie dokumentiert werden. Die Auswertung der Filmaufnah-
men in Abb. 3.12. C zeigt die Anreicherung des CC171-253-GFP-Fusionsproteins in protrusi-
ven Strukturen (s. Abb. 3.12. C, gelbe Pfeile; Anhang: Film 3). Zusitzlich wurde auch hier die
Entstehung von Retraktionsartefakten beobachtet (s. Abb. 3.12. C, weille Pfeile). Allerdings
weisen die transfizierten Zellen eine geringere Verzweigung in deren Aufbau auf als HUVEC,
die mit dem Vollldngen-Drebrinkonstrukt transfiziert worden waren (vgl. mit Abb. 3.9. B).
Durch die Transfektion von HUVEC mit dem Teilkonstrukt CC171-253-GFP-N1 kommt es
somit — trotz der offensichtlichen Beeintrachtigung der Retraktion — nicht zur Ausbildung ver-

gleichbar komplexer baumchenartiger Strukturen.

HUVEC, die mit dem coiled coil Fusionsprotein transfiziert worden waren, wiesen beziiglich
der Ausbildung filopodienartiger Strukturen, bzw. Retraktionsartefakte, in abgeschwichter
Form Parallelen zu Zellen auf, die das vollstdndige Drebrin-GFP-Konstrukt exprimieren. Dies
lasst die Folgerung zu, dass die coiled coil Region eine Rolle bei dem modulativen Einfluss

Drebrins auf das Zytoskeletts und somit auf die Morphologie von HUVEC spielt.
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Abb. 3.12. Subzellulire Lokalisation der coiled coil Region von Drebrin nach Uberexpression als GFP-
Fusionsprotein in HUVEC (CC171-253-GFP)

(A) Schematische Darstellung der Molekularstruktur von Drebrin E2 und dem Teilkonstrukt Drebrin-CC-GFP-N1
(AS 171-253); (B) Konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen von HUVEC nach Transfektion mit Drebrin-CC-GFP
(griin): Die Expressionsdauer betrug 16 h. Die Visualisierung von Aktin erfolgte mit fluoreszenzmarkiertem Phal-
loidin (rot). Das exprimierte Fusionsprotein lokalisiert vor allem an protrusiven Zellstrukturen; (C) Live cell Mik-
roskopie-Aufnahme einer humanen Endothelzelle nach Transfektion mit Drebrin-CC-GFP: HUVEC wurden 16 h
nach der Transfektion mit Drebrin-CC-GFP fiir 2 h auf Kollagen-beschichtete coverslips ausgesét; Drebrin-CC-
GFP ist stark in protrusiven Strukturen angereichert (s. gelber Pfeil). Die Retraktion dieser Strukturen fiihrt zu der
Ausbildung kurzer, verzweigter Zell-Extensionen (wei3er Pfeil); weile Balken: 10 pm

Durch die Generierung eines weiteren GFP-Konstrukts konnte diese Funktion weiter analysiert
werden. Dieses Konstrukt umfasste die Aminosduren 171-263 und war somit um 10 AS lédnger
als CC171-253-GFP (s. Schema Molekularstruktur 3.13. A, rote Markierung). Somit war ein
groBerer Teil der sich mit der coiled coil Region iiberschneidenden Aktinbindedoméine (MAR)
beteiligt. Die Transfektion von HUVEC mit diesem Konstrukt (CC171-263-GFP) fiihrte zu
einer massiven Verdnderung der Morphologie in HUVEC im Vergleich zur Transfektion mit
CC171-253-GFP. Abb. 3.13. B zeigt, dass vor allem Zellen in konfluenten Verbénden eine
auffillig verstirkte kortikale ruffling Aktivitit aufweisen. Diese Beobachtung wurde ebenfalls
nach Transfektion mit dem Volllaingen-GFP-Konstrukt gemacht. Die Beteiligung an der Aus-
bildung von Retraktionsartefakten durch Transfektion mit CC171-263-GFP ist auch diesem
Konstrukt mit dem vollstandigen Drebrinmolekiil gemein, was ebenfalls durch /ive cell mikro-

skopische Konfokalaufnahmen nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 3.13. C; Anhang: Film
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4). Somit 16st die Transfektion von CC171-263-GFP in HUVEC einen vergleichbaren Phino-
typ wie das Volllingen-Konstrukt aus.

Es konnte somit festgestellt werden, dass die coiled coil Region von Drebrin an der Modulation
der Zellmorphologie zwar beteiligt ist, aber der Aminosdureabschnitt 254-263 innerhalb der
MAR unbedingt erforderlich ist, damit das Volllingen-Konstrukt seinen charakteristischen

Phinotyp ausbilden kann.

1 ADF-H coiled coil MAR poly-Prolin 649

8 134 176 364 417
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\ < :
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Abb. 3.13. Subzelluliire Lokalisation der verlingerten coiled coil Region von Drebrin nach Uberexpression
als GFP-Fusionsprotein in HUVEC (CC171-263-GFP)

(A) Schematische Darstellung der Molekularstruktur von Drebrin E2 und des Trunkationskonstrukts Drebrin-
CC171-263-GFP-N1; die zusitzliche Region der Aminoséuren 154-263 ist mit einem roten Rahmen markiert; (B)
Immunfluoreszenzférbung von Drebrin-CC171-263-GFP(griin)-transfizierten HUVEC, Aktin (rot); (C) live cell
konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz von Drebrin-CC-171-563-GFP-N1-transfizierter HUVEC. HUVEC
wurden 16 h nach der Transfektion fiir 2 h auf Kollagen-beschichtete coverslips ausgesit. Das iiberexprimierte
Konstrukt ist stark im sich entwickelnden Lamellipodium angereichert (gelbe Pfeile). Die Retraktion dieser Struk-
tur fithrt zur Ausbildung baumchenartiger Verzeigungen (weier Pfeil); weile Balken: 10um
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3.5.2.  Sequenzanalyse von Drebrin mittels ScanSite 2.0

Fiir die weitere Untersuchung der molekularen Funktion von Drebrin war es erforderlich, die
Proteinsequenz auf konservierte Doménen und Strukturen hin zu untersuchen. Eine MotifScan-
Sequenzanalyse mit Hilfe der open source Software Scansite 2.0 (Obenauer et al., 2003) ergab
verschiedene Ansitze zur Entschliisselung der molekularen Funktion (s. Abb. 3.14.). Es wur-
den — bei hoher Stringenz — fiinf putative Interaktionsstellen fiir Serin/Threonin-Kinasen ange-
geben. Zwei davon (T241 und S255) liegen in der coiled coil Doméne und waren fiir die weite-

re Erforschung dieser Region von gro3em Interesse (s. Punkt 3.5.3.).

Zusitzlich ergab sich eine Vielzahl moglicher Interaktionen der poly-Prolinregion mit SH3-
Proteinen. So ist die poly-Prolinregion — rein hypothetisch — in der Lage, an die Src homology 3
Doménen von Abl (Abelson Tyrosin Kinase)1/2, Crk (avian sarcoma virus CT10 oncogene
homolog), Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), Cortactin, PLCy, Itk (interleukin-2-
inducible T-cell kinase) und die Phosphotyronsinkinase Src zu binden (s. Punkt 3.5.4. fiir die

weitere Analyse dieser Ergebnisse).
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Abb. 3.14. Sequenzanalyse von Drebrin E2 mittels Scansite 2.0

Oben: Die putativen Phosphorylierungsstellen T241 und S255 (A) liegen in der coiled coil Region und sind damit
von besonderem Interesse filir die Erforschung dieser Doméne; (B) die Molekiilstruktur erlaubt mehrere putative
Interaktionen zu SH3-Proteinen iiber die poly-Prolinregion (s. Text); Unten: Der surface accessibility plot von

Drebrin E2 lasst erkennen, welche Regionen durch ihre Exponierung an die Oberfliche des Molekiils fiir die Inter-
aktion mit anderen Proteinen zugénglich sind.
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Der MotifScan ldsst mit Hilfe des surface accessibility plots zusétzlich diejenigen Regionen
des Molekiils bestimmen, die durch ihre Exponierung an die Auflenseiten der dreidimensiona-
len Proteinstruktur v. a. fiir die Interaktion mit anderen Proteinen in Frage kommen (s. Abb.
3.14. unten). Eine besonders hohe Zuginglichkeit des Molekiils wird somit besonders im Be-
reich der coiled coil Region, der poly-Prolinregion und eines ca. 150 Aminosduren langen Ab-

schnitts am C-Terminus vorhergesagt.

3.5.3.  Mutation putativer Phosphorylierungsstellen innerhalb der coiled coil Region von

Drebrin
HUVEC bilden nach der Transfektion mit dem Volllingen-Drebrin-GFP-Konstrukt, bzw. der
verldngerten coiled coil Region (CC171-263-GFP) einen ungewohnlichen Phénotyp aus, der
sich vor allem durch starkes ruffling an Zellkontaktstellen und die Entstehung von Retraktion-
sartefakten auszeichnet (s. Punkt 3.5.1.). Um festzustellen, ob die putativen Phosphorylie-
rungsstellen T241 und S255 innerhalb der coiled coil Region mit diesem Effekt in Zusammen-
hang stehen, wurden mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese Punktmutationen an den Posi-
tionen der entsprechenden Aminosduren in die Sequenz des Konstrukts CC171-263-GFP ein-
gebaut. Die entsprechenden Mutationen wurden mittels PCR mit Hilfe spezifischer Primer ge-
neriert. Bei den eingesetzten Punktmutationen handelt es sich um den Aminosdurerest Alanin
(A), welche eine Phosphorylierung an dieser Stelle unmdoglich macht (phospho-defective phe-
notype), bzw. um einen doppelten Glutaminsiurerest (EE), der eine einer Phosphorylierung
dhnliche Konformation des Molekiils bewirkt (phospho-mimicking phenotype). Es wurden so-
wohl Variationen des coiled coil Teilkonstruktes (AS 171-263) mit jeweils einer Mutation, als
auch Konstrukte mit Mutationen an beiden Phosphorylierungsstellen angefertigt (s. Ubersicht
in Abb. 3.15.). Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass alle theoretisch moglichen

Variationen der Modifizierung untersucht wurden.

63



3. Ergebnisse
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Name Konstrukt Mutation zu Abb. 3.15. Schematische Ubersicht der ange-
CC-Wildtyp . - fertigten Mutationskonstrukte der coiled coil
GCinan A Domiine von Drebrin
i _ Zur Untersuchung der funktionellen Relevanz der
CC-S255EE - EE putativen Phosphorylierungsstellen T241 und
CC-T241A X i S25§, die sich beide innerhalb der coiled coil
Region befinden, wurden iiber PCR-Mutagenese
CC-T241EE EE -

Punktmutationen dieser Aminosduren in die Se-
CC-T241A S255EE A EE quenz CC171-263-GFP eingefiihrt. Die Mutation
zu Alanin (A) bewirkt einen phospho-defective

CoTaAiTh soonss = A Phénotyp, die Mutation zu Glutaminsdure (EE)
CC-T241A S255A A A einen phospho-mimicking Phinotyp.
CC-T241EE S255EE EE EE

HUVEC wurden mit den generierten Punktmutations-Konstrukten transfiziert und nach 16h
Expressionsdauer fixiert. Zelleigenes Aktin wurde anschlieBend mit fluoreszenzmarkiertem
Phalloidin gefarbt und die Prdparate mit Hilfe des Konfokalmikroskops ausgewertet (s.
Abb.3.16. und 3.17). Alle Punktmutations-Konstrukte von CC171-263-GFP wiesen die glei-
chen morphologischen Besonderheiten wie der Wildtyp auf, was vor allem in der Auspriagung
einer ungewohnlich hohen Anzahl filopodialer Zellextensionen als auch einer verstiarkten
ruffling Aktivitdt zwischen benachbarten Zellen zu erkennen ist. Somit kénnen die Aminoséu-
ren T241 und S255 als mogliche Serin-Theronin-Kinasen-abhéngige Regulationsstellen inner-
halb der coiled coil Region mit Einfluss auf die Aktinmodulation vermutlich ausgeschlossen

werden.
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CC-S255EE CC-S255A CC-Wildtyp

CC-T241EE

CC-T241A

Abb. 3.16. Mutationen der putativen Phosphorylierungsstellen T241 und S255 in-
nerhalb CC171-263-GFP haben keine Beeintrichtigung des durch die Transfekti-
on ausgelosten Phénotyps in HUVEC zur Folge.

HUVEC wurden mit CC171-263-GFP, bzw. mit seinen Punktmutationskonstrukten
(griin) transfiziert; anschliefend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von Aktin (rot)
durchgefiihrt. Der Phénotyp des Wildtyps ldsst sich durch die Mutation der putativen
Phosphorylierungsstellen T241 und S255 nicht beeinflussen; weiler Balken: 10 pm
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CC T241EE S255EE = CC T241A S255A

CC T241EE S255A

CC T241A S255EE

Abb. 3.17. Kombinierte Punktmutationen der putativen Phosphorylierungsstellen
T241 und S255 innerhalb CC171-263-GFP haben keine Beeintrichtigung des durch
die Transfektion ausgelosten Phiinotyps in HUVEC zur Folge.

HUVEC wurden mit Variationen der CC171-263-GFP transfiziert (griin), die kombinierte
Punktmutationen an den Aminosduren T241 und S255 tragen; anschlieBend wurde eine
Immunfluoreszenzfiarbung von Aktin (rot) durchgefiihrt. Auch die kombinierte Modifi-
zierung der putativen Phosphorylierungsstellen T241 und S255 bewirkt keine Reversion
des abnormen Phénotyps der Zellperipherie; weiler Balken: 10 pm
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3.5.4. Drebrin interagiert iiber seine poly-Prolinregion mit SH3-Proteinen

Fiir die Aufkldarung seiner Rolle in der Signaltransduktion sowie der Beteiligung an zellmor-
phologischen Prozessen ist die Identifizierung von Drebrin-Bindepartnern unerlisslich. In den
folgenden Untersuchungen sollten speziell Interaktionen iiber Drebrins C-Terminus identifi-
ziert werden, da die Funktion dieses Molekiilabschnitts bisher noch nicht geklart werden konn-

te.

Protein-Protein-Interaktionen werden oft liber konservierte Doménen vermittelt, zum Beispiel
durch die Src homology 3 (SH3) Doméne. Erstmals wurde sie als Teil des Rous Sarcoma On-
kogenprodukts Src identifiziert (Pawson und Gish, 1992). Sie spielt eine wichtige Rolle in der
interzelluldren Kommunikation und intrazelluldren Signaltransduktion. SH3 Doménen sind
konservierte Molekiilabschnitte aus ca. 60 Aminosduren, die mit Prolin-reichen Regionen ande-
rer Proteine interagieren konnen. Da Drebrin innerhalb seines C-terminalen Abschnitts eine
solche Region besitzt, wurde versucht, iiber dessen Interaktionsverhalten mogliche Bindepart-
ner zu identifizieren. In Punkt 3.5.2. wurde mit Hilfe des Programms ScanSite 2.0 bereits ge-
zeigt, welche Interaktionspartner Drebrin theoretisch anhand seiner Molekularstruktur iiber die

poly-Prolinregion binden konnte.

Fiir die Identifizierung moglicher Interaktionspartner von Drebrin iiber seine Prolin-reiche
Domine wurde der ,,TransSignal™ SH3 Domain Array 1 der Firma Panomics verwendet.
Hierbei wird das Protein von Interesse mit aufgereinigten und auf Membranen immobilisierte
SH3-Doménen unterschiedlicher Proteine inkubiert. In diesem Experiment wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die poly-Prolinregion von Drebrin als MBP (maltose binding protein)-
Fusionsprotein eingesetzt (s. Schema 3 in Abb. 3.18. ,,PP-MAL*: AS 348-428). Mit Hilfe eines
MBP-spezifischen Antikorpers konnte im Western Blot Verfahren die Interaktion des einge-
setzten Fusionsproteins mit den unterschiedlichen SH3-Proteinen untersucht werden. Intensive
Reaktionen des poly-Prolin-Fusionsproteins ergaben sich vor allem mit Spectrin und Abl2
(Arg) (s. Abb. 3.18. A, B.: Signale A-5,6; bzw. A-13,14). Des Weiteren konnten mittelstarke
Reaktionen mit Cortactin (A-7,8), Crk (A-19,20), Y124 (C-5,6), BTK (C-9,10) und Stam (C-
19,20) festgestellt werden. Die durch Scansite 2.0 (s. Punkt 3.5.2.) vorausgesagten Interakti-
onspartner dieser Doméne konnten somit im Fall von Crk und Cortactin, aber nicht fiir c-Src
und Itk, bestdtigt werden. Im Fall der vorhergesagten Interaktion mit Abl1/2 konnte mit Hilfe
des ,, TransSignal ™ SH3 Domain Arrayl* diese Bindung auf Abl2 (Arg) eingegrenzt werden,
da im Gegensatz zu Abl2 (Abb. 3.18. A, Signal A-13,14) lediglich eine sehr schwache Reakti-
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on mit Abl1 hervorgerufen wurde (s. Abb. 3.18., Signal D-3,4). In den folgenden Untersuchun-
gen wurde somit vor allem auf die Interaktionen mit denjenigen Proteinen eingegangen, die
sowohl durch die molekularen Vorhersagen als auch durch die Bestitigung im ,, TransSignal ™

SH3 Domain Array als Bindepartner flir Drebrin in Frage kommen.

1-2 5-6 9-10 13-14 17-18
34 7-8 11-12 15-16 19-20
1A oend o »
B . ®
C LN L N L
D k]
2
1,2 3,4 5,6 7,8 9,10 11,12 13,14 15,16 17,18 19,20
A Aphm;s}]lrl; LCK Spectrin | Cortactin MLPK3 Yesl AbI2 SJHUA Itk CRK-D2
B| b2 EMPS55 FGR SLK Nebulin c-Sre FYB-DI Hek VAV-D2 | NOF2-D1
C | vavpi N]C)I?' Y124 PEXD BTK | RasGAP | PSD95 Tim HS1 Stam
D| BLK Abl1 PLCy Rlz PI3B ITSN-DI | ITSN-D2 TXK GST -
3
1 ADF-H coiled coil MAR poly-Prolin 649
8 lé*l 176 364 417
B

348 428

Abb. 3.18. Interaktionen zwischen der poly-Prolin-Region von Drebrin mit fixierten SH3-Doméinen ver-
schiedener Proteine (,, TransSignal™ SH3 Domain Array 1)

Auf eine Membran fixierte SH3-Domédnen verschiedener mdglicher Bindepartner von Drebrin wurden mit dem
MBP-Fusionsprotein PP(poly-Prolin)-MAL (3B, schematisch) inkubiert. Mit Hilfe eines spezifischen MBP-
Antikorpers wurden die verschiedenen Interaktionsintensititen (1) ausgewertet. Die fixierten SH3-spots liegen
dupliziert vor. Sehr starke und mittelstarke Interaktionen zwischen PP-MAL und fixierten SH3-Doménen ver-
schiedener moglicher Interaktionspartner sind in der Tabelle (2) rot hervorgehoben.
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Die subzelluldre Lokalisation in HUVEC bzw. die Interaktionen der entsprechenden Proteine
(Abl2, Cortactin, Crk sowie Spectrin) mit Drebrin sollten zusdtzlich mittels bildgebender Im-
munfluoreszenz-Verfahren untersucht werden. In Abb. 3.19. ist mit Hilfe einer Uberlagerung
mit dem F-Aktin-Fluoreszenzsignal zu erkennen, dass Abl2, Cortactin, Crk und Spectrin vor

allem in Aktin waves, aber auch in vereinzelten podosomalen Strukturen angereichert sind.

Durch die gleichzeitige Immunfluoreszenzfarbung von Drebrin und diesen putativen Binde-
partnern konnte die Interaktion vor allem zwischen Abl2 bzw. Crk und Drebrin bestitigt wer-
den (s. Abb. 3.20.). Sie findet somit nicht nur auf biochemischer Ebene (s. ,, TransSignal ™ SH3
Domain Array; Abb. 3.18.-1, 2) zwischen den untersuchten molekularen Untereinheiten statt,
sondern bezieht sich auch auf die subzelluldre Verteilung der Proteine in HUVEC. Im Gegen-
satz zu Abl2 interagiert Crk allerdings nicht nur in Aktin waves, sondern ebenfalls in protrusi-

ven Zellstrukturen mit Drebrin (s. Abb. 3.20. Pfeile).

Basierend auf den mit dem ,,TransSignal™ SH3 Domain Array 1“ gewonnenen Ergebnissen
besteht die Annahme, dass die Bindung zwischen der SH3-Doméne von Stam und der poly-
Prolinregion von Drebrin ebenfalls moglich ist und auf diese Weise eine Interaktion der beiden
Molekiile vermittelt werden kann. Diese konnte allerdings mit bildgebenden Verfahren nicht
bestitigt werden. HUVEC wurden mit HA-Konstrukten von Stam I und Stamll transfiziert.
Nach 16h Expressionsdauer wurden die Fusionsproteine mit Hilfe eines gegen HA gerichteten
Antikorpers detektiert. Es konnte keine Lokalisation in Podosomen oder Aktin waves festge-

stellt werden (nicht gezeigt).

Es konnte somit gezeigt werden, dass Drebrin in HUVEC moglicherweise in direkter Interakti-
on mit den Proteinen AbI2 und Crk steht. Ferner besteht eine gemeinsame Anreicherung von
Drebrin und Cortactin, bzw. Spectrin, in Aktin waves. Diese Interaktionen kommen vermutlich
iber einen Prolin-reichen C-terminalen Abschnitt innerhalb des Drebrinmolekiils mit den SH3-

Dominen der genannten Proteine zustande.
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Drebrin

AbI2

Crk Cortactin

Spectrin

Abb. 3.19. Lokalisierung der Interaktionspartner von Drebrin in Rosetten und Aktin
waves in HUVEC

Auf Kollagen kultivierte HUVEC wurden fixiert und zellinternes Abl2, Cortactin, Crk und
Spectrin mittels Immunfluoreszenzfarbung auf ihre Lokalisation in Rosetten und Aktin waves
hin untersucht (griin); Aktin wurde mit rot fluoreszierendem Phalloidin markiert. Alle unter-
suchten Proteine liegen angereichert in Aktin waves vor (Uberlagerung mit Aktinsignal in
gelb); weille Balken:10 pm
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Drebrin

AbI2

Crk

Abb. 3.20. Crk und AbI2 liegen zusammen mit Drebrin angereichert in Aktin waves
in HUVEC vor

Auf Kollagen kultivierte HUVEC wurden fixiert, zellinternes Abl2 und Crk mittels Im-
munfluoreszenzfarbung visualisiert (griin) und die so markierten Proteine auf ihre Kolo-
kalisation mit zelleigenem Drebrin (rot) hin untersucht. Sowohl AbI2 als auch Crk liegen
stark angereichert mit Drebrin in Aktin waves vor (Uberlagerung in gelb); Crk kommt im
Gegensatz zu Abl2 auch gemeinsam mit Drebrin in der Zellperipherie vor; weille Bal-
ken:10 pm

3.5.4. Die Transfektion C-terminaler Drebrin-Konstrukte inhibiert die Ausbildung von
Aktin waves in HUVEC

Wie im vorangegangenen Punkt (3.5.4.) gezeigt werden konnte, kolokalisieren die SH3-
Proteine Abl2 und Crk mit Drebrin in Aktin waves (s. Abb. 3.20.). Dies beruht vermutlich auf
der Interaktion mit der C-terminalen poly-Prolinregion innerhalb des Drebrinmolekiils. Da-
durch wiirde dem C-terminalen Abschnitt von Drebrin, bzw. der poly-Prolinregion innerhalb
dieser Region eventuell eine wichtige Rolle bei der Bindung zwischen Drebrin und seinen In-

teraktionspartnern zukommen.

Um die Rolle dieser molekularen Abschnitte im Hinblick auf die Bildung von Akin waves zu
untersuchen wurden HUVEC mit den GFP-Fusionsproteinen zur poly-Prolinregion (Aminosiu-
re 348-428), bzw. zum C-Terminus (Aminosdure 348-633) (s. Abb. 3.21. A) transfiziert und
nach einer Expressionsdauer von 16 h fixiert. Zellinternes F-Aktin wurde mit fluoreszenzmar-

kiertem Phalloidin visualisiert. Mit Hilfe der Konfokalmikroskopie wurden die Zellen auf ihre
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Fahigkeit Aktin waves auszubilden untersucht. Wie aus Abb. 3.21. B hervorgeht, ist die Aktin
waves Bildungsrate durch die Transfektionen mit den C-terminalen Teilkonstrukten signifikant
(6,6 £ 1,1 %) beeintrachtigt. Die Transfektion mit dem GFP- Volldngen-Konstrukt von Drebrin
hat dagegen mit einer Aktin wave Bildungsrate von 113,3 £ 2,5 % im Vergleich zur Kontrolle

keinen Effekt dieser Art zur Folge.

Uber die Transfektion von HUVEC mit GFP-Konstrukten der poly-Prolinregion, bzw. des ge-
samten C-terminalen Abschnitts, konnte somit festgestellt werden, dass diese molekularen Ab-
schnitte fiir die Bildung von Aktin waves im Allgemeinen eine wichtige Rolle spielen, da die

Bildungsrate von Aktin waves nach der Transfektion signifikant beeintrachtigt wurde.

A
1 ADF-H coiled coil MAR poly-Prolin 649
8 134 176 256 364 417
et [T &
348 633
348 428
B X 160
S 140 -
>
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£ 100
=
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Kontrolle Drebrin-GFP C-Terminus-GFP PP-GFP

Abb. 3.21. Die Transfektion verschiedener Drebrinkonstrukte fithrt zur Reduktion der Aktin waves in HU-
VEC

(A) Schematische Darstellung der zur Transfektion verwendeten Konstrukte: Drebrin-GFP-N1; C-Terminus-GFP-
N1, PP (poly-Prolinregion)-GFP-N1; (B) Statistische Auswertung der Transfektion von HUVEC mit den in (A)
aufgefiihrten GFP-Teilkonstrukten von Drebrin. Die Transfektion der poly-Prolinregion, bzw. des C-terminalen
Abschnitts von Drebrin bewirkt eine signifikante Verminderung der Ausbildung von Aktin waves; * p < 0,05
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3.6. Drebrin interagiert mit a-Actinin und Myosin Ila

Um weitere mdgliche Interaktionspartner von Drebrin zu identifizieren wurden Immunfluores-
zenz-Farbungen verschiedener Proteine in HUVEC durchgefiihrt und auf ihre Kolokalisierung
mit Drebrin hin untersucht. Hinweise zu den in Frage kommenden Proteinen stammten teilwei-
se aus in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Immunprézipitations-Versuchen mit Drebrin-
GFP. Es bestand die Vermutung, dass Drebrin in HUVEC mit a-Actinin, Vimentin, sowie den
Myosinen Ic, Ila und V interagieren konnte. Zusitzlich wurde bereits durch Hayashi et al.
(1996) gezeigt, dass Drebrin mit Myosinen und o-Actinin gemeinsam im Zytoskelett embryo-
naler Rattenneuriten interagiert. Es sollte im somit festgestellt werden, ob Drebrin mit den oben
genannten Proteinen in podosomalen Strukturen in HUVEC interagiert. Zusétzlich sollte unter-
sucht werden, ob sich eventuell festgestellte Interaktionen mit Drebrin auch auf Aktin waves

bezichen.

Durch die Immunprézipitation von zellinternem Myosin Ila mit einem spezifischen Antikorper
konnte eine Interaktion mit Drebrin auf biochemischer Ebene nachgewiesen werden (s. Abb.
3.22. A). In HUVEC f{iberexprimiertes und prézipitiertes o-Actinin-GFP interagierte ebenfalls
mit Drebrin (s. Abb. 3.22. B). Zellinternes Drebrin koprézipitert sowohl mit a-Actinin als auch
mit Myosin Ila (s. Abb. 3.22. A).

Die somit festgestellten Bindungen sind allerdings nur auf die verwendeten Lysate bezogen, sie
sagen nichts liber die tatsdchliche intrazelluldre Interaktion aus. Aus diesem Grund wurden
Immunfluoreszenz-Untersuchungen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden HUVEC auf Kol-
lagen ausgesit, fixiert und die Proteine von Interesse mittels spezifischer Immunfluoreszenz-
farbung markiert, um ihre subzelluldre Lokalisierung darzustellen. Wéhrend die Auswertungen
dieser Untersuchung fiir Myosin Ila zu keinem eindeutigen Resultat fiihrten, zeigten die Im-
munfluoreszenz-Aufnahmen im Fall von a-Actinin eine deutliche Interaktion mit Drebrin in
podosomalen Uberstrukturen und Aktin waves (s. Abb. 3.22.). Die Kombination dieser Ergeb-
nisse ldsst eine Interaktion zwischen a-Actinin und Drebrin in Aktin waves als sehr wahr-

scheinlich gelten.
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Abb. 3.22. Drebrin interagiert in HUVEC mit a-Actinin

(A) Immunologischer Nachweis von Drebrin und a-Actinin nach der Immunpréazipitation von Drebrin aus HU-
VEC-Lysat. Es wurde ein Drebrin-spezifischer Antikorper verwendet. Zur Kontrolle wurde Meerschwein-IgG
eingesetzt. Unter den mit Drebrin koprizipitierten Proteinen wurde a-Actinin identifiziert; (B) Die Uberexpressi-

on und anschlieBende Prizipitation von o-Actinin-GFP lésst Riickschliisse auf eine Interaktion mit zellinternem
Drebrin zu. Zur Kontrolle wurden HUVEC mit dem GFP-Leervektor transfiziert.

Abb 3.23. Drebrin kolokalisiert mit o-Actinin in Podosomen und Aktin waves

HUVEC wurden mit Hilfe von a-Actinin- und Drebrin-spezifischen Antikorpern fluoreszenzmarkiert.
Sowohl in Podosomen (A, Pfeile) als auch in Aktin waves (B, Pfeil) konnte eine Uberlagerung (gelb)

der Fluoreszenzsignale von Drebrin (rot) und o—Actinin (griin) festgestellt werden; weiler Balken:

10pm
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3.7. Drebrin ist beteiligt an der Ausbildung von Zell-Zellkontakten

3.7.1.  Aktin waves in HUVEC fihren zur Anreicherung von Drebrin an Zellkontaktstellen

Die Beobachtung, dass wihrend der Adhédsion von HUVEC ein massiv erhohtes Auftreten von
Drebrin-reichen Strukturen in der Zellperipherie auftritt, verleitet zu der Annahme, dass
Drebrin in adhésive, migratorische oder zellkontaktbildende Vorgénge involviert ist. Wie be-
reits in Punkt 3.3. gezeigt werden konnte, spielt Drebrin offenbar keine entscheidende Rolle
bei der Ausbreitungsfahigkeit von HUVEC. Somit sollte im Folgenden seine mogliche Funk-

tion in Migration und Zellkontaktausbildung untersucht werden.

Bei den wihrend der frilhen Adhédsion gebildeten Drebrin-Strukturen handelt es sich haupt-
sdchlich um Aktin waves. Diese Strukturen (s. Schema in Abb. 3.2. und Abb. 1.7) bewegen
sich mit einer hohen Dynamik auf die Zellperipherie zu, wo im Anschluss an eine Anreiche-
rung des Drebrin-Signals eine Art ,,Verschmelzungsvorgang® mit der Zellperipherie erfolgt.
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde eine genauere Untersuchung von Zell-Zellkontakten in

HUVEC durch live cell mikroskopische Aufnahmen durchgefiihrt.

-
<
<
——
c
=)
o
=
L
2y
—
o
N

Abb. 3.24. Sukzessive Bildung von Drebrin-reichen Aktin waves und Zellprotrusionen in HUVEC

(A) 1-4: Live cell Mikroskopie von HUVEC, 17 h nach Transfektion mit Drebrin-GFP; die Zellen wurden nach
16h erneut auf Kollagen ausgesit; Bildausschnitt (weil3 gestrichelte Linie); (B): Bildausschnitt von A: Messung
der Fluoreszenzintensitét (rot gestrichelte Linie); (C) graphische Analyse der Fluoreszenzintensitit von Zeitpunkt
3 (dunkelgriine Linie; entspricht 13,8 min nach Versuchsstart) und Zeitpunkt 4 (hellgriine Linie; 18,3 min); weiller
Balken: 10 pm
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HUVEC wurden zu diesem Zweck mit Drebrin-GFP transfiziert, nach 16h Expressionsdauer
abgeldst und erneut auf Kollagen ausgesét. Nach einer Stunde Adhésionszeit wurden die Auf-
nahmen gestartet. Es zeigte sich, dass mit Drebrin-GFP beladene Aktin waves durch die ihnen
eigene Dynamik eine Anreicherung von Drebrin in neu ausgebildeten Zellkontaktstellen be-
wirken (s. Abb. 3.24. bzw. Anhang: Film 5). Die Translokation der offenbar mit Drebrin-GFP
,beladenen* Aktinwelle in Richtung der Zellperipherie findet innerhalb weniger Minuten statt.

Gleichzeitig erfolgt dort die Ausbildung protrusiver Strukturen (s. Abb. 3.24. B,C).

3.7.2.  VE-Cadherin kolokalisiert zeitweise mit Drebrin an Zellkontaktstellen, aber nicht an

Podosomen oder Aktin waves

Aufgrund der in Punkt 3.7.1. beschriebenen Beobachtungen, dass via Aktin waves eine Anrei-
cherung von Drebrin in neu ausgebildeten Zellkontaktstellen erfolgt, liegt es nahe, eine Funkti-
on Drebrins in der Neuausbildung von Zellkontakten anzunehmen. Zur Bestitigung dieser
Vermutung wurde die subzelluldre Interaktion von Drebrin mit VE-Cadherin untersucht. Bei
VE-Cadherin handelt es sich um einen klassischen Vertreter von Zellkontaktproteinen. Es ist,
wie eingangs unter Punkt 1.2.1. beschrieben, ein Transmembranprotein, welches einen grund-

legenden Bestandteil von adherens junctions bildet.

Zur genaueren Untersuchung einer eventuellen Interaktion zwischen Drebrin und VE-Cadherin
wurden HUVEC mit einer Dichte von 60.000 Zellen/cm® auf Kollagen ausgesit und kultiviert.
AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (1-24 h) und die
Immunfluoreszenzmarkierung von Drebrin und VE-Cadherin mit Hilfe spezifischer Antikor-

per. Zellinternes F-Aktin wurde mir fluoreszenzmarkiertem Phalloidin visualisiert.

Es wurde festgestellt, dass Drebrin vor allem in neu ausgebildeten Zellkontakten, die nach ei-
ner Adhésionszeit von einer Stunde ermdglicht werden, angereichert ist und mit VE-Cadherin
kolokalisiert (s. Abb. 3.25 A). Allerdings konnte ebenfalls beobachtet werden, dass HUVEC,
die ldnger als zwei Stunden Gelegenheit zur Kontaktausbildung untereinander hatten, eine
deutlich geringere Drebrinkonzentration in den Kontaktstellen aufweisen und damit auch nur
eine geringfiigige Interaktion zwischen Drebrin und VE-Cadherin stattfindet (s. Abb. 3.25. B
und Abb. 3.26, gelber Pfeil). Generell wurde festgestellt, dass VE-Cadherin nicht an Aktin
waves lokalisiert (s. Abb. 3.26., weiller Pfeil).
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Abb. 3.25. Drebrin ist kurzfristig in neu ausgebildeten Zellkontakten angereichert
HUVEC wurden fiir 1h (A) bzw. 2h (B) auf Kollagen kultiviert und anschlieBend fixiert. Durch Immunfluores-
zenzfarbung mit spezifischen Antikérpern wurden zelleigenes Drebrin (griin) und VE-Cadherin (blau) markiert;
Aktin wurde durch TRITC-markiertes Phalloidin visualisiert (rot) (Uberlagerung aller Komponenten in weif);
Drebrin kolokalisiert mit VE-Cadherin an neu ausgebildeten Zellkontakten (A, Ausschnitt); wiahrend vollstindig
ausgepragte Zellkontakte kein Drebrin enthalten (B, Ausschnitt); weifler Balken: 10 um

- -
e -«

Abb. 3.26. Immunfluoreszenzfirbung von Drebrin und VE-Cadherin in HUVEC

HUVEC wurden fiir die Dauer von 2h auf Kollagen kultiviert und anschlieBend fixiert; Mittels Immunfluores-
zenzfarbung wurden Drebrin (griin), Aktin (rot) und VE-Cadherin (blau) markiert. Nach dieser Kultivierungsdau-
er ist weder eine Kolokalisierung von Drebrin und VE-Cadherin in Aktin waves (weiler Pfeil), noch in Zell-
Zellkontakten zu erkennen (gelber Pfeil); weiler Balken: 10 pm
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3. Ergebnisse

Die rdumlich und zeitlich eingeschriankte Kolokalisation von Drebrin und VE-Cadherin an
Zellkontaktstellen bestirkte den Verdacht, dass Drebrin an Prozessen der Zellkontakt-Bildung,
bzw. -Regulation beteiligt sein konnte. Durch die weitere Untersuchung der Interaktion zwi-
schen Drebrin und Zellkontaktproteinen sollte die Funktion Drebrins in diesen Prozessen wei-

ter aufgeklart werden.

3.7.3.  Drebrin knockdown bewirkt eine Verminderung des VE-Cadherin-Levels an Zell-

Zellkontakten
Anhand eines Drebrin knockdowns in HUVEC sollte untersucht werden, inwieweit Drebrin an
der Ausbildung von Zellkontakten zwischen benachbarten Endothelzellen beteiligt ist. Zu die-
sem Zweck wurde vektorkodierte, fiir Drebrin spezifische shRNA eingesetzt. Der zum verwen-
deten“psiSRIKE™ U6 hairpin Cloning System-hMGFP* gehdrende Vektor kodiert zusitzlich
fiir GFP, wodurch die Identifizierung transfizierter Zellen gewiéhrleistet und ein direkter Ver-
gleich von transfizierten und nicht-transfizierten Zellen in bildgebenden Analyseverfahren er-

moglicht wird.

HUVEC wurden mit Drebrin-spezifischer vektorkodierter shRNA transfiziert. Als Kontrolle
wurde eine unspezifische Zielsequenz mit einer randomisierten Basenabfolge (,,scrambled )
Sequenz verwendet. Nach 4 Tagen wurden die Zellen erneut auf Kollagen ausgesit und nach
der Fixierung fiir die Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt und mittels spezifischer Antikorper

gegen Drebrin und VE-Cadherin diese Proteine sichtbar gemacht.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen (Abb. 3.27.) zeigen, dass in shRNA-exprimierenden Zel-
len die Drebrinfarbung nach der Drebrin-shRNA-Transfektion deutlich schwicher ausfillt als
in ihren nicht-transfizierten Nachbarzellen, bzw. den mit der Kontroll-shRNA transfizierten
HUVEC.

Die Untersuchung der Kontroll-shRNA-transfizierten HUVEC zeigt ebenfalls, dass nach der
im Versuch eingesetzten Adhésionsdauer von 24 h VE-Cadherin in den Zell-Zellkontakten
deutlich angereichert ist. Auch in den Kontaktstellen zwischen transfizierten und nicht-
transfizierten Zellen ist VE-Cadherin detektierbar. Es fillt allerdings auf, dass VE-Cadherin in
den Zell-Zell-Kontaktstellen zwischen benachbarten Drebrin knockdown Zellen nicht mehr
nachweisbar ist. Der Verlust von VE-Cadherin in den betroffenen Kontaktstellen wurde in ca.

50% der erfassten Bildausschnitte beobachtet.
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Drebrin knockdown

Kontrolle

Abb. 3.27. Drebrin knockdown fiihrt zu einer verminderten Lokalisierung von VE-Cadherin an Zellkon-
taktstellen

HUVEC wurden 4 Tage vor dem Versuch mit Drebrin-spezifischer vektorkodierter siRNA, bzw. einer Kontroll-
shRNA, transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Kollagen ausgesdt und nach 24 h fixiert, um die Ausbil-
dung eines Monolayers zu ermoglichen. AnschlieBend erfolgte die Immunfluoreszenzfiarbung von Drebrin (rot),
um die Effizienz des Drebrin knockdown nachzuweisen, sowie von VE-Cadherin (blau). shRNA-transfizierte
Zellen exprimieren zusétzlich GFP und erscheinen daher griin. Besondere Aufmerksamkeit galt der Kontaktstelle
zwischen zwei Drebrin-defizienten Zellen, da VE-Cadherin dort nicht nachweisbar ist (Pfeil); weiler Balken: 10
pm

Um zu untersuchen, ob die Abnahme des VE-Cadherin-Signals in den Zellkontakten nach der
shRNA-Behandlung auf eine verminderte Rekrutierung an die Zell-Zellkontakte oder auf eine
Verianderung des Expressionslevels von VE-Cadherin zuriickzufiihren ist, wurden mit shRNA
behandelte Zellen nach 1-4 Tagen lysiert und vergleichbare Proteinmengen mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Detektion von VE-Cadherin und Drebrin zur Kontrolle erfolgte mit spezifi-

schen Antikorpern im Western Blot Verfahren.

Es wurde festgestellt, dass nach dem Drebrin knockdown nicht nur die intrazellulire Konzent-
ration von Drebrin vermindert wird. Auch die VE-Cadherin-Konzentration nimmt im Vergleich
zur Transfektion mit Kontroll-shRNA deutlich ab. Dieser Effekt tritt bereits nach einem Tag
ein. (Abb. 3.28.). Offensichtlich handelt es sich bei der Verminderung der VE-Cadherin-
konzentration an den Zellkontakten zwischen Drebrin knockdown Zellen nicht auf einen Effekt,
der auf eine gestorte Rekrutierung des Proteins beruht. Vielmehr liegt die Ursache in einer ge-

nerellen Abnahme der intrazellularen VE-Cadherin-Konzentration.
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Abb. 3.28. Der knockdown von Drebrin in HUVEC mit spezifischer siRNA hat eine Abnahme des intrazellu-
liren VE-Cadherin-Levels zur Folge.

HUVEC wurden mit Drebrin-spezifischer siRNA transfiziert und nach 1-4 Tagen lysiert. Es wurden vergleichbare
Proteinmengen auf SDS-Gele aufgetragen und mittels Western Blot Analyse auf ihren Drebrin-, Tubulin-, bzw.
VE-Cadherin-Gehalt hin untersucht; (1) Die Drebrinkonzentration nimmt nach der Transfektion stetig, bis unter
die Nachweisgrenze an Tag 4, ab, wihrend die B-Tubulinkonzentration (4) sowie der Gehalt an PECAM-1 (3)
konstant bleibt; (2) Der knockdown von Drebrin hat eine rasche Abnahme der VE-Cadherin-Konzentration zur
Folge, was sich bereits einen Tag nach der Transfektion bemerkbar macht.

Trotz dieses Nebeneffektes des Drebrin knockdowns wurde keine Beeintrichtigung in der Aus-
bildung von konfluenten HUVEC monolayer beobachtet. Offensichtlich ist es den Zellen den-
noch moglich, Zellkontakte auszubilden. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob weite-
re Zellkontaktproteine von diesem Phdnomen betroffen sind, und welche trotz des verminder-
ten VE-Cadherin Levels in der Lage sind, weiter fiir die Verbindung benachbarter Endothelzel-

len zu sorgen.

3.7.4. Drebrin knockdown beeintriachtigt weder die Lokalisierung von [3-Catenin noch von

PECAM-1 an Zell-Zellkontakten

Um genauer die Beeintridchtigung des Aufbaus und der Funktion von adherens junctions durch
Drebrin zu untersuchen, wurde das in Punkt 3.7.3. beschriebene knockdown-Experiment mit
den Proteinen B-Catenin und PECAM-1 wiederholt. Beide Proteine sind an der Ausbildung von
adherens junctions beteiligt. B-Catenin ist, wie bereits in Punkt 1.2.1. erwidhnt, in der Lage, an
der Zellmembran mit der zytoplasmatischen Doméne von VE-Cadherin zu interagieren. -
Catenin selbst ist kein Transmembranprotein. Zusammen mit o-Catenin dient es als Verbin-
dung zwischen VE-Cadherin und dem Aktinzytoskelett. Es stellte sich die Frage, ob die Loka-

lisation von B-Catenin auch nach dem knockdown von Drebrin und der damit verbundenen
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deutlichen Reduktion von VE-Cadherin aus der Zellkontaktfliche moglich ist. PECAM-1 ist
ein Transmembranprotein, welches in der konfluenten Endothelschicht vor allem in den Zell-
kontakten vorkommt und iiber homo- und heterophile Bindungen als Adhésionsmolekiil fun-

giert.

Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte, dass der knockdown von Drebrin weder zu einer Verdn-
derung der B-Catenin-Konzentration an Zellkontakten fiihrte (Abb. 3.29.), noch die interzellu-
laren Lokalisation von PECAM-1 modulierte (s. Abb. 3.30.). Die Western Blot Analyse zeigte,
dass die intrazellulire Konzentration des Transmembranmolekiils PECAM-1 durch den
Drebrin knockdown nicht beeintrichtigt wird (s. Abb. 3.28-3.). Auch die intrazelluldre [3-
Catenin-Konzentration wurde durch den Drebrin knockdown nicht verdndert (Daten nicht ge-
zeigt). Dennoch stellte sich die Frage, ob neben adherens junctions andere Zellverbindungen

von den Auswirkungen des Drebrin knockdown ebentalls betroffen sein konnten.

Drebrin knockdown

Kontrolle

Abb. 3.29. Drebrin knockdown hat keinen Einfluss auf die Lokalisierung von f-Catenin in HUVEC

HUVEC wurden 4 Tage vor dem Versuch mit Drebrin-spezifischer vektorkodierter siRNA, bzw. einer Kontroll-
shRNA, transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Kollagen ausgesit und nach 24 h fixiert, um die Ausbil-
dung eines monolayers zu ermoglichen. Anschlieend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von Drebrin (rot),
um die Effizienz des knockdown nachzuweisen, sowie von -Catenin (blau). siRNA-transfizierte Zellen exprimie-
ren zusitzlich GFP und erscheinen daher griin. Sowohl nach der Kontroll-shRNA-Behandlung als auch zwischen
Drebrin knockdown Zellen lokalisiert Connexin43 in den Kontaktflichen zwischen benachbarten HUVEC; weiller
Balken: 10 um
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Abb. 3.30. Drebrin knockdown hat keinen Einfluss auf die subzelluliire Lokalisierung von PECAM-1 in
HUVEC

HUVEC wurden 4 Tage vor dem Versuch mit Drebrin-spezifischer vektorkodierter sSsRNA, bzw. einer Kontroll-
shRNA, transfiziert. Anschlieend wurden die Zellen auf Kollagen ausgesit und nach 24 h fixiert, um die Ausbil-
dung eines Monolayers zu ermdglichen. Anschlieend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von Drebrin (rot),
um die Effizienz des knockdown nachzuweisen, sowie von PECAM-1 (blau). shRNA-transfizierte Zellen expri-
mieren zusdtzlich GFP und erscheinen daher griin. Der Drebrin knockdown hat keine Beeintrichtigung der PE-
CAM-1-Lokalisiation zur Folge; weifler Balken: 10 pm

3.7.5.  Drebrin und Connexin43 lokalisieren gemeinsam an Zell-Zellkontakstellen, ohne sich

zu iiberlagern

Mit der Untersuchung der Auswirkungen des Drebrin knockdowns auf gap junctions wurde
eine andere Form des Zellkontaktes in diese Studie aufgenommen. Wie bereits unter Punkt
1.2.3. erldutert wurde, sind gap junctions aus Connexinen aufgebaute Kanéle, die den interzel-
luldren Transport von kleinen Molekiilen bis zu einer Grole von 1 kDa ermdglichen. Somit
kann z. B. durch den Austausch von second messenger-Molekiilen wie IP; und Kalzium-Ionen
die interzelluldre Kommunikation gewihrleistet werden. Im Endothel existieren drei Typen von
Connexinen: Connexin 37, 40 und 43. Da Connexin43 den am besten untersuchten Vertreter

dieser Gruppe darstellt, wurde es fiir die weiteren Untersuchungen ausgewdhlt.

Zu Beginn sollte festgestellt werden, ob die subzelluldre Lokalisation von Drebrin und Conne-
xin43 auf eine Interaktion der beiden Proteine hinweist. Durch die Arbeit von Butkevich et al.
(2004) konnte bereits gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen Drebrin und Connexin43

in Astrozyten und Vero-Zellen moglich ist.
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Abb. 3.31. Drebrin-RFP und Connexin43-GFP lokalisieren nebeneinander in
Zell-Kontaktstellen

HUVEC wurden mit Drebrin-RFP (rot) und Connexin43-GFP (griin) transfiziert
und fiir 1h auf mit Kollagen beschichteten coverslips kultiviert; die gesamte Ex-
pressionsdauer betrug 17h. Die Immunfluoreszenzaufnahme zeigt eine Zusammen-
lagerung der markierten Proteine in Zellkontaktstellen (A). Der Bildausschnitt (B)
zeigt, dass keine vollstindige Uberlagerung stattfindet; weiBer Balken: 10 pm

Fiir die Untersuchung einer moglichen Interaktion in HUVEC wurden die Zellen mit Conne-
xin43-GFP und Drebrin-RFP kotransfiziert und fiir eine Stunde erneut auf Kollagen ausgesit
und kultiviert. Wie bereits in Punkt 3.7.2. erldutert wurde, ist die Lokalisation von Drebrin an
Zellkontaktstellen vor allem ein Ereignis der frithen Adhésion. Anschliefend wurden die Zellen
fixiert und die Immunfluoreszenzsignale mit Hilfe des Konfokalmikroskops ausgewertet. Ob-
wohl eine deutliche Anreicherung beider Proteine in neu ausgebildeten Zell-Kontaktstellen
erkennbar ist (s. Abb. 3.31. A), findet keine direkte Uberlagerung statt (s. vergroBerten Bild-
ausschnitt (B) in Abb. 3.31.).

Um festzustellen, ob eine Verminderung der intrazelluldren Drebrinkonzentration auch einen
Einfluss auf die Lokalisierung von Connexin43 zur Folge hat, wurden HUVEC wie bereits un-
ter Punkt 3.7.3. beschrieben mit Drebrin-spezifischer, vektorkodierter shRNA transfiziert und
nach 4 Tagen erneut bis zur Ausbildung vollstindiger Zellkontakte (ca. 24 h) kultiviert. An-
schlieend erfolgte die Analyse der subzelluldren Distribution von Drebrin und Connexin43

mittels Immunfluoreszenzfarbung.
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Abb. 3.32. zeigt, dass der Drebrin knockdown keinen Einfluss auf die Anwesenheit von Conne-
xin43 in der Zellkontaktflache, und damit vermutlich auch nicht auf die Ausbildung von gap
junctions ausiibt. Sowohl Drebrin-defiziente Zellen, als auch HUVEC, die mit der Kontroll-
shRNA transfiziert worden waren, weisen eine Anreicherung von Connexin43-Aggregaten in
den Zellkontaktebenen auf, was vor allem in den vergroflerten Bildausschnitten in Abb. 3.32.
zu erkennen ist. Somit ist Drebrin vermutlich nicht am Aufbau oder der Aufrechterhaltung von
gap junctions beteiligt. Uber die Funktionalitit der nach dem Drebrin knockdown gebildeten

Kanile kann auf diesem Wege allerdings keine Aussage getroffen werden.
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Abb.3.32. Drebrin knockdown hat keinen Einfluss auf Lokalisierung von Connexin43 in HUVEC

HUVEC wurden 4 Tage vor dem Versuch mit Drebrin-spezifischer vektorkodierter shRNA (A), bzw. einer Kon-
troll-shRNA (B), transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Kollagen ausgesét und nach 24 h fixiert, um die
Ausbildung eines Monolayers zu ermdglichen. Anschliefend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von Drebrin
(rot), um die Effizienz des knockdown nachzuweisen, sowie von Connexin43 (blau). shRNA-transfizierte Zellen
exprimieren zusétzlich GFP und erscheinen daher griin. Sowohl nach der Kontroll-shRNA-Behandlung (B) als
auch zwischen Drebrin knockdown Zellen (A) lokalisiert Connexin43 in den Kontaktflichen zwischen benachbar-
ten HUVEC; weifler Balken: 10 um

Drebrin knockdown

Kontrolle
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3.8. Die Rolle von Drebrin in der Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt das Wachstum neuer Blutgefid3e aus dem bereits bestehenden Ge-
faBsystem und wird sowohl mit physiologischen Prozessen wie der Wundheilung, dem endo-
metrialen Zyklus und der Embryonalentwicklung, als auch mit pathologischen Prozessen (z. B.
Tumorwachstum, diabetischer Retinopathie, rheumatoider Arthritis) in Verbindung gebracht

(Folkman, 2007; Hillen und Griffioen, 2007) (s. Punkt 1.1.2.).

Da Drebrin offensichtlich einen Einfluss auf die vollstindige Ausbildung von adherens juncti-
ons ausiibt (s. Punkt 3.7.3.), sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden, ob sich diese
Eigenschaft Drebrins auch in angiogenetischen Prozessen, z. B. der Wundheilung, bemerkbar

macht.

3.8.1.  Drebrin wird nach Verletzung des Endothels an die Zellperipherie rekrutiert

Wie bereits in der vorangegangenen Arbeit (A. E. Osiak) gezeigt werden konnte, erfolgt die
Bildung Drebrin-reicher Strukturen in HUVEC vor allem auf ein Verwundungsereignis der
Endothelschicht hin. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen
Strukturen hauptsidchlich um Aktin waves handelt (s. Abb. 3.33.). HUVEC wurden zu diesem
Zweck im sogenannten scratch wound assay bis zum Eintreten der Konfluenz auf Kollagen
kultiviert und anschlieend verletzt (s. Punkt 2.3.7.). Nach ca. 40 min setzt vor allem in Endo-

thelzellen, die sich in direkter Nachbarschaft mit der Wundstelle befinden, die Bildung von

Abb. 3.33. Die Verletzung des HUVEC monolayers fordert die Bildung von Aktin waves
Immunfluoreszenzaufnahme von Aktin (rot) und Drebrin (griin) in HUVEC 40 min nach Verletzung des monolay-
er (Uberlagerung gelb). Es findet eine erhdhte Bildung von Aktin waves statt, welche mit Drebrin angereichert
sind (Pfeile); weiler Balken: 10 um
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Aktin waves ein. Wie aus Punkt 3.7.1. bereits hervorgeht, sind Aktin waves in HUVEC in der
Lage, einen “Drebrin-shift in neu gebildete Zellkontakte zu bewirken. Es wurde ebenfalls ge-
zeigt, dass Drebrin bei der Lokalisierung von VE-Cadherin an die Zellkontaktebene eine Rolle
spielt (s. Punkt 3.7.3.). Basierend auf diesen Beobachtungen sollte im Folgenden festgestellt

werden, ob Drebrin an Wundheilungs- und angiogenetischen Prozessen beteiligt ist.

3.8.2.  Ein zu hoher intrazellulire Drebringehalt beeintrichtigt die Wundheilung

Die Rolle Drebrins in der Wundheilung sollte durch sogenannte scratch wound assays, also
Wundheilungs-Ansétze, untersucht werden. HUVEC wurden zu diesem Zweck auf mit Kolla-
gen beschichtete coverslips ausgesit, bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieBend mit einer
Pipettenspitze (s. Punkt 2.3.7.) verletzt. Die Fixierung und Immunfluoreszenzfarbung der Zel-
len erfolgte nach festgelegten Zeitpunkten (0, 150 und 255 min). Mit Hilfe des Konfokal-
mikroskops (63x Objektiv) wurden Aufnahmen der Wundstellen iiber den gesamten Zeitraum
gemacht. Gleich grofle Ausschnitte aus den erhaltenen Bildern wurden mit dem Programm
imageJ in das 8-bit Format adjustiert und invertiert (s. Abb. 3.34.), damit die verbleibende
Verwundungsstelle analysiert werden konnte. Die erhaltenen Werte beziehen sich auf den Zeit-

punkt O (entspricht 100% der offenen Fléche).

Verwundungs- ——»
stelle

<«—— HUVEC
monolayer

Abb. 3.34. Schema zur Auswertung des scratch wound assay

Beispiel zur Auswertung des durch die Verletzung des Endothels entstandenen Areals; die invertierte Verlet-
zungsflache wurde durch das Programm imageJ erfasst und die erhaltenen Werte anschlieBend graphisch umge-
setzt.
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Die transfizierten Zellen wurden erneut anhand ihrer Fluoreszenz-Intensitét in zwei Subpopula-
tionen unterteilt. Wie bereits in Punkt 3.4.1. beschrieben, wurden sie nach einer Expressions-
dauer von 16 h mit Hilfe der FACS-Analyse sortiert, so dass moderat Drebrin exprimierende
Zellen mit stark Drebrin exprimierenden Zellen verglichen werden konnten. Zellen beider
Gruppen wurden auf mit Kollagen beschichteten coverslips bis zum Eintreten der Konfluenz
kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Verwundung der entstandenen momnolayer (s. Punkt
2.3.7.). Als Kontrolle dienten HUVEC, die mit dem GFP-Leervektor transfiziert und zum
Zweck der optimierten Vergleichbarkeit ebenfalls in zwei Subpopulationen mit unterschiedli-

cher Fluoreszenz-Intensiit unterteilt wurden.

In allen Féllen kam es zum Wundschluss, allerdings mit verschiedenen Geschwindigkeiten. Da
die Unterschiede zwischen den einzelnen Anséitzen nach 255 min am gréBten waren, wurden
die Zellen zu diesem Zeitpunkt fixiert und der Fortschritt der Wundheilung nach der oben ge-
nannten Vorgehensweise ausgewertet (s. Abb. 3.35.). Mit einer verbleibenden offenen Fliche
von 13,0 % £ 13,1 % unterscheiden sich moderat Drebrin exprimierende HUVEC nur gering-
fiigig von dem entsprechenden Kontrollansatz (19,7 % + 11,1 %). Stark Drebrin iiberexprimie-
rende Zellen weisen dagegen eine signifikante Verzogerung ihrer Wundschlussfahigkeit auf

(36,9 % £ 7,4 %), im Vergleich zu der ihnen entsprechenden Kontrolle (10,3 % % 10,9 %).
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Offene Flache nach Verwundung

Abb. 3.35. Scratch wound assay nach Uberexpression von Drebrin-GFP, bzw. dem GFP-Leervektor

16 Stunden nach der Transfektion von HUVEC mit Drebrin-GFP-Nlerfolgte die Sortierung der Zellen via FACS-
Analyse. Die Zellen wurden anschlielend auf Kollagen ausgesét und nach Ausbildung eines vollstdndigen mono-
layers verletzt. 255 Minuten nach der Verletzung erfolgte die Fixierung und Auswertung der Préparate (Details s.
Text). *p < 0,05
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Der direkte Vergleich zwischen den beiden Subpopulationen Drebrin tiberexprimierender Zel-
len zeigt einen signifikanten Unterschied in ihrer Wundschlussfahigkeit. Vermutlich wird die
beobachtete Verzogerung somit durch die zu hohe Drebrin-Konzentration innerhalb der Zelle
verursacht. Dieses Ergebnis konnte in direkter Korrelation mit der festgestellten Modifizierung
der peripheren Zellmorphologie durch ein stark erhohtes Drebrinlevel in HUVEC (s. Punkt
3.4.) stehen.

3.8.3.  Die Wundheilung durch Endothelzellen ist auch trotz Drebrin knockdown moglich

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Drebrin auf die Wundschlussfahigkeit von HUVEC
sollte neben dem Effekt der erhohten intrazelluldren Konzentration (s. Punkt 3.8.2.) auch die
Auswirkung des knockdown von Drebrin liberpriift werden. Zu diesem Zweck wurden HUVEC
mit Drebrin-spezifischer siRNA, bzw. einer unspezifischen Kontroll-siRNA, transfiziert und
nach vier Tagen erneut bis zur vollstindigen Konfluenz auf mit Kollagen beschichteten cover-
slips kultiviert. Der scratch wound assay wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt (s. Punkt
2.3.7.). Abb. 3.36. zeigt die Evaluierung des Experiments. Die verbleibende offene Verwun-
dungsfliche zwischen den siRNA-behandelten Zellen weicht weder nach 150 min (35,1 %z
16,2 %) noch nach 255 min (20,9 % =+ 18,8 %) signifikant von der verbleibenden Fldche zwi-
schen Kontroll-siRNA behandelten Zellen ab (45,8 % + 24,0 % nach 150 min; bzw. 19,7% =+
11,1 % nach 255 min).
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Abb. 3.36. Scratch wound assay nach Drebrin knockdown

Der knockdown von Drebrin in HUVEC erfolgte 4 Tage vor Versuchsbeginn mit Drebrin-spezifischer siRNA. Als
Kontrolle wurde nicht-spezifische siRNA eingesetzt Die Zellen wurden anschlieBend neu auf Kollagen ausgesit
und bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert. Weder 150 min noch 255 min nach Verletzung des Endothels
konnte eine signifikante Beeintréchtigung der Wundheilung beobachtet werden.
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Durch die Untersuchungen zur Wundschlussfihigkeit von HUVEC nach Uberexpression, bzw.
dem knockdown von Drebrin konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Drebrin in
HUVEC nicht unbedingt notig ist, um einen funktionellen Wundschluss zu gewihrleisten. Eine
unphysiologisch hohe intrazellulire Konzentration von Drebrin dagegen stort diese Fahigkeit
der Endothelzellen, was vermutlich auf eine Storung der Retraktionsfihigkeit (s. Punkt 3.4.3.),

bedingt durch ein UbermaB an intrazelluldrem Drebrin, bedingt wird.

3.8.4. Tube formation auf Matrigel bei Drebrin knockdown

Die Angiogenese bezieht sich nicht nur auf Wundschlussprozesse, sondern vor allem auf die
Ausbildung neuer Blutgefille. Ein verbreitetes System fiir die Untersuchung dieser Funktion
von Endothelzellen ist die Kultivierung der Zellen auf Matrigel. Matrigel ist eine gelatindse
Proteinmischung, die von murinen Tumorzellen sekretiert wird. Da dieses Material der extra-
zelluldren Matrix vieler Gewebetypen in Sdugetieren dhnelt, kann es als Substrat fiir zellbiolo-
gische Untersuchungen eingesetzt werden. Endothelzellen, die auf Matrigel ausgesit werden,
bilden eine netzwerkartige Struktur aus, die stark an das mikrovaskuldre Kapillarsystem erin-
nert. Die Verwendung von Matrigel als Substrat fiir Endothelzellen erlaubt damit die Beobach-

tung der Prozesse, die an der Ausbildung dieser Strukturen beteiligt sind.

Um festzustellen, ob Drebrin eine Rolle bei der Ausbildung mikrovaskulédrer Strukturen spielt,
wurden HUVEC mit Drebrin-spezifischer (bzw. Kontroll-) siRNA behandelt und auf Matrigel
ausgesit. Der zeitliche Verlauf der Entwicklung der Vernetzungsstrukturen (fubes) wurde
stiindlich mit Hilfe des Mikroskops dokumentiert und ist in Abb. 3.37. fiir die Dauer von 2-6 h
exemplarisch gezeigt. Die so gewonnenen Aufnahmen wurden mit Hilfe der Software ,,4ngio-
genesis Assay Evaluation: tube Formation, native der Firma S.Co life sciences ausgewertet (s.
Abb. 3.38.). Die Klassifizierung der aufgenommenen Strukturen anhand dieses Programms
beruht auf einer kontextbasierter Signalauswertung. Entsprechend der in diesem Versuch be-
nutzten Einstellungen (VergrofBerung, Auflésungsvermdgen der Kamera) wurden Verbindun-
gen bis zu einer maximalen Breite von 60 Pixel als tubes (Abb. 3.38., rot) eingeordnet (Abb.
3.38. gelb). Die somit ermittelten Netzwerkstrukturen wurden mit Hilfe eines mathematischen

Algorithmus erfasst und interpretiert.
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Drebrin
knockdown

Kontrolle

Abb. 3.37. Zeitlicher Verlauf der tube formation durch HUVEC nach Drebrin knockdown

HUVEC wurden 4 Tage nach dem Drebrin-knockdown auf Matrigel ausgesit und der Verlauf der tube for-
mation nach 2-6 h mikroskopisch dokumentiert. Oben: Transfektion mit Drebrin siRNA; Unten: Transfektion
mit unspezifischer Kontroll-siRNA; weifler Balken: 50 um

Die Knotenpunkte zwischen den gebildeten fube Strukturen sind als diinne blaue Linien in
Abb. 3.38. dargestellt. Die Quantifizerung der gebildeten Strukturen (s. Abb. 3.40.) ergab, dass
iiber einen Zeitraum von 2 bis 5 Stunden die Anzahl der Verbindungen pro Knotenpunkt in
beiden Ansétzen konstant bei durchschnittlich 3 liegt. Das heift die jeweiligen Netzstrukturen
liegen schon nach relativ kurzer Zeit in ihrer finalen Grundstruktur vor (Abb. 3.39. C). Variati-
onen zeigten sich bzgl. der Anzahl der Knotenpunkte. Diese nimmt in beiden Féllen im ange-
gebenen Zeitraum konstant ab, d. h. es erfolgt eine Verdichtung bereits gebildeter Netzstruktu-
ren. Allerdings weisen Drebrin knockdown Zellen und die Kontrollzellen untereinander Abwei-
chungen auf. So liegt die Anzahl der Knotenpunkte nach 5 Stunden im knockdown Ansatz mit
25,3 £ 4,1 gegeniiber 16,5 + 3,1 um ca. 35,2 % hoher als im Kontrollansatz (Abb. 3.39. A).
Auch die Lange der gebildeten tubes wird durch den Drebrin knockdown modifiziert. Die tubes
sind mit 10491,8 £ 1022,4 Pixeln nach 5 Stunden im Durchschnitt ca. 28,4 % ldnger als die mit
der Kontroll-siRNA transfizierten Zellen mit 7505,6 £ 1252,2 (Abb. 3.39. B).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Drebrin knockdown im Vergleich zum Kontroll-
ansatz zu einer grofleren Komplexitit der gebildeten HUVEC-Netzwerkstrukturen fiihrt. Dieser
Effekt konnte eventuell auf den Einfluss Drebrins auf die Ausbildung intakter adherens juncti-
ons zuriickzufiihren sein. Welcher Art diese Funktion genau ist, gilt es in zukiinftigen Arbeiten

festzustellen.
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Drebrin knockdown

Kontrolle

Abb. 3.38. Visualisierung des S.Co Auswertungsverfahrens: HUVEC auf Matrigel nach 2, 4 und 5 Stunden.
Die Klassifizierung der gebildeten Strukturen erfolgte entsprechend des benutzten Objektivs und des Auflosungs-
vermdgens der Kamera in fubes (rot) und nicht voll ausgebildete tube-Strukturen (gelb). Durch einen mathemati-
schen Algorithmus wurden die die Verldufe der Zellkomplexe interpretiert und dabei z. B. die Knotenpunkte der
entstandenen Netzwerke erfasst (blaue Linien).
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Abb. 3.39. Evaluierung des Matrigel Angiogenese assays

HUVEC wurden mit Drebrin-spezifischer, bzw. Kontroll-siRNA, behandelt und anschlieBend auf Matrigel
ausgesit. Die Quantifizierung der gebildeten Vernetzungsstrukturen (fubes) iiber einen Zeitraum von 2-5 h
erfolgte mit Hilfe der ,,fube formation Software der Firma S.Co LifeSciences; (A) Die Anzahl der Knoten-
punkte nimmt in beiden Ansétzen konstant ab, Drebrin-defiziente Zellen weisen iiber den gesamten Zeitver-
lauf allerdings signifikant mehr Knotenpunkte auf; (B) Die durchschnittliche Gesamtlédnge der fubes (in Pi-
xeln) bleibt pro Ansatz konstant, féllt aber im Kontrollansatz zu allen Zeitpunkten geringer aus; (C) Die An-
zahl der Verbindungen pro Knotenpunkt wird durch den Drebrin knockdown nicht signifikant beeinflusst;
*p<0,05;%*p<0,001
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4. DISKUSSION

4.1. Drebrin und Aktin waves beeinflussen die Zellphysiologie

Das Aktin-Bindeprotein Drebrin tritt in humanen Endothelzellen sowohl in Podosomen als
auch in Aktin waves in Erscheinung. Sowohl Podosomen als auch Aktin waves sind Aktin-
reiche Strukturen, die sich an der ventralen Seite der Zelle befinden. Zu Beginn dieser Arbeit
waren die Unterschiede aufgrund der dhnlichen Zusammensetzung und teilweise gemeinsa-
men Lokalisation in der Zellperipherie noch nicht vollstindig geklart. Podosomen sind punkt-
formige Strukturen, die sich zu rosettenférmigen Uberstrukturen zusammenlagern kdnnen.
Auch Aktin waves setzen sich aus punktformigen Untereinheiten zusammen und bilden Ring-
strukturen, die allerdings in ihrem Umfang den der Podosomen-Rosetten um das 5- bis 8-
fache tibersteigen. Die Anwesenheit von Drebrin ist sowohl im Fall der Podosomen als auch
der Aktin waves essentiell fiir deren Aufbau bzw. ihre Aufrechterhaltung (s. Punkt 3.2., bzw.
Dissertation Osiak). Wéhrend bereits festgestellt wurde, dass Podosomen in die Matrix-
Adhésion bzw. die Matrix-Degradation involviert sind (Osiak et al. 2005), stellte sich die
Frage, welche Funktion Aktin waves iibernehmen. Da sie, im Gegensatz zu Podosomen, auch
im zentralen Bereich der Zelle vorkommen, wo sie sich wellenformig in Richtung der Zellpe-
ripherie bewegen, besitzen sie eine weitaus groflere rdumliche Verteilung und Dynamik in-
nerhalb der Zelle (s. Punkte 1.6. und 3.1.). Zeitgleich mit der Lokalisation an die Zellperiphe-
rie kommt es hdufig zu der Ausbildung von Protrusionen an den entsprechenden Membranbe-
reichen (s. Abb. 3.24. A) (fiir die Diskussion weiterer Unterschieden zwischen Podosomen

und Aktin waves siehe Punkt 4.2.).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Drebrin und Aktin waves auf die Morpho-
logie, Migration, Adhédsion und Zellkontakt-Ausbildung von humanen Endothelzellen unter-
sucht (Ubersicht in Abb. 4.1.). Es konnte festgestellt werden, dass die Protrusions-fordernde
Wirkung von Aktin waves keinen Einfluss auf die Netto-Ausbreitung der Zelle ausiibt (s.
Punkt 3.3.), sondern sich vor allem die Ausbildung von Zell-Zellkontakten bezieht (s. Punkt

3.7.), was sich auch auf angiogenetische Prozesse auswirkt (s. Punkt 3.8. und 4.8.).

Die Bildung spezialisierter Protrusionen ist an die Umverteilung bzw. Rekrutierung von
Drebrin in diese neuen Kontaktstellen gekniipft. Die Funktion, die Drebrin an dieser Stelle
iibernimmt, konnte mit einem stabilisierenden Effekt in Bezug auf die Lokalisation von VE-

Cadherin determiniert werden (s. Punkt 3.7.3., 4.3.).
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Aktin waves iibernehmen damit im Vergleich mit Podosomen einen génzlich verschiedenen
Funktionsbereich in Endothelzellen. Da Drebrin (zusammen mit andere Komponenten) in
diesem Zelltyp aber in beiden Strukturen vorkommt, ist anzunehmen, dass hier eine Verbin-

dung verschiedener zellphysiologischer Funktionen ermdglicht wird.

Zellphysiologischer Prozess Beteiligung von Drebrin
% __ X
KO - Zellausbreitung (spreading) -
\i
. Bildung von Aktin waves : 3
ﬁ Zellmorphologie e
@—F Migration (+)
@ Bildung von Zellkontakten +
>—)% Bildung von Netzwerkstrukturen +
auf Matrigel™

Abb. 4.1. Ubersicht zu den zellphysiologischen Vorgiingen in HUVEC, an denen Drebrin beteiligt ist
Drebrin ist notwendig fiir die Ausbildung von Aktin waves und iibt einen starken Einfluss auf die Auspra-
gung der Morphologie aus, was sich auf die Migrations-Fahigkeit der Zellen iibertragt. Es trédgt vermutlich
zur vollstindigen Ausbildung von adherens junctions bei und fordert so die kontrollierte Ausbildung von
Netzwerkstrukturen auf Matrigel™. Die Féhigkeit von HUVEC zur Ausbreitung wird durch Drebrin nicht
beeinflusst.
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4.2. Podosomen und Aktin waves in humanen Endothelzellen

Aufgrund diverser Ubereinstimmungen zwischen Aktin waves und Podosomen stellt sich die
Frage, ob es einen physiologischen Zusammenhang zwischen diesen beiden Strukturen gibt.
So konnten Aktin waves theoretisch betrachtet dynamische Vorldufer-Strukturen fiir Podoso-
men darstellen. Gemeinsamkeiten in Aufbau und Struktur sprechen fiir eine gemeinsame zell-
physiologische Grundlage. Betreffend ihrer Zusammensetzung konnten nicht nur Aktin und
Drebrin, sondern zum Beispiel auch a-Actinin (s. Punkt 3.6) und Vinkulin (teilweise in dieser
Arbeit) als gemeinsame Komponenten nachgewiesen werden. Zudem sind beide Strukturen
hochdynamisch, wobei sich die Dynamik im Fall der Podosomen nicht auf die raumliche Ver-
teilung bezieht, wie dies bei Aktin waves der Fall ist (s. Punkt 3.1.), sondern vor allem fiir
Entstehungs-, Spaltungs- und Verschmelzungs-Vorgiange beschrieben ist (Evans ef al., 2003;
Kopp et al., 2006). Podosomen sind in HUVEC vornehmlich in der Zellperipherie angesie-
delt. Trotz der unterschiedlichen rdumlichen Lokalisation gibt es auch beziiglich ihrer subzel-
luliren Verteilung Ubereinstimmungen: sowohl Podosomen als auch Aktin waves befinden
sich auf der ventralen Zellseite. Podosomen konnen dadurch die ihnen nachgewiesene Funkti-
on des Matrix-Abbaus erfiillen. Ob Aktin waves trotz ihrer hohen rdumlichen Dynamik eben-
falls in der Lage sind, das Substrat zu degradieren, gilt es noch zu kliren.

Die Struktur von Podosomen und Aktin waves ist mit ihrer zeitweise ringformigen Anord-
nung ebenfalls vergleichbar. Wie bereits unter Punkt 3.1. beschrieben gibt es allerdings Un-
terschiede beziiglich ihrer Grof8e und Anordnung. Wahrend Aktin waves im Rahmen ihrer
Entstehung immer ein ringférmiges Stadium durchlaufen, ist die Bildung von Uberstrukturen
aus einzelnen Podosomen ein Effekt, der sich — mit Ausnahmen (Badowski et al., 2008) — erst
nach ihrer Entstehung einstellt. Auch wird dies nicht in allen Podosomen-bildenden Zelltypen
beobachtet. Die Zusammenlagerung groBerer, ringformiger Uberstrukturen aus einzelnen Po-
dosomen bzw. Invadosomen wurde zum Beispiel fiir Osteoklasten (Destaing et al., 2003) und
RSV (Rous Sarcoma Virus)-transfizierten BHK (baby hamster kidney)-Zellen gezeigt (Ba-
dowski et al., 2008). In diesen Zellen sind Umfang und Dynamik der ringformigen Uberstruk-
turen mit den in HUVEC beobachteten Aktin waves vergleichbar. Im Fall der BHK Zellen
konnte gezeigt werden, dass die Anordnung der Invadosomen (Erlduterung unter 1.3.3.) in-
nerhalb ihrer Uberstruktur {iber ihre Zusammensetzung und Stabilitiit bestimmt. Ebenfalls
wurde gezeigt, dass die Ausweitung der Ringstruktur von der Phosphorylierung von Paxillin
abhiingig ist, da sie den Abbau der Invadosomen und damit die Dynamik der Uberstruktur erst
ermdglicht. Auch in primédren bovinen arteriellen Endothelzellen kommen rosettenformig

zusammengelagerte Podosomen vor, die in ihrem Erscheinungsbild an Aktin waves erinnern.
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Allerdings ist dafiir die Stimulierung der Zellen mit TGFP (transforming growth factor P)
notig (Varon et al., 2006). Zudem ist zu beachten, dass Podosomen nicht die charakteristische
Dynamik besitzen, mit der sich die waves in HUVEC ausbreiten. Es wire in den folgenden
Arbeiten erstrebenswert, durch die Behandlung von HUVEC mit TGFf herauszufinden, ob
die Dynamik der Aktin waves durch diesen Faktor beeintrachtigt werden kann, bzw. ob sich
die Zusammenlagerung einzelner Podosomen zu Uberstrukturen forcieren lisst.

Ein entscheidender Unterschied zu Aktin waves ist auch die Tatsache, dass Podosomen nicht
mit der Zellperipherie verschmelzen, sondern stationdr in der Zellperipherie vorliegen. Aktin
waves dagegen verschmelzen mit der Zellperipherie, was zu einer lokalen Anreicherung von

wave Komponenten fiihrt, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.

Die hohe Aktin-Dynamik, die den Aktin waves in HUVEC zugrunde liegt, findet sich auch in
einem anderen Modell-Organismus: in Dictyostelium discoideum, einem eukaryotischen, hoch
motilen, einzelligem Organismus, kommen vergleichbare Strukturen vor, die in diesem Fall
als traveling waves bezeichnet werden (Bretschneider et al., 2004). Untersuchungen mittels
TIRF (total internal reflection fluorescence) Mikroskopie zeigten, dass die Ausbildung dieser
waves an die Rekrutierung des Arp2/3-Komplexes, und die damit verkniipfte kontinuierliche
Initiation der Aktin-Polymerisierung gebunden ist. Es besteht die Annahme, dass diese dyna-
mischen Komplexe den Ursprung fiir die Ausbildung spezialisierter Aktin-Strukturen wie
Lamellipodien oder phagocytotic cups bilden. Es wiirde somit ein aktiviertes Aktin-System
bestehen, welches der Zelle ermdoglicht, schnell auf lokale Stimuli wie zum Beispiel chemo-
taktische Reize zu reagieren. Durch Gerisch et al., konnte 2004 gezeigt werden, dass die Ak-
tin-Dynamik in Dictyostelium von Membran-Protrusionen entkoppelt ist. Die Untersuchungen
der de novo Generierung von Lamellipodien nach der Zerstérung des Aktin-Systems durch
die Behandlung mit Latrunculin A zeigte unter anderem, dass sich die traveling waves auf der
planaren ventralen Zellseite unabhéngig von der an Membran-Protrusionen lokalisierten Ak-
tinnukleations-Maschinerie ausbreiten. Trotzdem kénnen die waves bei Kontakt mit der Zell-
grenze die Bildung von Lamellipodien verursachen. Dieser Effekt der Protrusionsbildung
nach Kontakt von Aktin waves mit der Zellmembran wurde in der vorliegenden Arbeit auch
in humanen Endothelzellen beobachtet. Offensichtlich handelt es sich hier um ein Phdnomen,
das in verschiedenen Zelltypen (zum Beispiel auch in Fibroblasten, Neutrophilen und Mela-
nom-Zellen) vorkommt (s. Vicker, 2002; Weiner, 2007) und der erh6hten Dynamik des Ak-

tin-Netzwerks und seiner Funktionen dient. Diese Dynamik konnte fiir die Neuausbildung von
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Zell-Zellkontakten iiber die Generierung von Protrusionsstrukturen in HUVEC genutzt wer-

den.

4.3. Drebrin stabilisiert VE-Cadherin an Zell-Zellkontaktstellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Drebrin in HUVEC vermutlich in die
Ausbildung von Zellprotrusionen und Zell-Zellkontakten (adherens junctions) involviert ist.
Die Dynamik der Aktin waves bewirkt eine Anreicherung von Drebrin in den Zellkontaktstel-
len (s. Punkt 3.7.1). Das Protein iibt zudem einen stabilisierenden Einfluss auf die Lokalisie-
rung von VE-Cadherin an Zell-Zellkontaktstellen aus, da der knockdown von Drebrin in HU-
VEC einen deutlichen Verlust von VE-Cadherin an Zell-Zellkontaktstellen zwischen den be-
troffenen Zellen zur Folge hatte. Dieser Verlust beruht auf einer Verminderung des intrazellu-
laren VE-Cadherin-Levels, wie durch die Western Blot Analyse von Drebrin knockdown Zell-
Lysaten gezeigt werden konnte (s. Punkt 3.7.3.). Dieser Effekt des Drebrin knockdowns trat
bereit einen Tag nach der Transfektion der Zellen mit der Drebrin-spezifischen siRNA ein, an
dem das Drebrin-Level noch ca. 50 % betrug. Dies spricht fiir eine hohe Dynamik und Sensi-
tivitdt des VE-Cadherin-Levels im Bezug auf Drebrin.

Die Regulation des VE-Cadherin-Levels ist von entscheidender Bedeutung fiir die Funktion
des Endothels. So steht der der Verlust von VE-Cadherin im endothelialen monolayer im Zu-
sammenhang mit ernsthaften pathophysiologischen Vorgdngen wie Entziindungsreaktionen
innerhalb der Intima (Bobryshev et al., 1999). Die Mechanismen zur VE-Cadherin-Regulation
und -Prisentation auf der Zelloberflache sind noch nicht vollstdndig aufgeklirt. Es wurde al-
lerdings beobachtet, dass VE-Cadherin {liber endozytotische Prozesse von der Zellmembran
entfernt und durch recycling wieder dorthin rekrutiert, oder alternativ abgebaut werden kann
(Le et al., 1999 und 2002, Xiao et al., 2003).

In weiteren Arbeiten gilt es zu kldren, worauf die durch den Drebrin knockdown induzierte
Reduktion des VE-Cadherin-Levels beruht. Wie aus der Western Blot Analyse hervorgeht,
wird der VE-Cadherin-Verlust in der Zellkontakt-Ebene durch einen generellen intrazelluli-
ren Mangel des Proteins hervorgerufen. Eine Blockierung des Proteins, bzw. ein Abfangen
innerhalb des Zytoplasmas ist damit als primédre Ursache ausgeschlossen. Durch den Einsatz
von spezifischen Inhibitoren soll in zukiinftigen Arbeiten gekldrt werden, ob VE-Cadherin
nach dem Drebrin knockdown zum Beispiel {iber das Proteasom abgebaut wird. Drebrin wiir-
de dadurch nicht nur eine stabilisierende Rolle von VE-Cadherin an Zell-Zellkontakten zu-

kommen, sondern eine allgemeine anti-degradative Wirkung auf das Protein in HUVEC.
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Durch Xiao et al. konnte 2003 gezeigt werden, dass dem endozytotischen Abbau von VE-
Cadherin eine Spaltungsreaktion zwischen der Juxtamembran-Doméne (JMD), die fiir die
Bindung von p120 verantwortlich ist, und der Catenin Binde-Doméne (CBD) innerhalb der
cytoplasmatischen Region des Proteins vorangeht. Es wire moglich, dass die direkte oder
indirekte Interaktion zwischen Drebrin und VE-Cadherin eine Blockierung dieser Spaltungs-
stelle bewirkt, und der Abbau dadurch reguliert wird. Des Weiteren sollten die mRNA-Level
von VE-Cadherin vor und nach dem Drebrin knockdown untersucht werden, um festzustellen,
ob das beobachtete Phanomen auf dem Abbau des Proteins, oder einem allgemeinen Riick-
gang der Expression beruht.

Durch Interaktionsstudien konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, dass Drebrin
und VE-Cadherin weder in der endogenen Form, noch als GFP-Fusionsproteine aus HUVEC-
Lysaten koprézipitiert werden konnen (Daten nicht gezeigt), was darauf hinweist, dass eine

gemeinsame Interaktion hochstens indirekt erfolgt.

Drebrin wird hauptsédchlich in frithen Zell-Zellkontakten gefunden, die sich innerhalb einer
Stunde nach dem Ausséden der Zellen auf Kollagen ergeben. Trotzdem hat es einen Einfluss
auf den Aufbau von VE-Cadherin-Kontakten, die sich erst nach ungefdhr 24 h in HUVEC
monolayer Strukturen vollstindig ausbilden (s. Punkt 3.7.2.). Es besteht somit eine kurzzeiti-
ge Kolokalisation von Drebrin und VE-Cadherin an Zellkontaktstellen (s. Abb.3.25). Den-
noch ist die Anwesenheit Drebrins essentiell notwendig fiir die korrekte Lokalisierung von
VE-Cadherin iiber den Zeitraum der eigenen Lokalisierung an Zell-Zell-Kontaktstellen hin-
aus. Diese Beobachtung bestérkt die Annahme, dass Drebrin fiir die Initiierung von Zell-
Zellkontakten nétig ist, bzw. wegbereitend am weiteren Aufbau und eventuell der Regulation

derselben beteiligt sein konnte.

Trotz des Drebrin knockdowns und der damit einhergehenden Verminderung von VE-
Cadherin in den Zell-Zellkontaktstellen war es HUVEC mdoglich, sich zu den fiir Endothelzel-
len charakteristischen monolayer Strukturen zusammenzulagern. Das Phdnomen der endothe-
lialen Integritét trotz unvollstindiger adherens junctions wurde auch durch Crosby et al.
(2005) untersucht. Dort konnte gezeigt werden dass in Abwesenheit von VE-Cadherin sogar
die de novo Synthese von Blutgefdalen moglich ist. Es wire denkbar, dass das in Endothelzel-
len ebenfalls exprimierte N (neural)-Cadherin die Rolle von VE-Cadherin nach dessen Ver-
schwinden aus den Zell-Kontaktstellen {ibernimmt. Es ist bekannt, dass N-Cadherin norma-

lerweise nicht an adherens junctions zwischen Endothelzellen lokalisiert. sondern diffus ver-
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teilt an der Zytoplasmamembran vorkommt (Navarro ef al., 1998). Es wurde der Frage nach-
gegangen, ob durch die Rekrutierung von N-Cadherin den Verlust von VE-Cadherin ausglei-
chen kann. Immunfluoreszenz-Aufnahmen von HUVEC nach dem Drebrin knockdown zeig-
ten allerdings keine Rekrutierung von N-Cadherin an Zell-Zellkontakte (Daten nicht gezeigt).
Daher wird angenommen, dass — auch wenn die VE-Cadherin-Konzentration in Zellkontakten
durch den Verlust von Drebrin in der Zelle vermindert wird — andere Komponenten die Funk-
tion des Cadherins und damit den Zusammenhalt des HUVEC monolayer teilweise tiberneh-
men konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden daher auch andere Zell-Zell-
Adhésionsproteine in HUVEC untersucht. Es sollte gezeigt werden, ob andere Bestandteile
von adherens junctions ebenfalls vom Effekt des Drebrin knockdowns betroffen sind. Auch
die Ausbildung génzlich anderer Zellkontaktarten sollte untersucht werden. Allerdings wurde
weder im Fall der adherens junction Komponenten 3-Catenin und PECAM-1 eine Beeintrich-
tigung beziiglich der zelluldren Protein-Konzentration und -Lokalisation festgestellt (s. Punkt
3.7.3. und 3.7.4.), noch wurde eine Verdnderung der Lokalisierung des gap junction Bestand-

teils Connexin43 beobachtet (s. Punkt 3.7.5.).

In der vorliegenden Arbeit wurde zwar generell eine gemeinsame Anlagerung zwischen
Drebrin und Connexin43 in Zell-Zellkontakten beobachtet, es wurde allerdings keine voll-
staindige Kolokalisation festgestellt. Dieses Ergebnis, sowie die Tatsache, dass der Drebrin
knockdown keine Beeintrachtigung der Connexin43-Lokalisation in HUVEC zur Folge hatte,
steht im Widerspruch mit den Verdffentlichungen von Butkevich ef al. (2004) und Majoul et
al. (2007). Dort wurde eine regulative Interaktion zwischen Drebrin und gap junctions in Ve-
ro Zellen und Astrozyten beschrieben. Offensichtlich scheint dieser Mechanismus nicht auf
humane Endothelzellen iibertragbar zu sein, da die regulativen Eigenschaften Drebrins auf

Zell-Zellkontakte zwischen verschiedenen Zelltypen unterschiedlich ausfallen.

-Catenin bindet, wie bereits erwihnt, die Catenin Binde-Domine (CBD) des cytoplasmati-
schen Bereichs von VE-Cadherin. Da die Lokalisation und das Proteinlevel von B-Catenin in
keinem Zusammenhang mit dem zelluldren Gehalt an Drebrin zu stehen scheinen, stellt sich
die Frage, wie diese Komponente in Abwesenheit von Drebrin an der Membran lokalisiert.
Dass es seine Membran-assoziierte Lokalisation auch nach dem Drebrin knockdown aufrecht-
erhalten kann, spricht fiir eine zusétzliche Interaktion mit anderen Transmembranproteinen.

Es ist bekannt, dass PECAM-1 mit B-Catenin interagiert (Matsumura et al., 1997) (s. Abb.
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A PECAM-1 B-Catenin

Desmoplakin_«25=

Vimentin
B VE-Cadherin

Plakoglobi
akoglobin Aktin

™ Drebrin
e rd
<—» TEEESs 0-Actinin

C VE-Cadherin o-Catenin

B-Catenin

Abb. 4.2. Schematischer Ubersicht iiber die mogliche Zusammensetzung von adherens junctions

(A) Auch in Abwesenheit von VE-Cadherin in der Zellmembran ist B-Catenin in der Lage, seine Membran-
assoziierte Lokalisation aufrechtzuerhalten, dies erfolgt iiber die Bindung an PECAM-1; (B) Ausbildung von
complexus adhaerentes tiber die Interaktion zwischen VE-Cadherin, Plakoglobin, Desmoplakin und Vimentin in
Abwesenheit von 3-Catenin; (C) iiber die Interaktion mit Aktin bzw. a-Actinin konnte Drebrin in der Lage sein,
Einfluss auf die Stabilisierung von adherens junctions auszuiiben.

4.2. A). llan et al. konnten 1999 dariiber hinaus nachweisen, dass -Catenin durch PECAM-1
an die Zellmembran rekrutiert und dort gebunden wird. Da die subzelluldre Verteilung von
PECAM-1 durch den Drebrin knockdown nicht beeintrachtigt wurde, ist anzunehmen, dass [3-
Catenin auf diesem Wege an die Membran lokalisiert. Da B-Catenin auf diese Weise an den
adherens junctions stabilisiert werden kann, ist es wahrscheinlich, dass auch die Verbindung
dieser Strukturen an das Aktin-Zytoskelett gewdhrleistet wird. Unter Punkt 1.2.1. wurde be-
reits beschrieben, dass B-Catenin iiber die Bindung an a-Catenin eine Interaktion mit Aktin-
Bindeproteinen und Aktin eingehen kann und damit die Verankerung der adherens junctions
an das Aktin-Zytoskelett bewirkt. Dies tridgt maBgeblich zur Aufrechterhaltung der Zellmor-
phologie bei und gewihrleistet damit die Ausbildung einer geschlossenen Endothelschicht.

In Abwesenheit von B-Catenin an der Zellmembran wiirde auch a-Catenin nicht mehr dort
lokalisieren. Es kdme zur vermehrten Bindung zwischen Plakoglobin und VE-Cadherin. Pla-

koglobin ist in der Lage, mit Desmoplakin zu interagieren, was die Kopplung an Vimentin,
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einem Intermediérfilament, und eine damit verbundenen Ausbildung von complexus adhae-
rentes statt adherens junctions bewirken wiirde (s. Abb. 4.2. B). Die Auswirkungen dieses
Vorgangs auf die Zellmorphologie bewirken schwere Defekte in der Vaskulatur (Cattelino et

al., 2003).

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass andere Bestand-
teile der Zellmembran nach dem Verlust von VE-Cadherin aus derselben die Integritit des
monolayers aufrechterhalten. Weitere Untersuchungen sollten diesen Ansatz vor allem auf
Komponenten der tight junctions in Endothelzellen ausweiten. Zudem sollte die funktionelle
Integritdt des Endothels iiberpriift werden, um festzustellen, ob die trotz Drebrin knockdown
gebildete monolayer Struktur tatsdchlich genauso stabil ist wie das unter physiologischen

Drebrin-Konzentrationen gebildete Endothel.

Die Rolle von Drebrin in den verschiedenen Zellkontaktformen kann nicht eindeutig auf ad-
herens junctions eingeschrinkt werden, da auch die Ausbildung von adherens und tight junc-
tions durch das Zusammenwirken der einzelnen Komponenten eng miteinander verkniipft ist.
So ist das Zelladhdsionsmolekiil Nectin ein weiterer Bestandteil von adherens junctions (s.
Punkt 1.2.1.). Die Mitglieder der Nectin-Familie sind iiber das F-Aktin-Bindeprotein Afadin
an das Aktinzytoskelett gekoppelt. Sie spielen eine bedeutende Rolle beim Aufbau von adhe-
rens junctions und bei Signaltransduktions-Prozessen, die das Aktinzytoskelett betreffen
(Shimizu und Takai, 2003; Takai und Nakanishi, 2003; Fukuyama et al., 2005; Kawakatsu et
al., 2005). Nectine bilden interzelluldre Adhdsionspunkte, die den Einbau von Cadherin in die
Zellmembran erleichtern. Nectine rekrutieren in Zusammenwirken mit Cadherin wihrend
oder nach der Bildung der adherens junctions sukzessiv JAM, Claudin und Occludin an die
apikale Seite der adherens junctions. Dadurch werden tight junctions gebildet (Takai und Na-
kanishi, 2003). JAM bindet einen Zellpolaritits-Komplex, welcher aus Par-3, atypischer PKC
(aPKC) und Par-6 besteht und rekrutiert ihn an die tight junctions (Takai und Nakanishi,
2003). Es ist anzunehmen, dass der Zusammenhalt des endothelialen monolayer vor allem
durch ein dynamisches Gleichgewicht zwischen diesen Zell-Zellkontakt-Arten hergestellt

wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte vor allem ein Einfluss Drebrins auf die Ausbildung von
adherens junctions gezeigt werden. Allerdings wurde auch eine Interaktion zwischen Drebrin

und PAR-6 in Epithelzellen nachgewiesen (Bazellieres et al., 2006), was sich wiederum auf
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die Ausbildung von tight junctions bezieht. Der Drebrin knockdown hatte in diesen Zellen
unter anderem einen Defekt in der Ausbildung der Zellpolaritit und damit der Zellmorpholo-
gie zur Folge, wihrend die Ausbildung von tight junctions nicht beeintrachtigt wurde. Ein
entscheidendes Resultat des knockdowns war allerdings die Desorganisation von E-Cadherin
in der Zellmembran. Somit ist der im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesene stabili-
sierende Effekt von Drebrin auf die VE-Cadherin-Lokalisation in HUVEC vermutlich auch

auf andere Zelltypen iibertragbar.

4.4. Interaktionen von Drebrin in HUVEC

4.4.1. Drebrin interagiert mit a-Actinin in HUVEC

Wie bereits unter Punkt 4.3. erwihnt, bietet die Aufkldrung der Interaktion zwischen Drebrin
und VE-Cadherin einen Ansatz zur Aufkldrung des beobachteten Stabilisations-Effekts. In der
vorliegenden Arbeit konnte iiber Immunprézipitations-Versuche zwar keine direkte Interakti-
on zwischen Drebrin und VE-Cadherin nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die In-
teraktion zwischen Drebrin und a-Actinin konnte dagegen durch die Koprazipitation beider
Proteine in HUVEC-Lysaten nachgewiesen und auf subzellulirer Ebene mittels Immunfluo-
reszenz bestétigt werden (s. Punkt 3.6.). Die subzelluldre Interaktion bezog sich sowohl auf

Podosomen als auch auf Aktin waves (s. Abb. 3.23.).

a-Actinin gehdrt zur Spectrin-Uberfamilie der Aktin-quervernetzenden Proteine. Es handelt
sich um ein antiparallel angeordnetes Homodimer mit einer molekularen Masse von ca. 100
kDa (Blanchard et al., 1989) welches, wie unter Punkt 4.3. beschrieben, unter anderem der
Verankerung von adherens junctions an das Aktin-Zytoskelett dient. Neuere Forschungser-
gebnisse weisen auf eine essentielle Rolle von Aktin-Bindeproteinen wie a-Actinin bei der
Kopplung von VE-Cadherin-basierenden Zellkontakten mit dem Aktin-Zytoskelett hin: Ya-
mada et al. haben 2005 die bisher beschriebene Bindungsvermittlung iiber a-Catenin in Frage
gestellt, da gezeigt wurde, dass a-Catenin nicht gleichzeitig an den -Catenin-VE-Cadherin-
Komplex und Aktin binden kann. a-Actinin kdnnte somit die Interaktion zwischen a-Catenin
und dem Aktin-Zytoskelett bewirken (s. Abb. 4.2. C).

Die Interaktion zwischen a-Actinin und Drebrin konnte ebenfalls eine indirekte Interaktion
zwischen Drebrin und VE-Cadherin iiber a- und B-Catenin bewerkstelligen (s. Abb. 4.2. C).

Die Entfernung von Drebrin aus diesem System durch den Drebrin knockdown konnte zu ei-

101



4. Diskussion

nem Ungleichgewicht flihren, das ein verdndertes Bindungsverhalten von a-Actinin zur Folge
hétte. Es muss in zukiinftigen Arbeiten gekldrt werden, inwiefern die Interaktion von
a-Actinin und Drebrin an dem Aufbau bzw. der Stabilitdt von VE-Cadherin beteiligt ist. In
weiterfiihrenden Versuchen innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte bereits festgestellt wer-
den, dass der Drebrin knockdown keinen Einfluss auf das intrazelluldre o-Actinin-Level in
HUVEC hat (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren gilt es mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie herauszufinden, ob die subzellulire Lokalisation von o-Actinin durch den
Drebrin knockdown beeintrachtigt wird. Falls es auch in diesem Fall zu einer Dislokation des
Proteins von der Zellmembran kommt, ist es wahrscheinlich, dass Drebrin o-Actinin ebenfalls
stabilisiert, bzw. im Zusammenwirken mit a-Actinin an der Stabilisierung von VE-Cadherin
beteiligt ist. Zudem sollte festgestellt werden, wie sich der Bindungsvermittler a-Catenin
nach dem Drebrin knockdown verhélt. Es wurde bereits gezeigt, dass -Catenin durch diesen
Vorgang in seiner Lokalisation nicht gestort wird, da es vermutlich iiber PECAM-1 an der
Zellmembran fixiert wird (s. Punkt 4.3.). Ob a-Catenin iiber diesen Komplex ebenfalls an der

Membran lokalisiert werden kann, muss in HUVEC ebenfalls nachgewiesen werden.

Des Weiteren ist anzunehmen, dass Drebrin iiber seine Interaktion mit o-Actinin die Struktur
des Aktin-Netzwerks beeinflusst. Es wurde bereits gezeigt, dass Drebrin die Aktin-
Bindeaktivitdt und damit die Aktin-Quervernetzung durch a-Actinin inhibieren kann (Ishika-
wa et al., 1994). a-Actinin ist zudem in der Lage, nicht nur Aktin, sondern mit Vinkulin, Ta-
lin und Integrinen podosomale Komponenten zu binden (McGregor et al., 1994; Edlund et al.,
2001). Sowohl in Podosomen als auch in Aktin waves wurde in HUVEC eine eindeutige Ko-
lokalisation beider Proteine nachgewiesen (s. Abb. 3.23. B). Es liel} sich damit einerseits eine
erneute Gemeinsamkeit zwischen Podosomen und Aktin waves feststellen. Andererseits konn-
te die identifizierte Interaktion vor allem bei der Ausbildung der Dynamik von Aktin waves

eine bedeutende Rolle spielen.

Die Interaktion zwischen Drebrin und a-Actinin ist offensichtlich an der Ausbildung dynami-
scher, Aktin-basierten zellphysiologischen Prozessen beteiligt. In zukiinftigen Arbeiten sollte
vor allem durch einen a-Actinin knockdown in HUVEC gezeigt werden, ob es im Bezug auf
die Podosomen- und Aktin waves Bildungsrate, sowie in der Zell-Zellkontakt-Ausbildung zu

dhnlichen Effekten kommt wie in Drebrin-defizienten Zellen.
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4.4.2. Drebrin interagiert mit Myosin Ila in HUVEC

In vorangegangenen Immunprézipitations-Studien durch Hayashi et al. (1996) konnte bereits
gezeigt werden, dass die Prazipitation von Drebrin im Komplex mit Myosin Ila und o-
Actinin erfolgt. In der vorliegenden Arbeit konnten diese Daten sowohl bestétigt als auch
weiter spezifiziert werden, indem gezeigt wurde, dass die Prézipitation von endogenem Myo-
sin IIa auch die Koprizipitation von Drebrin zur Folge hat (s. Punkt 3.6.: Abb. 3.22. A). Mit
Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte auf subzelluldrer Ebene zwar eine Lokalisa-
tion von Myosin Ila in Podosomen bzw. Aktin waves beobachtet werden; aufgrund der hohen
intrazelluldren Abundanz des Proteins konnte allerdings keine Anreicherung in diesen Struk-
turen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die putative Interaktion zwischen Drebrin und
Myosin Ila ist somit im Zell-Lysat moglich, aber auf subzelluldrer Ebene wahrscheinlich
nicht fiir Aktin waves spezifisch. Sie konnte allerdings einen Erkldrungsansatz fiir die durch
die Drebrin-Uberexpression in HUVEC beobachteten Verinderungen der Zellmorphologie
liefern. Die Zellen weisen massive Defekte in der Retraktion auf (s. Punkt 3.4.3.), was sich
auch negativ auf die Zellmigration auswirkt (s. Punkt 3.8.2.). Die kontrollierte Aktin-Myosin-
Kontraktilitdt ist von grofer Bedeutung fiir die korrekte Ausiibung beider Prozesse (Rafto-
poulou und Hall, 2004). Drebrin ist nachweislich an der Umorganisation von Aktin beteiligt
(Shirao et al., 1994; Ishikawa et al., 1994; Sasaki et al., 1996). Durch eine zuséatzliche Fahig-
keit zur Interaktion mit Myosin konnte die Verdnderung des Retraktions- und damit auch des
Migrations-Verhaltens nach Drebrin-Uberexpression die Folge einer Beeintrichtigung dieses

Systems sein.

Zudem haben Untersuchungen an Epithelzellen ergeben, dass Myosin Ila in der Lage ist, an
Zell-Zellkontakten zu akkumulieren, wo es die Lokalisation bzw. Anreicherung von E-
Cadherin reguliert und damit die Integritit von adherens junctions bewirkt (Shewan et al.,
2005). Da die Interaktion zwischen Drebrin und Myosin Ila in Zell-Lysaten nachgewiesen
werden konnte, wire es moglich, dass Drebrin auf diesem Wege seinen stabilisierenden Ef-
fekt auf die Lokalisation von VE-Cadherin in Endothelzellen ausiibt. Zukiinftige Arbeiten
sollen zeigen, inwiefern eine Kolokalisation von Drebrin und Myosin Ila in Zell-

Zellkontakten auftritt und wie sich der Drebrin knockdown darauf auswirkt.
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4.43. Bewirken Drebrin und Abl2 die Umorganisierung des Aktin-Zytoskeletts in Endo-

thelzellen?
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werde, dass Drebrin iiber seine C-terminale poly-
Prolinregion vermutlich in der Lage ist, mit der Tyrosin-Kinase Abl2 zu interagieren (s. Punkt
3.5.4.). Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte eine gemeinsame subzelluldre Lokali-
sation von Drebrin und AbI2 in Aktin waves gezeigt werden (s. Abb. 3.20.). Es wurde eben-
falls beobachtet, dass Aktin waves eine Umverteilung von Drebrin an Zellprotrusionen und
neu ausgebildete Zellkontakte bewirken konnen (s. Punkt 3.7.1.). Da Drebrin offensichtlich an
der Ausbildung von Zellprotrusionen beteiligt ist, konnte die Interaktion zwischen Drebrin
und AblI2 die Grundlage fiir diesen Prozess darstellen. Die Mitglieder der Abl-Tyrosin-
Kinasen-Familie sind ebenfalls essentielle Regulatoren der Zellmigration und -morphogenese
(Koleske et al., 1998; Grevengoed et al., 2001; Kain und Klemke, 2001; Plattner et al., 2003;
Frasca et al., 2001). Sie iibertragen Signale von Adhésions- und Wachstumsfaktor-Rezeptoren
auf das Zytoskelett (Jin und Wang, 2007). Abl und Abl2 (Arg) bewirken die Bildung von Ak-
tin-basierten Protrusionen wihrend der Integrin-vermittelten zelluliren Adhédsion und Aus-

breitung (Woodring et al., 2002, 2004; Miller et al., 2004; Moresco et al., 2005).

Ein Effektor von AbI2 ist das RhoGTPase-aktivierende Protein pl90RhoGAP (Hernandez et
al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die Kinase in Fibroblasten iiber p|90RhoGAP ei-
nen inhibitorischen Effekt auf Rho ausiibt (Hernandez et al., 2004; Bradley et al., 2006; Pea-
cock et al., 2007). Sowohl Drebrin als auch Abl2 in konnte demnach in Zusammenwirken mit
der GTPase RhoA eine Modifizierung des Aktin-Netzwerkes in HUVEC bewirken. Dies ldsst
die Annahme zu, dass Drebrin durch seine Fahigkeit, Abl2 zu binden, eine erhohte RhoA-
Aktivitit auslosen konnte. Abl2 wire in diesem Fall durch die Interaktion mit Drebrin in sei-
ner Fahigkeit, pl90RhoGAP zu aktivieren, eingeschrinkt. Die erhohte RhoA-Aktivitit hitte
zum Beispiel eine modifizierte Rho-Kinase-Aktivitdt zur Folge, was ebenfalls die Retrakti-

onsfahigkeit der Zelle verdndern konnte.

Peacock et al. konnten 2007 zeigen, dass Abl2 die Integrin-vermittelte Zellmigration durch
die Abschwichung der zelluldren Kontraktilitdt und der Regulation fokaler Adhdsionen inhi-
biert. Es wurde ebenfalls festgestellt, dass die Uberexpression von Abl2 eine Inhibierung der
Zellmigration im Rahmen der Wundheilung zur Folge hat. Die verstirkte Interaktion zwi-
schen Drebrin und Abl2 in stark Drebrin-liberexprimierenden Zellen konnte somit auch eine

Modifizierung fokaler Adhisionsstrukturen auslosen, was eine Erkldrung fiir die gestorte
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Retraktion sein konnte. Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls gezeigt werden, dass durch
die Drebrin-Uberexpression nicht nur das Aktin-Netzwerk, sondern auch die subzellulire
Verteilung von Vinkulin stark moduliert wird (s. Punkt 3.4.2.) ist es wahrscheinlich dass eine
unverhéltnisméBig starke Adhdsion Drebrin-iiberexprimierender Zellen, bzw. eine Storung
der Ablosung dieser Adhidsionen fiir die Ausbildung von Retraktionsartefakten verantwortlich

ist.

Die Feststellung, dass Drebrin in HUVEC sowohl in der Ausbildung von Zell-Zellkontakten
und der Modulation des Aktin-Zytoskeletts, sowie in der Beeinflussung der Morphologie von
HUVEC eine Rolle spielt, lasst die Vermutung zu, dass dieses Protein theoretisch auch an den
entsprechenden Vorgédngen in dendritic spines beteiligt sein konnte (s. Punkt 4.12.). Es wurde
bereits gezeigt, dass die Isoform A von Drebrin in die Ausbildung der Morphologie der
dendpritic spines involviert ist (Hayashi und Shirao, 1999). Die Anwesenheit des in dieser Ar-
beit identifizierten putativen Interaktionspartners AbI2 und seiner Effektoren in Neuronen
spricht dafiir, dass die morphologische Aktivitdt Drebrins in dendritic spines iiber diese Tyro-
sin-Kinase reguliert werden konnte. Ob sich diese Funktion nur auf die Beeinflussung der
Morphologie oder beispielsweise auch auf die Ausbildung von synaptischen Zellkontakten

bezieht, gilt es noch zu kldren.

4.4.4. Crk als putativer Interaktionspartner von Drebrin

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Interaktion zwischen Crk und Drebrin iiber
Drebrins C-teminale poly-Prolinregion festgestellt (s. Punkt 3.5.4.). Somit ergibt sich, neben
der Interaktion mit Abl2, ein weiterer Ansatz zur Erkldrung der Beeinflussung des Aktin-
Netzwerks und damit der Zellmorphologie durch Drebrin in HUVEC. Die Uberexpression
von Drebrin in HUVEC konnte iiber die Bindung des Fusionsproteins an Crk eine Stérung der
Adhisions-vermittelten Signal-Transduktion fithren und damit die morphologischen Beson-
derheiten der transfizierten Zellen auslosen. Durch seine Adapterfunktion ist Crk sowohl an
der Aktivierung von Rac als auch von Cdc42 beteiligt, was zur Bildung von Lamellipodien
bzw. Filopodien fiihrt.

Crk- und CRKL (Crk like)-Proteine besitzen SH2- und SH3-Dominen, welche spezifische
Molekiilabschnitte erkennen, und damit die selektive Ausbildung von Multiproteinkomplexen
erlauben (Tanaka et al., 1993). Ihre Funktion liegt damit in der zeitlich aufeinander abge-

stimmten Ausbildung von Signaltransduktions-Proteinkomplexen (Feller, 2001). Die SH2-
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Domine von Crk erkennt vor allem pY-x-x-P-Motive, wiahrend die SH3-Doméne hauptséch-
lich P-x-x-P-x-K-Abfolgen bindet (Feller, 2001). Crk bindet vor allem an stark phosphorylier-
tes p130Cas (Cary et al., 1996 und 1998), welches durch die Adhésions-vermittelte Auto-
phosphorylierung von FAK an die Zellperipherie rekrutiert wird (Cobb et al., 1994; Polte und
Hanks, 1995). Uber die Rekrutierung von DOCK180 (Klemke et al., 1998; Cheresh et al.,
1999) kommt es zur Aktivierung von Racl, und somit zur Bildung von Lamellipodien,
Membran ruffles und zur allgemeinen Aktin-Reorganisation iiber WASP/WAVE und den
Arp2/3-Komplex fiihrt (Ridley et al., 1992; Hall, 2005). Crk-Proteine spielen nicht nur bei der
Aktivierung kleiner GTPasen (Rac, Rapl) eine Rolle, sondern auch bei der Relokalisierung
und Aktivierung verschiedener anderer Effektorproteine wie dem Rap1-GEF C3G, aber auch
Proteinkinasen der Abl- und GCK-Familie.

Immunfluoreszenz-Aufnahmen zeigten, dass die durch die Kolokalisierung implizierte Bin-
dung zwischen Drebrin und Crk offensichtlich sowohl in Aktin waves als auch in der Zellpe-
ripherie stattfindet (Abb. 3.20.). Da eine Rekrutierung von Drebrin {iber die Dynamik der Ak-
tin waves an die Zellmembran festgestellt wurde, miissten zukiinftige Arbeiten zeigen, ob eine
dhnliche Umverteilung von Crk ebenfalls stattfindet. Es ist vorstellbar, dass Crk iiber seine
SH3-Doméne die Rekrutierung von Drebrin an peripher lokalisierte Signaltransduktions-
Komplexe bewerkstelligt und damit die Modulation des Aktin-Zytoskeletts beispielsweise
iiber Rac beeinflusst wird. Dieser Vorgang konnte eine Grundlage fiir die Entstehung filopo-
dienartiger Strukturen bilden. Ob Drebrin in diese Prozesse tatsdchlich involviert ist, miisste
in folgenden Arbeiten beispielsweise iiber die Interaktion der beiden Proteine in HUVEC-

Lysaten nachgewiesen werden.

4.5. Drebrin beeinflusst die RhoA-Aktivitiat in HUVEC

Die Regulation migratorischer Prozesse wird maBgeblich durch RhoGTPasen organisiert (U-
bersicht bei Raftopoulou und Hall, 2004). Sie fungieren als molekulare Schalter, die die
Signaltransduktion kontrollieren, indem sie zwischen einer inaktiven, GDP-gebundenen und
einer aktiven, GTP-gebundenen Konformation wechseln. In der aktiven Form ist es ihnen
moglich, mit nachgeschalteten Effektor-Proteinen zu interagieren und damit intrazellulére
Reaktionen wie die Regulation der Aktin-Dynamik auszuldsen. Dabei iibernehmen die einzel-
nen Mitglieder der RhoGTPasen-Familie unterschiedliche Aufgaben. Wahrend Rho den Auf-
bau der kontraktilen Aktin-Myosin-Filamente bewirkt, sorgen Rac und Cdc42 fiir die Polyme-
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risation von Aktin und damit fiir die Ausbildung lamellipodialer, bzw. filopodialer Protrusio-
nen.

Drebrin scheint einen Einfluss auf die koordinierte Expression und Funktion der GTPase
RhoA auszuiiben. Dies konnte durch die Uberexpression von Drebrin in HUVEC und die an-
schlieBende Auswertung der RhoA-Aktivitit der Zellen in dieser Arbeit gezeigt werden (s.
Punkt 3.4.3.). Durch die Uberexpression von Drebrin kommt es zu einem Anstieg der netto-
Rho-Aktivitdt bis um den Faktor 1,5. Die Beobachtungen, dass Drebrin-iiberexprimierende

Zellen nicht nur eine Vielzahl von protrusiven Strukturen, sonder auch verstdrkt Retraktions-

Umverteilung von
Vinkulin

Defekt in der -

Ablésung von Rho? T Beeinflussung
Adhisions- \ Rho Der Aktin-
Strukturen Drebrin Myosin-

Aktin-
Modulation
Ausbildung von
Retrationsartefakten — Erhohte Bildung von Protrusionen

Abb. 4.3. Moglicher Mechanismus zur Entstehung des spezifischen Phinotyps nach Uberexpression von
Drebrin in HUVEC

Die Uberexpression von Drebrin fiihrt in HUVEC zur Ausbildung eines Dosis-abhéingigen Phinotyps, der sich
aus der Kombination folgender Effekte ergibt: der erhdhten Ausbildung von Protrusions-Strukturen, die vor
allem auf der Fahigkeit Drebrins zur Aktin-Modulation beruht; der Umverteilung von Vinkulin; der verdnderten
Aktin-Myosin-Kontraktilitdt sowie der defekten Fahigkeit zur Ablosung adhésiver Strukturen vom Substrat.

107



4. Diskussion

artefakt-Strukturen (s. Abb. 3.9. und 3.10., Pfeil) ausbilden, unterstiitzen die Annahme, dass
die erhohte Rho-Aktivitit mit der Stérung der Retraktion in Verbindung steht. Untersuchun-
gen an Fibroblasten flihrten bereits zu der Feststellung, dass ein basales RhoA-Level fiir die
Migration von Fibroblasten zwar unabdingbar ist, zu viel RhoA diesen Vorgang allerdings
inhibiert (Takaishi et al., 1994; Ridley, 1995). Die Notwendigkeit der RhoA-Aktivitit fiir die
Migration beruht vermutlich darauf, dass sowohl die RhoA-abhingige Aktin-Myosin-
Kontraktion als auch die Integrin-Adhésion die ndtige Spannung zur Ablosung des trailing
edge zur Folge haben. Es ist bekannt, dass RhoA iiber den Effektor pl60ROCK, eine Rho-
Kinase, die Retraktion in Monozyten und Krebszellen vermittelt (Somlyo et al., 2000;
Worthylake et al., 2001). pl60ROCK ist eine Serin/Threonin-Kinase, die einen kritischen
Modulator der RhoA-vermittelten Aktin-Dynamik darstellt (Amano et al., 2000). Inwieweit
Drebrin Effektoren von RhoA tatsidchlich beeinflusst, ist noch nicht bekannt und miisste in

weiteren Studien untersucht werden.

4.6. Drebrin-vermittelte Aktin-Modulation und Zell-Morphologie

Die Modulation des Aktin-Zytoskeletts bildet die Grundlage fiir eine Reihe von zellphysiolo-
gischen Vorgingen. So ist beispielsweise fiir alle Schritte der Migration der Zelle (Extension
protrusiver Strukturen und Ausbildung von Adhésionsstrukturen am leading edge — Kontrak-
tion des Zellkorpers — Ablosung von Adhdsionen am trailing edge) der Auf- und Abbau, so-
wie die Umorganisation des Aktinzytoskeletts notig. Damit aus den genannten Schritten letzt-
endlich eine Vorwirtsbewegung resultiert, miissen die Aktin-organisatorischen Prozesse
raumlich und zeitlich gut aufeinander abgestimmt sein (Raftopoulou und Hall, 2004) (s. Punkt
1.3.3)).

Die Ausbildung von Protrusionen am leading edge der Zelle ist von essentieller Bedeutung
fiir die Initiation der Migration (Mitchison und Cramer, 1996; Pollard und Borisy, 2003; Ponti
et al., 2004). Uber die Aggregation von Integrin-Rezeptoren innerhalb dieser Protrusion wird
die extrazelluldre Matrix gebunden (Jockusch et al., 1995; Lauffenburger und Horwitz, 1996).
Daraus resultiert eine Verankerung der Protrusionsstruktur und des Aktin-Zytoskeletts {iber
Integrine an die Matrix. Somit kann aus der Myosin-basierten Kontraktion des Aktin-
Netzwerkes Zugkraft auf den Zellkorper iibertragen werden. Diese bewirkt sowohl die Bewe-
gung der Zelle in Richtung des leading edge als auch die Ablosung vom Substrat am trailing
edge (Jay et al., 1995; Lauffenburger und Horwitz, 1996; Mitchison und Cramer, 1996; Rid-
ley, 2006; Gupton und Waterman-Storer, 2006). Diese Art von Zell-Matrix-Kontakt wird als
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,fokale Adhésion* bezeichnet. Charakteristisch fiir diese Struktur ist die Verbindung an Ak-
tin-Stressfasern. Weitere Matrix-Kontaktstrukturen mit dem alleinigen Zweck der Adhésion

sind fokale Komplexe und fibrilldre Adhdsionen.

Mit Drebrin-GFP transfizierte HUVEC weisen einerseits eine erhohte Bildung von Lamelli-
podien und Filopodien sowie eine starke ruffling Aktivitdt auf. Andererseits zeigen diese Zel-
len eine massive Beeintrdchtigung in ihrem Retraktionsvermdgen, was vermutlich auf der
gestorten Fahigkeit zur Ablosung von Adhidsionen von Substrat zuriickzufiihren ist. Dies
wirkt sich negativ auf die Migrationsfahigkeit der Zellen aus. Die Kombination beider Pha-
nomene fiihrt zu der Ausbildung von teilweise bdumchenartig verzweigten Zellextensionen (s.
Abb. 3.9.und 3.10.). Auch in anderen Zelltypen wie Fibroblasten oder Neuronen konnte die
Drebrin-abhéngige Ausbildung modifizierter Aktin-Strukturen beobachtet werden (Shirao et
al., 1992; Hayashi et al., 1996; Mizui et al., 2005; Chew et al., 2005; Peitsch et al., 2001 und
2006).

Die Rolle Drebrins in der Zelle wird als Modulation des Aktin-Zytoskeletts beschrieben.
Drebrin ist in der Lage, Aktin zu binden und umzuorganisieren (Shirao ef al., 1994; Hayashi
und Shirao, 1999), indem es die Aktin-Bindeaktivitdt von Tropomyosin and o-Actinin (Ishi-
kawa et al., 1994) inhibiert. Es ist bekannt, dass a-Actinin und Tropomyosin Aktinfilamente
stabilisieren, indem sie sie vor der Dissoziation durch Gelsolin (Ishikawa et al., 1989a und b),
bzw. ADF (actin depolymerization factor) (Bernstein und Bamburg, 1982) schiitzen. Damit
bewirkt Drebrin, dass die Aktinfilamente kurz und ungebiindelt vorliegen, was eine Voraus-
setzung fiir die erhohte Dynamik des Aktin-Netzwerkes ist. Unter physiologischen Drebrin-
Konzentrationen innerhalb der Zelle konnte Drebrin an der koordinierten Ausbildung protru-
siver Strukturen durch die Erhohung der Aktin-Dynamik beteiligt sein. Eine unphysiologisch
hohe intrazelluldre Drebrin-Konzentration bewirkt offensichtlich eine Ubersteuerung dieser
Funktion: es kommt zur unkontrollierten Ausbildung von protrusiven Strukturen. Die in HU-
VEC beobachtete Beeinflussung der Zell-Morphologie durch die Drebrin-Uberexpression
entsteht vermutlich aus der Kombination einer erhdhten Protrusions-Bildung mit einer ver-
minderten Retraktionsfahigkeit.

Zusétzlich zu seiner kompetitiven Rolle zwischen Drebrin und a-Actinin um die Aktin-
Bindung ist Drebrin offensichtlich auch in der Lage, mit a-Actinin selbst zu interagieren, was

in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte (s. Punkt 4.4.).
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Die Bedeutung der Aktin-Modulation von Drebrin wurde bisher vor allem in Bezug auf Neu-
ronen untersucht. Die Neuronen-spezifische Drebrin-Isoform A ist, lokalisiert wie bereits un-
ter Punkt 1.5. erldutert, innerhalb der Dendriten vor allem an die Dornfortsitze (dendritic spi-
nes) (Shirao et al., 1987; Hayashi et al., 1996). Das Aktinzytoskelett spielt eine entscheidende
Rolle in der Morphogenese dieser Protrusionen (Ubersicht bei Sekino et al., 2007). Hayashi
und Shirao zeigten 1999, dass die Transfektion von GFP-Drebrin in Neuronen des Zerebral-
kortex der Ratte eine Anreicherung des Fusions-Proteins an dendritic spines und die Verlin-
gerung derselben bewirkt. was als ,,Megapodien® bezeichnet wird (Mizui et al., 2005). Ein
Deletionskonstrukt zu Drebrin, dem mit den Aminosduren 233-300 die Aktinbinderegion
fehlt, 16ste keine Anreicherung in dendritic spines aus. Die Aktinbindefdahigkeit des Molekiils
scheint somit fiir die Lokalisation von Drebrin in den Dornfortsdtzen essentiell notwendig zu

sein.

Abl und AbI2 spielen ebenfalls eine Rolle bei Verdnderungen in der neuronalen Morphogene-
se (Moresco et al., 2005) und der Stabilitat der kortikalen Dendriten-verzweigungen (Moresco
et al., 2005). Sowohl Drebrins putativer Interaktionspartner Abl2 als auch pl90RhoGAP und
Rho sind in dendritic spines vorhanden (Lamprecht et al., 2002; Moresco et al., 2003; Santos
Da Silva et al., 2004). Sfakianos et al. konnten 2007 nachweisen, dass die Signaltransduktion
iiber Abl2 und p190RhoGAP die Morphologie von dendritic spines reguliert und somit die
Stabilitdt der Dendritenstruktur im Hippocampus fordert. In HUVEC wurde Drebrin in dieser
Arbeit als maf3geblich beteiligt an morphologischen Prozessen befunden, was vermutlich auf
seinem Einfluss auf die RhoA-Aktivitit beruht. Zukiinftige Forschungsarbeiten werden zei-
gen, inwiefern sich Zusammenhinge zwischen Endothelzellen und Neuronen bzgl. der RhoA-

vermittelten Aktin-Modulation durch Drebrin, eventuell {iber Abl2, bestétigen lassen.

4.7. Eine kurze Untereinheit innerhalb der Aktinbinderegion vermittelt die Aktin-
modulation durch Drebrin

Mit der Untersuchung der Molekularstruktur von Drebrin sollte anhand von Transfektions-

Versuchen gezeigt werden, welche Abschnitte an der morphologischen Funktion beteiligt

sind. Es wurde festgestellt, dass C-terminale Konstrukte in diesem Bezug keine Rolle spielen.

Weder die Transfektion der poly-Prolinregion (AS 348-428) noch des gesamten C-Terminus

(AS 348-633) bewirkten die fiir Drebrin typische Morphologie-Verdnderung der Endothelzel-

len. Es kam dagegen sogar zu einer signifikanten Erniedrigung der Aktin waves Bildungsrate
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(s. Punkt 3.5.5.). In dieser Arbeit vorangegangenen Mikroinjektions-Studien konnte zudem
nachgewiesen werden, dass auch die Bildung von Podosomen-Rosetten durch diese Unterein-
heiten von Drebrin signifikant eingeschrinkt wird (s. Dissertation Osiak, 2007).

Xu und Stamnes haben 2006 gezeigt, dass eine Region innerhalb der coiled coil-Doméne
(173-227) verantwortlich fiir die Fahigkeit Drebrins ist, an die Zelloberfliche zu assoziieren
und die Filopodienbildung zu forcieren. Da dies die Modulierung von Aktin-Netzwerk-
strukturen mit einschlieBt, wurde der coiled coil Doméne erhohte Aufmerksamkeit gewidmet.
Diese Doméne iiberschneidet sich mit der C-terminal benachbarten MAR (minimal actin re-
modeling)-Domine (s. Abb. 4.4.). Durch die Transfektion der Konstrukte CC171-253-GFP
und CC171-263-GFP konnte der beschriebene Effekt bestitigt werden: es fand eine Rekrutie-
rung an die Zellperipherie und eine deutliche Modulierung des Aktin-Zytoskeletts statt (s.
Abb. 3.12. und 3.13.), wobei letzteres Konstrukt einen stirker ausgepréigten Phinotyp in HU-
VEC ausloste, der stark an die Transfektion mit dem Volldngen-Konstrukt erinnert (s. Abb.

3.10.).

1 ADF-H coiled coil MAR poly-Prolin 649

8 134 176 256 364 417

CC171-253GFP

CC171-263GFP

1 649

8 134 176 256 364 417

I—P Aktin-Modulation

Abb. 4.4. Der Aminosiureabschnitt 254-263 vermittelt die Aktin-modulatorische Fihigkeiten von Drebrin
Durch Klonierungsversuche konnte gezeigt werden, dass die Lokalisierung von Drebrin an die Zellperipherie in
Endothelzellen durch die coiled coil Region bewerkstelligt wird. Unterschiede in der Auspragung des Drebrin-
spezifischen Phanotyps nach der Transfektion von HUVEC mit den Konstrukten CC171-253-GFP und CC171-
263-GFP lieBBen den Schluss zu, dass die Modulation des Aktin-Zytoskeletts von einer 10 AS kurzen Unterein-
heit (254-263) innerhalb der Aktin-Binderegion (MAR, minimal actin remodeling) abhingt (roter Kasten).
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Diese Ergebnisse zeigen erstens, dass die Lokalisierung von Drebrin an die Zellperipherie, wo
es zur Aktin-Modulation kommt, tatsdchlich iiber die coiled coil Domine vermittelt wird.
Zweitens konnte durch die Untersuchungen mit beiden Konstrukten festgestellt werden, dass
der 10 AS lange Abschnitt 254-263, in dem sich beide Konstrukte unterscheiden, und der sich
innerhalb der MAR-Doméne befindet, eine bedeutende Rolle in der Aktinmodulation inner-

halb der Aktin-Binderegion von Drebrin spielt.

Durch die genauere Untersuchung des molekularen Aufbaus der sich iiberschneidenden coiled
coil Doméne und Aktin-Binderegion Drebrins wurden die putativen Phorphorylierungsstellen
S241 und T255 identifiziert. Es wurden Punktmutationen an diesen Aminosédure-Resten in die
Sequenz der fiir die Aktinmodulation ausreichenden Konstrukte eingebaut. Dadurch sollte
eine Phorphorylierung inhibiert bzw. simuliert werden. Nach der Transfektion mit den mutier-
ten Konstrukten kam es in keinem Fall zu einer Beeintrachtigung des Drebrin-typischen Phi-
notyps in HUVEC. Daher haben die betroffenen putativ phosphorylierbaren Aminoséure-

Reste vermutlich keinen regulativen Einfluss auf die Drebrin-vermittelte Aktin-Modulation.

4.8. Die Rolle von Drebrin und Aktin waves im humanen Endothel

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse iiber das Aktin-Bindeprotein Drebrin und seine
Rolle in humanen Endothelzellen beziehen sich auf eine Vielzahl von Funktionen. Von ent-
scheidender Bedeutung scheinen vor allem sein Einfluss auf die Zellmorphologie und die
Ausbildung von Zell-Zellkontakten zu sein. Letztere sind fiir den Aufbau und Erhalt der endo-
thelialen Integritit essentiell. Drebrin wére durch seine putative Funktion in Regulation, Auf-
bau bzw. Aufrechterhaltung von adherens junctions wire Drebrin maflgeblich an der korrek-
ten Ausbildung des Endothels beteiligt. Aktin waves dienen in diesem Modell der Rekrutie-
rung von Drebrin an die Zellmembran sowie der Ausbildung von Protrusionen, die spezifisch
fiir die Herstellung von Zell-Zellkontakten nétig sind. Diese Funktion spielt eine bedeutende
Rolle bei der Ausiibung angiogenetischer Prozesse. In der vorliegenden Arbeit wurden diese
Prozesse durch die Ausbildung von Netzwerkstrukturen durch HUVEC auf Matrigel™ in
vitro simuliert (s. Punkt 3.8.4.). Die Untersuchungen zeigten, dass nach dem Drebrin knock-
down weitaus komplexere Netzwerke gebildet werden, als unter Anwesenheit von Drebrin.
Durch die beobachtete Einschrankung der Anzahl der Knotenpunkte sowie die Ziigelung der

Linge der gebildeten Vernetzungen durch Drebrin kann man auf eine koordinative Funktion

des Proteins im Rahmen angiogenetischer Prozesse durch HUVEC schlielen. Diese Funktion
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konnte durch den putativ stabilisierenden Effekt von Drebrin auf die VE-Cadherin-

Lokalisation vermittelt werden.

Der Einfluss Drebrins auf die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts ist bei angiogenetischen Vor-
gingen wahrscheinlich von groBBer Bedeutung, da auch die korrekte Ausbildung der Zellmor-
phologie iiber die Funktionalitit des Endothels entscheidet. Diese wird maBigeblich durch das
Aktin-Zytoskelett reguliert. Indem Drebrin Einfluss auf die Aktin-Dynamik ausiibt, konnte es

auch auf diesem Wege dafiir sorgen, dass die endotheliale Integritit gewahrt wird.

4.9. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die Funktion der Aktin waves auf die Ausbildung von Zell-
Zellkontakten und die damit einhergehende Bildung von Zell-Protrusionen eingegrenzt wer-
den. In zukiinftigen Arbeiten sollte einerseits untersucht werden, inwieweit Aktin waves mit
den in Dictyostelium dokumentierten traveling waves oder vergleichbaren Strukturen in
Fibroblasten oder Melanom-Zellen vergleichbar sind. Zudem miissen die Unterschiede bzw.
Zusammenhdnge zwischen Aktin waves und Podosomen sowie die Rolle, die Drebrin in bei-
den Strukturen spielt, weiter analysiert werden. Zukiinftige Arbeiten sollten sich in dieser
Hinsicht vor allem auf die Untersuchung der Féahigkeit zur Matrix-Degradation durch Aktin

waves fokussieren.

Durch die Untersuchung von Drebrin knockdown Zellen soll in zukiinftigen Arbeiten vor al-
lem der stabilisierende Effekt Drebrins auf die VE-Cadherin-Lokalisation in Zell-Zellkon-
takten humaner Endothelzellen untersucht werden. Es sollte festgestellt werden, wie die Ab-
wesenheit von Drebrin in der Zelle zum verstirkten Abbau von VE-Cadherin bzw. zur ver-

minderten Expression des Proteins fiihrt.

In zukiinftigen Arbeiten zur Entschliisselung der Funktion Drebrins in HUVEC sollte vor al-
lem die Ausbildung von tight junctions untersucht werden. Die adherens junctions Kompo-
nenten Nectin und Afadin bilden eine entscheidende Grundlage fiir die Ausbildung von tight
junctions (Sato et al., 2006). Daher konnte der Effekt durch den Drebrin knockdown auf adhe-
rens junctions auch die korrekte Ausbildung von tight junctions betreffen. Somit sollte die
Lokalisation bzw. intrazellulire Konzentration von Nectin und Afadin nach dem Drebrin

knockdown ebenfalls untersucht werden.

113



4. Diskussion

Beziiglich der Ausbildung komplexerer Netzwerkstrukturen von HUVEC auf Matrigel ™ nach
Drebrin knockdown sollte untersucht werden, ob durch die Uberexpression von Drebrin eine
Umkehrung dieses Effekts festgestellt werden kann. Ebenso sollte der Drebrin knockdown
Effekt auf die Ausbildung der Zell-Zellkontakte nach Kultivierung auf Matrigel™ mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht werden.

Anhand von Untersuchungen zur Funktionalitdt des Endothels sollte festgestellt werden, ob
die trotz Drebrin knockdown gebildeten endothelialen monolayer moglicherweise funktionell
eingeschrinkt sind. Dies konnte zum Beispiel zu einer Beeintrachtigung der Permeabilitét
fithren. In den bisherigen Studien wurde auf physiologische Komponenten wie zum Beispiel
die Einwirkung hdmodynamischer Krifte durch den Blutstrom keine Riicksicht genommen.

Dies sollte anhand der Kultivierung in speziellen Probenkammern erfolgen.

Die Interaktion zwischen AbI2 bzw. Crk und Drebrin wurde bisher als Kolokalisation anhand
der Immunfluoreszenzmikroskopie und auf biochemischer Ebene zwischen den aufgereinig-
ten molekularen Untereinheiten (im ,,TransSignal™ SH3 Domain Array 1) bestitigt. In zu-
kiinftigen Arbeiten sollte dies auf die vollstindigen Molekiile iibertragen und beispielsweise

in pull-down assays und Immunpréazipitations-Versuchen untersucht werden.

Der Effekt der Drebrin-Uberexpression auf den RhoA-Gehalt der Zelle sollte genauer unter-
sucht werden. Es muss festgestellt werden, auf welche Art dies die Beeintrdchtigung der
Retraktion bewirkt und welche nachgeschalteten Effektoren von RhoA involviert sind. So
sollte zum Beispiel die Inhibierung von pl60ROCK anhand ihres spezifischen Inhibitors Y-
27632 bewirkt und daraus resultierende Effekte auf die zelluldre Retraktion analysiert wer-
den. Die Inhibition von RhoA soll mit Hilfe des spezifischen Inhibitors C3 analysiert werden.

Um festzustellen, ob die Beeintrachtigung der Retraktion iiber die Modifizierung fokaler Ad-
hésionen unterstiitzt wird, sollten weitere Komponenten dieser Struktur neben Vinkulin (wie
Talin und Paxillin) in die Untersuchungen stark Drebrin-iiberexprimierender Zellen mit ein-

bezogen werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl Podosomen als auch Aktin waves sind Aktin-reiche Strukturen in HUVEC, die in
engem Kontakt zum Substrat stehen. Das Aktin-Bindeprotein Drebrin kommt in beiden Struk-
turen vor. Wihrend die Rolle von endothelialen Podosomen in Matrixabbau und Adhésion
bereits beschrieben wurde (Osiak et al., 2005) stellte sich zu Beginn der vorliegenden Arbeit
die Frage, welche Funktionen Aktin waves in HUVEC iibernehmen, und welche Rolle
Drebrin dabei spielt. Durch die Untersuchung verschiedener zelluldrer Funktionen wurden

folgende Erkenntnisse gewonnen:

— Drebrin ist ein essentieller Bestandteil von Aktin waves. Der Drebrin knockdown in
HUVEC fiihrte zu einer signifikant verminderten Bildung von Aktin waves. Ein vergleichba-
rer Effekt stellte sich nach der Transfektion von HUVEC mit C-terminalen Drebrin-
Konstrukten ein. Dies beruht vermutlich auf einem ,,Abfangen* von Bindungspartnern, die
iiber diese Region mit Drebrin interagieren. Dies legt nahe, dass vor allem die C-terminal ge-
legene poly-Prolinregion und die durch sie hergestellten Protein-Bindungen essentiell fiir die

Ausbildung von Aktin waves sind.

— Die Bildung von Drebrin-reichen Aktin waves ist vor allem ein Ereignis der frithen
Adhésion. Aktin waves bewirken durch die fiir sie charakteristische Dynamik sowohl eine
Ausbildung Zellkontakt-spezifischer Protrusionen, als auch die Anreicherung von Drebrin in
Zell-Zellkontakten, die durch diesen Prozess entstehen. Durch Drebrin/Aktin waves induzierte
Protrusionen sind jedoch nicht essentiell fiir die Ausbreitung der Zellen im Rahmen der Mat-
rix-Adhésion oder des Wundschlusses. Die Funktion von Aktin waves liegt somit vermutlich

in der Versorgung von Zell-Zellkontaktstellen mit Drebrin.

— Die Funktion von Drebrin in Zell-Zellkontakten liegt wahrscheinlich in der Stabilisie-
rung von VE-Cadherin in adherens junctions. Der knockdown von Drebrin fiihrte zu einer
Reduktion des intrazelluldren Proteingehalts von VE-Cadherin und damit zu einer schwiche-
ren Lokalisation in Zell-Zellkontakten. Trotzdem sind Drebrin knockdown Zellen in der Lage,
konfluente Endothelschichten aufzubauen, was vermutlich darauf beruht, dass andere adhe-
rens junctions Komponenten (PECAM, B-Catenin) nicht beeinflusst werden. Drebrin knock-

down Zellen zeigten eine Ausbildung von komplexeren Netzwerken auf Matrigel, was darauf
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hindeuten konnte, dass der Verlust von VE-Cadherin in den Kontaktstellen zu einer erleichter-

ten Ausbildung von angiogenetisch relevanten Strukturen fiihrt.

— Drebrin beeinflusst die Morphologie von HUVEC. Zellen, die Drebrin iiber-
exprimieren, weisen eine deutliche Modifizierung des Aktin-Zytoskeletts auf. Es kommt zur
verstarkten Bildung von Filopodien, Lamellipodien sowie von sogenannten Retraktions-
artefakten durch die Storung der lokalen De-Adhésion. Letztere bewirken eine beeintrichtigte

Migrationsféhigkeit der Zellen.

— Der Aminosédureabschnitt 254-263 innerhalb des Drebrinmolekiils spielt offensicht-
lich eine wichtige Rolle in der Drebrin-vermittelten Modulation des Aktin-Zytoskeletts. Die
Anwesenheit des Abschnitts in Expressions-Konstrukten der coiled coil Domine entscheidet

tiber die Ausbildung des Drebrin-spezifischen Phianotyps nach der Transfektion in HUVEC.

— Drebrin interagiert iiber seine C-terminale poly-Prolinregion vermutlich mit der Tyro-
sinkinase Abl2 sowie mit dem Adapterprotein Crk. Die Interaktion zwischen Drebrin und
AbI2 konnte zur regulierten Ausbildung von Rho-vermittelten Adhédsions- und Retraktions-
Strukturen beitragen. Uber Crk konnte Drebrin die Rac- und Cdc42-vermittelte Bildung von

Filopodien und Lamellipodien beeinflussen.

— Phospho-mimicking bzw. phospho-inhibitorische Punktmutationen, die an den putati-
ven Phorphorylierungsstellen S241 und T255 in die Sequenz eingebaut worden waren, fiihrten
zu keiner Beeintriachtigung des Drebrin-typischen Phianotyps in HUVEC. Diese Aminosdure-
reste spielen somit vermutlich keine regulative Rolle in der Drebrin vermittelten Aktin-

Modulation.
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7. ANHANG

Inhalt der Video-CD:

(empfohlene Ansicht im Windows Media Player)

Film 1 (11,5 min): Dynamik von Aktin waves in HUVEC zu Abb. 1.7.,
Seite 21
mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Linder

Live cell konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz primérer humaner Endothel-
zellen, 16 h nach Transfektion mit Drebrin-GFP.

Film 2 (43,1 min): Humane Endothelzelle nach Transfektion mit

Drebrin-GFP
zu Abb. 3.10., Seite 56

Live cell konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz primirer humaner Endothelzellen,
16 h nach Transfektion mit Drebrin-GFP.

Film 3 (33,8 min): Subzelluliire Lokalisation von CC171-253-GFP

in HUVEC
zu Abb. 3.12., Seite 60

Live cell konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz primirer humaner Endothel-
zellen, 16 h nach Transfektion mit Drebrin-CC-171-253-GFP-N1.

Film 4 (21,9 min): Subzellulire Lokalisation von CC171-263-GFP

in HUVEC
zu Abb. 3.13., Seite 61

Live cell konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz primérer humaner Endothel-
zellen, 16 h nach Transfektion mit Drebrin-CC-171-263-GFP-N1

Film 5 (31,9 min): Sukzessive Bildung von Drebrin-reichen Aktin
waves und Zellprotrusionen in HUVEC zu Abb. 3.24., Seite 75

Live cell konfokalmikroskopische Aufnahmesequenz von HUVEC, 17 h nach Trans-
fektion mit Drebrin-GFP
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