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1 Einleitung  

Endothelzellen sind die primären Regulatoren der Gefäßpermeabilität. Im Rahmen 

akuter und chronischer Entzündungen kommt es durch äußere Einflüsse (zum Beispiel 

bakterielle Toxine, physikalische und chemische Noxen) sowie humorale und zelluläre 

Mediatoren zu endothelialer Hyperpermeabilität mit Ödembildung (van Nieuw 

Amerongen, 2002; Yuan, 2002; Farand, 2006; Czabanka, 2007). Dabei führen 

Alterationen des endothelialen Zytoskeletts und Änderungen der Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Interaktionen zu interzellulärer Lückenbildung mit parazellulärer Filtration von 

Flüssigkeit und Blutbestandteilen (McDonald, 1999; Bogatcheva, 2002; van Nieuw 

Amerongen, 2002; Minshall, 2006; Mehta, 2006; Temmesfeld-Wollbrück, 2007). Die 

vorgelegte Arbeit untersucht die Rolle der sekundären intrazellulären Botenstoffe  

zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches Guanosinmonophosphat 

(cGMP) sowie der Phosphorilierung des Strukturproteins Vasodilator-stimuliertes 

Phosphoprotein (VASP) in Bezug auf die Permeabilität von aus Nabelschnurvenen 

isolierten humanen Endothelzellen (HUVECs). 

 

1.1 Endothel  

Endothelzellen kleiden die Blut- und Lymphgefäße sowie die Herzhöhlen von innen aus 

und bilden die Grenzschicht zwischen intra- und extravasalem Raum (Stevens, 2000; 

van Nieuw Amerongen, 2002). Sie sind in einfacher Zellschicht angeordnet und haben 

im menschlichen Körper eine Gesamtfläche, die etwa 350 m2 entspricht und ein 

Gesamtgewicht von etwa 110 g (Pries, 2006). In Zellkultur bilden sie bei Konfluenz ein 

an Kopfsteinpflaster erinnerndes morphologisches Bild, die einzelne Zelle ist abgeflacht 

und polygonal. In vivo ist die Endothelzelle eher spindelförmig entsprechend der 

Blutströmung ausgerichtet (Dewey, 1981; Malek, 1996).  

Das Endothel bildet keine rein passive Barriere, sondern kontrolliert aktiv den 

Austausch von Stoffen zwischen Blut und umliegendem Gewebe (Escoubet, 1979; 

Malik, 1989; Stevens, 2000; van Nieuw Amerongen, 2002; Mehta, 2006). Die 

Endothelzellen stellen Zielzellen von im Blut zirkulierenden Pathogenen oder deren 

Produkten dar (Hippenstiel, 2003). Die im Rahmen von generalisierter oder spezifischer 

Entzündung erhöhten Zyto- und Chemokine sowie andere Inflammationsprodukte 

haben hier einen wichtigen Wirkort (Crone, 1986).  

Des Weiteren hat das Endothel regulatorische Funktionen, welche sowohl die 

unmittelbare Umgebung als auch den Gesamtorganismus betreffen. Für die 
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revolutionäre Entdeckung, dass ein vom Endothel produziertes Molekül - das 

Stickstoffmonoxid - eine Schlüsselfunktion im Herz-Kreislauf System übernimmt, 

wurden die Forschungsarbeiten von Robert F. Furchtgott, Ferid Murad und Louis 

Ignarro 1998 mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet (Ignarro, 1987; Mitchell, 

1991). Darüber hinaus ist das Endothel maßgeblich an der Blutgerinnung beteiligt. 

Thrombozyten werden durch verletzte Endothelzellen aktiviert, was eine 

Thrombozytenaggregation zur Folge hat (Chen, 2005: Langer, 2005; Rumbaut, 2005; 

Strukova, 2006). Außerdem wird der klassische Weg der Komplementkaskade der 

Gerinnung durch Endothelzellen aktiviert (Yin, 2007). Entzündungsreaktion und 

Blutgerinnung stellen entscheidende Mechanismen im Rahmen der Abwehr dar. Die 

Endothelzelle bildet dabei einen Überschneidungspunkt der Kaskaden der 

Entzündungsreaktion und der Blutgerinnung (Strukova, 2006). 

Das Endothel ist für die Aufrechterhaltung von übergeordneten und lebenswichtigen 

Körperfunktionen notwendig. Die Endothelzellen bilden eine semipermeable Schranke, 

über welche chemische und physikalische Gradienten aufrecht erhalten werden müssen 

(Stevens, 2000; Mehta, 2006). Es darf weder durch physiologische Faktoren wie 

Blutdruck, osmotischen Druck oder Schubspannung, noch durch pathologische 

Faktoren wie Infektion, physikalischen oder chemischen Stress seine Integrität verlieren 

(Franke, 1984; Li, 2005).  

Eine Besonderheit der Endothelzellschicht stellt die Variabilität ihrer Dichtigkeit dar 

(Stevens, 2000). Sie ist in verschiedenen Organen und hier innerhalb der einzelnen 

Gefäßabschnitte unterschiedlich stark ausgeprägt (Del Vecchio, 1987; Stevens, 2000). 

Zum Beispiel bildet das Endothel in den Sinusoiden von Leber, Milz und Knochenmark 

keine kontinuierliche Zellschicht, sondern weist Poren unterschiedlicher Größe auf. So 

kann es den Anforderungen des erhöhten Stoffaustausches zwischen intra- und 

extravasalem Raum in diesen Organsystemen gerecht werden (Del Vecchio, 1987; 

Pries, 2006). Je nach Bedarf des darunter liegenden Gewebes in Ruhe oder nach 

Stimulation durch entsprechende Mediatoren und Toxine ist das Endothel für Serum 

und darin gelöste oder suspensierte Substanzen durchlässig (Stevens, 2000; Kadl, 

2005; Wu, 2005; Pries, 2006; Mehta, 2006). 

 

1.2 Das endotheliale Zytoskelett  

Das endotheliale Zytoskelett besteht aus einem Netzwerk verschiedener intrazellulärer 

Proteine und ist für die Form, Beweglichkeit, Migration und Polarität der Zelle (Gabbiani, 
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1984; Gotlieb, 1987; Wong, 1988) sowie den Erhalt des Gewebeverbands über Zell-

Zell- und Zell-Matrix-Kontakte verantwortlich (Kalnins, 1981; Dudek, 2001; Lee, 2003). 

Es ist ein hochdynamisches Gebilde mit der Fähigkeit zu kontinuierlichem Um- und 

Neubau (Kalnins, 1981). Das Zytoskelett der Endothelzellen besteht unter anderem aus 

Mikrofilamenten (Aktin), Intermediärfilamenten (Vimentin, Desmin, Keratine und 

Neurofilamente) und Mikrotubuli (Tubulin) sowie weiteren Struktur- und 

Funktionsproteinen (Wong, 1988; Li, 2005). Bedingungen, welche zu Alterationen des 

Zytoskeletts führen, verändern Form und Funktionszustand der Zelle und können zu 

interzellulärer Lückenbildung und folgendem Barriereversagen führen (Schnittler, 1990; 

Ingber, 1997; Dudek, 2001; Lee, 2003; Guo, 2006; Kanthou, 2006). 

 

1.2.1 Das Strukturprotein Aktin  

Monomeres oder globuläres G-Aktin besteht aus  375 Aminosäuren (AS) und hat ein 

Molekulargewicht von 42 kDa, es steht im Gleichgewicht zu polymerem F-Aktin 

(filamentäres Aktin; Lee, 2003). Die de novo Synthese von F-Aktin bedarf zunächst 

eines so genannten Nukleus, welcher aus einer energetisch ungünstigen Verbindung 

von drei G-Aktinmolekülen besteht (Cooper, 1983; Lal, 1984; Sept, 2001; Lee, 2003). 

Dieses Aktintrimer wird in der Zelle durch Anlagerung verschiedener Proteine stabilisiert 

(Higgs, 2001; Welch, 2002). Durch Anlagerung von weiteren monomeren 

Aktinmolekülen werden Aktinfilamente polymerisiert. Bei der Synthese neuer 

Aktinfilamente ist die Bildung des Nukleus der zeitbestimmende Schritt (Dramsi, 1998). 

F-Aktin besteht aus zwei Ketten G-Aktin, welche sich zu einer Helix aneinanderlagern 

(Holmes, 1990; Lee, 2003; Aguda, 2005). Dabei ist jedes G-Aktin polarisiert und lagert 

sich seiner Polarität entsprechend ausgerichtet an die benachbarte Untereinheit (Lee, 

2003). Auf Grund der Polarität der Untereinheiten lassen sich ein schneller 

polymerisierendes „Plus-Ende“ und ein circa zehnmal langsamer polymerisierendes 

„Minus-Ende“ unterscheiden (Schafer, 1995; Higgs, 2001; Lee, 2003). Zur Verlängerung 

der Filamente werden G-Aktin-Moleküle mit gebundenem ATP benötigt, die 

Depolymerisation wird durch die Hydrolyse des aktingebundenen ATP zu ADP 

eingeleitet (Carlier, 1990; Lee, 2002; Lee, 2003). 

 

Vorkommen  

Das Protein Aktin ist Baustein der Mikrofilamente des Zytoskeletts aller tierischen Zellen 

und der Myofibrillen in Muskelzellen. In vaskulären Endothelzellen kommt Aktin in 
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kurzen Mikrofilamenten in der Zellperipherie sowie gebündelt in Form so genannter 

Stressfasern vor (Wong, 1983; Wong, 1986; Schnittler, 1989; Gotlieb, 1990; Lee, 2003). 

Migrierende Endothelzellen bilden außerdem in den Bereichen ihrer Filopodien und 

Lamellopodien Aktinfilamente aus (Gov, 2006). Die Morphologie und Anzahl der 

Aktinfilamente verändert sich je nach physiologischer und pathophysiologischer 

Belastung der Endothelzelle, wie zum Beispiel in Abhängigkeit von Schubspannung 

oder Blutdruck (Wong, 1983; Gabbiani, 1984; Dudek, 2001; Shin, 2003; Li, 2005; Wu, 

2007) 

Die in der Zellperipherie angereicherten Aktinfilamente, auch als „dense peripheral 

band“ (DPB) bezeichnet, sind in präkonfluenten Zellkulturen oder Zellinseln noch nicht 

vorhanden, sondern erst bei Konfluenz nachweisbar (Wong, 1986; Lee, 2003). Dieses 

Verhalten lässt auf eine Funktion des DPB in Zusammenhang mit Zell-Zell-Kontakten 

und damit der Zellverband-Integrität schließen (Wong, 1986; Dudek, 2001; Lee, 2003; 

Lee, 2005). 

Den Stressfasern, welche das Zytosol durchkreuzen, wird eine wichtige Rolle bei der 

Ausbildung und der Verankerung von Zell-Matrix-Kontakten zugesprochen (Dudek, 

2001; Lee, 2003). Stressfasern treten bei verschiedenen Belastungssituationen sowie 

im Rahmen der Zellkontraktion nach entsprechender Stimulation vermehrt auf (Wong, 

1986; Bussolino, 1987; Ehringer, 1999; Lee, 2003). 

 

1.2.2 Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte  

Das Funktionieren einzelner Endothelzellen als Einheit im Zellverband bedarf ihrer 

Kommunikation über Verbindungen untereinander sowie zu der basal benachbarten 

Matrix (Dudek, 2001). Diese Verbindungen werden durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Kontakte vermittelt, sie gewährleisten ein abgestimmtes Verhalten der Zellen auf die 

jeweiligen Anforderungen (Mehta, 2006). Anzahl, Art und Dichte der Zell-Zell- 

beziehungsweise Zell-Matrix-Kontakte bestimmen die Durchlässigkeit der 

Barriereschicht (Dudek, 2001; Lee, 2003; Wu, 2005). Die Adhäsionsbereiche zu 

benachbarten Zellen oder zur Matrix stellen dabei keine statischen Gebilde dar, 

sondern unterliegen einer kontinuierlichen Neuordnung, um den Anforderungen an die 

einzelne Zelle oder den Zellverband situativ entsprechen zu können (Mehta, 2006). 

Zum Beispiel werden bei Verletzungen der Endothelschicht die Kontakte einer dem 

Defekt benachbarten Zelle zu ihren Nachbarzellen aufgelöst, sie kann sich nun mit Hilfe 
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„wandernder“ Zell-Matrix-Kontakte in Richtung des Defekts bewegen um diesen zu 

verschließen (Gabbiani, 1984; Shuster, 1998; Naik, 2006). 

 

1.2.2.1 Zell-Zell-Kontakte  

Zell-Zell-Kontakte, so genannte „Adherens Junctions“, verbinden benachbarte 

Endothelzellen an ihrer lateralen Wand (Lee, 2003; Broman, 2006). Sie bestehen zum 

Beispiel aus den transmembranären Cadherinen, welche extrazellulär kalziumabhängig 

an die Cadherine der Nachbarzelle binden können (Stevens, 2000; Bogatcheva, 2002; 

Lee, 2003). Vaskuläres endotheliales Cadherin (VE-Cadherin) ist der Hauptbestandteil 

dieser Zell-Zell-Kontakte in humanen Endothelien, sein Wegfall bewirkt einen Anstieg 

der endothelialen Permeabilität ohne vorausgegangene Zellkontraktion (Lampugnani, 

1995; Stevens, 2000; Lee, 2003; Broman, 2006). Intrazellulär sind die VE-Cadherine 

über α-, β- und γ-Catenin sowie über Aktin-bindende Proteine (wie zum Beispiel 

Vinculin, Zyxin oder α-Aktinin) mit Aktin verankert (Reinhard, 1996; Ingber, 1997; Lum, 

2001; Lee, 2003). Die Verbindungen zwischen einzelnen Endothelzellen sind weniger 

dicht als zwischen Epithelzellen (zum Beispiel Darmepithel, Hautepithel), es wird eine 

parazelluläre Basisdiffusion von Wasser und Molekülen bis zu einer bestimmten Größe 

zwischen Blut und Gewebe ermöglicht (Rubin, 1992; Hirase, 1997). 

 

1.2.2.2 Zell-Matrix-Kontakte  

Zell-Matrix-Kontakte entstehen, indem sich sogenannte „Focal Adhesion“-Moleküle zu 

Komplexen zusammenlagern und Endothelzellen mit der extrazellulären basalen Matrix 

verbinden (Ingber, 1997; Lee, 2003; Wu, 2005). Der transmembranäre Teil der Focal 

Adhesions besteht jeweils aus α- und β-Integrinen (Lee, 2003). Die numerische 

Zusammensetzung dieser Integrine bestimmt dabei den extrazellulären 

Bindungspartner, zum Beispiel bindet Integrin α5β1 an Fibronektin, während das Integrin 

α2β1 an Kollagen bindet (Ingber, 1997). Intrazellulär sind die Integrine über 

Verbindungsproteine mit dem Zytoskelett verankert (Lee, 2003; Li, 2005). Als 

Verbindungsproteine fungieren hierbei unter anderem Talin, Vinculin, Paxillin, Zyxin und 

α-Aktinin (Plopper, 1993; Lee, 2003; Li, 2005). Sie übertragen die Kraft zwischen dem 

kontraktilen Apparat der Zelle und der extrazellulären Matrix.  
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1.3 Entzündung  

Eine Entzündung ist klassischer Weise durch Rötung (Rubor), Schwellung (Tumor), 

Schmerz (Dolor), Überwärmung (Calor) und Funktionsverlust (Funktio laesa) des 

betroffenen Gewebes oder Organsystems gekennzeichnet. Die Schwellung kommt 

durch eine Verschiebung von Flüssigkeit von intravasal in das umgebende Gewebe 

zustande (Stevens, 2000; Alexander, 2002). Die Flüssigkeit wird auf Grund eines 

entzündungsbedingten Integritätsverlustes des Endothels dem Druckgradienten folgend 

aus den Gefäßen in das umliegende Gewebe gepresst, es kommt zum Gewebeödem 

(Michel, 1999; Stevens, 2000; Farand, 2006; Czabanka, 2007). Verursacht wird diese 

Störung der endothelialen Barriere zum Beispiel durch verschiedene chemische Noxen, 

Ischämie, Pathogene und deren Produkte (zum Beispiel E. coli Hämolysin A und S. 

aureus α-Toxin) sowie durch endogene Mediatoren wie Thrombin, Tumor-Nekrose-

Faktor, vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und Histamin oder 

granulozytäre Produkte wie Hydroxylradikale, Proteasen oder Elastase (Ehringer, 1996; 

Hippenstiel, 1998; Alexander, 2001; Clauss, 2001; Hippenstiel, 2002; Hippenstiel, 2003; 

Seybold, 2005). 

 

1.3.1 Thrombin  

Thrombin ist eine Serin-Protease, deren Freisetzung aus im Blut zirkulierendem 

Prothrombin durch vorgeschaltete Proteine der Komplementkaskade (Faktor X und 

Faktor V) oder an der Oberfläche von in ihrer Integrität gestörten Endothelzellen 

vermittelt wird (Rodgers, 1983; Vu, 1991; Liu, 1996; Bogatcheva, 2002). Thrombin 

aktiviert zum einen die Blutgerinnung und bewirkt zum anderen 

Funktionsveränderungen der Endothelzellen. Diese beinhalten sowohl die Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren, vasoaktiven Substanzen und Wachstumsfaktoren 

(Bogatcheva, 2002) als auch eine Alteration ihrer Barrierefunktion (Thurston, 1994; 

Ehringer, 2000; Sandoval, 2001).  

Werden ruhende Endothelzellen in vitro mit Thrombin stimuliert, so resultiert eine starke 

Zunahme von Stressfasern, die Zellen kontrahieren sich und es bilden sich große 

interzelluläre Lücken aus (Garcia (1), 1995; Carbajal, 2000; Bogatcheva, 2002). Ein 

DPB ist in diesen Zellen nicht mehr nachzuweisen, es kommt zur Retraktion der Zellen 

mit konsekutiver Permeabilitätszunahme (Suttorp (2), 1996; Lee, 2003).  

Thrombin aktiviert Endothelzellen direkt über die partielle Proteolyse seines 

membranständigen Rezeptors (Vu, 1991; Ehringer, 2000; Bogatcheva, 2002). Im 
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nächsten Schritt werden zum einen über verschiedene GTP-bindende Proteine die 

Adenylylzyklase und somit die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) 

inhibiert und zum anderen die Aktivierung von Phospholipase C und darüber die 

Bildung von Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) induziert (Garcia, 1993; 

Lum, 1994; Ehringer, 2000; Bogatcheva, 2002). 

Letzteres führt unter anderem zu der Aktivierung verschiedener Proteinkinase C-

Isoformen und Tyrosinkinasen sowie einem Anstieg des intrazellulären Kalziums 

(Garcia (3), 1995; Ehringer, 2000; van Nieuw Amerongen, 2000; Bogatcheva, 2002). 

Der intrazelluläre Kalziumanstieg induziert eine Aktivierung von Matrix-

Metalloproteinasen-2 sowie eine Phosphorilierung der Myosin-Leichtkette (MLC) durch 

die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK), die MLC liegt somit in ihrer kontraktilen Form 

vor (van Nieuw Amerongen, 2000). Dies hat eine Bündelung der relativ ungeordneten 

Aktinfilamente der ruhenden Endothelzelle zu den Stressfasern der aktivierten 

Endothelzelle zur Folge (Garcia (2), 1995; Garcia (3), 1995; Dudek, 2001; Hippenstiel, 

2002; Wójciak-Stothard, 2002; Lee, 2003). Dies führt zur Kontraktion der Zellen mit 

interendothelialer Lückenbildung und konsekutivem Anstieg der endothelialen 

Permeabilität (Garcia (3), 1995; Ehringer, 2000; van Nieuw Amerongen, 2000; 

Bogatcheva, 2002).  

Aktivierte Proteinkinase C reduziert die Aktivität der Phospholipase C und bewirkt einen 

Abfall des intrazellulären Kalziums, was die Thrombinwirkung limitiert (Bogatcheva, 

2002). 

Die aktivierten Tyrosinkinasen scheinen über eine Phosphorilierung von junktionalen 

Proteinen ebenfalls eine Erhöhung der endothelialen Permeabilität zu bewirken (van 

Nieuw Amerongen, 2000).  

Des Weiteren wird über einen Thrombinrezeptor vermittelten Weg Rho A Kalzium-

unabhängig aktiviert (van Nieuw Amerongen, 2000; Bogatcheva, 2002; Setiadi, 2003).  

Die Auswirkungen von Thrombin auf die endotheliale Permeabilität sind durch zyklische 

Nukleotide beeinflussbar (Lum, 1994; Suttorp (1), 1996; van Nieuw Amerongen, 2000; 

Bogatcheva, 2002; Hippenstiel, 2002). 

Auf Grund der ausgeprägten und reproduzierbaren Antwort humaner Endothelzellen auf 

eine Stimulation mit Thrombin wurde in der vorliegenden Arbeit Thrombin als 

Positivkontrolle für die Induktion endothelialer Hyperpermeabilität verwendet (Garcia 

(1), 1995; Suttorp (1), 1996; Bogatcheva, 2002). 
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1.3.2 Kleine GTP-bindende Proteine  

Die kleinen GTP-bindenden Proteine sind wichtige Akteure bei einer Vielzahl von 

intrazellulären Signalwegen (Takai, 2001). Rho-Proteine (Ras homologous proteins) 

gehören zur Rho-Superfamilie der kleinen GTP-bindenden Proteine, diese enthält 

neben Rho noch weitere Subfamilien (zum Beispiel Cdc42 und Rac; Ridley, 2001; 

Takai, 2001). Rho-Proteine haben spezifische Funktionen bei der Regulation des 

Zytoskeletts (Hippenstiel, 1997; Carbajal, 2000; Takai, 2001; Bogatcheva, 2002; 

Wójciak-Stothard, 2002; Lee, 2003; Sun, 2006), sie sind an der Bildung von Zell-

Kontakten und Stressfasern beteiligt (Ridley, 1992; Hill, 1995; Takai, 2001; Bogatcheva, 

2002; Lee, 2003).  

Dies geschieht zum Beispiel auf folgendem exemplarisch dargestellten Weg: aktiviertes 

RhoA bindet an Rho-Kinase (ROK), welche daraufhin die Myosin-Leichtketten-

Phosphatase phosphoriliert und damit inaktiviert (Carbajal, 2000; van Nieuw 

Amerongen, 2000; Takai, 2001; Bogatcheva, 2002; Hippenstiel, 2002; Lee, 2003; Sun, 

2006). Die MLC kann nun von der MLCK wie auch von ROK phosphoriliert werden 

(Amano, 1996; Carbajal, 2000; van Nieuw Amerongen, 2000; Ridley, 2001; Takai, 2001; 

Bogatcheva, 2002; Hippenstiel, 2002).  

Des Weiteren lokalisiert aktiviertes Rho die Phosphatidylinositol 4-phosphat 5-Kinase 

(PIP5K) an die Zellmembran und aktiviert sie, hierdurch wird eine lokalisierte Produktion 

von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) und darüber die Ausbildung von 

Stressfasern sowie die Aneinanderlagerung von Zell-Kontakten iniziiert (Dudek, 2001; 

Takai, 2001; Lee, 2003).  

Aktiviertes Rho induziert außerdem eine Translokation von P-Selektin zur 

Zelloberfläche (Setiadi, 2003). P-Selektin ist ein transmembranäres Protein, seine 

Translokation in die Zellwand induziert eine vermehrte Leukozytenmigration (Sugama, 

2002; Setiadi, 2003).  

Die Funktionen von Rho-Proteinen hinsichtlich des Aktinzytoskeletts sind sehr komplex, 

es werden eine Vielzahl von weiteren Effektoren beschrieben (Hippenstiel, 1997; Takai, 

2001; van Nieuw Amerongen, 2002).  
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1.4 Endotheliale Permeabilität  

Die im Rahmen vieler Erkrankungen auftretende spezifische oder unspezifische 

Entzündungsreaktion bewirkt endotheliales Barriereversagen mit konsekutiver 

Ödembildung und Dysfunktion (Tumor und functio laesa; van Nieuw Amerongen, 2002; 

Yuan, 2002; Farand, 2006; Czabanka, 2007) .  

Ursache für die erhöhte Permeabilität sind Veränderungen des Zytoskeletts sowie der 

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte (Shasby, 1982; Schnittler, 1990; Suttorp (2), 1996; 

Dudek, 2001; Minshall, 2006; Mehta, 2006). Dieser Prozess findet bei Entzündungen 

hauptsächlich im Bereich der postkapillären Venulen des jeweiligen Organsystems statt 

(McDonald, 1999; van Nieuw Amerongen,  2002).  

Prinzipiell lassen sich zwei Wege des Flüssigkeits- und Stoffaustausches über die 

Endothelbarriere unterscheiden, der transzelluläre und der parazelluläre Weg (Minshall, 

2006). 

 

1.4.1 Transzelluläre endotheliale Permeabilität  

Der transzelluläre Transport von Molekülen kann aktiv, erleichtert oder passiv erfolgen. 

Er ist bei größeren und/oder hydrophilen Molekülen an das Vorhandensein spezifischer 

Transportproteine oder Rezeptoren gekoppelt (Stevens, 2000; Minshall, 2002; Minshall, 

2006). Diese Moleküle werden entweder mit Hilfe bestimmter Transporter über die 

Membranen gebracht und sind im Zytosol frei gelöst, oder sie werden in Vesikeln durch 

die Zelle geschleust (Dvorak, 1996; Stevens, 2000; Minshall, 2002; van Nieuw 

Amerongen, 2002; Minshall, 2006). Diese rezeptorvermittelten Transportmechanismen 

können durch spezifische Substanzen wie Hormone, Stoffwechselprodukte oder 

Medikamente für unterschiedliche Moleküle einzeln blockiert oder aktiviert werden und 

sind hochspezifisch (Mehta, 2006). Die transzelluläre Permeabilität beinhaltet eine 

Richtungsweisung durch das Zytoskelett, sie ist durch Veränderungen des Zytoskeletts 

beeinflussbar (Minshall, 2002; Minshall, 2006). Kleinere sowie lipophile Moleküle und 

Wasser können frei durch die Zellmembran entlang entsprechender Gradienten 

diffundieren (Michel, 1999; van Nieuw Amerongen, 2002). Als Beispiel für ein die 

transzelluläre Permeabilität erhöhendes Agens ist der vaskuläre endotheliale 

Wachstumsfaktor (VEGF) zu nennen (Hippenstiel, 1998; Michel, 1999; Chen, 2002; van 

Nieuw Amerongen, 2002). VEGF, auch unter dem Namen vaskulärer 

Permeabilitätsfaktor bekannt, bewirkt eine Aktivierung der Endothelzellen mit erhöhter 
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Expression von P-Selektin sowie der vermehrten Bildung von IP3 und konsekutiver 

Hyperpermeabilität (Hippenstiel, 1998; Feng, 1999). 

 

1.4.2 Parazelluläre endotheliale Permeabilität  

Parazelluläre Permeabilität erfolgt durch interzelluläre Poren unterschiedlicher und 

variabler Größe entlang von Druck- oder Konzentrationsgradienten (Minshall, 2006). 

Der Fluss ist abhängig von Größe, Form, Ladung und Bindungskapazitäten des 

jeweiligen Moleküls und stellt den typischen Weg erhöhter Permeabilität bei 

Entzündungsgeschehen dar (van Nieuw Amerongen, 2002; Minshall, 2006; Mehta, 

2006). 

Die parazelluläre Durchlässigkeit des Endothels ist vom Zustand der Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Kontakte, also von den „Lücken“ im Gewebe, abhängig (Schnittler, 1990; Suttorp 

(2), 1996; McDonald, 1999; Stevens, 2000; Mehta, 2006). Veränderungen der 

parazellulären Permeabilität sind meist mit Alterationen des endothelialen Zytoskeletts 

vergesellschaftet (Schnittler, 1990; Suttorp (2), 1996; Dudek, 2001; Kanthou, 2006). 

Bei Untersuchungen, welche die parazelluläre Permeabiliät bei Entzündungen 

betreffen, erscheint es sinnvoll, Veränderungen des Zytoskeletts zu betrachten 

(Schnittler, 1990; Stevens, 2000). 

 

1.4.3 Zelluläre Vorgänge im Rahmen veränderter para zellulärer Permeabilität  

Der Zustand des Aktinzytoskeletts hat einen unmittelbaren Einfluss auf die Zellkontakte, 

die Form der Zelle und folglich auch auf die Integrität des Zellverbandes (Bussolino, 

1987; Lin, 1992; Dudek, 2001; Shin, 2003; Lee, 2004). Eine Kontraktion der 

Zellfilamente Aktin und Myosin beziehungsweise eine entsprechende Neuordnung 

dieser Filamente bewirkt eine Verkleinerung der Zelloberfläche und konsekutiv eine 

Zunahme interzellulärer Poren und damit der Durchlässigkeit der endothelialen Barriere 

(Schnittler, 1990; Ehringer, 1996; Suttorp (2), 1996; Ikeda, 1999; Stevens, 2000; Dudek, 

2001). Auch ein Wegfall der Zell-Kontakte erhöht die parazelluläre Permeabilität 

(Lampugnani, 1995; Stevens, 2000; Lee, 2003; Broman, 2006). Verschiedene Modelle 

versuchen den Zusammenhang zwischen den morphologischen Veränderungen der 

einzelnen Zelle und ihrer Kontakte und Veränderungen der Permeabilität des 

Zellverbands zu beschreiben. Im Folgenden wird auf zwei unterschiedliche 

Erklärungsansätze eingegangen: 
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Das Tensegrity Modell  

Das von Ingber vorgestellte Tensegrity (tensional integrity) Modell beschreibt den 

Zusammenhang zwischen dem Zustand des Zytoskeletts einer Zelle und der Zellform 

und -funktion sowie die Möglichkeit eines mechanochemischen Signalweges über das 

Zytoskelett (Ingber, 1997). Es wird ein zusammenhängendes Aktinfilamentnetz 

postuliert, welches über weitere Strukturproteine direkt mit umliegenden Zellen sowie 

der extrazellulären Matrix auf der einen Seite und mit intrazellulären Organellen und 

dem Zellkern auf der anderen Seite verbunden ist (Ingber, 1993; Lee, 2003). Auf Grund 

seiner Kontraktilität erzeugt es eine zentripedal gerichtete Spannung (Dudek, 2001). Die 

mit dem Filamentnetz verbundenen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte bilden durch 

ihren festen Kontakt mit umliegenden Zellen oder der Matrix die Gegenkraft. Mikrotubuli 

bilden dabei möglicherweise ebenfalls eine stabilisierende Gegenkraft zu den 

kontraktilen Mikrofilamenten (Ingber, 1993; Ingber, 1997). In diesem Modell bestimmen 

das Spiel und Gegenspiel dieser gegeneinander gerichteten Kräfte die Form der Zelle 

(Stevens, 2000; Lum, 2001; Lee, 2003). Die Größe der interzellulären Lücken ist 

abhängig von der zytoskelettalen Spannung, von Lokalisation und Aktivitätszustand der 

junktionalen Proteine sowie von den Verbindungen zwischen ihnen und dem Zytoskelett 

(Stevens, 2000; Alexander, 2002). Eine aktive Kontraktion des Zytoskeletts geht mit 

einer Zunahme der zentripedal gerichteten Kraft einher, dies hat konsekutiv eine 

Zunahme von interzellulärer Porenanzahl und -größe und somit der Permeabilität zur 

Folge (Ingber, 1993; Ingber, 1997; Stevens, 2000). Umgekehrt führt auch eine 

Abnahme der stabilisierenden Gegenkraft durch Wegfall oder Umorganisation der 

junktionalen Proteine oder der Mikrotubuli zu einem Ungleichgewicht der Kräfte mit 

daraus resultierender Zellkontraktion und Permeabilitätszunahme (Ingber, 1997). Eine 

Nettopolymerisation von Mikrotubuli oder Mikrofilamenten oder deren Umverteilung ist 

demnach nicht notwendig, um den Funktionszustand des Endothels in Bezug auf seine 

Durchlässigkeit zu verändern (Ingber, 1997).  

 

Integritätsverlust der endothelialen Barriere durch  Neuordnung von 

Strukturproteinen  

Untersuchungen an Endothelzellen zeigten, dass nach entsprechender Stimulation eine 

Reorganisation der Mikrofilamente mit Zunahme der Stressfasern und Abnahme des 

DPB erfolgt (Lum, 1994; Lum, 2001). Das DPB hat unter anderem die Funktion, 

Proteine der Adherens Junctions zusammen zu lagern und an der lateralen 
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Zellmembran zu lokalisieren. Bei einem Verlust dieses peripheren Aktinbandes und 

damit der Adherens Junctions verliert der Zellverband seine Integrität, die Permeabilität 

nimmt zu (Lampugnani, 1995; Stevens, 2000; Lum, 2001; Lee, 2003; Broman, 2006). 

Auf der anderen Seite bewirken Aktin-stabilisierende Substanzen, wie zum Beispiel 

Phalloidin, den Erhalt des DPB und anderer Aktinfilamente und vermindern hierdurch 

eine Zunahme der Permeabilität nach entsprechender Stimulation (Schnittler, 1990; 

Alexander, 2002). 

Die unterschiedlichen Erklärungsmodelle müssen sich letztlich nicht gegenseitig 

ausschließen, sondern stellen verschiedene, sich überlappende Wege dar, auf denen 

das Zytoskelett und somit der Funktionszustand der endothelialen Barriere variiert 

werden kann (Stevens, 2000).  

 

1.5 Zyklische Nukleotide  

Zyklische Nukleotide [zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches 

Guanosinmonophosphat (cGMP)] sind als sekundäre Botenstoffe Bestandteil einer 

Vielzahl von Signalwegen. Sie sind an der Regulation von Stoffwechsel, Kontraktilität, 

Mobilität und an der Transkription von Genen in verschiedenen Zelltypen beteiligt 

(Smirnov, 1989; Omori, 2001). Sie beeinflussen unter anderem die Aktivität von 

Proteinkinasen, Phosphodiesterasen und Ionenkanälen (Francis, 1999; Francis, 2001; 

Omori, 2007). Sie nehmen Einfluss auf die intrazelluläre Kalziumkonzentration und 

spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der endothelialen Permeabilität (van 

Nieuw Amerongen, 2002; Yuan, 2002; Minshall, 2006).  

Ein Abfall von intrazellulärem cAMP, zum Beispiel durch die Thrombin-vermittelte 

Inaktivierung der Adenylylzyklase, führt zu einem Integritätsverlust des Endothels 

(Brodie, 1972; Aktories, 1984; Bogatcheva, 2002). Umgekehrt konnte gezeigt werden, 

dass erhöhte cAMP-Konzentrationen die entzündungsbedingte, zum Beispiel Thrombin-

induzierte, Permeabilitätszunahme reduziert (Suttorp, 1993; Suttorp (1), 1996; 

Bogatcheva, 2002; Hippenstiel, 2002; van Nieuw Amerongen, 2002).  

Die Wirkung von cGMP in Bezug auf die Permeabilität wird kontrovers diskutiert 

(Surapisitchat, 2007). Sie scheint abhängig vom jeweiligen Gefäßabschnitt sowie dem 

Funktionszustand des Endothels zu sein (Cooper, 1987; Zimmerman, 1990). Des 

Weiteren scheint die Höhe des zytosolischen cGMP-Spiegels bezüglich seiner Wirkung 

auf die endotheliale Permeabilität eine Rolle zu spielen (Surapisitchat, 2007). 
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1.5.1 Regulation der zyklischen Nukleotide  

Die zyklischen Nukleotide werden von den Enzymen Adenylylzyklase und 

Guanylylzyklase aus Adenosintriphosphat (ATP) und Guanosintriphosphat (GTP) 

gebildet (Bentley, 1992; Baker, 2004). Sie aktivieren im nächsten Schritt unter anderem 

die cAMP- beziehungsweise cGMP-abhängigen Proteinkinasen (PKA und PKG; 

Francis, 1999). Phosphodiesterasen limitieren die Wirkung der zyklischen Nukleotide 

durch deren Abbau (Bentley, 1992; Lucas, 2000).  

 

1.5.1.1 Adenylylzyklase und Guanylylzyklase  

Die Zyklasen existieren in mehreren Isoformen, welche spezifische Verteilungsmuster in 

den verschiedenen Geweben wie auch in einzelnen Zellen aufweisen (Lucas, 2000; 

Hanoune, 2001). Es werden derzeit neun Isoformen der Adenylylzyklase (Hanoune, 

2001) und elf Isoformen der Guanylylzyklase (Kobiałka, 2000; Lucas, 2000) 

beschrieben. Die Adenylyzyklase ist membrangebunden, die Guanylyzyklase tritt als 

membrangebundenes und zytosolisches Enzym auf (Kobiałka, 2000; Lucas, 2000; 

Pyriochou, 2005). Sie sind jeweils Bestandteil bestimmter Signalwege und werden auf 

unterschiedliche Art und Weise, wie zum Beispiel durch Phosphorilierung, aktiviert 

(Lucas, 2000; Hanoune, 2001; Pyriochou, 2005).  

 

1.5.1.2 Phosphodiesterasen  

In Säugetieren werden gegenwärtig Phosphodiesterasen (PDE) in elf Isoenzymfamilien 

unterschieden (Matsumoto, 2003; Maurice, 2003; Bender 2006), diese enthalten mehr 

als 50 verschiedene Isoenzyme (Bender, 2006; Lugnier, 2006). Phosphodiesterasen 

beenden die Wirkung zyklischer Nukleotide durch Spaltung ihrer 3´-

Phosphodiesterbindung, dies führt zur Bildung des entsprechenden 5´-Monophosphats 

(Francis, 2001; Bender, 2006; Lugnier, 2006). In Endothelzellen lässt sich die Aktivität 

der Isoenzyme PDE2, PDE3 und PDE4 nachweisen (Suttorp, 1993; Suttorp (1), 1996; 

Suttorp (2), 1996; Bender, 2006). In geringeren Mengen finden sich auch die PDE1 und 

PDE7 (Bender, 2006). Die PDE2 ist dabei hauptsächliches Metabolisationsenzym von 

cGMP (Suttorp (2), 1996), die PDE3 trägt zu dessen Abbau wenig, die PDE4 gar nichts 

bei (Suttorp (2), 1996; Bender, 2006). Im Gegensatz dazu wird cAMP hauptsächlich zu 

etwa gleichen Teilen durch die PDE3 und PDE4 verstoffwechselt (Suttorp, 1993; 

Seybold, 2005; Suttorp (2), 1996; Lugnier, 2006). 
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1.5.2 Wirkungsweise der zyklischen Nukleotide  

Schlüsselenzyme der cAMP- und cGMP-vermittelten intrazellulären Wirkung stellen die 

cAMP- beziehungsweise cGMP-abhängigen Proteinkinasen (PKA und PKG) dar 

(Lucas, 2000). Durch direkte Bindung von cAMP beziehungsweise cGMP an die 

jeweiligen Proteinkinasen werden diese aktiviert (Lucas, 2000). Weitere Zielproteine der 

zyklischen Nukleotide stellen zum Beispiel Ionen-Kanäle oder sogennate EPACs dar 

(Lucas, 2000). Letztere sind GTPase-Austausch-Proteine, welche wiederum 

nachgeschaltete  Proteine (zum Beispiel die kleinen G-Proteine Rap1a und Rap1b) 

PKA-unabhängig aktivieren (de Rooij, 2000; Kawasaki, 1998; Houslay, 2000). 

 

PKA und PKG  

Die Proteinkinasen A und G werden in jeweils zwei Subtypen (I und II) unterteilt, diese 

enthalten mehrere Isoformen. Jedes Enzym besteht aus zwei regulatorischen und zwei 

katalytischen Untereinheiten, welche zusammen ein Tetramär bilden (Essayan, 2001). 

Durch Anlagerung von vier zyklischen Nukleotiden geben die regulatorischen 

Untereinheiten die katalytischen frei und überführen das Enzym in seinen aktivierten 

Zustand (Essayan, 2001). Die Proteinkinasen A und G vermitteln durch 

Phosphorilierung nachgeschalteter Proteine unterschiedlichste zelluläre Signale 

(Francis, 1999). Beide Kinasen fungieren dabei als Serin/Threonin-Kinase. Zielproteine 

der Proteinkinasen sind zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, Ionen-Kanäle oder 

Signalproteine, die Adenylyl- und Guanylylzyklase sowie verschiedene PDEs (Francis, 

1999). Ein weiteres etabliertes Zielprotein der beiden Proteinkinasen ist das 

Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP; Halbrügge, 1990; Butt, 1994; 

Bachmann, 1999).  

Beide Enzyme wurden als Stabilisatoren der Endothelbarriere beschrieben. So führte 

eine Blockade der PKA in verschiedenen Zelltypen zu einer Zunahme der Permeabilität 

(Comerford 2002).  
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1.6 Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein (VASP)  

VASP ist Mitglied der Ena/VASP-Familie, welche außerdem die Proteine Ena 

(Drosophila Enabled), sein Säugetier-Homolg Mena (Mammalian Ena), Avena (Avian 

Ena), EVL (Ena/VASP-like protein) und das Caenorhabditis unc-34 Genprodukt enthält 

(Gertler, 1996; Harbeck, 2000). Mena, EVL und VASP finden sich in verschiedenen 

Zelltypen bei Vertebraten (Gertler, 1996). Es wird vermutet, dass die Mitglieder dieser 

Familie eine wichtige Rolle bei der Vermittlung extrazellulärer Signale auf das 

Zytoskelett spielen, wobei ihnen jeweils spezifische als auch überlappende Funktionen 

zugeschrieben werden (Gertler, 1996; Aszódi, 1999; Reinhard, 2001; Loureiro, 2002; 

Kwiatkowski, 2003). Sie sind an verschiedenen Aktin-abhängigen Prozessen, wie Axon-

guidance, Verschluss der Neuralröhre, Beeinflussung der Plättchenaggregation, T-Zell 

Aktivierung, Phagozytose, der Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten 

sowie der intrazellulären Fortbewegung von Listeria monocytogenes beteiligt (Gertler, 

1996; Harbeck, 2000; Kwiatkowski, 2003).  

 

1.6.1 Struktur von Vasodilator-stimuliertem Phospho protein  

Gemeinsam ist den Proteinen der Ena/VASP-Familie ihre konservierte Struktur, welche 

die folgenden drei Domänen enthält: 

1. die N-terminale Ena-VASP-Homologie-1 (EVH1), 

2. die zentrale Prolinreiche Domäne und 

3. die C-terminale Ena-VASP-Homologie-2 (EVH2; Gertler, 1996). 

Humanes VASP besteht aus 380 Aminosäuren (AS), die sich folgendermaßen auf die 

einzelnen Domänen aufteilen: 

EVH1:  AS 1-113 

Zentrum: AS 114-225 

EVH2:  AS 226-380 

und hat ein angenommenes Molekulargewicht von 46 kDa (Hüttelmaier, 1998; Harbeck, 

2000; Price, 2000). 

 

1.6.1.1 Die EVH1-Domäne  

Die EVH1-Domäne ist der am höchsten konservierte Bereich innerhalb der Ena/VASP-

Familie (Gertler, 1996). Sie vermittelt eine Anreicherung von VASP an Zellkontakte 

sowie Bereiche erhöhter Membranaktivität. Dabei bindet VASP an Proteine der Zell-

Zell- und Zell-Matrix-Kontakte, welche über eine EVH1-Bindungsstelle verfügen, zum 
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Beispiel Zyxin und Vinculin (Brindle, 1996; Gertler, 1996; Reinhard (1), 1995; Reinhard, 

1996; Niebuhr, 1997; Harbeck, 2000). VASP bindet innerhalb dieser Proteine an kurze 

Sequenzen, welche aus einem Phenylalanin gefolgt von vier oder fünf Prolin bestehen 

(sogenannte FP4-Motive; Brindle, 1996; Gertler, 1996; Niebuhr, 1997) und welche von 

sauren Aminosäuren flankiert werden (Harbeck, 2000; Price, 2000).  

Weitere Proteine, welche über eine EVH1-Bindungsstelle verfügen, sind FYB/SLAP 

(Fyn-binding protein/SLP76-associated protein; Bestandteil immunologischer Synapsen 

in T-Zellen und beteiligt an der Phagozytose von Makrophagen), LPP, Ankyrin G und 

FAT (unbekannte physiologische Relevanz) sowie das Bakterienprotein ActA der 

Listerien (Reinhard, 2001).  

Die EVH1-Domäne scheint für die örtliche Verteilung von VASP innerhalb der Zelle 

verantwortlich zu sein. 

 

1.6.1.2 Das prolinhaltige Zentrum  

Das prolinhaltige Zentrum ist die am wenigsten konservierte Untereinheit innerhalb 

dieser Proteinfamilie. Es enthält vier Wiederholungen eines GP5-Motivs (Reinhard (2), 

1995; Comerford, 2002). Diese GP5-Bindungsstellen binden sowohl die Proteine Profilin 

I und II als auch das Protein Chickadee (Reinhard (2), 1995; Harbeck, 2000). Profilin 

hat als Bindungspartner von G-Aktin eine zentrale Rolle bei der Aktinpolymerisation. 

Des Weiteren finden sich hier Bindungsstellen für weitere Proteinbestandteile wie zum 

Beispiel die Src-homology 3, WW-Domänen, Abl und D-Abl (Reinhard, 2001; Reinhard 

(2), 1995; Gertler, 1996; Kwiatkowski, 2003).  

Das zwischen der EVH1- und EVH2-Domäne gelegene prolinhaltige Zentrum scheint 

die Aktinpolymerisation initiieren und beschleunigen zu können (Sun, 1995; Price, 

2000). 

 

1.6.1.3 Die EVH2-Domäne  

Die EVH2-Domäne enthält drei hoch konservierte Regionen: die F-Aktin bindende 

Region (FAB), die Coiled-coil-Region (COCO-Region) und das thymosin-β4-like motif 

(TLM; Kwiatkowski, 2003). Die EVH2-Domäne scheint die Nukleation von F-Aktin, die 

Bindung von VASP an F-Aktin sowie die Verlängerung und Bündelung von F-Aktin zu 

vermitteln (Bachmann, 1999; Hüttelmaier, 1999; Harbeck, 2000; Lambrechts, 2000; 

Price, 2000; Walders-Harbeck, 2002; Kwiatkowski, 2003).  
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Die FAB bindet filamentäres Aktin, ist für die Nukleation von Aktin notwendig und 

vermittelt die anti-capping-Aktivität von VASP (Krause, 2002; Walders-Harbeck, 2002; 

Kwiatkowski, 2003). Sie scheint außerdem für die Konzentration von VASP an den 

Lamellopodienspitzen zuständig und für die Motilität der Gesamtzelle notwendig zu sein 

(Loureiro, 2002).  

Durch die COCO-Region der EVH2-Domäne wird die Oligomerisation des Proteins 

vermittelt (Bachmann, 1999; Walders-Harbeck, 2002; Kwiatkowski, 2003). Das VASP 

Tetramär ist, verglichen mit seinem Monomer oder Dimer, in der Lage, F-Aktin Stränge 

untereinander zu verbinden und eine verstärkte Bindung an F-Aktin und G-Aktin 

auszubilden (Walders-Harbeck, 2002). Diese ist, verglichen mit der Bindung zwischen 

einem VASP-Monomer und F-Aktin, weniger salz- und temperaturabhängig (Bachmann, 

1999; Hüttelmaier, 1999). Auch scheint die VASP-Oligomerisation für die 

Aktinnukleation notwendig zu sein (Bachmann, 1999; Walders-Harbeck, 2002; 

Kwiatkowski, 2003) 

 Das TLM ist eine 14 AS lange basische Sequenz, welche G-Aktin binden kann und 

auch in vielen anderen G-Aktin bindenden Proteinen enthalten ist (Gertler, 1996; van 

Troys, 1996; Walders-Harbeck, 2002; Kwiatkowski, 2003). β-Thymosin bindet G-Aktin 

und stellt es, zumindest in vitro, schnell zur Polymerisation zu Verfügung. Es kann 

angenommen werden, dass diese Sequenz innerhalb von VASP die Wirkung des 

zentral gebundenen Profilins und damit seine eigene Funktion verstärkt (Sun, 1995). 

Das TLM scheint für die katalytische Funktion von VASP bei der Aktin-Polymerisation 

essentiell (Sun, 1995; Walders-Harbeck, 2002; Kwiatkowski, 2003). 

In keinem anderen bekannten Protein außerhalb der Ena/VASP-Familie ist eine der 

EVH2-Domäne ähnliche Struktur vorhanden (Bachmann, 1999). 

 

1.6.2 Vorkommen  

VASP  ist ein im Zytoplasma verschiedener humaner Zellen vorkommendes Protein. 

Man findet es in Endothelzellen, aber auch in glatten Muskelzellen, Lymphozyten, 

Leukozyten, Fibroblasten und Epithelzellen. Erstmals wurde es in Thrombozyten als 

unmittelbares Substrat der Proteinkinasen A und G beschrieben (Halbrügge, 1990). 

Eine Phosphorilierung von VASP verhinderte eine Bindung von Fibrinogen an das 

Integrin αIIbβ3 und hatte eine Aggregationshemmung der Thrombozyten zur Folge 

(Halbrügge, 1990; Walter, 1993).  
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In kontraktilen Zellen wie Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten ist 

VASP an der Regulation des Aktinzytoskeletts beteiligt (Aszódi, 1999; Smolenski, 

2000). VASP reichert sich an Komplexen der Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakte, an 

Stressfasern und in Gebieten hoher Membranaktivität, wie zum Beispiel Lamellopodien- 

und Filopodienspitzen, an (Price, 2000). Innerhalb der Stressfasern bindet VASP an die 

Strukturproteine α-Aktinin und Zyxin, von denen angenommen wird, dass sie die Plus-

Enden von Aktinfilamenten einbetten (Reinhard, 2001). Des Weiteren bildet VASP eine 

direkte elektrostatische Interaktion mit Aktinfilamenten aus (Bachmann, 1999; Harbeck, 

2000).  

 

1.6.3 Regulation  

Humanes VASP besitzt Phopsphorilierungsstellen an Serin157, Serin239 und Threonin278 

(Butt, 1994; Smolenski, 1998). Serin157 befindet sich innerhalb des prolinreichen 

Zentrums von VASP, Serin239 und Threonin278 innerhalb der EVH-2 Domäne (Butt, 

1994; Smolenski, 1998; Harbeck, 2000). VASP ist ein direktes Substrat der cAMP- und 

cGMP-abhängigen Proteinkinasen (PKA und PKG; Halbrügge, 1990; Butt, 1994; 

Bachmann, 1999), eine Blockade der PKA beziehungsweise PKG verhindert die 

Phosphorilierung von VASP an den entsprechenden Aminosäuren (Comerford, 2002). 

Die Proteinkinasen sind in der Lage, jeweils alle drei genannten Aminosäuren zu 

phosphorilieren. Dies geschieht mit unterschiedlicher Präferenz, wobei Serin157 von der 

PKA bevorzugt phosphoriliert wird. Serin239 wird etwas geringer und Threonin278 nur 

schwach von der PKA phosphoriliert (Harbeck, 2000). Serin239 ist eine der am besten 

charakterisierten PKG-abhängigen Phosphorilierungsstellen (Smolenski, 1998; 

Harbeck, 2000). Serin157 wird mit schwächerer Kinetik und Threonin278 kaum von der 

PKG umgesetzt. Threonin278 wird von beiden Proteinkinasen mit wenig Effizienz 

phosphoriliert (Butt, 1994; Harbeck, 2000; Schäfer, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 



E i n l e i t u n g  | 23 
 

 

Abbildung 1: 

 

 

Abb. 1: Die Proteinkinasen A und G phosphorilieren die Phosphorilierungsstellen von 

VASP mit unterschiedlicher Präferenz. Die Dicke der Pfeile stellt schematisch die 

Affinität der Kinasen zu den jeweiligen Phosphorilierungsstellen dar. Oberhalb der 

Domänen sind Beispiele der jeweiligen Bindungspartner angegeben. 

PKA=Proteinkinase A; PKG=Proteinkinase G; EVH1=Ena-VASP-Homologie1; 

PR=Prolinreiche Region; EVH2=Ena-VASP-Homologie2; S=Serin; T=Threonin. Die 

Abbildung ist modifiziert aus Harbeck, 2000 entliehen. 

 

Die Dephosphorilierung erfolgt schnell nach Absinken der intrazellulären cAMP- und 

cGMP-Konzentrationen auf Basalwerte und wird durch die Serin/Threonin-

Phosphatasen 1 und 2 vermittelt (Halbrügge, 1989; Smolenski, 1998; Harbeck, 2000). 

Die Phosphorilierung von VASP zeigte sich bei einigen Autoren ohne Auswirkung auf 

seine Bindung an die Liganden Profilin, Zyxin oder Vinculin in vitro (Harbeck, 2000; 

Loureiro, 2002; Kwiatkowski, 2003) und scheint dadurch keinen Einfluss auf die 

Verteilung von VASP innerhalb der Zelle zu haben (Harbeck, 2000; Loureiro, 2002; 

Kwiatkowski, 2003). Auch scheinen die Oligomerisationseigenschaften von VASP durch 

seine Phosphorilierung nicht beeinflusst (Harbeck, 2000). 
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Auf der anderen Seite zeigten Versuche mit humanen Endothelzellen, dass eine PKG-

vermittelte VASP-Phosphorilierung eine Abwanderung von VASP von Focal Adhesions, 

aber nicht von Adherens Junctions bewirkte (Smolenski,  2000). 

Eine VASP-Phosphorilierung hatte dagegen seine verminderte Bindung an F-Aktin, G-

Aktin und eine reduzierte Aktinnukleation zur Folge (Harbeck, 2000; Lambrechts, 2000; 

Walders-Harbeck, 2002; Kwiatkowski, 2003). 

 

1.6.4 Funktion  

Es konnte ein unmittelbarer Einfluss von VASP auf das Zytoskelett nachgewiesen 

werden, die genauen Mechanismen sind Gegenstand der Forschung. 

In Endothelzellen scheint VASP an den Vorgängen der zellulären Reorganisation 

während der Angiogenese, Migration und Kontraktion sowie der damit verbundenen 

Veränderung der Permeabilität regulatorisch beteiligt zu sein (Price, 2000; Trichet, 

2008). 

Es wird angenommen, dass VASP eine Aktinpolymerisation an Orten wie den Zell-Zell- 

und Zell-Matrix-Kontakten reguliert (Trichet, 2008). Dabei stellt es globuläres Aktin  über 

seine Bindungsstellen für G-Aktin direkt (EVH2-Domäne) oder indirekt über seine 

Bindunsstelle für Profilin (zentrale Domäne) selbst bereit (Harbeck, 2000; Kwiatkowski, 

2003). Des Weiteren fungiert es als anti-capping-Protein für F-Aktin (Krause, 2002; 

Kwiatkowski, 2003). Möglicherweise wird die Aktinpolymerisation über eine 

Phosphorilierung von VASP reguliert (Harbeck, 2000). 

Ob VASP neben der Beeinflussung des Zytoskeletts und den damit 

zusammenhängenden Vorgängen noch weitere Funktionen innerhalb der Zelle ausübt, 

ist bislang nicht bekannt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



E i n l e i t u n g  | 25 
 

 

1.7 Klinische Relevanz  

Eine Entzündungsreaktion ist charakteristisch für eine Vielzahl von akuten und 

chronischen Erkrankungen. Das im Rahmen einer Entzündung entstehende 

Gewebeödem ist Folge einer reduzierten Barrierefunktion des Endothels, es geht mit 

einem Abfall der Druck- und Konzentrationsgradienten einher (Alexander, 2002; 

Hippenstiel, 2002; van Nieuw Amerongen, 2002; Temmesfeld-Wollbrück, 2007). Ist der 

Flüssigkeitsverlust aus den Gefäßen beziehungsweise das Ödem des umliegenden 

Gewebes sehr groß, so kann es zum Funktionsverlust bis hin zum Organversagen 

kommen (van Nieuw Amerongen, 2000; Farand, 2006; Czabanka, 2007). Ein Beispiel 

hierfür ist das akute Lungenversagen, auch Schocklunge genannt („Adult Respiratory 

Distress Syndrome“, ARDS). Bei der Schocklunge kommt es durch die 

entzündungsbedingte Einschränkung der Barrierefunktion des Endothels zu einem 

Austritt von Flüssigkeit aus dem Intravasalraum in das Lungengewebe und den 

Alveolarraum. Die Folge ist ein gestörter Gasaustausch mit Lungenversagen, welches 

zu Hypoxämie mit Multiorganversagen und bis zum Tod des Patienten führen kann (van 

Nieuw Amerongen, 2000; Hippenstiel, 2002; Farand, 2006).  

Eine Verbesserung der Barrierefunktion durch selektiv am Lungenendothel ansetzende 

Medikamente wäre hier von großem klinischem Nutzen. 

Therapieansätze mit dem Ziel der organspezifischen Stabilisierung der endothelialen 

Barrierefunktion haben demnach größte klinische Relevanz (Hippenstiel, 2002; van 

Nieuw Amerongen, 2002). Hierfür bildet die Erforschung der molekularen Grundlagen 

der Endothelbarriere und ihrer Funktionsveränderungen die rationale Basis.  

Substanzen unterschiedlichster Herkunft und Stoffklassen stören die endotheliale 

Integrität und erhöhen damit die Durchlässigkeit dieser Grenzschicht (Hippenstiel, 2002; 

van Nieuw Amerongen, 2002; Temmesfeld-Wollbrück, 2007). Es finden sich jedoch 

auch eine erhebliche Anzahl von Substanzen, welche einen gegenteiligen, 

stabilisierenden Effekt auf den Endothelzellverband ausüben. Forschungsteams 

konzentrieren sich zum Beispiel auf Sphingosin 1-phosphat, Adrenomedullin und 

Angiopoetin1 (Hippenstiel, 2002; Temmesfeld-Wollbrück, 2007). Als besonders wirksam 

erwiesen sich aber vor allem auch die zyklischen Nukleotide (Suttorp, 1993; Suttorp (1), 

1996; Bogatcheva, 2002; Hippenstiel, 2002; van Nieuw Amerongen, 2002).  
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1.8. Fragestellung  

In der Literatur wird eine Abhängigkeit der endothelialen Permeabilität von zyklischen 

Nukleotiden sowie der Phosphorilierung von VASP postuliert. Ein Zusammenhang 

zwischen erhöhter intrazellulärer cAMP- und cGMP-Spiegel und verbesserter 

Barrierefunktion wird in verschiedenen in vitro- und in vivo-Modellen inklusive humanen 

Endothelzellen aus Nabelschnurvenen beobachtet. Die PKA- beziehungsweise PKG-

abhängige Phosphorilierung von VASP wurde in verschiedenen humanen und 

tierischen Zellen als möglicher Faktor hinsichtlich einer Alteration des Zytoskeletts 

beschrieben.  

In dieser Arbeit sollte überprüft werden, ob erhöhte cAMP- und cGMP-Spiegel die 

Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität eines Monolayers humaner Endothelzellen 

reduzieren können. Außerdem sollten die bei solcher Stimulation auftretenden 

Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts analysiert und auf molekularer Ebene ein 

Zusammenhang zwischen diesen funktionellen und morphologischen Veränderungen 

und der Phosphorilierung von VASP an Serin157 nachgewiesen werden. 

Folgende Fragestellungen werden bearbeitet: 

 

1. Lässt sich der Einfluss zyklischer Nukleotide auf eine Thrombin-induzierte 

Hyperpermeabilität in humanen Endothelzellen bestätigen? 

 

2. Gibt es für eventuelle, durch zyklische Nukleotide verursachte Veränderungen 

hinsichtlich Thrombin-induzierter Hyperpermeabiliät ein morphologisches Korrelat im 

Zytoskelett dieser Zellen? 

 

3. Wird Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein auch in humanen Endothelzellen 

cAMP- und cGMP-abhängig phosphoriliert? 

 

4. Besteht in humanen Endothelzellen ein Zusammenhang zwischen den 

Veränderungen der Zellform und -funktion und der Phosphorilierung von VASP an 

Serin157 nach Stimulation mit cAMP- und cGMP-erhöhenden Substanzen? 
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2 Material und Methoden  

 

2.1 Material  

Im Folgenden sind die für diese Arbeit verwendeten Materialien und deren Hersteller 

aufgelistet. 

 

2.1.1 Chemikalien  

Acrylamid/Bisacrylamid     Serva 

Ammoniumpersulfat (APS)    Serva 

Amphotericin B      Boehringer 

Antipain       Sigma 

Bradfordreagenz       BioRad 

8br-cAMP       Sigma 

8br-cGMP       Sigma 

Bromphenolblau       Pharmacia-Biotech 

Calciumchlorid-Hexahydrat    Merck 

Coomassie Brilliant Blue©     Imperial Chemical Industries 

Essigsäure 100 %      Merck  

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)    Roth 

Epidermal Growth Factor (EGF)    Gibco 

Fetales Kälberserum (FCS)    Gibco 

Forskolin       Merck 

Gelatine (aus Schweinehaut)    Sigma   

Glycerin       Merck 

Hepes        Roth 

Kaliumchlorid      Merck 

Kaliumhydrogenphosphat     Merck 

Leupeptin       Sigma 

L-Glutamin       Gibco 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat    Merck 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat    Merck 

MCDB 131       Gibco 

Medium 199       Gibco 

β-Mercaptoethanol      Serva 
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Motapizon       Rhône-Poulenc 

Natriumcitrat       Sigma 

Natriumchlorid      Roth 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Serva 

Natriumhydrogencarbonat     Merck 

Natriumhydrogenphophat-Dihydrat   Merck 

Di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat  Merck 

Natriumhydroxid      Merck 

Natrium-Nitroprussid     Sigma 

Natriumsulfat       Sigma 

NP-40        Sigma 

Odyssey-Puffer      Licor-Inc. 

Paraformaldehyd (PFA)     Merck 

Penicillin/Streptomycin     Biochrom AG  

Pepstatin A       Sigma 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Sigma 

PKA-Inhibitor       Calbiochem 

PKG-Inhibitor      Calbiochem 

Ponceau S       Serva 

RP73401       Rhône-Poulenc 

N, N, N´, N´-Tetramethylendiamin (TEMED)  Roth 

Thrombin       Sigma 

Tris(Hydroxymethyl)aminomethan   Roth 

Triton X-100       Serva 

Trypsin EDTA      Boehringer 

Tween-20       Sigma 

Zardaverin       Byk Gulden 

 

2.1.2 Kulturmedien  

Endothelzellmedium (MCDB 131): 

Verwendet als Zellkulturmedium nach Zugabe von: 

      L-Glutamin (500 µg) 

     Amphotericin B (0,5 µg) 

     EGF (5 ng/ml) 
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     RDGF (0,2 %) 

     FCS (10 %) 

     Streptomycin 

     Penicillin   

Das FCS wurde vor Zugabe zur Inaktivierung der Komplementfaktoren für 45 Minuten 

auf 56ºC erhitzt. 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen  

Gelatine (Stocklösung):  Gelatine 5 g 

     Aqua bidest ad 100 ml 

Zur Lösung der Gelatine auf 80ºC erhitzen, steril filtrieren. 

 

HBSS (10x):    KCl 4 g 

     KH2PO4 0,6 g 

     NaCl 80 g 

     Na2HPO4 0,9 g 

     D-Glucose 10 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

 

H/H -/-:    HBSS (10x) 100 ml 

     HEPES 6 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

 

H/H +/-:    HBSS (10x) 100 ml 

     CaCl2 0,185 g 

     HEPES 6 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

 

H/H +/+:    HSS (10x) 100 ml 

     MgCl2 0,1 g 

     MgSO2 0,1 g 

     CaCl2 0,185 g 

     HEPES 6 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 
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Paraformaldehyd (20x):  Paraformaldehyd 200 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

Unter dem Abzug auf 60ºC erhitzen, tropfenweise 1 M NaOH hinzugeben bis die 

Lösung klar wird, bei Raumtemperatur abkühlen lassen und anschließend bei 4ºC 

aufbewahren. 

 

Paraformaldehyd (0,5 %):  Paraformaldehyd (20x) 5 ml 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

 

PBS-Stammlösung:   Na2HPO4 58,5 g 

     KH2PO4 9,8 g 

     NaCl 320 g 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

 

PBS:     PBS-Stammlösung 50 ml 

     Aqua bidest ad 1000 ml 

     pH 7,4 

 

Proteinextraktion: 

Lysepuffer:    50 mM Tris-HCl, pH 7,4 

     0,25 mM EDTA 

     1 mM PMSF 

     10 µg/ml Antipain 

     10 µg/ml Leupeptin 

     10 µg/ml Pepstatin 

     1 % (v/v) NP-40 

 

Phosphatase-Inhibitoren:  NaF 100 mM 

     Na3VO4 2 mM 

     Na4P2O7 15 mM 
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Western Blot: 

Auftragepuffer:    3,8 ml Tridest 

     1,0 ml Tris-HCl, 0,5 M, pH 6,8 

     0,8 ml Glycerin 

     1,6 ml SDS (10 %, w/v) 

     0,4 ml Bromphenolblau (1 %, w/v) 

     0,4 ml β-Mercaptoethanol (1%, v/v) 

 

Sammelgel:     0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

     10 % SDS 

     40 % Acrylamidlösung, 19:1 

     Bidest 

     TEMED 

     10 % Ammoniumpersulfat 

 

Trenngel :    1,5 M Tris HCl, pH 8,8 

     10 % SDS 

     40 % Acrylamidlösung, 19:1 

     Bidest 

     TEMED 

     10 % Ammoniumpersulfat 

Die relative Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele richtete sich nach dem 

molekularen Gewicht des Zielproteins. 

 

Laemmli-Puffer (5x):  15 g Tris-Base 

     72 g Glycerin 

     5 g SDS 

     1000 ml Aqua bidest 

 

Poinceau-S-Proteinfärbelösung: 1 g Poinceau-S 

     50 ml Essigsäure 

     950 ml Aqua bidest 
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Blotting-Puffer (10x) Stocklösung:15 g Tris-Base 

     72 g Glycerin 

     500 ml Aqua bidest 

 

Blotting-Puffer:   80 ml Stocklösung 

     200 ml Methanol 

     720 ml Aqua bidest 

 

Blocking-Puffer:   Odyssey-Puffer:PBS -/-, pH 8,0 1:1  

 

Waschpuffer:    PBS-/- 

     0,05 % Tween 

 

Immunfluoreszenz: 

Fixierlösung:    4 % Paraformaldehyd 

Permeabilisierlösung:  0,1 % Triton X-100 in aqua bidest 

Absättigungslösung (Stock): 5 g Venimmun® 

     100 ml Aqua bidest 

Absättigungslösung:  Stocklösung 1:50 verdünnt mit PBS -/-,pH 7,4 

Waschlösung:   PBS -/-,pH 7,4 

 

2.1.4 Zubehör  

Zellkulturflaschen (T80)     Falcon 

Chamber Slides (8 Kammern)    Falcon 

Petrischalen (3 cm Durchmesser)   Falcon 

Petrischalen (10 cm Durchmesser)   Falcon 

Hybound-ECL-Membranen    Amersham 

Gel-Blotting-Papier      Whatman 

Polykarbonatfiltermembranen    Nucleopore oder Minipore 

 

2.1.5 Spezielle Geräte  

Laborwaage       Mettler 

Mini-Protean-Gel System     BioRad 

Phasenkontrast Mikroskop mit Fluoreszenzeinheit Olympus 
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Spektralphotometer Uvicon UV 860   Kontron 

Sterilbank Laminair HB 2448    Heraeus 

Zellkultur-Inkubator BB 6220    Heraeus 

Zentrifuge 48RC, Rotanta RPC    Hettich  

Odyssey (Infrared-Imaging-System ®)   Licor-Inc. 

 

2.1.6 Antikörper  

Westernblot:  

1. AK anti-VASP    monoklonal, mouse anti-human  Alexis 

 2. AK S15 (IRDye-markiert) monoklonal, goat anti-mouse  Licor 

 

Immunfluoreszenz:  

Alexa®konjugiertes Phalloidin  Molecular Probes 

 Ak Alexa® Fluor konj. F(ab`)2, 488  Molecular Probes 

 

2.1.7 Verzeichnis der Firmen:  

Amersham Pharmacia, Braunschweig 

B. Braun, Melsungen 

Biochrom AG, Berlin 

BioRad, München 

Boehringer, Mannheim 

BD-Falcon, NJ, USA 

Byk Gulden, Koblenz 

Gibco, Karlsruhe 

Heraeus, Hanau 

Licor-Inc., Homburg 

Merck, Darmstadt 

Nucleopore, Tübingen 

Pharmacia-Biotech, Freiburg 

Roth, Karlsruhe 

Serva, Heidelberg 

Sigma, Deisenhofen 
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2.2 Methoden  

 

2.2.1 Zellkultur humaner Endothelzellen aus Nabelsc hnurvenen (HUVEC)  

Die Basis der Versuche bildete die Kultivierung humaner Endothelzellen aus 

Nabelschnurvenen. 

 

2.2.1.1 Isolierung  

Die Isolierung von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen erfolgte auf modifizierte 

Weise nach dem von Jaffe et al. 1973 veröffentlichten Protokoll. 

Die Nabelschnüre wurden aus umliegenden Krankenhäusern bezogen und bis zur 

weiteren Verwendung bei 4ºC steril (in H/H +/+) aufbewahrt. 

Unter sterilen Bedingungen unter der Laminar Air Flow (LaminAir® HB 2448, Heraeus) 

wurde zunächst die Vene der Nabelschnur identifiziert und mit einer Braunüle® (18 G, 

Braun) kanüliert. Über die liegende Braunüle® wurde die Vene mit sterilem H/H +/+ 

gespült und dann für 20 Minuten mit Kollagenase TypII 0,025 % gefüllt. Anschliessend 

liess sich nach vorsichtiger Massage der Nabelschnüre ein großer Teil der 

Endothelzellen mit zusatzfreiem Medium 199 auswaschen. Das zellhaltige Medium 

wurde für 10 Minuten bei 350 g zentrifugiert und das entstandene Pellet in MCDB 131 

resuspendiert. Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturmedium (MCDB 131, 10 % FCS) bei 

37ºC und 5 % CO2 (Begasungbrutschrank BB 6220, Heraeus) in T80-Flaschen. 

Bei Konfluenz (nach 3-5 Tagen) wurden die Endothelzellen je nach geplanter 

Verwendung in 6-Well-Platten, auf Glasplättchen, auf Polycarbonfilter oder erneut in T-

80 Flaschen passagiert. 

Die Charakterisierung der Endothelzellen erfolgte nach den von Jaffe et al. 

beschriebenen morphologischen und immunzytologischen Kriterien. Sie wuchsen zu 

einem kopfsteinpflasterähnlichen Monolayer und waren CD31-, vWF-, Vimentin-, E-

Selektin- und VCAM-positiv sowie Zytokeratin-negativ. 

 

2.2.1.2 Passagieren  

Zunächst wurden die entsprechenden Kulturgefäße für 60 Minuten mit Gelatine 0,5 

mg/ml vorbehandelt, um eine möglichst naturgemäße Haftung der Endothelzellen zu 

gewährleisten. Die konfluenten Endothelzellen wurden mit sterilem H/H -/- gewaschen 

und anschließend mittels 3 ml Trypsin-EDTA 0,5 % abgelöst. Sobald die Zellen sich 

abrundeten (Beobachtung unter dem Mikroskop), wurden sie mit einem kräftigen Schlag 
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auf die Flasche vollständig abgelöst und die Reaktion sofort durch Zugabe von 

Kulturmedium beendet. Anschließend wurden die Endothelzellen wieder in 

Kulturmedium auf die jeweiligen Kulturgefäße verteilt. Nach 3-5 Tagen waren die Zellen 

erneut konfluent. 

 

2.2.2 Bestimmung der endothelialen Permeabilität  

Zur Messung der endothelialen Permeabilität wurde eine Filtermembran zunächst mit 

einem Endothelzellmonolayer bepflanzt und anschließend einem konstanten 

hydrostatischen Druck ausgesetzt. Die Durchlässigkeit des Endothelzellmonolayers 

wurde mit Hilfe eines angeschlossenen Messsystems in Abhängigkeit von der Zeit mit 

und ohne Zugabe von Inhibitoren oder Stimulantien gemessen. 

2.2.2.1 Präparation der Membranen   

Die Filter wurden für 1 Stunde steril in Gelatine (2 mg/ml) eingelegt. Anschließend 

wurde der Überstand abgegossen und Glutaraldehyd 3 % (unter dem Abzug) zur 

Quervernetztung der Gelatine zugegeben. Zur Sterilisierung wurden die Filter für 

mindestens eine Stunde in Ethanol 70 % gelegt. Bis zur weiteren Verwendung wurden 

die Filter zur Äquibrilierung steril in H/H -/- im Inkubator aufbewahrt. Dabei war zu 

beachten, dass sich die beiden Seiten der Filter unterscheiden, die matte Seite zeigte 

bei allen Schritten nach oben.   

2.2.2.2 Bepflanzung der Membranen  

Es wurden die Endothelzellen von 2 konfluent bewachsenen T-80 Flaschen auf 6 Filter 

gepflanzt. Die vorbereiteten Filter wurden je zweimal mit sterilem H/H -/- gewaschen 

und mit der matten Seite nach oben in eine Petrischale (Durchmesser 3 cm) gelegt, um 

darin zu trocknen. Das Medium wurde aus den T-80 Kulturflaschen gesaugt, diese dann 

vorsichtig zweimal mit H/H -/- gewaschen, bevor die Zellen mittels 3 ml Trypsin-EDTA 

0,5 % pro Flasche abgelöst wurden. Sobald die Zellen sich abrundeten (Beobachtung 

unter dem Mikroskop) wurden sie mit einem kräftigen Schlag auf die Flasche vollständig 

abgelöst und die Reaktion sofort mit 6 ml Kulturmedium pro Flasche beendet. Die 

Suspension wurde in Zentrifugenröhrchen gegeben und bei 200 g 5 Minuten 

zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die Filter mittels einer glühenden Kanüle an 

den Boden der Petrischalen fixiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand 

abgesaugt, die Pellets mit exakt 0,5 ml Kulturmedium pro Filter resuspendiert, in ein 
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Röhrchen geeint und anschließend gleichmäßig auf die Filter pipettiert. Die Filter 

wurden für 4 Stunden in den Inkubator gestellt damit die Zellen auf den Filter 

sedimentieren konnten, danach erfolgte die Zugabe von 8 ml Medium pro Filter. Nach 2 

bis 3 Tagen waren die Filter konfluent bewachsen (Kontrolle unter dem Mikroskop) und 

konnten zur Permeabilitätsbestimmung verwendet werden. 

2.2.2.3 Bestimmung der Permeabilität  

Bei Konfluenz der Endothelzellen wurden die Filter in ein Kammersystem gespannt, 

welches ein Volumen von 1 ml fasst. Der obere Teil der Kammer hatte 2 Zugänge. Über 

den ersten wurde der Filter einem konstanten Druck von 10 cm Wassersäule 

ausgesetzt, der zweite ermöglichte die Zugabe von Substanzen. Unterhalb der Kammer 

befand sich eine Messsäule, welche das Volumen der durch die Endothelzellschicht 

gelangten Flüssigkeit anzeigte. Das System wurde mit Hilfe einer Pumpe und einer 

Heizung mit 37°C warmer H/H -/- umspült. 

Zu beachten ist, dass die Zellen, nachdem sie einem hydrostatischen Druck ausgesetzt 

waren, zunächst einen Sealing-Prozeß durchliefen. Das heißt, über den Zeitraum von 

circa einer halben Stunde waren die Filter verstärkt durchlässig mit einer hydraulischen 

Konduktivität von bis zu 1 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1. Nur die Filter, welche nach Ablauf 

dieser Zeit ihre Durchlässigkeit auf unter 0,4 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 reduzierten, 

wurden zu weiteren Untersuchungen verwendet.  

Die Permeabilität wurde alle 5 Minuten gemessen, dabei wurden Filtrationsvolumina ab 

10 µl erfasst. 

 

Abbildung 2: 
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Abb. 2: Übersicht über den Aufbau der Filteranlage. variable fluid level: Messvorrichtung 

für die hydraulische Konduktivität; P=Pumpe; RM=Heizung; sideport: Vorrichtung zur 

Zugabe von Substanzen.  

 

2.2.3 Immunfluoreszenzmikroskopie  

Bei fixierten und permeabilisierten Zellen lassen sich im Zytoplasma oder auf der 

Zelloberfläche enthaltene Proteine mittels Antikörpern (AK) oder anderer an das 

jeweilige Protein bindende Substanzen nachweisen. Der Antikörper beziehungsweise 

das an das Zielprotein bindende Agens ist dabei gegen das zu untersuchende Protein 

gerichtet und an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt. Dies bewirkt eine 

Fluoreszenz des Bindungs-Komplexes nach Anregung mit Licht einer bestimmten 

Wellenlänge. Bei den Versuchen wurde Phalloidin verwendet, welches direkt an F-Aktin 

bindet. 

2.2.3.1 Fixierung und Permeabilisierung  

Die auf Glasplättchen in 24-Well Platten kultivierten Endothelzellen wurden bei 

Konfluenz mit entsprechenden Stimuli und Inhibitoren inkubiert.  

Das Medium wurde anschließend vorsichtig aus den Vertiefungen gesaugt und die 

Zellen mit 250 µl Paraformaldehyd (PFA) 3 % pro Vertiefung für 20 Minuten im Dunkeln 

inkubiert. Nach Absaugen des PFA wurden die Zellen mittels 250 µl Triton X-100 0,1 % 

über 5 Minuten permeabilisiert. 

2.2.3.2 Antigendetektion  

Nach vorsichtigem Absaugen der Permeabilisierungslösung erfolgte ein zweimaliges 

Waschen mit 250 µl PBS pro Vertiefung. Anschließend wurden die Fc-Rezeptoren mit 

250 µl humanem IgG (Venimmun® 5 mg/ml, 5 Minuten) pro Vertiefung abgeblockt. Das 

Venimmun® wurde abgesaugt und die Zellen anschließend mit Fluoreszenzfarbstoff-

gekoppeltem Phalloidin für 20 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut 

zweimal mit 250 µl PBS pro Vertiefung gewaschen und die Vertiefungen mit 250 µl PBS 

aufgefüllt. Zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden die Glasplättchen aus 

den Vertiefungen entnommen und unter dem Mikroskop mit einer Wellenlänge von 488 

nm angeregt. Es wurden ausschließlich repräsentative Ausschnitte der Präparate 

fotografiert.  
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2.2.4 Western Blot  

Mittels der Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) 

wurde das aus den Zellen gewonnene Gesamtprotein entsprechend der jeweiligen 

Molekülgröße aufgetrennt. Nach Übertragung der Proteine auf eine 

Nitrozellulosemembran waren sie einer Immundetektion durch spezifische Antikörper 

zugänglich. 

 

2.2.4.1 Proteinextraktion  

Die auf 6-Well-Platten stimulierten Zellen (je 2 Wells entsprachen einer Stimulation) 

wurden zunächst zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschliessend in 30 µl 

Lyse-Puffer pro Vertiefung mit einem Zellschaber abgelöst. Beide Schritte erfolgten auf 

Eis. Das Lysat wurde in ein Eppendorfgefäß gegeben und bei 12.000 rpm und 4ºC für 3 

Minuten zentrifugiert. Der das Zellprotein enthaltende Überstand wurde in ein weiteres 

Eppendorfgefäß gegeben. 10 µl wurden für die Bestimmung der Proteinkonzentration 

entnommen und der Rest sofort bei -20ºC eingefroren. 

 

2.2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford  

Da der Lysepuffer keine interferierenden Substanzen wie Triton, TRIS oder EDTA 

enthielt, konnte die Proteinmenge mit dem BioRad Protein Assay (BioRad) nach 

Bradford bestimmt werden. Hierzu wurde dem Protein der Farbstoff Coomassie Brilliant 

Blue© hinzugegeben, welcher nach Bindung an basische und aromatische 

Aminosäuren sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm verlagert. Dabei 

erfolgt ein Farbumschlag von Grün-Braun in Blau mit von der Proteinkonzentration der 

Probe abhängiger Intensität. Die Proben wurden in einem Spektralphotometer bei 595 

nm gemessen, und ihr Proteingehalt durch den Vergleich mit einer Standardkurve 

bestimmt. 

 

2.2.4.3 Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese  

Bei der SDS-Page werden die denaturierten, negativ geladenen Proteine nach ihrer 

Größe aufgetrennt. Dies erfolgt durch eine Wanderung aller Proteine im elektrischen 

Feld in Richtung Anode und ihrer Auftrennung entsprechend dem relativen 

Molekulargewicht. Bei einem Molekulargewicht von VASP von 46 kDa und Serin157-

phospho-VASP von 50 kDa wurden ausschließlich 7,5 % Gele verwendet. Jeweils 80 

µg Protein wurde im Verhältnis 1:1 mit Auftragepuffer versetzt, für 3 Minuten bei 95ºC 
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geschüttelt und anschließend in die jeweilige Geltasche übertragen. Ein Größenmarker 

lief bei jeder Elektrophorese mit. Die Elektrophorese erfolgte 2 Stunden im Laemmli-

Puffer in BioRad Mini-Gel-Kammern bei 100 V Stromspannung. 

 

2.2.4.4 Protein-Blot  

Um die nun im Gel enthaltenen Proteine einer Antikörperdetektion zugänglich zu 

machen wurden sie, auf Grund ihrer negativen Ladung in Richtung Anode wandernd, 

mit Hilfe eines elektrischen Feldes auf eine geeignete Membran übertragen. Hierzu 

wurde das Gel vorsichtig aus der Apparatur genommen, für 15 Minuten im Blotting-

Puffer äquilibriert und auf eine ebenfalls in Puffer getränkte Hybound-

Nitrozellulosemembran (Amersham) gelegt. Luftblasen zwischen Gel und Membran 

waren unbedingt zu vermeiden oder gegebenenfalls zu beseitigen, da sie das Wandern 

der Proteine verhindern. Beide Seiten dieses Gel-Membran-Sandwiches wurden nun 

mit je 2 Lagen 3M-Whatman-Papier (Whatman) belegt, in die Blotvorrichtung gelegt und 

in die Kammer (BioRad) gesetzt. Der Proteintransfer erfolgte über 1 Stunde in eiskaltem 

zirkulierendem Blotting-Puffer bei 100 V und maximaler Stromstärke. 

 

2.2.4.5 Nachweis der Proteine auf der Membran   

Um den Erfolg des Proteintransfers zu überprüfen wurde die Hybound-Membran in 

Ponceau-S-Lösung inkubiert, dies führte zu einem Anfärben der Proteine. Anschließend 

wurde die Membran durch sorgfältiges Waschen mit Aqua bidest wieder komplett 

entfärbt. 

 

2.2.4.6 Antikörperexposition   

Zunächst wurden unspezifische Proteinbindungen durch Zugabe des Blockpuffers 

(Odyssee:PBS 1:1) auf die Membran über 1 Stunde bei Raumtemperatur abgeblockt. 

Anschließend wurde der VASP-Antikörper in einem Verhältnis 1:1000 zugegeben und 

über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Wasc hen für je 5 Minuten in 

Waschpuffer und einmal für 5 Minuten in reinem PBS wurde der Detektionsantikörper 

1:2.500, ebenfalls in Blockpuffer, zur Membran gegeben und über 1 Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion der Antigen-

Antikörper-Komplexe mit Hilfe des Odyssey Infrared-Imaging-Systems (Licor).  
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2.2.5 Statistische Methoden  

Die erhobenen Daten aus den Versuchen zur Messung der hydraulischen Konduktivität  

(Abb. 3-6) wurden mittels AxB ANOVA analysiert. Die Effekte wurden mittels F-Test 

verglichen. Ein P-Wert von <0.05 wurde als signifikant gewertet. Die Daten sind als 

Mittelwerte ± SE dargestellt. 
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3 Ergebnisse  

 

3.1 Untersuchungen zur endothelialen Permeabilität  

Auf Membranen gepflanzte Endothelzellmonolayer wurden zunächst durch Applikation 

eines konstanten Drucks von 10 cm Wassersäule einem sogenannten „Sealingprozess“ 

unterzogen. Die Monolayer, welche danach einen Wert der hydraulischen Konduktivität 

von 0,4 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 nicht überschritten, wurden mit Stimulantien inkubiert. 

Die anderen Monolayer wurden verworfen. Die Filtrationsrate wurde in Abhängigkeit 

von der Zeit gemessen. Es werden jeweils die Mittelwerte der erhobenen Messdaten ± 

SE angegeben. 

 

3.1.1 Thrombin erhöhte die endotheliale Permeabilit ät in HUVECs  

Thrombin erhöhte in einer Dosis von 1 U/ml innerhalb von Minuten nach Zugabe die 

hydraulische Konduktivität endothelialer Monolayer um ein Vielfaches. Während die 

Filtrationsrate unbehandelter Kontrollen im Untersuchungszeitraum von 50 Minuten 

einen Wert von 0,34 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,03 nicht überschritt, erreichte die 

Filtrationsrate der Thrombin-exponierten Zellen Werte von bis zu 3,98 x 10-5cm x s-1 x 

cm H2O
-1 ± 0,60 und war somit signifikant erhöht (P<0.001; Abb. 3). Die 

Permeabilitätszunahme fand hauptsächlich innerhalb der ersten 5 Minuten statt, die 

maximale hydraulische Konduktivität war nach 10 Minuten nachweisbar. Thrombin 

erhöhte die Filtrationsrate der Endothelzellen reversibel, sie sank nach Erreichen des 

Maximums kontinuierlich ab bis nach 40-50 Minuten wieder Werte vergleichbar denen 

der Negativkontrolle erreicht waren. 25 Minuten nach Thrombin-Applikation war die 

Filtrationsrate nicht mehr signifikant von der Negativkontrolle verschieden (P>0.05). 
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Abbildung 3: 

-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

Thrombin
Leerwert

  Thrombin
↓

Zeit [min]

H
yd

ra
ul

is
ch

e 
K

on
du

kt
iv

itä
t

[*
10

-5
cm

*s
-1

*c
m

H
2O

-1
]

 

Abb. 3: Thrombin erhöhte reversibel die hydraulische Konduk tivität endothelialer 

Monoloayer. Nach Applikation von Thrombin in einer Konzentration von 1 U/ml zum 

Zeitpunkt 0 erhöhte sich die hydraulische Konduktivität gesealter endothelialer 

Monolayer reversibel auf Werte von bis zu 3,98 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,60 

(P<0.001). Die maximale hydraulische Konduktivität war 10 Minuten nach Thrombin-

Applikation erreicht. Danach sank die Filtrationsrate wieder und zeigte 25 Minuten nach 

Stimulation keine signifikante Differenz mehr verglichen mit der Negativkontrolle 

(P>0.05). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus 6 unabhängigen Experimenten. 

 

3.1.2 Zyklische Nukleotide reduzierten Thrombin-ind uzierte Hyperpermeabilität  

Die Applikation des Adenylylzyklase-Aktivators Forskolin sowie des Stickstoffmonoxid 

(NO)-Donators SNP auf gesealte Endothelzellmonolayer hatte keinen signifikanten 

Effekt (P>0.05) auf die basale Filtrationsrate verglichen mit der unbehandelten 

Negativkontrolle (Abb. 4). Auch die Applikation des PDE2-Inhibitors Byk190954 

induzierte keine signifikante Veränderung der basalen hydraulischen Konduktivität 

(P>0.05). Über den Beobachtungszeitraum von 45 Minuten fand sich weder ein Anstieg 

noch ein Abfall der basalen Filtrationsrate. 



E r g e b n i s s e  | 43 
 

 

 

Abbildung 4: 
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Abb. 4: Forskolin, SNP und der PDE2-Inhibitor Byk190954 ind uzierten keine 

Veränderung der basalen endothelialen Permeabilität . Die Inkubation endothelialer 

Monolayer mit Forskolin (1 µM), SNP (10 µM) oder dem PDE2-Inhibitor Byk190954 

(Byk; 1 µM) führte zu keinen signifikanten Veränderungen der hydraulischen 

Konduktivität innerhalb des Beobachtungszeitraums von 45 Minuten verglichen mit der 

Negativkontrolle (P>0.05). Die Stimulation mit Thrombin (1 U/ml) führte zu einer 

signifikanten Permeabilitätszunahme über einen Zeitraum von 25 Minuten (P<0.001), 

danach unterschied sich die Filtrationsrate nicht mehr signifikant von der 

Negativkontrolle (P>0.05). Gezeigt sind die Mittelwerte ±SE aus 4 unabhängigen 

Experimenten. 

 

Wurden die Zellen 20 Minuten nach Applikation von Forskolin, SNP oder Byk190954 mit 

Thrombin stimuliert, so war die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität jeweils 

signifikant reduziert (P<0.001; Abb. 5). Des Weiteren war auch die Dauer der Thrombin-

induzierten Hyperpermeabilität verkürzt. Die Vorstimulation mit Forskolin schien dabei 

die stärkste Reduktion der Thrombin-induzierten Hyperpermeabilität zu bewirken, es 
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fanden sich Maximalwerte der hydraulischen Konduktiviät von 0,58 x 10-5cm x s-1 x cm 

H2O
-1 ± 0,10.  

Die Werte der hydraulischen Konduktivität waren nach Inkubation mit den cGMP-

erhöhenden Substanzen SNP und Byk190954 vor Stimulation mit Thrombin 

vergleichbar hoch (0,91 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,10 und 0,82 x 10-5cm x s-1 x cm 

H2O
-1 ± 0,20).  

Statistisch fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Filtrationsrate 

der Negativkontrolle mit den Filtrationsraten nach SNP-, Forskolin- oder Byk190954-

Applikation vor Thrombin-Stimulation (P>0.05).  

 

Abbildung 5: 
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Abb. 5: Forskolin, SNP und Byk190954 reduzierten die Thromb in-induzierte 

Hyperpermeabilität. Wurde den Endothelzellen  20 Minuten vor Thrombin-Stimulation 

(1 U/ml) Forskolin (1 µM), SNP (10 µM) oder der PDE2-Inhibitor Byk190954 (Byk; 1 µM) 

zugegeben, so war die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität jeweils signifikant 

reduziert (P<0.001). Den stärksten Effekt bezüglich der Reduktion der Thrombin-

induzierten Hyperpermeablität hatte Forskolin, neben der Verminderung der 

Hyperpermeabilität war auch ihre Dauer auf etwa 20 Minuten verkürzt.  
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Die Unterschiede im Vergleich der Filtrationsraten der Negativkontrolle und der SNP-, 

Forskolin- oder Byk190954-Applikation vor Thrombin-Stimulation waren nicht signifikant 

(P>0.05).  

Die Maximalwerte der hydraulischen Konduktivität betrugen nach Stimulation mit 

Forskolin und Thrombin 0,58 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,10, nach Stimulation mit 

SNP und Thrombin 0,91 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,10 und nach Stimulation mit 

Byk190954 und Thrombin 0,82 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,20. In der Positivkontrolle 

wurden Werte der hydraulischen Konduktivität von 4,71 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,53 

erreicht, in der Negativkontrolle überschritt die Filtrationsrate nicht 0,31 x 10-5cm x s-1 x 

cm H2O
-1 ±  0,02. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus 4 unabhängigen Experimenten. 

 

Die Vorinkubation mit sowohl  Byk190954 als auch Forskolin beziehungsweise SNP vor 

Stimulation mit Thrombin hatte bezüglich der Reduktion der Thrombin-induzierten 

Hyperpermeabilität keinen additiven Effekt.  

Die Filtrationsrate nach Applikation von sowohl Byk190954 (zum Zeitpunkt -40 Minuten) 

als auch Forskolin (zum Zeitpunkt -20 Minuten) auf den Monolayer vor Thrombin-

Stimulation (zum Zeitpunkt 0) entsprach mit einem Maximalwert der hydraulischen 

Konduktivität von 0,77 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,26 etwa jener, welche nach 

Forskolin- und Thrombin-Stimulation gemessen wurde. Die Thrombin-induzierte 

Hyperpermeabilität war signifikant reduziert (P<0.001) und die Filtrationsrate nicht 

signifikant von der Kontrolle verschieden (P>0.05).  

Wurden die Zellen vor Thrombin-Stimulation sowohl mit Byk190954 (zum Zeitpunkt -40 

Minuten) als auch SNP (zum Zeitpunkt -20 Minuten) inkubiert, so war die hydraulische 

Konduktivität auf 1,69 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,26 reduziert. Die Filtrationsrate war 

niedriger als nach alleiniger Thrombin-Stimulation (P<0.001), aber höher als nach 

entweder Byk 190954- oder SNP-Applikation vor Thrombin-Stimulation. Die 

Filtrationsrate war zu den Messzeitpunkten 5 und 10 Minuten signifikant höher als in der 

Negativkontrolle (P<0.01).  
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Abbildung 6: 
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Abb. 6: Die Inkubation mit Byk190954  vor Forskolin- oder SNP-Applikation führte 

zu keiner weiteren Reduktion der Thrombin-induziert en Hyperpermeabilität. 

Wurde der PDE2-Inhibitor Byk190954 (Byk; 1 µM zum Zeitpunkt -40 Minuten) 20 

Minuten vor Stimulation mit Forskolin (1 µM zum Zeitpunkt -20 Minuten) appliziert, so 

führte dies zu keiner weiteren Reduktion der Thrombin-induzierten Hyperpermeabilität 

verglichen mit der alleinigen Inkubation mit Forskolin oder Byk190954 vor Thrombin-

Stimulation. Die Inkubation sowohl mit Byk190954 als auch Forskolin reduzierte die 

Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität signifikant (P<0.001), statistisch waren die 

erhobenen Messwerte nicht von der Negativkontrolle verschieden (P>0.05). Wurden mit 

Byk190954 (Byk; 1 µM zum Zeitpunkt -40 Minuten) vorinkubierte Zellen gegenüber SNP 

(10 µM zum Zeitpunkt -20 Minuten) exponiert, so war die Filtrationsrate nach Thrombin-

Stimulation höher als nach alleiniger Vorinkubation mit SNP oder Byk 190954 vor 

Thrombin-Stimulation (Abb. 5). Dabei war die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität 

signifikant reduziert (P<0.001), gleichzeitig war die Filtrationsrate verglichen mit der 

Negativkontrolle signifikant erhöht (P<0.01).  

Die Maximalwerte der hydraulischen Konduktivität betrugen nach Stimulation mit 

Forskolin und Thrombin 0,58 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,10, nach Stimulation mit 

Byk190954, Forskolin und Thrombin 0,77 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,26 und nach 
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Stimulation mit Byk190954, SNP und Thrombin 1,69 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ± 0,26. In 

der Positivkontrolle wurden Werte der hydraulischen Konduktivität von 4,93 x 10-5cm x 

s-1 x cm H2O
-1 ± 0,45 erreicht, in der Negativkontrolle überschritt die Filtrationsrate nicht 

Werte von 0,31 x 10-5cm x s-1 x cm H2O
-1 ±  0,03. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus 

4 unabhängigen Experimenten. 

 

3.2 Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts  

Bei den Abbildungen handelt es sich um immunfluoreszenz-mikroskopische Bilder. Es 

wurden konfluente endotheliale Monolayer mit unterschiedlichen Stimulantien inkubiert 

und anschließend, nach Permeabilisierung und Fixierung, das Aktinzytoskelett mittels 

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem Phalloidin angefärbt. 

 

3.2.1 Das Aktingerüst ruhender und Thrombin-stimuli erter Endothelzellen  

Ruhende HUVECs wiesen bei Konfluenz im lichtmikroskopischen Bild ein an 

Kopfsteinpflaster erinnerndes homogenes Bild mit gut diskriminierbaren polygonalen 

Zellen auf. Nach der Aktinfärbung waren einzelne durch das Zytoplasma laufende 

Stressfasern sowie ein gut ausgebildetes DPB zu erkennen. Es fanden sich einzelne 

kleine interzelluläre Lücken. Wurden die Zellen mit Thrombin stimuliert, so bildeten sich 

innerhalb weniger Minuten prominente Stressfasern aus, ein DPB ließ sich nicht mehr 

diskriminieren. Die Zellen retrahierten sich und bildeten ausgeprägte interzelluläre 

Lücken aus ( Abb. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abbildung 7: 

      A    

Abb. 7: Aktingerüst ruhender und Thrombin

Kontrolle (Bild A) wurde das Aktin unstimulierter konfluenter Endothelzellen mittels 

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem Phalloidin gefärbt. Es waren einzelne Stressfa

zu erkennen. Das DPB grenzte die Zellen deutlich voneinander ab. Nach Thrombin

Stimulation (Bild B, Thrombin 1 U/ml, 15 Minuten) bildeten die Zellen dicht gebündelte 

Stressfasern aus, welche das gesamte Zytoplasma durchzogen. Das DPB war nicht 

mehr zu diskriminieren. Die Zellen retrahierten sich und bildeten große interzelluläre 

Lücken aus. Zellausläufer hielten dabei weiterhin Kontakt zur jeweiligen Nachbarzelle. 

Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 5 unabhängige Experimente.

 

3.2.2 Das Aktinzy toskelett von HUVECs nach cAMP

Die Erhöhung der intrazellulären cAMP

durch Hemmung der abbauenden Enzyme PDE3 und PDE4 mittels Zardaverin (Bilder 

nicht gezeigt) induzierte eine Abnahme der 

des DPB. Das DPB erschien verdichtet und war kompakt entlang der Zell

erkennen. Die Zellen waren in ihrer polygonalen Form deutlich voneinander abgrenzbar. 

Nach Doppelstimulation mit Forskolin und Zarda

kompakter, interzelluläre Lücken waren kaum zu erkennen (Bilder nicht gezeigt). 
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Aktingerüst ruhender und Thrombin -stimulierter Endothelzellen.

Kontrolle (Bild A) wurde das Aktin unstimulierter konfluenter Endothelzellen mittels 

gekoppeltem Phalloidin gefärbt. Es waren einzelne Stressfa

zu erkennen. Das DPB grenzte die Zellen deutlich voneinander ab. Nach Thrombin

Stimulation (Bild B, Thrombin 1 U/ml, 15 Minuten) bildeten die Zellen dicht gebündelte 

Stressfasern aus, welche das gesamte Zytoplasma durchzogen. Das DPB war nicht 

diskriminieren. Die Zellen retrahierten sich und bildeten große interzelluläre 

Lücken aus. Zellausläufer hielten dabei weiterhin Kontakt zur jeweiligen Nachbarzelle. 

Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 5 unabhängige Experimente.

toskelett von HUVECs nach cAMP -erhöhenden Maßnahmen

Die Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration mittels Forskolin (Abb.

durch Hemmung der abbauenden Enzyme PDE3 und PDE4 mittels Zardaverin (Bilder 

nicht gezeigt) induzierte eine Abnahme der Stressfasern und eine verstärkte Ausbildung 

des DPB. Das DPB erschien verdichtet und war kompakt entlang der Zell

erkennen. Die Zellen waren in ihrer polygonalen Form deutlich voneinander abgrenzbar. 

Nach Doppelstimulation mit Forskolin und Zardaverin erschien das DPB noch 

kompakter, interzelluläre Lücken waren kaum zu erkennen (Bilder nicht gezeigt). 
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stimulierter Endothelzellen.  In der 

Kontrolle (Bild A) wurde das Aktin unstimulierter konfluenter Endothelzellen mittels 

gekoppeltem Phalloidin gefärbt. Es waren einzelne Stressfasern 

zu erkennen. Das DPB grenzte die Zellen deutlich voneinander ab. Nach Thrombin-

Stimulation (Bild B, Thrombin 1 U/ml, 15 Minuten) bildeten die Zellen dicht gebündelte 

Stressfasern aus, welche das gesamte Zytoplasma durchzogen. Das DPB war nicht 

diskriminieren. Die Zellen retrahierten sich und bildeten große interzelluläre 

Lücken aus. Zellausläufer hielten dabei weiterhin Kontakt zur jeweiligen Nachbarzelle. 

Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 5 unabhängige Experimente. 

erhöhenden Maßnahmen  

tration mittels Forskolin (Abb. 8) oder 

durch Hemmung der abbauenden Enzyme PDE3 und PDE4 mittels Zardaverin (Bilder 

Stressfasern und eine verstärkte Ausbildung 

des DPB. Das DPB erschien verdichtet und war kompakt entlang der Zellgrenzen zu 

erkennen. Die Zellen waren in ihrer polygonalen Form deutlich voneinander abgrenzbar. 

verin erschien das DPB noch 

kompakter, interzelluläre Lücken waren kaum zu erkennen (Bilder nicht gezeigt).  



 

 

Abbildung 8: 

       A    

Abb. 8: Das Aktinzytoskelett von HUVECs nach cAMP

Nach Inkubation mit Forskolin (Bild B, 1 µM, 20 Minuten) erkannte man im Vergleich zur 

Kontrolle (Bild A) eine Verdichtung des DPB, welches gut abgrenzbar entlang der 

Zellgrenzen verlief. Die Ausbildung von Stressfasern erschien reduziert. Die gezeigten 

Bilder sind repräsentativ für 5 unabhängige Experimente.

 

3.2.3 Erhöhte cAMP- Spiegel stabilisierten das Aktinzytoskelett von HUV ECs

Wurden die Endothelzellen nach Inkubation mit Forskolin ode

stimuliert, so war eine deutliche Zunahme an Stressfaser

Stressfasern erschienen dabei weniger 

Stimulation. Das DPB war weiterhin entlang der Zellgrenzen zu 

Retraktion der Zellen blieb aus und der Zellverband erhalten. Interendotheli

waren nur vereinzelt zu erkennen (Abb.

Vorinkubation mit sowohl Forskolin als auch Zardaverin weiter reduzieren (Bilder nicht 

gezeigt). 
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Das Aktinzytoskelett von HUVECs nach cAMP -erhöhenden Maßnahmen. 

mit Forskolin (Bild B, 1 µM, 20 Minuten) erkannte man im Vergleich zur 

Kontrolle (Bild A) eine Verdichtung des DPB, welches gut abgrenzbar entlang der 

verlief. Die Ausbildung von Stressfasern erschien reduziert. Die gezeigten 

sentativ für 5 unabhängige Experimente. 

Spiegel stabilisierten das Aktinzytoskelett von HUV ECs

Wurden die Endothelzellen nach Inkubation mit Forskolin oder Zardaverin mit Thrombin 

stimuliert, so war eine deutliche Zunahme an Stressfasern zu erkennen. Die 

Stressfasern erschienen dabei weniger ausgeprägt als nach alleiniger Thrombin

Stimulation. Das DPB war weiterhin entlang der Zellgrenzen zu 

Retraktion der Zellen blieb aus und der Zellverband erhalten. Interendotheli

r vereinzelt zu erkennen (Abb. 9). Der Thrombineffekt ließ sich durch 

mit sowohl Forskolin als auch Zardaverin weiter reduzieren (Bilder nicht 
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erhöhenden Maßnahmen. 

mit Forskolin (Bild B, 1 µM, 20 Minuten) erkannte man im Vergleich zur 

Kontrolle (Bild A) eine Verdichtung des DPB, welches gut abgrenzbar entlang der 

verlief. Die Ausbildung von Stressfasern erschien reduziert. Die gezeigten 

Spiegel stabilisierten das Aktinzytoskelett von HUV ECs 

r Zardaverin mit Thrombin 
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als nach alleiniger Thrombin-

Stimulation. Das DPB war weiterhin entlang der Zellgrenzen zu diskriminieren. Eine 

Retraktion der Zellen blieb aus und der Zellverband erhalten. Interendotheliale Lücken 

9). Der Thrombineffekt ließ sich durch 

mit sowohl Forskolin als auch Zardaverin weiter reduzieren (Bilder nicht 



 

 

Abbildung 9: 

                A    

                                             

Abb. 9: cAMP-erhöhende Maßnahmen reduzierten Thrombin

morphologische Veränderungen des Aktinzytoskeletts.

Endothelzellen mit Forskolin (1 µM, 

Minuten) stimuliert (Bild B). Es war eine Zunahme der Stressfasern zu erkennen, diese 

erschienen weniger gebündelt als nach alleiniger Thrombin

15 Minuten). Das DPB war weiterhin diskriminierbar. Die 

Lücken war nur vereinzelt zu erkennen, eine Retraktion der Zellen blieb aus und die 

Integrität des Zellverbandes erhalten. Bild A: Negativkontrolle. Die gezeigten Bilder sind 

repräsentativ für 3 unabhängige Experimente.
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erhöhende Maßnahmen reduzierten Thrombin

morphologische Veränderungen des Aktinzytoskeletts.  Nach I

Forskolin (1 µM, 20 Minuten) wurden sie mit Thrombin (1 U/ml, 15 

stimuliert (Bild B). Es war eine Zunahme der Stressfasern zu erkennen, diese 

erschienen weniger gebündelt als nach alleiniger Thrombin-Stimulation (Bild C

). Das DPB war weiterhin diskriminierbar. Die Ausbildung interzellulärer 

Lücken war nur vereinzelt zu erkennen, eine Retraktion der Zellen blieb aus und die 

Integrität des Zellverbandes erhalten. Bild A: Negativkontrolle. Die gezeigten Bilder sind 

repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
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erhöhende Maßnahmen reduzierten Thrombin -induzierte 

Nach Inkubation der 

ie mit Thrombin (1 U/ml, 15 

stimuliert (Bild B). Es war eine Zunahme der Stressfasern zu erkennen, diese 

Stimulation (Bild C, 1U/ml, 

Ausbildung interzellulärer 

Lücken war nur vereinzelt zu erkennen, eine Retraktion der Zellen blieb aus und die 

Integrität des Zellverbandes erhalten. Bild A: Negativkontrolle. Die gezeigten Bilder sind 



 

 

3.2.4 Das Aktingerüst von HUVECs bei erhöhten intrazellul ären cGMP

Nach Inkubation der HUVECs mit cGMP

Vergleich zu unstimulierten Zellen prominenter und etwas verbreitert hervor. Dabei 

erschienen das DPB sowie Anzahl und Größe der interzellulären Lücken bei den 

verwendeten Stimulantien Byk190954, S

8br-cGMP etwa vergleichbar stark ausgeprägt (

nach Inkubation mit Byk190954

SNP-Applikation fanden sich vermehrt, nach 8br

stark ausgeprägte Stressfasern im Vergleich zu unstimulierten Zellen
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Abb. 10: Das Aktingerüst von HUVECs nach cGMP

Stimulation mit dem PDE2

Verbreiterung des DPB im Vergleich zur Negativkontrolle (Bild A) zu erkennen. 

Das Aktingerüst von HUVECs bei erhöhten intrazellul ären cGMP

der HUVECs mit cGMP-erhöhenden Substanzen trat das DPB im 

Vergleich zu unstimulierten Zellen prominenter und etwas verbreitert hervor. Dabei 

erschienen das DPB sowie Anzahl und Größe der interzellulären Lücken bei den 

verwendeten Stimulantien Byk190954, SNP und dem zellgängigen cGMP

cGMP etwa vergleichbar stark ausgeprägt (Abb. 10). Die Stressfa

mit Byk190954, verglichen mit der Negativkontrolle

Applikation fanden sich vermehrt, nach 8br-cGMP-Applikation etwa vergleichbar 

stark ausgeprägte Stressfasern im Vergleich zu unstimulierten Zellen

                  B                                              
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Das Aktingerüst von HUVECs nach cGMP -erhöhenden Maßnahmen.

dem PDE2-Inhibitor Byk190954 (Bild B, 1 µM, 20 Minuten) war eine 

Verbreiterung des DPB im Vergleich zur Negativkontrolle (Bild A) zu erkennen. 
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Das Aktingerüst von HUVECs bei erhöhten intrazellul ären cGMP -Spiegeln  

erhöhenden Substanzen trat das DPB im 

Vergleich zu unstimulierten Zellen prominenter und etwas verbreitert hervor. Dabei 

erschienen das DPB sowie Anzahl und Größe der interzellulären Lücken bei den 

NP und dem zellgängigen cGMP-Analogon 

10). Die Stressfasern erschienen 

verglichen mit der Negativkontrolle, reduziert. Nach 

Applikation etwa vergleichbar 

stark ausgeprägte Stressfasern im Vergleich zu unstimulierten Zellen. 

                                          

  

 

erhöhenden Maßnahmen.  Nach 

Byk190954 (Bild B, 1 µM, 20 Minuten) war eine 

Verbreiterung des DPB im Vergleich zur Negativkontrolle (Bild A) zu erkennen. 



 

 

Stressfasern waren, verglichen mit der Negativkontrolle

Stimulation mit SNP (Bild C, 10 µM, 20 Minuten) induzierte ebenso eine Verbreiterung 

des DPB. Es traten etwas vermehrt Stressfasern auf. Die Gabe des cGMP

8br-cGMP (Bild D, 1 mM, 20 Minu

Verdichtung des DPB, Stressfasern fanden sich

Endothelzellen, etwa gleich stark ausgeprägt. Nach 

Substanzen fanden sich nur vereinzelt interzelluläre

unstimulierten Zellen. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 3 unabhängige 

Experimente. 

 

3.2.5 Erhöhte cGMP- Spiegel stabilisierten das Aktinzytoskelett von HUV ECs 

Die Inkubation von HUVECs mit den cGMP

oder 8br-cGMP reduzierte die Thrombin

interzellulären Lücken. Die Immunfluoreszenzbilder zeigten, verglichen mit der 

Negativkontrolle, vermehrt Stressfasern. In der Zellperipherie waren ebenfa

Aktinfilamente nachweisbar, 

interzelluläre Lücken aus, die Zellkontakte blieben jedoch erhalten. Die Ausprägung der 

zellulären Antwort blieb deutlich unterhalb der nach alleini

(Abb. 11). 

 

 

Abbildung 11: 

                A    

   

 

lichen mit der Negativkontrolle, reduziert nachweisbar. Die 

Stimulation mit SNP (Bild C, 10 µM, 20 Minuten) induzierte ebenso eine Verbreiterung 

des DPB. Es traten etwas vermehrt Stressfasern auf. Die Gabe des cGMP

cGMP (Bild D, 1 mM, 20 Minuten) verursachte eine deutliche Verbreiterung und 

Verdichtung des DPB, Stressfasern fanden sich, verglichen mit ruhenden 

etwa gleich stark ausgeprägt. Nach Applikation der

fanden sich nur vereinzelt interzelluläre Lücken, etwa vergleichbar mit 

unstimulierten Zellen. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 3 unabhängige 

Spiegel stabilisierten das Aktinzytoskelett von HUV ECs 

von HUVECs mit den cGMP-erhöhenden Substanzen Byk190954, SNP 

uzierte die Thrombin-induzierte Ausbildung von Stressfasern und 

interzellulären Lücken. Die Immunfluoreszenzbilder zeigten, verglichen mit der 

Negativkontrolle, vermehrt Stressfasern. In der Zellperipherie waren ebenfa

Aktinfilamente nachweisbar, das DPB erschien diffus verbreitert

interzelluläre Lücken aus, die Zellkontakte blieben jedoch erhalten. Die Ausprägung der 

zellulären Antwort blieb deutlich unterhalb der nach alleiniger Thrombin
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Abb. 11: cGMP-erhöhende Maßnahmen reduzierten Thrombin

morphologische Veränderungen des Aktinzytoskeletts.

PDE2-Inhibitor Byk190954 (Bild A, 1 µM, 20 Minuten), SNP (Bild B, 10 µM, 20 Minuten) 

oder 8br-cGMP (Bild C, 1 mM, 2

Stimulation mit Thrombin (je 1U/ml, 15 Minuten) die Zellantwort reduziert. Es war eine 

leichte Zunahme an Stressfasern zu erkennen und das DPB wirkte diffus verbreitert. 

Eine Zellretraktion blieb aus und die 

Negativkontrolle, Bild E: Positivkontrolle. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 3 

unabhängige Experimente. 

 

Wurden die endothelialen Monolayer sowohl mit Byk190954 als auch mit SNP inkubiert, 

war, verglichen mit der jeweilige

den Stressfasern zu beobachten. Auch waren vermehrt interzelluläre Lücken 

nachweisbar. Bei nachfolgender Stimulation mit Thrombin war die Ausbildung von 
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erhöhende Maßnahmen reduzierten Thrombin

morphologische Veränderungen des Aktinzytoskeletts.  Wurden die Zellen mit 

Byk190954 (Bild A, 1 µM, 20 Minuten), SNP (Bild B, 10 µM, 20 Minuten) 

cGMP (Bild C, 1 mM, 20 Minuten) vorinkubiert, war bei anschließender 

Stimulation mit Thrombin (je 1U/ml, 15 Minuten) die Zellantwort reduziert. Es war eine 

leichte Zunahme an Stressfasern zu erkennen und das DPB wirkte diffus verbreitert. 

Eine Zellretraktion blieb aus und die Integrität des Zellverbandes erhalten. Bild D: 

Negativkontrolle, Bild E: Positivkontrolle. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 3 

 

Wurden die endothelialen Monolayer sowohl mit Byk190954 als auch mit SNP inkubiert, 

lichen mit der jeweiligen Einzelstimulation, eine Zunahme von dem DPB und

den Stressfasern zu beobachten. Auch waren vermehrt interzelluläre Lücken 

nachweisbar. Bei nachfolgender Stimulation mit Thrombin war die Ausbildung von 

E r g e b n i s s e  | 53 

C                                                        D                                                                                                                             
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leichte Zunahme an Stressfasern zu erkennen und das DPB wirkte diffus verbreitert. 
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Abb. 12: Morphologische Veränderungen nach Applikation von B yk190

SNP mit und ohne S timulation mit Thrombin.

Wurde 20 Minuten vor SNP

Inhibitor Byk190954, 1 µM

verstärkt ausgebildetes DPB, verglichen mit der jeweiligen Einzelstimulation (für je 20 

Minuten), zu erkennen (Bild A). Die Exposition gegenüber

Minuten) nach PDE2-Inhibition

Thrombin-Stimulation nach alleiniger Inkubation mit

vermehrten Stressfaserbildung (Bild B). Die morphologischen Veränderungen waren 

Stressfasern und interzellulären Lücken geringer ausgeprägt als nach alleiniger 

Stimulation. Die Zellantwort war, verglichen mit Thrombin

Vorinkubation mit nur einem der beiden cGMP-erhöhenden Substanzen
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Morphologische Veränderungen nach Applikation von B yk190

timulation mit Thrombin.   

Wurde 20 Minuten vor SNP-Applikation (10 µM, 20 Minuten) die PDE2 inhibiert (PDE2

1 µM), war eine vermehrte Stressfaserbildung und ein etwas 

verstärkt ausgebildetes DPB, verglichen mit der jeweiligen Einzelstimulation (für je 20 

(Bild A). Die Exposition gegenüber Thro

Inhibition und SNP-Applikation führte, verglichen mit 

Stimulation nach alleiniger Inkubation mit SNP oder Byk190954

vermehrten Stressfaserbildung (Bild B). Die morphologischen Veränderungen waren 
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Morphologische Veränderungen nach Applikation von B yk190954 und 

) die PDE2 inhibiert (PDE2-

war eine vermehrte Stressfaserbildung und ein etwas 

verstärkt ausgebildetes DPB, verglichen mit der jeweiligen Einzelstimulation (für je 20 

Thrombin (1 U/ml, 15 

verglichen mit der 

SNP oder Byk190954, zu einer 

vermehrten Stressfaserbildung (Bild B). Die morphologischen Veränderungen waren 
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jedoch geringer ausgeprägt als die der Positivkontrolle (Bild D). Eine Retraktion der 

Zellen blieb aus, und die Integrität des Zellverbandes blieb erhalten. Bild C: 

Negativkontrolle, Bild D: Positivkontrolle. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für 3 

unabhängige Experimente.  

 

3.3 Das Phosphorilierungsprofil von VASP nach Beein flussung der intrazellulären 

Konzentration zyklischer Nukleotide  

Der verwendete Antikörper diskriminierte die an Serin157 phosphorilierte von der an 

Serin157 unphosphorilierten Form von VASP. Serin157-phospho-VASP lässt sich in der 

SDS-Page bei 50 kDa detektieren und entspricht der oberen der beiden Banden im 

Western Blot. Die untere Bande wird gebildet von der leichteren (46 kDa), an Serin157 

unphosphorilierten Form. Eine Phosphorilierung an Serin239 oder Threonin278 konnte 

nicht mit Hilfe der SDS-Page dargestellt werden, da diese keine Veränderungen in der 

elektrophoretischen Mobilität verursachen. 

 

3.3.1 cAMP und cGMP erhöhten den Anteil an Serin 157-phospho-VASP  

In unstimulierten HUVECs war nur eine Spur von an Serin157 phosphoriliertem VASP  

nachweisbar. Eine Stimulation der Endothelzellen mit Forskolin oder dem zellgängigen 

cAMP-Analogon 8br-cAMP induzierte eine prominente 50 kDa-Bande im Western Blot. 

Die Applikation von SNP oder dem zellgängigen cGMP-Analogon 8br-cGMP resultierte 

ebenfalls in einer deutlichen 50 kDa Bande. Diese war nach 8br-cGMP-Applikation 

etwas stärker ausgeprägt als nach Inkubation mit SNP. In der Intensität waren die 50 

kDa-Banden nach cAMP-erhöhenden Maßnahmen deutlich stärker ausgeprägt als nach 

den cGMP-erhöhenden Maßnahmen (Abb. 13). 
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Abbildung 13: 

 

 

 

Abb. 13: cAMP und cGMP erhöhten den Anteil an Serin 157-phospho-VASP in 

HUVECs. In unstimulierten Endothelzellen war die Serin157-phospho-VASP-Bande bei 

50 kDa nur sehr schwach ausgeprägt. Die Applikation von Forskolin (1 µM, 20 Minuten) 

oder 8br-cAMP (1 mM, 20 Minuten) induzierte eine deutliche Bande bei 50 kDa. Eine 

etwas schwächer ausgeprägte 50 kDa-Bande war im Protein der mit 8br-cGMP (1 mM, 

20 Minuten) stimulierten Zellen nachweisbar. Noch etwas schwächer ausgeprägt, aber 

weiterhin deutlich zu erkennen, war die 50 kDa-Bande nach SNP-Applikation (10 µM, 

20 Minuten). Eine Stimulation mit Thrombin (1U/ml, 20 Minuten) induzierte einen Shift 

zur 50 kD-Bande vergleichbar mit dem nach SNP-Applikation. Der gezeigte Blot ist 

repräsentativ für 5 unabhängige Experimente. 

(LW=Leerwert) 

 

3.3.2 Inhibition der PDE2 blieb ohne Effekt auf die  Phosphorilierung von VASP an 

Serin 157 

Die Inkubation der HUVECs mit Byk190954 hatte weder alleine noch bei 

anschließender Stimulation mit Forskolin, SNP, 8br-cGMP oder 8br-cAMP eine 

Auswirkung auf das Phosphorilierungsprofil von VASP. Die alleinige Inkubation der 

Zellen mit Byk190954 entsprach dem Leerwert. Das Signal der 50 kDa-Bande war nach 

Inkubation mit Byk190954 und anschließender Applikation von Forskolin oder 8br-cAMP 

deutlich verstärkt, aber nicht stärker als nach alleiniger Forskolin- oder 8br-cAMP-

Stimulation. Das 50 kDa-Signal nach Applikation von sowohl Byk190954 als auch SNP 

beziehungsweise 8br-cGMP war in seiner Intensität ähnlich ausgeprägt wie nach 

alleiniger SNP- oder 8br-cGMP-Stimulation. 
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Abbildung 14: 

      

Abb. 14: Inhibition der PDE2 blieb ohne Effekt auf die Phosp horilierung von VASP 

an Serin 157. Eine Inkubation der HUVECs mit dem PDE2-Inhibitor Byk190954 (1 µM, 20 

Minuten) induzierte keine Signalzunahme der 50 kDa-Bande verglichen mit dem 

Leerwert. Auch eine anschließende Inkubation mit Forskolin (1 µM), 8br-cAMP (1 mM), 

SNP (10 µM) oder 8br-cGMP (1 mM, je 20 Minuten) verstärkte nicht das Signal der 50 

kDa-Bande im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit den jeweiligen Substanzen (Abb. 

13). Der gezeigte Blot ist repräsentativ für 5 unabhängige Experimente. 

(LW=Leerwert; PDE2-I=PDE2-Inhibitor Byk190954; F=Forskolin) 

 

3.3.3 Inhibition der cAMP-abbauenden PDEs induziert e eine Phosphorilierung von 

VASP 

Die Inhibition der cAMP-abbauenden Isoenzyme PDE3 und PDE4 induzierte einen Shift 

zu Gunsten der 50 kDa-Bande im Western Blot. Die Inhibition der PDE3 bewirkte dabei 

nur einen geringen Signalzuwachs, die Inhibition der PDE4 einen deutlichen 

Signalzuwachs bei 50 kDa. Der Effekt addierte sich bei gleichzeitiger Blockade der 

beiden Isoenzyme. Wurden beide cAMP-abbauenden Enzyme inhibiert, so entsprach 

die 50 kDa-Bande in ihrer Intensität etwa der Bande nach Forskolin-Stimulation. 
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Abbildung 15: 

                        

 

 

Abb. 15: Inhibition der cAMP-abbauenden PDEs induzierte eine n Anstieg von 

Serin 157-phospho-VASP.  Die Inhibition der PDE3 in HUVECs mit Motapizon (10 µM, 

20 Minuten) führte zu einem geringen Signalzuwachs im Bereich der 50 kDa-Bande. 

Die Applikation des PDE4-Inhibitors RP73401 (1 µM, 20 Minuten) induzierte einen 

stärkeren Signalzuwachs der 50 kDa-Bande. Wurden sowohl die PDE3 (Motapizon, 10 

µM, 20 Minuten) als auch die PDE4 (RP73401, 1 µM, 20 Minuten) inhibiert, so 

resultierte ein ausgeprägter Signalzuwachs im Bereich der 50 kDa-Bande, das Signal 

entsprach oder überstieg jenes nach Forskolin-Applikation. Der gezeigte Blot ist 

repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 

(LW=Leerwert; PDE3-I=PDE3-Inhibitor; PDE4-I=PDE4-Inhibitor) 

 

Wurden vor Applikation von Forskolin eine oder beide der cAMP-abbauenden PDEs 

inhibiert, so resultierte dies in einer sehr stark ausgeprägten 50 kDa-Bande. Gleichzeitig 

war ein Signalverlust im Bereich der 46 kDa-Bande zu erkennen. Dabei war der 

Signalzuwachs der 50kDa-Bande nach Inhibition der PDE3 oder PDE4 und 

anschließender Applikation von Forskolin etwa gleich hoch, er überstieg den 

Signalzuwachs nach alleiniger Forskolin-Stimulation. Es war eine deutliche Abnahme 

der Intensität der 46 kDa-Bande zu erkennen. Wurden beide cAMP-abbauenden PDEs 

inhibiert und anschließend Forskolin appliziert, so resultierte ein maximales Signal im 

Bereich der 50 kDa-Bande, die 46 kDa-Bande war nur noch schwach ausgeprägt. 

 

 

 

 



E r g e b n i s s e  | 59 
 

 

Abbildung 16: 

                               

 

 

 

Abb. 16: Die Inhibition der cAMP-abbauenden PDEs mit anschließen der Forskolin-

Applikation induzierte einen maximalen Bandenshift von der 46 kDa-Bande zur 50 

kDa-Bande.  Wurde 20 Minuten vor Forskolin-Stimulation (1 µM, 20 Minuten) der PDE3-

Inhibitor Motapizon (10 µM) oder der PDE4-Inhibitor RP73401 (1 µM) appliziert, so war 

die Signalzunahme der 50 kDa-Bande, verglichen mit der nach alleiniger Forskolin-

Stimulation, verstärkt. Der stärkste Signalzuwachs der 50 kDa-Bande wurde bei der 

gleichzeitigen Inhibition der PDE3 und PDE4 vor Forskolin-Applikation erzielt. Dabei 

war die Intensität der 46 kDa-Bande deutlich reduziert. Der gezeigte Blot ist 

repräsentativ für 5 unabhängige Experimente. 

(LW=Leerwert; PDE3-I=PDE3-Inhibitor; PDE4-I=PDE4-Inhibitor; F=Forskolin) 

 

Wurden die Zellen vor SNP-Applikation mit dem PDE3-Inhibitors Motapizon (10 µM, 20 

Minuten) oder dem PDE4-Inhibitors RP73401 (1 µM, 20 Minuten) inkubiert, so 

resultierte ein leichter Signalzuwachs der 50 kDa-Bande verglichen mit der alleinigen 

Stimulation mit den jeweiligen Substanzen. Die Daten sind nicht gezeigt. 

 

3.3.4 Die Inhibition der Proteinkinasen A und G hat te geringe Auswirkungen auf 

das Phosphorilierungsprofil von VASP  

Die Inhibition der PKA oder PKG in HUVECs hatte zunächst keine Veränderung der 50 

kDa-Bande im Western Blot zur Folge. Nach Gabe des jeweiligen Inhibitors entsprach 

das Phosphorilierungsprofil dem des Leerwerts. Die 50 kDa-Bande war nach Inhibition 

der PKA und nachfolgender Forskolin-Applikation von minimal geringerer Intensität als 

nach der alleinigen Stimulation mit Forskolin. Wurde die PKG vor SNP-Applikation 
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inhibiert, so war das 50 kDa-Signal minimal geringer ausgeprägt als nach alleiniger 

SNP-Stimulation. Wurden sowohl die PKA als auch die PDE2 vor SNP-Applikation 

inhibiert, entsprach das resultierende Bandenmuster etwa dem nach alleiniger SNP-

Applikation. Wurden vor SNP-Stimulation die PKG und die PDE2 inhibiert, so war das 

Signal der 50 kDa-Bande, verglichen mit dem nach alleiniger SNP-Applikation, 

reduziert. Das Bandenmuster entsprach etwa dem nach PKG-Inhibitor/SNP-

Doppelstimulation. 

 

Abbildung 17: 

 

 

 

Abb. 17: Die Inhibition der Proteinkinasen A und G hatte ger inge Auswirkungen 

auf das Phosphorilierungsprofil von VASP.  Wurden in ruhenden Zellen die 

Proteinkinasen A oder G inhibiert (je 1 µM, 20 Minuten), so entsprach das 

Phosphorilierungsprofil von VASP dem Leerwert. Wurde nach 20-minütiger Inkubation 

mit dem PKA-Inhibitor (1 µM, 20 Minuten ) Forskolin (1 µM, 20 Minuten) appliziert, war 

die 50 kDa-Bande von etwas geringerer Intensität als nach alleiniger Forskolin-

Stimulation (1µM, 20 Minuten). Wurde vor Stimulation mit SNP (10 µM, 20 Minuten) der 

PKG-Inhibitor (1 µM, 20 Minuten) appliziert, war die 50 kDa-Bande, verglichen mit der 

nach alleiniger SNP-Stimulation, etwas geringer ausgeprägt. Wurden sowohl die PKA 

(PKA-Inhibitor, 1 µM, 20 Minuten) als auch die PDE2 inhibiert (Byk190954 1 µM, 20 

Minuten) und anschließend SNP (10 µM, 20 Minuten) appliziert, so entsprach das 

Bandenmuster dem nach alleiniger SNP-Stimulation. Wurden dagegen die PKG (PKG-

Inhibitor, 1 µM, 20 Minuten) und die PDE2 inhibiert (Byk190954 1 µM, 20 Minuten), so 

resultierte die nachfolgende Stimulation mit SNP in einem Bandenmuster entsprechend 

dem nach PKG-Inhibitor/SNP-Doppelstimulation. Der gezeigte Blot ist repräsentativ für 

3 unabhängige Experimente. 
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(LW=Leerwert; PDE2-I=PDE2-Inhibitor Byk190954; PKA-I=PKA-Inhibitor; PKG-I=PKG-

Inhibitor; F=Forskolin) 

 

Wurde vor SNP-Applikation die PKA beziehungsweise vor Forskolin-Applikation die 

PKG inhibiert, so entsprach das entstandene Bandenmuster dem nach alleiniger 

Stimulation mit SNP oder Forskolin (Daten nicht gezeigt). 
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4 Diskussion  

In den durchgeführten Versuchen hatte eine Erhöhung der intrazellulären cAMP- und 

cGMP-Spiegel in HUVECs eine Stabilisierung der endothelialen Barriere hinsichtlich der 

Thrombin-induzierten Hyperpermeabilität, eine Alteration des Aktinzytoskeletts sowie 

eine Phosphorilierung von VASP an Serin157 zur Folge. 

 

4.1 Erhöhte cAMP- und cGMP-Spiegel reduzieren die T hrombin-induzierte 

Hyperpermeabilität in HUVECs  

Sowohl cAMP als auch cGMP vermochten die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität, 

in unterschiedlichem Ausmass, zu reduzieren. 

 

4.1.1 cAMP reduziert Thrombin-induzierte Hyperperme abilität  

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit hatte die Applikation des Adenylylzyklase-Aktivators 

Forskolin zunächst keine Veränderung der Filtrationsrate ruhender endothelialer 

Monolayer zur Folge. Bei nachfolgender Stimulation mit Thrombin war die induzierte 

Hyperpermeabilität auf etwa ein Achtel reduziert und in ihrer Dauer verkürzt.   

Diese Beobachtung entspricht dem in der Literatur postulierten stabilisierenden Effekt 

von cAMP auf die endotheliale Barriere (Comerford, 2002; Hippenstiel, 2002; van Nieuw 

Amerongen, 2002; Bundey, 2006). cAMP reduziert die durch diverse Stimulantien 

(Thrombin, H2O2, Bakterientoxine) ausgelöste endotheliale Hyperpermeabilität (Suttorp 

(1), 1996; Ikeda, 1999; Comerford, 2002; Hippenstiel, 2002; van Nieuw Amerongen, 

2002). 

Über welche Mechanismen oder Signalwege cAMP die endotheliale Barriere stabilisiert, 

ist nicht abschließend geklärt (van Nieuw Amerongen, 2002). Diskutiert wird eine 

cAMP-abhängige Aktivierung der PKA, welche wiederum Schlüsselproteine des 

Zytoskeletts sowie der Zell-Kontakte phosphoriliert (Comerford, 2002). VASP ist eines 

der Zielproteine der PKA, es ist im Bereich der Adherens Junctions und der Focal 

Adhesions lokalisiert und beeinflusst die Barrierefunktion des Endothels (Comerford, 

2002). 

 

4.1.2 Einfluss von cGMP auf Thrombin-induzierte Hyp erpermeabilität  

In den Versuchen zur Messung der hydraulischen Konduktivität induzierte die 

Stimulation der Endothelzellen mit cGMP-erhöhenden Substanzen (SNP, PDE2-

Inhibitor Byk190954) keine Veränderung der basalen endothelialen Permeabilität. Nach 
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Vorinkubation mit Byk190954 oder SNP war die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität 

jeweils auf etwa ein Viertel der Positivkontrolle reduziert, wobei der PDE2-Inhibitor dem 

NO-Donator überlegen war. Wurden die Endothelzellen sowohl mit Byk190954 als auch 

mit SNP vorinkubiert, so war die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität auf gut ein 

Drittel reduziert. Ob die Doppelstimulation, verglichen mit den Einzelstimulationen, in 

einem weiteren Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration resultierte, wurde im 

Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Die Ergebnisse legen jedoch die Überlegung 

nahe, dass cGMP zunächst einen protektiven Effekt auf die endotheliale Barriere 

ausübt, welcher ab einer bestimmten Konzentration, zumindest teilweise, wieder 

aufgehoben wird. 

Es gibt Untersuchungen, welche darauf hindeuten, dass cGMP dosisabhängig die 

Barrierefunktion des Endothels reduziert (Varma, 2002; van Nieuw Amerongen, 2003; 

Chong, 2005; Surapisitchat, 2007). So stabilisierten erhöhte cGMP-Spiegel zunächst 

die endotheliale Barriere gegenüber Hyperpermeabilität-induzierenden Substanzen, ab 

einem Schwellenwert induzierte cGMP jedoch eine erhöhte endotheliale Permeabilität 

(Surapisitchat, 2007). Ursächlich wird bei niedrigen cGMP-Spiegeln eine PDE3A-

Inhibition (die PDE3 ist definiert als cGMP-inhibierte cAMP-hydrolysierende PDE) mit 

konsekutiv erhöhten intrazellulären cAMP-Spiegeln diskutiert, welche bei erhöhten 

cGMP-Spiegeln durch die hierdurch induzierte PDE2A-Aktivierung wieder umgekehrt 

wird (Surapisitchat, 2007). Diese Ergebnisse wurden durch Versuche an Endothelzellen 

der Mesenterien der Ratte und an HUVECs ermittelt (Surapisitchat, 2007). 

Suttorp et al. wiesen jedoch keine erhöhte cAMP-Konzentration nach cGMP-

erhöhenden Maßnahmen (SNP und der PDE2-Inhibitor EHNA) in Schweineendothelien 

nach, hier hatte die SNP-Applikation bei gleichzeitiger PDE2-Inhibition einen additiven 

Effekt bezüglich der Reduktion der H2O2-induzierten Hyperpermeabilität (Suttorp (2), 

1996). 

Andere Untersuchungen zeigten wiederum eine cGMP-abhängige Erhöhung der 

endothelialen Permeabilität ohne Schwellenwert an mesenterialen Venulen der Ratte 

(Chong, 2005).  

Ein weiterer Hinweis auf einen Schwellenwert von cGMP bezüglich seiner Protektivität 

auf die endotheliale Permeabilität ergibt sich aus folgendem Zusammenhang: Die 

intrazellulären cGMP-Spiegel steigen unter anderem in Folge einer ansteigenden NO-

Konzentation bei erhöhter NO-Synthetase-Aktivität (Förstermann, 1986; Moncada, 

1989; Busse, 1990). Hohe NO-Konzentrationen steigern die Permeabilität, jedoch 
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scheinen nur leicht erhöhte NO-Konzentrationen anti-entzündlich zu wirken (Meyer, 

1992). Diese Effekte könnten über die intrazelluläre cGMP-Konzentration vermittelt 

werden. Allerdings scheint die stabilisierende Wirkung geringer NO-Konzentrationen, 

zumindest teilweise, durch ein Abfangen freier Radikale bedingt zu sein (Meyer, 1992). 

Zusammenfassend wird der Einfluss von cGMP auf endotheliale Permeabilität 

kontrovers diskutiert. Die Wirkung von cGMP scheint abhängig von der untersuchten 

Gefäßprovinz und Spezies zu sein (Suttorp, 1993; Suttorp (2), 1996; Hippenstiel, 2002; 

van Nieuw Amerongen, 2002; Chong, 2005; Seybold, 2005; Surapisitchat, 2007). Die im 

Rahmen der vorgelegten Arbeit ermittelten Ergebnisse weisen außerdem auf einen 

Schwellenwert von cGMP bezüglich der Regulation der endothelialen Barriere hin. 

Diese These muss durch Konzentrationsbestimmungen von cGMP weiter untersucht 

werden. Auf Grund der in der Literatur beschriebenen widersprüchlichen Daten ist es 

wahrscheinlich, dass cGMP in unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Effekte auf die 

Permeabilität ausübt . 

 

In den durchgeführten Versuchen hatte die alleinige Erhöhung der intrazellulären 

cAMP- oder cGMP-Spiegel jeweils keine Veränderung der basalen endothelialen 

Permeabilität im gewählten Untersuchungsmodell zur Folge. Zyklische Nukleotide 

scheinen jedoch die Endothelzellschicht gegenüber Hyperpermeabilität-auslösenden 

Agenzien zu stabilisieren (Hippenstiel, 2002). Die Reduktion der Thrombin-induzierten 

Hyperpermeabilität war nach Applikation von cAMP-erhöhenden Maßnahmen generell 

stärker ausgeprägt als nach Applikation von cGMP-erhöhenden Maßnahmen. Dies lässt 

sich als Hinweis dafür deuten, dass cAMP hinsichtlich seines protektiven Effekts auf die 

Integrität des Endothelzellverbandes cGMP überlegen ist. 

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Untersuchungen von Draijer et al., in 

denen keine PKG in HUVECs nachgewiesen werden konnte und die Applikation eines 

cGMP-Analogons keinen Einfluss auf die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität hatte 

(Draijer, 1995).  Draijer et al. beschrieben jedoch eine PKG-Aktivität in humanen 

Endothelzellen anderen Ursprungs (Aorta, Arteria iliaca und Gefäße der Vorhaut). Hier 

konnte die Applikation eines cGMP-Analogons die Thrombin-induzierte 

Hyperpermeabilität um etwa die Hälfte reduzieren (Draijer, 1995). Im Rahmen dieser 

Arbeit hatte die Inkubation mit cGMP-erhöhenden Substanzen zuverlässig eine 

Reduktion der Thrombin-induzierten Hyperpermeabilität zur Folge; cGMP erzielte in den 

verwendeten HUVECs eine zellbiologische Wirkung. Ob diese über die PKG vermittelt 
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wurde, ist nicht abschließend geklärt. Ob cGMP seine Wirksamkeit bezüglich der 

endothelialen Permeabilität, zumindest teilweise, auch über eine veränderte 

Signaltransduktion, die Aktivierung von Ionenkanälen oder Andere entfaltet, bleibt zu 

untersuchen (Suttorp (2), 1996). 

 

4.2 Erhöhte intrazelluläre Nukleotidspiegel alterie ren das Aktin-Zytoskelett in 

HUVECs 

Die im Rahmen der vorgelegten Arbeit durchgeführte Stimulation konfluenter 

Endothelzellen mit Thrombin induzierte eine deutliche Zunahme an Stressfasern. Das 

DPB war schwer oder gar nicht abzugrenzen. Die Endothelzellen retrahierten sich und 

es waren große interzelluläre Lücken entlang aller Zellgrenzen zu erkennen. Diese 

typischen Thrombin-induzierten Veränderungen der Zellmorphologie (Garcia (1), 1995; 

Suttorp (1), 1996; Carbajal, 2000; Bogatcheva, 2002) waren zuverlässig reproduzierbar. 

Dabei ist zu beachten, dass in den Versuchen zur Messung der hydraulischen 

Konduktivität die maximale Permeabilität etwa 10 Minuten nach Thrombin-Stimulation 

erreicht war. Die Immunfluoreszenzbilder wurden aus technischen Gründen nach einer 

Thrombin-Stimulation von 15 Minuten durchgeführt, zu diesem Zeitpunkt war die 

hydraulische Konduktivität schon wieder rückläufig.  

 

4.2.1 cAMP-erhöhende Maßnahmen stabilisieren das Ak tin-Zytoskelett  

In den Immunfluoreszenzversuchen beeinflusste die Erhöhung des cAMP-Spiegels die 

Morphologie des Zytoskeletts. Die Stimulation mit Forskolin induzierte eine Reduktion 

der Stressfasern sowie eine Verdichtung des DPB verglichen mit unstimulierten Zellen.  

Den Stressfasern wird eine Rolle bei der aktiven Kontraktion kontraktiler Zellen 

zugesprochen, ihre Abnahme könnte auf eine reduzierte Fähigkeit der Zellen zur 

Kontraktion hinweisen (Wong, 1986; Bussolino, 1987; Ehringer, 1999; Lee, 2003). Das 

DPB scheint für den Erhalt, die Lokalisation und die Funktion von Zell-Zell-Kontakten 

notwendig zu sein und die an der Formierung dieser Kontakte beteiligten Proteine mit 

dem Zytoskelett zu verankern (Wong, 1986; Dudek, 2001; Lee, 2003; Lee, 2005). 

Die gleiche Dosis Forskolin induzierte in den Versuchen zur Messung der hydraulischen 

Konduktivität keine Veränderung der basalen Filtrationsrate. Hippenstiel et al. zeigten, 

dass ein Adrenomedullin-induzierter Anstieg der cAMP-Konzentration in HUVECs 

ebenfalls eine verminderte Ausbildung an Stressfasern und ein gut abgrenzbares DPB 

zur Folge hatte (Hippenstiel, 2002). Auch bei Hippenstiel et al. induzierte die 
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entsprechende Stimulation keine signifikante Veränderung der basalen Filtrationsrate 

gesealter Monolayer (Hippenstiel, 2002).  

In den vorgestellten Versuchen reduzierte die Vorinkubation mit cAMP-erhöhenden 

Substanzen die durch Thrombin typischerweise induzierten morphologischen 

Veränderungen der Endothelzellen (Garcia (1), 1995). Das Zellbild der mit Forskolin 

oder Zardaverin (PDE3+PDE4-Inhibitor) und Thrombin stimulierten Zellen war im 

Vergleich zu ruhenden Zellen etwas unruhiger mit einer Zunahme an Stressfasern. Die 

Integrität des Zellverbandes blieb jedoch erhalten, das DPB war weiterhin gut zu 

diskriminieren und die Zahl und Größe der interzellulären Lücken blieben 

vergleichsweise gering. Die dezente Ausbildung von interzellulären Lücken könnte das 

morphologische Korrelat der geringen und temporären Erhöhung der hydraulischen 

Konduktivität nach vergleichbarer Stimulation sein. Entsprechende Beobachtungen 

machten Hippenstiel et al. nach Vorstimulation mit Adrenomedullin vor Thrombin-

Applikation (Hippenstiel, 2002).  

Die durch cAMP-erhöhende Maßnahmen induzierten Veränderungen der 

Aktinverteilung mit Abnahme an Stressfasern und Zunahme im Bereich des DPB 

weisen darauf hin, dass die Integrität der Zelle im Verband gefestigt und die 

Bereitschaft der Zelle zur Kontraktion vermindert wird (Wong, 1986; Bussolino, 1987; 

Ehringer, 1999; Dudek, 2001; Lee, 2003; Lee, 2005). Diese Veränderungen der 

Aktinverteilung könnten, zumindest teilweise, den protektiven Effekt von cAMP auf die 

Integrität von Endothelzellverbänden vermitteln (Ikeda, 1999; Comerford, 2002; 

Hippenstiel, 2002; Bundey, 2006).  

Ob die morphologischen Veränderungen nach cAMP-erhöhenden Maßnahmen auf der 

Basis von Abbau und Neusynthese und/oder Umverteilung schon bestehender 

Aktinfilamente resultierten, wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht.  

 

4.2.2 Veränderungen des Zytoskeletts nach cGMP-erhö henden Maßnahmen  

In den durchgeführten Versuchen induzierte die Applikation von cGMP-erhöhenden 

Substanzen morphologische Veränderungen des Aktinzytoskeletts in HUVECs. Das 

DPB erschien nach Stimulation mit SNP, Byk190954 oder 8br-cGMP prominenter als 

bei den Kontrollen. Stressfasern waren in den verschiedenen Stimulationsreihen etwas 

unterschiedlich stark ausgeprägt. Womit diese unterschiedliche, jedoch generell geringe 

Ausprägung an Stressfasern zusammenhängt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

untersucht werden. Möglich ist, dass die verschiedenen Substanzen unterschiedliche 
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intrazelluläre cGMP-Spiegel induzierten und die Höhe der cGMP-Konzentration in 

Zusammenhang mit der Zellantwort steht. So hatte eine Stimulation mit sowohl 

Byk190954 als auch SNP eine Zunahme an Stressfasern sowie des DPB zur Folge, die 

Stressfasern waren prominent, das DPB diffus verbreitert und es waren vereinzelt 

interzelluläre Lücken zu erkennen. cGMP scheint demnach ab einer bestimmten 

Konzentration vermehrt Stressfasern zu induzieren und die Kontraktionsbereitschaft der 

Zellen dadurch zu erhöhen. Der cGMP-Spiegel wurde in den verwendeten HUVECs 

allerdings nicht bestimmt, diese These sollte mit Hilfe weiterführender Versuche 

überprüft werden. 

Alle durchgeführten Maßnahmen zur Erhöhung der zytosolischen cGMP-Spiegel 

verhinderten eine Retraktion der Zellen bei nachfolgender Stimulation mit Thrombin. 

Die Vorinkubation mit Byk190954, SNP oder 8br-cGMP reduzierte die Thrombin-

induzierte Zellantwort deutlich. Es traten zwar vermehrt Stressfasern und 

interendotheliale Lücken auf, aber eine Retraktion der Zellen blieb aus und die Integrität 

des Zellverbandes erhalten. Die morphologischen Veränderungen der HUVECs nach 

Applikation von sowohl Byk190954 als auch SNP und anschließender Thrombin-

Stimulation waren deutlicher ausgeprägt, es fanden sich viele Stressfasern und große 

interzelluläre Lücken. Dies scheint erneut dafür zu sprechen, dass cGMP zunächst 

einen stabilisierenden Effekt auf den Endothelzellverband vermittelt, ab einem 

Schwellenwert die Kontraktionsbereitschaft der Zellen aber wieder zunimmt (Varma, 

2002; van Nieuw Amerongen, 2003; Chong, 2005; Surapisitchat, 2007). Es ist denkbar, 

dass cGMP über eine Verdichtung des DPB die Endothelzellschicht stabilisiert. 

Gleichzeitig könnte cGMP ab einer gewissen Konzentration die Ausbildung von 

Stressfasern induzieren. Überwiegt letzteres, so überwiegen, entsprechend dem 

Tensegrity Modell, die zentripedal gerichteten Kräfte. Es kommt zur Retraktion der 

Zellen mit interzellulärer Lückenbildung (Ingber, 1993; Ingber, 1997).  

Die morphologischen Veränderungen lassen sich mit den Permeabilitätsmessungen 

entsprechender Stimulationsreihen vereinbaren. So bewirkte die Vorstimulation mit 

sowohl Byk190954 als auch SNP die geringste Reduktion der Thrombin-induzierten 

Hyperpermeabilität in den Versuchen zur hydraulischen Konduktivität.  
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4.3 Erhöhte cAMP- und cGMP-Spiegel verändern das Ph osphorilierungsprofil von 

VASP 

In ruhenden, unstimulierten Zellen liegt >95 % von VASP in an Serin157 

unphosphorilierter Form vor (Comerford 2002).  

Die Phosphorilierung von VASP an Serin157 führt zu einer Verschiebung der 

Molekularmasse in der SDS-Page von 46 kDa zu 50 kDa (Butt, 1994; Halbrügge, 1989; 

Smolenski, 1998; Harbeck, 2000; Comerford, 2002). Verlängerte 

Phosphorilierungszeiten ergaben keine zusätzliche Gewichtszunahme von VASP in der 

SDS-Page, obwohl vermehrt Phosphat aufgenommen wurde (Harbeck, 2000). 

In den durchgeführten Versuchen induzierte Thrombin eine geringe Phosphorilierung 

von VASP an Serin157 in HUVECs. 

 

4.3.1 cAMP-erhöhende Maßnahmen induzieren eine VASP -Phosphorilierung an 

Serin 157 in HUVECs  

Alle verwendeten cAMP-erhöhenden Maßnahmen (Aktivierung der Adenylylzyklase und 

Inhibition der cAMP-abbauenden Enzyme PDE3 und PDE4) führten zu einer deutlichen 

Signalzunahme der 50 kDa-Proteinbande im Western Blot. Dies entspricht der 

Phosphorilierung von VASP an Serin157 (Butt, 1994; Bachmann, 1999; Comerford, 

2002). Eine Stimulation der Endothelzellen mit Forskolin bei gleichzeitiger Blockade der 

PDE3 und/oder PDE4 hatte bezüglich der Phosphorillierung von VASP an Serin157 

einen additiven Effekt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die cAMP-Konzentration 

positiv mit der Phosphorilierung von VASP an Serin157 korreliert und dass cAMP in 

hohen Konzentrationen in der Lage ist, VASP vollständig an Serin157 zu phosphorilieren. 

Entsprechende Versuche zur Bestimmung der intrazellulären cAMP-Spiegel wurden 

nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. 

Die in der Literatur vielfach postulierte PKA-Abhängigkeit der cAMP-vermittelten 

Phophorilierung von VASP an Serin157 (Halbrügge, 1990; Butt, 1994; Bachmann, 1999; 

Comerford, 2002) konnte im Rahmen dieser Arbeit nur bedingt nachvollzogen werden. 

In den durchgeführten Versuchen hatte die Inhibition der PKA vor Forskolin-Applikation, 

verglichen mit alleiniger Forskolin-Stimulation, nur eine minimale Reduktion der 50 kDa-

Bande im Western Blot zur Folge. Es wäre zu erwarten gewesen, dass die Inhibition der 

PKA vor Forskolin-Applikation die VASP-Phosphorilierung verhindert. 

Aszódi et al. wiesen in VASP-knock-out-Mäusen PKA-assoziierte 

Plättchenaggregationsstörungen nach. Auch dies ist so zu interpretieren, dass VASP 
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ein Substrat der PKA ist (Aszódi, 1999). Es sollten weitere Versuche zur 

Aktivitätsbestimmung der PKA in HUVECs erfolgen, um bestehende Diskrepanzen zu 

klären. 

 

4.3.2 cGMP erhöht den Anteil von an Serin 157 phosphoriliertem VASP in HUVECs  

In den hier dargestellten Versuchen war eine cGMP-induzierte Phosphorilierung von 

VASP an Serin157 zu beobachten. Serin157 ist jedoch nicht die bevorzugte 

Phosphorilierungsstelle von VASP für cGMP-abhängige Proteinkinasen (Harbeck, 

2000). Im Rahmen dieser Arbeit waren die cGMP-erhöhenden Maßnahmen den cAMP-

erhöhenden Maßnahmen diesbezüglich unterlegen.  

So entsprach bei Smolenski et al. die maximale SNP-induzierte Phosphorilierung von 

Serin157 in humanen Thrombozyten nur etwa 50% der durch cAMP-Applikation 

induzierten Phosphorilierung dieser Aminosäure (Smolenski, 1998). Diese Dynamik ist 

vergleichbar mit den im Rahmen dieser Arbeit in HUVECs erhobenen Ergebnissen.  

Auf der anderen Seite induzierte bei Draijer et al. die Applikation eines cGMP-

Analogons keine Phosphorilierung von VASP in HUVECs (Draijer, 1995). Draijer et al. 

konnten keine PKG in HUVECs nachweisen (Draijer, 1995). Im Rahmen der 

vorgelegten Arbeit wurde die PKG-Aktivität in den verwendeten HUVECs nicht 

bestimmt. Die Applikation von cGMP-erhöhenden Substanzen induzierte aber auch in 

dieser Versuchsreihe eine reproduzierbare zellbiologische Antwort der verwendeten 

Endothelzellen. 

Im Western Blot führte die PKG-Inhibition vor Exposition gegenüber SNP nur zu einer 

minimalen Verringerung des 50 kDa-Signals verglichen mit der alleinigen SNP-

Stimulation. Der in der Literatur beschriebene Weg der VASP-Phosphorilierung durch 

erhöhte cGMP-Spiegel läuft jedoch über die PKG, so dass eine PKG-Inhibition die 

cGMP-abhängige VASP-Phosphorilierung verhindern sollte (Halbrügge, 1990; 

Smolenski, 1998; Harbeck, 2000). Es ist denkbar, dass die cGMP-induzierte VASP-

Phosphorilierung über eine Inhibition der PDE3 (per Definition eine cGMP-inhibierte 

cAMP-hydrolysierende PDE) und somit über cAMP läuft. Jedoch wiesen Suttorp et al. in 

ihren Endothelzellen nach cGMP-erhöhenden Maßnahmen, wie zum Beispiel der 

Applikation von SNP, keine erhöhten cAMP-Spiegel nach (Suttorp (2), 1996). 

 

Die Beobachtung, dass in den durchgeführten Versuchen VASP trotz PKA-Inhibition 

cAMP-abhängig beziehungsweise trotz PKG-Inhibition cGMP-abhängig phosphoriliert 
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wurde, führt zu folgender Überlegung: Lassen sich systematische Fehler hinsichtlich der 

Untersuchungsmethode oder der Inhibitoren ausschließen, ist eine PKA- 

beziehungsweise PKG-unabhängige Phosphorilierung von VASP, welche dennoch 

durch zyklische Nukleotide induziert wird, in Betracht zu ziehen. Ein Versagen des 

Inhibitors konnte durch weitere Versuchsreihen (ELISA, Western Blot), welche im 

Rahmen anderer Arbeiten durchgeführt wurden, weitestgehend ausgeschlossen 

werden. Hier wurden in der Literatur beschriebene Effekte einer PKA- beziehungsweise 

PKG-Inhibition aus derselben Charge zuverlässig reproduziert. Dass cAMP die PKG 

und umgekehrt cGMP die PKA in mehr als nur geringem Maße aktiviert, ist nicht 

wahrscheinlich. Es konnte gezeigt werden, dass die cGMP-abhängige Phosphorilierung 

von VASP nicht über die PKA vermittelt wird (Draijer, 1995; Smolenski, 2000). 

Letztlich ist bei dem derzeitigen Stand der Untersuchungen die Ursache der 

divergierenden Ergebnisse unklar. 
 

4.4 Einfluss der VASP-Phosphorilierung auf die Stab ilisierung der endothelialen 

Barriere  

Die spezifischen Beziehungen zwischen VASP und dem Aktinzytoskelett sind noch 

nicht vollständig aufgeklärt, insbesondere hinsichtlich der VASP-Phosphorilierung sind 

noch viele Fragen offen. VASP wird eine wichtige Rolle bei der Regulation des 

Zytoskeletts und somit der Zellform und -funktion zugesprochen (Harbeck, 2000; 

Comerford, 2002).  

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen war zu beobachten, dass 

cAMP- beziehungsweise cGMP-erhöhende Maßnahmen in HUVECs eine vermehrte 

Phosphorilierung von VASP, eine Alteration des Aktinzytoskeletts, sowie eine 

Stabilisierung des Zellverbandes hinsichtlich Thrombin-induzierter Hyperpermeabilität 

induzierten. Diese Auswirkungen der zyklischen Nukleotide könnten in einem kausalen 

Zusammenhang stehen. So beschrieben Comerford et al. einen direkten 

Zusammenhang zwischen einer cAMP-abhängigen Phosphorilierung an Serin157 von 

VASP und einer Entspannung des Zytoskeletts mit reduzierter endothelialer 

Permeabilität (Comerford, 2002).  

VASP ist lokalisiert an Orten der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte sowie im Bereich 

der Stressfasern (Smolenski, 1998; Comerford, 2002). Die Interaktion von VASP mit 

seinen Liganden Profilin, Vinculin und Zyxin zeigte sich bei Harbeck et al. unabhängig 

von seinem Phosphorilierungsstatus (Harbeck, 2000).  
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Auf der anderen Seite demonstrierten Smolenski et al., dass die Phosphorilierung von 

VASP dessen Dissoziation von den Orten der Zell-Zell-Kontakte zur Folge hatte. Dafür 

erschien es notwendig, dass alle 3 Phosphorilierungsstellen besetzt waren (Smolenski, 

2000). Umgekehrt könnte ein Abfall der cAMP-Konzentration, und damit der PKA-

Aktivität, die Ausbildung von Adhesionskomplexen und deren Verankerung mit 

Stressfasern induzieren (Bogatcheva, 2002). 

Unabhängig vom Phosphorilierungsstatus war die Bindung von Profilin-G-Aktin-

Komplexen an VASP (Harbeck, 2000). Loureiro et al. vermuteten, dass die 

Phosphorilierung der Ena/VASP-Proteine die Aktivität der EVH2-Domäne blockiert, die 

anderen beiden Domänen aber nicht beeinträchtigt (Loureiro, 2002). VASP könnte sich 

demnach unabhängig von seinem Phosphorilierungsstatus durch Bindung an seine 

Liganden an Orten der Zelladhäsion und erhöhter Aktinaktivität lokalisieren und Profilin-

G-Aktin-Komplexe bereithalten (Kwiatkowski, 2003).  

Aszódi et al. fanden in VASP-knock-out Mäusen Hinweise darauf, dass VASP eine 

grundlegende Rolle bei der Inhibition der Aktinpolymerisation in Thrombozyten und 

damit bei der Thrombozytenaggregation zukommt. Die Thrombozytenaggregation 

wurde durch die Phosphorilierung von VASP noch stärker inhibiert, was ebenfalls auf 

eine Funktionseinschränkung der EVH2-Domäne hinweist (Aszódi, 1999).  

VASP stabilisierte in den von Kwiatkowski et al. durchgeführten Versuchen 

eigenständig neu synthetisierte Aktinfilamente beziehungsweise mediierte die 

Aktinsynthese über das G-Aktin bindende Protein Profilin (Kwiatkowski, 2003). Die 

Phosphorilierung von VASP hatte die verminderte Bindung seiner EVH2-Domäne an G-

Aktin zur Folge und inhibierte seine Fähigkeit zur Aktinnukleation (Harbeck, 2000; 

Walders-Harbeck, 2002). Die VASP-abhängige Aktinpolymerisation wurde umgekehrt 

durch seine Dephosphorilierung induziert (Harbeck, 2000). Durch Phosphorilierung oder 

Dephosphorilierung von VASP scheint die Aktinpolymerisation regulatorisch beeinflusst 

zu werden (Harbeck, 2000; Loureiro, 2002). Auch hatte die Phosphorilierung von VASP 

eine verminderte Aktin-Bündelung zur Folge (Harbeck, 2000). 

Dies führt zu der Überlegung, dass die Phosphorilierung von VASP die Neubildung von 

Aktinfilamenten hemmt und somit, auch in Belastungssituationen, die Anzahl 

kontraktiler Filamente gering hält (Loureiro, 2002). 

Umgekehrt könnte VASP, als struktureller und funktioneller Bestandteil des 

Zytoskeletts, in seiner unphosphorilierten Form für den Erhalt eines parazellulären 

Flüssigkeits- und Stoffaustauschs mitverantwortlich sein (Comerford, 2002).  
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Da sich VASP nicht im Bereich des DPB anreichert, scheint die cAMP- und cGMP-

induzierte Verdichtung des DPB nicht VASP-abhängig zu sein. Über welche 

Mechanismen die zyklischen Nukleotide die Ausbildung des DPB verstärken, ist bisher 

nicht bekannt.  

 

In der vorgelegten Arbeit wurde nur die Phosphorilierung von VASP an Serin157 

untersucht. Eine Funktionsveränderung von VASP durch Phosphorilierung seiner 

anderen beiden Phosphorilierungsstellen ist jedoch wahrscheinlich (Harbeck, 2000). So 

zeigten Harbeck et al., dass die Phosphorilierung von murinem VASP an Serin235 

(entspricht Serin239 in humanem VASP) eine stärkere Reduktion der Aktinnukleation zur 

Folge hatte als seine Phosphorilierung an Serin153 (entspricht Serin157 in humanem 

VASP; Harbeck, 2000). Auch war in murinen Zellen die Bündelung der Aktinfasern nach 

zusätzlicher Phosphorilierung von Serin235 weit stärker reduziert als nach alleiniger 

Serin153-Phosphorilierung (Harbeck, 2000). Eine erhöhte cAMP-Konzentration bewirkte 

dabei zunächst eine Phosphorilierung an Serin153, erst längere Phosphorilierungszeiten 

bewirkten eine Phosphorilierung der anderen beiden Phosphorilierungsstellen an 

murinem VASP (Harbeck, 2000).  

Auf der anderen Seite identifizierten Loureiro et al. die N-terminale 

Phosphorilierungsstelle von Mena als den Hauptort der Regulation durch 

Phosphorilierung in Fibroblasten, welche in VASP Serin157 entspricht (Loureiro, 2002).  

Es sollten weiterführende Versuche erfolgen, in denen die Phosphorilierung von VASP 

an Serin239 und Threonin278 bei der Beurteilung der  Zellfunktion berücksichtigt wird. 

Ob cAMP über einen alternativen, PKA-unabhängigen Weg in der Lage ist, in humanen 

Endothelzellen VASP an Serin157 zu phosphorilieren, muss ebenfalls noch untersucht 

werden. So beschrieben Chitaley et al. eine PKA- und PKG-unabhängige, jedoch PKC-

abhängige Phosphorilierung von VASP an Serin157 in vaskulären glatten Muskelzellen 

(Chitaley; 2004). Entsprechende Versuche mit einer Inhibition der Proteinkinase C 

wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt.  

 

Zu beachten ist, dass Thrombin über verschiedene intrazelluläre Signalwege 

endotheliale Hyperpermeabilität induziert.  cAMP ist in der Lage, in diese und andere 

Signalwege regulierend einzugreifen, und somit die Thrombin-induzierte Permeabilität 

auf verschiedenen Ebenen zu reduzieren. 
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Unter anderem induziert Thrombin die Dissoziation der Catenine weg von den Zell-Zell-

Kontakt-vermittelnden Cadherinen und erhöht auf diese Weise die parazelluläre 

Permeabilität (Bogatcheva, 2002). Eine Erhöhung der cAMP-Konzentration reduzierte 

die Thrombin-vermittelte Umverteilung der Catenine weg von den Adherens Junctions 

und stabilisierte somit die Endothelbarriere. Umgekehrt führte eine Blockade der PKA 

auch ohne Thrombin-Stimulation zu einer Dissoziation der Catenine weg von den 

Adherens Junctions und somit zu einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität 

(Bogatcheva, 2002). 

Die cAMP-abhängige Stabilisierung der Zellintegrität wird außerdem über eine 

Beeinflussung der Myosin-Leichtkette (MLC) vermittelt. Forskolin und verschiedene 

cAMP-Analoga konnten die Thrombin-induzierte Phosphorilierung der MLC verhindern 

(Garcia (3), 1995). Dies reduzierte ebenfalls die Thrombin-induzierte Hyperpermeabilität 

(Garcia (3), 1995). 

Die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) wird cAMP-abhängig phosphoriliert. Die 

Kinaseaktivität der MLCK wird durch ihre Phosphorilierung reduziert (Lum, 1994, 

Garcia, 1997). Dies hat eine verminderte Phosphorilierung der MLC zur Folge, welche 

konsekutiv in ihrer nicht-kontraktilen Form vorliegt.  

Des Weiteren besteht ein Zusammenhang zwischen erhöhten intrazellulären cAMP-

Spiegeln und der Inhibition von Rho (Essler, 2000; Qiao, 2003). Rho führt über Rho-

Kinase sowohl durch direkte Phosphorilierung der MLC als auch durch Hemmung der 

Myosin-Leichtketten-Phosphatase zu einem Anstieg von phosphorilierter MLC. Eine 

Inhibition von Rho hätte somit ebenfalls eine reduzierte Anzahl kontraktionsfähiger 

Proteine zur Folge. So kann cAMP direkt oder indirekt über Rho durch Beeinflussung 

der MLC seinen protektiven Effekt hinsichtlich der endothelialen Permeabilität entfalten.  

Bei Hippenstiel et al. hatte eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration in 

HUVECs nach Adrenomedullin-Stimulation eine verminderte MLC-Phosphorilierung zur 

Folge, dies ging mit einer Stabilisierung der Endothelzellschicht einher (Hippenstiel, 

2002). 

Hippenstiel et al. zeigten, dass eine Inhibition der Rho-Proteine RhoA, Rac und Cdc42 

in Schweineendothelien ein Versagen der Barriereschicht bewirkte (Hippenstiel, 1997). 

Die alleinige Inaktivierung von RhoA scheint jedoch die Barrierefunktion zu verbessern 

(van Nieuw Amerongen, 2000).  

Es konnte außerdem gezeigt werden, dass das Rho-Protein Rac-1 für den Erhalt der 

endothelialen Barrierefunktion einiger Zelllinien eine Rolle spielt (Waschke, 2006; 
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Baumer, 2008; Schlegel, 2008). Es scheint, dass cAMP PKA-abhängig in den Rac-1 

Signalweg eingreift und dass erhöhte intrazelluläre cAMP-Spiegel eine Inaktivierung 

von Rac-1, zum Beispiel durch Clostridium sordellii Letales Toxin, verhindert (Waschke, 

2004). Jedoch zeigten van Nieuw Amerongen et al. dass die Aktivität von Rac in 

HUVECs nicht durch eine Thrombin-Stimulation beeinflusst wurde (van Nieuw 

Amerongen, 2000). 

Zu welchen Anteilen cAMP die Endothelbarriere über eine Phosphorilierung von VASP, 

eine direkte Festigung der Adherens Junctions, eine Beeinflussung der Rho-Proteine 

oder andere Effektoren gegenüber Thrombin oder anderen Stimulantien stabilisiert, ist 

bislang nicht geklärt. 

Die veschiedenen Mechanismen und Signalwege schließen sich jedoch nicht 

gegenseitig aus. Im Gegenteil ist es wahrscheinlich, dass die oben diskutierten 

Wirkungsweisen neben anderen, zum Teil noch unerforschten Mechanismen, Teile 

eines komplexen Regulationssystems sind. Auf diese Weise ist eine feingradige 

Regulation der endothelialen Permeabilität möglich und ein Funktionieren dieses für 

den Gesamtorganismus so wichtigen Zelltyps auch in Situationen veränderter 

Belastung gewährleistet (van Nieuw Amerongen, 2002). 

 

4.5 Fazit  

Die durchgeführten Versuche weisen auf einen Zusammenhang zwischen der 

Phosphorilierung von VASP, morphologischen Veränderungen des Zytoskeletts und der 

funktionellen Dichtigkeit der endothelialen Barriere sowie ihrer Beeinflussbarkeit durch 

zyklische Nukleotide hin.  

Ob die beobachteten Auswirkungen zyklischer Nukleotide in einem kausalen 

Zusammenhang stehen oder Effekte sich überschneidender Signalwege sind, bleibt 

noch zu untersuchen.  

In allen präsentierten Versuchsreihen war cAMP cGMP bezüglich der untersuchten 

Merkmale überlegen. In den Versuchen zur Messung der hydraulischen Konduktivität 

hatte cAMP verglichen mit cGMP eine stärkere Reduktion der Thrombin-induzierten 

Hyperpermeabilität zur Folge. In den Immunfluoreszenzbildern zeigte sich nach cAMP-

erhöhenden Maßnahmen eine ausgeprägtere Verdichtung des DPB, eine stärkere 

Abnahme an Stressfasern sowie eine geringere Thrombin-induzierte Retraktion der 

Zellen als nach cGMP-erhöhenden Maßnahmen. Im Western Blot induzierte cAMP eine 

stärkere Phosphorilierung von VASP als cGMP.  
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Die Konzentration der PKG in HUVECs ist sehr gering, die Konzentration der PKA ist 

dagegen relativ hoch. Daher bleibt die Überlegung, ob die cGMP-vermittelte Wirkung 

auf Grund der niedrigen PKG-Konzentration geringer ist als die cAMP-vermittelte 

Wirkung.  

Schwierig sind die Ergebnisse nach Doppelstimulation mit dem PDE2-Inhibitor 

Byk190954 und SNP in den Versuchen zur Messung der hydraulischen Konduktivität 

und Immunfluoreszenz zu werten. Der Einfluss von cGMP auf die endotheliale 

Permeabilität wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Ob eine leichte Erhöhung der 

cGMP-Konzentration protektiv wirkt und eine stärkere Erhöhung diesen Effekt wieder 

aufhebt, und welche weiteren Vorgänge bei der Interpretation dieser Daten zu beachten 

sind, ist nicht abschließend geklärt. 

Im Widerspruch zur Literatur stehen die geringen Auswirkungen der PKA- 

beziehungsweise PKG-Inhibition auf die Phosphorilierung von VASP. Ob die 

Phosphorilierung von VASP nicht in allen Zelltypen oder nur unter bestimmten 

Voraussetzungen PKA- beziehungsweise PKG-abhängig ist, bleibt zu untersuchen. 

Dass die Abnahme der interzellulären Lückenbildung und damit der Permeabilität bei 

erhöhten Konzentrationen der zyklischen Nukleotide durch eine Alteration des 

Zytoskeletts zu Stande kommt, wurde von verschiedenen Autoren beschrieben 

(Schnittler, 1990; Ingber, 1997; Guo, 2006; Kanthou, 2006). VASP, als struktureller und 

funktioneller Bestandteil des Zytoskeletts, könnte an dessen Regulation beteiligt sein. 

Die im Vergleich zu cAMP geringere Fähigkeit von cGMP die endotheliale Barriere zu 

stabilisieren, könnte, zumindest teilweise, in seiner geringeren Fähigkeit zur 

Phosphorilierung von VASP an Serin157 begründet sein. Dabei ist jedoch zu bedenken, 

dass es für cGMP verschiedene intrazelluläre Effektoren (wie Ionen-Kanäle, 

Proteinkinasen, PDEs) gibt, während für cAMP neben der PKA bislang kaum weitere 

Effektoren beschrieben wurden (Draijer, 1995; Yuan, 2002). Erhöhte cGMP-Spiegel 

beeinflussen somit eine Vielzahl von Signalwegen, welche gegenteilige Effekte 

bezüglich der Permeabilität vermitteln könnten. 

Wäre ein direkter Zusammenhang zwischen der Phosphorilierung von VASP und einer 

verbesserten Zellintegrität gegeben, so stellte dies prinzipiell eine Möglichkeit zur 

Manipulation der endothelialen Permeabilität dar. Damit wäre bei einer Vielzahl von mit 

akuten und chronischen Entzündungen einhergehenden Erkrankungen eine spezifische 

Angriffsfläche für Medikamente gegeben. Da Struktur und Funktion des Zytoskeletts 

jedoch einer Vielzahl von Regulationsmechanismen unterliegen, welche heute in ihrer 
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Dimension und Wirkungsart noch nicht erfasst sind, bleibt eine alleinige Manipulation 

von VASP nach heutigem Kenntnisstand ohne praktischen Nutzen. 

Generell ist zu bedenken, dass die in der Literatur beschriebenen Daten an 

unterschiedlichen in vitro und in vivo Modellen erhoben wurden. Ein Vergleich der 

Daten ist dadurch nur eingeschränkt möglich. 
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5 Zusammenfassung  

Endotheliale Hyperpermeabilität ist ein Hauptmerkmal der Entzündung. Viele andere 

Erkrankungen, wie Infektionskrankheiten, Karzinome, Atherosklerose, Diabetes, Sepsis 

oder Verbrennungen gehen ebenfalls mit einer Störung der endothelialen Barriere 

einher. Eine Stabilisierung dieser Grenzschicht in den jeweiligen Organsystemen 

könnte den Verlauf dieser Erkrankungen deutlich verbessern. Es sind eine Vielzahl von 

Substanzen bekannt, welche die endotheliale Barriere stabilisieren oder auch 

destabilisieren, dennoch steht die Erforschung der Therapiemöglichkeiten der 

endothelialen Hyperpermeabilität noch an ihrem Anfang (van Nieuw Amerongen, 2002). 

Ein Zusammenhang zwischen dem Funktionszustand des Zytoskeletts und der 

Integrität der endothelialen Barriere ist allgemein anerkannt. Die grundlegende Struktur 

und Biochemie von Aktin, als Bestandteil des Zytoskeletts, wurde intensiv erforscht. Die 

Mechanismen, welche die Aneinanderlagerung, Organisation, Funktion sowie Um- und 

Abbau des Aktinzytoskeletts regulieren, sind jedoch nur in ihrem Ansatz erforscht. 

Die vorgelegte Arbeit hatte zum Ziel, die protektiven Auswirkungen der zyklischen 

Nukleotide auf die endotheliale Barriere in HUVECs zu analysieren, die dabei 

entstehenden Veränderungen des Aktinzytoskeletts zu beschreiben und einen 

möglichen Zusammenhang zwischen diesen zellulären Veränderungen und dem 

Strukturprotein VASP zu beurteilen. 

Eine Erhöhung der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP in HUVECs hatte eine 

Stabilisierung der endothelialen Barriere zur Folge, die Thrombin-induzierte 

Hyperpermeabilität wurde deutlich reduziert. Dies ging mit einer reduzierten Ausbildung 

von Stressfasern und interendothelialen Lücken nach Thrombin-Applikation einher.  

VASP wird eine Rolle bei der Vermittlung von Form und Funktion der Zelle und ihrem 

Verband zugesprochen. cAMP- und cGMP-erhöhende Maßnahmen hatten eine 

Phosphorilierung von VASP zur Folge. Die Reduktion der endothelialen 

Hyperpermeabilität durch erhöhte Spiegel zyklischer Nukleotide korrilierte positiv mit der 

vermehrten Phosphorilierung von VASP. Ob die Stabilisierung der endothelialen 

Barriere direkt durch die Phosphorilierung von VASP bedingt ist oder inwieweit parallel 

laufende cAMP- und cGMP-abhängige Prozesse dafür verantwortlich sind, ist weiterhin 

Gegenstand der Forschung.  

Weiterführende Experimente mit Hilfe von Überexpression und Gendeletion von VASP 

sollten erfolgen, um die Rolle von VASP in der endothelialen Permeabilitätsregulation 

zu untersuchen.
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Abkürzungsverzeichnis  

Abb    Abbildung 

AK    Antikörper 

ARDS    Adult Respiratory Distress Syndrome 

AS    Aminosäure 

ATP    Adenosintriphosphat 

Byk    PDE2-Inhibitor Byk 190954 

bzw    beziehungsweise 

cAMP    zyklisches Adenosinmonophosphat 

cGMP    zyklisches Guanosinmonophosphat 

COCO-Region  Coiled-coil-Region 

DPB    dense peripheral band 

EDTA    Ethylendiamintetraacetat 

EGF    Epidermal Growth Factor 

EHNA    Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenin 

EVH1    Ena-VASP-homology-1 

EVH2    Ena-VASP-homology-2 

F    Forskolin 

FAB    F-Aktin bindende Region 

FCS    Fetales Kälberserum 

F-Aktin   filamentäres Aktin 

G-Aktin   globuläres Aktin 

GTP    Guanosintriphosphat 

H2O    Wasser 

HUVEC   Human Umbilical Vein Endothelial Cell 

I    Inhibitor 

Ig    Immunglobulin 

IP3    Inositol-1,4,5-trisphosphat 

konj    konjugiert 

LW    Leerwert 

min    Minuten 

MLC    Myosin-Leichtkette 

MLCK    Myosin-Leichtketten-Kinase 

PDE    Phosphodiesterase 
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PFA    Paraformaldehyd 

PIP2    Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  

PIP5K    Phosphatidylinositol 4-phosphat 5-Kinase  

PKA    Proteinkinase A 

PKC    Proteinkinase C 

PKG    Proteinkinase G 

PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 

Rho-Protein   Ras homologous protein 

ROK    Rho-Kinase 

SDS    Natriumdodecylsulfat  

SDS-Page   Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 

Ser    Serin 

SNP    Natrium Nitroprussid 

TEMED   N, N, N´, N´-Tetramethylendiamin 

Thr    Threonin 

TRIS    Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 

TLM    thymosin-β4-like motif 

VASP    Vasodilator stimuliertes Phosphoprotein 

VE-Cadherin   Vaskuläres endotheliales Cadherin 

VEGF    vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 

WB    Western Blot 
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