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1 Einleitung

1.1 Vaskulare Erkrankungen

Endotheliale Permeabilitét ist ein entscheidender Faktor bei einer Vielzahl von vaskularen
Erkrankungen. Endotheliale Hyperpermeabilitat fuhrt zu einer vermehrten Durchlassigkeit
von Leukozyten und immunrelevanten Zellen, welche inflammatorische Prozesse ausldsen
und Gewebsentziindungen verursachen kénnen. Sepsis, Schock, Gewebsdodeme,
Entziindungen und Arteriosklerose? sind schwerwiegende Krankheitsprozesse, die ihren
Ursprung in einer endothelialen Dysfunktion haben.® Entscheidend fiir eine gesunde
Homdostase zwischen Blutbahn und umliegendem Gewebe ist eine intakte endotheliale
Barrierefunktion. Durch die vermehrte endotheliale Durchlassigkeit kbnnen Plasmaproteine
aus der Blutbahn in das umliegende Gewebe gelangen. Die Folgen sind Uber den
hydrostatischen Druck induzierte Odeme, Ischamie und Hypoxie des Gewebes.* Der
Zusammenbruch der endothelialen Barrierefunktion ist ein Schllsselereignis in der
Entstehung diverser vaskularer Erkrankungen. Infolge einer Abnahme der endothelialen
Zell-Zellkontakte und Veranderungen des endothelialen Zytoskelettes tritt eine Dysfunktion
der endothelialen Barrierefunktion auf. Die molekularen Mechanismen, die diese
Schadigung des Endothels auslésen bzw. verhindern kénnen sind vielfaltig und
weitestgehend unbekannt.

Leukozyten und andere
immunrelevante Zellen

erweiterter intakte
endothelialer Spalt Endothelzellschicht

Gewebstdem
und Entziindung

Abbildung 1.1 Gegeniiberstellung eines erweiterten endothelialen Spaltes und einer intakten
Endothelzellschicht’ (Lee WL, 2010, modifiziert).

Erweitert sich der Spalt zwischen zwei benachbarten Endothelzellen, kdnnen vermehrt Leukozyten
L_J_nd andere immunrelevante Zellen durch die Endothelzellschicht diffundieren und im Gewebe
Odeme oder Entziindungen verursachen.



1.2 Endothel

Das Endothel ist ein einschichtiges Plattenepithel, das die Gefalle auskleidet und einer
Basalmembran aufliegt. Es ist nicht nur eine einfache Begrenzung der GefalRwand, sondern
erfullt eine Vielzahl physiologischer Funktionen. Dazu gehért neben verschiedenen
Stoffwechselleistungen auch die Regulation des Blutdruckes durch die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO). Es ist in der Lage, die FlieRfahigkeit des Blutes zu erhalten und
spielt eine wichtige Rolle in der Hemmung und Aktivierung von Gerinnungsprozessen.
Aulerdem ist das Endothel sowohl bei der Angiogenese als auch bei
Entziindungsprozessen durch die Bildung inflammatorischer Molekiile beteiligt.®

Zusatzlich fungiert das Endothel als eine semipermeable Barriere, die den Durchfluss von
Flussigkeiten, Ldsungen und Plasmaproteinen zwischen der Blutbahn und den
umliegenden Geweben reguliert.® Die Schicht aus Endothelzellen hat auRerdem eine
wichtige Barrierefunktion zum umliegenden Gewebe und verhindert das Einstromen der im
Blut zirkulierenden Zellen des Immunsystems in das Gewebe.’

1.3 Permeabilitit

Die Permeabilitdit des Endothels wird Uber zwei Wege reguliert: der transzellulare Weg
durch die Endothelzelle und der parazellulare Weg zwischen zwei Endothelzellen.® ° Die
transendothelialen Transportvorgange lassen sich einteilen in:

o Passive Diffusion: Hierbei kbnnen vor allem niedermolekulare Substanzen wie O, und
CO, passiv durch die Endothelbarriere diffundieren.

e Transporterproteine/Carrier: Es handelt sich um Proteine, die in der Zellmembran
verankert sind, stationar in der Zellmembran sitzen und den Transport durch die
Zellmembran passiv oder aktiv durch ATP Verbrauch bewerkstelligen.

o Transzytose: Hierbei werden geldste Stoffe in mikropinozytischen Blaschen durch das
Zytoplasma geschleust. Dieser transzellulare Weg ist in der Regel an spezifische
Rezeptoren gebunden.

e Adsorptive Transzytose/ Endozytose: So wird die Aufnahme von zellfremdem Material
durch Vesikel, die aus abgeschnirten Einstllpungen der Zellmembran entstehen,
bezeichnet.

Alternativ gibt es druckabhangige Transportvorgange. Als Filtration wird ein Vorgang
bezeichnet, der vor allem in Kapillaren durch den hydrostatischen Druck reguliert wird und
kleine Molekile in das umliegende Bindegewebe gelangen Ilasst. Resorption findet
hauptsachlich in venennahen Kapillarabschnitten statt und bezeichnet die Aufnahme von
gelosten Stoffen zurlick in die Vene durch den kolloidosmotischen Druck.
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Abbildung 1.2 Verschiedene Transportvorgdnge durch das Endothel™ (Heuvel M, 2013,
modifiziert)

Die Abbildung zeigt eine intakte Schicht Endothelzellen, die einer Basalmembran aufliegt. Dargestellt
sind unterschiedliche physiologische Transportvorgdnge durch die Endothelzellen in das Gewebe.

Zwischen zwei Endothelzellen kdnnen interzellulare Licken entstehen, die zu einer
parazellularen Permeabilitat fiihren. Makromolekiile ab einer GroRe von 3 nm kdnnen
diesen Weg nicht mehr passieren." Eine Vielzahl verschiedener transmembraner Proteine
stellt die Verbindung der Endothelzellen untereinander dar. Dazu gehéren Occludin,
Cadherine, PECAM1, Integrin, Connexin und Desmoplakin.”> ™ Diese Zell-
Zellkontaktproteine haben eine wichtige Rolle in der Instandhaltung der endothelialen
Barrierefunktion. Die transmembranen Proteine lassen sich in tight junctions (Dichte
Zellkontakte) und adherens junctions (Adhasionsverbindungen) einteilen. Dynamische
Interaktionen zwischen den transmembranen Proteinen und dem Zytoskelett sind wichtige

Prozesse, die sich auf die endotheliale Permeabilitat auswirken.

1.3.1 Adherens junctions

Adhéasionsverbindungen (adherens junctions) machen die Mehrzahl der Zell-Zellkontakte
zwischen den Endothelzellen aus.® VE-Cadherin ist eines der wichtigsten Mitglieder der
Adhasionsmolekiile." Es handelt sich um ein endothelspezifisches Cadherin. VE-Cadherin
besteht aus einer extrazellularen Domane, die sich mit der extrazellularen Domane der
gegenuberliegenden Zelle verbindet, und somit den Zell-Zellkontakt herstellt. Die
intrazellularen Domanen sind Uber die Molekile P-120-Catenin, - und a-Catenin mit dem
Aktinzytoskelett der Zelle verbunden.' Dabei reguliert das Molekiil P-120 die Interaktion



zwischen Cadherin, Kinasen, Phosphatasen und RhoGTPasen und ist durch die
Verbindung von Cadherin und Catenin der wahrscheinlich wichtigste Faktor in der Stabilitat

der Adhasionsverbindungen.® '

Die dicht angeordneten extrazellularen Proteinkomplexe von VE-Cadherin stellen den
Kontakt zwischen zwei Endothelzellen dar und verhindern die Migration von Leukozyten
und die Auswanderung von Plasmaproteinen aus der Blutbahn in anliegende Gewebe.
Kontraktionen des Aktinzytoskelettes flhren zu einer zentripedalen Kraft, welche VE-
Cadherin ins Zellinnere zieht. Dadurch werden die Cadherine voneinander gelést."”

verstarkte vaskulare
Durchlassigkeit p120 - Catenin

Aktinzytoskelett

Gewebsodeme/
Entziindungen

Abbildung 1.3 VE-Cadherin und dessen Verbindung zum  Aktinzytoskelett’'
(Lee WL, 2010, modifiziert)

Zentripedale Kréfte kénnen bei einer Zellkontraktion VE-Cadherin durch seine Verbindung zum
Aktinzytoskelett ins Zellinnere ziehen. VE-Cadherin ist (iber P120-Catenin, a und 3 Catenin mit dem
Aktinzytoskelett der Zelle verbunden. Kommt es zu einer lIrritation der Zelle, kontrahiert sich diese
und die zwei gegeniiberliegenden Doménen von VE-Cadherin werden durch ihre Verbindung zum
Aktinzytoskelett auseinander gezogen. Dadurch erweitert sich der Spalt zwischen zwei
Endothelzellen, was zu einer verstarkten vaskulédren Durchléssigkeit fiihrt.

Das Umsetzen von VE-Cadherin aus der Zellmembran ins Zellinnere verursacht Lucken
zwischen den Endothelzellen und fihrt zu einer erhdhten Permeabilitat. Verstarkte

parazellulére Durchlassigkeit verursacht Gewebsddeme und Migration von Leukozyten.'®

Diese beiden Kennzeichen einer Entzindungsreaktion konnten in Versuchen bestatigt
werden, bei denen VE-Cadherin durch blockierende Antikdrper inhibiert wurde.'® %

Passend zu dieser Beobachtung sind VE-Cadherin defiziente Mause nicht in der Lage, ein
voll entwickeltes GefaRsystem auszubilden.?’ Daraus lasst sich die unentbehrliche Rolle
von VE-Cadherin in der Regulation der endothelialen Barrierefunktion ableiten.



1.3.2 Tight junctions

Tight junctions machen ca. 1/5 aller Zellverbindungen im Endothel aus.® Es handelt sich um
schmale Bander aus Membranproteinen, die gulrtelartig die Zelle umgeben. lhre
extrazellularen Anteile verbinden sich mit den extrazellularen Anteilen der
gegeniiberliegenden Zelle durch sogenannte ,kissing points.?> Es wurde eine Vielzahl von
molekularen Komponenten der tight junctions entdeckt. Dazu gehdren die transmembranen
Proteine Occludin, Cadherine, JAMs (junctional Adh&sionsmolekiile) und Tricellulin.?
Occludin ist ein transmembranes Protein mit zwei extrazellularen Schleifen und einer N-
und C-terminalen zytoplasmatischen Domé&ne.? Die C-terminale Doméne bindet direkt an
die Zona occludens. Zonula occludens 1-3 sind intrazellulare Komponenten der tight
junctions, welche mit dem Aktinzytoskelett der Zelle verbunden sind.?* 2

Occludin

\\\\ / \ ) //
& 3 P Y Z0-1

hodie )

Aktinzytoskelett

extrazellulare

i o gl Pomaine transmembrandse
Domaine ansme andse

Domaine

Abbildung 1.4 Occludin® (Meek B, 2012, modifiziert)

Dargestellt sind zwei Endothelzellmembranen, die girtelartig (ber die extrazelluldre und die
transmembrane Doméne von Occludin verbunden sind. Die extrazelluldre Doméne ist (iber Zonula
occludens 1-3 mit dem Aktinzytoskelett der Endothelzelle verbunden.

Tight junctions haben unterschiedliche Aufgaben. Zum einen bewahren sie die endotheliale
Barriefunktion, zum andern verhindern sie die Durchmischung von Membranproteinen der

apikalen und basolateralen Zellmembran.?®

1.3.3 Das Adhédsionsmolekiil PECAM1

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM1, CD31) ist ein Mitglied der
Immunglobulin (Ig)- Superfamilie und ein Adhasionsrezeptor. PECAM1 ist in grofRen
Mengen im Endothel exprimiert. Dort ist es ein wichtiger Bestandteil der interzellularen
Verbindungen in einem konfluenten Endothelzellrasen.® Es tritt auf der Oberfliche der
meisten Zellen, der hamatopoetischen Zelllinie auf, wie z.B. Thrombozyten, Monozyten,



neutrophile Granulozyten und Lymphozyten.®® PECAM1 ist ein transmembranes
Glycoprotein mit einem extrazellularen Anteil, welcher aus 6 homologen Ig-Doménen
besteht sowie einer transmembranen Domane und einem intrazellularen Anteil, der im
Zytoplasma endet. PECAM1 werden unterschiedliche Funktionen zugesprochen. Zum
einen proinfinflammatorische Funktionen, indem es die transendotheliale Migration von
Leukozyten vermittelt.*> Zum anderen wurden bei PECAM1 auch anti-inflammatorische
Funktionen entdeckt. Durch seine dampfende Wirkung auf proinfammatorische Zytokine
unterdriickt PECAM1 die Leukozytenaktivierung.*® Wird die Expression von PECAM1 im
Endothel gehemmt, werden Entzindungsreaktionen unterdrickt durch die verminderte
TNF-a und Zytokin Sekretion und die reduzierte Monozyten Adhasion am Endothel.®
Deshalb ist PECAM1 ein wichtiger Regulator der endothelialen Inflammation.

PECAM1 Leukozyt

=

Abbildung 1.5 PECAM1% (Dejana E, 2004, modifiziert)
Das Adhésionsmolekiil PECAM1 stellt den Kontakt zwischen einem Leukozyten und einer
Endothelzelle her.

1.4 Bone morphogenetic proteins (BMPs)

Bone morphogenetic proteins (BMPs) gehéren zu der Transforming Growth Factor-p (TGF-
B) Familie. Zum ersten Mal wurden BMPs 1965 beschrieben, ihr Name entstand aufgrund
ihrer Fahigkeit der Osteoinduktion bei Versuchstieren.*® Es handelt sich um extrazellulare
Proteine von denen (ber 20 Mitglieder der BMP Superfamilie bekannt sind. Die BMPs
kénnen in verschiedene Subgruppen eingeteilt werden. So gehéren BMP 2/4, BMP 5/6/7/8
und BMP 9/10 zusammen, aufgrund ihrer unterschiedlichen Bindungsaffinitdt am bone
morphogenetic proteins Rezeptor.***” BMP2 und BMP4 weisen eine Ubereinstimmung von

bis zu 86% in ihrer Aminosauresequenz auf.®®

BMPs sind multifunktionelle Zellregulatoren, die Wachstum, Differenzierung und Apoptose
von verschiedenen Organsystemen beeinflussen.*® 3 So wurden sie bei Vorgéngen wie der
Angiogenese, Chondrogenese®® und Ossifikation beschrieben. Die Mitglieder der bone



morphogenetic proteins Familie sind extrazellulare Proteine, die bei Inflammation vermehrt
gebildet werden und Entzindungen im Gewebe auslésen koénnen, indem sie die
Leukozytenadhasion am Endothel steigern.*” *? Da die endotheliale Inflammation neben der
Transmigration von Leukozyten auch mit einer Zunahme der endothelialen Permeabilitat
einhergeht, legen diese Effekte eine Rolle von BMPs in der Regulation der endothelialen
Permeabilitat nahe.

Zellkulturergebnisse haben nahe gelegt, dass BMPs differentiell unterschiedlich die
Expression von transmembranen Proteinen beeinflussen und somit einen Einfluss auf die
Zell-Zellkontakte der Endothelzellen haben.*?

1.5 BMP-Signaltransduktion

BMPs binden zunachst an den membranstandigen Serin/Threonin-Kinase abhangigen bone
morphogenetic proteins Rezeptor Il (BMPR 1), wodurch eine Ankopplung an den bone
morphogenetic proteins Rezeptor| (BMPR 1) ermdglicht wird. Der BMPR I wird
phosphoryliert und aktiviert Smad Proteine im Zytosol. Diese kdnnen in drei Gruppen
eingeteilt werden. Rezeptorregulierende R-Smads (Smad1/5/8), inhibitorische Smads (I-
Smad) und koregulierende co-Smads (Smad4). Nach Smad—Aktivierung wandern diese in
den Zellkern und interagieren dort mit den Transkriptionsfaktoren und I6sen eine
Expression BMP-abhangiger Gene aus. Am BMPR | wurden fur die unterschiedlichen
Subgruppen der BMPs verschiedene Bindungspraferenzen festgestellt. Eine frihere Studie

konnte zeigen, dass vor allem BMP9 mit einer hohen Affinitat ALK-1 bindet* (actin
receptor-like kinase), welches Smad1 und oder Smad 5 phosphoryliert.** Mitglieder der

BMP2 und 4 Gruppe binden bevorzugt ALK 2, 3, 6 und kdnnen alle R-Smads aktivieren.*®

Phosphoryliertes Smad 1/5 aktiviert die Expression des BMP-Markers 1d1 (inhibitor of
differentation 1). Anhand der Id1 Expression ist es mdglich, die BMP-Aktivitdt zu
quantifizieren.*® Es gibt einen Smad unabhéngigen Signalweg iiber MAP Kinasen (MAPK).
Die aktivierten MAP Kinasen gelangten in den Zellkern und phosphorylieren dort eine Reihe
von Transkriptionsfaktoren, die im Zellkern Gentranskription ausldsen.*’

Funktionell spielt der BMPRII eine fundamentale Rolle in der Aufrechterhaltung der
endothelialen Barrierefunktion. Mutationen des BMPR Il sind haufig die Ursache von
pulmonaler arterieller Hypertension (PAH). In vitro konnte gezeigt werden, dass die
Verminderung des BMPR Il zu einer gesteigerten Permeabilitat und zu einer gesteigerten
Transmigration von Leukozyten fuhrt. /In vivo wurde festgestellt, dass bei BMPRII
defizienten Mausen die vaskulare Permeabilitdt zunimmt und die Migration der Leukozyten
in der Lunge erhéht war.”



‘ Extrazellulare Modulatoren:
BMPR Il @ BMPR |

Smad1/5/8

< I-Smad
° i
C/ Smad1/5/8 1 Smad4
MAPK Smada4 PR
ERK JNK N

o ° 0 Smad1/5/8 o

SRE | | TCF AP1 ATF2 TF
Smad4 Genexpression

Abbildung 1.6 BMP Signalweg® (Liu A, 2005, modifiziert)

Bindet ein BMP oder einer der BMP-Modulatoren (Gremlin, Noggin, TSG, BMPER oder Chordin) an
den BMP-Rezeptor Il, kommt es zu einer Komplexbildung mit dem BMP-Rezeptor I. Dieser Komplex
phosphoryliert Smad 1/5/8. Der phosphorylierte Komplex wandert zusammen mit Smad 4 in den
Kern und aktiviert oder supprimiert dort Zielgene (liber die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren (TF).
Ein weiterer Smad unabhéngiger Signalweg kann (iber die mitrogen-activated protein kinase
(MAPKinase) erfolgen. Es sind drei Familien der MAPKinasen bekannt: extracellular signal-
regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) und p38-mitrogenaktivierte Proteinkinase
(p38). Diese Kinasen phospohorylieren Transkriptionsfaktoren (SRF+TCF, AP1 und ATF2), die mit
dem phosphorylierten Smad 1/5/8 und Smad 4 Komplex zu einer Genexpression fiihren.

1.6 Inflammatorische Auswirkungen der BMPs

BMPs sind nicht nur in Wachstums- und Zelldifferenzierungsprozessen nachzuweisen, auch
bei diversen vaskularen Erkrankungen werden sie unterschiedlich exprimiert.*®

BMP2 und BMP4 weisen eine hohe Homologie in ihrer Aminoséduresequenz auf.*° Fiir beide
BMPs wurden proinflammatorische Eigenschaften beschrieben.*” * BMP2 wird nach
Stimulation von Endothelzellen mit proinflammatorischen Substanzen wie TNF-a und
Wasserstoffperoxid vermehrt exprimiert. BMP2 selbst kann oxidativen Stress im Endothel
ausléosen und verursacht dadurch eine vasodilatative Dysfunktion. Deshalb wird
angenommen, dass BMP2 als ein proinflammatorisches Zytokin im GefaRsystem wirkt.*’
Fir BMP4 konnte nachgewiesen werden, dass es proinflammatorische Effekte auslost,
indem es die Monozyten-Adhasion am Endothel verstarkt. AuRerdem induziert und aktiviert

BMP4 die NADPH Oxidase und produziert dadurch Superoxide, die in vitro eine



Entziindungsreaktion bei Endothelzellen auslésen.® In einer in vivo Studie konnte gezeigt
werden, dass die chronische Infusion von BMP4 die arterielle NADPH Oxidase aktiviert und
sowohl zu einer endothelialen Dysfunktion als auch zu einer Hypertension bei Mausen
fuhrt.>' Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass BMPs vaskuldre Kalzifikationen
verursachen. Sie wurden vermehrt in arteriosklerotisch veranderten Plaques
nachgewiesen.*?

Daraus lasst sich ableiten, dass BMPs eine Rolle in der Entstehung diverser vaskularer
Krankheitsprozesse spielen.

1.7 Die Auswirkung der BMPs auf die epitheliale Permeabilitat

Am Beispiel der Lungenalveole lasst sich das Zusammenspiel epithelialer und endothelialer
Permeabilitat mit hoher klinischer Relevanz gut erklaren. Die Alveolen dienen dem
Gasaustausch und stellen die Endabschnitte des Bronchialbaumes dar. Die Wand der
Alveolen wird von einem Alveolarepithel ausgekleidet. Das Alveolarepithel liegt einer
dinnen Basalmembran auf und ist dariber mit dem Endothel der Kapillarwand verbunden.
Die sogenannte ,Blut-Luft-Schranke® gewahrleistet den Gasaustausch zwischen Alveole
und Kapillare.® Nach Lungenschadigung kommt es (ber die Freisetzung von
proinflammatorisch wirkenden Zytokinen, wie z.B. TNF-a, zur endothelialen und epithelialen
Entziindung, bei der die Beeintrachtigung der Barrierefunktion des Endothels und Epithels
zum Ubertritt von Flussigkeiten, Botenstoffen und inflammatorischen Zellen in das
Lungengewebe und in die Alveole fuhrt. Der Zusammenbruch der endothelialen und
epithelialen Permeabilitdt ist ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von
Lungenerkrankungen wie Lungenddemen, Pneumonien oder akutem Lungenversagen
(ALl). BMPs spielen im Epithel eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Permeabilitat. In friheren Studien der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die
BMP2 Expression in Bronchoalveolarzellen nach epithelialer Schadigung erhéht wird. So
konnte in vitro in Bronchoalveolarzellen und in vivo im Lungengewebe wesentlich mehr
BMP2 nachgewiesen werden, nachdem dieses einer Zellschadigung ausgesetzt war.
Aulerdem fiihrte die Zugabe von BMP2 zu einer Reduktion des transmembranen Proteins
E-Cadherin, welches bei der Instandhaltung der epithelialen Barrierefunktion eine wichtige
Rolle spielt. Wurde der BMP-Modulator BMPER in hohen Konzentrationen hinzugegeben,
konnte dieser Effekt gehemmt werden, was darauf schlielen lasst, dass die Hemmung der
proinflammatorisch wirkenden BMP-Aktivitdt durch BMPER die epitheliale Barrierefunktion
schiitzt.®

1.8 Extrazellulare BMP-Modulatoren

Die BMP-Aktivitat wird nicht ausschlieRlich Gber die Rezeptoraffinitat und den Signalweg
reguliert, sondern auch Uber verschiedene extrazelluldare Modulatoren. Dabei handelt es



sich um Proteine, die an BMPs binden und deren Interaktion mit dem BMP-Rezeptor

blockieren.% %

Diese Modulatoren haben zum Teil agonistische bzw. antagonistische Wirkungen auf die
BMP-Aktivitat. Zu den BMP Modulatoren gehdren unter anderem Gremlin, Noggin, Twisted
Gastrulation (TSG), LDN, Chordin und BMP-endothelial cell precursor-derived regulator
(BMPER). BMPER ist ein aus 5 Cystein-reichen Domanen bestehendes Glykoprotein, das
eine von Willebrand D-Domane und eine Trypsin Inhibitor-Domane enthalt. BMPER wurde
in fetal liver kinase-1 (flk1) positiven endothelialen Vorlauferzellen identifiziert und wird
vorwiegend in Lunge, Herz, Gehirn und Haut exprimiert.55

LDN-193189 (LDN) ist ein synthetischer BMP-Antagonist und blockiert den BMPR |. LDN
hemmt die Phosphorylierung von Smad1, Smad5, und Smad8.* Auch eine Smad

unabhangige Unterdriickung des Signalweges ist bekannt.’’

Gremlin, auch bekannt als Drm (Down regulated by v-mos-transformed rat embryonic
fibroblasts) und Noggin binden BMP2, 4 und 7 und hemmen deren Interaktion mit dem
BMPR. Beide antagonisieren somit die proinflammatorische Wirkung der BMPs.%* % Des
Weiteren wird Gremlin eine antiinflammatorische Wirkung zugesprochen, indem es die
Zellbeweglichkeit der Monozyten hemmt.*® Durch die Hemmung der BMP4 Signalkaskade
wahrend der Lungenentwicklung spielt Gremlin eine wichtige Rolle in der Ausbildung der
proximal-distalen Ausrichtung des Bronchialsystems.®® In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass Gremlin im Hihnerembryo die Ausbildung neuer Gefalle in der

Chorioallantoismembran induziert.®’'



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Der Endothelzellschaden ist ein zentraler Bestandteil vaskularer Erkrankungen. Infolge
einer Abnahme der endothelialen Zell-Zellkontakte und damit einhergehender
Veranderungen des endothelialen Zytoskelettes tritt eine Dysfunktion der endothelialen
Barriere auf. Dadurch werden die Einwanderung von Immunzellen und die Odembildung im
Gewebe beglinstigt. Bone morphogenetic proteins (BMPs) werden eine vielfaltige Wirkung
bei verschiedenen vaskuldren Erkrankungen zugesprochen.*” In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte eine antagonistische Wirkung bestimmter BMPs und des BMP-
Modulators BMPER auf die epitheliale Permeabilitat in einem in vitro Schadigungsmodell
nachgewiesen werden.”® In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss bestimmter Vertreter
der BMPs und BMP-Modulatoren auf die endotheliale Permeabilitat untersucht werden, da
dieser bislang unbekannt ist. Herauszufinden, ob und Uber welche Mechanismen,
bestimmte BMPs und deren Modulatoren die endotheliale Permeabilitiat beeinflussen, ist
Ziel dieser Arbeit.

Um dieses Ziel zu erreichen, sollten Methoden gefunden werden, um endotheliale
Permeabilitat messbar zu machen. Hierflir wurde in vitro der Modellaufbau eines Transwells
gewahlt und in vivo Perfusions-Versuche mit Evans Blue durchgefiihrt. In beiden Versuchen
wurde nach Stimulation mit verschiedenen Mitgliedern der BMPs ein Farbstoff als
Permeabilitatsindikator benutzt, der quantifiziert werden kann. Zu untersuchen galt es, ob
nach Stimulation mit verschiedenen BMPs die endotheliale Permeabilitdt zunimmt und ob
bestimmte transmembrane Proteine dabei eine Rolle spielen.

Zusatzlich  sollte  getestet werden, ob  Mitglieder der BMP-Familie die
Leukozytentransmigration beeinflussen und somit einen inflammatorischen oder
antiinflammatorischen Einfluss auf das Endothel haben. Zum besseren Verstandnis der
molekularen Mechanismen sollte die Auswirkung bestimmter BMPs auf die
transmembranen Proteine VE-Cadherin, Occludin und PECAM1 untersucht werden. Um
eine Substanz zu finden, die sich antagonistisch zu den BMPs verhalt, sollten die
Auswirkungen verschiedener BMP-Modulatoren (Gremlin, Noggin, TSG, BMPER, LDN und
Chordin) auf die endotheliale Permeabilitdit und bestimmter transmembraner Proteine
analysiert werden.

Die klinische Bedeutung dieser Arbeit liegt darin, Mechanismen der epithelialen und
endothelialen Zellschadigung nachvollziehen zu kénnen und mit Hilfe der BMPs und deren
Modulatoren eine Substanz zu finden, die potentiell therapeutisch einsetzbar ware in der
Behandlung bis jetzt unheilbarer Erkrankungen, wie Arteriosklerose, Sepsis und
fortschreitende 6dematdse Prozesse.



3 Tiere und Material

3.1 Tiere

Art der Tiere

Mause

Bezugsquelle

C57BL/6

Charles River Laboratories Germany
GmbH, Sulzfeld, Deutschland

Tabelle 1 Tiere

3.2 Gerite

Gerat

Hersteller

Brutschrank HERAcell

Sorvall Heraeus, Hanau, Deutschland

Computer mit Software fur iCycler

Dell, Round Rock, USA

Entwicklungsmaschine fir Westernblots

BioRad GmbH, Minchen, Deutschland

Gefrierschrank -20°C

Liebherr AG, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -80°C

Forma Scientific, Mariette, USA

Glasflaschen 100, 300, 500, 1000, 2000ml|

Schott/Duran, Mainz, Deutschland

Heizblock Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kamme fir Agarosegel

Peglab, Erlangen, Deutschland

Kudhlschrank +4 °C

Liebherr AG, Bulle, Schweiz

Luminumeter: TD-20/50

Turner Designs, Sunnyvale, USA

Magnetriihrer RCT basic

IKA, Staufen, Deutschland

Mikroskop Kamera: AVT-BC 11 AP 2/3“ -1-
CCD-S/W-Kamera

Horn Imaging, Aalen, Deutschland

Mikroskop Kamera: AxioCam

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Mikroskop Software: AxioVision Release 4.6

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Mikroskop: AxioVert 25

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Mikroskop: Stemi 2000C

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Neubauer Zahlkammer 0,0025 mm?2

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR-Gerat: iCycler

BioRad GmbH, Jena, Deutschland

Pipetboy: Pipetus-akku

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Pipetten-1000ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Power PAC 3000

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland

Prazisionswaage: Sartorius Basic Plus

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Software fur iCycler, MylQ-Software

Dell, Round Rock, USA

Spectrophotometer: NanoDrop ND-1000

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Spectrophotometer: SpectraMax Gemini

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Spectrophotometer: SpectraMax Plus

Molecular Devices, Sunnyvale, USA




Stickstoff Tank: Cryo Med

Forma Scientific, Mariette, USA

ThermoBlock TBT-120

BioSan, Riga, Lettland

Vortexer: Lab-Dancer vario/Minishaker MS2

IKA, Staufen, Deutschland

Wasserbad: TWB 22

Julabo, Seelbach, Deutschland

Western Blot Protein || Ready Gel System

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland

Zahlkammer Neubauer (Tiefe 0,1 mm)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturbank Heraeus Hera Safe

Sorvall Heraeus, Hanau, Deutschland

Zellkulturbank: Clean Air

Clean Air GmbH, Hilden, Deutschland

Zentrifuge: Centrifuge 5415D

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Multifuge 3 S-R

Sorvall Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 2 Gerite

3.2.1 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien _

Material

Hersteller

6 cm Zellkulturplatte (Dishes)

Nunclon™ Surface, Roskilde, Danemark

6-Loch Zellkulturplatte

Schubert und Weily Ominilab GmbH,
Minchen, Deutschland

Aurum Total RNA Kit

BioRad GmbH, Minchen, Deutschland

Culture Slide, BD Falcon™

BD Biosciences Discovery Labware,
Bedford, USA

Deckglaser 24 x 60 mm

R.Langenbrick Labor und Medizintechnik,
Emmendingen, Deutschland

Handschuhe: Gentleskin

Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland

IScript cDNA Synthesis Kit

BioRad GmbH, Minchen, Deutschland

Kanulen gelb 0,3x13 mm

B.Braun, Melsungen AG, Deutschland

Kanulen rosa 0,55x25 mm

B.Braun, Melsungen AG, Deutschland

Kryoréhrchen (1,2 ml)

Schubert und Weil OmniLab GmbH,
Minchen, Deutschland

Kivetten

Instrumentation Laboratory GmbH,
Kirchheim, Deutschland

Luminometer-Rohrchen PS 12/55 mm 4 ml

Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Mikroskopische Deckglaser

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Nitrozellulosemembran: Amersham Hybond
ECL Membran

GE Healthcare Europe GmbH, Minchen,
Deutschland

Objekttrager (76x26mm)

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Parafilm M 380x10cm

VWR International GmbH, Neenah, USA




PCR 96 Loch Elisa Platte

Fisher Scientific GmbH, Ulm, Deutschland

PCR-Reaktionsgefalle: Soft Tubes 50pl

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Pipettenspitzen blau 1000 pl

StarLab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Pipettenspitzen gelb 100 pl

StarLab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Pipettenspitzen weil 10 pl

StarLab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Plastikkivetten (Semi-Micro) 1,5 ml

BioRad, Miinchen, Deutschland

Reaktionsgefaflte 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Reaktionsrohrchen 15 ml-50 ml ,Falcons'

Schubert und Weily OmniLab GmbH,
Munchen, Deutschland

Stabpipetten

Corning BV, Schiphol Rijk, Holland

Sterican 0,90 mm x 40 mm 20 G x 1 7

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Transwell Permeable Support 5um
Polycarbonate Membran, 6,5 mm Insert,
24-Lochplatte

Sigma Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf,
Deutschland

Transwell Permeable Support, 0,4 um
Polycarbonate Membran, 6,5 mm Insert,
24-L ochplatte

Sigma Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf,
Deutschland

Western Blot Filme: Amersham Hyperfilm
ECL

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen,
Deutschland

Zellkulturflasche (25, 75, 175 cm?)

Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland

Zellkulturflasche steril 60 mm x 15 mm

Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland

Zellschaber

Corning BV, Schiphol Rijk, Holland

Tabelle 3 Gebrauchsmaterialien

3.2.2 Zellen

Verwendete Zellen

Zellart

Hersteller

Humane Bronchialepithelzellen (BEAS-2B)

American Type Culture Collection
(ATCC®), Manassas, USA

Human umbilical vein endothelial cells
(HUVECS)

Frauenklinik Freiburg, Eigenisolation

Tabelle 4 Zellen

3.2.3 Zellmedien

Zellmedien

Zellmedium

Hersteller

Bronchialepithelzell-Basalmedium (BEBM)

[ Lonza, Verviers, Belgien




DPBS (-/-) (Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline ohne Caund Mg)

GIBCO® Life Technologies™, Karlsruhe,
Deutschland

DPBS (+/+) (Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline mit Ca and Mg)

Lonza, Verviers, Belgien

Dulbeccos modified eagles medium (DMEM)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Endothelial cell basal medium (EBM)

Lonza, Verviers, Belgien

Endothelial cell growth medium advanced
mit Wachstumsfaktorzusatzen (HUVEC-
Medium)

Provitro, Berlin, Deutschland

Fetal bovine serum (FBS)

Lonza, Verviers, Belgien

Freezing Medium

Lonza, Koln, Deutschland

Optimem

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

RPMI Medium 1640

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trypan Blue Solution (0,4 %)

Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Trypsin/L 200 mg/l Versene Mixture

Lonza, Verviers, Belgien

Tabelle 5 Zellmedien

3.2.4 Stimulationsreagenzien

‘ Stimulationsreagenzien

Reagenz

Hersteller

Bleomycin

Apotheke des Universitatsklinikums,
Freiburg, Deutschland

MCP-1/rhCCL2

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes BMP2

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes BMP4

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes BMP7

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes BMP9

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes humanes CV-2 Protein,
BMP-binding endothelial cell precursor-
derived regulator (BMPER)

R&D System GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes humanes Noggin

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes humanes TNF-a

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland




Rekombinantes murines Chordin

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes murines Gremlin

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Rekombinantes murines TGF

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Stemolecule™ BMP Inhibitor LDN-193189

Stemgent, Cambridge, USA

Tabelle 6 Stimulationsreagenzien

3.2.5 Reagenzien fiir in vivo Versuche

‘ Reagenzien fur Mausversuche

Reagenz Hersteller

Bleomycin Zentrale Zytostatikazubereitung, Apotheke
des Universitatsklinikums Freiburg,
Deutschland

EDTA Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Evans Blue Sigma-Aldrich™, Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Forene® 100 % (V/V), Isofluran

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

Formamide

Sigma-Aldrich™, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Ketamin 50 mg/ml

Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg,
Deutschland

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma-Aldrich™, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

NaCl 0,9 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Rekombinantes murines BMP4

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA

Rompun 2 % (Xylazin)

Bayer Healthcare, Leverkusen,
Deutschland

RPMI Medium 1640

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Temgesic (Buprenophin)

RB Pharmaceuticals, Berkshire,
Vereinigtes Konigreich

Thioglycolate

Sigma-Aldrich™, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Tabelle 7 Reagenzien fiir in vivo Versuche




3.2.6 SiRNA
Art der SiRNA Hersteller
SiRNA | BMP4 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
SiRNA neg. Control Alexa Fluor 488nm Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Tabelle 8 SiRNA

3.2.7 Primer

Primer Sequenz Primer-Bindungstemperatur
hRPII fwd: 5'-GCA CCA CGT CCA ATG ACA T-3' 62-63 °C
hRPIl rev: 5-GTG CGG CTG CTT CCA TAA-3 64,3 °C

BMP4 fwd: 5-CAC GAA GAA CAT CTG GAG AAC-3° |62°C
BMP4 rev: 5-CCT TTA AGG TAA CGA TCG GCT-3' 62 °C

Tabelle 9 Primer

Die verwendeten Primer wurden auf der Basis des genetischen Codes im Labor erstellt und
Uber die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

3.2.8 Primérantikérper

Primarantikorper

Antikorper Hersteller

4’ 6-Diamidino-2-Phenyl-Indol- Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,

Dihydrochlorid (DAPI) Deutschland

Anti-hCD31 (PECAM1 ) R&D System GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Occludin (D15G7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology®, New England

Bolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Phalloidin TRIC labeled mixed isomers Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Polyclonal rabbit antihuman-GAPDH NatuTec GmbH, Frankfurt, Deutschland

Polyclonal VE-cadherin-rabbit AB Cell Signaling Technology®, New England

Bolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Tabelle 10 Primédrantikérper



3.2.9 Sekundérantikorper

Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller

Anti-mouse igG hRP R&D System GmbH, Wiesbaden-
Norderstedt, Deutschland

Anti-rabbit IgG hRP Thermo Fischer Scientific Germany Ltd. &
Co.KG, Bonn, Deutschland

Goat-anti-rabbit Cy2 Koma Biotech, Seoul, Korea

Goat-Serum Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

Tabelle 11 Sekundérantikérper

3.2.10 Zusammensetzung verschiedener Puffer und Gele

RIPA-Puffer+SDS (Gesamtmenge von 50ml)

Reagenz Menge
0,2 M EDTA, pH 8,0 250 ul
1 M TRIS-HCL, pH 8,0 2,5 ml
20 % SDS 0,25 ml
20 % Sodiumdeoxycholate 0,5% 1,25 ml
5 M NaCl 1,5 ml
Igepal 0,5 ml
Wasser 43,75 ml

Tabelle 12 RIPA-Puffer+SDS

‘ Trenngel-Puffer Sammelgel-Puffer
Reagenz Menge Reagenz Menge
1,5 M Tribase 36,3 g 0,5 M TRIS-HCL 12,19
Wasser 200 ml Wasser 200 ml
HCL/NaOH pH 8,8 HCL/NaOH pH 6,8

Tabelle 13 Trenn- und Sammelgel-Puffer

Gele fiir Western Blot

Reagenz Trenngel (12 %) Sammelgel
Puffer 2,5ml 1,25 ml
Acrylamid 4 ml 0,85 ml
SDS 10 % 0,1 ml 50 pl
Ammoniumpersulfat 10 % 100 pl 100 pl
TEMED 14 pl 10 pl
Wasser 3,5ml 2,85 ml

Tabelle 14 Gele fiir Western Blot



Reagenz Menge Reagenz Menge Reagenz Menge
Tribase 30,25¢ Tribase 30,25 100 mM 24,22 g
Tribase
Glycerin 144,25 g Glycerin 144,25 1,5n NaCl 87,66 g
SDS 10g -—- -—- HCI/NaOH pH 7,4
Wasser 11 Wasser 11 Wasser 11

Fur die Herstellung eines Liters Arbeitslosung gilt:

100 ml Stocklésung
+ 900 ml Wasser

100 ml Stocklésung
+ 200 ml Methanol
+ 700 ml Wasser

100 ml Stocklésung
+ 895 ml Wasser
+ 5 ml Tween>TBST

Tabelle 15 Running-Puffer, Transfer-Puffer und TBS

3.2.11 Sonstige Reagenzien

Sonstige Reagenzien .

Reagenz

Hersteller

Acrylamid 4K-Lésung 30 %

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat (A 3678)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Aqua ad injectabilia

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Aqua dest. 50 ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Blotting Grade non fat dry milk

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland

Bradford Dye: BioRad Protein Assay

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland

Bromphenol Blau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BSA (bovines Serumalbumin)

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Collagenase A

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

ECL-L6sung (Western Blot)

GE Healthcare Europe GmbH, Minchen,
Deutschland

Fibronectin (FO895)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

FITC-Dextran

Sigma-Aldrich™, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Glycerol (G5516)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Lipofectamine RNAIMAX

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland




Methanol Livchem GmbH & Co. KG, Frankfurt,
Deutschland
Mowiol 4-88 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Precision Plus Protein Dual Color Standards
Proteinmarker

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland

Protease-Inhibitor Cocktail

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Purified BSA (10 mg/ml)

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SYBR-Green Supermix (Real-Time PCR)

BioRad GmbH, Minchen, Deutschland

Tetramethylendiamin (TEMED)

BioRad GmbH, Minchen, Deutschland

Trockenmilchpulver (Blotting Grade Blocker
Non-Fat Dry Milk)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Trypanblau 0,4 % (TB154)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Trypsin-Versene (17-161), 0,25 %

Lonza, Koln, Deutschland

Tween 20 (P1379)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

B-Mercaptoethanol (M6250)

Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Tabelle 16 Sonstige Reagenzien




4 Methoden

41 Zellkultur

Endothelzellen

In dieser Arbeit wurden vor allem Versuche mit human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um Endothelzellen, die aus
Nabelschnurvenen isoliert wurden, die von der Universitats-Frauenklinik Freiburg zur
Verfligung gestellt wurden. Um spenderabhangige Effekte auszuschlielen, wurden immer
Zellisolate mehrerer Nabelschnurvenen zusammengelegt. Die HUVECs Isolation wurde im
Institut der Humangenetik, Abteilung Kardiologie und Angiologie | von Laboranten
durchgefiihrt. Hierflir wurden ca. 10 cm lange Nabelschurvenen in sterilen Plastikschalen
mit sterilen Mullkompressen gesaubert und anschlieRend mit PBS (+/+) gesplilt, bis der
Durchfluss fast klar war. Die Nabelschnurvenen wurden mit 2 ml Collagenase A, welches
zuvor auf 37°C erwarmt wurde durchgespilt. Nach der Spilung wurde ein Ende der
Nabelschnurvene mit einer Klemme verschlossen und 10 ml auf 37°C vorgewarmte
Collagenase A Ldésung in die Vene gefillt. Nach 10 min Inkubation bei 37°C im Brutschrank
wurde die Nabelschnur Uber einem 50 ml Reaktionsrohrchen er6ffnet und die
Collagenase A und die darin enthaltene Zellsuspension in das 50 ml Reaktionsrohrchen
ausmassiert. AnschlieBend wurden 5 ml 10% FBS-Medium hinzugegeben und bei 300 g
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpelett mit den darin
enthaltenden Endothelzellen wurde in 6 ml HUVEC-Medium geldst und in Zellkulturflaschen
Uberfuhrt. Die Zellkulturflaschen wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS (+/+) gewaschen und frisches HUVEC-
Medium + 10% FBS hinzugegeben und fir weitere 2 Tage im Brutschrank inkubiert. Nach 2
Tagen wurden die Zellen 2 Mal mit PBS (-/-) gewaschen und mit 4 ml Trypsin nach 2 min
Inkubation vom Zellkulturflaschenboden durch Klopfen gelést. Mit 16 ml DMEM-Medium
wurde die Lésungsreaktion abgestoppt. Daraufhin wurde mit der Neubauer Zahlkammer
gezahlt wie viel Zellen sich in 1 ml befinden. Um die Endothelzellen zu konservieren wurden
1x10° Zellen in 1 ml Freezing Medium resuspendiert und fiir einen Tag in Kryordhrchen bei
- 80°C gelagert und anschlielRend im Stickstofftank konserviert. Diese Zellen wurden ab
Passage 4 in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff dauerhaft aufbewahrt. Fir Versuche
wurden einzelne Zellaliquots mit HUVECs der Passage 4 bis 7 verwendet. Charakterisiert
wurden die Endothelzellen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie oder FACS-Analyse
(fluorescent activated cell sorting). Dabei handelt es sich um ein Messverfahren, das die
Analyse der Zellen anhand von bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen ermoglicht. Dazu
wurden Antikorper eingesetzt, die an spezifische Oberflachenmolekile der Endothelzellen
binden und mit unterschiedlichen Fluorochrommolekilen gekoppelt sind. Als Antikérper
wurden CD31 und CD144 verwendet. CD31 ist ein sensitiver und spezifischer Marker flir
endotheliale Zellen, CD144 ist ein endothelspezifisches Cadherin, welches sich an
interzellularen Verbindungen befindet und zusatzlich endotheliale Stammzellen detektiert.



Bronchialepithelzellen

BEAS-2B Zellen sind immortalisierte humane Bronchialepithelzellen, die aus menschlichem
Lungengewebe isoliert wurden. Diese wurden von American Type Culture Collection aus
den USA bestellt und in Kryordhrchen in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Da es sich um
immortalisierte Zellen handelt, konnten die Versuche passagenzahlunabhangig
durchgefiihrt werden. Der Phanotyp der Zellen verandert sich auch nach zahireichen
Passagen nicht.

Zellkultur

Die in Stickstoff eingefrorenen Kryordhrchen mit den darin enthaltenen HUVECs 1x10°
Zellen pro ml wurden ab Passage 4 im Wasserband bei 37°C angetaut und steril unter der
Zellkulturbank in ein 50 ml Reaktionsrohrchen mit 9 ml 4°C warmen DMEM uberfuhrt.
Danach wurde das 50 ml Reaktionsréhrchen 5 min bei 500 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 10 ml 37°C warmen HUVEC-
Medium mit 10 % FBS suspendiert. Als nachstes wurde die Zellsuspension in eine T75-
Zellkulturflasche Uberfihrt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,fiir 3 Tage kultiviert.

Zellen splitten

Bei einer Konfluenz von Uber 80 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden die
adharenten Zellen zunachst zwei Mal mit PBS (-/-) gewaschen. Anschlieend wurden 2 ml
Trypsin auf die Zellen gegeben und diese 2 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Trypsin
ist ein Enzym, welches die adharenten Zellen vom Flaschenboden I6st. Nach 2 min erfolgte
die Beendigung dieser enzymatischen Reaktion mit 8 ml DMEM mit 10% FBS. Die
gesamten 10 ml der Zellsuspension wurden in ein 50 ml Reaktionsrohrchen Uberfihrt und
bei 500 g fur 5 min zentrifugiert. Durch Dekantieren wurde das entstandene Zellpelett vom
Uberstand getrennt und in 10 ml frischem HUVEC-Medium mit 10 % FBS resuspendiert.

Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl der Zellen in der Zellsuspension wurden 20 ul Zellsuspension
mit 20 pl Trypanblau vermischt und davon 20 uyl Lésung auf die Neubauer Zahlkammer
aufgetragen. Bei 100-facher Vergrofierung wurden die lebenden Zellen in 4 Quadranten
gezahlt und daraus das arithmetische Mittel bestimmt. Nach folgender Formel konnte nun
die Zellzahl in einem ml berechnet werden:

Zellzahl (Summe der 4 Quadranten

2 )*2*1*104

ml



Durch Verdinnen der Zellsuspension wurden die unterschiedlichen Konzentrationen flr
verschiedene Versuchsgefalle hergestellt.

Zellkonzentrationen

GefaR Zellzahl Volumen
6 cm Zellkulturplatten fur 4 x 10° Zellen 3 ml
Proteinisolation
6 cm Zellkulturplatten fur 2,25 x 10° Zellen 3ml
Transfektion (Protein)
12 Well Platte flr Transfektion 4 x 10* Zellen 1 mi
(RNA)
Culture Slide fiir 1 x 10° Zellen 1 ml
Immunozytologie
Transwellfilter 0,4 ym Pore 3x10° Zellen 100 pl
Size fur Permeabilitatstranswell
Transwellfilter 5 ym Pore Size 1,5 x 10° Zellen 100 pl
fur Transmigrationstranswell

Tabelle 17 Zellkonzentrationen fiir unterschiedliche Reaktionsgeféfie

Zellstimulation

Um die Auswirkung verschiedener Substanzen auf die Endothelzellen zu testen, wurden
diese zunachst in der oben angegebenen Konzentration in ein Reaktionsgefal Gberflihrt
und nach einmaligem Waschen mit PBS (-/-) am nachsten Tag mit der zu testenden
Substanz stimuliert. Hierfur wurde die Menge der Stimulationssubstanz fir das jeweilige
Reaktionsgefall (siehe Tabelle 4.1) berechnet und mit HUVEC-Medium mit 1 % FBS
vermischt. Die Zellen wurden taglich mit PBS (-/-) gewaschen und neues HUVEC-Medium
mit 1% FBS und die zu stimulierende Substanz in die Reaktionsgefalte gegeben. Die Dauer
und die Konzentration der Substanz mit der stimuliert werden sollte, waren
versuchsabhangig und werden in den einzelnen Versuchen genauer beschrieben. Als
Negativkontrolle wurden die Reaktionsgefale genommen, die nicht stimulierte
Endothelzellen enthielten, bei denen nur das HUVEC-medium mit 1% FBS taglich
gewechselt wurde. Als Positivkontrolle fungierte die Stimulation mit der reizenden Substanz
TNF-a, die in einer Konzentration von 20 ng/ml in die jeweiligen Reaktionsgefalle mit
HUVEC-medium mit 1% FBS gegeben wurde.

Zellen Stimulanz Konzentrationen
Bronchialepithelzellen Bleomycin 5 ng/ml, 10 ng/ml
(BEA-2B) 50 ng/ml




Endothelzellen (HUVECS) BMP2 100 ng/ml

BMP4 10 ng/ml, 100 ng/ml,
500 ng /ml, 1000 ng/ml

BMP7 100 ng/mi
BMP9 10 ng/mg, 50 ng/ml,

100 ng/ml,

Gremlin 100 ng/ml

Noggin 100 ng/ml

TSG 100 ng/ml

BMPER 100 ng/ml

LDN 800 ng/ml

Tabelle 18 Zellstimulationen

4.2 Proteinisolation

Die zuvor auf 6 cm Zellkulturplatten ausgesaten und Uber drei Tage mit unterschiedlichen
Substanzen stimulierten Zellen wurden zunachst mit PBS (+/+) zwei Mal gewaschen und
anschlieend mit 60 ul Radioimmunoprecipitations assay buffer mit Sodiumdodecylsulfat
(RIPA-Puffer + SDS) und einem Protease Inhibitor (Im Verhaltnis 1:50) gleichmaRig
benetzt. Nach 10 min Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit Hilfe eines Spatels vom
Boden der Zellkulturplatte gelést und anschlie®end mechanisch lysiert, durch wiederholtes
auf und ab Pipettieren der Flussigkeit vom Boden der Zellkulturplatte. Die Suspension
wurde in ein Eppendorfgefal® Uberfuhrt und bei 4 °C und 10000 g fur 10 min zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand, der die Proteine enthalt, konnte nun bei -20 °C aufbewahrt
werden.

4.3 Bradford Assay

Der Bradford Assay ist eine Methode, um eine Proteinmenge photometrisch zu bestimmen.

Fur eine Messung wurden in eine Kivette 800 pl Wasser, 200 ul Bradford-Dye und 3 pul der
zu messenden Proteinsuspension gegeben. Zur Kalibrierung wurde das Standardprotein
BSA (Bovines Serum Albumin) verwendet. Um den Standard festzulegen, wurden 4
Kavetten mit unterschiedlichen Konzentrationen BSA befiillt (0, 2, 4, 10 pg/ml).

Die Extinktionsmessung der Proben erfolgte bei A=595 nm. Der im Bradford-Dye enthaltene
Trypenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau hat seine ungebundene, rote Form bei
einem Absorptionsmaximum von A=470 nm. Kommt es zu einer Komplexbildung durch
Anlagerung von Proteinen, entsteht die blaue gebundene Form des Farbstoffes bei einem
Absorptionsmaximum von A=595 nm. Nach Proteinbindung in der Ldsung entsteht eine
Komplexbildung, die aufgrund ihres hoheren Extinktionskoeffizienten bei 595 nm im
Spektrometer gemessen werden kann. Demzufolge ist die Extinktion bei 595 nm ein Mal}
fur die Proteinkonzentration in der Lésung.

4.4 Western Blot

Als Western Blot bezeichnet man eine Methode, mit der verschiedene Proteine in
Abhangigkeit von ihrer Grofle mit Hilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Die



Banden werden anschlieRend auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (geblottet) und
dort durch Immundetektion sichtbar gemacht.

In die Taschen eines Western Blots wird immer die gleiche Proteinmenge gegeben. Je nach
Western Blot betrug die eingesetzte Proteinmenge zwischen 25 ng und 45 ng.

Die Mischung flr den Versuchsansatz einer Proteinprobe betrug:

Versuchsansatz fiir eine Proteinprobe (60 pl

Reagenz Menge
Proteinprobe X ul je nach Messung
RIPA-Puffer 50 pl— X
Loading-Dye 9,25 ul

Mercaptoethanol 0,75 pl

Tabelle 19 Versuchsansatz fiir eine Proteinprobe

6 x Loading-Dye

Reagenz Menge

0,5 M TRIS-HCL, PH 6,8 1,3 ml
Bromphenolblau 0,5 % 0,6 ml
Glycerol 100 % 2,4 ml
SDS 10 % 2,4 ml
Wasser 1,5 ml

Tabelle 20 6xLoading-Dye

Das Gemisch von Reagenzien wurde fir 5 min bei 95 °C erwarmt. Dabei kam es zur
Denaturierung der Proteine durch Hitze, SDS und Mercaptoethanol.

Die verwendeten Gele wurden selbst hergestellt und bestanden aus einem Trenngel mit
einem Acrylamid-Anteil von 12 % und einem Sammelgel. Im unausgeharteten Zustand
wurden durch das Einlegen von Kdmmen Probetaschen geschaffen. Zunachst wurde das
Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen. Nach dessen Polymerisation erfolgte das
Giellen des Sammelgels auf das ausgehartete Trenngel. Die Proteine wurden im
Sammelgel konzentriert und anschlielend im Trenngel entsprechend lhrer Ladung und
molekularen Masse getrennt.

Gelelektophorese

Fir die Gelelektrophorese wurden die verfestigten Gele, die sich zwischen zwei Glasplatten
befanden, mit Hilfe eines Halteapparates in ein mit Running-Puffer (1 x) befilltes Gefal
uberfuhrt. Die Proteinproben wurden in die vorgefertigten Taschen im Sammelgel gefullt. In
die erste Tasche des Gels wurden 7 ul eines Proteinmarkers gegeben, um die
verschiedenen Proteine spater entsprechend ihrer kDa Hohe unterscheiden zu kénnen.

Nun wurde eine Spannung mit dem Gerat Power PAC 3000 angelegt und diese langsam
auf 150 V erhoht. Die Laufzeit betrug abhangig von der Gréle der zu untersuchenden
Proteine zwischen 1,5h und 2,5h. Die Spannung bewirkt eine Migration der negativ



geladenen Proteinanteile durch das Gel zum Pluspol. Dabei ist die Laufgeschwindigkeit
abhangig von der ProteingroRRe, da kleinere Proteine schneller durch das Gel wandern.

Im Anschluss an die Acrylamidgelelektophorese wurden die aufgetrennten Proteinbanden
auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (geblottet). Dies erfolgte im Transfer-Puffer fur
1 h bei 100 V. Die sich auf der Nitrocellulosemembran noch befindlichen Bindungsstellen
fur Proteine wurden durch das anschlielende Legen der Membran in 3 % Magermilchpulver
mit TBST blockiert.

Immundetektion

Die Detektion der auf der Nitrocellulosemembran vorhandenen Proteine erfolgte mit
spezifischen Antikdrpern, die nur ein entsprechendes Zielprotein binden.

Zur Erkennung des Erstantikdrpers wird ein Zweitantikérper verwendet, der an diesen
bindet und an das Enzym Meerrettichperoxidase (hRP) gekoppelt ist. Die hRP katalysiert in
Gegenwart von Wasserstoffperoxyd die Oxidation von Luminol. Es entsteht eine
detektierbare Chemilumineszenz-Reaktion. Die Banden wurden je nach Intensitat bei einer
Belichtungszeit von 1-30 min sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der Banden, erfolgte
durch Ausmessen ihrer Intensitat im Vergleich zur Ladekontrolle mittels Quantity One (Bio-
Rad) des Programmes Image Lab 4.0.

Die praktische Durchfuhrung der Immundetektion erfolgte, indem die Membran Gber Nacht
bei 4 °C in den Primarantikdrper (gelost in 10 ml 3 % Magermilchldsung) eingelegt wurde.
Am nachsten Tag wurde die Membran nach dreimaligem Waschen in TBST flir etwa 2 h bei
Raumtemperatur in den Sekundarantikérper eingelegt. Als Ladekontrolle wurde GAPDH
verwendet um zu Uberprufen, ob die einzelnen Banden gleichmaRig beladen wurden.

"VIS
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Primarer Antikorper NP
mit gekoppeltem HRP N‘|{ J])

Chemilumineszenz Reaktion
Antigen

Abbildung 4.1 Immundetektion® (Reiners J, 2004, modifiziert)

Der primére AntikGrper bindet an sein Zielprotein (Antigen). Ein Zweitantik6rper, welcher an hRP
gekoppelt ist, wird zur Erkennung des Erstantikérpers hinzugegeben. Das darin enthaltene Luminol
wird mit Hilfe von hRP oxidiert und somit detektierbar gemacht.



4.5 Transfektion mittels SIRNA

Eine SiRNA Transfektion ist eine molekulargenetische Methode, um bestimmte
Gensequenzen einzudammen und somit einen knock down dieser Gensequenzen zu
erzielen. SIRNA bedeutet smal interfering RNA. Die SiRNA entsteht aus dem Pra-mRNA
Doppelstrang unter Bildung des RISC (RNA induced silencing komplex). Im RISC wird ein
Strang der SIRNA abgespalten, welcher sich anschliefend an die mRNA anlagern kann.
Die einstrangigen SiIRNA-RISC-Komplexe haben eine Lange von 21-28 Nukleotiden und
kodieren sich an eine bestimmte Stelle der mRNA, so dass ein spezielles Protein nicht
mehr entstehen kann.
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Abbildung 4.2 Veranschaulichung einer Transfektion® (Omidi Y, 2013, modifiziert)

In den aufgeflihrten Versuchen wurden HUVECs mit SiRNA | fir BMP4 transfiziert. Als
Erfolgskontrolle wurde eine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488nm markierte Kontroll-
SiRNA verwendet. Dadurch sollte gezeigt werden, dass die Expression des Zielgenes
tatsachlich unterdrickt wird und diese Expressionsunterdriickung nur spezifisch das
Zielprotein betrifft. Erfolgreich transfizierte Zellen konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop
angeregt werden und fluoreszierten bei 495 nm grin.

Fur die Transfektion wurden HUVECs in 6 cm Zellkulturplatten ausgesat. Sobald die
HUVECs eine Konfluenz von 60-70 % erreicht hatten, erfolgte das zweimalige Waschen der
Zellen mit PBS (-/-). Danach wurden die Zellen fir 2h auf 2,5ml endotheliales
Basalmedium (EBM) ohne Wachstumsfaktoren mit 1 % FBS gesetzt. Das endotheliale
Basalmedium fungiert als eine Art Hungermedium, damit die Zellen vor der Transfektion
aufnahmebereit gemacht werden. Anschliel’iend wurden zwei Ansatze flr die Transfektion
in Polystyrene-Réhrchen pipettiert. Ansatz 1 enthalt Lipofectamine und wird verwendet um



die Transfektionseffiziens der SiRNA durch eine erhdéhte Lipofektionsbereitschaft der
Endothelzelle zu erhdhen. Ansatz 2 enthalt die SiRNA, die durch Lipofektion in den Zellkern

gelangen soll.
Ansatz 1 (500pl) fiir Proteine _
Reagenz Menge
Lipofectamine 10 pl
Optimem 490 pl

Tabelle 21 Ansatz 1 fiir SIRNA Transfektion

Ansatz 2 (500ul) fiir Proteine _

Reagenz Menge
Optimem 470 pl
SiRNA 30 pl

Tabelle 22 Ansatz 2 fiir SIRNA Transfektion

Diese Ansatze wurden zu gleichen Teilen gemischt und fir 30 min lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur inkubiert und danach vorsichtig auf die Zellen getraufelt. Nach 4-5h
wurde zusatzlich 3 ml HUVEC-Medium mit Wachstumsfaktoren und 30 % FBS
dazugegeben. Nach 12 h fand ein Mediumwechsel auf 10 % HUVEC-Medium statt. Nach
insgesamt 48 h wurden Proteine fir einen Western Blot isoliert oder die Zellen in einen
Transwell Gberfuhrt.

4.6 Quantitative Real-Time PCR

Diese PCR Methode lasst mittels Fluoreszenz- Messung eine quantitative Aussage Uber die
Expression von Zielgenen zu.

RNA Gewinnung aus HUVECs

Fir die RNA Gewinnung aus HUVECs wurde das Aurum™ Total RNA Mini Kit (BioRad
GmbH, Munchen) verwendet. Alle Wasch- und Zentrifugationsschritte wurden nach
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Dabei konnte aus den Zelllysaten der stimulierten
oder transfizierten HUVECs die RNA isoliert und von anderen Verunreinigungen befreit
werden. Die RNA-Konzentration wurde dann mit Hilfe des NanoDrop ND-1000

spektrometrisch bestimmt. Die isolierte RNA kann bei - 80 °C aufbewahrt werden.

cDNA- Synthese

Fir das Umschreiben der RNA in cDNA wurde das iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad
GmbH, Minchen) verwendet. In diesem Ansatz befanden sich die RNA, Reverse




Transkriptase und ein Puffer mit dNTPs. Die einstrangige RNA wurde bei 42 °C in
doppelstrangige komplementare cDNA umgeschrieben.

Die nun entstandene doppelstrangige DNA kann mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR
Green |, welcher an die DNA bindet, quantifiziert werden. Mit zunehmender Anzahl der zu
untersuchenden doppelstrangigen DNA erhéht sich die Menge des gebundenen Farbstoffes
und damit auch die Starke der Fluoreszenz. Die Messung findet in der exponentiellen
Phase am Ende der Elongation statt. Das bedeutet, dass jede Probe einen bestimmten Ct-
Wert (Cycle Threshold) besitzt, bei dem die Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die
Hintergrundsfluoreszenz ansteigt. Somit erhalt man fir jede einzelne Probe eine genaue
Zykluszahl, welche dem Erreichen des Grenzwertes entspricht. Mithilfe der AACt-Formel
konnten die einzelnen Proben analysiert werden unter Berticksichtigung der Kontrollproben.
Als Kontrolle wurde das Referenzgen Horseradish Peroxidase (hRP Il) verwendet.

AA Ct-Formel

A Ct (Probe) = Ct Zielgen - Ct Referenzgen

A Ct (Kontrolle) = Ct Zielgen - Ct Referenzgen

AA Ct = A Ct (Probe) - A Ct (Kontrolle)

2°AACt _

Expression des Zielgenes in der Probe

Tabelle 23 Formelbezeichnung Ct-Formel

Da bei der Quantitativen Real-Time PCR nicht automatisch zwischen verschiedenen
Produkten unterschieden wird, wurde eine Schmelzkurve angefertigt. Bei der jeweils
spezifischen Schmelztemperatur spalten sich die zu untersuchenden doppelstrangigen
Fragmente in ihre Einzelstrange auf. Dadurch wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green
frei und es kommt zu einer Abnahme der Fluoreszenz. Die Temperatur wurde schrittweise
von 55 °C auf 95 °C erhéht. Der Schmelzkurvenpeak gibt Auskunft Uber die entstandene
Produktmenge.

Die einzelnen Versuchsansatze wurden wie folgt hergestellt:

‘ Versuchsansatz: (Gesamtmenge von 25 pl)

Reagenz Menge
SYBR-Green 12,5 ul
cDNA 2 ul
Forward-Primer 0,5 ul
Reverse-Primer 0,5 ul
Aqua a. i. 9,5 ul

Tabelle 24 Versuchsansatz fiir Realtime-PCR



‘ Protokoll der Quantitativen Realtime-PCR

- Schritt Temperatur °C Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 5 min 1
Denaturierung 95 30 sec 50
Primerhybridisierung 50-65 30 sec
Elongation 72 30-45 sec
Terminale Elongation 72 5 min 1
Schmerzkurvenbeginn 55 1 min 1
Schmelzkurve (jeweils 55-95 10 sec 80
+0,5°C)
Abkuhlung 4 o0 1

Tabelle 25 Ablauf einer Realtime-PCR; Programmierung des iCycler

4.7 Anfarbung des Zytoskelettbestandteiles Aktin mit Phalloidin im Endothel

Phalloidin ist ein Toxin aus dem Knollenblatterpilz Amanita phalloides. An einer freien
Bindungsstelle des bizyklischen Heptapeptids des Phalloidins wird der rot fluoreszierende
Farbstoff Tetramethylrodamin (TRITC) gebunden.

Die Phalloidinfarbung ist eine spezielle Farbemethode, um das Aktinzytoskelett der Zelle
sichtbar zu machen. Dabei bindet Phalloidin an den Zytoskelettbestandteil Aktin mit einer
hohen Affinitat. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI, welches an die DNA des Zellkernes
bindet und diesen blau farbt.

Hierzu wurden HUVECs in Culture Slides ausgesat und Uber 3 Tage taglich mit BMP2,
BMP4, BMP7 und BMP9 100 ng/ml stimuliert. Hierfir wurde taglich das HUVEC-Medium
mit 1% FBS gewechselt und die zu stimulierende Substanz dazugegeben. Als
Positivkontrolle wurde mit TNF-a 20 ng/ml stimuliert, welches zu einer Zellschadigung des
Endothels fuhrt. Bei der Negativkontrolle wurde taglich das HUVEC-Medium mit 1 % FBS
gewechselt ohne stimulierende Zusatze. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS (-/-)
gewaschen und in 4 % Paraformaldehyd (4 g PFA in 100 ml PBS geldst) nach 10 min
Inkubation fixiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen Uber 5 min folgte unter
lichtgeschitzten Bedingungen nun die Farbereaktion mit einem Phalloidin-TRITC, welches
1:100 in 1 % BSA geldst wurde. Um die Zellkerne sichtbar zu machen, erfolgte nach 10 min
Inkubation und weiteren Waschschritten eine DAPI-Farbung. DAPI wurde 1:30.000 in 1 %
BSA geldst und anschliefend 250 ul flir 15 min auf jedes Slide gegeben. Nach weiteren
Waschschritten mit PBS und aqua dest. wurden die aufgesetzten Culture Slides vom
Objekttrager geldst und der Objekttrager mit Mowiol eingedeckt und anschlieRend mit
einem Deckglaschen geschutzt. Die Objekttrager wurden tber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet und anschliefend lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.



4.8 Immunozytologische Farbung

Die Immunozytologie dient der Anfarbung bestimmter Proteine im Zellverband. Das
gewlnschte Epitop eines Zielproteins wird von einem Erstantikérper erkannt. Daraufhin wird
ein zweiter Antikérper aufgetragen, welcher an den ersten bindet und an ein Fluorochrom
gekoppelt ist. In der Fluoreszenzmikroskopie leuchtet das Fluorochrom und somit indirekt
das daran gebundene Protein.

In Rahmen dieser Arbeit wurden HUVECs fir immunozytologische Farbungen verwendet.
Es wurde VE-Cadherin und PECAM1 angefarbt. Dazu wurden HUVECs in Culture Slides
ausgesat und Uber 3 Tage einmal taglich mit BMP4 100 ng/ml oder BMP9 100 ng/ml in
HUVEC-Medium mit 1% FBS stimuliert. Als Kontrolle dienten Endothelzellen in Culture
Slides bei denen nur das HUVEC-Medium mit 1% FBS taglich gewechselt wurde. Fur die
Negativkontrolle wurden Culture Slides verwendet, welche ohne Zugabe des
Erstantikdrpers gefarbt wurden.

Nach mehrmaligem Waschen der HUVECs mit PBS (-/-) wurden diese fir 10 min bei -20 °C
in Aceton-Methanol fixiert. Zur Blockierung unspezifischer Rezeptoren erfolgte eine
Inkubation im Serum der Tierspezies, aus welcher der Zweitantikérper stammte. Im Fall von
VE-Cadherin war dies Goat-Anti-Rabbit. Die HUVECS wurden in 10 % Goat-Serum fur
10 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen Uber Nacht in den Erstantikorper (hier
VE-Cadherin) 1:100 in 5 % Goat-Serum eingelegt. Am nachsten Tag erfolgte nach
mehreren Waschschritten die Farbung mit dem Zweitantikdrper, der an Fluorochrom
gekoppelt ist (Goat-Anti-Rabbit Cy2). Zur Sichtbarmachung der Kerne diente DAPI, welches
in einer Verdinnung von 1:30 000 in 1 % BSA zusatzlich zum Zweitantikbrper mit auf die
Zellen gegeben wurde. Nach 2 Stunden Inkubation und weiteren Waschungen mit PBS und
aqua dest. wurde der Objekttrager mit Mowiol eingedeckt und mit einem Deckglaschen
geschutzt.

4.9 Bestimmung der endothelialen Permeabilitat in vitro

Ein Transwell dient dazu Permeabilitat in vitro messbar zu machen. Gemessen wird, wie
viel Farbstoff durch die mit Zellen beschichtete Membran des Transwells diffundieren kann.
Ein Transwell besteht aus 12 Wells, die sich in ein oberes und ein unteres Kompartiment
gliedern. Im oberen, herausnehmbaren Kompartiment ist eine Membran befestigt mit einer
Porengréfe von 0,4 um.

Die Transwellfilter wurden zunachst unter der Zellkulturbank mit Fibronectin beschichtet,
dazu wurden 7 pl Fibronectin mit 1 ml PBS (+/+) vermischt und von dieser Mischung 50 pl
auf jeden Filter gegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Fibronectin-Mischung vorsichtig mit der Pipette abgenommen und verworfen. Jeder
Transwellfilter wurde danach mit 100 yl HUVEC-Medium gewaschen. Anschliellend wurde
eine konfluente Schicht HUVECs a 30 x 10* Zellen/ml in 100 pl HUVEC-Medium mit 10%
FBS auf die Membran gesat. In die unteren Kompartimente kamen jeweils 600 yl HUVEC-
Medium mit 10 % FBS. Die Zellen konnten tber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO, anwachsen.



Danach erfolgte die Stimulation der Endothelzellen Uber 72 h. Hierfur wurde taglich das
HUVEC-Medium im oberen und unteren Kompartiment gewechselt und die Substanz, mit
der stimuliert werden sollte, wurde taglich frisch angesetzt und hinzugegeben. Als
Negativkontrolle fungierten unbehandelte HUVECS, als Positivkontrolle HUVECs, die TNF-a
20 ng/ml ausgesetzt wurden.

Um nun die Auswirkung der Stimulationsreagenzien auf die endotheliale Permeabilitat zu
messen, wurde nach 72 h der fluoreszierende Farbstoff FITC-Dextran (5 pl pro Filter) auf
das obere Kompartiment gegeben und die Menge, die durch die Endothelzellschicht
diffundieren konnte, im unteren Kompartiment gemessen.

Nach zweistlindiger Inkubation des Farbstoffes wurde die Migration gestoppt. 50 ul aus
dem unteren Transwell-Kompartiment wurden in eine 96-Lochplatte mit jeweils 150 pyl PBS
pipettiert. Anschlielend erfolgte die Messung im Spektrometer bei 485 nm.

Membran

Abbildung 4.3 Veranschaulichung eines Transwells zur Bestimmung der Permeabilitat

Ein ,Transwell” gliedert sich in ein oberes und ein unteres Kompartiment. Im oberen Kompartiment
befindet sich eine Membran, auf die eine Schicht Endothelzellen ausgesdt wurde. Zur
Permeabilitdtsmessung wurde der fluoreszierende Farbstoff FITC-Dextran auf das obere
Kompartiment gegeben und nach 2 h Inkubationszeit die Menge des Farbstoffes im unteren
Kompartiment gemessen, die durch die Zellschicht diffundieren konnte.

4.10 Quantifizierung der endothelialen Transmigration von PBMCs in vitro

Dieser Versuch im Transwellsystem diente der Messung transmigrierter peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) durch Filter einer PorengréfRe von 5 um, auf die zuvor eine
Endothelzellschicht ausgesat wurde. Bei PBMCs handelt es sich um einkernige Zellen des
Blutes, die eine wichtige Rolle im Immunsystem bei der Bekdmpfung von Infektionen
spielen, wie zum Beispiel Leukozyten und Monozyten. PBMCs wurden zuvor durch ein
hydrophiles Kolloid aufgereinigt und werden haufig in der Forschung als Indikator
verwendet. Mit Hilfe eines Transwells sollte gezeigt werden, ob eine Endothelzellschicht
nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen mehr oder weniger PBMCs transmigrieren
lasst. Hierfur wurden Transwellfilter wie oben beschrieben mit Fibronectin beschichtet und



pro Filter eine Schicht HUVECs 1,5 x 10° Zellen/ml in 100 pI HUVEC-Medium mit 10 % FBS
ausgesat. Die Endothelzellen auf den Transwellfiltern konnten nun Gber drei Tage taglich
mit Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) 100 ng/ml und Tumornekrosefaktor- a (TNF-a)
20 ng/ml in unterschiedlichen Kombinationen stimuliert werden. Nach 72 h wurden PBMCs
5x10° Zellen pro Filter in das obere Kompartiment gegeben. Als Lockstoff im unteren
Kompartiment dienten 3 pl pro Transwell monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1). Die
PBMCs hatten nun 2 h Zeit durch die Endothelzellschicht in das untere Kompartiment zu
transmigrieren. Nach 2 h wurde die Flussigkeit im unteren Kompartiment entnommen,
zentrifugiert und das Zellpellett, welches die PBMCs enthielt, mit 20 ul Trypanblau angefarbt
und geldst. AnschlielRend erfolgte die Zahlung der transmigrierten PBMCs in der Neubauer-
Zahlkammer.

4.11 Analyse der endothelialen und epithelialen Permeabilitat in vivo nach
Bleomycin induzierter Lungenschadigung

Als etabliertes Lungenschadigungsmodell wurde ein in vivo Versuch gewahlt, in dem Mause
mit Bleomycin behandelt wurden, um die Auswirkung nach einer Gewebsschadigung auf
die endotheliale und epitheliale Permeabilitat zu untersuchen.

Bleomycin ist eine antineoplastisch, zytostatisch wirksame Substanz, die aus
Aktinomyceten isoliert wird. Bleomycin bildet Komplexe mit Sauerstoff und Metallen und
fuhrt zur Produktion von Sauerstoffradikalen, DNA-Briichen und letztendlich zum Zelltod.
Eine einmalige Gabe von 45 ug Bleomycin pro g Korpergewicht der Maus reicht aus, um
eine endotheliale Lungenschadigung auszuldsen.®

Pro Versuch wurden 10 mannlichen 8 Wochen alten C57BL/6 Mausen (Wildtyp) einmalig
unter einer kurzzeitigen Isoflurannarkose Bleomycin intratracheal in einer Konzentration von
4 U/kg verabreicht. Die Kontrollgruppe bekam das gleiche Fliussigkeitsvolumen ohne
Bleomycin in Form von NaCl intratracheal verabreicht. Nach taglicher Prifung des
Gesundheitszustandes der Mause erfolgte nach drei Tagen Inkubationszeit die OP.

Fur eine Allgemeinanasthesie wurden die Mause mit Ketamin und Xylazin in Narkose
gelegt. Die Verabreichung des Farbstoffes Evans Blue (EVB, 45 pg/g gel6st in 200 ul PBS)
erfolgte in die Schwanzvene. Unter standiger Beobachtung der Narkosetiefe anhand des
Rickzugreflexes oder bei spontanen und gezielten Bewegungen wurde bei Bedarf die
Narkose intraperitoneal nachdosiert. Dabei lagen die Mause fir 3 h auf einer Warmematte,
damit der Farbstoff sich im Kreislauf verteilen konnte.

Um die bronchoalveolare Lavage (BAL) zu gewinnen, wurde das Spatium colli bis zur
Trachea freiprapariert. Unterhalb des Kehlkopfes wurde durch einen kleinen Schnitt die
Trachea eroffnet, ein Tubus in die Trachea gelegt und mit Hilfe eines Fadens fixiert. Die
Gewinnung der BAL erfolgte durch mehrmaliges Aspirieren eines Milliliters PBS durch den
Tubus. Als nachster Schritt erfolgte die Eréffnung des Thorax, um das GefalRsystem durch
eine intrakardiale Infusion mit 500 yl NaCl nach Schnitt in den rechten Ventrikel
durchzuspllen. Danach konnten die Organe Herz, Lunge und Nieren entnommen werden.
Diese wurden anschliel3end getrennt fur 18 h bei 70 °C und 500 rpm in 1 ml Formamide



gelést. Formamide ist das Amid der Ameisensaure und sorgt dafir, dass sich die Organe
aufldsen und der blaue Farbstoff in die Flussigkeit Ubertreten kann.

Die Konzentration des Farbstoffes Evans Blue, der in die Organe und in die BAL
diffundieren konnte, wurde photometrisch bei einer OD von 620 nm bestimmt. Zusatzlich
wurde die Zellzahl in der BAL ermittelt, indem diese zentrifugiert wurde und das
entstandene Zellpellet mit 20 pl Trypanblau gelést wurde. Die nun blau gefarbten Zellen
konnten in der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop gezahlt werden.

412 Einfluss von BMP4 auf die endotheliale Permeabilitat in vivo

Bedingungen ohne inflammatorische Stimulation

Dieses Experiment wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit konzipiert, um damit den
Einfluss von BMP4 im Tiermodell auf die endotheliale Permeabilitat zu Gberprifen.

Hierfir wurden 13 Wochen alten mannlichen C57BL/6 Mausen (ber drei Tage taglich
morgens und abends 1 ug BMP4 intraperitoneal injiziert. Das rekombinante murine BMP4
wurde zuvor in einem Losungspuffer bestehend aus 4 mM HCL+ 0,1 % BSA geldst. Die
Kontrollmausgruppe bekam das gleiche Flissigkeitsvolumen Ldsungspuffer injiziert. Nach
drei Tagen wurden die Mause mit Ketamin und Xylazin in Narkose gelegt und auf einem
OP-Tisch fixiert. Darauf erfolgte die intravendse Injektion des blauen Farbstoffs EVB (45
pg/g geldst in 200 pl PBS) in die Schwanzvene. Nach einer Stunde Narkose wurde den
Mausen 6 ml RPMI-Medium intraperitoneal injiziert. Nach zweimindtiger Massage des
Bauches, um die Flussigkeit gleichmaRig zu verteilen, wurde die Peritoneallavage
entnommen. Anschlielend erfolgte die Eréffnung des Thorax. Durch einen Schnitt in den
rechten Herzventrikel wurde das GefaRsystem mit Hilfe einer kardialen NaCl Infusion
durchgesplilt, um die Messergebnisse nicht durch noch nicht ins Gewebe diffundierten
intravaskularen Farbstoff zu verfalschen. Daraufhin wurden Herz, Lunge und Nieren
entnommen.

Die Organe wurden 18 h bei 70 °C und 500 rpm in Formamide geldst. AnschlieRend wurde
der Farbstoff, der in die Organe diffundieren konnte, bei einer OD von 620 nm gemessen.
Auch der in die Peritoneallavage diffundierte Farbstoff wurde photometrisch ermittelt und
mit den Kontrollmausen, die nicht mit BMP4 behandelt wurden, verglichen.

Inflammatorische Bedinqungen

Dieser Versuch wurde im Rahmen der experimentellen Arbeiten etabliert, um im Tiermodell
Daten zu gewinnen, die eine Aussage dariber treffen lassen, ob BMP4 die Transmigration
von Leukozyten durch das Endothel beeinflusst.

Es wurden 10 Tiere als Kontrollgruppe, die keiner Inflammation ausgesetzt wurden, mit 10
Tieren einer Gruppe unter inflammatorischen Bedingungen verglichen. Um eine sterile,
lokale Inflammation zu verursachen, erfolgte 72 h vor der OP die intraperitoneale
Verabreichung von 2 ml Thioglycolatlésung (4 g Thioglycolate in 100 ml PBS gel6st).
Thioglycolate ist das Salz der Mercaptoessigsaure und verursacht intraperitoneal injiziert



eine lokale Reizung. Die Tiere der Kontroligruppe bekamen das gleiche
Flissigkeitsvolumen in Form des Lésungsmittels injiziert. Jeweils 5 Tieren der Gruppe der
Tiere unter inflammatorischen und der Tiere unter basalen Bedingungen wurde Uber 72 h
taglich morgens und abends 1 ug BMP4 injiziert. Um eventuelle Schmerzen zu minimieren,
wurde den Mausen taglich Temgesic 0,05- 0,1 mg/kg, gelost in 200 pyl NaCl, subkutan
verabreicht. Temgesic enthalt Buprenophin als Wirkstoff, ein Schmerzmittel aus der Gruppe
der partiellen Opioidantagonisten und wirkt somit nicht entzindungshemmend. Nach 72 h
wurden die Mause mit Ketamin und Xylazin fir 1h in Narkose gelegt. Unter standiger
Beobachtung der Narkose wurde bei Bedarf das Narkosemittel nachdosiert. In die
Schwanzvene erfolgte die Injektion des blauen Farbstoffes EVB (45 pg/g gelost in 200 pl
PBS). Um die Aszitesflissigkeit entnehmen zu kénnen, wurde den Mausen 6 ml RPMI-
Medium nach 1 h Narkose intraperitoneal injiziert und nach zweiminitiger Massage des
Bauches entnommen. AnschlieRend wurden die Mause durch Genickbruch getétet und
ihnen unmittelbar danach intrakardial Blut entnommen. Das Blut wurde ins Labor der
Inneren Medizin am Universitatsklinikum Freiburg gebracht und von Laboranten auf dessen
Leukozytengehalt untersucht. Die in der Aszites-Flussigkeit enthaltenen Leukozyten wurden
mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer gezahilt.

4.13 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit dem Programm Graphpad Prism 4.0 selbststandig
durchgefihrt.

Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Standardabweichung (+/- SEM). Vergleiche zur Kontrolle wurden mit dem ungepaarten,
studentischen T-Test durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden als signifikant (*)
gekennzeichnet, wenn die Irtumswahrscheinlichkeit unter 5 % lag (*p <= 0,05). Western
Blots wurden ausgewertet mit der Quantity One 1-D Analysis Software (v4.4, BioRad).



5 Ergebnisse

5.1 Epitheliale und endotheliale Permeabilitat nach Gabe von Bleomycin in vitro
und in vivo

Um die epitheliale oder endotheliale Permeabilitdt in vitro messen zu kénnen, wurde der
Versuchsaufbau eines Transwells gewahlt. Die Ubergetretene Menge des Indikators FITC-
Dextran wurde nach Schadigung der Zellschicht gemessen. Die Schadigung erfolgte durch
Bleomycin. Hierfir wurde eine konfluente Schicht humaner bronchialer Epithelzellen
(BEAS-2B) auf die Membran der Transwellfilter gesat und anschlieend mit aufsteigenden
Bleomycin Konzentrationen stimuliert. Daraufhin wurde der fluoreszierende Farbstoff FITC-
Dextran auf das obere Kompartiment aufgebracht und gemessen, wie viel FITC-Dextran
durch die Epithelzellen diffundieren konnte. Die unbehandelte Kontrollgruppe
Bronchialepithelzellen wurde auf 100 % gesetzt (100,0 £ 16,41 %, n=3) und mit der Gruppe
der Bronchialepithelzellen verglichen, die mit einer aufsteigenden Bleomycin
Konzentrationsreihe stimuliert wurden. Die Stimulation mit 5 pg/ml Bleomycin fuhrt lediglich
zu einem Anstieg von (102,24 + 23,66 %) verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe.
Erst ab einem Konzentrationsanstieg von 10 ug/ml Bleomycin konnten signifikante
Ergebnisse erzielt werden, so flhrt die Stimulation mit 10 pg/ml Bleomycin zu einem
Anstieg von (155,6 £17,37 %) und mit 50 yg/ml Bleomycin zu einem Anstieg von
(205,2 + 34,51 %). Somit konnte bewiesen werden, dass Bleomycin die epitheliale
Barrierefunktion reduziert und konzentrationsabhangig die Permeabilitdt des Epithels
steigert (siehe Ergebnis 5.1 (A)).
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Ergebnis 5.1-A

(A) Humane Bronchialepithelzellen wurden auf Transwellfilter ausgesét (3x1 0° Zellen/Filter; 100 7))
und dber 72 h mit aufsteigenden Bleomycin Konzentrationen (5, 10, 50 ug/ml) stimuliert.
AnschlieBend wurde FITC-Dextran auf die Filter gegeben und nach 2 h die diffundierte
Farbstoffmenge bei einer OD von 485 nm im Spektrometer gemessen (n=3). Der dargestellte
Graph zeigt, dass ab einer Konzentration von 10 ug/ml Bleomycin die FITC-Dextran
Durchléassigkeit signifikant zunimmt (*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).




Um diese in vitro Ergebnisse in vivo zu bestatigen, wurden C57BL/6 Mausen einmalig
Bleomycin intratracheal verabreicht. Als Permeabilitédtsindikator diente in diesem Fall der
blaue Farbstoff Evans Blue (EVB). Nach Zirkulation des Farbstoffes im Kreislauf konnte die
bronchoalveolare Lavage (BAL) gewonnen werden. Verglichen wurden die mit Bleomycin
behandelten Mause mit einer Gruppe von Mausen, die NaCl intratracheal verabreicht
bekommen haben. Die Kontrollgruppe wurde auf 100 % gesetzt (100,0 £ 19,51 %, n=6).
Nach Induktion einer Lungenschadigung durch Bleomycin kam es zu einer signifikant
vermehrten Transmigration von Leukozyten (447,2 + 85,47 %, n=5) und einer signifikant
erhdhten Diffusion des Farbstoffes Evans Blue in die bronchoalveoldare Lavage
(508,6 + 115,9 %, n=5), (sieche Ergebnis 5.1 (B, C)). Der Ubertritt von Evans Blue in die
bronchoalveolare Lavage wurde noch einmal farblich dargestellt (siehe Ergebnis 5.1 (D)).
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Ergebnis 5.1-B, 5.1-C und 5.1-D

(B) 5 ménnlichen C57BL/6 Méausen wurden Bleomyecin intratracheal verabreicht (4 U/kg; 60 ml).
Nach 72 h wurde den Mé&usen der Farbstoff Evans Blue (45 ug/g) in die V. femoralis injiziert.
Nach weiteren 3 h wurde die bronchoalveoldre Lavage (BAL) gewonnen und die darin enthaltene
Zellzahl mit der Kontrollgruppe n=6 verglichen. Bleomycin steigert die Durchlassigkeit der Zellen
in die BAL signifikant (*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).

(C) In der BAL wurde zusétzlich die diffundierte Menge des blauen Farbstoffes Evans Blue (EVB)
photometrisch bei einer OD von 620 nm gemessen. Nach Bleomycin Behandlung konnte
signifikant mehr Evans Blue in die bronchoalveolére Lavage diffundieren (*p< 0,05 vs. Kontrolle,
Mittelwert +/- SEM).

(D) Diese Abbildung zeigt links die BAL einer Kontrollmaus. Rechts ist die BAL einer mit Bleomycin
behandelten Maus zu sehen. Beiden Mdusen wurden 3 h vor der Entnahme der BAL Evans Blue
injiziert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die epitheliale Permeabilitdt durch die Zellschadigung des
Lungengewebes mit Bleomycin erhéht wurde. Um die Auswirkung von Bleomycin auf die
endotheliale Permeabilitdt zu testen, wurden Herz, Lunge und Niere der zuvor mit
Bleomycin und Evans Blue behandelten Mause entnommen und die darin diffundierte
Evans Blue Konzentration photometrisch gemessen. Bleomycin erhéht den Ubertritt des



Farbstoffes EVB im Herzen um (132,00 £ 28,40 %, n=5) bei Lunge und Nieren konnten
signifikante Ergebnisse erzielt werden. So wird die endotheliale Permeabilitat in der Lunge
um (192,5 £ 26,36 % n=5) erhdht und in den Nieren um (143,2 + 6,234 %, n=5), (siehe
Ergebnis 5.1 (E)).
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Ergebnis 5.1-E

(E) Den mit Bleomycin und EVB behandelten Mdusen wurden Herz, Lunge und Niere entnommen,
die in je 1 ml Formamide (iber 18 h bei 70 °C und 500 rpm geldst wurden. AnschlieBend wurde
die Menge des Ulibergetretenen EVB photometrisch ermittelt. Nach Behandlung mit Bleomycin
nimmt die Durchlédssigkeit des Farbstoffes EVB in Lunge und Niere signifikant zu (*p< 0,05 vs.
Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich feststellen, dass nach einer Schadigung,
verursacht durch Bleomycin, die endotheliale und epitheliale Permeabilitat in vitro und in
vivo erhoht ist.

5.2 BMPs und die endotheliale Permeabilitat in vitro und in vivo

Daruber hinaus sollte der Einfluss verschiedener BMPs auf die endotheliale Permeabilitat
getestet werden. Dazu wurden Endothelzellen mit BMP2, BMP4, BMP7 und BMP9
(100ng/ml) taglich stimuliert. Die unbehandelten Endothelzellen wurden als Kontrolle
verwendet und auf 100 % gesetzt (100,0 + 1,689 %, n=8). Es konnten signifikante
Ergebnisse flr die Positivkontrolle erzielt werden (134,2 £ 17,08 %, n=8), die auf eine
erfolgreiche Zellschadigung nach Stimulation mit TNF-a hindeuten. Nach Stimulation mit
den unterschiedlichen BMPs kam zu einer signifikant erhohten FITC-Dextran
Durchlassigkeit um mindesten 25 %, verglichen mit der Kontrolle (siehe Ergebnis 5.2 (A)).
Aulerdem konnte im Transwell gezeigt werden, dass die endotheliale Permeabilitat
abhangig von der BMP4 Konzentration zunimmt. Ab einer Konzentration von 10 ng/ml
BMP4 nimmt die FITC-Dextran Permeabilitat signifikant zu (111,0 £ 1,799 %, n=8), (siehe
Ergebnis 5.2 (B)). Zusammenfassend erhdhen BMPs die endotheliale Permeabilitat in vitro.
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Ergebnis 5.2-A und 5.2-B

(A) Humane Endothelzellen (HUVEC:s, 30x104) wurden in Transwellfilter gesét und dber 72 h mit
BMP2, 4, 7 und 9 (100 ng/ml) stimuliert. Als Positivkontrolle fungierte TNF-a (20 ng/ml). Um die
durch BMPs induzierte Permeabilitdt messbar zu machen, wurde der fluoreszierende Farbstoff
FITC-Dextran in das obere Kompartiment appliziert und nach 2 h die diffundierte Menge des
Farbstoffes im unteren Kompartiment bei einer OD von 485 nm gemessen. Alle getesteten BMPs
erhéhen die FITC-Dextran Permeabilitdt signifikant (*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM,
n=8).

(B) Endothelzellen wurden (ber 72 h mit einer aufsteigenden BMP4 Konzentration stimuliert (10,
100, 500, 1000 ng/ml). AnschlieBend erfolgte anhand der diffundierten FITC-Dextran Menge die
Permeabilitdtsmessung im Transwell Assay. Ab einer Konzentration von 10 ng/ml BMP4 erhéht
sich die FITC-Dextran Permeabilitat signifikant (*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM, n=8).

Des Weiteren sollte anhand von BMP4 getestet werden, ob sich diese Ergebnisse auch in
vivo bestatigen lassen. Dazu wurden Wildtypmausen rekombinantes BMP4 intraperitoneal
appliziert und diese mit der unbehandelten Kontrollmausgruppe verglichen. Als
Permeabilitatsindikator diente der Farbstoff Evans Blue. Bei der Mausgruppe, die mit BMP4
behandelt wurde, diffundiert signifikant mehr Farbstoff ins Herz (169,5 + 19,15 %, n=10)
verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe die auf 100 % gesetzt wurde. Auch in der
Lunge (148,8 + 16,09 %, n=10) und in den Nieren (147,7 + 8,746 %, n=10) steigt nach
BMP4 Injektion der Evans Blue Gehalt in den Organen signifikant an (siehe Ergebnis 5.2
(C)). Dies belegt, dass BMP4 zu einer Zunahme der endothelialen Permeabilitdt in vivo
fuhrt.

Zusatzlich wurde bei den mit BMP4 behandelten C57BL/6 Mausen die Peritoneallavage
gewonnen und auf deren Evans Blue Gehalt getestet. Nach Zugabe von BMP4 kommt es
zu einem signifikanten Anstieg des Farbstoffes in die Aszitesflissigkeit (499,2 + 2245 %,
n=8), (siehe Ergebnis 5.2 (D)).
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Ergebnis 5.2-C und 5.2-D

(C) 13 Wochen alten ménnlichen C57BL/6 M&usen wurde taglich zweimal 1 ug rekombinantes
BMP4 (BMP4+) intraperitoneal injiziert. Nach 72 h erfolgte die Evans Blue Injektion in die
Schwanzvene (45 ug/g), nach 1 h Zirkulation im Kreislauf wurden Herz, Lunge und Nieren
entnommen. Die Organe wurden in 1 ml Formamide gelést und anschlieBend wurde die
diffundierte Evans Blue Menge bei einer OD von 620 nm gemessen. Nach Zugabe von BMP4
steigt die endotheliale Permeabilitdt in Herz, Lunge und Niere signifikant an, verglichen mit den
Kontrollméusen (BMP4-), (*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).

(D) Die unbehandelte Kontroligruppe ist der Gruppe Maéausen, die rekombinantes BMP4 injiziert
bekommen haben, gegentibergestellt. Ermittelt wurde der Evans Blue Gehalt, der in die
Aszitesfllissigkeit diffundieren konnte. Nach Zugabe von BMP4 steigt dieser signifikant an (n=8;
*p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).

5.3 BMP4 und die Transmigration von Leukozyten und PBMCs

Bis jetzt konnte gezeigt werden, dass BMP4 die endotheliale Permeabilitdt erhoht. Als
nachstes sollte getestet werden, ob BMP4 eine erhohte Transmigration von PBMCs
verursacht. Hierflr wurden im Transmigrationstranswell unbehandelte Endothelzellen einer
Gruppe mit TNF-a behandelter Endothelzellen gegentbergestellt. Dabei wurde jeweils ein
Teil der Transwellfilter dieser zwei unterschiedlichen Gruppen mit BMP4 stimuliert.
Anschliellend erfolgte die Quantifizierung der PBMCs, die nach Auftragen auf die
Endothelzellschicht transmigrieren konnten. Nur durch die Stimulation der Endothelzellen
mit BMP4 kam es zu einem signifikanten Anstieg der transmigrierten PBMCs
(115,7 £ 4,403 %, n=3). Die Schadigung des Endothels durch TNF-a fihrt zu einer
vermehrten Transmigration der PBMCs von (131,3 + 4,818 %). Die Zugabe von BMP4 und
TNF-a flhrt ebenfalls zu signifikant mehr transmigrieten PBMCs (148,0 + 10,69 %)
verglichen zu den Endothelzellen, die einer Schadigung mit TNF-a ausgesetzt wurden
(siehe Ergebnis 5.3 (A)).

Umgekehrt sollte untersucht werden, ob eine BMP4 Abnahme die Transmigration von
PBMCs beeinflusst. Nach dem knock down von BMP4 kommt es zu einer verminderten



Transmigration der PBMCs (63,68 + 8,41 %) durch das Endothel, verglichen mit den Zellen,
die mit Kontroll-SiRNA transfiziert wurden. Der gleiche Versuch wurde durchgefihrt nach
Zellschadigung mit TNF-a. Nach Zellschadigung kommt es zu einem signifikanten Anstieg
der transmigrierten PBMCs (129,4 + 7,19 %). Auch nach Zellschadigung fuhrt der BMP4
knock down ebenfalls zu einer verminderten PBMC Transmigration (78,54 + 9,75 %), (siehe
Ergebnis 5.3 (B)).
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Ergebnis 5.3-A und 5.3-B

(A) HUVECs wurden in Transwellfilter ausgesét und téglich mit 100 ng/ml BMP4, 20 ng/ml TNF-a
und 100 ng/ml BMP4 zusammen mit 20 ng/ml TNF-a stimuliert. Nach 3 Tagen wurden isolierte
PBMCs auf das obere Kompartiment appliziert und nach 2 h die transmigrierten PBMCs im
unteren Kompartiment gezéhlt. Die Zugabe von BMP4 fiihrt zu signifikant mehr transmigrierten
PBMCs. Auch nach Zellschédigung verursacht durch TNF-a, fiihrt die zusétzliche Zugabe von
BMP4 zu einer signifikant h6heren PBMC Transmigration (n=3), (*p<0,05 vs. (BMP4-); #p<0,05
vs. (BMP4-) + TNF-a).

(B) Dargestellt ist ein Kontrollversuch nach BMP4 knock down. HUVECs wurden 48 h mit BMP4
SiRNA | transfiziert (SiBMP4+), als Kontrolle wurde eine SiKontroll RNA verwendet (SiBMP4-).
Die transfizierten HUVECs wurden auf Transwellfilter (bertragen. Verglichen wurden zwei
Gruppen: ohne und mit Zellschéddigung, verursacht durch eine dreitdgige Stimulation mit TNF-a
20 ng/ml. Quantifiziert wurden nach 2 h die transmigrierten PBMCs , die auf das obere Transwell
Kompartiment gegeben wurden. Nach BMP4 knock down kénnen signifikant weniger PBMCs
transmigrieren (n=6), (*p<0,05 vs. (SiBMP4-); #p<0,05 vs. (SiBMP4-) + TNF-a).

Da die Vermutung, dass BMP4 die Transmigration von Entziindungszellen in vitro erhoht,
bestatigt wurde, sollte gezeigt werden, wie sich BMP4 auf die Leukozyten-Transmigration in
vivo verhalt. C57BL/6 Mause wurden in zwei Gruppen eingeteilt: eine unbehandelte Gruppe
und eine Gruppe, die einer sterilen lokalen Inflammation ausgesetzt wurde, verursacht
durch Thioglycolate. Die Quantifizierung der Leukozyten erfolgte im Blut und in der
Aszitesflussigkeit. Nach BMP4 Behandlung steigen die Leukozyten im Blut signifikant an
(177,8 £ 49,29 %, n=6) verglichen mit der Kontrollgruppe die auf 100 % gesetzt wurde
(100,0 £ 9,49 %, n=9). Durch die alleinige Induktion einer Entzindung mit Thioglycolate
konnten signifikant mehr Leukozyten im Blut nachgewiesen werden (248,0 + 49,64 %, n=8).



Nach zusatzlicher BMP4 Injektion steigt die Transmigration der Leukozyten geringfugig
aber nicht signifikant an um (278,61 £ 66,09 %), verglichen mit der Gruppe die einer
Entzliindung mit Thioglycolate ausgesetzt wurde (siehe Ergebnis 5.3 (C)).

Im gleichen Versuchsaufbau wurde zusatzlich der Leukozytengehalt in der
Aszitesfllissigkeit gemessen, mit dem Ergebnis, dass nach Induktion einer Entziindung
signifikant mehr Leukozyten transmigrieren konnten (154,5 23,06 %, n=7). Nach
zusatzlicher BMP4 Behandlung der Mause kam es zu einem erheblichen und signifikanten
Anstieg der transmigrierten Leukozyten in die Aszitesflissigkeit (366,98 + 81,39 %, n=10),
(siehe Ergebnis 5.3 (D)).
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Ergebnis 5.3-C und 5.3-D

(C) Dargestellt ist eine Gruppe unbehandelter Wildtypméuse und eine Gruppe, die einer
Inflammation verursacht durch Thioglycolate ausgesetzt wurden. Davon wurde jeweils einer der
Mausgruppen alle 12 h BMP4 (1 ug) i.p. injiziert. Nach 3 Tagen erfolgte die Blutentnahme und
die Leukozyten wurden quantifiziert. Die alleinige Behandlung mit BMP4 fiihrt dazu, dass
signifikant mehr Leukozyten im Blut nachzuweisen waren (*p<0,05 vs. Kontrolle (BMP4-);
# p<0,05 vs. Kontrolle (BMP4-) + Thoiglycollate).

(D) Im gleichen Versuchsaufbau (siehe (C)) wurde anschlieBend die Aszitesfliissigkeit gewonnen
und der darin enthaltene Leukozytengehalt quantifiziert. Nach einer Entziindungsinduktion,
verursacht durch Thioglycolate und zusétzlicher Injektion von BMP4, transmigrieren signifikant
mehr Leukozyten in die Aszites Fliissigkeit (*p<0,05 vs. Kontrolle (BMP4-); # p<0,05 vs. Kontrolle
(BMP4-) + Thoiglycolate).

5.4 BMPs und die Expression transmembraner Proteine

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die transendotheliale Permeabilitat und
Transmigration von PBMCs und Leukozyten durch die Stimulation mit verschiedenen BMPs
erhoht wird, wurde in weiterfiihrenden Experimenten der Einfluss verschiedener BMPs auf
die Expression transmembraner Proteine getestet. Um eine Aussage auf die Auswirkung
von BMPs auf die transmembranen Proteine zu treffen, wurden VE-Cadherin und Occludin
auf Proteinebene mit Hilfe eines Western Blots quantifiziert. Hierfir wurden Endothelzellen



Uber drei Tage mit BMP2, 4 oder 7 stimuliert. AnschlieRend wurde die Expression von VE-
Cadherin und Occludin im Western Blot bestimmt. Die Western Blot Banden wurden mit der
Quantity One 1-D Analysis Software ausgewertet und die Kontrollen wurden auf 100 %
gesetzt. Nach Stimulation mit BMP2 kommt es zu einer Abnahme von VE-Cadherin um
(68,95 + 8,95 %), bei BMP4 um (68,32 £ 5,43 %) und bei BMP7 um (68,51 +7,38 %),
(siehe Ergebnis 5.4 (A)). Somit flhrt die Stimulation bei allen getesteten BMPs zu einer
signifikanten Abnahme der Expression von VE-Cadherin im Endothel. Die Expression von
Occludin nimmt nach Stimulation mit BMP2 (75,97 + 5,78 %) und BMP4 (79,76 + 8,31 %)
signifikant ab. Dieser Effekt scheint fur die beiden BMPs spezifisch zu sein, da nach
Stimulation mit BMP7 keine signifikante Occludin Reduktion zu erzielen st
(86,18 £ 12,96 %), (siehe Ergebnis 5.4 (B)).
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Ergebnis 5.4-A und 5.4-B

(A) Endothelzellen wurden téaglich idber 72 h mit BMP2, BMP4 und BMP7 (100 ng/ml) stimuliert.
AnschlieBend wurden Zelllysate gewonnen und im Western Blot aufgetragen. GAPDH fungiert
als Ladekontrolle. Nach Stimulation mit BMP2, BMP4 und BMP7 kommt es zu einer signifikanten
Reduktion von VE-Cadherin. (Die Graphen zeigen die Mittelwerte der Western-Blots mit einem
Signifikantsniveau von (*p < 0,05). Die Kontrollen aller Western Blots wurden auf 100 % gesetzt,
n=6).

(B) Endothelzellen wurden iber 3 Tage mit BMP2, BMP4 und BMP7 (100 ng/ml) stimuliert. Mit Hilfe
eines Western Blots wurde der Occludin Gehalt quantifiziert. Zu sehen ist ein repréasentativer
Western Blot aus 8 unabhédngigen Runden. Die Stimulation mit BMP2 und BMP4 fiihrt zu einer
signifikanten Reduktion von Occludin. (Die Graphen zeigen die Mittelwerte der Western Blots mit
einem Signifikantsniveau von (*p < 0,05). Die Kontrollen aller Western Blots wurden auf 100 %
gesetzt, n=8).

Um die Regulation von VE-Cadherin in der Zellmembran zu beurteilen, wurden
Endothelzellen mit einer immunzytologischen Farbung mit Antikérpern fir VE-Cadherin
angefarbt. Ergebnis 5.4 (C) zeigt, dass VE-Cadherin (griin dargestellt) nach dreitagiger
BMP4 Stimulation reduziert wird. Die Begrenzungen zwischen den einzelnen Zellen sind



undeutlich, aulRerdem wirken die Zellen in die Lange gezogen (siehe Ergebnis 5.4 (C)). Das
bedeutet, dass BMP4 nicht nur VE-Cadherin reduziert, sondern zusatzlich den Phanotyp
der Endothelzelle verandert.

HUVEC HUVEC
Kontrolle BMP4

VE-Cadherin/DAPI

VVE-Cadherin/DAPI

Ergebnis 5.4-C

(C) Die Abbildung zeigt die Immunozytologische Férbung von VE-Cadherin (griin). Die Zellkerne
sind mit DAPI (blau) geférbt. Auf dem linken Bild ist ein konfluenter unbehandelter
Endothelzellrasen abgebildet. Rechts zu sehen ist der Zellrasen nach drei tagiger Stimulation mit
BMP4 (100ng/ml). Nach Stimulation mit BMP4 verédndert sich der kubische Phénotyp der Zelle.
Die Zell-Zellkontakte nehmen ab und die Zellen wirken in die Ldnge gezogen.

In einem Gegenexperiment sollte getestet werden, ob die Abnahme von BMP4
Auswirkungen auf die Genexpression von VE-Cadherin und Occludin hat. Um die Effizienz
des BMP4 knock down nachzuweisen, wurde die BMP4 Expression nach durchgeflhrter
Transfektion mit SIRNA | mittels RT-PCR nachgewiesen. Nach der Transfektion zeigt sich
eine signifikante Abnahme der BMP4 RNA Expression um (19,89 + 3,68 %, n=6) in den
Endothelzellen, verglichen mit der Kontroll-SiRNA die auf 100 % gesetzt wurde. Somit
konnte ein erfolgreicher Nachweis eines funktionierenden BMP4 knock down erbracht
werden (siehe Ergebnis 5.4 (D)).

Der knock down von BMP4 fiihrt zu einer signifikant héheren Expression von VE-Cadherin
(187,1 £ 14,82 % n=3), (siehe Ergebnis 5.4 (E)). Nach dem knock down von BMP4 war die
Occludin-Proteinexpression minimal aber nicht signifikant erhdéht (104,6 + 5,47 % n=5),
(siehe Ergebnis 5.4 (F)).
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Ergebnis 5.4-D, 5.4-E und 5.4-F

(D) HUVECs wurden (iber 48 h mit SiIRNA | fiir BMP4 transfiziert. Als Negativkontrolle fungierten
Endothelzellen, die einer unspezifischen SIRNA ausgesetzt wurden. Graphisch dargestellt sind
die Ergebnisse aus 6 unabhédngigen Runden. Es konnte ein erfolgreicher knock down Nachweis
auf RNA-Ebene durchgefitihrt werden. Nach BMP4 knock down kommt es zu einer signifikant
reduzierten Expression von BMP4. Die Auswertung der BMP4 Expression erfolgte mittels
RT-PCR nach Normalisierung der Werte auf die jeweilige Expression des Referenzgens hRP Il
und anschlieBenden Vergleich mit der Negativkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde (*p< 0,05).

(E) Nach Transfektion der HUVECs mit SiRNA | fiir BMP4 wurden nach 48 h Zelllysate gewonnen
und im Western Blot aufgetragen. Die mit BMP4 SiRNA transfizierten Zellen wurden mit einer
Si-Kontrolle, die als Negativkontrolle fungiert, verglichen. Der knock down von BMP4 fiihrt zu
einer signifikanten Erhéhung der VE-Cadherin Expression (*p< 0,05. Die Kontrollen aller
Western Blots wurden auf 100 % gesetzt, n=3).

(F) HUVECs wurden mit SIRNA | flir BMP4 transfiziert. Nach 48 h wurde die Expression von
Occludin im Western Blot bestimmt (n=5). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Der
BMP4 knock down fiihrt zu einer geringen Erhéhung von Occludin (*p< 0,05. Die Kontrollen aller
Western Blots wurden auf 100 % gesetzt).

5.5 BMP9 und die Expression von PECAM1

Im Transwell konnte gezeigt werden, dass BMP2, BMP4, BMP7 und BMP9 die endotheliale
Permeabilitat erhéhen (siehe Ergebnis 5.2 (A)). Neben der Regulation von VE-Cadherin
und Occludin wurde der Einfluss von BMPs auf ein weiteres transmembranes Protein,
PECAM1, getestet. Mit dem Ergebnis, dass BMP9 im Western Blot als einziges getestetes
BMP die Expression von PECAM1 signifikant reduziert (42,13 £6,9 %, n=3), (siehe
Ergebnis 5.5 (A)). In einer BMP9 Konzentrationsreihe liel3 sich bestatigen, dass PECAM1
mit zunehmender Konzentration von BMP9 abnimmt. Ab einer Konzentration von 50 ng/ml
BMP9 kommt es zu einer signifikanten Abnahme von PECAM1 (56,92 £ 5,14 %, n=3),
(siehe Ergebnis 5.5 (B)).
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Ergebnis 5.5-A und 5.5-B

(A) Nach Stimulation der HUVECs (iber drei Tage mit verschiedenen BMPs wurden Proteine aus
den Zelllysaten gewonnen und die Expression von PECAM1 mit Hilfe von Western Blots
quantifiziert. Im Gegensatz zu BMP2, 4, 7 fihrt BMP9 zu einer signifikanten Abnahme von
PECAM?1. Dargestellt ist ein Western Blot aus 3 unabhdngigen Runden. GAPDH dient als
Ladekontrolle.

(B) BMP9 reduziert konzentrationsabhédngig (10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml) die PECAM1-
Expression im Endothel in vitro (n=3, *p< 0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM).

Die Ergebnisse, die im Western Blot dargestellt sind, wurden in einer immunzytologischen

Farbung visuell bestatigt. Nach Stimulation mit BMP9 wird die zellbegrenzende Schicht von

PECAM1 zwischen den Endothelzellen aufgeldst, es entstehen Fortsatze und Zellauslaufer

(siehe Ergebnis 5.5 (C)).

C Endothel Endothel
Kontrolle BMP9

PECAM1/DAPI I PECAM1/DAPI
(o

Ergebnis 5.5-

(C) Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines Endothelzellrasens nach immunozytologischer
PECAM1 Férbung. Gegeniibergestellt sind unbehandelte Endothelzellen (links) und
Endothelzellen nach dreitdgiger Stimulation mit BMP9 (100 ng/ml, rechts). Nach Stimulation
mit BMP9 veréndert sich der Phdnotyp der Zelle. Es entstehen Fortsédtze und Zellausléufer.



5.6 BMPs und die Zellmorphologie der Endothelzelle

BMPs regulieren differentiell die Expression verschiedener transmembraner Proteine. Um
dies visuell darzustellen, wurden HUVECs ausgesat und Uber drei Tage mit BMP2, 4, 7
und 9 (100 ng/ml) stimuliert. Anschlielfend wurde das Aktinzytoskelett mit einer
Phalloidinfarbung angefarbt. Als Positivkontrolle dienten Endothelzellen, die Uber drei Tage
mit TNF-a (20 ng) stimuliert wurden. Die Bilder der Immunozytologie zeigen, dass sich nach
der Stimulation mit BMP2, 4, 7, 9 vermehrt Stressfasern bilden, die Zellen wirken gerétet
und in die Lange gezogen. Die verstarkte Rot-Farbung der Aktinfasern ist Ausdruck der
Endothelaktivierung. Die Zell-Zellkontakte haben abgenommen, die Aktinfasern sind
verdickt und gerdtet. Die Stimulation mit BMP9 wirkt sich vor allem auf die Abnahme der
Zell-Zellkontakte aus (siehe Ergebnis 5.6 (A)).

A

Kontrolle BMP2 BMP4
Phalloidine/DAPI Phalloidine/DAPI

Phalloidine/DAPI

BMP7 BMP9 TNF-a

Phalloidine/DAPI Phalloidine/DAPI Phalloidine/DAPI

Ergebnis 5.6-A

(A) HUVECs wurden dber 72 h mit verschiedenen BMPs stimuliert. Danach wurden die
Endothelzellen in 4 % PFA fixiert und das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidine (rot), die
Zellkerne mit DAPI (blau) angeférbt. Gegeniibergestellt sind die Fadrbungen einer unbehandelten
Negativkontrolle und einer mit TNF-a (20 ng/ml) stimulierten Positivkontrolle. BMP2, 4, 7, 9
verstdrken die Ausbildung von Stressfasern im Aktinzytoskelett und reduzieren die Zell-
Zellkontakte.

Diese Farbungen bestatigen, dass nach Stimulation mit verschiedenen BMPs sich der
endotheliale Phanotyp verandert. Die endotheliale Permeabilitat ist durch die vermehrte

Kontraktionsbereitschaft der Endothelzellen und durch den Verlust der Zell-Zellkontakte
erhoht.



5.7 BMP-Modulatoren und die endotheliale Barrierefunktion in vitro

Des Weiteren sollte im Transwell untersucht werden, inwiefern sich die BMP-Modulatoren
Gremlin, Noggin, TSG, BMPER, Chordin und der synthetische BMP-Antagonist LDN, auf
die endotheliale Permeabilitat auswirken. Nach Stimulation mit Gremlin konnte signifikant
weniger FITC-Dextran durch die Endothelzellschicht treten (76,20 8,23 %, n=8),
verglichen mit der Negativkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde (100 £ 6,621 %). Fur alle
anderen getesteten Modulatoren konnten keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden.
TNF-a fungierte mit einem signifikanten Permeabilitdtsanstieg als Positivkontrolle
(158,3 £ 17,47 %), (siehe Ergebnis 5.7 (A)).
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Ergebnis 5.7-A

(A) HUVECs wurden in Transwellfilter ausgesédt und (iber 72 h mit den verschiedenen BMP-
Modulatoren stimuliert (100 ng/ml Gremlin, Noggin, TSG, BMPER, Chordin und 800 ng/ml LDN).
TNF-a (20 ng/ml) fungiert als Positivkontrolle. AnschlieBend wurde FITC-Dextran in das obere
Kompartiment gegeben und nach 2 h die diffundierte Menge des Farbstoffes durch die
Endothelzellschicht gemessen. Gremlin reduziert signifikant die endotheliale Permeabilitédt im
Transwell (n=8).

Des Weiteren wurde die Expression von Occludin und VE-Cadherin im Western Blot nach
Stimulation mit den BMP-Modulatoren quantifiziert. Nach Stimulation mit Gremlin steigt die
Expression von Occludin signifikant an (154,3 + 21,56, n=8), (sieche Ergebnis 5.7 (B)). Die
VE-Cadherin Expression steigt nach Stimulation mit Noggin und Gremlin an (siehe Ergebnis
5.7 (C)), bei Noggin sogar signifikant (115,4 + 2,07 %, n=7).
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Ergebnis 5.7-B und 5.7-C

(B) Nach 72 h Stimulation der Endothelzellen mit den verschiedenen BMP-Modulatoren Gremlin,
Noggin, TSG, BMPER, LDN und Chordin wurden Zelllysate gewonnen und im Western Blot die
Expression von Occludin quantifiziert. Gremlin fiihrt zu einer signifikant erh6hten Expression von
Occludin (n=8, *p<0,05 vs. Kontrolle, Mittelwert +/- SEM)

(C) Die Stimulation mit Noggin fiihrt zu einem signifikanten Anstieg von VE-Cadherin. (Die Graphen
zeigen die Mittelwerte der Western-Blots mit einem Signifikantsniveau von (*p < 0,05), die
Kontrollen aller Western Blots wurden auf 100 % gesetzt, n=7).



Diskussion

6 Diskussion

6.1 Bleomycin erhoht die epitheliale und endotheliale Permeabilitédt in vitro und in
vivo

Der Zusammenbruch der endothelialen und epithelialen Barrierefunktion ist ein wichtiger
Faktor in der Entstehung der Lungenschadigung, welche zu einer Inflammation, einem
Lungenddem und letztendlich zu einem pulmonalen Organversagen flihren kann. Wie sich
eine geschadigte Barrierefunktion auf die Permeabilitat auswirkt, wurde mit Hilfe der
zytostatischen Substanz Bleomycin getestet. Bleomycin ist eine antineoplastische,
antibiotisch wirksame Substanz, die aus Aktinomyzeten isoliert wird. Es werden Komplexe
mit Sauerstoff und Metallen gebildet, die zur Produktion von Sauerstoffradikalen, DNA-
Briichen und letztendlich zum Zelltod fiihren.®

Hyperpermeabilitdt der Gefalie ist ein Merkmal der endothelialen Dysfunktion. Eine intakte
Endothelzellschicht verhindert die Migration von Entzindungszellen und Plasmaproteinen
aus der Blutbahn in das Gewebe.' Dagegen ist eine beschadigte Barrierefunktion die
Ursache fir eine Reihe vaskularer Erkrankungen wie Gewebsddeme, Entzindungen,
Arteriosklerose und letztendlich Sepsis und Organversagen. Ebenso ist die Funktion eines
intakten Lungenepithels von groRer Bedeutung. Ist die epitheliale Homdostase
beeintrachtigt, werden der pulmonale Flussigkeitsaustausch, die mukozilliare Reinigung und
der zelluldre Metabolismus gestért.®® ** Eine aktuelle Studie beschreibt die Komplexitat des
Lungengewebes und die Mechanismen der Regeneration des Gewebes nach einer
Zellschadigung. Interessanterweise lauft der molekulare Signalweg der Zellerneuerung des
Lungengewebes (iber dhnliche Mechanismen ab, wie der BMP-Signalweg.®’

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es im Schadigungsmodell mit
Bleomycin zu einer endothelialen und epithelialen Hyperpermeabilitit kommt. Durch die
Dysfunktion des Endothels konnten mehr Leukozyten in der bronchoalveolaren Lavage
nachgewiesen werden. Passend zu diesen Ergebnissen ist aus der Literatur bekannt, dass
die einmalige intratracheale Gabe von Bleomycin eine endotheliale Lungenschadigung
ausldst.®* Diese Ergebnisse bauen auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe auf, bei denen
ebenfalls gezeigt werden konnte, dass die epitheliale Permeabilitdt nach Zellschadigung

zunimmt.*

6.2 BMPs regulieren die endotheliale Permeabilitat in vitro und in vivo

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Erhdhung der epithelialen Permeabilitat und
BMPs gefunden werden, indem gezeigt wurde, dass Id-1 nach einer Lungenschadigung,
verursacht durch Bleomycin, erhoht ist.*®> Da es sich bei Id-1 um einen Marker der BMP-
Aktivitat handelt,*® lag die Vermutung nahe, dass BMPs Einfluss auf die epitheliale
Hyperpermeabilitdt haben. Inwiefern sich BMPs auf die endotheliale Permeabilitat
auswirken, war bislang nicht bekannt.



Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun erstmalig gezeigt werden, dass nach Stimulation mit
BMP2, 4, 7 und 9 die endotheliale Permeabilitdt in vitro erhoht wird. Auch in vivo erhoht
BMP4 die endotheliale Permeabilitdt. Ursachlich daflr kénnen die proinflammatorischen
Eigenschaften der BMPs sein. So zeigen andere Studien, dass BMP2 nach Stimulation mit
proinflammatorischen Substanzen wie TNF-a und Wasserstoffperoxid vermehrt exprimiert
wird.*" AuRerdem konnte gezeigt werden, dass BMP2 selbst oxidativen Stress im Endothel
ausldésen kann.®® Fir BMP4 wurde nachgewiesen, dass es proinflammatorische Effekte

t.%° AuRerdem induziert und

ausldst, indem es die Monozytenadhasion am Endothel verstark
aktiviert BMP4 die NADPH Oxidase wodurch Superoxide produziert werden, die in vitro
eine Entziindungsreaktion bei Endothelzellen auslésen.” In einer anderen Studie wurde
Mausen eine Pumpe implantiert, die iber 4 Wochen BMP4 infundierte. Diese chronische
Infusion von BMP4 fiihrte zu einer Aktivierung der arteriellen NADPH Oxidase und sowohl

zu einer endothelialen Dysfunktion als auch zu einem Blutdruckanstieg bei den Mausen.”!

Fir BMP4 werden unterschiedliche Wirkungsweisen in koronaren und pulmonalen
arteriellen Zellen beschrieben. So belegt eine Studie, dass BMP4 in koronaren arteriellen
Endothelzellen (CAECs) oxidativen Stress verursacht und der Entziindungsmarker ICAM-1
hochreguliert wird.®® AuRerdem wird die Monozytenadhédsion am Endothel gesteigert. Bei
pulmonalen arteriellen Endothelzellen (PAECs) wurden keine proinflammatorischen
Auswirkungen nach Stimulation mit BMP4 nachgewiesen.®®

6.3 BMP4 erhoht die Transmigration von Leukozyten und PBMCs

Ubereinstimmend zu den proinflammatorischen Eigenschaften der BMPs konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass BMP4 sowohl in vitro als auch in vivo zu einer vermehrten
Migration von Entzindungszellen fuhrt. Ein in vivo Modell unter basalen und
infammatorischen Bedingungen wurde dazu etabliert. Anhand dieses Modells konnte
gezeigt werden, dass die Injektion von BMP4 zu einem Transmigrationsanstieg der
Leukozyten in Blut und Aszites fihrt. Beruhend auf diesen Ergebnissen Ilasst sich
schlussfolgern, dass BMP4 proinflammatorische Eigenschaften hat, indem es die
Leukozytentransmigration durch das Endothel in vivo und in vitro steigert.

Aus friheren Studien lassen sich unterschiedliche Grinde fir eine vermehrte
Leukozytentransmigration durch das Endothel ableiten. In einem in vivo Versuch wurden
Mausen mit Hilfe von implantierten osmotischen Pumpen 4 Wochen BMP4 infundiert, mit
dem Resultat, dass die langfristige Infusion von BMP4 zu einer endothelialen Dysfunktion
und einer Hypertension durch die Aktivierung der arteriellen NADPH-Oxidase fiihrt.*' In
dieser Studie wurde die NADPH-Oxidase Aktivitat fur die proinflammatorischen
Eigenschaften von BMP4 verantwortlich gemacht. Andere Studien begriinden den
proinflammatorischen Effekt von BMP4 damit, dass BMP4 die Monozytenadhasion am

Endothel verstarkt.® AuRerdem konnte gezeigt werden, dass BMP4 durch die Aktivierung
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der NADPH-Oxidase Aktivitat Superoxide produziert, die eine Entziindungsreaktion im
Endothel ausldsen.*

Zusammenfassend erhoht BMP4 die endotheliale Permeabilitdt und fihrt zu einer
vermehrten Transmigration von Leukozyten. Beides sind entscheidende Komponenten
einer endothelialen Dysfunktion. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Reduktion von BMP4 hingegen protektiv auf die endotheliale Barrierefunktion wirkt.

Auch der BMP-Rezeptor (BMPR) spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation der
endothelialen Barrierefunktion. So zeigt eine Studie, dass es nach dem knock down des
BMPR Il zu einer gesteigerten Permeabilitdt und zu einer erhéhten Transmigration von
Leukozyten in das Lungengewebe kommt.” In vivo wurde festgestellt, dass bei BMPR II
defizienten Mausen eine vermehrte vaskuldren Durchldssigkeit und eine gesteigerte
Migration von Leukozyten in die Lunge stattfindet. Mutationen im BMPR Il sind haufig die
Ursache von pulmonaler arterieller Hypertension.’

Eine weitere Studie hat sich Uber einen anderen Mechanismus mit der Entstehung
endothelialer Hyperpermeabilitit auseinandergesetzt.®® Bei einer Schadigung der
Endothelzelle entstehen zentripedale Krafte, die eine Kontraktion der Zelle verursachen und
dazu fUhren, dass sich die transmembranen Proteine VE-Cadherin und Occludin durch ihre
Verbindung zum Aktinzytoskelett zurlick ins Zellinnere verlagern. Durch die entstandenen
vergroflerten interzellularen Licken konnen Entziindungszellen nun ungehindert
passieren."®

6.4 BMPs regulieren die Expression transmembraner Proteine

Da die transmembranen Proteine VE-Cadherin und Occludin eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung der endothelialen Hyperpermabilitdt spielen, wurde im Rahmen dieser Arbeit
Uberprift, inwiefern sich BMPs auf die Expression transmembraner Proteine auswirken.
Das Ergebnis zeigte, dass nach Stimulation der Endothelzellen mit BMPs die Expression
von Occludin und VE-Cadherin signifikant reduziert wird. Besonders deutlich war die
Abnahme von VE-Cadherin nach Stimulation mit BMP4. Die Reduktion von BMP4 fiihrt
hingegen zu einer erhdhten Expression von VE-Cadherin. Von klinischem Interesse ist vor
allem die Expressionssteigerung von VE-Cadherin zum Schutz der endothelialen
Barrierefunktion. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigen friihere
wissenschaftliche Studien, dass durch die Inhibition von VE-Cadherin tiber Antikbrper oder
bei VE-Cadherin defizienten Mausen die vaskulare Homdéostase beeintrachtigt wird und
somit Gewebsédeme und Transmigration von Leukozyten begiinstigt werden.'® ™
Umgekehrt fiihrt die vermehrte Expression von VE-Cadherin zur Stabilisierung der
Barrierefunktion und zum Schutz vor vaskularer Hyperpermeabilitéit.71 Fur eine aktuelle
Studie wurden genmanipulierte Mause verwendet, bei denen VE-Cadherin mit a-Catenin
fest fixiert wurde, wodurch eine Interaktion von VE-Cadherin mit dem Aktinzytoskelett der
Endothelzelle gehemmt wurde. Daraus resultierte eine gesteigerte endotheliale
Barrierefunktion.”
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In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Aussagen fur eine BMP7 induzierte
Reduktion von Occludin oder flir eine durch BMP9 induzierte Reduktion von Occludin und
VE-Cadherin gemacht werden. Denkbar ist, dass verschiedene BMPs die Expression
transmembraner Proteine unterschiedlich stark beeinflussen. Zu vermuten ist, dass BMP4
die starkste Auswirkung von allen getesteten BMPs auf die Reduktion von VE-Cadherin hat,
da sich hierfir signifikante Ergebnisse bei Zugabe und Reduktion von BMP4 erzielen lassen
konnten. Occludin wird ebenfalls von BMP2 und BMP4 reguliert, jedoch findet keine
signifikante Expressionszunahme nach BMP4 knock down statt. BMP9 hat hingegen
keinerlei Einfluss auf die Regulation von Occludin und VE-Cadherin. Die Vermutung, dass
sich BMPs unterschiedlich auf transmembrane Proteine auswirken und zu deren Reduktion
und damit einhergehender Hyperpermabilitdt flhren, konnten frihere Tests der
Arbeitsgruppe bestatigen, die sich mit epithelialer Permeabilitdat auseinandergesetzt
haben.** Dabei wurde Epithel mit BMP2 stimuliert, mit dem Ergebnis, dass die Zugabe von
BMP2 zu einer vermehrten Reduktion der epithelialen Barrierefunktion tber den Verlust des
transmembranen Proteins E-Cadherin fiihrt.*®

6.5 BMP9 reduziert die Expression von PECAM1

Wie bei Occludin und VE-Cadherin handelt es sich bei Platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 (PECAM1) ebenfalls um ein transmembranes Glykoprotein, welches
vorwiegend im  Endothel zu finden ist* Auch fir PECAM1  wurden
Regulationsmechanismen in der endothelialen Inflammation nachgewiesen, jedoch Uber
andere Wirkungsmechanismen als fir Occludin und VE-Cadherin. PECAM1 kann zum
einen proinflammatorisch wirken, indem es die Migration von Leukozyten vermittelt,*? zum
andern hat es antiinflammatorische Eigenschaften durch seine dampfende Wirkung auf

proinflammatorische Zytokine.** 3

Von den untersuchten BMPs fihrte in dieser Studie nur BMP9 zu einer signifikanten
Reduktion von PECAM1. Grinde fur die differentiell unterschiedliche Auswirkung der BMPs
auf die transmembranen Proteine kdnnten sein, dass sich BMP2 und BMP4 sehr dhnlich in
ihrer Aminosauresequenz sind,*® wohingegen BMP9 einer anderen Subgruppe der BMPs
angehoért.’”  Die verschiedenen BMP-Gruppen unterscheiden sich durch ihre
Bindungsaffinitdt am Rezeptor und I6sen Uber die Phosphorylierung unterschiedlicher
Smads andere Signalkaskaden aus.*

BMP9 wirkt sich nicht nur andersartig auf die Zellmorphologie aus, auch die Wirkungsweise
von BMP9 unterscheidet sich von BMP2 und 4. BMP9 zeigt verschiedene Effekte,
einerseits inhibiert es die Angiogenese’®, andererseits aktiviert es die Proliferation von
Endothelzellen.** BMP2 und 4 hingegen konnten in fritheren Studien schon eine Vielzahl
von Funktionen zugeschrieben werden. Dazu gehoren Funktionen in der Entwicklung
verschiedener Gewebe,* unterschiedliche Expression der BMPs in pathogenen Prozessen

und vaskuldren Erkrankungen®® sowie proinflammatorische Eigenschaften.*!*°



6.6 BMPs verdndern die Zellmorphologie

Da ein Zusammenhang zwischen endothelialer Hyperpermeabilitat und den
transmembranen Proteinen Occludin und VE-Cadherin bekannt ist, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Zellmorphologie nach Behandlung des Endothels mit den
unterschiedlichen BMPs untersucht. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die Verbindung von
Occludin und VE-Cadherin mit dem Aktinzytoskelett der Zelle. Bei Irritation der Zelle wird
das Aktinzytoskelett aktiviert und die Zelle kontrahiert sich." Occludin und VE-Cadherin
werden durch die entstehenden zentripedalen Krafte Uber ihre Verbindung zum
Aktinzytoskelett zuriick ins Zellinnere gezogen." ' Es ist bekannt, dass inflammatorische
Mediatoren wie z.B. TNF-a und Thrombin endotheliale Hyperpermeabilitdt durch
Zellkontraktion verursachen. Daraus resultiert eine Zerstdrung der
Adhasionsverbindungen.®

Das Aktinzytoskelett der Endothelzellen wurde nach Stimulation mit unterschiedlichen
BMPs angefarbt. Auch hier wurden Unterschiede nach Stimulation mit den einzelnen BMPs
deutlich. Nach Stimulation mit BMP2, BMP4 und BMP7 wirken die Aktinfasern verdickt,
gerotet und in die Lange gezogen, was auf eine vermehrte Kontraktionsbereitschaft der
Endothelzellen zurickzuflhren ist. Nach Stimulation mit BMP9 war hingegen die Abnahme
der Zell-Zellkontakte zu beobachten.

6.7 BMP-Modulatoren regulieren die endotheliale Barrierefunktion in vitro

Da in der vorliegenden Arbeit fir BMP4 proinflammatorische und permeabilitatssteigerne
Effekte auf das Endothel nachgewiesen werden konnten, ist es von hohem Kklinischen
Interesse, eine Substanz zu finden, die diese negativen Effekte auf das Endothel hemmen
konnte. Daflir wurden verschiedene BMP-Modulatoren untersucht, von denen bekannt ist,
dass sie sich an BMPs binden und deren Interaktion mit dem BMP-Rezeptor blockieren
kénnen und somit das Auslésen einer Signalkaskade hemmen.*® Es ist von anderen
Untersuchungen bekannt, dass der BMP-Modulator BMPER sich antagonistisch auf den
proinflammatorischen Effekt von BMP2 und 4 auswirkt.”* Die Auswirkung von BMPER
wurde sowohl am Epithel als auch am Endothel getestet. Am Endothel wirkt BMPER
antiinflammatorisch, indem es die Expression von Adhasionsmolekiilen reduziert und somit
die Leukozytenadhasion am Endothel hemmt.”* Am Epithel fiihrt BMPER dagegen zu
einem Schutz der Barrierefunktion durch die antagonistische Wirkung auf BMP2, wodurch
die Reduktion von E-Cadherin unterdriickt wird.*?

In einem in vitro Experiment im Rahmen dieser Arbeit wurden die BMP-Modulatoren und
deren Auswirkung auf die endotheliale Permeabilitdt Gberprift, mit dem Resultat, dass
Gremlin die endotheliale Durchlassigkeit reduziert. Gremlin ist ein Glykoprotein von dem
aus vorhergehenden Studien,* in Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden Ergebnissen
bekannt ist, dass es antagonistisch auf BMP2, 4 und 7 wirkt.
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Anhand der Proteinexpressionsmessung im Western Blot konnte gezeigt werden, dass
Gremlin als einziger getesteter BMP-Modulator die Expression von Occludin signifikant
erhoht. Auch hier konnte im Rahmen dieser Arbeit wieder ein Zusammenhang zwischen
den transmembranen Proteinen und deren Regulation auf die endotheliale Permeabilitat
gezeigt werden. Gremlin beeinflusst nicht nur die Permeabilitat ber die vermehrte
Expression von Occludin, sondern wirkt zusatzlich antiinflammatorisch und sich positiv auf
die Ausbildung neuer Gefalie der Chorioallantoismembran im Hihnerembryo aus, wie sich
aus der Literatur entnehmen lasst. ** '

Nach Stimulation mit Noggin kommt es zu einer signifikanten Expressionssteigerung von
VE-Cadherin. Fur Noggin wurden in einer friheren Studie entziindungshemmende
Eigenschaften am Endothel nachgewiesen, indem Noggin die Bildung von

Sauerstoffradikalen in der Aorta hemmt.”

Daraus lasst sich mutmafen, dass sich nicht nur
die BMPs differentiell unterschiedlich auf die Expression der transmembranen Proteine
auswirken, sondern auch die BMP-Antagonisten unterschiedliche Wirkungsweisen zu
haben scheinen. Damit konnte ein Zusammenhang zwischen der vermehrten Expression
des transmembranen Proteins Occludin und der verbesserten endothelialen
Barrierefunktion hergestellt werden. Perspektivisch ware es sinnvoll, die Wirkung von
Gremlin im Mausmodell zu untersuchen. Ein Modell unter inflammatorischen Bedingungen
ware beispielsweise denkbar, um zu testen, ob sich Gremlin protektiv auf die Migration von
Entziindungszellen verhalt. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob durch die Zugabe

von Gremlin der proinflammatorische Effekt von BMP4 zu unterdriicken ware.

Gelingt es, Gremlin in therapeutischen Dosen einzusetzen, kann sein antiinflammatorischer
und protektiver Effekt entscheidend zur Entwicklung neuer Medikamente beitragen.
Insbesondere ist der Einsatz von Gremlin in der Behandlung vaskularer Erkrankungen, wie
Arteriosklerose, pulmonale arterielle Hypertension und Sepsis denkbar.
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7 Zusammenfassung

Einfluss bestimmter bone morphogenetic proteins auf die endotheliale Permeabilitit

Erhdhte endotheliale Permeabilitat ist die Ursache vieler vaskularer Erkrankungen und fuhrt
zu Gewebsddemen und Entzindungen. Ursachlich fur eine endotheliale Dysfunktion kann
der Verlust der transmembranen Proteine Occludin und VE-Cadherin sein. Infolge einer
Abnahme der endothelialen Zell-Zellkontakte kommt es zu einer Kontraktion und
Umstrukturierung des Zytoskelettes, wodurch vermehrt immunrelevante Zellen durch den
erweiterten endothelialen Spalt dringen kénnen. Bone morphogenetic proteins (BMPs)
spielen bei der endothelialen Inflammation eine wichtige Rolle. Die Wirkungsmechanismen
der BMPs auf die endotheliale Permeabilitdt sind bis heute jedoch unbekannt. Ziel dieser
Arbeit ist es herauszufinden, ob und Uber welche Mechanismen, bestimmte BMPs und
deren Modulatoren die endotheliale Permeabilitat beeinflussen.

Um Permeabilitdat messbar zu machen, wurden im Rahmen dieser Arbeit in vitro und in vivo
Methoden etabliert. Zellkulturergebnisse wurden Uber einen Transwell gewonnen, in dessen
oberes Kompartiment die zu testende Epithelschicht oder Endothelschicht auf einen Filter
aufgetragen wurde. Als Permeabilitdtsindikator fungierte ein fluoreszierender Farbstoff
(FITC-Dextran) oder isolierte Immunzellen (PBMCs). Gemessen wurde die Menge des
diffundierten Farbstoffes oder der transmigrierten PBMCs durch die Zellschicht, nach
Stimulation der Zellen mit den BMPs oder ihren Modulatoren. In vivo wurden zur
Permeabilitatsmessung Mause mit Bleomycin oder BMP4 behandelt. Als
Permeabilitatsindikator fungierte hier der Farbstoff Evans Blue (EVB), der in die
Schwanzvene injiziert wurde. Photometrisch quantifiziert wurde die Menge des Farbstoffes
der in Herz, Lunge, Niere, bronchoalveoldre Lavage (BAL) und Aszitesflussigkeit
diffundieren konnte.

Nach Zellschadigung, verursacht durch Stimulation mit Bleomycin, wurde analysiert, ob die
epitheliale und endotheliale Permeabilitdt zunimmt. In vitro im Transwell fihrt die
Schadigung der Bronchialepithelzellen zu einer erhéhten FITC-Dextran Permeabilitat. In
vivo zeigten die Mause eine signifikant hohere EVB Diffusion in Lunge, Niere und BAL.

Nach Stimulation mit BMP2, 4, 7 und 9 konnte im Transwell ein signifikanter
Permeabilitatsanstieg durch die Endothelzellschicht gemessen werden. In vivo zeigen
Mause nach Stimulation mit rekombinanten murinen BMP4 i.p. eine signifikant hdhere
Evans Blue Diffusion in die Aszitesflissigkeit und Herz, Lunge und Niere.

Vor hohem klinischem Interesse ist die Frage, ob sich BMPs auf die Transmigration von
Entziindungszellen auswirken. In vitro wurde eine Inflammation durch TNF-a induziert und
in vivo durch Thioglycolate. Nach BMP4 Stimulation nimmt die Anzahl der transmigrierten
PBMCs in vitro durch die Endothelzellschicht zu. In vivo konnten nach BMP4 Stimulation
mehr Leukozyten im Blut und in der Aszitesflussigkeit gezahlt werden.
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Um festzustellen wie sich BMPs und deren Modulatoren auf die transmembranen Proteine
auswirken, wurde die Expression von VE-Cadherin, Occludin und PECAM1 mit Hilfe eines
Western Blots quantifiziert. Hierfir wurden Endothelzellen Uber drei Tage mit BMP2 4, 7
und 9 stimuliert. AnschlieRend wurde die Protein Expression mit Antikdrpern fur VE-
Cadherin, Occludin und PECAM1 im Western Blot sichtbar gemacht und quantifiziert. BMP2
und 4 fihren zu einer signifikanten Reduktion von Occludin, BMP2, 4 und 7 reduzieren
signifikant die Expression von VE-Cadherin. Diese Reduktion konnte fir BMP4 mit Hilfe
einer VE-Cadherin Farbung visuell dargestellt werden. Nach knock down von BMP4 kam es
zu einem Anstieg von VE-Cadherin. BMP9 reduzierte als einziges getestetes BMP die
Expression von PECAM1 signifikant. Auch in einer BMP9 Konzentrationsreihe und einer
speziellen PECAM1-Farbung konnte die Reduktion von PECAM1 nach Stimulation mit
BMP9 bestatigt werden. Zusatzlich wurde mit Hilfe einer Phalloidinfarbung gezeigt, dass die
Stimulation mit BMP2, 4, 7 und 9 die Zellmorphologie des Endothels verandert und zu einer
vermehrten Ausbildung von Stressfasern fuhrt.

Um eine Substanz zu finden, die sich schitzend auf die endotheliale Permeabilitdt auswirkt,
wurde die Wirkung der BMP-Modulatoren Gremlin, Noggin, TSG, BMPER, LDN und
Chordin auf die endotheliale Permeabilitdt getestet. Gremlin starkt die endotheliale
Barrierefunktion und fiihrt zu einer gesteigerten Expression von Occludin.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmalig zwei Mitglieder der BMP Familie, BMP4 und
Gremlin, mit gegensatzlicher Wirkung auf die endotheliale Permeabilitat identifiziert werden.
BMP4 fihrt zu einer erhéhten endothelialen Durchlassigkeit durch die Reduktion von
Occludin und VE-Cadherin. Der BMP Antagonist Gremlin flihrt hingegen zu einer
gesteigerten Barrierefunktion des Endothels durch die erhéhte Expression von Occludin.
Die gezielte Hemmung der BMP Aktivitdt konnte zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten
in der Behandlung von Odemen und Entztindungen flhren.
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8 Summary

Effects of specific bone morphogenetic proteins on endothelial permeability

Endothelial injury is a central finding in vascular disease and is accompanied by disruption
of the endothelial barrier function leading to tissue edema and inflammation. Endothelial
barrier dysfunction is caused by loss of transmembrane proteins such as Occludin and VE-
cadherin, and by loss of cell-cell contacts and cytoskeletal contraction and reorganisation
leading to paracellular gaps and penetration of protein-rich fluid and inflammatory cells.
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are important in endothelial inflammation, but their
effects on endothelial permeability have not been investigated until now. The intention of
this thesis is to determine, why and by which effects specific BMPs and their antagonists
influence the endothelial permeability.

In this thesis, in vitro and in vivo methods were established to detect and to measure
permeability. In vitro, a transwell was applied where epithelial or endothelial cells were
seeded on the upper insert. As permeability indicators, fluorescent dye (FITC-dextran) or
isolated immune cells (PBMCs) were inserted. The amount of diffused FITC-dextran or
transmigrated PBMCs through the cell layer was measured after the stimulation of the
endothelial cells by adding the BMPs or the BMP antagonists. For analyzing the endothelial
permeability in vivo, mice were stimulated with bleomycin or BMP4 and subsequently
injected with Evans blue (EVB) into the tail vein as permeability indicator. By using a
spectrophotometer, the amount of diffused Evans blue in heart, lung, kidney,
bronchioalveolar fluid (BAL), and ascites fluid was quantified.

After bleomycin induced injury of endothelial and epithelial cells, the content of diffused
FITC-dextran was higher, compared to the untreated cells. In vivo, the content of EVB in
lungs, kidneys, and BAL fluid was significantly higher after bleomycin stimulation.

In vitro, endothelial cells were seeded on transwell chambers and were cultured in the
presence of BMPs. Stimulation with BMP2, 4, 7, and 9 enhanced the endothelial
permeability. In vivo, mice were stimulated with recombinant murine BMP4. After three
days, EVB was injected intravenously. In lung, kidneys, heart, and ascites the EVB content
after BMP4 injection was significantly higher.

Inflammation was induced in vitro with TNF-a and in vivo with thioglycolate. After three days
of additional BMP4 stimulation endothelial permeability was increased. In vitro, more
PBMCs were able to transmigrate through the endothelial cell layer. In vivo, leukocytes in
blood and leukocytes in ascites were significantly higher.

Bone morphogenetic proteins regulate protein expression of tight and adherens junctions in
endothelial cells. Endothelial cells were exposed to BMP2, 4, and 7 and were lysed
afterwards. The lysates were used for western blotting with anti-occludin, anti-VE-cadherin
and anti-PECAM1 antibody. Using western blotting BMP2 and BMP4 decreased expression
of occludin. After stimulation with BMP2, 4, and 7, the expression of VE-cadherin was



downregulated. Furthermore, the VE-cadherin expression in endothelial cells was shown by
immunohistofluorecence and was down regulated after injection of BMP4. The VE-cadherin
expression was increased after BMP4 knock down. BMP9 decreased the expression of
PECAM1, depending on the BMP9 concentration, this was shown by western blotting and
immunohistofluorescence. Bone morphogenetic proteins increase actin stress fiber
formation and endothelial cell contraction. Therefore, endothelial cells were exposed to
BMP2, 4, 7 and 9. The cells were fixed and actin cytoskeleton was stained with phalloidine.

To find a protein to protect the endothelial barrier function, endothelial cells were cultured in
the presence of BMP-modulators Gremlin, Noggin, TSG, BMPER, LDN and Chordin, with
the result that Gremlin decreased endothelial permeability due to upregulation of occludin.

In conclusion BMP4 and the BMP-antagonist Gremlin were identified as novel regulators of
endothelial barrier function with opposing effects. While BMP4 increased endothelial
leakage due to downregulation of occludin and VE-cadherin, antagonist of BMP activity
Gremlin increased occludin expression and reduced endothelial permeability. Inhibition of
BMP activity may open new therapeutic options in the treatment of edema and
transmigration of inflammatory cells.



9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ALK Actin receptor-like kinase

APS Ammonium persulfate

Aqua a.i. Aqua ad iniectabilia

ATP Adenosintriphosphat

BAL Bronchoalveolare Lavage

BEAS-2B Humane Bronchialepithelzellen

BMP Bone morphogenetic proteins

BMPER BMP-binding endothelial cell precursor-derived regulator
BMPR Bone morphogenetic proteins receptor

BSA Bovines Serum Albumin

Cadherin Ca?" dependent adhesion molecule

cDNA komplementare DNA

CO, Kohlenstoffdioxid

Ct-Wert Cycle threshold Wert

Cy2 Cyanine dyes 2

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-Phenyl-Indol-Dihydrochlorid
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

Drm Down regulated by v-mos-transformed rat embryonic fibroblasts
EBM Endothelial Cell Basal Medium

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EVB Evans Blue

FBS Fetal bovine serum

FITC-Dextran Fluorescein isothiocyanate-Dextran

Flk1 Fetal liver kinase 1

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase




HCL Salzsaure

hRP Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase)
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

Id-1 Inhibition of differentiation-1

Ig Immunglobulin

JAM Junctional adhesion molecule

LDN LDN-193189, BMP Inhibitor

MAPK mitrogen-activated protein kinase

MCP1 Monocyte chemoattractant protein-1

MRNA Messenger RNA

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
oD Optische Dichte

PAH Pulmonale arterielle hypertension

PBMCs Peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphate buffered saline

PBS (-/-) Phosphate buffered saline ohne Ca und Mg
PBS (+/+) Phosphate buffered saline mit Ca und Mg
PCR Polymerase Kettenreaktion

PECAM1 Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
RIPA Radioimmunprezipitationsassay

RISC RNA-induced silencing complex

RNA Ribonucleinsaure

Rpm Umdrehungen pro Minute

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
SDS Sodiumdodecylsulfat

SiRNA Small interfering RNA

TBST Tris-Buffered Saline and Tween

TEMED Tetramethylethylendiamin

TF Transkriptionsfaktoren

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TSG

Twisted Gastrulation
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