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1 Zusammenfassung

Endothelzellen stellen einen wichtigen Teil der Blutgefdf3e dar. Das Endothel ist ein komplexes
Gewebe, das sich je nach Organ in seinem Aufbau unterscheidet. Es iibernimmt verschiedene
Funktionen im Rahmen von physiologischen Prozessen wie der Blutdruckregulation, der
Hamostase und pathophysiologischen Prozessen wie Entziindungsreaktionen oder der
Tumorangiogenese. Daher wurde es bereits in verschiedenen Arbeiten als Angriffspunkt fiir neue
Therapien untersucht. Auch das Protein CLIC1 ist in Endothelzellen nachweisbar. Es gehort zu
einer Familie von sechs Chloridionenkanilen, die sowohl als in der Zelle geldste als auch in die
Membran integrierte Form vorkommen konnen. In dieser Arbeit wird seine Rolle bei der
Endothelzelladhésion untersucht. Zundchst wurden dazu Experimente mit CLIC1-Knock-down
durchgefiihrt, um die Zellmorphologie der in dieser Arbeit untersuchten HUVEC zu
verschiedenen Zeitpunkten der Adhésion zu analysieren. Der Knock-down von CLIC1 fiihrte zu
komplexen Verdnderungen beim Zellspreading. Wiahrend die Mehrzahl der HUVEC im
Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen {iberhaupt kein Spreading vollzog, fiel bei den
verbleibenden Zellen eine Verschiebung der Lamelli-/Filopodienbildung zugunsten der
Stressfaserbildung auf. Dariiber hinaus wurden diese Ergebnisse mit einem CLIC4-Knock-down
verglichen. Die Schlussfolgerung war, dass CLIC1 eine Stunde nach dem Aussden einen
relevanten Einfluss auf das HUVEC-Spreading nimmt, aber nicht nach vier Stunden und dass
nach vier Stunden CLIC4 den Spreadingvorgang mehr beeinflusst als CLIC1. Auflerdem wurde
das Zusammenspiel von CLIC1 mit dem fiir die Zellmorphologie maf3geblichen Protein F-Aktin
untersucht. Hier zeigte sich zu frilhen Zeitpunkten der Adhésion eine CLICI-F-Aktin-
Kolokalisation, die zu spéteren Zeitpunkten nicht mehr nachweisbar war. Hier war die
Schlussfolgerung, dass der Einfluss von CLICI1 auf die Dynamik von F-Aktin kontextabhéngig
ist. Weiterhin wurden die Integrine B; und 3 hinsichtlich ihres Einflusses auf die CLICI1-
Membranexpression verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass der Einfluss eines Integrin-
B3-Knock-downs zu weniger CLIC1-Membranexpression fiihrte als ein Integrin-f3;-Knock-down.
Integrine spielen eine grofe Rolle fiir die Zelladhésion und vermitteln den Zell-Matrix-Kontakt.
Dadurch wird eine Signalkaskade in der Zelle in Gang gesetzt. Diese Arbeit kann zur Forschung
an den Grundlagen der Angiogeneseinhibition beitragen. Weitere Experimente sind aber nétig,

um CLIC1 als Angriffspunkt zu etablieren.



Summary:

Endothelial cells are an essential part of blood vessels. The endothelium is a complex tissue,
which differs in structure depending on the organ. Among its diverse functions are physiological
functions such as blood pressure regulation or hemostasis and pathophysiological functions such
as inflammation and tumor angiogenesis. With this end in view, blood vessels have been
considered as therapeutic targets. The protein CLIC]1 is part of a chloride ion channel family of
six proteins, which can have a soluble form or be integrated into the cell membrane. In this study
its role as a modulator of endothelial cell adhesion is analyzed. First, knock-down experiments of
CLIC1 to analyze cell morphology at different points in time of adhesion were done. CLICI
knockdown leads to complex changes in cell spreading. While the majority of HUVEC compared
to control-transfected cells did not show any spreading, the remaining cells showed stress fiber
rather than lamelli-/filopodia formation. In addition, these results were compared to a CLIC4
knockdown. The conclusion was that CLIC1 had a relevant influence on HUVEC spreading one
hour after seeding, but not after four hours and that CLIC4 after four hours influenced spreading
more than CLIC1. Furthermore, the colocalization of CLIC1 and F-actin was analyzed. There was
CLIC1-F-actin colocalization at early, but not at later points in time. Here the conclusion was that
the influence of CLIC1 on F-actin dynamics is context-dependent. Moreover, integrins 3; und 33
were compared with regards to their influence on CLIC1 membrane expression. The knockdown
of integrin-f5 led to less CLIC1 membrane expression than the knockdown of integrin-p;.
Integrins play a huge roll for cell adhesion and mediate cell-matrix contact. This leads to a signal
cascade within the cell. This study contributes to research about angiogenesis inhibition, but

further experiments are mandatory to establish CLICI as a target.



2 Einleitung; eigene Fragestellung

2.1 Endothel

Das Endothel stellt einen fiir pathophysiologische Prozesse wichtigen Teil der Blutgefde dar.
Seine Funktionen sind vielfaltig. Blutgefdfe konnen in mehrere Kategorien, u. a. Arterien, Venen
und Kapillaren, eingeteilt werden. In ihnen besteht die Intima als innere Schicht neben dem
Stratum subendotheliale und der Membrana elastica interna aus Endothelzellen, die die
Blutgefdle von innen auskleiden (79). Das Endothel ist kontinuierlich einschichtig, enthilt im
normalgewichtigen menschlichen Kérper mehr als 1-3x10"* Zellen (118), besitzt eine Oberfliche
von ungefihr 1.000 m* und eine Masse von ungefihr 100 g (61). Die Uberlebenszeit ruhender
Endothelzellen betrdgt mehrere Jahre (19). Es ist ein komplexes Gewebe, das sich in seiner

Funktion den spezifischen Erfordernissen der Blutgefdf3e anpasst.

Je nach Durchléssigkeit des Endothels der Blutgefifie eines Gewebes sind Endothelzellen durch
Tight Junctions, Gap Junctions, Desmosomen und Adherens Junctions, die jeweils aus
Transmembranmolekiilen und einem Netzwerk aus zytoskelettalen und zytoplasmatischen
Proteinen bestehen, miteinander verbunden (9). Kontinuierliches Endothel ist in vielen Arterien,
Venen sowie in Kapillaren des Gehirns oder des Herzens zu finden. Fiir den Stoffaustausch
fungiert das Endothel als semipermeable Membran. Blutgefide in der Niere oder endo- und
exokrinen Driisen weisen ein fenestriertes Endothel fiir einen erhdhten Durchtritt von Stoffen auf.
Ein diskontinuierliches Endothel mit noch groBeren Absténden zwischen den Endothelzellen, das
einen noch ausgeprégteren Durchtritt von Stoffen ermoglicht, ist in sinusoidalen Gefdlen wie
denen im Knochenmark oder Leber zu finden. Der GroBteil des Stoffaustausches findet in den

Kapillaren, bei Entzlindungen vorrangig in den postkapilldren Venulen, statt.

Das Endothel ist als parakrines und endokrines Organ (118) an der Homoostase des Blutflusses
beteiligt und kann sich den Stromungsverhéltnissen des Blutes durch Regulation des Geféf3tonus
anpassen, indem es durch die Freisetzung u. a. von Stickstoffmonoxid auf Scherkréfte reagiert.
Die Blutfluiditit wird durch die Inhibierung der Plittchenaggregation durch Ausschiittung von
13-Hydroxyoktadiensdure aufrechterhalten (36). Das Endothel inhibiert einerseits Himostase und
Koagulation, indem es den Protein-C/Protein-S-Signalweg aktiviert. Andererseits konnen bei
einem Endothelschaden diese beiden Prozesse aktiviert werden. Das Endothel ist auch an der
Fibrinolyse beteiligt, indem es t-PA freisetzt (34). AuBlerdem spielen die Endothelzellen eine
Rolle bei immunologischen Prozessen (92). Uber Selektine auf der Membran der Endothelzelle

koénnen neutrophile Granulozyten ins Gewebe migrieren (83).
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Abbildung I
Die Endothelzelle stellt Mediatoren fiir verschiedene

physiologische Prozesse her (118).

Endothelzellen synthetisieren ACE und ACE2, die an der Blutdruckregulation beteiligt sind.
Wiéhrend der SARS-CoV-2-Pandemie wurde festgestellt, dass ACE2 ein Eintrittspunkt des Virus
in die Lunge ist (133).

Die Funktion des Endothels kann durch Einwirkungen wie Inflammation, Atherosklerose,
Nieren- und Herzinsuffizienz (98) beeinflusst werden. Verbrennungen oder allergische
Reaktionen sorgen fiir eine erhohte Durchléssigkeit des Endothels.

Das Endothel der GefdBe verschiedener Organe hat auf seiner Oberfliche Marker wie z. B.
Integrine (16; 17; 97), an die Peptide wie die Aminosiduresequenz RGD auf Phagen spezifisch
binden kénnen, wodurch ein vascular zip code erstellt wurde (39; 91), der fiir gezielte Therapien
genutzt werden kann. Durch ihn koénnen u. a. Endothelien ruhender Gewebe von denen

wachsender Gewebe unterschieden werden (3).

Abbildung 2:
Entdeckung des vascular zip codes (links), der fiir gezielte Therapien verwendet werden kann

(rechts) (120).



2.2 Angiogenese

Organe wie die Blutgeféfie entstehen in der Embryonalentwicklung aus tubulidren Anlagen. Dies
erleichtert ihnen die Versorgung mit Néhrstoffen und den Gasaustausch (57). In der
Embryonalentwicklung bilden sich wihrend der Gastrulation aus mesodermalen Zellen
Hamangioblasten, gemeinsame Vorlduferzellen von Endothel- und hématopoetischen Zellen
(18), wodurch die primitiven Blutinseln entstehen (45; 106). In deren Peripherie bilden sich aus
Hamangioblasten die Vorldufer der reifen Endothelzellen. VEGF, bFGF, GM-CSF und IGF-1
sind an der Mobilisierung von Endothelvorlduferzellen aus dem Knochenmark beteiligt,
Angiopoetine an der GeféBausstiilpung (19). Wéhrend der Vaskulogenese entsteht das vaskuldre
Netzwerk aus Zellen durch die Migration der Endothelzellen und die Interaktion mit
verschiedenen Zelltypen wie glatten Muskelzellen und Perizyten in den GefdBen (84). Zu
unterscheiden ist diese von der Angiogenese, die die Reifung und das Wachstum des Blutgefia3es
darstellt. Bei Erwachsenen entstehen neue Blutgefifle meist durch Angiogenese, teilweise auch

durch Vaskulogenese (18; 110).
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Abbildung 3.
Vaskulogenese und Angiogenese (69)

Wiéhrend der Angiogenese wird zuerst die Basalmembran degradiert, die Endothelzellen
proliferieren und migrieren an ihren Zielort, an dem VEGF-A ausgeschiittet wird (1). Hier kommt
es zum endothelialen Sprouting (12), bei dem die Endothelzellen ein tubulires Lumen bilden. Es
werden zwei Phédnotypen von Endothelzellen unterschieden. Zunéchst sind die Tip Cells zu
nennen, die lange Filopodien haben und durch die Integration von Signalen aus der Umgebung

die Richtung der Aussprossung des Blutgefifles vorgeben (108). Dariiber hinaus sind die Stalk



Cells zu erwihnen, die weniger Filopodien und stattdessen Adhésionen bilden, durch die die
Aussprossung stabilisiert wird (43). Wahrend der endothelialen Tubulogenese ist die Adhésion
von Endothelzellen entscheidend (50; 122). Dabei sind sowohl zellulidre Adhésionsrezeptoren wie
auch Proteine der EZM und zytoplasmatische sowie Membranproteine relevant (50). Es folgt die
Reifung der Blutgeféfle durch Hinzuziehen von Perizyten und glatten Muskelzellen (122). Dies

erfordert eine enge zeitliche und rdumliche Regulation (84).

Abbildung 4.
Bei der Angiogenese wachsen die Blutgefdlle durch Aussprossen (59)

Die Angiogenese lduft physiologisch u. a. bei der Wundheilung, der Ovulation (107) und der
Reparatur des menstruierenden Uterus ab (38). Auch pathologische Prozesse wie die okulére
Neovaskularisierung (38), Arthritiden (33) oder maligne Neoplasien brauchen die Neubildung
von Blutgefifen.

Endothelial precursor

Angiogenic sprouting

Abbildung 5.
Tumorangiogenese (18)

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts kam der Gedanke auf, dass das Wachstum von Tumoren die

Angiogenese erfordert (44). Im Jahre 1971 wurde postuliert, dass Tumoren abhéngig von der



Angiogenese wachsen und die Angiogeneseinhibition therapeutisch genutzt werden kann (37).
Bereits nichtvaskularisierte Tumore, die groBer als 1 mm?® sind, enthalten hypoxische Regionen.
Séugetierzellen liegen deshalb nicht weiter als 100-200 um von Blutgeféfen entfernt (19) und
aktivieren bei weiteren Strecken den sogenannten angiogenen Switch. Das Gleichgewicht in den
Tumorzellen wird hierbei durch einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck, einen niedrigen pH-Wert
oder eine Hypoglykdmie (19) von den antiangiogenen zu den proangiogenen Molekiilen wie z.
B. VEGF-A, Integrine, PAI-1, NO, COX-2 und TSP-2 (19) verlagert (52). Die Angiogenese in

Tumorzellen lduft in den drei Phasen Initiation, Proliferation/Invasion und Maturation ab (32).

2.3 Endothelzelladhasion

Wihrend der Adhésion interagieren Proteine in den Endothelzellen. Die Morphologie der Zelle
muss dazu dieser Aufgabe angepasst sein (87; 105). Morphologie und Funktion sind miteinander
verkniipft (21). Die Morphologie der Zelle wird bestimmt durch ihr Zytoskelett. So unterscheidet
sich bspw. der Aufbau des Zytoskeletts migrierender von jenem adhirierender Zellen. Seit den
1920er Jahren wurden Experimente mit Endothelzellen mit dem Ziel durchgefiihrt, u. a. ihre
Morphologie néher zu beschreiben (73).

Das Zytoskelett besteht aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten. Dabei
handelt es sich um Polymere. Es werden Motorproteine aktiviert, die dann zu Zellbewegung oder
Zellteilung fiihren (86). AuBerdem konnen die Filamente in der Zelle Netzwerke bilden und sie
bei Stress stabilisieren (99). Aktinfilamente konnen sich in Zellen zu 15 verschiedenen Strukturen
vereinen (22). Die Filamente des F-Aktins entstehen durch die Zusammenlagerung des G-Aktins,
des globuldren Monomers und sind 8-9 nm lang. Der grofite Teil des Aktins befindet sich in
Myozyten, doch auch andere Zelltypen wie Endothelzellen enthalten Aktin (28). In diesen macht
es etwa 5-15% der Gesamtproteinmenge aus (98). Zu den drei Bestandteilen des
Aktinzytoskeletts gehdren das Membranskelett, der kortikale Aktinring und die Aktinstressfasern
(104). Das Zytoskelett ist verantwortlich fiir die strukturelle Integritit (87), verbindet die
Plasmamembran und das endoplasmatische Retikulum mit dem Rest der Zelle und nimmt an
intrazelluldrem Transport teil (99). Pathologische Verinderungen des Zytoskeletts konnen bspw.
einer Kardiomyopathie (55) oder einer fokal-segmentalen Glomerulosklerose (134) zugrunde
liegen. Dartiiber hinaus ist es auch fiir Prozesse wie Migration (87), Endozytose, Zellteilung (58)
und Zelladhision wichtig (87). Die Adhision ist fiir das Uberleben von Zellen, ihr Spreading, ihre
Proliferation und ihre Differenzierung von Bedeutung (80).

Die Endothelzellen adhérieren im Rahmen der Angiogenese auf der EZM, die aus Kollagen,
Lamininen oder Proteoglykanen bestehen kann (50; 69). Auch fiir die Endothelzellmigration sind

der stindige Auf- und Abbau von Adhésionen nétig (71). Gesteuert wird die Migration durch die



Chemotaxis, z. B. durch VEGF oder bFGF, die Haptotaxis, z. B. durch die Bindung eines
Integrins an ein Protein der EZM und die Mechanotaxis (69; 74).

Eine Vielzahl von Zelladhdsionsmolekiilen nimmt an den Interaktionen zwischen der Zelle und
der EZM teil (49). Die Endothelzellen exprimieren VE-Cadherin (129), das sie untereinander
verbindet und N-Cadherin (93), das iiber die gesamte Plasmamembran verteilt ist und sie damit
mit umgebenden Zellen verbindet. Die Kontakte zwischen Endothelzellen und extrazelluldren
Liganden wie Kollagen oder Fibronektin (60) sowie die Zellmigration werden iiber Integrine auf
den Endothelzellen vermittelt. Sie haben die Funktion, die Zelle mit der extrazelluldren Matrix
zu verbinden (64) und die Anpassung der Zellmorphologie an ihre Umgebung zu fordern. Sie sind
Glykoproteine, die aus einer o- und einer P-Untereinheit bestehen und einen extra- und
intrazelluldren Teil besitzen. Auf dieser Grundlage kommt es zum Cross-Talk zwischen
Integrinen und dem VEGF-Rezeptor, der die Endothelzelladhdsion fordert (114). Integrin 33 hat

eine prominente Rolle bei der Angiogenese (114).

24 Die CLIC-Proteine

Alle eukaryotischen Zellen enthalten Chloridionenkanéle (7) in ihrer Plasmamembran oder den
Membranen ihrer Zellorganellen (26). Die Kanédle sind an Prozessen wie der
Zellvolumenregulation, der elektrischen Erregbarkeit oder der Zellkontraktion beteiligt (113). Sie
konnen nach ihren strukturellen Gemeinsamkeiten verschiedenen Klassen wie den
ligandengesteuerten Chloridionenkandlen (u. a. GABAAa-Rezeptor) oder den nicht-
ligandengesteuerten Chloridionenkanilen (u. a. CFTR-Kanal) (2; 7) zugeordnet werden (7). Die
CLC-Kandle sind eine Klasse von spannungsgesteuerten Chloridionenkanélen (2), die als erste

nicht-neuronale Chloridionenkanile entdeckt wurden (85).

Die Proteine der CLIC-Familie, die Ende der 1980er Jahre entdeckt wurden (70), kdnnen als in
der Zelle geloste und als in Membranen eingebaute Proteine vorkommen. Wenn sie in
intrazelluldire Membranen oder die Plasmamembran eingebaut sind, spielen sie eine Rolle als
Chloridionenkanéle (76). Sie gehdren zur p64-Chloridionenkanalfamilie (23) und haben keine
strukturelle Ahnlichkeit (125) mit anderen Chloridionenkanalproteinen (30). Gemeinsam ist den
CLIC-Familienproteinen ein Modul von ungefiahr 240 Aminosduren (75). Sie sind strukturell mit
der Omega-Familie der Glutathion-S-Transferasen verwandt (5) und haben einen hohen
Konservierungsgrad (76). In Vertebraten sind die Proteine CLIC1 bis CLIC6 vorhanden, die je
nach Gewebe in unterschiedlichem MaBe exprimiert werden (63).

Die CLIC-Proteine haben in der Zelle vielfdltige Aufgaben. Das Protein CLIC2 moduliert die

Aktivitit des Ryanodinrezeptors (29). Auflerdem wird es in Endothelzellen exprimiert und kann



die Metastasierung von Tumoren verhindern (124). Im Gegensatz dazu kann CLIC3 die
Tumorangiogenese und die Invasivitit der Tumorzellen fordern (56). Das Protein CLIC5A
kommt vor allem in Skelettmuskelzellen vor (10). Durch seine Fahigkeit zur Bindung an F-Aktin
(10) kommt CLIC5A in Zell-Zell-Kontakten an den Spitzen von Aktinfilamenten vor und befindet
sich dabei in Podozyten der glomeruldren Filtrationsbarriere (102). Dariiber hinaus ist es in
kochledren Haarzellen zu finden (119). Das Protein CLIC5B ist von Bedeutung fiir die
Osteoklastenfunktion (31). Die Rolle von CLIC6 ist unbekannt (7).

CLIC1 wurde erstmals als NCC27 in der Kernmembran entdeckt (127) und danach in seiner
Funktion als Chloridionenkanal beschrieben, der intrazellulir in Form von Monomeren
gespeichert wird und Polymere formen kann. Es kann durch Oxidation von einer zur Glutathion-
S-Transferase homologen Form zu derjenigen eines helikalen Dimers wechseln. Die oxidierte
Form von CLIC1 kann in die Membran eingebaut werden (46). Dadurch gehort es zu den
metamorphen Proteinen (76). Lange war es wissenschaftlich akzeptiert, dass natiirliche Proteine
eine evolutiondr konservierte dreidimensionale Struktur haben, die sich aus ihrer
Aminosduresequenz und der daraus resultierenden Faltung ergibt. Einige Proteine wie CLIC1
(75) jedoch, die unterschiedliche Konformationen trotz derselben Aminosauresequenz einnehmen
kénnen, veranlassten dazu, diese Ansicht zu dndern. Diese Interkonversion der Proteine kann
durch Umweltfaktoren getriggert oder unabhingig ablaufen. Proteine miissen in vivo innerhalb
kurzer Zeit ihre aktive Form einnehmen. Durch die Interkonversion kdnnen sie dazu direkt in die
neue Form umgefaltet werden, ohne sich zuvor noch einmal entfalten zu miissen. Es ist davon
auszugehen, dass die Proteine dieser entsprechenden Familien gemeinsame Vorfahren haben,
obwohl sie sich strukturell wenig dhneln. Die intermediére Struktur ist ihnen trotzdem gemeinsam
(89).

CLICI ist in den Zellen vieler Organe zu finden. Es wird v. a. in Herz, Plazenta, Leber, Niere,
Pankreas und weniger in Skelettmuskel, Lunge und Gehirn gebildet (10). Auch im Geféf3endothel
ist CLIC1 vorhanden (81). CLIC1 spielt bei seiner weiten Verteilung in den Organen eine Rolle
bei verschiedenen zelluldren Prozessen (112). Im Signaltransduktionsweg der Zelle erfiillt CLIC1
verschiedene Aufgaben, die an seiner Lokalisation innerhalb der Zelle erkennbar sind. Erstens
kann es unter bestimmten Bedingungen wie einem erniedrigten pH-Wert oder in einem
oxidierenden Milieu in die Zellmembran eingebaut werden. Zweitens sind die CLIC-Proteine
allgemein assoziiert mit der Rho-Familie der kleinen GTPasen (63), die den Aufbau des
Zytoskeletts beeinflussen (54). Wihrend der Mitose unterstiitzt CLIC1 auflerdem die Zytokinese
und die Auflésung des Zellkerns (128). Drittens ist der Einbau von CLIC-Proteinen in die
Zellmembran oft mit einem Remodelling der Zellmembran verbunden (63).

Das Protein CLIC4 wurde zunéchst in seiner Rolle bei der pH-Regulation in Large-dense-Core-

Vesikeln beschrieben (23). Es wird v. a. in Herz, Plazenta und Niere exprimiert (10). Bei



zelluldrem Stress hat CLIC4 eine aktivierende Funktion fiir die Apoptose (116). Aullerdem ist es
mit der Tubulogenese assoziiert (76). Auch Endothelzellen enthalten CLIC4 (81). Dieses konnte
v. a. in ruhenden Gefdlen nachgewiesen werden (13). Es wurde bereits festgestellt, dass CLIC4

fiir die Angiogenese von Bedeutung ist (126).

2.5 Fragestellung

Die Angiogenese war in den letzten Jahren ein vielversprechendes Ziel der Therapie von Tumoren
und anderen Krankheiten, die als angiogeneseabhingige Prozesse zusammengefasst wurden (40).
Da das Wissen iiber die Funktion von Blutgefédf3en in Tumoren und bei anderen Krankheiten stetig
erweitert wurde, die Entstehung der Blutgeféf3e aber noch nicht komplett verstanden ist (122), ist
es notig, auch die Endothelzellen weiterhin als Angriffspunkte zu {iberpriifen. CLIC1 und CLIC4
sind die vorrangig in Endothelzellen nachweisbaren CLICs (88). Daher wurde in dieser Arbeit
die Rolle von CLIC1 als Modulator der Endothelzelladhésion untersucht. Dariiber hinaus wurde
analysiert, inwiefern CLIC1 einen Funktionsausfall von CLIC4 kompensieren kann. Da bei der
Endothelzelladhésion eine Bindung der Integrine an die EZM stattfindet, wurde auflerdem in
Bezug auf die Integrine ;3 und B untersucht, wie sie sich bei der Interaktion mit CLIC1 zu Beginn
der Adhésion unterscheiden. Die Ergebnisse der Experimente sollen ebenfalls dazu beitragen, die
biologische Funktion der beiden CLIC-Proteine zu verdeutlichen. Wéhrend Fehlfunktionen von
Chloridionenkanilen anderer Familien Krankheiten wie der zystischen Fibrose, Epilepsie, dem
Bartter-Syndrom oder der vitelliformen Makuladegeneration zugeordnet werden, erfolgte dies fiir

Proteine der CLIC-Familie bisher nicht (117).
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3 Material und Methodik
3.1 Zellkultur

Fiir die Experimente wurden humane Nabelschnurvenenendothelzellen von Lonza (HUVEC)
verwendet. Als Kulturmedium diente EGM-2. Dazu wurden die EGM-2 SingleQuots, die aus
FBS, Hydrocortison, Human fibroblast growth factor-p, VEGF, R3-Insuline-like growth factor-
1, Ascorbinsdure, Human epidermal growth factor, Gentamicin/Amphotericin-B und Heparin
bestanden, zu EBM-2 gegeben. Vor dem Auftauen der Zellen wurden Zellkulturflaschen mit
EGM-2 gefiillt und bei 37 °C und 5 % CO fiir etwa 30 Minuten inkubiert. Das Flaschchen mit
den bei -80 °C gefrorenen Zellen wurde unter der Sterilbank kurz gedffnet und wieder
verschlossen, um den Druck zu entlasten und anschlieend im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die
Zellsuspension wurde mit einer Pipette gemischt und anschlieBend auf die Zellkulturflaschen
verteilt, in denen sie dann bei 37 °C und 5 % CO; inkubierten. Das Medium wurde 24 Stunden
nach dem Aussden der Zellen gewechselt, danach alle 48 Stunden. Fiir den Mediumwechsel
wurde nach der Entnahme aus dem Inkubator unter dem Mikroskop zuerst die Adhésion der
Zellen in der Zellkulturflasche iiberpriift. Pro Zellkulturflasche wurden 15ml EGM-2
aufgewérmt. Unter der Sterilbank wurde das alte Medium abgesaugt und das neue aufgegeben.
Die Zellen wurden ungeféhr alle zwei Tage gesplittet. Es wurden Trypsin-EDTA, HEPES BSS,
Trypsin neutralizing solution und EGM-2 auf 37 °C erwdrmt und neue Zellkulturflaschen
vorbereitet. Die Zellen wurden mit 5 ml HEPES BSS gespiilt. In die Zellkulturflasche wurden
2 ml 0,05%iges Trypsin-EDTA bei 37 °C gegeben und auf den Zellen inkubiert, um die Zellen
von der Zellkulturflasche abzulésen. Dies wurde unter dem Mikroskop unter Bewegen der
Zellkulturflasche tberpriift. Das Trypsin wurde durch 5ml 10%iges FBS inaktiviert. Die
abgelosten Zellen wurden in ein Rohrchen iiberfiithrt und bei 1.000 rounds per minute, einer
Beschleunigung von 200 g und 21 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Das entstandene Zentrifugat
wurde in EGM-2 resuspendiert und dann in die EGM-2-inkubierten Zellkulturflaschen ausgesit.

3.2 Knock-downs

Die HUVEC, in denen CLIC1 und CLIC4 einzeln oder kombiniert ausgeknockt wurden, wurden
nach Adhisionszeiten von einer und vier Stunden auf einer Kollagenmatrix fixiert. Aulerdem
wurde mit Integrin-Knock-downs experimentiert, um die Rolle der CLIC1-Proteine bei der
Zelladhdsion weitergehend zu definieren. Die Zellen waren am ersten Tag in 15-cm-Schalen in
25 ml EBM-2 ausgesit worden, sodass sich auf einer Platte 5,3x10° Zellen befanden, die iiber

Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert wurden. Am zweiten Tag wurden sie mit On-Targetplus
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Smartpools von Dharmacon transfiziert. Es wurden ein On-Targetplus non-targeting pool als
Kontrolle, ein On-Targetplus CLIC1 smartpool, ein On-Targetplus CLIC4 smartpool, ein On-
Targetplus Integrin B3 smartpool und ein On-Targetplus Integrin i smartpool gebildet. Die
siRNA wurde zusammen mit Lipofectamine 2000 zu den HUVEC gegeben. Zunédchst wurden
beide in Opti-MEM gelost. Um eine 10 nM siRNA-Losung herzustellen, musste die im
Losungspuffer geloste siRNA zu 4,07 ml Opti-MEM gegeben werden. Es wurden 65,14 ul
Lipofectamine 2000 in 4,005 ml Opti-MEM pro On-Targetplus smartpool geldst. Die siRNA-
und Lipofectamine-2000-Losungen wurden miteinander gemischt und inkubierten 20 Minuten
bei Raumtemperatur. Im Falle des Knock-downs von CLIC1&4 wurde eine doppelte Dosierung
an siRNA fiir die Kontrolle verwendet. Bevor die siRNA- und Lipofectamine-2000-haltige
Losung zu den Zellen gegeben wurde, wurde das EBM-2 von den Zellen abgesaugt und die Zellen
wurden mit 5 ml Opti-MEM gewaschen. Zu jedem Well wurde dann erneut Opti-MEM gegeben.
Anschlieend wurde die Losung tropfenweise zu den entsprechenden Wells gegeben. Die Zellen
inkubierten fiir weitere fiinf Stunden. Danach wurde das Opti-MEM entfernt und die Zellen in
EBM-2 fir 67 Stunden inkubiert. Nach fiinf Tagen folgte das Adhésionsexperiment.
Kollagenslides wurden zur Vorbereitung ungefahr zwei Stunden vor dem Experiment mit 300 pl
EBM-2 inkubiert. Die Zellen wurden aus dem Inkubator entnommen und das Medium abgesaugt.
AnschlieBend wurden sie mit PBS unter langsamem Pipettieren gewaschen und mit 2 ml Trypsin-
EDTA behandelt. Das Trypsin wurde durch 2 ml FBS + 8 ml PBS inaktiviert. Die Zellen wurden
in ein 50 ml Rohrchen transferiert, die Zelllosung zentrifugiert und das entstandene Pellet mit
5 ml PBS gewaschen. Danach wurde es erneut zentrifugiert und in EBM-2 gelost. AnschlieBend
wurden die Zellen gezihlt. Dazu wurden aus der entstandenen Losung 2 pl auf einen Objekttrager
pipettiert, mit Trypan Blue als Farbung versetzt und mit einem Deckglas abgedeckt. Unter dem
Lichtmikroskop wurden die Zellen im Zahlraster des Objekttrigers gezdhlt, die sich im Feld, an
der rechten und an der unteren Kante eines Késtchens befanden. Die Zellen wurden danach so
suspendiert, dass sich in 500 ul Medium 2x10* Zellen befanden. Hierauf wurde das Medium von
den vorbereiteten Slides abgesaugt und die Losung mit den Zellen in die Wells gegeben. Die
Zellen inkubierten je nach vorgesehener Adhésionszeit bei 37 °C. Vor der Fixierung wurde das
Medium von den Zellen abpipettiert. Sie wurden zweimal mit 600 ul PBS pro Well fiir fiinf
Minuten bei einer niedrigen Shakergeschwindigkeit gewaschen und mit 600 pl eiskaltem 4%igem
Formaldehyd pro Well fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Das Formaldehyd wurde
abgesaugt und die Zellmembranen mit 600 pl 0,5%igem Triton X-100 in PBS permeabilisiert.
Die Wells wurden dann dreimal mit jeweils 500 pl PBS fiir fiinf Minuten bei langsamer
Shakergeschwindigkeit gewaschen, die Zellen mit 500 ul PBS pro Well gecovert und bei 4 °C
fiir das Staining aufbewahrt. Die HUVEC, die nicht fiir das Adhdsionsexperiment verwendet
wurden, wurden fiir die Proteinanalyse mittels Western Blot mit 2x SDS sample buffer lysiert.

Die Western Blots wurden durch die Arbeitsgruppe durchgefiihrt.
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3.3 CLIC1-Inhibition mit [AA-94

IAA-94 ist ein Chloridkanalinhibitor und basiert auf dem Chloridkanalmodulator Ethacrynséure
(76). Er wurde eingesetzt, um CLIC1 in den HUVEC zu inhibieren. Zunéchst wurden die Zellen
in 10 cm Schalen in jeweils 10 ml EBM-2 ausgesét und danach fiir eine Stunde mit 200 uM [AA-
94 behandelt. Dazu wurden pro 10 ml EBM-2 40 pl IAA-94-Konzentrat hinzugefiigt. Da IAA-94
in DMSO gel6st ist, wurde dem Kontrollmedium die dquivalente Menge von 40 ul DMSO
zugesetzt. Die Zellen inkubierten fiir eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO,. Zwei Stunden vor dem
Adhisionsexperiment wurden kollagenbeschichtete Slides mit 300 pl EBM-2 inkubiert. Von den
Zellen wurde das Medium abgesaugt und sie wurden mit PBS gewaschen. Danach wurden sie mit
1 ml Trypsin-EDTA trypsinisiert. Das Trypsin wurde durch 1 ml FBS + 8 ml PBS deaktiviert und
die Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen transferiert. Sie wurde zentrifugiert und das entstandene
Pellet mit 5 ml PBS gewaschen. Es wurde erneut zentrifugiert und das Pellet in EBM-2 geldst,
das jeweils das 200 uM [AA-94 oder nur DMSO enthielt. AnschlieBend wurden die Zellen
gezihlt. Sie wurden erneut suspendiert, sodass sich in 300 pl EBM-2 mit oder ohne IAA-94 2x10*
Zellen befanden. Die HUVEC wurden dann auf die vorbereiteten Slides gegeben und inkubierten
fiir 10, 30, 60 oder 240 Minuten bei 37 °C. Dazu wurde das Medium von den Slides abgesaugt
und die Zellsuspension draufgegeben. Nach den entsprechenden Adhésionszeiten wurden die

Zellen fixiert (vgl. Teil 2.2).

34 Stainings

Fiir das Staining wurde zunédchst eine 2%ige Losung von BSA in PBS hergestellt. Die Zellen, die
zuvor fixiert worden waren, wurden aus dem 4-°C-Kiihlschrank entnommen und fiir 20 Minuten
unter Agitation mit 400 pul PBS + 2 % BSA pro Well geblockt. Die Zellen wurden mit einem in
der Maus generierten Antikorper gegen CLIC1 oder isotypischem Maus-IgG als Negativkontrolle
behandelt. Die Antikorperlosungen wurden in der Konzentration von 10 pg/ml in PBS +
2 % BSA verwendet. Pro Well wurden 245 pl Antikdrperldsung verwendet. Die fiir das jeweilige
Staining verwendete Konzentration des Anti-CLIC1-Antikorpers wurde nach der Gleichung ¢V,
= 2V, berechnet, wobei ¢; = 0,31 mg (Lagerungskonzentration des Anti-CLIC1-Antikorpers), Vi
= bendtigtes Volumen der Lagerungslosung des Anti-CLIC1-Antikorpers, ¢ = 10 pg/ml =
0,01 mg/ml (im Experiment zu verwendende Antikdrperkonzentration), V, = im Experiment
verwendetes Volumen (je nach Anzahl der im Experiment behandelten Wells) waren. Die Slides
wurden vor dem Staining unter dem Mikroskop betrachtet und die Adhésion der Zellen in der
Ubersicht iiberpriift. Mit den Antikdrpern inkubierten die HUVEC fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach folgten zwei Waschschritte fiir fiinf Minuten mit 400 ul PBS pro Well
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und ein weiterer fiir fiinf Minuten mit 400 ul PBS + 2 % BSA pro Well bei einer langsamen
Shakergeschwindigkeit.

Wihrend der Waschschritte wurde die Losung des sekundéren Antikorpers hergestellt. Es
handelte sich um Alexa-488-konjugierten Ziegen-Anti-Maus-IgG-F(ab‘)-Fragment-Antikorper,
der Fluoreszenz im griinen Spektrum emittiert. Dieser lag in der Lagerungskonzentration 2 mg/ml
vor und wurde im Verhéltnis 1:100 verwendet. Zum Anfarben von Aktin wurden die
Zellpréparate mit Alexa 546 Phalloidin im Verhiltnis 1:40 in PBS + 2 % BSA inkubiert. Es
wurden 245 pul pro Well zu den HUVEC gegeben, die anschliefend fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubierten. Da es sich um fluoreszierende Detektionssysteme handelte, musste
im abgedunkelten Raum gearbeitet werden. Nach der Inkubation wurden die HUVEC dreimal mit
400 pl PBS fiir jeweils fiinf Minuten bei einer langsamen Shakergeschwindigkeit gewaschen.

Im Anschluss wurde der Aufsatz, der das Slide in Wells einteilte, entfernt. Dazu wurde eine
Vorrichtung verwendet, die durch Einschieben die Facherplatte vom Slide ablost. Danach wurde
aufjedes Well ein Tropfen Dapi, ein Fluoreszenzfarbstoff zur Visualisierung der Nuclei, gegeben.
AbschlieBend wurde ein Deckpléttchen auf dem Slide befestigt. Die Slides wurden bei 4 °C in
einem Behélter autbewahrt, der mit Plastikfolie versiegelt und zum Lichtschutz in Alufolie

eingehiillt wurde.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie und Zéhlung

Die HUVEC wurden mithilfe des Fluoreszenzmikroskops Nikon ECLIPSE Ni-U und des
Programmes NIS Elements 4.20.00 Build 967 in einem Blaulichtfilter (durch Dapi angeférbte
Zellkerne), einem Griinlichtfilter (durch Anti-CLIC1-Antikorper und Alexa 488 dargestelltes
CLIC1) und einem Rotlichtfilter (durch Alexa 546 angefdrbtes F-Aktin) fotografiert. Zunéchst
wurden zur Ubersicht Bilder mit zehnfacher VergroBerung, anschlieBend mit zwanzigfacher
Vergroflerung, aufgenommen. Damit die Fotos verschiedener Préparate vergleichbar waren,
wurden die Expositionszeiten im griinen und roten Farbkanal festgelegt. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass die fluoreszierenden Antikdrper nicht durch eine zu lange Exposition
gebleicht wurden. Pro Well wurden mindestens vier Fotos aufgenommen. In NIS Elements
wurden diese zundchst im Originaldateiformat jpeg2000 gespeichert und danach in das Format
tiff umgewandelt. AnschlieBend wurden die Bilder der einzelnen Stainings entsprechend der
Fragestellungen mithilfe von Photoshop CS5 Version 12.0 x32 ausgezéhlt. Die mit siCLICI,
siCLIC4 oder siCLIC1&4 behandelten HUVEC wurden nach Morphologie den Gruppen NS
(non-spread), LP/FP (lamellipodien- und/oder filopodienpositiv) und SP (stressfaserpositiv)
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zugeordnet. Zu den NS-HUVEC wurden Zellen gezéhlt, die keine sichtbaren Zellfortsatze oder
F-Aktinstressfasern formten und eine rundliche Form behielten und scheinbar kleiner waren als
gespreadete Zellen. Zu den LP/FP-HUVEC wurden diejenigen gezihlt, die ein Spreading in Form
von Lamellipodien und Filopodien zeigten, jedoch keine Aktinstressfasern. Lamellipodien sind
flache Fortsdtze der Zelle mit einer Dicke von 0,1-0,2 um, die ein Aktinnetzwerk enthalten.
Filopodien stellen kleine Fortsédtze der Zelle mit einem Durchmesser von 0,1-0,3 um dar (82).
Zur Gruppe der SP-HUVEC wurden die Zellen gezéhlt, die Aktinstressfasern bildeten und eine

gespannte Form hatten.

20 um

Abbildung 6: Beispiele fiir NS-, LP/FP- und SP-HUVEC

siControl HUVEC 4 h, Vergroflerung 20x (DAPI, F-Aktin)

Beispielhaft sind hier NS- (lila Pfeil), LP/FP- (griiner Pfeil) und SP-HUVEC (gelber Pfeil) in
einem Bildausschnitt zu sehen.

In den mit IAA-94 behandelten Zellen wurden die Kolokalisation von CLICI und F-Aktin und
die CLIC1-Membranexpression analysiert. Bei der CLIC1-Membranexpression wurden Zellen
als positiv gezihlt, bei denen zumindest ein Teil der duBleren Membranbegrenzung mit Anti-
CLIC1 markiert wurde. Auch die Zellen, in denen ein Knock-down von Integrin B3 und B,
stattgefunden hatte, wurden hinsichtlich der CLIC1-Membranexpression gezéhlt. Bei der Analyse
von F-Aktin in Lamellipodien wurden alle Zellen gezéhlt, die Lamellipodien zeigten. In diesen

war F-Aktin erkennbar.

3.6  Auswertung

Zur Zahlung der Zellen auf den Bildern hinsichtlich bestimmter Merkmale wurde das Count Tool

von Photoshop verwendet. Die Daten wurden anschlieSend in Tabellen zusammengetragen. Der
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Student’s t-Test wurde verwendet, um zu iiberpriifen, ob zwischen den Vergleichsgruppen

signifikante Unterschiede bestanden.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Knock-down von CLICI fiithrt zu vermindertem Zellspreading

Adbhiriert eine Endothelzelle auf einer Matrix, kommt es zum Zellspreading, einem von den
GTPasen Rac und cdc42 abhéngigen Prozess, bei dem die Zelle durch Polymerisierung von Aktin
Ausldufer in Form von Lamellipodien und Filopodien bildet (24). In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob CLIC1 und CLIC4 einen Einfluss auf die Zellmorphologie und die Zelladhésion
haben. Um die Rolle von CLIC1 und CLIC4 bei der Adhésion der HUVEC und ihren Einfluss
auf das daraus folgende Zellspreading zu analysieren, waren in einem ersten Schritt CLIC1 und
CLIC4 einzeln sowie im néchsten Schritt CLIC1 und CLIC4 gemeinsam in den HUVEC mittels
siRNA ausgeknockt worden. Fiir diese Arbeit wurde ein F-Aktin-Staining der Zellen
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch betrachtet und als
runde Non-Spreaders (NS) oder als Lamellipodien-/Filopodienpositive (LP/FP) bzw. als
Stressfaser-positive (SP) Zellen kategorisiert. Unter Kontroll-siRNA kam es vier Stunden nach
dem Aussden in 25 % der HUVEC zum Spreading in Form von Lamellipodien- und/oder
Filopodien. Der Anteil der lamellipodien-/filopodienpositiven Endothelzellen war nach
vierstiindiger Adhésionszeit deutlich geringer als nach einstiindiger Adhésionszeit. Auch der
Anteil der nicht-gespreadeten HUVEC war nach vier Stunden geringer als nach einer Stunde.
Umgekehrt war der Anteil der stressfaserpositiven HUVEC nach vier Stunden hdher als nach
einer Stunde (A4bbildung 7).

Abbildung 7: Morphologie der HUVEC

siControl HUVEC 4 h, Vergroflerung 20x (DAPI, F-Aktin)

Wiéhrend der Anteil der lamellipodien-/filopodienpositiven und der nicht-gespreadeten
HUVEC (griine Pfeile) im Vergleich zu den HUVEC nach einer Stunde verringert war, war
der Anteil der stressfaserpositivien HUVEC (gelbe Pfeile) erhoht (vgl. Abbildung §).
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LP/FP war 1 Stunde nach Aussiden mit 18 % der siCLIC1-behandelten HUVEC gegentiber 48 %
den kontrolltransfizierten Zellen erheblich vermindert. Gleichzeitig wurde unter siCLIC1 mit
31 % gegeniiber 17 % bei den kontrolltransfizierten Zellen eine signifikante Zunahme der SP-
HUVEC beobachtet. Zuséitzlich war der Anteil der NS-Zellen mit 49 % nach CLIC1-Knock-down
gegeniiber 34 % bei den kontrolltransfizierten Zellen signifikant erhoht (4bbildung 7 und 8).

20 uym

Abbildung 8: Morphologie der HUVEC

siControl (links), siCLIC1 (rechts) HUVEC 1 h, VergroBerung 20x (DAPI, F-Aktin)
Wihrend die mit Kontroll-siRNA transfizierten HUVEC nach einstiindiger Adhésion
mehrheitlich ein Spreading in Form von Lamellipodien/Filopodien aufweisen (griine Pfeile),
sind die Zellen, die mit CLIC1-siRNA transfiziert wurden, signifikant hdufiger nicht-
gespreadet (lila Pfeile).

Die Transfektion mit siRNA gegen CLIC4 hatte hingegen keinen relevanten Effekt auf das
endotheliale Spreading eine Stunde nach Ausséen. Hier zeigten sich 41 % LP/FP-HUVEC. Damit
unterschieden sich die Zellen nach Behandlung mit siCLIC4 nicht signifikant von der Kontrolle.
38 % der Zellen und damit ein dhnlicher Anteil wie in der Kontrolle vollzogen kein Spreading.

SP war ebenfalls unveréndert mit 21 % nach siCLIC4 gegeniiber 17 % nach Kontroll-siRNA.

Der Knock-down von CLIC1 fiihrte zu komplexen Verdanderungen beim Zellspreading. Wéhrend
die Mehrzahl der HUVEC im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen iiberhaupt kein
Spreading vollzog, fiel bei den verbleibenden Zellen eine Verschiebung der Lamelli-

/Filopodienbildung zugunsten der Stressfaserbildung auf.
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msiControl HUVEC 1 h 34,43% 48,23% 17,34%
msiCLIC4 HUVEC 1 h 37,91% 40,94% 21,14%
siCLICI HUVEC 1 h 49,91% 18,45% 31,64%

Abbildung 9: Vergleich der Morphologie der HUVEC nach CLIC1- oder CLIC4-
Knock-down

Vergleich der Morphologie von HUVEC, in denen CLIC1 oder CLIC4
ausgeknockt wurde, mit einstiindiger Adhésionszeit.

* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant

Der CLIC1-Knock-down fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu signifikant mehr
nicht-gespreadeten Zellen. Der Anteil der LP/FP-HUVEC war entsprechend
signifikant verringert. Der Knock-down von CLIC4 hatte keinen relevanten Effekt
auf das Spreading. Der Anteil der NS- und LP/FP-HUVEC unterschied sich nach
siCLIC4 nicht signifikant von der Kontrolle.

Um festzustellen, ob CLIC1 den Funktionsverlust von CLIC4 in der frithen Phase der
endothelialen Adhésion kompensiert, wurde ein Doppel-Knock-down durchgefiihrt, bei dem
HUVEC gleichzeitig mit siRNA gegen CLIC1 und CLIC4 transfiziert wurden. Die Zellen wurden
wiederum nach einstiindiger Adhésionszeit hinsichtlich ihres F-Aktin-Farbungsmusters mittels

Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
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Abbildung 10: Morphologie der HUVEC nach Knock-down von CLICI und CLIC4
Fluoreszenzmikroskopische Bilder von HUVEC nach kombiniertem Knock-down von CLIC1
und CLIC4 (siCLIC1&4) nach einstiindiger Adhésionszeit

siControl (links), siCLIC1&4 (rechts) HUVEC 1 h, VergroBerung 20x (DAPI, F-Aktin)
Beim Knock-down von CLIC1&4 zeigten sich verglichen mit der Kontrolle weniger LP/FP-
HUVEC (griine Pfeile) und mehr stressfaserpositive HUVEC (gelbe Pfeile). Bei den NS-

HUVEC (lila Pfeile) gab es keinen relevanten Unterschied zwischen siCLIC1&4 und der
Kontrolle.

In der Kontrolle, die in diesem Fall mit einer doppelten Dosierung an Kontroll-siRNA
durchgefiihrt wurde, um der erhéhten Dosierung nach Doppel-Knock-down gerecht zu werden,
wiesen 48 % der HUVEC innerhalb von einer Stunde Lamellipodien und/oder Filopodien auf,
9 % hatten Stressfasern und 42 % nahmen tiberhaupt nicht am Spreading teil (4bbildung 11).
Insofern lag hier kein relevanter Unterschied zur Kontrolltransfektion mit der einfachen Dosis
vor. Bei den mit CLIC1-CLIC4-siRNA behandelten Zellen waren 32 % lamellipodien- und/oder
filopodienpositiv, 27 % stressfaserpositiv und 42 % nicht-gespreadet (4bbildung 10).
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Abbildung 11: Vergleich der Morphologie der HUVEC mit Knock-down von
CLIC1 und CLIC4 nach einstiindiger Adhésionszeit

* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant

Nach dem Doppel-Knock-down kommt es zu weniger Spreading in Form von
LP/FP und zu mehr Stressfaserbildung.

Die Interpretation dieser Versuchsreihe war, dass CLIC1 eine Stunde nach Ausséden eine wichtige
Rolle beim Spreading spielt, CLIC4 jedoch zu diesem frilhen Zeitpunkt keinen relevanten

Einfluss nimmt.

Um den Einfluss von CLIC1 und CLIC4 auf spitere Phasen der HUVEC-Adhésion zu
dokumentieren, wurde mittels Knock-down der Einfluss von CLIC1 und CLIC4 auf das
Spreading nach vierstiindiger Adhésion mittels F-Aktin-Staining und nachfolgender
fluoreszenzmikroskopischer Analyse untersucht. Dabei zeigte sich, dass 41 % der siCLIC4-
HUVEC im Vergleich zu 27 % nach Kontroll-siRNA NS waren. Entsprechend war bei den
LP/FP- sowie die SP-HUVEC nach siCLIC4-Transfektion gegeniiber den Kontrollzellen eine
leichte, aber nicht-signifikante Reduktion zu finden (4bbildung 12). Bei den mit CLIC1-siRNA
behandelten HUVEC ergab sich, dass 28 % nicht-gespreadet waren, 22 % waren lamellipodien-
und/oder filopodienpositiv und 51 % stressfaserpositiv. Demnach unterschieden sich die
siCLIC1-Zellen nach vier Stunden nicht signifikant von den kontrolltransfizierten Zellen.
Zusammenfassend konnte mit der ersten Versuchsreihe gezeigt werden, dass CLIC1 eine Stunde
nach dem Ausséen einen relevanten Einfluss auf das HUVEC-Spreading nimmt, aber nicht nach
vier Stunden und dass nach vier Stunden CLIC4 den Spreadingvorgang mehr beeinflusst als

CLIC1.
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Abbildung 12: Auswertung der Morphologie der HUVEC nach vierstiindiger
Adhésion

Vergleich von HUVEC, die mit siCLIC1 oder siCLIC4 behandelt wurden, nach
vierstiindiger Adhisionszeit

* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant

Der Knock-down von CLIC4 fiihrt 4 Stunden nach dem Ausséen zu signifikant
weniger Zellspreading. Zwischen dem Knock-down von CLIC1 und der Kontrolle
bestand hingegen kein signifikanter Unterschied. CLIC4 beeinflusst den
Spreadingvorgang zu spiteren Zeitpunkten der Adhésion mehr als CLICI.

4.2 CLIC1 kolokalisiert in der Membran der HUVEC mit F-Aktin

Nachfolgend wurde die Dynamik der subzelluldren Verteilung von CLIC1 in Endothelzellen
jeweils 10 min, 30 min, 1 h und 4 h nach dem Ausséen auf kollagenbeschichteten Platten mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert, indem die Zellen darauf untersucht wurden, ob sie in ihrer
Membran CLICI exprimierten. Als Gesamtheit fiir die Anteile dienten alle Zellen. In der
vorherigen Versuchsserie konnte gezeigt werden, dass es durch den Knock-down von CLIC1 im
Rahmen der initialen HUVEC-Adhision zu weniger Zellspreading kommt, indem ein geringerer
Anteil der Zellen Lamellipodien bzw. Filopodien bildet. Da F-Aktin eines der fiir die
Morphologie der Zelle verantwortlichen Proteine ist, wurde seine Kolokalisation mit CLIC1
analysiert, um zuerst eine CLIC1-Membranrekrutierung bei Adhésion der Zelle nachzuweisen.
Auch hier dienten als Gesamtheit weiterhin alle Zellen. Der Anteil der HUVEC, in denen es zur
CLICI1-F-Aktin-Kolokalisation kam, sank im zeitlichen Verlauf kontinuierlich ab (4bbildung 13).
Nach zehn Minuten war sie in 70 % der Zellen zu beobachten (Abbildung 14). Nach dreillig

Minuten wurde sie in 47 % der HUVEC beobachtet. Eine Stunde nach dem Aussden war sie auf

22



12 % abgefallen. Nach vier Stunden kam es ebenfalls in 12 % der Zellen zu einer Kolokalisation.
Durch diese Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass sich CLIC1 zu frithen Zeitpunkten der
Adhision in der Membran von Lamellipodien anreichert und es zu einer Kolokalisation mit F-
Aktin kommt. In den spéter entstehenden Stressfasern ist eine Kolokalisation nicht erkennbar

(Abbildung 15).
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Abbildung 13: CLICI-F-Aktin-Kolokalisation in HUVEC
CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation in den HUVEC nach 10-, 30-
miniitiger, 1- und 4-stiindiger Adhésionszeit im zeitlichen Verlauf
Im zeitlichen Verlauf zeigte sich zu Beginn der Adhésion ein hoher
Anteil an HUVEC, in denen es zu einer Kolokalisation zwischen
CLICI und F-Aktin kommt. Es wurde daher angenommen, dass sich
CLIC1 in den Lamellipodien anreichert.
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Abbildung 14. CLIC1-Membranexpression und CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation in
HUVEC nach zehnminiitiger Adhésionszeit

DMSO HUVEC 10 min, VergroBerung 20x (DAPI, , F-Aktin): CLICI-
Membranexpression und CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation (oben CLICI, in der Mitte F-
Aktin, unten Merge)

Die Zellen weisen nach 10-miniitiger Adhésion mehrheitlich eine Kolokalisation von
CLIC1 und F-Aktin auf (rote Pfeile fiir CLIC1-Membranexpression, gelbe Pfeile fiir F-
Aktin und lila Pfeile fiir Kolokalisation). Dadurch konnte gezeigt werden, dass sich
CLIC1 in Lamellipodien anreichert.
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Abbildung 15: CLICI- und F-Aktinverteilung in den HUVEC nach vierstiindiger
Adhésionszeit

DMSO HUVEC 4 h, VergroBerung 20x (DAPI, , F-Aktin): CLIC1-
Membranexpression und CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation (oben CLICI, in der Mitte F-
Aktin, unten Merge)

Wihrend es zu den frithen Zeitpunkten der Adhésion noch zu einer Kolokalisation von
CLIC1 und F-Aktin in den HUVEC kam, entspricht die CLIC1-Verteilung nach 4-
stiindiger Adhésionszeit nicht mehr der Verteilung von F-Aktin.
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4.3 Der Effekt von [AA-94 auf die Rekrutierung von CLICI in die

Zellmembran

Die Zellen wurden mit dem synthetischen CLIC-Inhibitor IAA-94, der CLIC1 und CLIC4
inhibiert, behandelt. In den Zellen der Kontrolle wurde CLIC1 nach zehn Minuten in der
Membran der meisten Zellen nachgewiesen. Die Analyse der Zellmorphologie unter siCLIC1 und
siCLIC4 hatte gezeigt, dass CLIC1 die Endothelzelladhdsion vor allem zu Beginn beeinflusst,
wihrend CLIC4 eher einen Einfluss zu spiteren Zeitpunkten hat. Bei der Adhésion der Zelle auf
der EZM kommt es zu einer Bindung der zelluléren Integrine an Kollagen. Hierbei scheint CLIC1
mit den Integrinen zu interagieren. Es wurde gezeigt, dass es im zeitlichen Verlauf zu weniger
Kolokalisation von CLIC1 mit F-Aktin kommt. Um nachzuweisen, dass IAA-94 die CLIC1-
Membranrekrutierung vermindert, wurde eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt, in der der
Anteil der Zellen bestimmt wurde, die CLIC1 in ihrer Membran exprimierten. Unter den Zellen
von IAA-94 kam es nach zehn Minuten zu weniger CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation. Wie in der
Kontrolle fiel der Anteil der CLIC1-positiven Zellen unter den mit IAA-94 behandelten HUVEC
kontinuierlich iiber die Zeit ab (4bbildung 16).
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Abbildung 16: CLIC1-Membranexpression, CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation in
HUVEC, die mit IAA-94 behandelt wurden, nach zehnminiitiger Adhésionszeit
IAA-94 HUVEC 10 min, Vergroflerung 40x (DAPI, , F-Aktin): CLIC1-
Membranexpression (oben), F-Aktin (Mitte) und CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation
(Merge, unten)

Nach Behandlung der HUVEC mit IAA-94 nach 10-miniitiger Adhésionszeit kommt es
in weniger Zellen zur CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation, weniger Zellen weisen eine
CLIC1-Membranexpression auf (rote Pfeile fiir CLIC1-Membranexpression, griine
Pfeile fiir F-Aktin, lila Pfeile fiir CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation, vgl. Abbildung 14).
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Im Vergleich zu den Zellen der Kontrolle wurde zehn Minuten nach dem Ausséen eine CLIC1-
Membranexpression in 52 % der TAA-94-Zellen gegeniiber 70 % der DMSO-behandelten
Kontrollzellen beobachtet. Nach dreifig Minuten lag der Anteil der CLIC1-membranpositiven
[IAA-94-Zellen nur noch bei 33 % im Vergleich zu 56 % bei den Kontrollzellen. Dieser
signifikante Unterschied ldsst sich eine und vier Stunden nach Beginn der Adhésion nicht mehr
beobachten. Zu diesem Zeitpunkt lag der Anteil der HUVEC, die CLICI in der Membran
exprimierten nach IAA-94-Behandlung und bei den Kontrollzellen bei 18-22 % (Abbildung 17).

80,00%
60,00%

40,00%

20,00% I I T
0,00% - -

10 min 30 min 4h
m DMSO HUVEC 70,33% 56,06% 22,28% 21,90%
IAA-94 HUVEC 52,46% 32,75% 19,63% 17,63%

Abbildung 17 CLIC1-Membranexpression in  HUVEC nach zehn-,
dreiBigminiitiger, ein- und vierstiindiger Adhésionszeit
Vergleich der Kontrolle mit HUVEC, die mit [AA-94 behandelt wurden

2 p<0,05, ** £ p<0,01, ¥** £ p<0,0001, n. s. £ nicht signifikant
Durch die Behandlung der HUVEC mit IAA-94 ist die CLIC1-Membranexpression
im Vergleich zur Kontrolle nach 10- und 30-miniitiger Adhésionszeit signifikant
verringert. Nach ein- und vierstiindiger Adhésionszeit ist CLIC1 in weniger Zellen
nachweisbar, die Kontrolle unterscheidet sich nicht mehr signifikant von den mit
[IAA-94 behandelten Zellen.

Entsprechend wurde untersucht, wie sich die F-Aktinbildung in Zellen, die mit TAA-94 behandelt
wurden, entwickelte. Von den Kontrollzellen bildeten nach 10 min 79 % Lamellipodien
gegeniiber 48 % der mit IAA-94 behandelten Zellen. Nach dreilig Minuten waren es bei der
Kontrolle noch 23 % und bei IAA-94 18 %. Nach einer und vier Stunden blieb der Anteil der
lamellipodienpositiven Zellen bei beiden auf einem niedrigen Niveau konstant (4bbildung 18).
Es wurde deutlich, dass CLIC1 vor allem zu frithen Zeitpunkten die Adhision der HUVEC
beeinflusst, dhnlich wie es bereits bei den Knock-down-Versuchen gezeigt wurde. Durch den
Nachweis der Kolokalisation mit F-Aktin und die Beeinflussung der F-Aktinbildung in
Lamellipodien konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass CLIC]1 fiir die Funktion der Zelle

relevant ist. Um zu {iberpriifen, warum zunéchst eine Kolokalisation zwischen CLIC1 und F-
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Aktin nachweisbar ist, die in den Stressfasern nicht mehr zu erkennen ist, sind weitere

Experimente nétig.
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Abbildung 18: F-Aktin in Lamellipodien in HUVEC in zehn-, dreiBigminiitiger,

ein- und vierstiindiger Adhésionszeit

Die Bildung von F-Aktin in Lamellipodien in HUVEC nimmt im zeitlichen Verlauf

ab.

* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant
Durch die verringerte Bildung von F-Aktin in Lamellipodien nach Behandlung von
HUVEC mit IAA-94 konnte gezeigt werden, dass CLIC1 fiir die Funktion der Zelle

relevant ist.

4.4 Der Einfluss des Knock-downs der Integrine 31 und B3 auf die

CLICI1-Membranexpression

Die Integrine bestimmen die Aktindynamik der Zelle (28). Um ihren Einfluss auf die CLIC1-

Membranexpression zu untersuchen, wurden Integrin B; und B3 mit siRNA ausgeknockt

(siITGNB1 und silTGNB3) und die HUVEC nach zehnminiitiger Adhésionszeit analysiert. Es

wurde beobachtet, dass 57 % der Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen CLIC1 in der Membran

exprimierten. Unter silTGNB1 war die Anzahl der Zellen mit CLIC1-Membranexpression mit

54 % vergleichbar zu den kontrolltransfizierten Zellen, wahrend silTGNB3 mit 36 % zu einer

deutlichen und signifikanten Reduktion der CLIC1-positiven Zellen fiihrte (4bbildung 19).

29



80,00% %

n.s.
60,00% T
40,00% T
20,00%
0,00%
HUVEC
10 min
m siControl 56,64%
silTGNBI 54,45%
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Abbildung 19: CLIC1-Membranexpression in HUVEC mit Knock-down von
Integrin 3, oder [3;

Vergleich von HUVEC nach 10-, 30-minitiger, 1- und 4-stiindiger Adhésionszeit
* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant

Im Vergleich zur Kontrolle ist die CLIC1-Membranexpression nach Knock-down
von Integrin B3 signifikant verringert. Beim Knock-down von Integrin

1 unterscheidet sie sich nicht signifikant von der Kontrolle.




Abbildung 20: CLIC1-Membranexpression in HUVEC mit Knock-down
von Integrin ; oder 33

CLIC1-Membranexpression in siControl (oben), silTGNB1 (Mitte) und
silTGNB3 HUVEC (unten) 10 min, Vergroferung 20x (DAPI, )
Wihrend die Zellen der Kontrolle und silTGNB1 nach zehnminiitiger
Adhésion eine deutliche CLIC1-Membranexpression (rote Pfeile)
aufweisen, ist diese bei silTGNB3 in signifikant weniger Zellen zu
beobachten.

Um den Einfluss des Knock-downs von Integrin 3; und 3; auf die Adhésion ndher zu untersuchen,

wurde als néchstes analysiert, in welchem Anteil der Zellen F-Aktin in Lamellipodien
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nachweisbar war. In der Kontrolle kam es in 55 % der HUVEC zur Bildung von F-Aktin in
Lamellipodien. Unter silTGNBI kam es dazu in 60 % der Zellen. Von den silTGNB3-
transfizierten Zellen bildeten hingegen 43 % F-Aktin in Lamellipodien (4bbildung 21). Integrin
(33 ist fiir die Endothelzelladhésion funktionell relevant, da es die CLIC1-Membranexpression und
die Zellmorphologie beeinflusst. Der Knock-down von Integrin 1 hingegen fiihrte nicht zu einem
signifikanten Unterschied bei der Bildung von F-Aktin in Lamellipodien. Auch die CLICI1-

Membranexpression war hier zuvor nicht signifikant vermindert.
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m siControl 55,34%
silTGNB 1 60,23%

silTGNB3 42,85%

Abbildung 21: F-Aktin in Lamellipodien

Vergleich von HUVEC, die mit siControl, silTGNB1 oder silTGNB3 behandelt
wurden, nach 10-miniitiger Adhésionszeit

* 2 p<0,05, ¥ £ p<0,01, *** £ p<(0,0001, n. s. £ nicht signifikant

Der Knock-down von Integrin (3 fiihrte zu signifikant weniger F-Aktin in
Lamellipodien. Auch hier lésst sich bestétigen, dass CLIC1 einen funktionellen
Einfluss auf die Zelladhision hat. Diese Beobachtungen glichen sich mit denen aus
dem Knock-down von CLIC1 und CLIC4.
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5 Diskussion
5.1 Der Einfluss von CLIC1 auf das Zellspreading und die
Endothelzelladhdsion

Bei der Endothelzelladhdsion und im ersten Schritt der Migration (14) bilden die Zellen
Lamellipodien und Filopodien als protrusive Elemente (95). Wihrend der Zellmigration werden
stindig Adhésionen gebildet und abgebaut, Migration und Adhéision sind miteinander verbunden
(95). Die Migration wird durch extrazelluldre Einfliisse wie Wachstumsfaktoren, Chemokine,
mechanische Krifte oder Proteine der EZM beeinflusst (95). Das Zellspreading in Form von
Lamellipodien erlaubt es den Zellen, in ihrer Umgebung geeignete Orte fiir die Bildung von
Fokaladhésionen zu finden (41; 42). Spéter entstehen in Fokaladhdsionen aus dem F-Aktin
Stressfasern (94; 96). Der genaue zeitliche Ablauf des Zellspreadings, in dem je nach Alter der
Adhision deren Proteinzusammensetzung unterschiedlich ist, ist flir die Adhésion der
Endothelzellen von Bedeutung (136). Kénnen Lamellipodien und Filopodien nicht vollstéindig
ausgebildet werden, werden sie in den Zellkorper zuriickgezogen. Dies fiihrt zur Bildung
sogenannter Membrane- Ruffles (27). Die Verdnderung der Zellmorphologie nach Bindung der
Zelle an die EZM beruht auf dem Zusammenspiel von Wachstumsfaktorrezeptoren, Cadherinen,
Integrinen und intrazelluléren Signalkaskaden, die nach Interaktion mit der EZM zu spezifischen
Verinderungen des Zytoskeletts fithren (15). Die Rho-GTPasen sind am Aufbau des
Aktinzytoskeletts beteiligt (65). Wird z. B. die Rho-GTPase cdc42 ausgeknockt, kommt es zu
verminderter Filopodienbildung, nach Ausknocken der Rho-GTPase Rac zu verminderter
Lamellipodienbildung und nach Ausknocken von RhoA zu einer Stérung der Stressfaserbildung
(48; 109). Frithere Experimente mit Knock-down von CLIC1 in Endothelzellen hatten zu weniger
Kapillaraussprossung wihrend der Angiogenese gefiihrt (123). In den Experimenten deutete die
verringerte Bildung von Lamellipodien und Filopodien und der gleichzeitig erhéhte Anteil nicht-
gespreadeter Zellen bei CLIC1-Knock-down nach einer Stunde auf eine gestorte F-
Aktinexpansion hin. Dahingegen war die Bildung von F-Aktinstressfasern nicht vermindert und
funktionierte gut ohne CLIC1. Durch die Ergebnisse des Doppel-Knock-downs konnte bestétigt
werden, dass CLIC4 wihrend der frithen Phase scheinbar keinen zusétzlichen Effekt zu CLIC1
hatte. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass CLIC1 die Funktion hat, die HUVEC-
Adhision durch die Bildung von Lamellipodien und Filopodien zu fordern. Es ist hauptsichlich
in den friiheren Phasen aktiv. F-Aktinstressfasern sind neben anderen Zelltypen wie z. B.
Fibroblasten in Endothelzellen zu finden. Sie entstehen durch die Zusammenlagerung von
ungefdhr 10 bis 30 Aktinfilamenten (121), die mit Myosin-II-Biindeln und o-Aktinin assoziiert

sind (72; 82). In ihrem Aufbau und ihrer Rolle sind sie den Aktinfilamenten im Sarkomer von
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Muskelzellen dhnlich. Stressfasern sind ein Zeichen reifer Adhédsionen (94). Sie wurden nicht nur

in migrierenden (68), sondern auch in ruhenden Zellen nachgewiesen (25).

5.2 CLIC1 und CLIC4 — FEinfluss auf unterschiedliche Phasen der
Adhéasion

Das Protein CLIC4 wurde bei der Angiogenese u. a. in den Membranen der Vakuolen der
Endothelzellen nachgewiesen, die miteinander fusionieren und das Geféfllumen bilden. Durch
den Knock-down von CLIC4 wird die Angiogenese gestort (126) und dadurch das Wachstum von
Tumoren verhindert, wodurch es als neuer Therapieansatz gesehen wurde (117). Verringerte
Expression von CLIC4 in Endothelzellen fiihrte aulerdem zu weniger Zellproliferation, kapillérer
Netzwerkbildung und Aussprossung sowie Lumenbildung (122). In HeLa- und MDA-MB-231-
Zellen fithrte der Knock-down zu verminderter Adhésion und vermindertem Zellspreading (4).
Im Rahmen der Zelladhésion ist bereits bekannt, dass CLIC4 durch die Aktivierung von RhoA in
die Zellmembran eingebaut wird (6). AuBerdem kolokalisiert CLIC4 im Rahmen der
Zelladhdsion mit Integrin B (4). Da CLIC4 vielfdltige Aufgaben in Zellen hat, wurde untersucht,
ob es dhnlich wie CLIC1 die Endothelzelladhésion beeinflusst. Nach vierstiindiger Adhdsionszeit
wurde beobachtet, dass die Zellen von siCLIC4 so wie nach einstiindiger Adhisionszeit
diejenigen von siCLIC1 héaufiger nicht-gespreadet und seltener lamellipodien-/filopodienpositiv
waren. Der Vergleich der Ergebnisse des CLIC1- und des CLIC4-Knock-downs zu beiden
Zeitpunkten deutete auf einen CLIC1/CLIC4-Switch in den Zellen hin. CLIC4 hat zu Beginn der
Adhision keinen nennenswerten Einfluss. Auch in fritheren Experimenten konnte gezeigt
werden, dass CLIC1 in neue, nicht jedoch in reife adhésionsvermittelte Signalprozesse involviert
war (100). Zu untersuchen wére zukiinftig, ob CLIC4 zu spédteren Zeitpunkten mit F-Aktin in
Stressfasern kolokalisiert. Es wurde geschlussfolgert, dass CLIC1 die Endothelzelladhédsion zu

frithen Zeitpunkten beeinflusst, wihrend CLIC4 diese Rolle erst spéter iibernimmt.

53 Die Bedeutung der CLIC1-Membranexpression fiir die
Endothelzelladhidsion

Da die Bildung von Lamellipodien und Filopodien elementar fiir die Zelladhésion ist, sollte die
Rolle von CLICI bei ihrem Aufbau untersucht werden. Unter siCLICI hatten weniger Zellen
gespreadet. Um den Mechanismus, durch den CLIC1 die Lamellipodien- und Filopodienbildung

fordert, zu verstehen, wurde seine Expression analysiert. Es wurde in einem grofen Anteil der
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Zellen kurz nach Beginn der Adhédsion eine CLIC1-Membranexpression gesehen. Im zeitlichen
Verlauf fillt er ab und bleibt auf einem niedrigeren Niveau konstant. Durch die Behandlung mit
[IAA-94 zeigte sich weniger CLIC1-Membranexpression. Die CLIC1-Membranrekrutierung
scheint adhésionsabhingig zu erfolgen. Die Arbeitsgruppe hat in vorangegangenen Studien
gezeigt, dass adhésive Interaktionen von Zellen mit der EZM zur Rekrutierung von CLIC1 aus
dem Zytoplasma in die Zellmembran fiihren (51; 67). Auch beim hepatozellularen Karzinom
wurde in fritheren Experimenten die CLIC1-Membranexpression untersucht. CLIC1 wurde in
Membranprotrusionen nachgewiesen und schien die durch entstehende Adhédsionen ablaufenden
Signalprozesse zu beeinflussen (100). Auerdem wurde festgestellt, dass Sphingosin-1-Phosphat
zu CLIC1-Membranrekrutierung und iiber Racl und Rho zu Signalprozessen fiihrt, die die
Zellmigration und Stressfaserbildung fordern (81). CLIC1 enthélt eine Transmembranregion (47).
Die Membranform entsteht durch die Oxidation von Cystein an Position 24 und 59, wodurch ein
Dimer gebildet wird (75). Zu anderen Zellen, in denen eine Membranexpression von CLIC1
nachgewiesen wurde, gehoren Kolonkarzinomzellen (130). Die Behandlung mit IAA-94 fiihrte
hier zu weniger Migration und Invasion. Auch zur Untersuchung von Prozessen wie der
Atherosklerose wurden Experimente mit einem CLIC1-Knock-down und mit IAA-94
behandelten Zellen durchgefiihrt. Diese fithrten zu dem Ergebnis, dass eine Uberexpression von
CLIC1 mit einer beschleunigten Atherosklerose assoziiert ist (132). Nicht nur in Blutgefédf3en und
damit indirekt beim Tumorwachstum, sondern auch in Tumorzellen selbst ist CLIC1 von
Bedeutung. Versuche mit einem Knock-down von CLIC1 wurden bei der Untersuchung von
Pankreaskarzinomzellen durchgefiihrt. Die Zellproliferation konnte dadurch reduziert werden
(78). Auch eine Uberexpression von CLIC1 in Magenkarzinomzellen (20), die als prognostischer
Marker dienen kann, ist mit schlechterem Uberleben assoziiert. Das gleiche wurde fiir
Glioblastomzellen gezeigt. Daher wurde CLIC1 als therapeutischer Angriffspunkt vorgeschlagen
(111). Das Vorkommen von CLICI in Zellen verschiedener Organe zeigt einerseits die
Herausforderungen, andererseits auch die vielfiltigen Mdoglichkeiten in der Therapie von
Krankheiten. Da in den Experimenten dieser Arbeit der Knock-down von CLIC1 zu weniger
Zellspreading gefiihrt hatte, sollte herausgefunden werden, ob es ein Zusammenspiel von CLIC1

mit F-Aktin gab, das fiir die Zellmorphologie maB3geblich ist.

5.4 Das Zusammenspiel von CLICI und F-Aktin wihrend der
Endothelzelladhision

Fiir die aktinbasierten zytoskelettalen Strukturen ist F-Aktin die grundlegende Einheit (104). Die
Zellmorphologie éndert sich durch die Reorganisation des Aktinzytoskeletts (115). F-Aktin ist

eine hochdynamische Struktur und unterliegt stindiger Polymerisation und Depolymerisation
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(104). Die Frage war, ob CLICI die Lokalisation von F-Aktin beeinflusst und ob es ein
Zusammenspiel von CLIC1 und F-Aktin wihrend der Endothelzelladhdsion gibt. Daher wurden
die Zellen auf eine Kolokalisation untersucht. Auch andere CLIC-Proteine wurden bereits
hinsichtlich des Zusammenspiels mit Aktin untersucht. CLIC5A fordert den Zusammenbau eines
F-Aktin enthaltenden Komplexes und wurde urspriinglich als zytoskelettassoziiertes Protein
entdeckt (11). In anderen Versuchen mit verschiedenen Zelltypen wurde die Kolokalisation von
CLIC4 und CLIC5 mit F-Aktin nachgewiesen (10). Auch andere Proteine haben einen Einfluss
auf Lokalisation und Funktion des F-Aktins. An der Verbindung zwischen F-Aktin und der
Zellmembran bspw. ist phosphoryliertes Filamin beteiligt, indem es dieses mit
Membranglykoproteinen verbindet und so den kortikalen F-Aktinring stabilisiert (115). Eine
weitere Gruppe sind die aktinbindenden Proteine wie z. B. ADF, Cofilin (135), Thymosin 4,
DNase I oder CapZ (28). In den Studien dieser Arbeit wurde zu Beginn der HUVEC-Adhésion
eine deutliche CLIC1-F-Aktin-Kolokalisation in der Zellmembran beobachtet, die iiber die Zeit
abnahm. Zu spéteren Zeitpunkten, zu denen die Endothelzelladhédsion weniger dynamisch ist,
entstanden in den HUVEC Stressfasern, in denen die beiden nicht mehr kolokalisierten. Es blieb
unklar, ob die direkte Interaktion zwischen CLIC1 und F-Aktin von Bedeutung war. Die Rolle
von CLIC1 bei Prozessen wie der Endothelzelladhidsion muss in einem weiter gefassten Umfeld
beurteilt werden. Beim hepatozelluldren Karzinom wird CLIC1 hochreguliert und ist so u. a.
verbunden mit einer erhohten Tumorinvasion, die bei ausgeknocktem CLIC1 vermindert ist.
CLICI1 rekrutierte hier PIPSK1A und PIP5KIC in die Zellmembran, was zur Entstehung
integrinvermittelter Zell-Matrix-Adhésionen fiihrte (100). Es wurde geschlussfolgert, dass der
Einfluss von CLIC1 auf die Dynamik von F-Aktin und damit die Zellmorphologie
kontextabhédngig ist. Weitere Experimente sind ndtig, um zu zeigen, ob CLIC4 auf die

Stressfaserbildung Einfluss hat und hier mit F-Aktin kolokalisiert.

5.5 Unterschiede zwischen den Integrinen bei der Endothelzelladhision

Die Angiogenese hidngt von den Kontakten zwischen Zelle und EZM ab. Diffus auf der
Zelloberflache verteilte Integrine nehmen an der Adhésion teil (32; 49). Dariiber hinaus regulieren
sie Prozesse wie die Polarisation von Zellen und ihre Migration (131). Sie binden wihrend der
Angiogenese u. a. an das Kollagen Typ I und IV der EZM. Die dadurch in der Endothelzelle
ausgeloste Kaskade flihrt zur Zelladhdsion (32; 95). Die integrinvermittelte Zelladhédsion kann
den Zellzyklus beeinflussen (66). Die adhésiven Eigenschaften der Integrine kdnnen durch die
Verianderung der Bindung an das Aktinzytoskelett beeinflusst werden (49). Von den zahlreichen
an der Angiogenese beteiligten Integrinen ist besonders Integrin B3 zu erwéhnen, das verschiedene

Funktionen in Endothelzellen hat (32). Werden Endothelzellen z. B. Wachstumsfaktoren
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exponiert, wird die Expression von Integrin 3 verstirkt (16). Neben ihm wird auch Integrin 3
hauptséchlich in Endothelzellen exprimiert (32; 137). Der Einfluss eines Knock-downs von
CLIC1 auf die Expression der Integrine ; und B3 wurde bereits zuvor untersucht. Hierbei wurden
durch den Knock-down von CLICI beide Integrine stérker exprimiert. Daher wurde die
Hypothese aufgestellt, dass CLIC1 die Endothelzellmigration durch die Regulation der
Expression der Integrine beeinflusst (123). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich die
Integrine B und B3 in ihrem Einfluss auf die CLICI-Membranexpression und damit die
Endothelzelladhdsion unterscheiden. Es zeigte sich, dass der Knock-down von Integrin 33 zu
weniger CLIC1 in der Membran gefiihrt hatte als der Knock-down von Integrin ;. Dies deutete
darauf hin, dass Integrin B3 stirker mit CLICI1 interagiert als Integrin Bi. Auch in vorherigen
Experimenten hatte sich gezeigt, dass Integrin B3 einen stirkeren Einfluss auf die Angiogenese
hatte als Integrin ; (16). Es wurde ebenfalls untersucht, welcher Anteil der Zellen mit Knock-
down von Integrin B3 oder Bi nach zehnminiitiger Adhésion Lamellipodien bildete. Dieser war in
den Zellen mit Knock-down von Integrin 3; verringert. Die Schlussfolgerung war, dass es ein
Zusammenspiel von Integrin B3 und CLIC1 bei der Lamellipodienbildung gibt. Ergidnzend
konnten weitere Integrine untersucht und auch hier dhnlich wie bei den Experimenten mit Knock-

down von CLICI1 und CLIC4 verschiedene Zeitpunkte der Adhésion analysiert werden.

5.6 Relevanz der Ergebnisse aus den Experimenten mit CLIC1

Der Knock-down von CLIC1 fiihrte in den Experimenten zu einer verringerten
Endothelzelladhésion. Dieses und andere Ergebnisse dieser Arbeit reihen sich in die Ergebnisse
anderer Arbeiten ein, die CLICI1 als Ziel neuer Therapien vorschlagen. Daneben wurde auch
CLIC4 analysiert. Die Untersuchungen der CLIC-Proteine sind aufgrund ihrer strukturellen
Homogenitit noch immer eine Herausforderung (101). Die Inhibition der Angiogenese ist bereits
Angriffspunkt fiir verschiedene Therapien. Zu nennen sind bspw. VEGF in der
antiangiogenetischen Therapie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (103) und des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms (35). Zukiinftig kann diese Entwicklung auch in die Richtung
weiterer Proteine wie beim Ang-Tie-Signalweg gehen (8). Proteine, die wie CLIC1 in den
Endothelzellen exprimiert werden und eine Rolle bei deren Adhédsion wihrend der Angiogenese
spielen, konnen ebenso ein zukiinftiges Feld darstellen. Die Bedeutung der neuen Angriffspunkte
in der antiangiogenetischen Therapie muss gegen das ubiquitire Vorkommen der Proteine
abgewogen werden. Die Mechanismen der Interaktion von CLIC1 mit den Integrinen und der
CLIC1-Membranrekrutierung sowie des Zusammenspiels mit dem Zytoskelett miissen niher

untersucht werden, damit CLIC1 als Angriffspunkt fiir Therapien genutzt werden kann. Ahnlich
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wie bei CLIC1 muss auch bei den Integrinen fiir die Verwendung als Angriffspunkte von
antiangiogenetischen Therapien die Wirkung gegen das weit verbreitete Vorkommen der
Integrine abgewogen werden. Die Analyse der Rolle von CLIC1 bei der Endothelzelladhésion in
dieser Arbeit ist fiir eine antiangiogenetische Therapie mehr richtungsweisend als konkrete
Handlungsmoglichkeit. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass Tumorblutgefde sich von
normalen Blutgefd3en unterscheiden. Die Wirkung neu entwickelter Medikamente konnte durch
die Endothelzellzellen in Tumorblutgefidlen eingeschrinkt sein. Endothelzellen in Tumoren
haben eine aberrante Morphologie (62), sie bilden nicht immer eine homogene
Endothelzellschicht. Die Tumorblutgefife sind oft auch funktionell abnormal (53). Sie haben
wiahrend ihrer Bildung weniger Schutzmechanismen und keine funktionierenden Perizyten, die
sie umgeben. Auflerdem haben Tumorendothelzellen durch die dauerhafte Aktivierung der
Angiogenese u. a. mehr Verzweigungen, mehr Capillary-Leak und eine erhdhte Proliferation der
Endothelzellen (52; 90). Dariiber hinaus kann CLIC1, wie in einer vorherigen Arbeit dargestellt,
néher bei seiner Bedeutung fiir die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht werden
(77). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen zur Forschung an den Grundlagen der
Angiogeneseinhibition beitragen. Weitere Experimente sind jedoch nétig, um CLIC1 als

Angriffspunkt fiir Therapien zu etablieren.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ADF:
bFGF:
BSA:
CFTR:
CLC:
CLIC1:
COX-2:
DMSO:
EBM-2:
EDTA:
EGM-2:
EZM:
FBS:
GABA:

GM-CSF:

HEPES-BSS:

HUVEC:
[AA-94:
IGF-1:
mRNA:
NCC27:
NFM:
NO:

Opti-MEM:

PAI-1:
PBS:
RGD:
SDS:
siRNA:
siCLICI:
siCLIC4:

actin-depolymerizing factor

basic fibroblast growth factor

bovine serum albumin

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
chloride channel

chloride intracellular channel 1

Cyclooxygenase-2

Dimethylsulfoxid

endothelial basal medium 2
Ethylendiamintetraessigsiure

endothelial growth medium 2

extrazelluldre Matrix

fetal bovine serum

v-Aminohydroxybuttersiure
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonic acid buffered
saline solution

human umbilical venous endothelial cells
R(+)-Indanyloxyaceic acid 94

Insuline-like growth factor 1

messenger ribonucleic acid

nuclear chloride channel-27

non-fat milk

Stickstoffmonoxid

Opti Minimum essential medium without serum
plasminogen-activator inhibitor 1
phosphate-buffered saline

Arg-Gly-Asp

sodium dodecyl sulfate

small interfering ribonucleic acid

chloride intracellular channel 1small interfering ribonucleic acid

chloride intracellular channel 4 small interfering ribonucleic acid
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siCLIC1-CLIC4:

siControl:
t-PA:
TSP-2:
VEGEF(-A):

chloride intracellular channel 1 and 4 small interfering
ribonucleic acid

control small interfering ribonucleic acid
Gewebeplasminogenaktivator

Thrombospondin-2

vascular endothelial growth factor (A)
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9 Anhang
9.1 Verwendete Gerite
Geriit Hersteller
Absauganlage Vacusafe Comfort INTEGRA
Biociences)
Computerprogramme Adobe Photoshop CS5 Version
12.0 x32
NIS Elements 4.20.00 Build 967
Gefrierschrank UF755G (Dometic) (-80°C)
Fluoreszenzmikroskop Nikon ECLIPSE Ni-U
Kiihlschrank MP 3558 (Dometic)
Laborabzug R1500 (Delta System 30)
Phasenkontrastmikroskop PrimoVert (Carl Zeiss)
Pipetten Rainin (Classic PR-2; -10; -20; -
200; -1000)
Shaker Polymax 1040 (Heidolph)
Sterilbank Hera Safe KS (Thermoscientific)
Vortexer Vortexer lab dancer (VWR)
Waage Analysewaage (Sartorius)
Wasserbad TWS8 (Julabo)
Zentrifuge Heraeus Pico™ & Fresco™ 17/21
9.2  Verwendete Zellen und Reagenzien
Zellen und Hersteller Katalognummer
Reagenzien
Alexa Fluor™ 488 Thermo Fisher A-11017
goat anti-mouse IgG Scientific
Alexa Fluor™ 546 Thermo Fisher A22283
Phalloidin Scientific
Anti-CLICI antibody Abcam ab77214
(monoclonal mouse)
BSA Thermo Fisher 11493823
Scientific
Dapi Sigma-Aldrich F6057
EBM™.2 Basal Lonza CC-3156
Medium
EGM-2™ Lonza CC-3162
EGM-2™ Lonza CC-4176
SingleQuots
FBS Sigma-Aldrich 11550356
HEPES BSS Lonza CC-5024
HUVEC Lonza C2519A
R(+)-IAA-94 Sigma-Aldrich 1117-10MG-I
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher 1668
Scientific
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Mouse IgG1 Negative Millipore MABCO002
Control (monoclonal)
On-Targetplus CLICI Thermo Scientific L-009530-00
smartpool Dharmacon®
On-Targetplus CLIC4 Thermo Scientific L-013553-00
smartpool Dharmacon®
On-Targetplus Integrin Thermo Scientific L-004506-00
B1 smartpool Dharmacon®
On-Targetplus Integrin Thermo Scientific L-004124-00
B3 smartpool Dharmacon®
On-Targetplus non- Thermo Scientific D-001810-10-20
targeting pool Dharmacon®
Opti-MEM Thermo Fisher 31985-062
Scientific
PBS Thermo Fisher
Scientific
Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284-100ML
Trypsin-EDTA Thermo Fisher 11580626
Scientific
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