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1 EINLEITUNG

1.1 NUKLEOTIDE UND PURINERGE REZEPTOREN

1.1.1 Nukleotide

Die Bezeichnung Nukleotid geht auf die Erstbeschreibung des Nucleins (Nukleinsdure) im
Jahre 1871 durch Friedrich Miescher im Zellkern von Eiterzellen (Leukozyten) zuriick
[Miescher, 1871]. 1929 identifizierte Phoebus Levene die Bausteine der Nukleinsduren und
bezeichnete die Einheit aus Purin- oder Pyrimidinbase, einer Pentose und einem
Phosphatrest als Nukleotid (zitiert nach: [Dunn, 1991]). Die Verbindung aus einer solchen
Base und einer Pentose wird Nukleosid genannt. Entsprechend der Anzahl an Phosphatresten
wird flir die Nukleotide die Bezeichnung Nukleosidmono-, Nukleosiddi- oder

Nukleosidtriphosphat verwendet.

Die biologische Bedeutung der Nukleotide ergibt sich aus ihrer Beteiligung an einer Vielzahl
intrazelluldrer Funktionen. Als monomere Einheiten der Desoxyribonukleinsédure (DNA) und
der Ribonukleinsédure (RNA) kodieren sie die genetischen Informationen der Zelle und sind
direkt oder indirekt an allen spezifischen Leistungen einer Zelle beteiligt. Die energiereichen
Nukleotide, zumeist Adenosintriphosphat (ATP), sind zudem sowohl Endprodukte als auch
Regulatoren vieler Reaktionen des Zellstoffwechsels. Entsprechend etablierte Daniel
Atkinson 1968 das Konzept der Energieladung der Zelle, basierend auf den intrazelluldren
Konzentrationen der drei Adenosinphosphate  (Adenosinmonophosphat (AMP),
Adenosindiphosphat (ADP) und ATP) [D. E. Atkinson, 1968]. Die zyklischen
Monophosphate der Purinbasen (zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches
Guaninmonosphosphat (cGMP)) hingegen konnten als intrazellulire Mediatoren

extrazelludrer, hormoneller Signale identifiziert werden (,,second messenger).



Einleitung 12

Des weiteren haben Adenosinnukleotide eine Bedeutung als Komponenten gruppen- oder
wasserstoffiibertragender Koenzyme (Koenzym A, Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD),
Flavin-Mono-Nukleotid (FMN), Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD), Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotidphosphat (NADP)).

ATP

Adenin

o - ) "= Ribose

Triphosphat

ADP

Diphosphat

AMP

Phosphat :

Abbildung 1: Chemische Struktur der Adenosinnukleotide. Die Purinbase Adenin (griin) bildet mit dem
Monosaccharid Ribose (blau, Pentose) das Nukleosid Adenosin. Entsprechend der Anzahl der
Phosphatreste (gelb) ergibt sich die Bezeichnung Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat
(ADP) oder Adenosinmonophosphat (AMP).
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Physiologische Aktivititen extrazelluldrer Adeninderivate (Abbildung 1) wurden erstmals
1929 von Drury und Szent-Gyorgyi beschrieben [Drury,Szent-Gyorgyi, 1929]. Die
experimentelle, intravendse Injektion von ATP fiihrte zu einem Abfall der Herzfrequenz und
des arteriellen Blutdrucks. Im Jahre 1959 folgte als wesentlicher Schritt die Beschreibung
des ATP als Neurotransmitter durch P. Holton [Holton, 1959]. Die Identifikation der
verschiedenen Rezeptorklassen fiir Purinderivate (purinerge Rezeptoren) geht auf
grundlegende Arbeiten von G. Burnstock im Jahre 1978 zuriick [Burnstock, 1978]. In den
neunziger Jahren konnte durch die Sequenzierung der verschiedenen purinergen Rezeptoren
eine Funktion der extrazelluliren Purine in einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse des Gefd-, Immun- und Nervensystems nachgewiesen
werden: Reizweiterleitung an Synapsen, Nozizeption, Regulation des GefidBtonus,
Regulation der Thrombozytenaggregation, Mastzelldegranulation, programmierter Zelltod

(Apoptose) immunkompetenter Zellen (zusammengefasst in: [Brake,Julius, 1996]).

Als Mechanismen der Sekretion der Nukleotide in den Extrazellularraum wurden sowohl die
Exozytose nukleotidreicher Granula, der Efflux durch Membrankandle als auch die
Aufnahme in den Golgi-Apparat und die Ausscheidung in Transportvesikeln gemeinsam mit

Glykoproteinen beschrieben (Tabelle 1).

Zellularer Mechanismus  Pathophysiologischer Kontext

Zelllyse Zelltod (Nekrose)
Exozytose Thrombozytenaggregation
Neurotransmission

Plasmamembran-Permeabilitdit Mechanische Stimulation
Hypoxie
Bakterielle Infektion
Vesikeltransport Konstitutiv

Mechanische Stimulation

Tabelle 1: Zelluldre Mechanismen und pathophysiologischer Kontext der Freisetzung von Nukleotiden

in den Extrazellularraum (modifiziert nach: [Boeynaems et al., 2005]).
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AufBlerdem werden hohe Nukleotidkonzentrationen im Rahmen von Zelllysen (Nekrose)

freigesetzt [Boeynaems et al., 2005].

1.1.2 Purinerge Rezeptoren

Historisch erfolgte die Klassifikation der purinergen Rezeptoren in P1 und P2 entsprechend
threr Agonisten [Stone, 1991]. Der physiologische Agonist der P1-Rezeptoren ist das
Nukleosid Adenosin, wihrend die P2-Rezeptoren vorwiegend von den Di- und

Triphosphatnukleotiden des Adenosins stimuliert werden.

Entsprechend ihrer pharmakologischen Eigenschaften wurden die P1-Rezeptoren zunéchst in
die Subtypen A;, Ay und A,p eingeteilt. Molekularbiologische Studien konnten die Existenz
dieser drei Subtypen bestétigen und einen weiteren (As) identifizieren [Yaar et al., 2005].
Nach einer Empfehlung des Committee on Receptor Nomenclature and Classification der
International Union of Pharmacology (NC-IUPHAR) sollte der Terminus P1-Rezeptor durch
die Verwendung des Begriffes Adenosin-Rezeptor ersetzt werden [Fredholm et al., 2001].
Alle vier Adenosin-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte, transmembrandse Proteine, die
zum Teil koexistent auf einer einzelnen Zelle exprimiert werden und gegensitzliche
physiologische Antworten auslosen konnen. Die Aktivierung der einzelnen Adenosin-
Rezeptor-Subtypen wird durch die Adenosinkonzentration beeinflusst [Daly,Padgett, 1992;
Zhou et al., 1992; Peakman,Hill, 1994]. Durch Phosphorylierung der intrazelluldren
Schleifen kann eine Desensibilisierung der Rezeptoren eintreten [Palmer,Stiles, 1997].
Wiéhrend die Subtypen Ax und A,p an die Adenylatzyklase der Zelle gekoppelt sind und
ihre Stimulation die intrazelluldre Konzentration des cAMP erhoht, verringert die
Aktivierung der A;- und As-Rezeptoren das intrazellulire cAMP und erhoht gleichzeitig die
intrazelluldre Kalziumkonzentration iiber eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC)
[Abbracchio et al., 1995; Fredholm et al., 2001]. Die aktuelle Nomenklatur der Adenosin-
Rezeptoren und deren Beteiligung an physiologischen und pathophysiologischen Prozessen

sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Funktionen in
Knockout-Mausen

bestatigt

Funktionen in
Knockout-Maiusen

bestitigt

Rezeptor Ay Ao Ass Az
Pathophysiologische =~ Bradykardie, Regulation der Relaxation der glatten Verstirkung der
Funktion Inhibition der sensomotorischen Muskulatur in Mastzell-

Lypolyse, Integration in den Gefiflen und im degranulation,
Reduktion der Basalganglien, Intestinum, Prikonditionierung
glomeruldren Inhibition der Inhibition der
Filtration, Thrombozyten- Monozyten- und
tuberoglomerulérer aggregation und der ~ Makrophagen-
Feedback, neutrophilen funktion,
Antinozizeption, Granulozyten, Stimulation der
Reduktion der Vasodilatation, Mastzell-
sympathischen und Protektion vor degranulation
parasympathischen Ischdmieschéden,
Aktivitat, Stimulation der
prisynaptische Aktivitdt sensorischer
Inhibition, Nerven
neuronale
Hyperpolarisation,
ischdmische
Prékonditionierung
Phénotyp Pathophysiologische ~ Pathophysiologische Pathophysiologische

Funktionen in
Knockout-Méausen

bestatigt

Tabelle 2: Uberblick iiber die Nomenklatur und pathophysiologischen Funktionen der Adenosin-
Rezeptoren (modifiziert nach: [Fredholm et al., 2001]).

Die P2-Rezeptoren werden aufgrund ihrer molekularen Struktur und dem Mechanismus der
Signaltransduktion in zwei Familien, P2X und P2Y, unterteilt. Die Familie der ionotropen
P2X-Rezeptoren sind kationenselektive, ligandengesteuerte lonenkanéle (,,ligand gated ion
channels*) mit dem priméren Agonisten ATP und sieben sequenzierten Subtypen (P2X; —
P2X;, Tabelle 3) [Boeynaems et al., 2005]. Alle P2X-Rezeptoren weisen eine geringe
Selektivitit fiir Natrium- (Na') gegeniiber Kalium-Ionen (K") auf, die Permeabilitit fiir
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Kalzium-Tonen (Ca’") hingegen unterscheidet sich erheblich zwischen den einzelnen
Subtypen. Wihrend P2X;- und P2X;3;-Rezeptoren unter kontinuierlicher ATP-Stimulation
eine rasche Abnahme des Stromflusses zeigen, setzt die Desensibilisierung der P2X5-, P2Xy-
und P2X7-Rezeptoren nur langsam ein. P2X-Rezeptoren treten als multimere Komplexe
(Homo- oder Heteromere) auf und zeigen als Heteromere Eigenschaften, die sich aus der
Kombination der einzelnen Subtypen ableiten. Aufgrund ihrer Expression in den
verschiedenen Zellsystemen wurden P2X-Rezeptoren mit einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Funktionen in Verbindung gebracht. Das Fehlen stabiler und
spezifischer Agonisten und Antagonisten erschwert die Untersuchungen in nativen
biologischen Systemen jedoch erheblich. Studien in Knockout-Miusen bestitigten die
funktionelle Bedeutung der P2X-Rezeptoren vor allem bei der neurogenen Kontrolle der
glatten Muskulatur, bei der Schmerz- und Viszeralperzeption und bei der

Makrophagenfunktion [Khakh et al., 2001].

Subtyp Agonist Phanotyp in Knockout-Mausen

P2X, ATP Reduktion der Kontraktilitdt des Vas deferens, méannliche Infertilitét,
Reduktion der neurogenen Vasokonstriktion,
Reduktion der Autoregulation des renalen Blutflusses

P2X, ATP Reduktion der ventilatorischen Antwort auf Hypoxie

P2X; ATP Hyporeflexie der Harnblase,
Reduktion der Schmerzantwort auf ATP und Formalin

P2X,4 ATP unbekannt

P2X;s ATP unbekannt

P2X, ATP unbekannt

P2X; ATP Reduktion der ATP-induzierten antimykobakteriellen Aktivitit
und Zytokinfreisetzung in Makrophagen,

Alterationen der Knochenformation und -resorption

Tabelle 3: Uberblick iiber die Nomenklatur und pathophysiologischen Funktionen der P2X-Rezeptor-
Familie (ATP: Adenosintriphosphat) (modifiziert nach: [Boeynaems et al., 2005]).
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Die Familie der metabotropen P2Y-Rezeptoren besteht dagegen ebenfalls aus G-Protein-
gekoppelten, transmembrandsen Proteinen, von denen bisher acht humane Subtypen
identifiziert wurden [Boeynaems et al., 2005]. Pharmakologische Unterschiede zwischen den
einzelnen Subtypen der P2Y-Rezeptoren ergeben sich aus der Bindung an die verschiedenen
G-Protein-Subtypen, der Aktivierung durch Purin- oder Pyrimidin-Nukleotide und der
Aktivierung durch Nukleotiddi- oder Nukleotidtriphosphate (Tabelle 4) [Burnstock, 2006].

Gruppe Subtyp Agonist G-Protein Phanotyp in Knockout-Méausen

A P2Y, ADP Gq Inhibition der Thrombozytenaggregation,
Verlangerung der Blutungszeit,
keine Thromboembolie

P2Y, ATP=UTP Gq(+Gj) Aufhebung der Chloridsekretion in den

Atemwegen nach ATP/UTP
P2Y, UTP Gy (+Gy) Aufhebung der Chloridsekretion in
Jejunum und Kolon nach ATP/UTP
P2Y UDP Gq unbekannt
P2Y |, ATP Gq +Gq Kein P2Y;-Gen in Méiusen vorhanden
B P2Y,, ADP G; Inhibition der Thrombozytenaggregation,

Verlangerung der Blutungszeit,
keine Thromboembolie

P2Y,;; ADP G; unbekannt

P2Y,;  UDP-Glukose G; unbekannt

Tabelle 4: Uberblick iiber die Nomenklatur und pathophysiologischen Funktionen der P2Y-Rezeptor-
Familie. Die Pharmakologie der P2Y-Rezeptoren differiert in den verschiedenen Spezies, die
angegebenen Agonisten beziehen sich auf die humanen Rezeptoren (ATP: Adenosintriphosphat, ADP:
Adenosindiphosphat, UTP: Uridintriphosphat, UDP: Uridindiphosphat) (modifiziert nach:
[Boeynaems et al., 2005]).
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Viele Zellen exprimieren mehrere P2Y-Subtypen. Die Stimulation rekombinanter P2Y-
Rezeptoren aktiviert entweder die Phospholipase C und setzt intrazelluldres Kalzium frei
oder beeinflusst die Aktivitdt der Adenylatzyklase und damit die intrazellulire cAMP-
Konzentration. Die Kopplung einzelner P2Y-Subtypen an verschiedene G-Proteine und die
Aktivierung  unterschiedlicher intrazellulirer Enzyme ldsst ligandenspezifische
Rezeptorkonformationen vermuten. Aus der Vielzahl der durch P2Y-Rezeptoren
vermittelten Wirkungen der Nukleotide haben insbesondere die Stimulation der
Thrombozytenaggregation (P2Y ;) und der Chloridsekretion der Epithelien (P2Y>) klinische
Bedeutung erlangt [Boeynaems et al., 2005].

1.2 EXTRAZELLULARER NUKLEOTID-STOFFWECHSEL

1.2.1 Ekto-Nukleotidasen

Interzelluldre Signalwege erfordern Mechanismen zur Inaktivierung der Stimulation und
Wiederherstellung des Ruhezustandes. Neben der verminderten Sekretion von
Signalmolekiilen, der Rezeptordesensibilisierung (siche auch 1.1.2) und der verminderten
Expression von Rezeptoren, hat der extrazellulire Abbau der Signalmolekiile eine
entscheidende Bedeutung. Die extrazelluliren Enzyme der Nukleotid-Nukleosid-Kaskade
werden unter dem Begriff der Ekto-Nukleotidasen subsummiert und liefern als Endprodukte
der Nukleotid-Hydrolyse das jeweilige Nukleosid und freies Phosphat (P;). Als letzter Schritt
folgt die rasche zelluldire Aufnahme der Nukleoside aus dem extrazelluldiren Raum durch
spezifische membranstindige Transportproteine (Nukleosid-Transporter) [Thorn,Jarvis,

1996; Noji et al., 2004].

Zu den bekannten Ekto-Nukleotidasen gehdren die  Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolasen (NTPDase), Nukleotid-Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen (NPP),
alkalischen Phosphatasen und die 5’-Nukleotidase (5°’-NT), die ein nahezu ubiquitéres
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Vorkommen zeigen [Zimmermann, 2000]. Die katalytisch aktiven Abschnitte der
plasmamembranstidndigen Ekto-Nukleotidasen sind in den Extrazellularraum gerichtet und
benétigen fiir eine maximale Aktivitit divalente Kationen (Ca®" oder Mg®") oder eine
alkalische Umgebung. Relevante Daten zur funktionellen Bedeutung der Ekto-Nukleotidasen
fiir die purinergen Signalwege liegen derzeit vor allem fiir die NTPDasen und die 5’-NT vor

[Zimmermann, 2001].

1.2.2 Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase (NTPDase)

Der Familie der NTPDasen gehdren sechs Mitglieder an (NTPDase 1 bis NTPDase 6), die
mit unterschiedlicher Priaferenz verschiedene Nukleosid-Diphosphate oder -Triphosphate
hydrolysieren und fiinf iiber alle Mitglieder konservierte Aminosiduresequenzen enthalten
(,,apyrase conserved regions®). Wihrend die NTPDasen 1 bis 4 je zwei transmembrandse
Dominen aufweisen, besitzen die NTPDasen 5 und 6 nur je eine solche Region und sind
auch von der Membran abgespalten in 18slicher Form nachweisbar [Zimmermann, 2001].
Lokalisiert sind die NTPDasen 1 bis 3 auf der Plasmazellmembran und hydrolysieren ATP
und ADP mit erheblich variierender Aktivitit (Abbildung 2). Die NTPDasen 4 bis 6

hingegen werden den Zellorganellen zugeordnet.

1.2.3 Ekto-5’-Nukleotidase (5’-NT)

Die 5’-Nukleotidase ist als Ekto-Enzym {iiber eine Glykosylphosphadityl-Inositol-Briicke in
der Zellmembran verankert, jedoch auch in abgespaltener, 16slicher Form nachweisbar und
zeigt eine weite Verbreitung in den Geweben [Zimmermann, 2000]. Somit ist die 5’-NT das
gewichtigste Enzym fiir die Katalyse des letzten Schrittes des extrazelluldren Nukleotid-
Metabolismus, die Hydrolyse der Nukleosid-Monophosphate (NMP — Nukleosid + P;)
[Zimmermann, 2001], mit einer hohen Affinitdt fir AMP [Hunsucker et al., 2005].
Extrazelluldre Nukleoside werden rasch iiber Nukleosid-Transporter-Proteine in den

Intrazellularraum aufgenommen und dort weiter metabolisiert [Noji et al., 2004].
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NTPDase1 NTPDase 2 NTPDase 3
{Ekto-ATPDase, CD39) (Ekto-ATPase, CD39L1) {Ekto-ATPDase, CD39L3)

Apyrase -
conserved N
regions

Plasma-
membran

NH, J
NH; CO0OH COOH HH, CO0H
NTP — NMP + 2 Pi NTP — NDP + Pi NTP — NDP + Pi
NOP - NMP +  Pi {NDP — NMP + Pi) NDP — NMP + Pi
{ATP:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP = 1:0.03) (ATP:ADP =1.0.3)

Abbildung 2: Familie der plasmamembranstindigen Ekto-Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolasen (NTPDase). In Klammern sind die alternativen Bezeichnungen fiir die
NTPDasen 1 bis 3 angegeben. Alle drei NTPDasen weisen je zwei transmembrandse Regionen und fiinf
,,apyrase conserved regions‘ auf. Sowohl die Hydrolyse-Aktivitit fiir die verschiedenen Substrate als
auch die katalysierten Reaktionen variieren und sind im unteren Teil der Grafik wiedergegeben (NTP:
Nukleosidtriphosphat, NDP: Nukleosiddiphosphat, NMP: Nukleosidmonophosphat, Pi: freies
Phosphat, ATP:  Adenosintriphosphat, ~ADP:  Adenosinmonophosphat)  (modifiziert  nach:
[Zimmermann, 2000]) .
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1.2.4 Vaskulare Ekto-Nukleotidasen

CD39 wurde urspriinglich als Aktivierungsmarker von Natural-Killer-Zellen, B-Zellen und
Subpopulationen von T-Zellen beschrieben [Kansas et al., 1991]. In den folgenden Jahren
konnte eine Sequenzhomologie zur vaskuldren Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase
nachgewiesen und CD39 (NTPDase 1) als die dominante Ekto-Nukleotidase des
Endotheliums etabliert werden, die intravaskulires ATP und ADP zu AMP hydrolisiert
[Robson et al., 2005]. Der folgende Stoffwechselschritt, die Konversion von AMP zu
Adenosin (Abbildung 3), wird im Gefasystem tliberwiegend durch die 5’-NT katalysiert
[Deussen et al., 1993], die bereits frither als Differenzierungsmarker (CD73) von B- und T-
Lymphozyten beschrieben wurde [ Thomson et al., 1990].

CD73 /5 -NT

ATP

ADP AMP Adenosin

Ca#"
MgZ*

CD39/ NTPDase1

Abbildung 3: Vaskuldre Ekto-Nukleotidasen. Die Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase 1 (CD39
/ NTPDase 1) hydrolysiert kalzium- und magnesiumabhdngig intravasales Adenosintriphosphat (ATP)
und —diphosphat (ADP). Die Konversion des entstandenen Adenosinmonophosphat (AMP) wird durch
die 5°-Nukleotidase (CD73 / 5 -NT) katalysiert.
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1.3 CD39-AKTIVITAT UND THROMBOGENESE

1.3.1 Physiologische Thromboregulation

Das ruhende Endothel bildet die antithrombotische Oberfliche des Gefdsystemes. Zur
Regulation der Thrombozyten-Aktivitit und Aufrechterhaltung des Blutflusses im
Gefillsystem wurden drei Mechanismen beschrieben [Marcus et al., 2005]. Wihrend
Eikosanoide (Prostazyklin und Thromboxan) Zell-Zell-Interaktionen modulieren und
Stickstoffmonoxid (NO) die intrazellulire cGMP-Konzentration in Thrombozyten und
Endothelzellen reguliert, metabolisiert die vaskuldre NTPDase 1 (CD39) prothrombotisches
ADP.

ADP wurde bereits im Jahre 1961 als Agonist der Thrombozytenaggregation identifiziert
[Gaarder et al., 1961]. Es wirkt synergistisch mit anderen Agonisten [Kinlough-
Rathbone,Mustard, 1986; Ware et al., 1987] wund stabilisiert reversible
Thrombozytenaggregate [Cattaneo et al., 1990; Trumel et al., 1999]. Als Quelle des
intravaskuldren ADP wurden Makrophagen, Endothelzellen unter mechanischem oder
oxidativem Stress und aktivierte Thrombozyten (Exozytose der elektronendichten Granula)
beschrieben [Robson et al., 2005]. Die thrombogene Wirkung des ADP wird iiber die P2Y-
und P2Yj5-Rezeptoren der Thrombozyten vermittelt und die Stimulation des P2X;-Rezeptors
durch freigesetztes ATP zeigt eine synergistische Wirkung [Packham,Mustard, 2005]. CD39
hydrolysiert freies intravasales ATP und ADP und kontrolliert somit die Konzentration
dieser Nukleotide in der Mikroumgebung der endothelialen Oberfliche [Zimmermann,
1999]. Wihrend Eikosanoide und NO im Ruhezustand der Gewebe nicht in den
Extrazellularraum abgegeben werden, ist CD39 eine konstitutive Komponente der
Endothelzellmembran und hélt den Blutfluss unabhéngig von den beiden anderen Systemen
aufrecht [Marcus et al., 2005]. Der sequentielle Metabolismus des entstandenen AMP durch
die 5’-NT (CD73) generiert zusitzlich antiaggregatorisch wirkendes Adenosin (Aja-
Rezeptor, Abbildung 4) [Zimmermann, 1999; Fredholm et al., 2001].
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1.3.2 Ischdmie und Reperfusion

Die Transplantation solider Organe ist obligat mit kalter und warmer Ischdmie verbunden,
die von der Reperfusionsphase des Transplantates gefolgt wird. Die Re-Exposition des
Endothels gegeniiber dem zirkulierenden Blut induziert im Transplantat eine akute
Entziindungsreaktion [Serracino-Inglott et al., 2001]. Als Charakteristika dieses Ischdmie-
Reperfusionsschadens (IRI) wurden die Formation von Mikrothromben und die Bildung von
Aggregaten zirkulierender Blutzellen in Kapillaren oder hepatischen Sinusoiden, gefolgt von
der Gewebeinfiltration mit Leukozyten, beschrieben [Cywes et al., 1993; Pinsky et al., 1995;
Lentsch et al., 2000; Serracino-Inglott et al., 2001]. Eine Schliisselrolle bei der Ausbildung
des IRI wird der Endothelzell-Aktivierung durch oxidativen Stress zugeschrieben

[Lefer,Lefer, 1993].

Neben der Expression von Selektinen und Integrinen mit konsekutiver Adhdsion und
Migration von neutrophilen Granulozyten [Milazzo et al., 1996; Thiagarajan et al., 1997],
zeigt sich mit der Aktivierung der Endothelzellen ein Verlust ihrer gerinnungshemmenden
Eigenschaften [Moore et al., 1989; Platt et al., 1990]. Die Antikoagulantien Heparansulfat
und Thrombomodulin werden von der Endothelzellmembran eliminiert. Zusatzlich konnte
sowohl nach Aktivierung kultivierter Endothelzellen (EC) durch Tumor-Nekrose-Faktor-o
(TNF-0) als auch nach renaler Ischdmie und Reperfusion experimentell ein signifikanter
Verlust der NTPDase-Aktivitit nachgewiesen werden [Candinas et al., 1996; Robson et al.,
1997]. Entsprechend geht die Fahigkeit CD39-transfizierter COS-7-Zellen zur Hemmung der
Thrombozyten-Aggregation nach Stimulation mit ADP, Kollagen oder Thrombin durch
oxidativen Stress verloren [Kaczmarek et al., 1996]. Es entsteht eine prokoagulatorische
Oberfliche mit der Ausbildung von Mikrothromben, die als relevanter Trigger flir die
Genese der postischdmen Entziindungsreaktion angesehen werden [Massberg et al., 1998;

Massberg et al., 1999; Salter et al., 2001].
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1.3.3 Organtransplantation

Ischdamie, Reperfusion und Konservierung eines Organtransplantates traumatisieren zunéchst
das vaskuldre Endothel und gehen sekundédr sowohl mit initialen Funktionsstorungen als
auch vermehrten akuten und chronischen AbstoBungsepisoden oder chronischen
Vaskulopathien einher [Lu et al., 1999; Robson et al., 2005]. Besonders eindriicklich und
experimentell reproduzierbar manifestieren sich diese Sequenzen in den verschiedenen
xenogenen Transplantations- und AbstoBungsmodellen, deren universelles histologisches
Charakteristikum neben der Entziindungsreaktion die Ausbildung von Thrombosen darstellt

[Robson et al., 1999; Soares et al., 1999].

Sowohl im xenogenen Herztransplantationsmodell der antikdrpervermittelten hyperakuten
AbstoBung als auch im komplementdepletierten Modell der verzdgerten xenogenen
AbstoBung konnte die intravendse Administration einer wasserloslichen NTPDase das
Uberleben der Xenotransplantate signifikant verbessern [Koyamada et al., 1996]. Das Serum
der mit Apyrase, eine aus der Kartoffel isolierte wasserlosliche NTPDase, behandelten Tiere
verhinderte in vitro zuverldssig die Thrombozytenaggregation. In den histologischen
Priaparaten  zeigte sich  entsprechend eine signifikante  Verminderung  der
Thrombozytenaggregation und —aktivierung. Nach Infektion von xenogenen Spenderherzen
mit rekombinanten, CD39-kodierenden Adenoviren im Modell der verzégerten Absto3ung
war das Transplantatiiberleben ebenfalls signifikant verlangert [Imai et al., 2000b]. 48
Stunden nach heterotoper Transplantation lieB sich ein Anstieg der NTPDase-Aktivitit in
den transplantierten Herzen nachweisen. Wiahrend die Kontrolltiere zu diesem Zeitpunkt in
der Histologie erhebliche vaskuldre Thrombosen demonstrierten, zeigten die behandelten
Herzen lediglich geringe Storungen der Myokardstruktur. Gleichartige histologische
Befunde finden sich 24 Stunden nach Injektion von Antikdrpern in einem Modell der
antikdrpervermittelten AbstoBung [Dwyer et al., 2004]. Humanes CD39 exprimierende
Herzen transgener Spendertiere iiberlebten die Antikorpergabe im Median um drei Tage bis
zur zellvermittelten AllograftabstoBung, wihrend die Wildtyp-Organe innerhalb von 24
Stunden hyperakut abgestof3en wurden.
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Spenderorgane von cd39-null Méausen hingegen zeigten im verzogerten AbstoBungsmodell
signifikant verkiirzte Uberlebenszeiten im Vergleich zu den Kontrollen [Enjyoji et al., 1999].
Neben ausgedehnten Infarktarealen und Einblutungen fanden sich in den transplantierten
cd39-null Herzen deutlich ausgeprigte Fibrinablagerungen und eine vermehrte Expression

von P-Selectin.

Die Wichtung des antithrombotischen oder eines generellen endothelzellprotektiven Effektes
der aktiven vaskuldren NTPDasen fiir das verldngerte Transplantatiiberleben verbleibt

zundchst unklar.

1.3.4 Endothelzell-Aktivierung

Von aktivierten Thrombozyten oder geschiadigten Endothelzellen freigesetzte Nukleotide
[Luthje, 1989] stimulieren nicht nur die Thrombogenese (siehe 1.3.1) sondern fiihren auch zu
einer Aktivierung lokaler Endothelzellen [Motte et al., 1995] mit konsekutiver Sekretion
gespeicherter  (Typ-I-Aktivierung)  [Cotran,Pober,  1989;  Cotran,Pober,  1990;
Vischer,Wollheim, 1998] oder de novo synthetisierter Proteine (Typ-II-Aktivierung)
[Pober,Cotran, 1990; Bach et al., 1994].

Nach Inkubation mit CD39-Antisense-Nukleotiden fiihrt die Aktivierung kultivierter
Endothelzellen mit einem ADP-Stimulus zu einem prompten und mit den Kontrollen
vergleichbaren Anstieg der ATP-Konzentration im Zellmedium [Imai et al., 1999b]. Der
supprimierten CD39-Aktivitdt entsprechend, erfolgt die extrazellulire Degradation des
freigesetzten ATP jedoch deutlich verzdgert. Somit moduliert CD39 das inflammatorische
Milieu der Endothelzellen. Die Stimulation der Endothelzellen mit ATP selbst fiihrt zu einer
Typ-I-Aktivierung mit Freisetzung von von-Willebrand-Faktor [Goepfert et al., 2000]. Die
Uberexpression von CD39 durch einen rekombinanten adenoviralen Vektor limitiert diese
Reaktion signifikant. In gleicher Weise werden die ATP-induzierte Typ-II-Aktivierung (E-
Selectin-Expression), die Translokation des nukledren Faktors kB (NF-xB) in den Zellkern
und die Apoptoseinduktion vermindert. Neben Nukleotiden fiithrt auch die Aktivierung

kultivierter Endothelzellen mit Lipopolysacchariden zu einer initialen Freisetzung von
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intrazellulirem ATP, die von einer steigenden Interleukin-1o-Konzentration im
Zelliiberstand gefolgt wird [Imai et al., 2000a]. Die Infektion der Endothelzellen mit
rekombinanten CD39-Adenoviren kupiert den sekunddren ATP-Stimulus und fiihrt zu einer
deutlich verminderten Interleukin-1a-Sekretion. Eine vermehrte NTPDase-Aktivitét schiitzt
somit in vitro vor einer Typ-I- oder Typ-II-Aktivierung der Endothelzellen sowie einer

Apoptose-Induktion.

1.4 ¢cd39-NULL MAUSE

Zum Studium der Bedeutung der vaskuldren NTPDase fiir die Regulation der Himostase und
der Thrombogenese in vivo wurden c¢d39-null Mause generiert, die keine
Entwicklungsauffalligkeiten und eine ungestorte Reproduktion zeigten [Enjyoji et al., 1999].
Isolierte und kultivierte kardiale Endothelzellen dieser Tiere weisen eine signifikant
verminderte NTPDase-Aktivitdit im Vergleich zu ihren Wildtyp-Kontrollen auf und
inhibieren die durch ADP induzierte Thrombozytenaggregation nur unvollstindig. Die
Plasmakonzentrationen von ATP, ADP und Adenosin unterscheiden sich nicht von den
entsprechenden Werten in  Wildtyp-Kontrollen. Entgegen dem Postulat eines
prothrombotischen Phénotyps der cd39-null Méause findet sich jedoch eine signifikant
verldngerte Blutungszeit bei einer nur geringgradig verminderter Thrombozytenzahl und
einer ungestorten plasmatischen Gerinnung. Entsprechend zeigt sich in vivo eine
substantielle Verzogerung der kapilliren Thrombusformation nach Induktion eines
vaskuldren Schadens durch freie Radikale, bei unverdnderter Plasmakonzentration von P-
Selectin im Vergleich zu den Kontrollen. /n vitro ist die Aggregation der isolierten
Thrombozyten aus cd39-null Méusen nach Stimulation mit ADP, Kollagen und Thrombin
erheblich eingeschrinkt. Ursdchlich findet sich eine Desensibilisierung des P2Y;-Rezeptors
der cd39-null Thrombozyten, die sich durch Inkubation mit ATP bei Wildtyp-Kontrollen

reproduzieren ldsst. Die Inkubation mit Apyrase (wasserlosliche NTPDase) fiihrt zu einer
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Rekonstitution der Thrombozytenfunktion in vitro und in vivo. Auf eine prothrombotische
Storung der Endothelzellfunktion in cd39-null Miusen weisen vermehrte Fibrinablagerungen
in den Organen und eine gesteigerte Aktivitit des Tissue-Factors hin. Das
Transplantatiiberleben von cd39-null Spenderherzen in Wildtyp-Empfangern ist deutlich
reduziert (siehe 1.3.3).

Zusammenfassend zeigen die generierten cd39-null Méuse einen dualen Phénotyp mit einer
Thrombozytendesensibilisierung und entsprechender Blutgerinnungsstdrung bei einem

gleichzeitigen prothrombotischen Zustand des Blutgefafbettes der Organe.
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1.5 HYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Die im Folgenden dargestellten und zu untersuchenden Hypothesen beschreiben die
Bedeutung der vaskuldren NTPDase-Aktivitit fiir die Auspridgung eines Ischidmie-
Reperfusionsschadens (Abbildung 4):

1. Der Verlust der vaskuliren NTPDase-Aktivitdat tritt in der frithen Phase der

Organreperfusion auf.

2. Die intravasale NTPDase-Aktivitidt wirkt protektiv auf das Ausmal} des Ischdmie-
Reperfusionsschadens, unabhingig von weiteren antiinflammatorischen Wirkungen

im Rahmen der Organtransplantation.

3. Die NTPDase eliminiert den prothrombotischen und proinflammatorischen Stimulus
der intravasalen Nukleotide ATP und ADP und stellt das Substrat fiir die

Generierung des antithrombotischen und antiinflammatorischen Adenosin bereit.

4. Die Substitution der intravasalen NTPDase-Aktivitidt vermindert die postischdme
Ausbildung von Mikrothromben und hat einen protektiven Einfluss auf die

postischime Endothelzell-Aktivierung.

Die folgenden Experimente zeigen zundchst den quantitativen Anteil der NTPDase 1/cd39
an der globalen NTPDase-Aktivitdt der verschiedenen Organe. Aus dem zeitlichen Verlauf
der NTPDase-Aktivitdit in postischimen murinen Organen und nach xenogener
Transplantation wird eine deletire Wirkung des intravasalen NTPDase-Mangels in der
friihen Reperfusionsphase postuliert und in hepatischen und intestinalen Ischdmie-
Reperfusions-Modellen {iberpriift. Fiir beide Organsysteme werden Strategien zur
Kompensation des ischdmiebedingten Verlustes der NTPDase-Aktivitit entwickelt und in
Uberlebensexperimenten angewandt. Die Thrombozytenadhision in postkapilliren,
intestinalen Venolen und die Ausprigung des intestinalen Kapillarlecks zeigen die

Auswirkungen in vivo an.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 TIERMODELLE

2.1.1 Tiere und Tierhaltung

Alle Tiere wurden in einer pathogenfreien, durch die American Association for Accreditation
of Laboratory Animal Care akkreditierten Einrichtung und in Ubereinstimmung mit den
Anforderungen an eine humane Tierhaltung entsprechend den Richtlinien des United States
Department of Agriculture und des United States Department of Health and Human Services
gehalten. Die Versuchstiere waren einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt,
wurden mit kommerziell erhéltlicher Tiernahrung versorgt und hatten freien Zugang zum
Trinkwasser. Alle experimentellen Protokolle wurden durch das Beth Israel Deaconess

Medical Center Animal Care and Use Program, Boston, USA genehmigt.

Wildtyp (C57BL/6x129Svj, cd39™"), cd39-null (cd39”") und hemizygote (cd39"") minnliche
Maiuse wurden in den Tierversuchseinrichtungen des Beth Israel Deaconess Medical Center
geziichtet. Weitere Kontrolltiere des selben genetischen Hintergrundes sowie BALB/c-
Maiuse wurden von Taconic (Germantown, NY, USA) bezogen. Das Gewicht der Miuse
zum Versuchszeitpunkt betrug 17-25 g. Maénnliche Lewis-Ratten wurden von Harlan

Sprague Dawley (Indianapolis, IN, USA) bezogen und wogen 250-300 g.

Die Anisthesie fiir die operativen Prozeduren erfolgte mittels Methoxyfluran Inhalation
(Metofane, Mallinckrodt, Mundelain, IL, USA) oder im Falle einer prolongierten Narkose
durch eine intraperitoneale Instillation von Pentobarbital (40-70 npg/g Korpergewicht,
Nembutal, Abbott, North Chicago, IL, USA). Postoperativ wurde das Trinkwasser der
Versuchstiere zur Analgesie mit Buprenorphin versetzt (0,01 mg/ml, Buprenex, Reckitt &

Colman, Richmond, VA, USA).
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2.1.2 Modell der intestinalen Ischidmie

Vor der chirurgischen Intervention wurden die Mause einer nichtlichen Fastenperiode mit
ungehindertem Trinkwasserzugang unterzogen. Uber eine mediane Laparotomie wird die
Arteria mesenterica superior (SMA) aufgesucht und an ihrem Ursprung aus der Aorta von
dem umgebenden Gewebe isoliert. Die Induktion der intestinalen Ischdmie erfolgt durch
Okklusion der SMA mit einer atraumatischen mikrochirurgischen Gefillklemme. Das
Sistieren der Pulsation in der SMA wird mit dem stereoskopischen Zoommikroskop (SMZ-
U, Nikon, Melville, NY, USA) iberpriift und anschlieBend die Peritonealhéhle zur
Vermeidung von Fliissigkeits- und Wérmeverlusten mit einer fortlaufenden Naht
verschlossen (4/0-Seide, Ethicon, Somerville, NJ, USA). Fiinf Minuten vor Freigabe des
Blutstromes in der SMA erfolgt die erneute Anisthesieeinleitung und die intravendse
Injektion der verschiedenen Testsubstanzen oder die Kaniilierung der linken Nierenvene zur
Infusion der Testsubstanzen. Tiere in Uberlebensstudien erhalten vor dem zweischichtigen
Bauchdeckenverschluss (4/0-Dermalon, Sherwood-Davis & Geck, St. Louis, MO, USA)
eine intraperitoneale Instillation von 2 ml physiologischer Kochsalzlosung.
Scheinoperationen erfolgen nach dem gleichen Muster, jedoch ohne Verschluss der

GefiaBklemme.

2.1.3 Modell der hepatischen Ischiamie

Die Induktion der hepatischen Ischdmie in der Maus erfolgte nach einer Modifikation der
von Surinder Yadav beschriebenen Technik [Yadav et al., 1998]. Nach einer medianen
Laparotomie wird ein Retraktor in der Peritonealhdhle platziert, die untere Thoraxapertur
iber eine Klemme am Xyphoid angehoben und das Intestinum auf eine mit Kochsalzlosung
getrdnkte Gaze ausgelagert und mit einer Plastikfolie abgedeckt. Nach Isolierung der
Leberlappen erfolgt, jeweils so nah wie moglich am Eintritt des Gefd3pedikels in das
Parenchym, die Ligatur (6/0-Seide, Ethicon) und Resektion des Lobus caudatus, des rechten
lateralen Lobus sowie des Processus quadratus gemeinsam mit dem Processus papillaris
(Abbildung 5a). Nach Verlagerung des Lobus medianus und des linken lateralen Lappens

nach rechts wird nun zur Induktion der kompletten Leberischimie ein 2 mm breites
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Gummiband um die Basis der verbliebenen Leberlappen geschlungen. Die Okklusion des
rechten und linken Pedikels des Lobus medianus sowie des Pedikels des linken lateralen
Leberlappens erfolgt nun durch Festziehen des Gummibandes (Abbildung 5b). Das Band
wird durch eine atraumatische mikrochirurgische Gefaklemme fixiert. In der Phase der
Ischdmie wird die Peritonealhdhle mit einer fortlaufenden Naht verschlossen (4/0-Seide,
Ethicon). Finf Minuten vor der Freigabe der Leberperfusion erfolgen die erneute
Andésthesieeinleitung und die intravendse Injektion bzw. Kaniilierung der linken Nierenvene
wie oben beschrieben (sieche 2.1.2). Tiere in Uberlebensstudien erhalten vor dem
zweischichtigen Bauchdeckenverschluss (4/0-Dermalon, Sherwood-Davis & Geck) ebenfalls

eine intraperitoneale Instillation von 2 ml physiologischer Kochsalzlosung.

Abbildung 5: Modell der hepatischen Ischimie.

a) Nach der von Yadav beschriebenen Technik werden zundchst der Lobus caudatus, der rechte
laterale Leberlappen und der Processus quadratus mit dem Processus papillaris ligiert und reseziert
[Yadav et al., 199§].

b) Zur Induktion der Leberischdmie werden die Pedikel der verbliebenen Leberlappen mit einem 2 mm
breiten Gummiband umschlungen (linker lateraler Leberlappen sowie rechter und linker Pedikel des

Lobus medianus).
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2.1.4 Modell der heterotopen, xenogenen Herztransplantation

Die heterotope Transplantation der murinen Spenderherzen in die Empfangerratten erfolgte
in einer modifizierten Technik nach Ono und Lindsey [Ono,Lindsey, 1969]. Nach der
medianen Laparotomie und bilateralen Thorakotomie der Spendermaus werden zunéchst der
Aortenbogen und die Pulmonalarterie isoliert. Dann erfolgt die Kaniilierung der Vena cava
inferior und das Spenderherz wird mit eiskalter heparinisierter Kochsalzlosung perfundiert
(4°C, 200 IU Heparin in 5 ml physiologischer Kochsalzlosung). Im Anschluss erfolgen die
Durchtrennung der Aorta direkt proximal der Arteria anonyma und der Arteria pulmonalis so
weit distal wie moglich. Dann wird das Herz angehoben und eine Ligatur um beide Vorhofe
platziert (6/0-Seide, Ethicon). Es folgen die Durchtrennung der Vena cava und der Vena
pulmonalis. Das Herz wird entnommen und fiir eine Stunde in eiskalter University-of-
Wisconsin-Losung (Viaspan, Barr Laboratories, Pomona, NY, USA) aufbewahrt. Es folgen
die mediane Laparotomie der Empfingerratte und das Einbringen eines Retraktors. Das
Intestinum wird in die rechte Hélfte der Peritonealhdhle verlagert und mit einer
angewarmten, kochsalzgetrankten Gaze abgedeckt. Nach der Mobilisation der abdominellen
Aorta und der Vena cava inferior erfolgt nun das Ausklemmen beider GefdBle mit einer
Bulldog-Klemme. Die terminolateralen Anastomosen der Spenderaorta mit der
Empfingeraorta und der Pulmonalarterie mit der Vena cava inferior werden in
Einzelknopftechnik mit 8/0-Prolene (Ethicon) angelegt (Abbildung 6). Im Anschluss erfolgt
die Freigabe des Blutstromes. Nach dem Eintritt einer vollstindigen Himostase und dem
Einsetzen des Herzschlages wird der zweischichtige Bauchdeckenverschluss durchgefiihrt
(4/0-Dermalon, Sherwood-Davis & Geck). Die Vitalitidt des Transplantates wird zweimal

tdglich durch Palpation iiberpriift.

Zum Erreichen einer Akkommodation [Bach et al., 1991] des konkordanten murinen
Spenderherzens in der Ratte werden die Empfinger vor der Transplantation
komplementdepletiert und postoperativ immunsuppressiv behandelt. Am Vortag der
Transplantation und nach Beginn der Anisthesie erfolgt jeweils eine intraperitoneale
Injektion von Cobra-Venom-Faktor (Tag —1: 60 U/kg Korpergewicht, Tag 0: 20 U/kg,
Quidel, San Diego, CA, USA). Postoperativ werden tiglich 15 mg/kg Korpergewicht

Cyclosporin A intramuskuldr injiziert (Novartis Pharma, Basel, Schweiz).
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Im Rejektionsmodell der xenogenen Transplantation erhalten die Empfangertiere keine
Vorbehandlung und im Verlauf keine Immunsuppression. Die AbstoBung der Wildtyp-
Spenderherzen erfolgte zwischen 58 und 65 Stunden nach Transplantation im
Rejektionsmodell, wihrend das Akkommodationsmodell Uberlebenszeiten von mehr als 45

Tagen zeigte [Imai et al., 1999c].

Abbildung 6: Modell der heterotopen, xenogenen Herztransplantation. Das Spenderherz (Maus) wird
in das Abdomen des Empfingertieres (Ratte) transplantiert. Es erfolgt jeweils eine terminolaterale
Anastomose zwischen der Pulmonalarterie des Spenders und der Vena cava inferior des Empfingers
sowie zwischen dem Aortenbogen des Spenders und der Aorta abdominalis des Empfingers. Die

Vorhdfe des Spenderorganes werden ligiert.
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2.1.5 Modell der akuten toxischen Hepatitis

Zur Induktion der akuten toxischen Hepatitis wurden Wildtyp-Mause nach dem von C.
Galanos beschriebenen Modell mit D-gal (2-Amino-2-Deoxy-D-Galaktose) sensibilisiert und
mit einer geringen Dosis Lipopolysaccharid (LPS) behandelt [Galanos et al., 1979]. D-gal
fiihrt zu einem metabolischen Arrest der Hepatozyten und erhoht signifikant die Sensibilitét
der Méuse fir LPS. 20 mg D-gal (Sigma, St. Louis, MO, USA) und 0,5 ug Salmonella
abortus equi LPS (Sigma) in 100 pl werden intraperitoneal injiziert. Die Uberlebensraten in
diesem Modell betrugen 91 % nach acht Stunden und 73 % nach 24 Stunden [Imai et al.,
1999a].

2.2 BEHANDLUNGSGRUPPEN

2.2.1 NTPDase

Tiere, die der NTPDase-Behandlungsgruppe zugeordnet wurden, erhalten unmittelbar vor
Freigabe des Blutstromes eine einmalige intravendse Substitution mit wasserloslicher
NTPDase (0,2 U/g Korpergewicht, Stammlosung: 20 U/ml, Apyrase Grade VII, Sigma). Die
Injektion erfolgt in die Penisvene der ménnlichen Versuchstiere. Die Kontrolltiere erhalten

ein dquivalentes Volumen physiologischer Kochsalzlosung.

Ein Gruppe der cd39-null Méuse erhidlt im Modell der intestinalen Ischdmie zusitzlich
achtstlindlich intraperitoneale Apyrase-Injektionen (0,2 U/g Korpergewicht, bis 48 Stunden

postoperativ).
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2.2.2 Adenosin/Amrinon

Die Applikation von Adenosin erfolgt mittels einer kontinuierlichen Infusion und wird mit
der Gabe von Amrinon, einem selektiven Phosphodiesterase-III-Inhibitor, kombiniert.
Amrinon erhoht die intrazellulire = cAMP-Konzentration und verstirkt die
pharmakologischen Wirkungen von Adenosin [Kauffman et al., 1987]. Nach Kaniilierung
der Vena cava inferior oder der linken Nierenvene werden 1 umol/kg/min Adenosin (Sigma)
und 0,5 pumol/kg/min Amrinon (Sigma), fiinf Minuten vor Reperfusion beginnend, {iber 60
Minuten kontinuierlich infundiert (Compact Infusion Pump Model 975, Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA). Das gesamte Volumen der Infusion betrdgt 0,576 ml. Wéhrend der
Infusion wird die offene Peritonealhdhle mit einer angewédrmten, kochsalzgetrinkten Gaze

bedeckt, um Wirme- und Fliissigkeitsverluste zu minimieren.

2.2.3 A20-Gentransfer

A20 ist ein antiapoptotisch wirksames Protein, dessen Expression Teil der physiologischen
Antwort der Hepatozyten auf eine toxische Schadigung ist [Arvelo et al., 2002].
Entsprechend zeigten Maiuse, die mit einem rekombinanten A20-Adenovirus infiziert

wurden, in einem Modell der akuten toxischen Hepatitis einen deutlichen Uberlebensvorteil.

Fiinf Tage vor der hepatischen Ischidmie erfolgt bei einer Versuchsgruppe der cd39-null
Miuse der A20-Gentransfer iiber eine Injektion in die Penisvene (1x10° Plaque Forming
Units (PFU) in 100 pl). Die A20-Adenoviren wurden freundlicherweise von C. Ferran (Beth
Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, MA, USA) zur Verfligung
gestellt. Eine weitere Gruppe von Versuchstieren wurde mit Kontrollviren infiziert (B-
Galaktosidase: B-gal), die freundlicherweise von R. Gerard (University of Texas South

Western, TX, USA) zur Verfiigung gestellt wurden.
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2.3 UBERLEBENSSTUDIEN

In den Uberlebensstudien wurden die operierten Tiere nach 60-miniitiger intestinaler (siche
2.1.2) oder 45-miniitiger hepatischer (siche 2.1.3) Ischdmie flir insgesamt sieben Tage
nachbeobachtet. Die Ischdmiezeiten orientierten sich an der in Pilotstudien bestimmten
medianen Letalititsdosis (LD50) fiir unbehandelte Wildtyp-Mause im intestinalen Ischdmie-
Reperfusions-Modell sowie fiir unbehandelte ¢d39™-Miuse im Modell der hepatischen

Ischdmie.
Die Uberlebensraten wurden in folgenden Studiengruppen ermittelt:

1. 45 Minuten hepatische Ischdmie in C57BL/6x129Svj-Méusen
(cd39™, cd39™", cd39", n=25 je Gruppe)

2. 45 Minuten hepatische Ischidmie in cd39-heterozygoten C57BL/6x129Svj-Miusen
(16sliche NTPDase, Adenosin/Amrinon, n=6 je Gruppe)

3. 45 Minuten hepatische Ischdmie in cd39-null C57BL/6x129Svj-Méausen
(A20-Gentransfer, n=5)

4. 60 Minuten intestinale Ischdmie in Wildtyp-C57BL/6x129Svj-Méusen
(nativ, 16sliche NTPDase, Adenosin/Amrinon, n=5 je Gruppe)

5. 60 Minuten intestinale Ischdmie in cd39-heterozygoten C57BL/6x129Svj-Méausen
(nativ, 16sliche NTPDase, n=5 je Gruppe)

6. 60 Minuten intestinale Ischédmie in cd39-null C57BL/6x129Svj-Miusen
(nativ, 16sliche NTPDase einfache und wiederholte Gabe, Adenosin/Amrinon,

n=5 je Gruppe)
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2.4 INTRAVITALE VIDEOMIKROSKOPIE

2.4.1 Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen

Die Fluoreszenzmarkierung der Spenderthrombozyten erfolgte nach der von C. Denis
beschriebenen Methode [Denis et al., 1998]. Fiir jedes Versuchstier wurden Vollblutproben
von zwei Wildtyp-Spenderméusen gesammelt und mit 10 Volumen-% Antikoagulanz
versetzt (38 mM Citratsdure / 75 mM Trisodiumcitrat / 100 mM Dextrose). Die Priparation
des thrombozytenreichen Plasmas erfolgte durch zwei subsequente Zentrifugenzyklen (280 x
g) fiir sechs und vier Minuten. Gereinigte Thrombozyten wurden mittels einer PIPES-Puffer
(25 mM Pipes / 137 mM NaCl / 4 mM KCl / 0,1 % Dextrose / pH 7,0) dquilibrierten
Séulenfiltration (25 ml Trockenvolumen, Sepharose 2B, Sigma) erhalten. Die
Thrombozytenkonzentrationen wurden mit einem automatisierten Partikelzdhler bestimmt
(Z1, Coulter, Miami, FL, USA) und auf eine endgiiltige Konzentration von 3x10%/ml
verdiinnt. Zur Markierung der gefilterten Thrombozyten erfolgte eine 15 miniitige,
lichtgeschiitzte Inkubation mit 1 pg/ml Calcein AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
Vor Verwendung der markierten Thrombozyten erfolgte eine Kontrolle der Fluoreszenz.

Alle Verarbeitungsschritte der Thrombozyten wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Nach Induktion einer einstiindigen intestinalen Ischdmie erfolgt vor Reperfusion die
intraperitoneale Instillation von Pentobarbital sowie die Injektion der fluoreszenzmarkierten
Spenderthrombozyten (5x10° Thrombozyten pro g Korpergewicht in 200 bis 400 ul PIPES-
Puffer) allein oder in Kombination mit den Testsubstanzen iiber die Penisvene. Sofort nach
Freigabe des Blutstromes folgt die Lagerung des Versuchstieres auf eine selbstgebaute
Mikroskophalterung und die Auslagerung und Fixierung einer proximalen Jejunumschlinge
in der Spiilkammer. Die exponierte Jejunumschlinge wird kontinuierlich mit angewéarmter
(37°C) Ringer-Lactat-Losung (Baxter, Deerfield, IL, USA) umspiilt. AnschlieBend erfolgt

die Kontrolle der erfolgreichen Reperfusion mit der konventionellen Durchlichtmikroskopie.

Je 10 Segmente submukdser Arteriolen und Venolen werden zufillig ausgewéhlt und iiber
30 Sekunden mittels Epiillumination {iber ein 40x Wasserimmersionsobjektiv visualisiert.

Das Mikroskop (Optiphot, Nikon, Melville, NY, USA) ist mit einer 100 Watt
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Quecksilberlampe (HB-1010 AF, Nikon) und den passenden Exzitations-Emissions-Filtern
bestiickt. Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder erfolgt mittels einer CCD-Videokamera
(CCD 72, Dage-MTI, Michigan City, IN, USA) mit einer Online-Wiedergabe auf einem 12-
Zoll-Monitor (HR 120, Dage-MTI). Die Aufzeichung erfolgt im S-VHS-Format auf einem
kommerziell erhdltlichen Videorekorder (PV-S7670, Panasonic, Secaucus, NJ, USA). Die
Auswertung wurde off-line unter Verwendung des beschriebenen analogen Videosystems
oder nach Digitalisierung auf einem Macintosh Computer durchgefiihrt. Zur digitalen
Bildanalyse wurde das unter einer Public Domain Lizenz erhéltliche Programm NIH Image
verwendet (entwickelt am U.S. National Institute of Health und verfiigbar iiber das Internet
unter http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

adhirent ®

rollend

o

Abbildung 7: Adhdrente und rollende Thrombozyten in der intravitalen Videomikroskopie. Die
Abbildungen a bis d zeigen die gleiche jejunale Venole (Durchmesser 86 pm, weifser Balken in a) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (obere linke Ecke). Der Blutfluss ist von der oberen rechten Bildecke
nach links unten gerichtet (grauer Pfeil). Obere Reihe: Ein adhdrenter, fluoreszenzmarkierter
Thrombozyt (offener Pfeil) verbleibt wihrend der gesamten Beobachtungszeit von 30 s ortsstindig an
der Gefdfswand haften (a: Beginn der Beobachtungszeit, b: Ende der Beobachtungszeit). Untere Reihe
(stirkere Vergrofferung): FEin rollender Thrombozyt bewegt sich mit deutlich reduzierter
Geschwindigkeit entlang der Gefdfswand. Die Distanz betrdgt 37 pum innerhalb von einer Sekunde
(weifer Pfeil, c: 4. Sekunde, d: 5. Sekunde).
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Die Klassifikation der Interaktionen der markierten Thrombozyten mit dem Endothel
erfolgte nach der von S. Massberg angegebenen Definition als adhédrent oder rollend
[Massberg et al., 1998]. Adhdrente Thrombozyten waren wihrend der gesamten
Beobachtungszeit stationdr an der GefiBwand angeheftet (Abbildung 7). Markierte
Thrombozyten, die innerhalb von 30 Sekunden wenigstens einmal ihre Position verdnderten,
wurden als rollend klassifiziert, genauso wie Thrombozyten, die eine beliebige zum
Blutstrom vertikale Ebene mit einer signifikant gegeniiber dem zentralen Blutstrom
verminderten Geschwindigkeit kreuzten. Unter der Annahme einer zylindrischen Geometrie
des beobachteten Gefa3segments erfolgte die Quantifizierung der adhdrenten Thrombozyten
als Anzahl der Zellen pro Quadratmillimeter endothelialer Oberfliche. Rollende
Thrombozyten werden als Anzahl der Zellen pro Millimeter GefaBdurchmesser und Sekunde

angegeben.

Untersucht wurden Wildtyp-Maiuse in der Reperfusionsphase nach 60-miniitiger Okklusion
der Arteria mesenterica superior, die entweder mit physiologischer Kochsalzlosung oder

16slicher NTPDase behandelt wurden (n=5 je Gruppe) sowie scheinoperierte Tiere (n=3).

2.4.2 Intestinales Kapillarleck

Nach Induktion einer 45-miniitigen intestinalen Ischdmie wurde bei allen Versuchstieren ein
Infusionsport (Micro Implantable Infusion Port, Harvard Apparatus) implantiert und die
rechte Jugularvene kaniiliert. Vor der Freigabe des intestinalen Blutstromes erfolgt die
Injektion fluoreszenzmarkierten Albumins iiber den Infusionsport (4 pl/g Korpergewicht
einer 6,25 mg/ml phosphatgepufferten Kochsalzlosung, FITC-Albumin, Sigma) und die
Spiilung der Portkammer mit 120 pl physiologischer Kochsalzlosung. Sofort nach
Reperfusion werden die Versuchstiere wiederum auf einer selbstgebauten Halterung gelagert
und eine proximale Jejunumschlinge in der Spiilkammer fixiert (Abbildung 8a). Unter
konstanter Spiilung mit angewéarmter Ringer-Lactat-Losung erfolgt die Auswahl der Area of
Interest (AOI) mittels Durchlichtmikroskopie. Die gewéhlte AOI wird in der Folge innerhalb
einer Stunde alle 10 Minuten fiir 10 Sekunden mittels Epiillumineszenz visualisiert. Das

Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Thornwood, NY, USA) ist mit einem 40x-Objektiv, einer
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100 Watt Quecksilberlampe (HBO100, Zeiss) und einem passenden Exzitations-Emissions-
Filterset ausgestattet. Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder erfolgt iiber eine CCD-
Videokamera mit manuellen Reglern fiir die Bildverstirkung und Schwarzanpassung (RC
300, Dage-MTI). Zur Aufzeichnung wird ein S-VHS Videosystem (SVO-9500 MD, Sony,
San Jose, CA, USA) mit einer Online-Wiedergabe auf einem 13-Zoll-Monitor (PVM-137,
Sony) verwendet (Abbildung 8b). Zu Beginn der ersten aufgezeichneten Sequenz erfolgt die
manuelle Einstellung der Bildverstirkung und Schwarzanpassung, die fiir die restlichen
Sequenzen des jeweiligen Experimentes unverandert beibehalten wird. Fiir die Auswertung
wurden die Videosequenzen digitalisiert und ebenfalls mit dem NIH Image Programm
analysiert. Der mittlere Anstieg der Lichtintensitdt iiber die Beobachtungszeit in einer
perivaskuldr gelegenen AOI (maximale Distanz zum Gefa3: 20 um) wurde in Werten auf der
Grauskala (arbitrdre Einheit, 0-255) angegeben (Ip) und in Relation zur mittleren
Lichtintensitdt in der benachbarten postkapilldiren Venole bewertet (Iy). Der Quotient Ip/Iy

galt als Parameter fiir das kapillare Albuminleck.

Abbildung 8: Intestinales Kapillarleck in der intravitalen Videomikroskopie. FITC-markiertes Albumin
wurde intravends injiziert und die narkotisierte Maus auf der selbstgebauten Halterung platziert (a).
Das proximale Jejunum wurde ausgelagert und in der Spiilkammer fixiert. In dem rechten Bild ist der
Aufbau des Videomikroskops mit CCD-Videokamera, manuellem Verstirkungsregler, Videorekorder

und Kontrollmonitor wiedergegeben (b, Hersteller und technische Details siehe Text).
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Untersucht wurden Wildtyp- und cd39-null Méduse in der Reperfusionsphase nach 45-
miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior (n=5 je Gruppe) sowie scheinoperierte

Tiere (n=3).

2.5 INTESTINALE GEFABPERMEABILITAT

Nach Induktion einer 45-miniitigen intestinalen Ischimie und 10 Minuten vor der Freigabe
des Blutstromes erfolgt die Injektion von 8 pl/g Koérpergewicht einer 0,5%-igen Evans Blue
Losung (Sigma) in phosphatgepufferter Kochsalzlosung iiber die Penisvene. Alle
Testsubstanzen werden in diesem Versuchsaufbau, fiinf Minuten vor Reperfusion beginnend,
kontinuierlich iiber die rechte Iliacalvene appliziert. Unter Verwendung der Infusionspumpe
wird ein konstantes Volumen von 0,576 ml innerhalb von 60 Minuten injiziert. Die
Konzentrationen der Testsubstanzen wird dem Korpergewicht des Versuchstieres
entsprechend variiert. Eine Stunde nach der Freigabe des Blutstromes erfolgt die Inzision der
Portalvene und die arterielle Perfusion mit angewdrmter physiologischer Kochsalzlosung
iiber die linke Herzkammer, bis zum Erreichen eines klaren Ausstromes aus der Vena portae.
Das Lumen des entnommenen Diinndarmes wird ebenfalls mit angewédrmter Kochsalzlosung
gespllt (10 ml) und die jejunalen Proben anschlieBend in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Akkumulation des Evans Blue Farbstoffs in den Geweben (Abbildung
9) steht in enger Relation zum Albumintransport iiber die Endothelbarriere und wird deshalb
als Parameter fiir die vaskuldre Permeabilitit angesehen [Fry et al., 1977]. Die quantitative
Bestimmung des Evans Blue Farbstoffs erfolgte nach der von G. W. Barone angegebenen
Technik [Barone et al., 1989]. Das Gewicht der Jejunumproben (ca. 50 mg) wurde bestimmt
und die Formamide-Extraktion (1,5 ml, Fisher Scientific, Fairlawn, NJ, USA) fiir zwei
Stunden bei 55°C durchgefiihrt. Die Lichtadsorption des Uberstandes wurde in dreifacher
Ausfertigung bei einer Wellenldnge von 610 nm gemessen und die Referenzadsorption bei

450 nm subtrahiert. Die Datenangabe erfolgt in arbitrdren Einheiten der Lichtadsorption
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(optische Dichte, OD) pro g Probengewicht.

Neben den ischdmen und scheinoperierten Wildtyp- und cd39-null Versuchstieren in den
Behandlungs- und Kontrollgruppen wurden zusétzliche Bestimmungen der basalen
vaskuldren intestinalen Permeabilitit in nativen Tieren durchgefiihrt (n=3 je Gruppe). Ohne
vorhergehende Erdffnung der Peritonealhdhle erfolgte die Injektion der Evans Blue Losung

und 60 Minuten spiter die Gewinnung der Gewebeproben wie oben beschrieben.

Abbildung 9: Intestinale Gefdfipermeabilitit. Evans Blue Farbstoff wurde intravends injiziert und die
Akkumulation in jejunalen Gewebeproben als Parameter fiir die vaskuldre Permeabilitit gemessen. Im
Foto gezeigt ist die Verfirbung des Intestinums einer cd39-null Maus nach vorangegangener

Scheinoperation.
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2.6 SERUM- UND GEWEBEPROBEN

2.6.1 Probengewinnung

Die Gewinnung der Serum- und Gewebeproben erfolgte unmittelbar vor Freigabe des
Blutstromes, zum angegebenen Zeitpunkt nach Reperfusion oder von nativen Tieren. Nach
Einleitung der Anésthesie wurde die Peritonealhohle erdffnet und eine vollstindige
Entnahme des zirkulierenden Blutes iiber die Vena cava inferior mit einer heparinisierten
Spritze durchgefiihrt. Die zentrifugierten Serumproben wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C bis zur endgiiltigen Analyse aufbewahrt. Nach Entnahme der
verschiedenen Gewebeproben erfolgte zundchst die Spillung mit angewdrmter
physiologischer Kochsalzlosung. Die Lumina von Hohlorganen wurden ebenfalls mit
angewédrmter Kochsalzlosung gespiilt. Zur Aufbewahrung bis zur Durchfiihrung der unten
beschriebenen Analysen wurden die Gewebeproben entweder in Formalin fixiert oder
ebenfalls in fliissigem Stickstoff, teilweise unter Verwendung eines Gefriermediums (TBS,

Master*Tech Scientific, Lodi, CA, USA), schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.6.2 Serumzytokine und -VEGF

Fir die Bestimmung der Serumkonzentrationen des Interleukin-la (IL-1a), Interleukin-6
(IL-6), TNF-a und des Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF) wurden kommerziell
erhiltliche ELISA-Kits von R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) bezogen. Die
Durchfithrung der Experimente erfolgte entsprechend der Empfehlungen des Herstellers.

Alle Proben wurden in dreifacher Ausfertigung gemessen.

Die Serumzytokine wurden in scheinoperierten Wildtyp-Miusen sowie nach einer
einstiindigen Reperfusionsphase nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica
superior bestimmt. Die postischimen Tiere wurden entweder mit 16slicher NTPDase oder

dem Vehikel behandelt (n=3 je Gruppe).
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Die Bestimmung der VEGF-Konzentration erfolgte in nativen Wildtyp- und cd39-null
Maiusen (n=3 je Gruppe).

2.6.3 Myeloperoxidase-Aktivitdt

Die Aktivitdit der Myeloperoxidase (MPO) wurde als Parameter fiir das Ausmaf3 der
Infiltration ischdmer Gewebe mit neutrophilen Granulozyten beschrieben [Mullane et al.,
1985]. Die Quantifizierung der MPO erfolgte nach der von K. M. Mullane beschriebenen
Technik. Das Gewicht der gefrorenen intestinalen Probe wurde bestimmt (ca. 100 mg) und
die Probe in 4 ml 0,5%-igem Hexadecyltrimethylammonium-Bromid bei 4°C homogenisiert
und anschliefend fiir 10 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
frisches Reaktionsgefal transferiert und mit 100 mM KH,PO4 versetzt, um eine finale
Konzentration von ca. 1 mg/ml zu erreichen. Je 10 ul Probenvolumen wurden in die
Vertiefung der Mikrotiter-Platte {ibertragen. Der Start der Reaktion erfolgte durch die
Zugabe von je 200 pl Tetramethylbenzidine Liquid Substrate System (Sigma). Nach 30
Minuten wurde die Reaktion durch die Zugabe von 100 pul 0,5 M H,SO,4 gestoppt und der
Farbumschlag bei 450 nm gelesen. Eine Einheit der MPO-Aktivitit wurde definiert als
Degradation von 18 pmol H,O, pro Minute bei 25°C und einem pH von 6,0. Alle Proben

wurden in dreifacher Ausfertigung gemessen.

Die Bestimmung der MPO-Aktivitit erfolgte in scheinoperierten Wildtyp-Mausen sowie
nach einer einstiindigen Reperfusionsphase nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria
mesenterica superior. Die postischdmen Tiere wurden entweder mit 16slicher NTPDase oder

dem Vehikel behandelt (n=3 je Gruppe).
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2.6.4 NTPDase-Aktivitat

Die Enzymaktivitit der schockgefrorenen Mausgewebe wurde nach den von J. Sévigny
[Sevigny et al., 1997] und A. A. Baykov [Baykov et al., 1988] beschriebenen Techniken
bestimmt. Die Gewebeproben wurden bei 4°C in Tris-Puffer homogenisiert (95 mM NacCl /
45 mM Tris / 0.1 mM PMSF / 10 pg/mL Aprotinin, pH 7,6) und anschlieBend fiir fiinf
Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefif
ibertragen und auf eine Konzentration von ca. 800 pg/ml mit Tris-Puffer verdiinnt. Zur
Durchfiihrung des Enzymassays erfolgte die Zugabe von 10 pl Probenvolumen zu einem
Milliliter Reaktions-Puffer (50 mM Tris / 50 mM Imidazol / 8 mM CaCl,, pH 7.5) und die
Inkubation bei 37°C fiir drei Minuten. Durch die fakultative Zugabe von Tetramisol (SmM)
zum Reaktions-Puffer wurde in einzelnen Experimenten die Hemmung der alkalischen
Phosphatase erreicht [Van Belle, 1972]. Zum Start der Reaktion wurde das Substrat ATP
oder ADP mit einer endgiiltigen Konzentration von 0,3 mM zugegeben. Die Terminierung
der Reaktion erfolgte nach fiinf bis 15 Minuten durch die Zugabe von 0,25 ml Malachit Griin
Reagenz (Stammlosung: 10 ml 0,122 % Malachite-Griin-Hydrochlorid in 6N H,SO4 + 2,5
ml 7,5 % Ammonium Molybdate + 0,2 ml 11 % Tween 20 ). Die Lichtadsorption wurde bei
610 nm in dreifacher Ausfertigung gelesen und die Adsorption in den doppelten
Referenzproben (Zugabe des Proteins nach der Terminierung der Reaktion) subtrahiert. Die
Angabe der Enzymaktivitdt erfolgte in nmol P; / mg Protein / min. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde nach der von Bradford angegebenen Methode durchgefiihrt
[Bradford, 1976].

Zusitzlich wurden Jejunumproben von systemisch mit einem rekombinanten CD39-
Adenovirus infizierten Wildtyp-Méusen untersucht. Die Gewebeproben wurden von M. Imai
(Beth Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, MA, USA) zur Verfiigung
gestellt. Die Entnahme der Organe erfolgte fiinf Tage nach dem adenoviralen CD39-
Gentransfer (1x10° bis 5x10' PFU in 100 pl). Die Injektion von 1x10° PFU fiihrte in den
entnommenen Lebern zu einer Verfiinffachung der Kapazitit zur ATP-Hydrolyse bei

gleichzeitiger Halbierung der plasmatischen ATP-Konzentration [Imai et al., 1999a].
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Die NTPDase-Aktivitdt wurde in folgenden Studiengruppen bestimmt:

1. Native Gewebe (Gehirn, Lunge, Herz, Leber, Pankreas, Niere, Magen, Duodenum,
Jejunum, Milz) von C57BL/6x129Svj-Méausen
(cd39™, cd39", cd39"",n >3 je Gruppe)

2. Jejunum und Mesenterialwurzel nach intestinaler Ischdmie und Reperfusion oder
Scheinoperation von C57BL/6x129Svj-Méusen
(cd39™", 16sliche NTPDase, n > 3 je Gruppe)

3. Herzen nach xenogener Transplantation im Akkommodations- oder
Rejektionsmodell von C57BL/6x129Svj —Mausen
(cd39™", Zeitverlauf, n > 3 je Gruppe)

4. Leber nach Induktion einer akuten toxische Hepatitis von BALB/c-Méausen

(Zeitverlauf, n > 3 je Gruppe)

5. Jejunum nach adenoviralem CD39-Gentransfer von BALB/c-Méausen

(Pilotstudie mit verschiedenen Titern, n=5)

2.6.5 Histologie

Formalinfixierte jejunale Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet. Die Farbung der

Schnitte fiir die Durchlichtmikroskopie erfolgte mit Himatoxylin und Eosin.
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2.7 ENDOTHELZELL-AKTIVIERUNG DURCH NUKLEOTIDE

Humane aus Umbilikalvenen isolierte Endothelzellen (HUVEC) wurden von Cambrex
(Walkersville, MD, USA) bezogen und in EGM-2 BulletKit-Medium kultiviert (Cambrex).
Das Medium enthielt Human-Epidermal-Growth-Factor, Hydrokortison, Human-Fibroblast-
Growth-Factor, VEGF, Ascorbinsdure, Gentamicin, Amphotericin-B, Human-Insulin-like-
Growth-Factor, Heparin und 2 Vol.-% fetales Rinderserum. Die Zellen wurden nach

vollstindiger Konfluenz in der vierten Passage fiir die Experimente verwendet.

Unbehandelte sowie mit 100 uM ATP oder Uridintriphosphat (UTP) inkubierte HUVEC
wurden fiir 10 Minuten in 3,7 Vol.-% Paraformaldehyd fixiert, fiir drei bis flinf Minuten mit
0,1 Vol.-% Triton X-100 (Calbiochem, San Diego, CA, USA) permeabilisiert und fiir 20
Minuten mit 1 % bovinem Serumalbumin (BSA in phosphatgepufferter physiologischer
Kochsalzlosung, Gewicht/Volumen) geblockt. Die Farbung des Zytoskeletts erfolgte durch
eine 20 miniitige Inkubation mit Alexa Fluor 488 Phalloidin (Molecular Probes, 20 pl
Methanol-Stammlosung  in 250 pl BSA 1%). Fir die Durchfiihrung der
Fluoreszenzmikroskopie wurde das unter 2.4.2 beschriebene Videomikroskop verwendet.

Die Experimente erfolgten in dreifacher Ausfiihrung.

2.8 STATISTIK

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Die Berechnungen wurden mit
der SPSS-Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. In der statistischen Analyse
wurde fiir kontinuierliche Variablen der Mann-Whitney-U-Test oder der Student-t-Test im
Falle einer Gauss’schen Verteilung verwendet. Die Uberlebenskurven wurden nach der von
Kaplan und Meier angegebenen Methode berechnet und unter Verwendung des Log-Rank-
Test verglichen. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant interpretiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 NTPDase-AKTIVITAT IN MURINEN GEWEBEN

3.1.1 Native Mausgewebe

Die gesamte NTPDase-Aktivitdt der untersuchten Proteinpréparationen zeigte, ebenso wie
der Anteil der NTPDase 1 und die Substratspezifitit, eine erhebliche organspezifische
Variabilitit. Wahrend rund 90 % der NTPDase-Aktivitit der Lunge und der Milz auf die
NTPDase 1 entfielen, fiihrte der cd39-Mangel nur zu einer geringen quantitativen Anderung
der Nukleotidase-Aktivitdt der Leber und des Herzens. Gleichzeitig betrug die spezifische
Aktivitdt in den beiden letztgenannten Organen fiir das Substrat ADP nur rund 10% der
Aktivitit fir ATP. In der Milz, im Duodenum und in der Lunge hingegen betrug die
spezifische Aktivitét fiir ADP mehr als 60% der Aktivitét fiir ATP.

Der c¢d39-Mangel flihrte zu einer signifikanten Verminderung der NTPDase-Aktivitdt des
Gehirns der cd39-null Méuse im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (ATP: 106,3 + 27,49
vs. 151,76 £ 9,73 nmol Pi/ mg / min, p=0,027; ADP: 7,14 £+ 0,59 vs. 25,15 + 3,72 nmol P; /
mg / min, p<0,001; Abbildung 10). Die Substratspezifitit war deutlich zu Gunsten des ATP

verschoben.

Die pulmonale substratspezifische Nukleotidase-Aktivitit fiir ADP betrug 62% der Aktivitit
fir ATP in Wildtyp-Miusen. Insgesamt zeigte sich flir beide Substrate eine deutliche
Reduktion der Hydrolyse-Kapazitit von Proteinpréparationen der cd39-null Maiuse
gegeniiber den Kontrollen (ATP: 43,1 + 2,13 vs. 447,29 + 3,49 nmol P; / mg / min, p<0,001;
ADP: 3,53 £ 0,57 vs. 277,43 + 8,43 nmol P; / mg / min, p<0,001; Abbildung 11).
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Abbildung 10: NTPDase-Aktivitit des Gehirns. Die Nukleotidase-Aktivitit nativer Gehirne von
Wildtyp- (cd39 +/+) und cd39-null (cd39 -/-) Mdusen zeigte eine deutliche Substratspezifitdt fiir
Adenosintriphosphat (ATP) gegeniiber Adenosindiphosphat (ADP). Der cd39-Mangel fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Nukleotid-Hydrolyse (*: p=0,027 vs. cd39+/+, **: p<0,001 vs. cd39+/+,
NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat).
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Abbildung 11: NTPDase-Aktivitit der Lunge. Der cd39-Mangel fiihrte in nativen Lungen von cd39-null
(cd39 -/-) Méusen zu einem nahezu vollstindigen Verlust der Nukleotidase-Aktivitit (*: p<0,001 vs.
Wildtyp (cd39 +/+), NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, cd39
+/+: Wildtyp, ATP: Adenosintriphosphat, ADP: Adenosindiphosphat).
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Native Herzen zeigten mit dem Substrat ATP die hochste NTPDase-Aktivitdt aller
untersuchten Organe mit einer hohen Substratspezifitit (Abbildung 12). Der Verlust der
vaskuliren NTPDase in cd39-null Miusen fiihrte zu keiner Anderung der kardialen Aktivitit
(ATP: 522,99 + 154,63 vs. 462,59 + 118,48 nmol P; / mg / min, p=0,263; ADP: 39,38 +
41,03 vs. 49,61 + 28,0 nmol P; / mg / min, p=0,335).

Herz

700
600
500
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0 | —

ATP ADP

NTPDase-Aktivitat
[nmol Pi/mg/min]

Substrat

Abbildung 12: NTPDase-Aktivitit des Herzens. Das Herz zeigte, mit einer deutlichen Substratspezifitdit
fiir Adenosintriphosphat (ATP), die hochste Nukleotidase-Aktivitit aller untersuchten Organe. Der
cd39-Mangel fiihrte zu keiner messbaren Verdnderung der Nukleotid-Hydrolyse-Aktivitit (NTPDase:
Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, cd39 +/+: Wildtyp, cd39 -/-: c¢d39-
null, ADP: Adenosindiphosphat).

Die Nukleotidase-Aktivitit der nativen Wildtyp-Leber zeigte ebenfalls eine deutliche
Substratspezifitit fiir ATP, die sich in den cd39-null Organen unveridndert darstellte (ATP:
134,02 £ 13,85 vs. 136,7 + 14,09 nmol P; / mg / min, p=0,413; Abbildung 13). Die Aktivitit
fiir das Substrat ADP betrug in den Wildtyp-Organen nur 9 % der ATP-Aktivitit und zeigte
eine signifikante Reduktion in den cd39-null Lebern (ADP: 11,9 £+ 1,08 vs. 4,13 &+ 0,59 nmol
P; / mg / min, p<0,001).
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Wurde die Aktivitét der alkalischen Phosphatase durch die Zugabe von Tetramisol gehemmt,
so verringerte sich die NTPDase-Aktivitdt fiir ATP in beiden Genotypen gleichermaflen um
rund 60 %.

Leber
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Abbildung 13: NTPDase-Aktivitit der Leber. Die deutliche Substratspezifitit der Leber fiir
Adenosintriphosphat (ATP) blieb auch nach Hemmung der alkalischen Phosphatase durch Tetramisol
erhalten. Der cd39-Mangel fiihrte zu keiner messbaren Verdnderung der ATP-Hydrolyse. Die geringe
Nukleotidase-Aktivitit der Leber fiir Adenosindiphosphat (ADP) war in cd39-null Organen weiter
reduziert (*: p<0,001), wurde aber durch Tetramisol nur wenig beeinflusst, (NTPDase: Nukleosid-
Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, cd39 +/+: Wildtyp, cd39 -/-: cd39-null).

Die NTPDase-Aktivitidt des cd39-heterozygoten Pankreas zeigte fiir die beiden Substrate
ATP und ADP (ATP: 71,52 + 11,28 nmol P; / mg / min, ADP: 23,85 + 3,69 nmol P; / mg /
min) Werte, die im Mittel zwischen den Wildtyp- (ATP: 100,89 + 73,15 nmol P; / mg / min,
ADP: 36,04 + 25,39 nmol P; / mg / min) und cd39-null Organen (ATP: 39,94 + 13,96 nmol
P; / mg / min, ADP: 2,96 &+ 0,77 nmol P; / mg / min) lagen, auch wenn das Signifikanzniveau
durch die hohen Standardfehler in den Wildtyp-Organen nicht erreicht wurde (Abbildung
14). Die Differenz der Nukleotidase-Aktivitdt zwischen den cd39-heterozygoten und den
cd39-null Pankreata war fiir beide Substrate signifikant (ATP: p=0,019, ADP: p<0,001).
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Abbildung 14: NTPDase-Aktivitit des Pankreas. Die Nukleotidase-Aktivitit des cd39-heterozygoten
(cd39 +/-) Pankreas lag im Mittel sowohl fiir Adenosintriphosphat (ATP) als auch Adenosindiphosphat
(ADP) zwischen den Werten der Wildtyp- (cd39 +/+) und cd39-null (cd39 -/-) Organe. Aufgrund des
hohen Standardfehlers in den Wildtypen wurde das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht. Die
Differenzen zwischen den heterozygoten und cd39-null Organen waren signifikant (*: p=0,019 vs. cd39
+/,%%: p<0,001 vs. cd39 +/-, #: p=0,044 vs. cd39+/+, NITPDase: Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat).
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Abbildung 15: NTPDase-Aktivitit der Niere. Die Nukleotidase-Aktivitiit der nativen Niere zeigte eine
deutliche Substratspezifitit fiir Adenosintriphosphat (ATP), die sich in den cd39-null Organen nahezu
unverdndert darstellte. Die Kapazitdt der Niere zur Hydrolyse des Adenosindiphosphat (ADP) wurde
durch den cd39-Mangel weiter vermindert (*: p<0,001, NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, cd39 +/+: Wildtyp, cd39 -/-: cd39-null).
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Die NTPDase-Aktivitidt der Niere zeigte eine Substratspezifitit fir ATP, die sich in den
cd39-null Organen nahezu unverdndert darstellte (ATP: 257,68 + 22,92 vs. 196,83 + 64,79
nmol P; / mg / min, p=0,064; Abbildung 15). Die ADP-Hydrolyse-Kapazitét der Niere wurde
durch den cd39-Mangel weiter vermindert (ADP: 58,86 + 8,39 vs. 11,83 + 7,59 nmol P; / mg
/ min, p<0,001).

Die Organe des oberen Intestinums (Magen, Duodenum und Jejunum) zeigten eine
vergleichbare Verminderung der Nukleotidase-Aktivitit in den c¢d39-null Tieren auf rund
60 % der Aktivitdt der Wildtypen fiir ATP. Die absolute Hohe der Enzymaktivitdt variierte
jedoch deutlich (Magen: 354,68 + 55,38 vs. 209,1 £ 69,0 nmol P; / mg / min, p=0,023;
Duodenum: 410,02 + 26,5 vs. 291,51 + 74,07 nmol P; / mg / min, p<0,001; Jejunum: 233,64
+ 32,4 vs. 122,18 £ 29,75 nmol P; / mg / min, p=0,019). Die ATP-Substratspezifitit war im
Magen am Stirksten, im Duodenum am Geringsten ausgepriagt. Die Reduktion der ADP-
Hydrolyse-Kapazitit in den cd39-defizienten Organen war in allen Fillen signifikant
(Magen: 129,6 + 17,07 vs. 10,72 £ 2,84 nmol P; / mg / min, p<0,001; Duodenum: 302,08 +
16,46 vs. 192,34 + 83,47 nmol P; / mg / min, p=0,020; Jejunum: 108,13 £ 28,25 vs. 41,7 £
21,52 nmol P; / mg / min, p=0,048). Die Kapazitit des Duodenums zur ADP-Hydrolyse war
die hochste aller untersuchten Organe. In Abbildung 16 ist die NTPDase-Aktivitdt des

Jejunums wiedergegeben.

Die Nukleotidase-Aktivitit der cd39-null Milz betrug, dhnlich wie in der Lunge, nur rund
10 % der Enzymaktivitit in den Wildtyp-Kontrollen fiir ATP (128,97 + 15,46 vs. 16,01 +
2,94 nmol P; / mg / min, p<0,001; Abbildung 17). Die Kapazitit zur ADP-Hydrolyse ging in
der cd39-null Milz fast vollstindig verloren (99,83 + 15,26 vs. 2,36 + 0,17 nmol P; / mg /
min, p<0,001).
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Abbildung 16: NTPDase-Aktivitit des Jejunums. Das native Jejunum zeigte eine signifikante

Verminderung der Nukleotidase-Aktivitdt fiir Adenosintriphosphat (ATP) und Adenosindiphosphat
(ADP) in den cd39-null Mdusen im Vergleich zu den Kontrollen (*: p=0,019 vs. cd39+/+, **: p=0,049
vs. cd39+/+, NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, cd39 +/+:

Wildtyp, cd39 -/-: cd39-null).
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Abbildung 17: NTPDase-Aktivitit der Milz. Die Milz der cd39-null Mduse zeigte eine signifikante

Verminderung der Nukleotidase-Aktivitit fiir Adenosintriphosphat (ATP) im Vergleich zu den

Wildtypen und einen nahezu vollstindigen Verlust der Hydrolyse-Kapazitit fiir Adenosindiphosphat
(ADP) (*: p<0,001 vs. cd39+/+, NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies

Phosphat, cd39 +/+: Wildtyp, cd39 -/-: cd39-null).
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3.1.2 Intestinale Ischdamie

Wildtyp Miuse wurden einer 60-miniitigen intestinalen Ischdmie oder einer Scheinoperation
unterzogen. Die jejunalen Gewebeproben der scheinoperierten Kontrollen zeigten sowohl
zum Zeitpunkt der ,,Reperfusion (Sham 0’) als auch 60 Minuten spiter (Sham 60’) eine
stabile Nukleotidase-Aktivitdt (ATP: 220,35 + 33,74 vs. 188,94 + 20,51 nmol P; / mg / min,
p=0,235; ADP: 102,75 + 20,43 vs. 82,06 = 15,51 nmol P; / mg / min, p=0,233), die sich im
Niveau der nativen Organe bewegte (siche 3.1.1). Die Proteinpriparationen des ischdmen
Jejunums wiesen weder zum Zeitpunkt der Freigabe des Blutstromes (IRI 0°; ATP: 183,50 +
8,73 nmol P; / mg / min, p=0,175; ADP: 85,08 = 2,17 nmol P; / mg / min, p=0,219) noch
nach einer 60-miniitigen Phase der Reperfusion (IRI 60’; ATP: 216,42 + 16,58 nmol P; / mg
/ min, p=0,461; ADP: 108,50 + 7,45 nmol P; / mg / min, p=0,402) eine Verminderung der
NTPDase-Aktivitit gegeniiber den Sham 0’-Tieren auf (Abbildung 18).
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Abbildung 18: NTPDase-Aktivitit des Jejunums nach intestinaler Ischdmie. Das Jejunum zeigte nach
60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior (60° Ischdmie) weder zum Zeitpunkt der
Reperfusion (0’ Reperfusion) noch nach 60-miniitiger Reperfusion (60° Reperfusion) eine signifikante
Verminderung der Nukleotidase-Aktivitit im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen (0’
Ischimie) (NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, ATP:
Adenosintriphosphat, ADP: Adenosindiphosphat).
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Umgekehrt fiihrte die Behandlung der ischdmen Tiere vor Reperfusion mit einer Einmaldosis
16slicher NTPDase zu keiner messbaren Erhohung der Nukleotidase-Aktivitdt des Jejunums
zum Zeitpunkt der Freigabe des Blutstromes (ATP: 171,23 + 10,16 nmol P; / mg / min,
p=0,206 vs. IRI 0’; ADP: 90,90 + 5,00 nmol P; / mg / min, p=0,173 vs. IRI 0”) oder nach 60
Minuten Reperfusion (ATP: 180,63 + 11,20 nmol P; / mg / min, p=0,425 vs. IRI 0’; ADP:
90,18 + 9,30 nmol P; / mg / min, p=0,311 vs. IR1 0°).
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Abbildung 19: NTPDase-Aktivitit des Mesenteriums nach intestinaler Ischdmie. Das Mesenterium
zeigte nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior (60° Ischdmie) zum Zeitpunkt der
Reperfusion (0’ Reperfusion) einen signifikanten Abfall der Nukleotidase-Aktivitdit im Vergleich zu den
scheinoperierten Kontrollen (0’ Ischdmie). Nach 60-miniitiger Reperfusion (60° Reperfusion) fand sich
eine vollstindige Rekonstitution der Enzymaktivitit (*: p=0,033 vs. 0’ Ischdmie + 0’ Reperfusion, **:
p=0,030vs. 0’ Ischimie + 0’ Reperfusion, NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi:
freies Phosphat, ATP: Adenosintriphosphat, ADP: Adenosindiphosphat).

Die Homogenate der Mesenterialwurzel hingegen zeigten nach der 60-miniitigen Okklusion
der Arteria mesenterica superior einen signifikanten Abfall der NTPDase-Aktivitit (IRI 0’;
ATP: 75,64 £ 29,27 nmol P; / mg / min, p=0,033 vs. Sham 0’; ADP: 20,77 + 6,29 nmol P; /
mg / min, p=0,030 vs. Sham 0’; Abbildung 19) im Vergleich zu den scheinoperierten
Kontrollen zum Zeitpunkt der ,,Reperfusion” (Sham 0°; ATP: 156,58 £+ 13,42 nmol P; / mg /
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min, p=0,033 vs. IRI 0’; ADP: 38,85 + 2,93 nmol P; / mg / min, p=0,030 vs. IRI 0’). 60
Minuten nach Reperfusion fand sich eine vollstindige Rekonstitution der Enzymaktivitét
(IRI 60’; ATP: 150,34 & 22,12 nmol P; / mg / min, p=0,411 vs. Sham 0’; ADP: 34,22 + 4,37
nmol P; / mg / min, p=0,215 vs. Sham 0’).

3.1.3 Xenogene Herztransplantation

Im Modell der heterotopen, xenogenen Herztransplantation (xCTX) =zeigten die
transplantierten Spenderherzen in den ersten postoperativen Stunden den Trend einer
abnehmenden Nukleotidase-Aktivitat fiir das Substrat ATP, der im Akkommodationsmodell
nach 12 Stunden das Signifikanzniveau erreichte (p=0,035 vs. 0 Stunden, Abbildung 20a).
Im weiteren Zeitverlauf stieg die Kapazitit zur ATP-Hydrolyse im Akkommodationsmodell
wieder an, wéhrend sich im Rejektionsmodell ab 48 Stunden eine signifikante Abnahme der
Enzymaktivitit gegeniiber den Ausgangswerten darstellte (48 Stunden: p=0,048 vs. 0
Stunden, Zeitpunkt der Rejektion: p=0,013 vs. 0 Stunden).

Die Kapazitit der transplantierten Herzen zur ADP-Hydrolyse hingegen zeigte einen rapiden
Abfall innerhalb der ersten Stunde nach Reperfusion (Rejektionsmodell: p=0,002 vs. 0
Stunden, Akkommodationsmodell: p=0,004 vs. 0 Stunden, Abbildung 20b). Eine
Rekonstitution der Enzymaktivitit stellte sich in den akkommodierten Spenderherzen nach
48 Stunden dar, wihrend die Aktivitit im Rejektionsmodell unverdndert niedrig blieb

(p=0,009 Akkommodation vs. Rejektion).
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Abbildung 20: NTPDase-Aktivitit der Spenderherzen nach xenogener Transplantation. a) Nach
xenogener Transplantation (xCTX) zeigten die Spenderherzen eine im Trend abnehmende Kapazitdt zur
Hydrolyse des Adenosintriphosphates (ATP), die im Akkommodationsmodell nach 12 Stunden das
Signifikanzniveau erreichte und sich im weiteren Verlauf rekonstituierte. Im Rejektionsmodell stellte
sich ab 48 Stunden eine signifikante Verminderung der Enzymaktivitit dar. b) Fiir das
Adenosindiphosphat (ADP) stellte sich in beiden Modellen eine rasche, signifikante Abnahme der
Aktivitat dar, die sich im Akkommodationsmodell nach 48 Stunden rekonstituierte. (*: p<0,05 vs. 0
Stunden im Rejektionsmodell, **: p<0,05 vs. 0 Stunden im Akkomododationsmodell, NTPDase:
Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: fieies Phosphat, *: 72 Stunden nach xCTX oder
Zeitpunkt der Abstofsung im Rejektionsmodell (58 bis 65 Stunden)).
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3.1.4 Akute toxische Hepatitis

Im Modell der akuten toxischen Hepatitis fand sich in den Lebern 24 Stunden nach
Sensibilisierung mit D-gal und LPS-Injektion ein signifikanter Abfall der NTPDase-Aktivitét
gegeniiber der basalen Enzymaktivitiat (ATP, SmM Tetramisol: 41,09 + 5,01 vs. 12,61 = 1,91
nmol P; / mg / min, p=0,012; ADP, 5mM Tetramisol: 8,37 £+ 0,37 vs. 4,00 £+ 0,37 nmol P; /
mg / min, p=0,002; Abbildung 21). 48 Stunden nach der Intoxikation zeigten die Organe der
iiberlebenden Tiere eine vollstindige Rekonstitution der Nukleotidase-Aktivitdt fiir ATP und

einen Trend zu einer steigenden ADP-Hydrolyse-Kapazitit.
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Abbildung 21: NTPDase-Aktivitit der Leber in der akuten toxischen Hepatitis. 24 Stunden nach
Sensibilisierung mit 2-Amino-2-Deoxy-D-Galaktose und Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) zeigte
die Leber einen signifikanten Abfall der Hydrolyse-Kapazitit fiir Adenosintriphosphat (ATP, linke
Achse) und Adenosindiphosphat (ADP, rechte Achse). Die Lebern der iiberlebenden Tiere wiesen 48
Stunden nach Injektion eine vollstindige Rekonstitution der Enzymkapazitdt fiir ATP auf (*: p=0,012
vs. 0 Stunden fiir ATP, *: p=0,002 vs. 0 Stunden fiir ADP, **: p=0,026 vs. 0 Stunden fiir ADP, Pi:
freies Phosphat).
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Abbildung 22: NTPDase-Aktivitit des Jejunums nach adenoviralem CD39-Gentransfer. Unabhdngig

von der Quantitit der rekombinanten CD39-Adenoviren (rCD39Ad) zeigte sich fiinf Tage nach

Injektion eine Verminderung der Nukleotidase-Aktivitdit des Jejunums im Vergleich zu der nativen
a) Substrat: Adenosintriphosphat (ATP), b) Substrat: Adenosindiphosphat (ADP)
(NTPDase: Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, Pi: freies Phosphat, PFU: Plaque Forming

Kontrolle (0).

Units).
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3.1.5 Adenoviraler CD39-Gentransfer

Die intravendse Injektion der rekombinanten CD39-Adenoviren (rCD39Ad) fiihrte entgegen
der Erwartung nicht zu einem Anstieg der jejunalen NTPDase-Aktivitit. Unabhidngig von
der Quantitét der injizierten rCD39Ad zeigte sich in der Pilotstudie ein deutlicher Abfall der
Enzymaktivitit fiir die beiden Substrate ATP und ADP im Vergleich zu den nativen
Kontrollen (Abbildung 22).
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3.2 UBERLEBENSRATEN IN DEN ISCHAMIE-REPERFUSIONS-MODELLEN

3.2.1 Modell der hepatischen Ischimie

92 % der Wildtyp-Mause liberlebten die 45-miniitige komplette Ischdmie der Leber flir mehr
als sieben Tage, wihrend 68 % der cd39-heterozygoten (p<0,001 vs. cd39"") und 92 % der
cd39-null Miuse (p=0,025 vs. ¢d39"™", p<0,001 vs. cd39"") innerhalb von sechs Stunden
nach Reperfusion verstarben (Abbildung 23). Postmortal zeigten die Wildtyp-Mause
fleckformige Nekroseareale sowie eine Stauung der Sinusoide wihrend die cd39-null Tiere
vendse Thrombosen und den vendsen Abflussgebieten entsprechende hidmorrhagische

Nekrosen aufwiesen (Abbildung 24).
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Abbildung 23: Uberleben der cd39-Genotypen nach hepatischer Ischimie. 92 % der Wildtyp-Mduse
(cd39™") iiberlebten die 45-miniitige hepatische Ischimie. Die signifikant verminderten
Uberlebensraten der cd39-heterozygoten (cd39"") und cd39-null Méiuse (cd39™) betrugen 32 und 8 %.

Fiir die grafische Darstellung wurde die Nachbeobachtungszeit nach 24 Stunden zensiert.
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C

Abbildung 24: Postmortale Befunde nach hepatischer Ischimie. In der Abbildung sind reprisentative
postmortale Befunde nach einer 45-miniitigen hepatischen Ischdmie von Wildtyp- (linke Spalte, a-c)
und cd39-null Mdusen (rechte Spalte, d-f) wiedergegeben. Makroskopisch zeigen das
Oberbauchprdparat (a) und die Leberschnittfliche (b) der Wildtyp-Maus vereinzelte, fleckformige
Nekroseareale. Im mikroskopischen Bild (Vergroferung: 100-fach, c) findet sich eine weitgehend
erhaltene Leberarchitektur mit den Zeichen einer sinusoidalen Stauung. Die makroskopischen Befunde
der cd39-null Maus (Oberbauchprdparat: d, Leberschnittfliche: e) zeigen segmentale, den vendsen
Abflussgebieten entsprechende Nekroseareale. In der Histologie (VergrofSerung: 100-fach, f) finden

sich hdmorrhagische Nekrosen.
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Sowohl durch Substitution mit lslicher NTPDase als auch durch Supplementation mit
Adenosin und Amrinon lieB sich in den cd39-heterozygoten Tieren eine Uberlebensrate von
67 % erreichen (16sliche NTPDase: p=0,086 vs. cd39+/+, Adenosin/Amrinon: p=0,077 vs.
cd39"", Abbildung 25).
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Abbildung 25: Uberleben nach hepatischer Ischimie unter NTPDase- oder Adenosin-Substitution. Die
Uberlebensrate der nativen Wildtyp-Miiuse (cd39"") betrug 92 % nach 45-miniitiger hepatischer
Ischimie. Das kumulative Uberleben der cd39-heterozygoten Tiere (cd39"") war signifikant vermindert
und betrug 32 %. Durch Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (Apyrase, NTPDase) oder
Applikation von Adenosin und Amrinon konnten fiir cd39-heterozygote Miuse Uberlebensraten von
67 % erreicht werden. Fiir die grafische Darstellung wurde die Nachbeobachtungszeit nach 24

Stunden zensiert.
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Nach adenoviralem A20-Gentransfer zeigten die cd39-null Méuse eine signifikant
verlingerte Uberlebenszeit gegeniiber ihren Kontrollen (p=0,005 vs. native c¢d39", p=0,040
vs. B-gal), ein Langzeitiiberleben lieB sich jedoch nicht erreichen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Uberleben nach hepatischer Ischimie und A20-Gentransfer. Die Uberlebensrate der
nativen  Wildtyp-Miuse (cd39"") betrug 92 % nach 45-miniitiger hepatischer Ischdmie. Das
kumulative Uberleben der cd39-null Tiere (cd39”) war signifikant vermindert und betrug 8 %. Alle mit
dem Kontrollvirus (f-Galaktosidase, beta-gal) infizierten cd39-null Mduse verstarben innerhalb von
acht Stunden. Nach A20-Gentransfer zeigten die cd39-null Mduse eine signifikant gegeniiber ihren
Kontrollen verlingerte Uberlebenszeit bis zu 51 Stunden. Fiir die grafische Darstellung wurde die

Nachbeobachtungszeit nach 72 Stunden zensiert.
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3.2.2 Modell der intestinalen Ischdamie

60 % aller Wildtyp-Méuse starben innerhalb von 24 Stunden nach der 60-miniitigen
intestinalen Ischdmie (Abbildung 27). Die Applikation einer einzigen Dosis I6slicher
NTPDase unmittelbar vor Freigabe der Reperfusion fiihrte zu einem Uberleben aller

Wildtyp-Versuchstiere (p=0,038 vs. native Kontrollen).
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Abbildung 27: Uberleben nach intestinaler Ischimie in Wildtyp-Mdusen. Die Uberlebensrate der
kochsalzbehandelten Wildtyp-Miiuse (Vehikel-cd39™") betrug 40 % nach 60-miniitiger intestinaler
Ischdmie. Die Substitution einer einzigen Dosis loslicher Nukleotidase vor Freigabe der Reperfusion
(NTPDase) fiihrte zu einer Uberlebensrate von 100 %. Die Supplementation mit Adenosin und Amrinon
(Adenosin/Amrinon) hingegen erhohte das kumulative Uberleben nicht. Fiir die grafische Darstellung

wurde die Nachbeobachtungszeit nach 72 Stunden zensiert.
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b

Abbildung 28: Histopathologie nach intestinaler Ischdmie in Wildtyp-Mdusen. Nach 60-miniitiger
OFkidusion der Arteria mesenterica superior und einstindiger Reperfusion zeigten mit dem Vehikel
behandelte Wildtyp-Mduse eine erhebliche Storung der vaskuldren und mukosalen Integritit mit
Einblutungen, segmentalem Verlust des Epithels und einer vendsen Stauung (a, Vergriferung: 250-
fach). Nach Substitution der intravaskuliren Nukleotidase-Aktivitit zeigte sich nur eine geringe
Ablosung des Epithels im Bereich der jejunalen Villi, minimale Einblutungen und eine venédse Stauung

(b, Vergroferung: 250-fach).

Reprisentative histologische Befunde sind in Abbildung 28 wiedergegeben und zeigten eine

Stunde nach Reperfusion erhebliche Storungen der vaskuldren und mukosalen Integritdt in
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den nativen Wildtyp-Kontrollen mit segmentalem Verlust des Epithels sowie betrachtlichen
Einblutungen. Die apyrasebehandelten Tiere zeigten lediglich eine geringfligige Ablosung
des Epithels im Bereich der jejunalen Villi sowie minimale Einblutungen. Die Behandlung

mit Adenosin und Amrinon fiihrte zu keiner Verlidngerung der Uberlebenszeiten.

80 % der nativen cd39-heterozygoten Versuchstiere verstarben innerhalb von 24 Stunden

+/+

nach Reperfusion (p=0,549 vs. native cd39""). Die Substitution mit 16slicher NTPDase vor
Freigabe des Blutstromes fiihrte zu keiner signifikanten Verlidngerung der Uberlebenszeiten

=0, 361 vs. native cd39"”", Abbildung 29).
p g
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Abbildung 29: Uberleben nach intestinaler Ischimie in cd39-heterozygoten Miusen. Die
Uberlebensrate der nativen cd39-heterozygoten Miuse (Vehikel-cd39"") betrug 20 % nach 60-
miniitiger intestinaler Ischdmie. Durch Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitdt (Apyrase,
NTPDase) konnte die Uberlebensrate fiir cd39-heterozygote Mduse nicht verbessert werden. Das
kumulative Uberleben der nativen Wildtyp-Miuse (Vehikel-cd39"") betrug 40 %. Fiir die grafische

Darstellung wurde die Nachbeobachtungszeit nach 120 Stunden zensiert.
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Die nativen cd39-null Mause zeigten unmittelbar nach Freigabe der SMA erhebliche

intestinale Blutungen und 80 % der Versuchstiere verstarben postoperativ innerhalb von 48

Stunden (p=0,78 vs. native cd39™).

Sowohl die einmalige als auch die repetitive Substitution mit 16slicher NTPDase sowie die

Supplementation mit Adenosin/Amrinon fiihrte zu keiner Verbesserung der Uberlebensraten

(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Uberleben nach intestinaler Ischimie in cd39-null Méusen. Die Uberlebensrate der
nativen cd39-null Mause (Vehikel-cd39") betrug 20 % nach 60-miniitiger intestinaler Ischéimie.
Sowohl durch einmalige Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (Apyrase, NTPDase) vor
der Freigabe des Blutstromes als auch durch wiederholte Gabe bis 48 Stunden postoperativ (rep.
NTPDase) konnte keine Verbesserung der kumulativen Uberlebensrate der cd39-null Méiuse (cd39™)
erreicht werden. Die Applikation von Adenosin und Amrinon zeigte ebenfalls keine Steigerung der
Uberlebensrate fiir cd39-null Muse. Die Uberlebensrate der nativen Wildtyp-Miuse (Vehikel-cd39™")
betrug 40 %. Fiir die grafische Darstellung wurde die Nachbeobachtungszeit nach 120 Stunden

zensiert.
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Die postmortalen Befunde zeigten ausschlieBlich in den unbehandelten cd39-null Tieren
einen signifikanten intestinalen Blutverlust. Die Behandlung sowohl mit NTPDase als auch
mit Adenosin/Amrinon verhinderten grofere intestinale Blutungen in den cd39-null Méusen.
Alle verstorbenen Tiere zeigten ein massives intestinales Odem und Zeichen des toxischen
Schocks mit petechialen Einblutungen. Pulmonale Infarkte fanden sich postmortal nach
intestinaler Ischdmie bei allen nativen und einem Viertel der NTPDase-behandelten cd39-
heterozygoten Méuse sowie bei zwei Drittel der verstorbenen und mit einer Einmaldosis

NTPDase behandelten cd39-null Tiere.

3.3 THROMBOZYTEN-ADHASION NACH INTESTINALER ISCHAMIE

Nur eine geringe Zahl der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten zeigten sich in den
untersuchten intestinalen Arteriolen und Venolen der scheinoperierten Wildtyp-Méuse
(Sham) adhérent (Abbildung 31a). In der Reperfusionsphase nach 60-miniitiger intestinaler
Ischdmie fand sich in den mit dem Vehikel behandelten Tieren ein signifikanter Anstieg der
adhdrenten Thrombozyten in den postkapilliren Venolen (Vehikel vs. Sham: 27,98 + 4,99
/mm?® vs. 439 + 2,62 /mrnz, p=0,007). Dieser Anstieg konnte durch die einmalige
Supplementation mit 18slicher NTPDase vor der Freigabe des Blutstromes vollstindig
verhindert werden (2,95 + 1,62 /mm?, p=0,002 NTPDase vs. Vehikel). Die Anderung der
Thrombozytenadhésion in den Arteriolen erreichte nicht das Signifikanzniveau. Andererseits
zeigte sich in den postischdmen Arteriolen eine signifikante Zunahme der rollenden
Thrombozyten im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen (Vehikel vs. Sham: 146,2 +
25,6 /mm/s vs. 66,7 = 2,0 /mm/s, p=0,029, Abbildung 31b). Dieser Trend fand sich
unverdndert auch nach Applikation der 16slichen NTPDase (157,3 + 48,6 /mm/s, p=0,088 vs.
Sham). Die Anzahl der rollenden Thrombozyten in den Venolen énderte sich hingegen nicht

signifikant.
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Die cd39-null Méuse zeigten nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior

instabile Kreislaufverhdltnisse und wurden deshalb von dieser Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 31: Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen nach intestinaler Ischdmie. Nach 60-
miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior zeigte sich in der Reperfusionsphase ein
signifikanter Anstieg der adhdrenten Thrombozyten in den postkapilldren Venolen im Vergleich zu den
scheinoperierten Kontrollen (a, *: p=0,007 vs. Kontrolle und p=0,002 vs. NTPDase). Die Substitution
der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (NTPDase) vor Freigabe des Blutstromes verhinderte diesen
Anstieg. In den postischdmen Arteriolen zeigte sich entsprechend eine Zunahme der rollenden
Thrombozyten im Vergleich zu den Kontrollen, die im Trend auch nach Substitution der NTPDase-

Aktivitit unverdndert bestand (b, **: p=0,029 vs. Kontrolle).
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3.4 KAPILLARLECK NACH INTESTINALER ISCHAMIE

3.4.1 Intravitale Videomikroskopie

Die Sequestration des fluoreszenzmarkierten Albumins in das perivaskulire Gewebe
unterschied sich unter den Bedingungen einer konstanten Spililung mit angewdrmter
Kochsalzlosung nicht in scheinoperierten Wildtyp- und cd39-null Méusen (Sham, Abbildung
32).
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Abbildung 32: Kapillarleck nach intestinaler Ischdmie. Der Quotient aus der Lichtintensitit im
perivaskuliren Gewebe (Ip) und der benachbarten Venole (Iy) wurde als Parameter fiir die
Sequestration fluoreszenzmarkierten Albumins bestimmt. In scheinoperierten Wildtyp- und cd39-null
Modusen (Sham-cd39+/+, Sham cd39-/-) fand sich eine vergleichbare Albumin-Anreicherung. Nach 45-
miniitiger intestinaler Ischdmie zeigten cd39-null Miuse (IR-cd39-/-) im Trend eine vermehrte
Albumin-Sequestration im Vergleich zu den postischimen Wildtyp-Tieren (IR-cd39+/+), die nach 60
Minuten Reperfusion das Signifikanzniveau erreichte (*: p=0,035). Die Wildtyp-Mduse demonstrierten

nach 45-miniitiger Ischdmie kein signifikantes Albuminleck.
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Unmittelbar nach Freigabe des Blutstromes nach 45-miniitiger intestinaler Ischimie (IR)
zeigten die cd39-null Tiere bei stabilem Kreislauf bereits einen Trend zu einer erhShten
Albumin-Akkumulation im perivaskuldren Gewebe (p=0,078 vs. Sham cd39'""), wihrend
die Werte der Wildtyp-Méause in der gesamten Beobachtungszeit von 60 Minuten keinen
Anstieg gegeniiber den Kontrollen demonstrierten. Eine Stunde nach Beginn der
Reperfusionsphase  fand sich eine  deutlich  vermehrte = Anreicherung  des
fluoreszenzmarkierten Albumins im perivaskuldren Gewebe der cd39-null Méuse (p=0,035

vs. IR ¢d39™).

3.4.2 Evans Blue Farbstoff

60 Minuten nach der intravendsen Injektion der Evans Blue Losung zeigte sich in den
nichtoperierten Wildtyp- und cd39-null Kontrolltieren eine vergleichbare Akkumulation des
Farbstoffs in den jejunalen Proben (Kontrolle, 21,6 + 2,83 OD/g vs. 25,8 + 1,98 OD/g,
p=0,149, Abbildung 33). Die Eroffnung der Peritonealhdhle und Durchfiihrung der
Scheinoperation fiihrte in den cd39-null Miusen bereits zu einer deutlich erhohten
Anreicherung des Evans Blue Farbstoffs im Jejunum (Sham, 39,7 + 1,84 OD/g, p=0,004 vs.
Kontrolle), wihrend die Wildtyp-Tiere unter diesen Bedingungen keine Steigerung der
GefdBpermeabilitit zeigten (21,4 + 2,34 OD/g, p=0,484 vs. Kontrolle). In der
Reperfusionsphase nach einer 45-miniitigen intestinalen Ischdmie fand sich sowohl in den
Wildtyp-Méusen eine vermehrte Akkumulation des Farbstoffs im jejunalen Gewebe als auch
eine weitere Zunahme in den cd39-null Méusen (Vehikel, cd39™"": 44,6 + 0,97 OD/g,
p=0,002 vs. Sham; ¢d39": 51,7 + 2,10 OD/g, p=0,007 vs. Sham, p=0,030 vs. cd39""). Die
Substitution der intravasalen NTPDase sowie die Applikation von Adenosin/Amrinon
verhinderten den Anstieg der Evans Blue Akkumulation in der Reperfusionsphase nach
intestinaler Ischdmie in den Versuchstieren beider Genotypen. Die gemessenen Werte
unterschieden sich nicht von denen der jeweiligen nichtoperierten Kontrollen (cd39™": 25,4
+ 7,50 OD/g, p=0,335 NTPDase vs. Kontrolle, 24,6 + 3,99 OD/g, p=0,285
Adenosin/Amrinon vs. Kontrolle; cd39™": 25,0 £ 1,95 OD/g, p=0,397 NTPDase vs.
Kontrolle, 21,1 £2,91 OD/g, p=0,130 Adenosin/Amrinon vs. Kontrolle).
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Abbildung 33: Gefdfspermeabilitit nach intestinaler Ischdmie. Die optische Dichte (OD) in den
Extrakten der Jejunumproben nach Evans Blue Injektion wurde als Parameter fiir die
Gefifipermeabilitit bestimmt. Die scheinoperierten cd39-null Mduse (Sham, cd39-/-) demonstrierten
bereits eine deutlich vermehrte jejunale Evans Blue Akkumulation im Vergleich zu den nichtoperierten
Kontrollen (*: p=0,004) sowie den scheinoperierten Wildtyp-Tieren (cd39+/+, **: p=0,002). Nach 45-
miniitiger intestinaler Ischdmie zeigte sich in der Reperfusionsphase in beiden Genotypen eine
Zunahme der Gefifipermeabilitit gegeniiber den scheinoperierten Tieren (°: p=0,002, ™: p=0,007).
Die Evans Blue Anreicherung war in den postischimen cd39-null Mdusen signifikant héher als in den
Wildtypen (*: p=0,030). Durch Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (NTPDase) oder
Applikation von Adenosin und Amrinon wurde der postischime Anstieg der Gefdfspermeabilitdt

verhindert.
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3.5 SERUM- UND GEWEBEMARKER

3.5.1 Zytokine nach intestinaler Ischimie

Wildtyp-Méuse zeigten eine Stunde nach Freigabe des Blutstromes nach einer 60-miniitigen
Okklusion der Arteria mesenterica superior signifikant hhere Serumkonzentrationen des IL-
la als die scheinoperierten Kontrollen (148,2 = 38,22 pg/ml vs. 62,2 + 4,49 pg/ml, p=0,045).
Versuchstiere, die vor dem Beginn der Reperfusion mit 16slicher NTPDase substituiert
wurden, demonstrierten keinen Anstieg des IL-1o im Serum gegeniiber den scheinoperierten

Tieren (81,5 + 17,87 pg/ml, p=0,176, Abbildung 34).
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Abbildung 34: Interleukin-lo. nach intestinaler Ischdmie. Wildtyp-Mduse zeigten nach 60-miniitiger
intestinaler Ischdmie (Vehikel) einen signifikanten Anstieg der Serumkonzentration des Interleukin-1a
(IL-10, *: p=0,045) im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen. Die Substitution der intravasalen
Nukleotidase-Aktivitdit (NTPDase) vor Freigabe der Reperfusion verhinderte die vermehrte

Zytokinfreisetzung.

Die Messwerte flir das Interleukin-6 wiesen in der Gruppe der postischdmen Wildtyp-Mause
extreme Abweichungen auf und lieferten somit bei der kleinen Grundgesamtheit nur einen

statistischen Trend zu erhohten Serumkonzentrationen gegeniiber den scheinoperierten
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Tieren (1889,0 + 1039,53 pg/ml vs. 189,5 + 1,74 pg/ml, p=0,089, Abbildung 35).
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Abbildung 35: Interleukin-6 nach intestinaler Ischdmie. Die Bestimmung der Serumkonzentration des
Interleukin-6 (IL-6) nach 60-miniitiger intestinaler Ischdmie in Wildtyp-Mdusen (Vehikel) zeigte einen
extremen Standardfehler, so dass sich statistisch nur ein Trend zu einer erhéhten Konzentration im
Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen ergab. Die Substitution der intravasalen Nukleotidase-
Aktivitit (NTPDase) vor Freigabe der Reperfusion verhinderte die vermehrte Zytokinfreisetzung nicht
vollstindig (*: p=0,003).

Jeder einzelne Messwert der mit dem Vehikel behandelten Tiere lag jedoch iiber denen der
scheinoperierten Tiere. Die Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitdt konnte die
vermehrte postischdme Freisetzung des IL-6 im Vergleich zu den scheinoperierten Méusen

nicht verhindern (962,1 £+ 138,88 pg/ml, p=0,003).

Die Freisetzung des Tumor-Nekrose-Faktors-o war nach intestinaler Ischdmie signifikant
hoher als in den scheinoperierten Kontrolltieren (125,9 + 10,22 pg/ml vs. 61,3 + 3,53 pg/ml,
p=0,002, Abbildung 36), ein Befund, der sich fiir die NTPDase-substituierten Tiere nur im
Trend bestdtigt (96,2 + 19,87 pg/ml, p=0,079).
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Abbildung 36: Tumor-Nekrose-Faktor-a nach intestinaler Ischimie. Die Serumkonzentration des
Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-0) in der Reperfusionsphase nach 60-miniitiger intestinaler Ischdmie in
Wildtyp-Mdusen (Vehikel) zeigte signifikant hohere Werte als in den scheinoperierten Kontrollen
(*: p=0,002). Die Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (NTPDase) vor Freigabe der
Reperfusion verminderte die Zytokinfreisetzung (p=0,079 vs. Kontrolle).

3.5.2 Myeloperoxidase-Aktivitit nach intestinaler Ischimie

In der Reperfusionphase nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior
zeigten die mit dem Vehikel behandelten Wildtyp-Mause keinen signifikanten Anstieg der
MPO-Aktivitit in den untersuchten Jejunum-Proben gegeniiber den scheinoperierten
Kontrolltieren (123,2 + 39,31 mU/g vs. 75,1 £ 18,88 mU/g, p=0,166, Abbildung 37). Die
MPO-Aktivitdt der mit 16slicher NTPDase substituierten Tiere lag im Mittel zwischen den
Werten der Kontrolltiere und der postischdmen Maiuse (109,0 = 36,26 mU/g). Trotz der
fehlenden statistischen Signifikanz zum Untersuchungszeitpunkt (60 Minuten nach Freigabe
der Reperfusion) zeigten die Mittelwerte der MPO-Aktivitdt in den postischdmen Geweben

eine Tendenz, die den Ergebnissen der Zytokin-Messungen entsprechen (siehe 3.5.1).
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Abbildung 37: Myeloperoxidase-Aktivitit nach intestinaler Ischimie. Am Ende einer einstiindigen
Reperfusionsphase nach 60-miniitiger intestinaler Ischdmie wurde die jejunale Aktivitit der
Mpyeloperoxidase (MPO) bestimmt. Die Werte der unbehandelten, postischimen Wildtyp-Mdiuse
(Vehikel) unterschieden sich nicht signifikant von denen der scheinoperierten Kontrollen oder den

Werten nach Substitution der intravasalen Nukleotidase-Aktivitit (NTPDase).

3.5.3 Vascular-Endothelial-Growth-Factor

Die Serumkonzentrationen des VEGF in nativen Wildtyp- und cd39-null Miusen zeigten mit
74,3 £2,75 pg/ml und 98,3 + 16,75 pg/ml keine signifikante Differenz (p=0,293).
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3.6 ENDOTHELZELL-AKTIVIERUNG DURCH NUKLEOTIDE

Die Stimulation der kultivierten HUVEC mit ATP oder UTP fiihrte zu einer deutlichen
Veranderung der Zellarchitektur im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Neben einer
Spreizung der Zellen zeigte sich nach Farbung der Aktinfilamente in der
Fluoreszenzmikroskopie deutlich die Ausbildung von sogenannten Stressfasern.

Représentative Aufnahmen der Experimente sind in Abbildung 38 wiedergegeben.
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d

Abbildung 38: Verdnderungen des Zytoskeletts durch Nukleotid-Stimulation. Fluoreszenzmiskoskopie
humaner aus Umbilikalvenen isolierter Endothelzellen (HUVEC) nach Fdrbung der Aktinfilamente mit
Alexa Fluor 488 Phalloidin. Nach Stimulation mit Adenosintriphosphat (b, Vergrofierung: 100-fach)
oder Uridintriphosphat (c, Vergroferung: 100-fach) zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen (a, Vergrofserung: 100-fach) eine Zellspreizung und die Ausbildung von Stressfasern, die in
d) mit einer hoheren Vergrdoferung wiedergegeben sind (Stimulation mit Adenosintriphosphat,

Vergrofferung: 200-fach).
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4 DISKUSSION

4.1 NTPDase-AKTIVITAT IN NATIVEN ORGANEN

Den biologischen Funktionen der Organe entsprechend weist die gesamte Nukleotidase-
Aktivitdt ebenso wie der Anteil der NTPDase 1 an der Gesamtaktivitit eine erhebliche
Variabilitit auf. Die hochsten Aktivititen finden sich in der Lunge mit einem nahezu
vollstindigen Aktivititsverlust nach cd39-Deletion und im Herzen, dessen Gesamtaktivitit
durch den cd39-Mangel nicht beeinflusst wird. Mehr als die Hilfte der Nukleotidase-
Aktivitdt der Leber entfillt auf die alkalische Phosphatase, wahrend die NTPDase 1
quantitativ keine Relevanz aufweist. Im Pankreas und Jejunum hingegen entfillt die Hélfte

der Nukleotidase-Aktivitit auf die NTPDase 1.

Die biologische Bedeutung der NTPDase 1 ergibt sich jedoch nicht aus dem quantitativen
Anteil an der globalen Nukleotidase-Aktivitdt des Organs, als vielmehr aus den variierenden
pharmakologischen Eigenschaften der NTPDasen und deren bevorzugter Lokalisation in den
verschiedenen Kompartimenten der Organsysteme [Sevigny et al., 2002]. Die NTPDase 1
hydrolisiert die Substrate ATP und ADP ohne Zwischenschritt zu AMP und wird in
immunhistologischen Farbungen vorwiegend auf dem Endothel groferer und kleinerer
vaskuldrer Strukturen lokalisiert. Die NTPDase 2 hingegen ist vorwiegend eine Nukleosid-
Triphosphatase, liefert als Produkt ADP und wird in der Adventitia und auf Perizyten
exprimiert. Die unterschiedliche biochemische Aktivitdt dieser beiden NTPDasen und die
Lokalisation in verschiedenen Kompartimenten des Gefél3systems hat erhebliche Bedeutung
fiir die Thromboregulation. Das intakte Endothel erhdlt mit seiner NTPDase 1 eine
antithrombotische GefdBoberflaiche. Nach Stérung der Oberflichenintegritit fiihrt die
Freisetzung von ATP aus geschédigten Zellen oder aus den elektronendichten Granula
aktivierter Thrombozyten durch die Aktivitdt der NTPDase 2 zu einer lokal erhohten ADP-
Konzentration. ADP ist ein potenter Agonist der P2Y;- und P2Y;-Rezeptoren der
Thrombozyten und stimuliert die Thrombozytenaggregation. Es ensteht ein

prothrombotisches Milieu.
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Neben der Lokalisation im Gefdllsystem finden sich auch in den spezifischen
Kompartimenten der Organe signifikante NTPDase-Aktivititen, die mit den verschiedenen
physiologischen und pathophysiologischen Funktionen und Funktionszustinden in
Verbindung gebracht werden. Die Azini des exokrinen Pankreas der Maus zeigten eine
kréftige, dem Lumen zugewandte Expression der NTPDase 1, wihrend sich basolateral und
auf den duktalen Epithelzellen eine iiberwiegende Expression der NTPDase 2 fand [Kittel et
al., 2004]. Dieses Verteilungsmuster weist jedoch eine erhebliche Speziesvariabilitdt und
inkonstante Auspriagung auf, die im Zusammenhang mit den variierenden biologischen
Funktionen des exokrinen Pankreas interpretiert wird [LeBel et al., 1980; Sevigny et al.,
1998; Beaudoin et al., 1999; Kittel et al., 2002; Kittel et al., 2004]. Die Inselzellen des
humanen Pankreas zeigen ebenfalls eine signifikante NTPDase-Aktivitét [Kittel et al., 2002]
und der cd39-Mangel in den cd39-null Méusen fiihrt zu einer diabetischen Stoffwechsellage
(S.C. Robson, personliche Kommunikation). Das Verteilungsmuster der purinergen P2X-
und P2Y-Rezeptoren korreliert mit den oben beschriebenen Befunden und adaptiert sich
unter pathophysiologischen Bedingungen [Coutinho-Silva et al., 2003]. Extrazelluldre
Nukleotide fiihrten sowohl zu einer verstirkten Insulinsekretion der B-Zellen [Fernandez-
Alvarez et al., 2001] als auch zu einer gesteigerten Chloridsekretion der duktalen

Epithelzellen [Nguyen et al., 2001].

In der Leber des Hausschweins zeigen sich sowohl die Endothelzellen als auch die
Hepatozyten und Gallengangsepithelien positiv fiir die NTPDase 1 [Leclerc et al., 2000]. In
der Ratte hingegen beschrinkt sich der Nachweis der NTPDase 1 auf die vaskuldren
Strukturen, wahrend die NTPDase 2 in der Umgebung der intrahepatischen Gallengédnge auf
portalen Fibroblasten exprimiert wird, die moglicherweise eine bedeutende Rolle bei der
Enstehung einer Gallengangssklerose haben [Dranoff et al., 2002]. In isolierten hepatischen
Sternzellen zeigte sich eine konstante Expression der NTPDase 1, wéahrend die NTPDase 2
nur im aktivierten Zustand nachgewiesen werden konnte, der mit einem verdnderten
Expressionsmuster der purinergen P2Y-Rezeptoren einherging und Bedeutung bei der
Fibrosebildung erlangt [Dranoft et al., 2004a; Dranoff et al., 2004b]. Des weiteren wurde in
der Leber verschiedener Spezies eine weitere, neue NTPDase geklont und nachgewiesen

(NTPDase 8), die ebenfalls als Protein der Zelloberfliche imponiert und extrazelluldre
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Nukleotide hydrolisiert [Bigonnesse et al., 2004; Knowles,Li, 2006]. Die physiologische
Bedeutung und Lokalisation in der Leber verbleibt zundchst wunklar. Die
Gallengangsepithelien zeigen eine variable Expression von P2X- und P2Y-Rezeptoren und

thre Stimulation reguliert die Gallesekretion der Leber [Dranoff et al., 2001].

Der immunhistologische Nachweis der NTPDasen 1 und 2 in murinen Herzen beschréinkt
sich auf die vaskuldren Strukturen und das Endokard, mit der oben beschriebenen
Kompartimentierung [Sevigny et al., 2002]. Neben dem beschriebenen Einfluss auf die
Thromboregulation wird der Expression der NTPDase 1 auf der glatten Muskulatur der
grofleren Gefdlle eine Bedeutung in der Regulation des GefdBtonus zugeschrieben. Die
vasomotorischen Eigenschaften der glatten Muskelzellen werden im Wesentlichen durch
P2X;-Rezeptoren gesteuert und durch die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren moduliert
[Erlinge et al., 1998]. Die Stimulation der P2Y-Rezeptoren induzieren dariiber hinaus eine
Proliferation der glatten Muskulatur [Hou et al., 2000]. Eine regulierende Rolle der
NTPDase 1 kann in diesem Zusammenhang postuliert werden. Patienten mit einer
chronischen (ischdmischen) Herzerkrankung zeigen als Zeichen der verdnderten
pathophysiologischen Bedingungen neben dem Nachweis der NTPDase 1 auch auf
Kardiomyozyten [Kittel et al., 2005] zusidtzlich ein verdndertes Expressionsmuster der
myokardialen P2-Rezeptoren [Banfi et al., 2005]. Der quantitativ grofite Anteil der
NTPDase-Aktivitdt des Herzens wird der NTPDase 6 (CD39L2) zugeschrieben, deren
Genprodukt ausschlieSlich im Herz und fetalen Gehirn nachweisbar war [Yeung et al.,
2000]. Die messenger-Ribonukleinsdure (mRNA) der NTPDase 6 wurde in kapilliren
Endothelzellen und Kardiomyozyten lokalisiert und das bevorzugte Substrat der NTPDase 6
ist ADP.

Systematische Untersuchungen zur Expression und Funktion von NTPDasen im
Gastrointestinaltrakt liegen bisher nur unvollstindig vor. Wir konnten in dieser Arbeit
zeigen, dass rund 60% der Aktivitdt auf die NTPDase 1 entféllt. Neben dem Nachweis der
endothelialen NTPDase-Aktivitdt im mesenterialen Stromgebiet [Duval et al., 2003], konnte
CD39/NTPDase 1 ebenso als Antigen auf Enterozyten identifiziert werden [Martin-Villa et
al., 1997]. Der epithelialen NTPDase-Aktivitit wurde eine physiologische Rolle bei der
Degradation von Nahrungs-Nukleotiden zugeordnet [Schweickhardt et al., 1995]. Neuere
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Untersuchungen zeigten unter hypoxischen Bedingungen einen erheblich gesteigerten
epithelialen cd39-mRNA-Nachweis, der mit einer vermehrten Permeabilitit des Epithels
einhergeht [Synnestvedt et al., 2002]. Eine signifikante NTPDase-Aktivitét fand sich dariiber
hinaus in den intestinalen Lymphstrukturen [Benrezzak et al., 1999]. Die enteralen
Gliazellen waren positiv fiir die NTPDase 2 [Braun et al., 2004]. Entsprechend lassen sich
P2-Rezeptoren in den vaskuldren Strukturen und der glatten Muskulatur des Intestinums
nachweisen, die den Gefdl3tonus und die Darmmotilitit regulieren [Giaroni et al., 2002]. Die
Aktivierung der purinergen Rezeptoren des Epitheliums beeinflusst die Kalium-, Bikarbonat-

und Chlorid-Sekretion und hemmt die Natrium-Riickresorption [Bucheimer,Linden, 2004].

Die Lokalisation der Ekto-Nukleotidasen in der Niere und insbesondere ihre variierende
Verteilung entlang der verschiedenen Abschnitte des Nephrons wurde kiirzlich ausfiihrlich
dargestellt [Vekaria et al., 2006]. Es fand sich eine Koexpression mit den verschiedenen
Adenosin- und P2-Rezeptoren. Die biologischen Wirkungen dieses komplexen

Verteilungsmusters verbleiben jedoch zunéchst unklar.

4.2 NTPDase-AKTIVITAT BEI AKUTEN ORGANSCHADEN

Nach warmer intestinaler Ischiamie zeigen die Proteinpréparationen der Jejunumsegmente
keinen messbaren Abfall der NTPDase-Aktivitdt. Die mesenterialen Praparate mit einem
hohen Anteil vaskuldrer Strukturen hingegen demonstrieren zum Zeitpunkt der Freigabe des
Blutstromes nach 60-miniitiger Okklusion der Arteria mesenterica superior eine signifikante
Verminderung der NTPDase-Aktivitit. Innerhalb einer Stunde nach Reperfusion findet sich
eine vollstindige Rekonstitution. Im Modell der xenogenen Herztransplantation mit einer
einstiindigen kalten Ischdmie zeigt sich eine prolongierte Rekonstitutionsphase. Nach einem
signifikanten Abfall der globalen NTPDase-Aktivitét des Herzens unmittelbar nach Freigabe
des Blutstromes bleibt dieser fiir mehr als 24 Stunden im Akkommodationsmodell bestehen.

Im Rejektionsmodell findet sich bis zum Zeitpunkt des Organverlustes keine Zunahme der
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Aktivitit. Im Modell der akuten toxischen Hepatitis wird die erwartete Verminderung der
globalen hepatischen NTPDase-Aktivitit 24 Stunden nach Injektion des Lipopolysaccharids
nachgewiesen. Bei den {iberlebenden Tieren zeigt sich 48 Stunden nach der Injektion eine

Regeneration der Enzymaktivitét.

Der Verlust der vaskuliren NTPDase-Aktivitit in Ischdmie-Reperfusions- und
Transplantationsmodellen wurde bereits mehrfach demonstriert [Candinas et al., 1996;
Koyamada et al., 1996; Robson et al., 1997; Robson et al., 1999]. Mit den hier vorgestellten
Daten kann jedoch erstmals der Verlust der Aktivitdt unmittelbar nach der Ischdmiephase
und der Zeitverlauf der Rekonstitution in Abhéngigkeit vom Ausmaf3 der Schadigung belegt
werden. In vorhergehenden immunhistologischen Untersuchungen zeigte sich nach
Ischdamie-Reperfusion kein vollstindiger Verlust der endothelialen cd39-Expression. Die
verminderte NTPDase-Aktivitdat wurde vielmehr als Folge einer Konformationsdnderung des
Proteins angesehen. Im Modell der xenogenen Herztransplantation jedoch folgte die
Rekonstitution der NTPDase-Aktivitit dem Nachweis einer gesteigerten cd39-mRNA-
Transkription [Imai et al., 1999c].

Als Folge der verminderten cd39-Aktivitit des postischdmen Gefdfendothels kann eine lokal
erhohte ATP- und ADP-Konzentration postuliert werden, die ein prothrombotisches und
proinflammatorisches Milieu entstehen lésst. Primér durch das Ischdmie-Trauma oder
sekunddr durch freie Nukleotide aktivierte Thrombozyten setzen einerseits weitere
Adenosinnukleotide frei und unterhalten das prothrombotische Milieu (siehe 1.3.1 und
1.3.2), andererseits aktivieren sie das Komplementsystem [Del Conde et al., 2005]. Die
Ausbildung von Mikrothromben wurde aulerdem als Promoter der Monozytenrekrutierung
beschrieben [Mause et al., 2005]. Insgesamt wurden aktivierte Thrombozyten bereits frither
als Mitinitiator einer postischimen Entziindungsreaktion angesehen [Massberg et al., 1998;
Massberg et al., 1999; Salter et al., 2001]. Weiterhin kann in den vorgestellten Experimenten
in vitro eine direkt durch Nukleotide induzierte Endothelzell-Aktivierung mit einer
entsprechenden Verdnderung des Zytoskeletts nachgewiesen werden (siehe 3.6), die durch
P2Y-Rezeptoren vermittelt wird [Kaczmarek et al., 2005]. Ahnliche Experimente mit einer
gezielten Stimulation der P2-Rezeptoren in kultivierten HUVEC fiihrten zu einer

Zellschrumpfung, die als Ursache fiir eine gesteigerte vaskuldre Permeabilitit angesehen
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wurde [Tanaka et al., 2004]. Somit kommt der vaskuldren NTPDase-Aktivitit eine

Schliisselrolle in der Pathophysiologie des Ischdmie-Reperfusionsschadens zu.

Neben den beschriebenen Auswirkungen der erhohten ATP- und ADP-Konzentrationen,
kann durch den postischimen Verlust der NTPDase-Aktivitdt zusétzlich ein vermindertes
Substratangebot fiir die 5’-NT erwartet und somit eine verminderte endogene
Adenosingeneration postuliert werden. Adenosin selbst antagonisiert, insbesondere durch die
Stimulation der A,s-Rezeptoren, eine Vielzahl der Wirkungen der Adenosinnukleotide und
wird als antiinflammatorisches Agens angesehen [Sullivan, 2003]. Adenosin hemmt die
Thrombozytenaggregation,  inhibiert  die = Leukozytenaktivierung  und  wirkt
endothelzellprotektiv. Der vaskulire NTPDase-Mangel vermag somit den Ischdmie-
Reperfusionsschaden durch den Erhalt eines prothrombotischen und proinflammatorischen
Milieus (ATP, ADP) sowie durch Hemmung antiinflammatorischer Effekte (Adenosin) zu

verstiarken.

Im Gegensatz zur NTPDase 1 wurde die Expression und Aktivitit der 5’-NT (cd73) durch
akuten oxidativen Stress induziert [Chen et al., 2001]. Eine chronische Hypoxie hingegen

fuhrte in vitro sowohl zu einer vermehrten Aktivitdat der 5’-NT als auch zu einer Induktion

der NTPDase 1 in kultivierten Endothelzellen [Eltzschig et al., 2003; Li et al., 2006].

Ausreichende Daten zur Bewertung der Rolle der Nukleotidasen und der purinergen
Metabolite im Modell der akuten toxischen Hepatitis liegen derzeit nicht vor. In den
vorliegenden Experimenten haben wir eine Verminderung der globalen NTPDase-Aktivitdt
24 Stunden nach Lipopolysaccharid-Injektion nachgewiesen. Die Applikation eines
selektiven Aja-Rezeptor-Agonisten fiihrte in einem vergleichbaren Mausmodell zu einer
signifikanten Reduktion sowohl der TNF-a-Produktion als auch der Letalitit im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen [Odashima et al., 2005]. Andererseits fiihrte die 5-fach
vermehrte CD39-Expression nach adenoviralem Gentransfer in Hepatozyten und
Sinusoidalzellen zu einer erhohten Letalitdt nach LPS-induzierter Hepatitis im Vergleich zu

den vektorinfizierten oder wunbehandelten Kontrolltieren [Imai et al, 1999a].
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Allerdings bedingte die erhebliche Uberexpression der NTPDase 1 in den infizierten Miusen
eine signifikante Reduktion der ATP-Plasmakonzentration, so dass die erhohte Letalitit
moglicherweise vorrangig durch eine Energiedepletion bedingt sein konnte (M. Imai und O.

Guckelberger, unveroffentlichte Daten).

4.3 BEDEUTUNG DER NTPDase 1 FUR DIE HEPATISCHE ISCHAMIETOLERANZ

Die in den Wildtyp-Méusen mit einer niedrigen Letalitdt einhergehende, 45-miniitige
hepatische Ischdmie fiihrt in Tieren mit einem cd39-Mangel zu einer signifikanten
Mortalitdt. Die Substitution mit Adenosin/Amrinon oder l6slicher NTPDase in der
Reperfusionsphase verbessert die Uberlebensraten der heterozygoten Miuse signifikant. Die
Expression des protektiven Gens A20 fiihrt zu einer verlingerten Uberlebenszeit, ohne

jedoch ein Langzeitiiberleben erreichen zu konnen.

Eine systematische Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen wahrend der
Leberreperfusion zeigte mit Verldngerung der Ischdmiezeit eine Zunahme der mit dem
Endothel interagierenden Thrombozyten, die linear mit der Stérung der sinusoidalen
Perfusion korrelierte [Khandoga et al., 2003]. Die hier vorgestellten Daten zeigen ebenfalls
eine sinusoidale Stauung bei den postischimen Wildtyp-Miusen mit einer Uberlebensrate
von 92 %. Die cd39-null oder cd39-heterozygoten Tiere demonstrieren eine deutlich
verminderte Ischdmietoleranz. In den cd39-null Tieren formieren sich bei fehlender
vaskuldrer NTPDase-Aktivitdt segmentale Thrombosen der vendsen Abflussgebiete mit
einer Letalitdt von 92 %. Die Mortalitéit der cd39-heterozygoten Tiere betriagt 68 %, die sich
unter der Substitution mit 16slicher NTPDase auf 33 % reduziert. Der cd39-Mangel lésst sich

durch die Supplementation in der Reperfusionsphase kompensieren.

Adenosin, das Endprodukt des extrazelluliren purinergen Stoffwechsels durch die

Nukleotidasen, wurde als bedeutender Mediator der hepatischen Prékonditionierung
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identifiziert [Serracino-Inglott et al., 2002; Carini,Albano, 2003; Koti et al., 2003;
Teoh,Farrell, 2003]. Durch die Exposition gegeniiber einer kurzfristigen hepatischen
Ischdmie wird eine erhohte Ischdmietoleranz der Leber induziert (ischdmische
Priakonditionierung, IPC). Dieser Effekt kann ebenfalls durch verschiedene chemische
Substanzen erreicht werden (pharmakologische Priakonditionierung). Die detailliertesten
Daten liegen fiir die Applikation von Adenosin oder selektiven Ajs-Rezeptor-Agonisten vor
[Harada et al., 2000; Ben-Ari et al., 2005]. Die pharmakologische Prikonditionierung erfolgt
vor Induktion der hepatischen Ischidmie. In den vorgestellten Experimenten zeigt die
Substitution mit Adenosin/Amrinon wihrend der Reperfusionsphase den gleichen Effekt wie
die Supplementation der NTPDase-Aktivitdt in den cd39-heterozygoten Méusen (33 %
Mortalitdt). Auch fiir Wildtyp-Tiere konnte ein Nutzen der A,a-Rezeptor-Stimulation in der
Reperfusionsphase nach hepatischer Ischiamie gezeigt werden [Day et al., 2004]. Eine
verzogerte Applikation bis zu einer Stunde nach Freigabe des Blutstromes war ebenfalls

noch hepatoprotektiv wirksam.

Die NTPDase 1 stellt einen essentiellen Faktor fiir die Ischdmietoleranz der Leber dar, deren
pathophysiologische Bedeutung sich insbesondere in der frithen Phase der Reperfusion
manifestiert. Im Rahmen der hepatischen Ischédmietoleranz stellt die Generierung des AMP
einen bedeutsamen Teil der Wirkung der vaskulédren NTPDase dar. Das AMP ist als Substrat
der 5°-NT eine signifikante, endogene Quelle des hepatoprotektiven Adenosins. Das

protektive Gen A20 kompensiert den NTPDase 1-Mangel nur teilweise.

4.4 BEDEUTUNG DER VASKULAREN NTPDase FUR DEN INTESTINALEN
ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADEN
4.4.1 Ischdmietoleranz

Die 60-miniitige intestinale Ischdmie ist in nativen Wildtyp-, cd39-null und cd39-

heterozygoten Mausen mit einer hohen Letalitdt verbunden. Die einmalige Substitution mit
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16slicher NTPDase vor Freigabe des Blutstromes flihrt bei den Wildtyp-Versuchstieren zu
einer Ischdmietoleranz, mit dem Erhalt der vaskuldren und mukosalen Integritit in den
jejunalen Histologien. Die Maiduse mit einem cd39-Mangel hingegen profitieren nicht
signifikant von der NTPDase-Supplementation. Die Applikation von Adenosin/Amrinon
fiihrt in dem Modell des ausgeprigten intestinalen Ischdmie-Reperfusionsschadens sowohl
bei den Wildtypen als auch bei den cd39-defizienten Mausen zu keiner Verbesserung der

Uberlebensraten [Guckelberger et al., 2004].

In der Friihphase nach Reperfusion einer Diinndarmischdmie konnte die Beteiligung der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen an den  pathophysiologischen  Prozessen
experimentell nachgewiesen [Massberg et al., 1998; Massberg et al., 1999] und eine
postischime Dysfunktion der frei zirkulierenden Thrombozyten, im Sinne einer
Verbrauchskoagulopathie, gezeigt werden [Aydemir-Koksoy et al., 1999]. Dementsprechend
kann der protektive Effekt der 16slichen NTPDase bei Wildtyp-Mé&usen in dem vorgestellten
Modell der intestinalen Ischimie durch die Elimination des ADP als antithrombogene
Wirkung interpretiert werden. In den cd39-defizienten Tieren muss durch die NTPDase-
Substitution hingegen mit einer Resensibilisierung der Thrombozyten und einem Rebound-
Phidnomen gerechnet werden [Robson et al., 2000]. Die reaktive Hyperaktivitit der
Thrombozyten konnte den fehlenden protektiven Effekt und die pulmonalen Infarkte bei

diesen Tieren erkliren.

Auch fiir den Diinndarm wurde das Konzept der ischdmischen Prikonditionierung mit
wechselnden Protokollen angewendet und mit einer Vielzahl von Mediatoren assoziiert
[Mallick et al., 2004]. Die pharmakologische Prikonditionierung mit Adenosin zeigte einen
mit der IPC vergleichbaren protektiven Effekt [Unal et al., 2003], wihrend die Applikation
eines Aj-Rezeptor-Antagonisten die Induktion der Ischidmietoleranz durch die IPC
verhinderte [Davis et al., 1999]. Die alleinige Supplementation mit Adenosin/Amrinon in der
Reperfusionsphase filihrt in unserem Modell der intestinalen Ischdmie zu keiner signifikanten

Steigerung der Ischidmietoleranz.

Der deutliche Uberlebensvorteil der mit 16slicher NTPDase behandelten Wildtyp-Miuse

kann als Folge der dualen Wirkung (ADP-Elimination und endogene Adenosin-Generation)
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angesehen werden und geht mit einer verminderten postischdmen Zytokinfreisetzung (TNF-
a und IL-1a) im Vergleich zu den Kontrollen einher. Die postischimen Konzentrationen von
TNF-a und IL-1a werden als Parameter sowohl fiir den oxidativen Stress im Gewebe als

auch fiir die Aktivierung des Komplementsystems angesehen [Cerqueira et al., 2005].

Die Infiltration des postischdmen Intestinums mit neutrophilen Granulozyten (PMN)
verursacht durch die Freisetzung proteolytischer Enzyme, die Produktion freier Radikale und
die Storung der Mikrozirkulation einen erheblichen Gewebeschaden [Mallick et al., 2004].
Die Emigration der PMN aus den postkapilldren Venolen stellt einen komplexen dreistufigen
Prozess dar (,rolling, adhesion, and extravasation), der verschiedene Adhisionsmolekiile,
Chemoattractants, Chemokine und Integrine involviert. Die Infiltration des Gewebes wird
indirekt durch die Myeloperoxidase-Aktivitdt bestimmt. Zu dem von uns ausgewerteten
frithen Zeitpunkt (60 Minuten nach Freigabe des Blutstromes) zeigt sich weder bei den
nativen noch bei den NTPDase-behandelten Wildtyp-Méusen ein signifikanter Anstieg der
jejunalen MPO-Aktivitit.

4.4.2 Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen

Bereits in den ersten Minuten der Reperfusion nach einer 60-miniitigen Okklusion der
Arteria mesenterica superior zeigt sich bei den Wildtyp-Mausen eine signifikante Zunahme
der in den postkapilliren Venolen adhdrenten Thrombozyten im Vergleich zu den
scheinoperierten Kontrollen. Durch die einmalige Substitution der intravasalen NTPDase-

Aktivitdt vor Freigabe des Blutstromes kann dieser Anstieg vollstdndig verhindert werden.

Die Adhédsion der Thrombozyten am Endothel erfolgt direkt durch Ligand-Rezeptor-
Bindung oder indirekt durch Leukozyten-Vermittlung [Massberg et al., 1999; Cooper et al.,
2004] und wird im Wesentlichen durch P-Selectin initiiert, das sowohl von aktivierten
Thrombozyten als auch aktivierten Endothelzellen exprimiert wird [Massberg et al., 1998;
Vandendries et al., 2004]. Fiir die Interaktionen der Thrombozyten mit der GefdBwand
wihrend der intestinalen Reperfusion wurden zwei Phasen beschrieben, die zeitlich mit einer

gesteigerten Expression von P-Selectin korrelieren [Cooper et al., 2003]. In der friihen Phase,
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Minuten nach Freigabe des Blutstromes, werden praformierte Adhédsionsmolekiile aus den
Weibel-Palade-Korpern an der Oberfldche der Endothelzellen exprimiert [Eppihimer et al.,
1997]. Fiinf Stunden nach Reperfusionsbeginn zeigte sich ein erneuter Anstieg der P-
Selectin-Expression, dem ein vermehrter mRNA-Nachweis voranging. Die irreversible
Bindung der Thrombozyten an die Endothelzellen wurde als fibrinogenassoziiert beschrieben
[Massberg et al., 1999]. Neben der Stérung der Mikrozirkulation durch die Thrombogenese,
fordern aktivierte und adhdrente Thrombozyten die Gewebeinfiltration mit neutrophilen
Granulozyten und werden somit als frither Mediator des Reperfusionsschadens angesehen

[Kirton,Nash, 2000; Cooper et al., 2003; Vandendries et al., 2004].

Die Substitution der intravasalen NTPDase-Aktivitit unmittelbar vor Beginn der
Reperfusion des ischdmen Intestinums kann in unseren Experimenten die frithe Phase der
Thrombozyten-Adhdsion zuverldssig verhindern. Dabei diirfte sowohl die verminderte
Thrombozyten- als auch die verminderte Endothelzellaktivierung von pathogenetischer

Bedeutung sein.

4.4.3 Vaskulare Permeabilitit

Bereits eine moderate intestinale Ischdmie fiihrt in der ersten Stunde nach Freigabe des
Blutstromes zu einem signifikanten Anstieg der Gefdpermeabilitit. Dieser Anstieg ist in
cd39-null Mausen bereits nach Durchfiihrung einer Scheinoperation evident und nach
Okklusion der Arteria mesenterica superior signifikant stirker ausgeprégt als in den Wildtyp-
Tieren. Die erhohte vaskuldre Permeabilitét kann in beiden Genotypen durch die Substitution
mit  loslicher ~NTPDase oder Adenosin/Amrinon  verhindert werden. Die
Serumkonzentrationen des VEGF, das einen potenten Stimulus fiir die Gefdllpermeabilitét

darstellt [Josko et al., 2000], sind in nativen Méusen beider Genotypen vergleichbar.

Die Aktivierung von Endothelzellen durch mechanische oder chemische Reize fiihrt unter
Beteiligung einer Vielzahl von Signalwegen zu einer Verminderung ihrer Barrierefunktion
fiir Makromolekiile [Wu, 2005; Mehta,Malik, 2006]. In vitro fiihrte ADP als Agonist der
P2Y -Rezeptoren zu einer Kontraktion von kultivierten Endothelzellen [Tanaka et al., 2004]
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und die hier vorgestellten Daten beschreiben nach Stimulation mit ATP ebenfalls eine
Anderung der Zellarchitektur. Die Substitution mit 18slicher NTPDase kann somit durch

Elimination der Nukleotide ATP und ADP das postischdme Kapillarleck vermindern.

AufBlerdem konnten sowohl Adenosin als auch Adenosin-Rezeptor-Agonisten in vitro eine
Verminderung der vaskuldren Permeabilitit induzieren [Wang et al., 2005]. In-vivo-
Experimente zeigten dariiber hinaus eine wirksame Verminderung des Kapillarlecks unter
Hypoxie-Bedingungen durch die Aktivitdit der 5°-NT (cd73), deren Wirkung der
Generierung von endogenem Adenosin zugeschrieben und durch Adenosin-Rezeptor-
Agonisten in cd73-null Méusen teilweise kompensiert wurde [Thompson et al., 2004]. Durch
die Hydrolyse der Adenosinnukleotide ATP und ADP zu AMP stellt die NTPDase im
postischdmen Geféalbett zusétzlich das Substrat fiir die Generation von endogenem Adenosin

bereit und kann auch iiber diesen Mechanismus die vaskulidre Permeabilitdt vermindern.

Neben Adenosin zeigte auch die alleinige Applikation eines selektiven Phosphodiesterase-
[II-Inhibitors eine Verminderung der Ischdmie-Reperfusion induzierten Gefillpermeabilitit
[Mizutani et al., 2005], was moglicherweise die potente Wirkung der in unseren

Experimenten verwendeten Adenosin/Amrinon-Kombination erklért.

4.5 RESUMEE UND AUSBLICK

Im Rahmen der experimentellen, warmen hepatischen oder intestinalen Ischidmie stellt die
vaskulidre NTPDase 1 (cd39) einen bedeutenden Faktor fiir die Ischdmietoleranz der murinen
Organe dar, der in cd39-defizienten Versuchstieren durch die Substitution mit I6slicher
NTPDase teilweise kompensiert werden kann. In der frithen Reperfusionsphase des
Intestinums zeigt sich in den vaskuldren Strukturen der Wildtyp-Méuse ein signifikanter
Abfall der NTPDase-Aktivitit, die innerhalb von 60 Minuten eine vollstindige

Rekonstitution erfihrt. In dem Transplantationsmodell mit einem zusétzlichen
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Konservierungsschaden und fortgesetzten immunologischen Insulten zeigt sich eine
erheblich verzogerte Rekonstitution der NTPDase-Aktivitit. In dem Modell der intestinalen
Ischdmie in Wildtyp-Méusen kann die einmalige Substitution mit einer 16slichen NTPDase
vor Freigabe des Blutstromes einen nahezu vollstindigen Erhalt der vaskuldren und
mukosalen Integritit erreichen und das Uberleben der Tiere signifikant verbessern. Die
NTPDase-Substitution verhindert in diesem Modell die frithe Phase der gesteigerten
Thrombozyten-Adhdsion an das postischime Endothel und geht mit einer deutlich
reduzierten vaskuldren Permeabilitdt einher. Als Ausdruck des verminderten Ischédmie-
Reperfusionsschadens finden sich 60 Minuten nach Freigabe des Blutstromes keine
signifikant erh6hten Serumkonzentrationen der Zytokine TNF-a und IL-1a in der Gruppe der
NTPDase-substituierten Wildtyp-Tiere.

Fiir die beschriebenen protektiven Eigenschaften der NTPDase postulieren wir einen dualen
Wirkmechanismus. Einerseits fiihrt die Hydrolyse der intravasalen Nukleotide ATP und
ADP zu einer verminderten Stimulation der prothrombotischen und proinflammatorischen
purinergen Rezeptoren der Thrombozyten und Endothelzellen. Andererseits ist das Produkt
der ATP- und ADP-Hydrolyse (AMP) gleichzeitig das Substrat der 5’-NT mit dem
Endprodukt Adenosin. Das endogene Adenosin wirkt {iber die Stimulation der Adenosin-

Rezeptoren antiaggregatorisch und antiinflammatorisch.

Die Stimulation der Adenosin-Rezeptoren durch endogenes Adenosin (ischdmische
Prikonditionierung) oder selektive Agonisten (chemische Prikonditionierung) ist als
Strategie zur Verminderung des Ischimie-Reperfusionsschaden bereits fest etabliert [Riksen
et al., 2004a; Riksen et al., 2004b]. Die Blockierung der proaggregatorischen Wirkung des
ADP durch Clopidrogel (P2Y;-Antagonist) hat sich in einem Modell der

Extremititenischdmie ebenfalls als wirksam erwiesen [Kanko et al., 2005].

Zur pharmakologischen Anwendung der NTPDase wurde zunéchst eine rekombinante,
wasserldsliche Form des CD39 konstruiert (solCD39) [Gayle et al., 1998] und erfolgreich in
einem murinen Schlaganfallmodell eingesetzt [Pinsky et al., 2002]. Zur Konservierung der
hohen biologischen Nukleotidase-Aktivitdt der membrangebundenen, natiirlichen Form des

CD39 wurde in einem neuen Ansatz CD39 in Liposomen rekonstituiert und die Funktion in
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einem Thromboemboliemodell iiberpriift [Haller et al., 2006].

AuBler in den zitierten Ischdmie-Reperfusions- und Transplantationsmodellen wurden
weitere potentielle pharmakologische Applikationen der intravasalen NTPDase-Substitution
diskutiert [Marcus et al., 2005; Robson et al., 2005; B. Atkinson et al., 2006]. In einem
Schlaganfallmodell mit verzogerter Substitution der vaskuldren NTPDase (drei Stunden nach
Induktion der cerebralen Ischdmie) war das Infarktvolumen signifikant reduziert [Pinsky et
al., 2002]. Neben der Reduktion des Infarktvolumens wurde weiterhin ein protektiver
Einfluss der NTPDase auf das elektrophysiologische kardiale Infarktgeschehen durch
Interferenz mit der Freisetzung von Neurotransmittern postuliert [Marcus et al., 2005]. Zum
weiteren Studium der Effekte der vaskuliren NTPDase in vivo wurden transgene Miuse

generiert, die humanes CD39 exprimieren [Dwyer et al., 2004].
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Ausgehend von den formulierten Hypothesen und Fragestellungen (siehe 1.5) lassen sich die
Bedeutung der vaskuldren NTPDase 1/CD39 fiir den hepatischen und intestinalen Ischédmie-
Reperfusionsschaden sowie die Implikationen fiir andere Organe und vergleichbare

pathophysiologische Zustinde wie folgt zusammenfassen:

1. Der quantitative Anteil der NTPDase 1 an der globalen Nukleotidase-Aktivitdt der
Organe ldsst keinen Riickschluss auf deren Bedeutung fiir die Ischdmietoleranz des
Organsystems zu, da sich der Ischdmie-Reperfusionsschaden initial am Endothel des

GefaBbettes manifestiert.

2. Nach Freigabe des Blutstromes ldsst sich ein unmittelbarer Verlust der vaskuldren
NTPDase-Aktivitdit nachweisen, der sich in Abhdngigkeit vom Ausmall der
Schadigung in der Ischdmiephase und den fortgesetzten Insulten in der
Reperfusionsphase innerhalb von einer Stunde rekonstituiert oder erst in Tagen eine

Regeneration erfahrt.

3. Die Substitution der intravasalen NTPDase-Aktivitit unmittelbar vor Freigabe des

Blutstromes erhoht die Ischdmietoleranz der Leber und des Intestinums signifikant.

4. Im postischdmen Jejunum ldsst sich nach Supplementation der NTPDase eine
Verminderung der frilhen Phase der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen in
postkapilliren Venolen sowie eine signifikant verminderte GefdBBpermeabilitét

nachweisen.

5. Die protektiven Effekte der vaskuldren NTPDase lassen sich nur teilweise durch die

Applikation von Adenosin/Amrinon in der Reperfusionsphase reproduzieren.

6. Die postischdme Substitution der intravasalen NTPDase hat sowohl das Potential,
den prothrombotischen und proinflammatorischen Stimulus der Nukleotide ATP und
ADP zu eliminieren als auch die antiaggregatorisch und antiinflammatorisch

wirksame Generation des endogenen Adenosins zu fordern.
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7. Vergleichbare Effekte der pharmakologischen Applikation l6slicher NTPDasen
lassen sich sowohl fiir die Transplantation aller soliden Organe als auch fiir arterielle
Verschlusskrankheiten postulieren. Ein potentieller Nutzen kann dariiber hinaus fiir

chronisch entziindliche Prozesse angenommen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Nukleotide Adenosintriphosphat (ATP) und —diphosphat (ADP) sowie das Adenosin
selbst wurden in der Mitte des 20. Jahrhunderts als interzellulire Signalmolekiile
identifiziert, nachdem ihre Bedeutung fiir den Stoffwechsel der Zelle bereits zu Beginn des
Jahrhunderts evident wurde. Als Quelle der extrazelluldaren Nukleotide wurden sowohl aktive
(Exozytose und Vesikeltransport) als auch passive (Zelllyse und Membranpermeabilitét)
zelluldre Mechanismen beschrieben. Mit der Sequenzierung der verschiedenen Rezeptoren in
den neunziger Jahren begann die Zuordnung der Nukleotide und des Nukleosids zu den

verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen.

Der Katabolismus der extrazelluldiren Nukleotide erfolgt im Wesentlichen durch die
plasmamembranstindigen Ekto-Nukleotidasen, von denen relevante funktionelle Daten
derzeit lediglich fir die Familie der Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen
(NTPDase) und die 5’-Nukleotidase (5°-NT) vorliegen. Die NTPDase 1/CD39 wird auf
Endothelzellen exprimiert, hydrolisiert effektiv ATP und ADP zu Adenosinmonophosphat
(AMP) und wurde als die dominante vaskuldre NTPDase identifiziert. Die 5’-NT zeigt eine
ubiquitdre Verbreitung, findet sich auch in 16slicher Form und katalysiert die Hydrolyse des
AMP zu Adenosin. Die frei zirkulierenden Nukleoside werden dann rasch {iber

zellmembranstdndige Transportproteine in den Intrazellularraum aufgenommen.

Als Folge von Ischdmie und Reperfusion konnte in verschiedenen Organsystemen eine
Abnahme der Aktivitdt der NTPDase 1 nachgewiesen werden. In der Konsequenz wurde
eine lokal erhohte ADP-Konzentration postuliert, die tiiber die Stimulation der
Thrombozytenaggregation den Ischdmie-Reperfusionsschaden manifestiert. Die Substitution
einer wasserloslichen NTPDase ist geeignet, diesen Prozess zu unterbrechen. Die
Elimination der Nukleotide ATP und ADP reduziert den thrombogenen Reiz und minimiert
dariiber hinaus die proinflammatorische Stimulation der Endothelzellen. Weiterhin ist das
Produkt der Hydrolyse, AMP, das Substrat der 5’-NT und somit eine endogene
Adenosinquelle. Dem Adenosin wurde eine bedeutende Rolle bei der Induktion einer

Ischdmietoleranz zu geschrieben.
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Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist es, den quantitativen Anteil der NTPDase 1 an der
globalen Nukleotidase-Aktivitdit durch Vergleich von murinen Wildtyp- und cd39-
defizienten Organen sowie die Dynamik des postischimen Aktivititsverlustes in
Transplantations- und Ischdmie-Reperfusionsmodellen zu bestimmen. Die qualitative
Bedeutung der NTPDase 1 fiir den hepatischen und intestinalen Ischémie-
Reperfusionsschaden wird anhand der Uberlebensraten in Wildtyp- und cd39-defizienten
Maiusen dargestellt. Verschiedene Strategien zur Kompensation des cd39-Mangels werden in
den Uberlebensstudien iiberpriift. Die Analyse der frilhen Phase der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktionen nach intestinaler Ischdmie erfolgt mittels intravitaler
Videomikroskopie in Wildtyp-Médusen, mit oder ohne Substitution der intravasalen
NTPDase-Aktivitdt. Als Parameter der Endothelzell-Aktivierung wird die Dynamik der
postischdmen intestinalen Gefa3permeabilitit in cd39-null und Wildtyp-Méausen bestimmt
und die Farbstoffakkumulation im Gewebe nach Substitution der intravasalen NTPDase-

Aktivitdt oder Adenosin/Amrinon quantifiziert.

Die globale Nukleotidase-Aktivitit der verschiedenen Organe ebenso wie der Anteil der
NTPDase 1 an der Gesamtaktivitéit weist eine erhebliche Variabilitdt auf. Mehr als die Halfte
der Nukleotidase-Aktivitit der Leber entfillt auf die alkalische Phosphatase, wihrend die
NTPDase 1 quantitativ keine Relevanz hat. Im Jejunum hingegen entféllt die Hélfte der
Nukleotidase-Aktivitdt auf die NTPDase 1. Unabhéngig von diesen Befunden stellt die
NTPDase 1 einen bedeutenden Faktor fiir die Ischdmietoleranz beider Organsysteme dar.
Der cd39-Mangel der Versuchstiere kann durch die Substitution mit 18slicher NTPDase oder
Adenosin/Amrinon teilweise kompensiert werden. In der frithen Reperfusionsphase des
Intestinums zeigt sich in den vaskuldren Strukturen der Wildtyp-Méuse ein signifikanter
Abfall der NTPDase-Aktivitit, die innerhalb von 60 Minuten eine vollstindige
Rekonstitution erfdhrt. In dem Transplantationsmodell (heterotope, xenogene
Herztransplantation) mit einem zusétzlichen Konservierungsschaden und fortgesetzten
immunologischen Insulten zeigt sich eine erheblich verzogerte Rekonstitution der NTPDase-
Aktivitit. In dem Modell der intestinalen Ischdmie in Wildtyp-Méusen fiihrt die Substitution
mit der 16slichen NTPDase in der Reperfusionsphase zu einer signifikanten Verminderung

des Ischidmie-Reperfusionsschaden, die Applikation von Adenosin/Amrinon erhoht die
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Uberlebensrate hingegen nicht. Die vermehrte Adhision der Thrombozyten an der
GefdBBwand der postkapilldren Venolen in der frithen Reperfusionsphase wird durch die
NTPDase-Substitution auf die Werte der scheinoperierten Kontrollen reduziert. In den
Untersuchungen zur Gefdllpermeabilitit des Jejunums zeigt sich eine signifikant erhohte
Empfindlichkeit der cd39-null Méuse fiir intestinale Traumen (Ischdmie-Reperfusion und
Scheinoperation) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. In beiden untersuchten
Genotypen kann die postischdme Steigerung der Gefdflpermeabilitidt durch Substitution der

intravasalen NTPDase oder von Adenosin/Amrinon verhindert werden.

In der Schlussfolgerung kommt der NTPDase 1 eine zentrale Bedeutung fiir die
Ischdmietoleranz der Leber und des Intestinums der Maus zu. Der Verlust der NTPDase-
Aktivitdt in der Frithphase der Reperfusion kann durch die Substitution der intravasalen
NTPDase kompensiert werden, die den intestinalen Ischdmie-Reperfusionsschaden
signifikant vermindert. Die duale Wirkung der NTPDase reduziert die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktionen und verringert die vaskuldre Permeabilitdt. Vergleichbare Effekte
konnen fiir die Transplantation aller soliden Organe, bei arteriellen Verschlusskrankheiten

sowie bei chronischen entziindlichen Prozessen postuliert werden.
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