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2 Einleitung
2.1 Sepsis

Sepsis und die sich daraus ergebenden schweren Schadigungen des Organismus
fuhren nach wie vor zu zahlreichen Todesfallen. Die Arbeitsgruppe von Vincent zeigte
eine steigende Inzidenz der Sepsisfalle in den letzten Jahren, wobei bis zu 30 Prozent
der Falle das Bild einer schweren Sepsis, in Abhangigkeit der jeweiligen Krankenhauser
beziehungsweise Intensivstationen aufwiesen (1). Trotz hochwirksamer Antibiotika und
groBer Fortschritte in der Intensivtherapie ist die Sepsis nach wie vor ein
problematisches Krankheitsbild mit hoher Inzidenz und Sterblichkeit. So zeigte eine
neuere Studie zur Epidemiologie der Sepsis in den USA, trotz fallender relativer
Mortalitatsrate, eine Verdreifachung der absoluten Todesféalle durch einen Anstieg der
Inzidenz von Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock (2).

Auf Intensivstationen in Deutschland (1997-2002) sind zunehmend grampositive
Bakterien, Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae) sowie Enterokokken die flihrenden Pathogene der Sepsis. Dabei stellte S.
aureus mit sechzehn Prozent den haufigsten Erreger nosokomialer Infektionen dar
(3;4).

Jedoch koénnen auch gramnegative Bakterien, wie Escherichia coli (E. coli) und
Enterobakter sowie Pilze und andere Mikroorganismen eine Sepsis auslésen. Dabei ist
die Art des Erregers von aulleren Faktoren, zum Beispiel durch die Lange und Art des
Krankenhausaufenthalts, des Lebensalters und der Eintrittspforten (besonders
Wundinfektionen oder intravasale Katheter) abhangig. Bei nosokomialen Infektionen
oder bei immunsupprimierten Patienten kdnnen auch fakultativ pathogene Erreger, wie
zum Beispiel Serratia und Candida albicans Ausloser einer septischen Erkrankung sein.
Als Diagnosekriterien der Sepsis werden der Nachweis oder ein bestehender Verdacht
einer systemischen Infektion mit Bakterien oder Pilzen sowie die Erflllung zweier oder
mehrerer ,Systemic inflammatory response syndrome® (SIRS) Kriterien herangezogen.
SIRS stellt eine systemische Folgereaktion des Korpers auf schwerwiegende
Ereignisse, wie zum Beispiel Operationen, schwere Traumata oder Verbrennungen,
dar. Sie ist charakterisiert durch mindestens zwei der folgenden Kriterien (5;6), siehe

dazu Tabelle 1.
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Tab. 1: SIRS Kiriterien

Kérpertemperatur > 38 oder < 36 °C
Herzfrequenz > 90/Minute

Atemfrequenz > 20/Minute

arterieller Kohlendioxidpartialdruck > 32 mmHg oder < 32 mmHg
Leukozyten > 12/ul oder < 4/l

unreife neutrophile Granulozyten >10 %

Ein wichtiges Symptom der Sepsis ist der Blutdruckabfall, der durch die erhdhte
Gefallpermeabilitdt und den Tonusverlust der GefaBmuskulatur ausgeldst wird (7). Ist
dieser trotz adaquater Flussigkeitszufuhr nicht kontrollierbar, handelt es sich um das
Bild eines septischen Schocks. Kommt es neben den oben genannten SIRS-Kriterien
und der Hypotonie zu Organfunktions- oder Perfusionsstérungen spricht man von einer
schweren Sepsis. Die dabei auftretende Stérung des Gerinnungssystems,
einhergehend mit dissiminierter intravasaler Gerinnung und Verbrauchskoagulopathie,
fuhrt zu Mikrozirkulationsstérungen der Organe (6). Dabei kdnnen die Organe so sehr
geschadigt werden, dass es zum Erliegen ihrer Funktion kommt, wie zum Beispiel bei
der akuten Niereninsuffizienz oder der Atonie des Darms (8). Der Darm spielt eine
zentrale Rolle im septischen Geschehen. Bei Beeintrachtigung der mukosalen und
vaskularen Integritat kann es zur Translokation von Bakterien und ihren Produkten vom
Darmlumen in den Blutkreislauf kommen, wodurch das septische Geschehen aggraviert
wird. Der Gastrointestinaltrakt wird deshalb auch als "Motor des Multiorganversagens"
bezeichnet. Ein Versagen mehrerer Organe stellt einen lebensbedrohenden Zustand
dar und ist mit ursachlich fir die hohe Mortalitat des Krankheitsbildes (6).

Ein zentraler Pathogenitatsmechanismus in dem Prozess des Organversagens spielt
zudem die Veranderung der endothelialen Barrierefunktion (9;10). Daneben spielen
zahlreiche Faktoren (endogener Mediatoren, wie Zytokine, Stickstoffmonoxid und
Koagluationsfaktoren) der Abwehrreaktion des Organismus bei der Organschadigung
eine Rolle (11).

Im Rahmen der lokalen oder systemischen Entzindung kommt es zu einem direkten
Kontakt von Endothel und zirkulierenden Pathogenen, deren freigesetzten

Virulenzfaktoren und Faktoren der zellularen sowie humoralen Abwehr (12;13).

Ein komplexes Wechselspiel zwischen Oberflachenstrukturen von Bakterien und
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Endothelzellen ermoglicht das Adharieren von Bakterien und die Aktivierung der
Endothelzelle. So kann sich S. aureus Uber Fibronektin und andere Matrixproteine wie
Vitronektin oder Elastin an Endothelzellen anheften (14;15). Listeria monozytogenes
infizieren mononukleare Phagozyten. Nach Adharenz befallener Monozyten kdnnen
sich die Listerien im Endothel ausbreiten, jedoch konnen sie auch direkt Uber das
Protein Internalin in die Endothelzelle eindringen (16). Ferner setzen Bakterien
Exotoxine frei, die mit der endothelialen Membran interagieren und eine erhohte
Permeabilitdt induzieren kdnnen, wie zum Beispiel E. coli durch Hamolysin oder S.
aureus durch a-Toxin (17-20). Hamolysin flhrt in vitro zu einem Zusammenbruch der
endothelialen Barriere (20) und in isolierten Kaninchenlungen zu einer Odembildung
(21). Ebenfalls interessant ist eine aktuelle Beobachtung von Chavakis et al., bei der
bakterielle Adhasionsmolekule die Rekrutierung von Entzindungszellen zum Ort der
Inflammation hemmen koénnen. So inhibierte das von S. aureus freigesetzte
.extracellular adherence molecule* die [R,-Integrin vermittelte Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten, indem es direkt mit den Adhasionsmolekilen (interzellulares
Adhasionsmolekil 1, Fibrinogen und Vitronektin) interagierte (22).

Die Invasion von Mikroorganismen und die damit verbundene Einschwemmung von
Endo- und Exotoxinen in den Blutkreislauf setzen hochkomplexe immunologische
Antwortmechanismen des Organismus in Gang, welche ebenfalls die endotheliale
Zellfunktion  betreffen.  Strukturelle  Bausteine und  Virulenzfaktoren  wie
Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykane oder Lipoteichonsauren werden von
immunkompetenten Zellen des angeborenen und unspezifischen Immunsystems
erkannt und eine Entzindungsreaktion ausgelost (23-26). Dabei spielen
transmembrane Toll-like Rezeptoren (TLR) sowie zytosolische NOD-like Rezeptoren
eine zentrale Rolle, da sie die Erkennung mikrobieller Strukturen in zellulare Signale
Ubersetzen, die ihrerseits die nachfolgende Aktivierung von humoraler und zellularer
Immunantwort steuern (13). Bisher sind zehn verschiedene humane Toll-like
Rezeptoren bekannt, wobei TLR-4 als Rezeptor fur LPS gramnegativer Bakterien
(Bacteriodes fragilis, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae), aber auch zur
Erkennung von Pneumolysin des S. pneumoniae dient (27). Uber TLR-2 werden
Proteinbestandteile, wie zum Beispiel Lipopeptide und Lipoteichonsaure grampositiver
Bakterien (S. aureus, S. pneumoniae, Enterokokken), erkannt (28). Daneben konnte

Faure et al. zeigen, dass die Expression von TLR-4/-2 auch durch endogene pro-
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inflammatorische Mediatoren, wie Interferon gamma und Tumornekrosefaktor alpha
(TNF-a), reguliert wird (23). Akira et al. wiesen nach, dass TLR-4 defiziente Mause
nicht auf gereinigtes LPS reagierten (29). Uber die Aktivierung von TLR-4/-2 wird Uber
verschiedene Untereinheiten eine Signalkaskade aktiviert, welche Uber TNF-Receptor-
Associated-Factor-6 in den Mitogen-activated-Proteinkinasen-Signalweg und/oder in
der Aktivierung von Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-
kKB)-Transkriptionsfaktoren munden kann (29). Diese Aktivierung endothelialer
Transkriptionsfaktoren fuhrt zur Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren, die durch
Interaktion mit zirkulierenden Zellen die zellulare Immunantwort in Gang setzen (12;30).
Im Rahmen der Sepsis kommt es zunachst zu einer Uberschielienden Immunreaktion.
Dabei fuhrt die frihe Phase (hyperdyname Phase) der pro-inflammatorischen Reaktion
(TNF-a, Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, C5a) zu einer Zellaktivierung und Zellproliferation
sowie zu einer Leukozyteninfiltration in die betroffenen Gewebe. Als Gegengewicht
produziert der Kérper nachfolgend anti-inflammatorische Mediatoren (IL-10, TNFR, IL-
1Ra, TGF-B). Bei einem protrahierten septischen Krankheitsverlauf verursachen diese
anti-inflammatorischen Mediatoren eine Immunsuppression (hypodyname Phase), die
durch eine Monozytendeaktivierung (HLA-DR-Abfall, eingeschrankte TNF-Produktion)
in einer Immunparalyse resultieren kann. Der genaue zeitliche Ablauf dieser Phasen ist
bei zahlreichen unterschiedlichen Verlaufen unklar (31). Die Aktivierung des humoralen
Immunsystems kann also als bipolare Stérung betrachtet werden, bestehend aus einer
Phase der unkontrollierten Hyperinflammation mit systemischer Entzindungsreaktion
und Organversagen sowie einer Phase der Immunparalyse, welche die systemische
Pathogenexpansion begulnstigt und zum Multiorganversagen flihren kann (31). Dies
veranlasste D.C. Morrison im Jahre 1978 zu der Aussage: ,Die eigentliche Bedrohung
einer bakteriellen Infektion stellt nicht nur das Bakterium an sich, sondern auch die
Abwehrreaktion des Organismus dar (32)."

In Deutschland stellt die Sepsis die siebthaufigste Krankenhausentlassungsdiagnose
unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen, mit einer 90-Tage Sterblichkeit von 54
Prozent fur die schwere Sepsis, dar. Mit circa 60.000 Todesfallen (2003-2004) sind
septische Erkrankungen die dritthaufigste Todesursache nach koronarer Herzkrankheit
und akutem Myokardinfarkt (33).
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2.2 Staphylococcus aureus o-Toxin

S. aureus ist einer der haufigsten Erreger eitriger Wundinfektionen, nosokomial
erworbenen Pneumonien und der Sepsis. Es besitzt zahlreiche Pathogenitatsfaktoren,
die zur Ausbildung krankhafter Prozesse beitragen. So ist der Erreger in der Lage eine
Reihe von extrazellularen Enzymen zu synthetisieren, die Gewebe (Hyaluronidase),
Nukleinsauren (Desoxyribonuclease) oder Proteine (Proteasen) zersetzen kdnnen (34).
Daneben produziert S. aureus zahlreiche Exotoxine (a-, B-, y- und &-Lysin), welche die
Zellmembran durchlassig machen kénnen. S. aureus besitzt demnach hamolytische,
zytotoxische und dermonekrotische Eigenschaften. Das Exotoxin o-Toxin stellt einen
wichtigen Pathogenitatsfaktor des Bakteriums dar. So hatten Mause, die mit a-Toxin
defizienten Stdmmen infiziert wurden, eine héhere Uberlebenschance als die mit einer
Wildtyp-Infektion (35). Daneben flihrte o-Toxin zu einer pro-inflammatorischen
endothelialen Zellaktivierung (17). Krall et al. konnte zeigen, dass es zu einer
verstarkten Adhasion polymorphkerniger Leukozyten an den o-toxinaktivierten
Endothelzellen kam, welches ein wichtiger Schritt in der Entzindungsreaktion ist
(19;36;37).

Seine Wirkungen vermittelt a-Toxin in Kaninchenerythrozyten auf zwei verschiedenen
Wegen (38). In geringen Konzentrationen (1-2 nM) bindet a-Toxin an einen bisher nicht
identifizierten Rezeptor und in hoheren Konzentrationen (2200 nM) bilden a-
Toxinmoleklile nach Andocken an die zellulare Doppellipidschicht amphyphile
ringformige = Hexamere, die in die Zellwand eingebettet werden und
flissigkeitsdurchlassige transmembranare Poren formen (39;40). Dabei spielt bei
niedrigen Konzentrationen die Oligomerisation eine Voraussetzung fur die
Porenbildung. Diese sehr kleinen Poren erlauben den selektiven Durchtritt von einwertig
geladenen lonen, jedoch keinen schnellen Einstrom von Kalzium. In hoheren
Konzentrationen kann a-Toxin kalziumdurchlassige Poren bilden (40) und so den
intrazellularen Kalziumgehalt in Endothelzellen erhdohen, was die endotheliale
Hyperpermeabilitdt begunstigen kann (19;41). Die Stimulation kalziumabhangiger
Signalwege zum Beispiel durch Thrombin resultiert in der Aktivierung des endothelialen
Kontraktionsapparates und dem Abbau von Junktionsproteinen, wodurch ein erhohter
parazellularer Flussigkeitsaustausch ermdglicht wird (17;42).

Die parazelluldare Schrankenstorung scheint vor allem in dem Mechanismus der

Organschadigung durch a-Toxin von Bedeutung zu sein. Zahlreiche Arbeiten konnten
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eine schwere endotheliale Barrieredysfunktion sowohl in vitro (43) als auch in vivo
(44;45) durch S. aureus a-Toxin zeigen. Suttorp et al. stellte bereits 1988 an Kulturen
aus endothelialen Zellen der Arteria pulmonalis von Schweinen eine erhohte
parazellulare Durchlassigkeit fur Wasser und Albumin nach o-Toxinapplikation fest.
Diese Beobachtungen gingen einher mit Zellkontraktion und der Ausbildung grof3er
Liucken zwischen den Endothelzellen (43). Die erhdhte parazellulare Permeabilitat o-
Toxin ist bedeutend fur die Ausbildung von Organschadigung, wie die Untersuchungen
von Seeger et al. anhand eines isoliert perfundierten Mauslungenmodells zeigten. Sie
konnten eine Permeabilitatserhdhung und die Entwicklung eines Lungenédems nach a-
Toxingabe nachweisen (45). Dartber hinaus zeigten Untersuchungen von Brell et al. im
isolierten Rattenileum eine Stérung der Mikrozirkulation durch verminderte Perfusion
sowie eine verminderte Hamoglobinoxygenierung der Mukosa (44). Die Arbeitsgruppe
zeigte ebenfalls eine Minderperfusion mit Sauerstoffversorgung der Mukosa in isolierten
Rattenileum nach a-Toxin, die durch Adrenomedullin (ADM) verhindert werden konnte
(46). Die venése Infusion von a-Toxin fuhrte in Ratten zu einer massiven vaskularen
Hyperpermeabilitat und zu einem hamodynamischen Schock (47). Sibelius et al. konnte
in perfundierten Rattenherzen eine koronare Vasokonstriktion und einen Verlust der
myokardialen Kontraktilitdt nachweisen (48).

Obwohl a-Toxin eine starke endotheliale Hyperpermeabilitédt induziert, ist noch sehr
wenig Uber den zugrunde liegenden zellularen Mechanismus sowie potentielle

therapeutische Ansatze bekannt.

2.3 Endotheliale Permeabilitat

Die Funktion des Endothels als semipermeable Barriere ist wesentlich fur die Kontrolle
des FlUssigkeits- und Makromolekulaustausches zwischen Blut und Interstitium.
Generell erfolgt der Protein- und FlUssigkeitstransport bei intaktem unfenestriertem

Endothel auf transzellularen und parazellularen Wegen (Abb.1).
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Abb. 1

Schematisch dargestellter Verbund von Endothelzellen. Physiologisch findet ein parazellularer und
transzellularer Durchtritt von Flissigkeiten und Molekilen statt (schwarze beidseitige Pfeile).
Verschiedene endogene Mediatoren (Thrombin, Zytokine), aber auch exogene Pathogene (a-Toxin,
Hamolysin, Caspase) kénnen den engen Verbund durch Stérung interendothelialer Junktionen Tight
Junctions (Occludin) sowie Adherens Junctions (VE-Cadherin) beeintrachtigen und so die parazellulare
Permeabilitat beginstigen. Die Stérung dieses  Verbundes kann zu relevanten
Flussigkeitsverschiebungen und Organschadigungen fihren.

Fir die Pathogenese der Sepsis scheint die parazellulare Permeabilitat von
wesentlicher Bedeutung zu sein (12). Auf die Mechanismen der transzellularen
Permeabilitat wird hier nicht naher eingegangen. Fur die parazellulare Permeabilitat
spielen interendotheliale Junktionsproteine eine wichtige Rolle, da sie eine
Lickenbildung zwischen benachbarten Zellen verhindern. lhre funktionelle Expression
wird durch zahlreiche Regulationsmechanismen kontrolliert (49).

Es sind wesentliche molekulare Mechanismen beschrieben worden, wie zum Beispiel
das Aktin-Myosinskelett, kleine GTPasen, intrazellulares Kalzium sowie zyklische
Monophosphate, die in diesen Prozess regulatorisch eingreifen und in den nachsten

Kapiteln weiter ausgefuhrt werden sollen.

2.4 Signalwege der parazellularen Permeabilitat
2.4.1 Rolle des Aktin-Myosinskeletts

Einen der ersten konkreten Hinweise fir eine Kontraktion der Endothelzelle als Antwort

auf permeabilitatserhdhende Stimuli mit Verlusten an Zell-Zell-Kontakten lieferten die
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ultrastrukturellen Untersuchungen von Majno et al. (50) sowie neuere isometrische
Kraftmessungen an Endothelzellkulturen (51;52). Dabei flhrte die Stimulation mit
Thrombin zu einer Verdopplung der kontraktilen Kraft (51) und verringerte den trans-
endothelialen elektrischen Widerstand (TER), was als ein indirektes Zeichen fir die
Stérung der interendothelialen Junktionen interpretiert wird (53). Nach Stimulation mit
Thrombin bilden sich Stressfasern, welche aus polymerisierten Aktin-Myosinbindeln
zusammengesetzt sind und in Endothelzellen zu einer Zellkontraktion fuhren (54). In
intakten isolierten postkapillaren Venulen kommt es als Antwort auf Thrombin zu einer
Regulierung der Permeabilitat durch Phosphorylierung der Myosinleichtkette (MLC), die
uber die Myosinleichtkettenkinase (MLCK) gesteuert wird (55). Diese Komponenten
stellen den kontraktilen Apparat der Endothelzelle dar (56). Obwohl die genaue
Beziehung zwischen der MLC-Phosphorylierung und dem Verlust an interendothelialen
Junktionen in endothelialen Monolayern noch nicht vollstandig untersucht wurde, ist sie
fur das Verstandnis der parazellularen Permeabilitat und fur die Identifikation neuer
Therapieansatze in der Sepsis von entscheidender Bedeutung.

Das Aktin-Mikrofilamentsystem ist fokal an multiple membranadhasive Proteine, wie das
vaskulare endotheliale (VE)-Cadherin und interzellulare Proteine der Zonula Occludens
(Z0O), wie Occludin, geknupft. Interendotheliale Lickenbildung nach Thrombin fuhrt zu
einem Verlust an VE-Cadherin und Occludin und nur wenige adhasive Junktionen
bleiben mit dem Aktinzytoskelett verbunden (57;58). Dies legt einen Zusammenhang
zwischen der Zellkontraktion, MLC-Phosphorylierung, der Ausbildung von Lucken
zwischen den Endothelzellen und somit der Permeabilitdtserhdhung nahe. Die
Kontraktion des Aktin-Mikrofilamentsystems wird unter anderem durch kleine GTPasen

reguliert.

2.4.2 Kleine GTPasen: RhoA, Rac und Cdc42

Kleine GTPasen sind membranassozierte Proteine, die wichtige Regulatoren der
endothelialen Signaltransduktion darstellen. Sie leiten Signale ausgehend von den
Rezeptoren zu den Effektoren weiter und beeinflussen so verschiedenste
Zellfunktionen. Sie lassen sich aufgrund ihrer Strukturelemente in bisher finf bekannte
Unterfamilien (Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf, Ran) unterteilen.

Die Entstehung und WiederverschlieBung interendothelialer Licken erfordert eine

dynamische Reorganisation des Aktinskeletts, welche vorrangig durch Rho-GTPasen
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gesteuert wird (58-60). Rho-GTPasen konnen ebenfalls Untergruppen zugewiesen
werden, wobei hier RhoA, Rac und Cdc42 betrachtet werden. Fur RhoA konnte eine
vermehrte Stressfaserbildung gezeigt werden, wahrend Rac eine Aktinpolymerisation in
der Zellperipherie und die Ausbildung von Lamellipodia hervorrief (59). Cdc42 steigert
die Aktinpolymerisation und die Ausbildung von Mikrospikes und Filopodien (59). Ridley
et al. und ihre Arbeitsgruppe setzten humane umbilikalvendse Endothelzellen (HUVEC)
Scherkraften aus und konnten eine frihe Aktivierung von Rho, Rac und Cdc42
nachweisen (61). Hippenstiel et al. zeigte an Endothelzellen durch Inaktivierung der
Rho-Proteine einen Zusammenhang zwischen Rho-Proteinen und der endothelialen
Barrierefunktion unter inflammatorischen Bedingungen. Die Endothelzellen mit den
inaktiven Rho-Proteinen wurden Clostridium difficile Toxin B ausgesetzt, wobei es zu
einem Permeabilitatsanstieg und einer F-Aktin-Fragmentierung kam (62). Die durch
GTPasen Ubertragenen Signale regulieren also das intrazellulare Aktinzytoskelett sowie
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB), welche die Genexpression von pro-
inflammatorischen Mediatoren (IL-8, TNFa, IL-113) regulieren (59;63). Dabei entfalten
sie ihre Wirkung vor allem durch die Rho-Kinase (ROCK) (64), welche die Ausbildung
von Stressfasern Uber die Phosphorylierung der MLC induziert (65-67) (siehe Abb.2).
Dies geschieht Uber zwei mogliche derzeit bekannte Mechanismen: direkt durch eine
Phosphorylierung der MLC an Serin, Threonin oder indirekt Gber die Phosphorylierung
der regulatorischen Untereinheit der myosinspezifischen Phosphatase und so deren
Aktivitat vermindert (56;65). Die verminderte Aktivitdt der myosinspezifischen
Phosphatase resultiert in der Hemmung der Dephosphorylierung der MLC.
Endothelzellen mit einer Uberexpression an aktiver ROCK bilden vermehrt Stressfasern
aus (68).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der ROCK mit Hilfe des spezifischen
Rho-Kinase-Inhibitors (Y-27632) die thrombininduzierte Stressfaserbildung hemmt (69).
Ferner zeigt sich durch Thrombin eine uber Guaninnucleotid bindende (G)-Proteine
gesteuerte Aktivierung der kleinen GTPase RhoA. Diese Aktivierung geschieht unter
anderem Uber eine nachgeschaltete Proteinkinase C (PKC). Die Rho-Aktivierung fuhrt
zu einer direkten Phosphorylierung oder Dephosphorylierung des VE-Cadherins, deren
Bedeutung unter 2.4 naher beschrieben wird (70;71). Interessant ist der Einfluss dieser
kleinen GTPasen, wie Rho, Rac und Cdc42, auf die Reassoziation der endothelialen

Junktionen nach thrombininduzierten Barriereverlust. Durch die thrombininduzierte
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Trennung der endothelialen Zellverbindungen wird RhoA aktiviert, wahrend Rac
inaktiviert wird. Dagegen ging der Wiederaufbau der Junktionen mit einer Cdc42- und

Rac-Aktivierung und einer Rho-Inhibition einher (72).

2.4.3 Intrazellulare Kalziumerhéhung

Die Erhdhung des intrazellularen Kalziums (Ca2+[i1) wird als wichtiges Signal fir die
Reorganisation des Zytoskeletts und fur die Erdffnung von Junktionen angesehen (41).
Toxine wie S. pneumoniae Pneumolysin (73) und S. aureus o-Toxin, aber auch
endogene Stimuli wie zum Beispiel Thrombin kénnen das Ca2+[i] erhdéhen (19;37;41).
Bakterielle Toxine konnen dies uber membranare Porenbildung auslésen, wahrend
Thrombin seine Wirkung Uber den Proteinase-activated receptor-1 (PAR-1) und die
Koppelung an multiple heterotrimerische G-Proteine, G4, G12/13 und Gy, entfaltet (74-
77). Die Bindung an G-Proteine fuhrt zu einer Aktivierung der Phospholipase C, welche
die Produktion von Inositoltriphosphat (IP3) durch Abspaltung von Diazylglyzerol von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate katalysiert (78). IP3; flhrt seinerseits zu einer
Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol. Dies setzt
verschiedene Signalwege in Gang, wie die Aktivierung der kalziumabhangigen MLCK
(41;56;79). Die MLCK-Aktivierung fuhrt zu einer Kontraktion des Aktin-Myosinskeletts
(siehe Abb. 2) (54). Daneben kommt es zu einer Aktivierung der PKC, die ebenfalls zur
Zellkontraktion und dem Verlust an VE-Cadherin beitragt. Es zeigte sich, dass die
Inhibition der PKC-Aktivierung den Verlust an VE-Cadherin in HUVECs verhindert
(56;80).

2.4.4 Zyklische Mononukleotide

Systemisch freigesetzte Mediatoren der Entziindungsreaktion kdnnen tber die Bindung
an G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren die Endothelzellen aktivieren. Die intrazellulare
Signalkaskade wird hierbei Uber Konzentrationsanderungen sekundarer Botenstoffe,
wie beispielsweise das zyklische Adenosinmonophosphat (cCAMP) oder das zyklische
Guanosinmonophosphat (cGMP), moduliert. Dabei lassen sich hinsichtlich der
endothelialen Barrierefunktion unterschiedliche Wirkungen nachweisen.

Es ist bekannt, dass eine intrazellulare cAMP-Erhdhung die endotheliale
Barrierefunktion in vivo und in vitro starkt (77;81-83), wohingegen die cGMP-Wirkung

kontrovers diskutiert wird, da einerseits Verbesserungen der mikrozirkularen
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Dysfunktion, jedoch auch permeabilitdtserhdhende Wirkungen gezeigt wurden (84;85).
An isolierten Lungen und endothelialen Zellkulturen flhrten cAMP-erh6hende
Substanzen zu einer Verminderung der endothelialen Permeabilitat (86;87). cAMP
entfaltet seine Wirkung vor allem durch die direkte Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA), welche die Bindung von RhoA an ROCK vermindert (88). Die pharmakologische
Hemmung der PKA verhindert jedoch die stabilisierende Wirkung von cAMP an
Endothelzellen nicht immer, was auf PKA-unabhangige Signalwege hindeutet.
(77;85;87;89). Neuere Forschungsergebnisse weisen auf PKA-unabhangige
Signalwege mit Hilfe von cAMP-Rezeptormolekilen hin, wie das ,Exchange Protein
Activated by Cyclic AMP* (Epac) (90). Uber Epac wird Rap1, eine GTPase der Rho-
Familie, aktiviert und so die endothelialen Zell-Zell-Kontakte, die zellulare Adhasion und
zellulare Aktivierung beeinflusst (91). Epac verminderte die Permeabilitat in Zellkulturen
jedoch nur in Endothelzellen, die VE-Cadherin exprimieren, was darauf hindeutet, dass
Rap1 fur seine Aktivitat VE-Cadherin bendtigt (92). Daher scheint es mdglich, dass VE-
Cadherin und Rap1 sich gegenseitig in Bezug auf die Stabilisierung der endothelialen
Barriere beeinflussen.

Erhohte cAMP-Konzentrationen scheinen in der Regulation der Junktionsproteine
einzugreifen, da sich sowohl Umverteilungen von Junktionsproteinen (90) als auch eine
verstarkte VE-Cadherin-Bindung nachweisen lieBen (92;93). Da auch die
thrombininduzierte Permeabilitat stark reduziert und die endotheliale Barriere
wiederhergestellt werden konnten, ist eine Untersuchung der Auswirkungen von cAMP
auf die Junktionsproteine von hohem wissenschaftlichen und klinischen Interesse
(82;87).

2.5 Funktion von Junktionsproteinen

Endothelzellen sind untereinander durch junktionale Strukturen, bestehend aus
transmembranen adhasiven Proteinen, verbunden. Diese fuhren zur Ausbildung von
Junktionsformen verschiedener Funktion: Gap Junctions (GJ), Tight Junctions (TJ) und
Adherens Junctions (AJ). GJs bilden transmembrane Kanale zwischen benachbarten
Zellen, die den interzellularen Austausch von lonen sowie kleiner Molekulle erlauben
und so der Kommunikation zwischen den Zellen dienen (94). TJs unterstitzen die
Funktionalitat des Endothels, indem sie die parazellulare Permeabilitat regulieren und

die Zellpolaritat erhalten. Daneben spielen AJs eine wichtige Rolle in Bezug auf das
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endotheliale Wachstum sowie die parazellulare Permeabilitat (49). Dabei schaffen TJs
und AJs durch ihre Adhasion eine perizellulare reiRverschlussahnliche Struktur entlang
der Zellgrenzen und sorgen so flir den Zusammenhalt benachbarter Endothelzellen
(49). Die Verteilung der junktionalen Proteine ist abhangig von organspezifischen
Anforderungen. So finden sich beispielsweise an der Blut-Hirnschranke, wo eine strikte
Kontrolle der Permeabilitat gewahrleistet werden muss, mehr TJs als in post-kapillaren
Venulen des Organismus, wo ein Durchtritt von Plasmaproteinen und Zellen mdglich ist
(95). Die adhasiven Proteine stehen in einem dynamischen Gleichgewicht und werden
zwischen Zellmembran und intrazellularen Kompartimenten recycelt (49). Bakterien
sowie deren Pathogene koénnen zum Verlust der Junktionsproteine beitragen. So
erhdohte LPS durch einen durch Caspasen getriggerten Abbau von Junktionsproteinen
die parazellulare Permeabilitat (96).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei zentrale Proteine als Indikatoren der
parazellularen Permeabilitat betrachtet- das AJ-Protein VE-Cadherin und das TJ-

Protein Occludin.

2.5.1 VE-Cadherin

AJs haben eine fundamentale Bedeutung in der Regulation der endothelialen Barriere
(49). Endotheliale AJs enthalten VE-Cadherin als Hauptstrukturprotein, das die
homophile Bindung und Adhasion angrenzender Zellen vermittelt. Der extrazellulare
Anteil von VE-Cadherin besteht aus funf Cadherin ahnlichen Teilen, die cis- und frans-
Oligomere zwischen benachbarten Zellen bilden (49;97-99). Der zytoplasmatische Tell
klassischer Cadherine, so auch von VE-Cadherin, besteht aus zwei Domanen, wobei
das Carboxylende mit B-Catenin oder Plakoglobin interagiert. B-Catenin interagiert mit
a-Catenin, wortiber VE-Cadherin mit dem Aktinzytoskelett verkntpft wird und so die AJ
beeinflusst werden kdénnen (siehe Abb. 2) (49). Die juxtamembranadre Domane bindet
an p120-Catenin, von dem angenommen wird, dass es den kontraktilen Apparat der
Endothelzelle durch Aktivierung von Rho-GTPasen hemmt (100-102). VE-Cadherin wird
durch Lysosome und Proteasome abgebaut. Xiao et al. zeigten, dass
Proteasominhibitoren die endotheliale Luckenbildung hemmten und die Expression von
VE-Cadherin stabilisierten (103). Daneben fuhrte Histamin zu einer vermehrten
Tyrosinphosphorylierung an VE-Cadherin, welches eine Losung vom Aktinzytoskelett

bewirkte (104). Es zeigte sich, dass der Regenerationsphase der AJs eine Cdc42
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Aktivierung und dessen Translokation aus dem Zytosol an die Membran vorausgingen
(58). Ferner verzdgerte die Expression von dominant negativen Cdc42-Mutanten die
VE-Cadherin-Erneuerung und die Wiederherstellung der Endothelbarriere erheblich in
vitro und in vivo (58). Diese verzdgerte Aktivierung von Cdc42, lasst auf einen
negativen Ruckkoppelungsmechanismus schlieRen, der den AJ-Wiedereinbau nach
endothelialer Hyperpermeabilitat durch inflammatorische Mediatoren wie Thrombin
reguliert (58).

Die genannten Regulationsmechanismen stellen wahrscheinlich nur einen geringen
Anteil moglicher Einflussmoglichkeiten des Organismus auf die endotheliale
Permeabilitat dar. In den letzten Jahrzehnten standen der Aufbau und die Struktur
endothelialer Junktionen im Fokus der Forschung, jedoch sind fir die Entwicklung
erfolgreicher kausaler Therapien im septischen Krankheitsbild die umfangreichen
zellularen Regulationsvorgange noch nicht ausreichend verstanden (103;105).

2.5.2 Occludin

Occludin war eines der ersten an TJ lokalisierten identifizierten integralen
Membranproteine. Es besitzt vier transmembrane Domanen mit zwei extrazellularen
Schlingen, die zum TJ-Aufbau beitragen, und ist intrazellular mit den ZO-Proteinen 1 bis
3 assoziiert (106). Anfangliche Studien an Epithelzellen deuteten bereits auf seine
bedeutende Rolle in der Regulierung der parazellularen Permeabilitat hin (107-109).
Neuere molekulare Arbeiten ergaben, dass seine Carboxyldomane an ZO-1 bindet. Die
Z0-1 Domane verbindet ihrerseits Occludin mit o-Catenin (110) und so mit dem
Aktinzytoskelett (111). Die Transfektion und Kultivierung der Nagetier-Endothelzelllinie
(RLE) mit Occludin fihrte im Vergleich zu Occludin-defizienten Zellen zur Ausbildung
eines peripheren Aktinbands, was darauf schlielen lasst, dass Occludin in die
Regulierung des Aktinzytoskeletts eingreift (112). In LLC-PK; Zellen wurde der
Phosphorylierungsstatus von Occludinaminosauren nach Aktivierung der PKC durch
Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA) untersucht und es zeigte sich, dass die
zeitabhangige Abnahme der Tyrosinphosphorylierung zu einer Abnahme des TERs
fuhrte (113). Obwohl die Phosphorylierung der Hauptmechanismus flr die biologische
Funktionsregulierung fir Occludin zu sein scheint, bestehen zahlreiche weitere
Signalwege, die dessen Struktur und Funktion regulieren. Jou et al. konnte an

Epithelzellen eine Beteiligung der Ras-verwandten kleinen GTP-bindenden Proteine
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RhoA und Rac1 in der Occludinregulation zeigen (114). Die Interaktion zwischen
Occludin und den anderen AJ- bzw. TJ-Proteinen untereinander ist noch nicht im Detail
verstanden. Bekannt ist, dass in der endothelialen Signaltransduktion von Occludin
ebenfalls kleine Rho-GTPasen eine Rolle zu spielen scheinen (115).

Hinsichtlich der parazellularen Permeabilitatsregulierung liegt eine Beteiligung von
Occludin nahe. Kim et al. zeigte dass der opportunistische Erreger Burkholderia
cenocepacia die epitheliale Barriere im Respirationstrakt durch die Dephosphorylierung
und Loslésung von Occludin durchdringt und so eine Sepsis auslésen kann (116). Die
Arbeitsgruppe von Hirase et al. konnte diesen Zusammenhang ebenfalls herstellen, da
die Dichte der Occludinexpression in Endothelzellen innerhalb der Gefalle mit die
Permeabilitdt in verschiedenen Segmenten des GefalRstammes korrelierten (115).
Daneben beeinflusst die Integritat des Junktionsproteins die intestinale Permeabilitat.
So zeigte sich bei einer Studie von Ying-Jie Sun et al. an isolierten Rattendarmen nach
kardiopulmonalen Bypass ein Verlust an Occludin und ZO-1 in der intestinalen Mukosa
(117). Dies ging mit einer erhdhten Darmpermeabilitdit einher, was zu einer
Translokation von Bakterien fihren kann und in der Sepsis einen wichtigen

Pathomechanismus des Multiorganversagens darstellt.
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Abb. 2

Signalmechanismen zur Regulation der endothelialen Permeabilitdt. Die bisher unvollstandig
verstandenen Signalwege in Bezug auf a-Toxin, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind, sind griin
dargestellt. Bekannte Regulationswege die zu einer Zellkontraktion und zu einem Verlust an
Junktionsproteinen fihren, sind rot markiert.

Thrombin und a-Toxin erhéhen das Ca2+[i]. Ca2+[i] steigert die Aktivitat von MLCK, welche MLC zu MLC-P
phosphoryliert. Daneben kommt es zu einer Aktivierung der PKC, die Uber RhoA zu einer ROCK-
Aktivierung und so zu einer Steigerung der Stressfaserbildung fiihrt. Uber die ROCK-gesteuerte
Inhibierung der MLC-Phosphatase kommt es zu einem Verlust an VE-Cadherin und Occludin sowie zur
Zellkontraktion.

VE-Cadherin ist Uber p-Catenin und o-Catenin, Occludin Uber ZO-1 und o-Catenin, mit dem
Aktinzytoskelett verbunden. Ferner bestehen wechselseitige Interaktionen zwischen p120-Catenin,
welches zu einer RhoA-Aktivierung fuhren kann, aber auch die Barrierefunktion durch mdgliche
Aktivierung von Rac und Cdc42 stabilisiert. Inwiefern ZO-1 mit Rho/Rac interagiert ist noch unklar.

Das endogene Peptid Adrenomedullin erhoht intrazellulares cAMP. cAMP hemmt tber PKA die RhoA-
Aktivitdt und kann Uber Epac das periphere Aktinband stabilisieren. Durch Aktivierung von Rac wird die
Zellkontraktion gehemmt.

Ob durch die Einwirkung von a-Toxin eine direkte oder indirekte cAMP-, RhoA- oder ROCK-Aktivierung
ausgeldst wird ist unklar (grin).
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2.6 Adrenomedullin

Adrenomedullin (ADM) ist ein endogenes Peptid, das 1993 von einer japanischen
Arbeitsgruppe entdeckt wurde (118). Kitamura et al. isolierten das Peptid aus humanen
Phaochromozytomen, einem katecholaminbildenden Tumor des Nebennierenmarks.
Bestehend aus 52 Aminosauren (AS) wird es wegen seiner Ahnlichkeit mit dem
Calcitonin-genverwandten Peptid (CGRP) zur Calcitonin-genverwandten Proteinfamilie
gezahlt (119). Weitere Moleklle dieser Proteinfamilie sind neben CGRP und ADM
Amylin das pro-ADM N-Terminal 20 Peptid (PAMP) und das kirzlich entdeckte
Intermedin, auch ADM-2 genannt (120). Die Kodierung erfolgt durch das humane ADM-
Gen, welches auf dem Chromosom 11 lokalisiert ist (121). Das ADM-Gen besitzt
zahlreiche Bindungsstellen fir das Aktivatorprotein-2, cAMP-regulierte ,Enhancer®
sowie NF-kB-Bindungsstellen auf der Promotorregion (121). Durch die
posttranslationale Modifikation des Vorlaufermolekiils bestehend aus 185 AS entstehen
zahlreiche Spaltprodukte, darunter das inaktive ADM (53 AS) sowie aktive Formen wie
PAMP und ADM (119;122;123). Fir seine biologische Aktivitat ist die enzymatische
Amidbildung durch die a-amidbildende Peptidylglyzin-Monooxygenase (PAM)
ausschlaggebend (124;125).

ADM vermittelt seine Wirkung Uber die Bindung an zwei spezifische Rezeptoren
bestehend aus Calcitonin-Rezeptor-ahnliche Rezeptoren (CRLR) kombiniert mit den
Rezeptoraktivitat-modifizierenden Proteinen (RAMP)-2 oder -3 (126;127). Diese werden
als ADM+- und ADM,-Rezeptoren bezeichnet. Daneben weist ADM eine Affinitat zu dem
CGRP+-Rezeptor bestehend aus CRLR und RAMP-1 auf. Der ADM-Rezeptor ist hoch
selektiv fuir ADM wahrend der ADM,-Rezeptor eine hohe Affinitat fur CGRP besitzt und
ADM eher unselektiv bindet (128). Daneben konnte die Existenz von weiteren ADM-

Rezeptoren in Ratten durch die Bindung von '#|

-ADM an Zellen der glatten
Gefallmuskulatur (VSMC) gezeigt werden (129). Diese Bindung stand in Konkurrenz
mit ADM und CGRP, wies jedoch eine 23-fache hohere Affinitat fur ADM gegenuber
CGRP auf, was keinem CGRP-Rezeptor entsprach. Dies deutet auf die Existenz von
weiteren ADM-Rezeptoren hin, welche jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
molekular identifiziert sind.

Die Rezeptoren leiten die Signale Uber G-Proteine an intrazellulare Botenstoffe weiter.
Der dabei bedeutendste bekannte signaltransduktorische Effekt einer Stimulierung von

Zellen mit ADM scheint die cAMP-erhéhende Wirkung zu sein (130). Die cAMP-
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Aktivierung fuhrte nachfolgend zu einer Aktivierung der PKA, welche RhoA
phosphoryliert, und somit deren Bindung an ROCK vermindert und damit die
Phosphorylierung der MLC blockiert (88). Dadurch unterbleibt in Endothelzellen die
aktin-myosingesteuerte Zellkontraktion. Dies trug effektiv zu einer Stabilisierung der
endothelialen Barrierefunktion in vitro und in isoliert perfundierten Organen durch ADM
bei (44;131-133). Die Expression des ADM-Gens ist hoher in Endothelzellen als im
Nebennierenmark, was dazu fuhrte, ADM als sekretorisches Protein des
Gefallendothels, ahnlich wie Stickstoffmonoxid oder Endothelin, zu betrachten (134).
ADM kommt ubiquitdr im menschlichen Organismus vor und wird von zahlreichen
Zelltypen synthetisiert (Endothelzellen, glatte Muskelzellen, endokrine Zellen). Dabei
nimmt es Einfluss auf wichtige Vitalfunktionen des Organismus, zum Beispiel das
zellulare Wachstum, das kardiovaskulare System, das zentrale Nervensystem und das
endokrine System (135).

Die Frage, ob ADM wie zahlreiche andere regulatorische Peptide intrazellular
gespeichert wird, ist noch unklar. Es gibt Hinweise, dass ADM in sekretorischen
Blaschen des Pankreas gespeichert wird, jedoch stehen elektronenmikroskopische
Untersuchungen von weiteren Geweben aus. In Zellkulturen fand sich bisher kein
Hinweis auf die intrazellulare Speicherung des Proteins (136). Daher wird
angenommen, dass ADM fortlaufend ausgeschittet wird (137) und eine
Plasmahalbwertszeit von 22 £ 1,6 Minuten besitzt (138).

Im Rahmen systemischer Entziindungen (SIRS, Sepsis) flhrten zentrale pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNF-a und IL-1B3, zu einer Stimulation der endothelialen
ADM-Produktion (139;140), so dass sowohl tierexperimentell als auch klinisch erhéhte
Plasmaspiegel an ADM nachgewiesen werden konnten (140-143). ADM spielt eine
wichtige Rolle in der mikrozirkularen Regulation unter Sepsis und im septischen Schock
(144-148). Inwiefern die erhohten ADM-Serumspiegel bei Patienten mit systemischer
Inflammation und Sepsis als anti-inflammatorische Gegenregulation zu werten sind,
bleibt zu klaren. Yang et al. konnten zeigen, dass die Applikation von ADM in
septischen Ratten die Konzentration an pro-inflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-113,
IL-6) reduzierte und den Ubergang von der hyperdynamischen Phase in die hypoaktive
Phase der Sepsis hinauszogerte oder sogar verhindern konnte (147;148). Shindo et al.
verhinderte durch eine ADM-Uberexpression im GefaRsystem in transgenen Mausen

das Auftreten eines septischen Schocks (146). In Ratten wurde ferner mit Hilfe von a-



2 Einleitung 25

Toxin eine Sepsis induziert, die eine massive Hyperpermeabilitat und
Herzkreislaufversagen bei 53 Prozent der Versuchstiere ausldste. Die Behandlung
dieser Ratten mit ADM konnte die Mortalitatsrate in dem Beobachtungszeitraum von
sechs Stunden von 53 auf 7 Prozent senken (47). Diese Daten weisen darauf hin, dass
die Reduktion der endothelialen Hyperpermeabilitat durch ADM einen wichtigen
Mechanismus fiir die verbesserte Uberlebenschance darstellt.

Weitere Studien an Patienten mit Sepsis/schwerer Sepsis mussen zeigen, inwiefern
ADM therapeutisch in diesem Krankheitsbild eingesetzt werden und zu einer Senkung
der Mortalitatsrate beitragen kann.

Die Vielzahl der oben erwahnten zellularen Signal- und Regulationsmechanismen zeigt
die Komplexitat der endothelialen Hyperpermeabilitat. Viele Fragestellungen in Bezug
auf die Bedeutung der Junktionsproteine im septischen Krankheitsbild und der
moglichen Anwendung von ADM in der Therapie sind hierbei noch offen und die
Zusammenhange unverstanden. Fur die Entwicklung zukinftiger Interventionen ist das

Verstandnis der endothelialen Barriereregulation jedoch unverzichtbar.

2.7 Fragestellungen der Arbeit

Es wurde die Auswirkung von oa-Toxin, welches einen bedeutenden Virulenzfaktor fir
die Entstehung der Hyperpermeabilitat in der S. aureus-induzierten Sepsis darstellt, auf
die Integritat von Junktionsproteinen in Endothelzellen untersucht. Ferner wurde
gepruft, ob das endogene Peptid Adrenomedullin a-toxinassoziierten Barrierestdérungen
entgegenwirken kann. Folgende Fragen wurden bearbeitet:

1. FUhrt o-Toxin zu einer kapillar endothelialen Luckenbildung ex vivo und ist
diese durch ADM blockierbar?

2. Fuhrt o-Toxin zu einer Storung der interendothelialen Expression der
Junktionsproteine  VE-Cadherin  beziehungsweise Occludin und konsekutiver
interendothelialer Lickenbildung in vitro?

3. Kann ADM die a-toxininduzierte interendotheliale Luckenbildung in vitro verhindern?
4. Welche molekularen Signalwege partizipieren an der o-toxininduzierten

Hyperpermeabilitat?



3 Material und Methoden 26

3 Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Versuchsmaterialien

In der Immunhistologie wurden fur VE-Cadherin die aus der Ziege gewonnenen
monoklonalen gegen das Immunglobin (Ig) der Ratte gerichteten Antikérper (AK) der
Firma Santa Cruz Biotech (Hamburg, Deutschland) sowie der F(ab), Peroxidase
konjugierte AK von Rockland (Pennsylvania, USA) verwendet.

Zur Darstellung in der Immunfluoreszenz kamen als human bindende Primarantikdrper
der monoklonale, aus der Maus stammende, VE-Cadherin-AK und der polyklonale, aus
dem Kaninchen stammende, Occludin-AK zum Einsatz. Die aus der Ziege stammenden
Sekundarantikérper (sAK), je nach Primarantikérper (pAK) gegen Maus-IgG oder
Kaninchen-IgG gerichtete AK, F(ab), Alexa 488 und Phalloidin Alexa 546 wurden von
der Firma Molekular Probes (Leiden, Niederlande) bezogen, siehe dazu Tabelle 2.

Tab. 2: Verwendete Antikorper

Bezeichnung Charakterisierung Hersteller

pAK VE-Cadherin monoklonales Maus-lgG spezifisch fiir Santa Cruz Biotech
die VE-Cadherin-Variante der Ratte

pAK VE-Cadherin monoklonales Maus-IgG spezifisch fur Chemicon

die humane VE-Cadherin-Variante

pAK Occludin monoklonales Kaninchen-lgG spezifisch | Zymed

fur die humane Occludin-Variante

sAK Alexa Fluor A 488 | polyklonales Ziegen-lgG spezifisch fir Molecular Probes
Maus-IgG

sAK Alexa Fluor A 488 polyklonales Ziegen-lgG spezifisch fir Molecular Probes
Kaninchen-lgG

Das bovine Serumalbumin (BSA), Triton X-100, Tween-20, normales Ziegen- und
Kaninchenserum sowie Methylgriin wurden von der Firma Sigma Chemical hergestellit.

Fur die Kultur der Endothelzellen wurde das Endotheliale Basal Medium und die
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) von der Firma PAA (Cdlbe, Deutschland)

bezogen. Das fetale Kalberserum, der endotheliale Wachstumsfaktor, Hanks-Puffer, die
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Trypsin-EDTA-L6sung und die Antibiotika wurden von der Firma Life Technologies
(Karlsruhe, Deutschland) geliefert. Die Kollagenase stammte von der Worthington
Biochemical Corp (Freehold, N.Y.). Gelatine und Paraformaldehyd kamen von der
Firma Sigma Chemical (MUnchen, Deutschland). Das verwendete a-Toxin entstammte
dem Bakterium S. aureus, Stamm Wood 46 (149), und wurde wie Zardaverin, Forskolin
und Thrombin ebenfalls von der Firma Sigma Chemical bezogen. Das humane
Adrenomedullin lieferte Calbiochem (Hamburg, Deutschland). Der Rho-Kinase-Inhibitor
(Y-27632) wurde von der Firma Yamanoshi (Kyoto, Japan) bezogen. Die spezifische
permanente inhibitorische Kinase (PIK) fir MLCK wurde von Jerrold R. Turner,
Universitat von Chicago, zur Verflugung gestellt (150). Die Messung des trans-
endothelialen elektrischen Widerstandes erfolgte mittels eines Systems zur Messung
der elektrischen Impedanz der Firma Applied BioPhysics Troy (New York, USA). Der
RhoA-Aktivitats-G-LISA stammte von der Firma Cytoskeleton (Denver, USA).

3.1.2 Mikroskopie

Die Thermanoxplattchen wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden, Deutschland) und
das Permafluor-Eindeckmedium von der Firma Beckman Coulter (Marseille, Frankreich)
hergestellt. Die Deckglaser und Objekttrager produzierte die Firma Plano (Wetzlar,
Deutschland). Bei dem Mikroskop (LSMS Pascal) und den zugehorigen optischen
Komponenten handelte es sich um Anfertigungen der Firma Zeiss (Jena, Deutschland).
Ebenfalls aus dem Hause Zeiss kamen die Dokumentationskamera, eine gekuhlte
Graustufenkamera Typ MRm sowie die zugehorige Software Axio Vision 4.4. Die
digitalen Bilder wurden durch Image Pro Plus 4.5 der Firma Media Cybernetics (Silver
Springs, USA) erstellt.

3.2 Methoden

3.2.1 Praparation des isolierten Rattendarms

Die Praparation des isolierten lleums der Ratte wurde nach dem Protokoll fir
Kaninchen abgewandelt (151). Es wurden erwachsene mannliche Sprague-Dawley
Ratten (Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen) mit einem durchschnittlichen Gewicht von
350 bis 400 g verwendet. Nach einer Nahrungskarenz von 12 Stunden wurde das
Narkotikum verabreicht und die Tiere mit Heparin antikoaguliert. Als

Flussigkeitssubstitution erhielten sie eine Kochsalzlosung. Die Tiere wurden
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tracheotomiert und mit Raumluft beatmet. Danach wurde das distale lleum isoliert und
zwei Silikonrohren in das Darmlumen eingefuhrt. Die Arteria mesenterica superior
(SMA) und die Vena mesenterica superior (SMV) wurden freigelegt und alle kollateralen
Aste abgetrennt. Die SMA wurde kaniiliert und mit vier Grad kaltem modifiziertem
Krebs-Henseleit Puffer perfundiert. Nach Beendigung einer 15-minatigen Waschphase
wurde die SMV ebenfalls kandliert und anschlieRend die Tiere mittels Anasthetika- und
Kaliuminfusion getotet.

Der isolierte Darm wurde gewogen und in einem warmen Bad aus Krebs-Henseleit
Puffer platziert. Der Durchfluss wurde auf einen Durchschnittswert von 79,6 + 2,3
ml/100 g Gewebe/Minute erhdht und die Temperatur des Perfusates auf 37 Grad
angehoben. Das Perfusat wurde ersetzt durch einen modifizierten Krebs-Henseleit
Puffer, der gereinigte Rindererythrozyten (Hamoglobingehalt [Hb] 9,1 + 0,1 g/L) und 80
g/L Hydroxyethylstarkeldsung enthielt. Um die Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten,
wurde ein Plattenoxygenator benutzt. Wahrend des gesamten Versuchs wurden die
Darmsegmente nur in einer FlieRrichtung perfundiert, um einen Ruickfluss des Toxins
oder vom Darm selbst abgegebener Mediatoren zu verhindern.

Den insgesamt vier Gruppen, bestehend aus jeweils drei Versuchstieren, wurde Uber
die A. mesenterica superior die jeweiligen Substanzen und Stimuli injiziert. Die isolierten
Darmteile der ersten und zweiten Gruppe dienten als Kontrollgruppen und wurden mit
modifiziertem Krebs-Henseleit Puffer bzw. 0,1 uM ADM far 30 Minuten gespdlt, bevor
das Gewebe prozessiert wurde. Die Darme der dritten Gruppe erhielten einen Bolus mit
1 pg o-Toxin und wurden ebenfalls nach 30 Minuten weiterverarbeitet. Die vierte
Gruppe erhielt einem Bolus mit 1 ug a-Toxin, wobei funf Minuten vor Toxingabe die
0,1 uM ADM-Infusion gestartet und fir 30 Minuten fortgesetzt wurde. Alle Praparate
wurden direkt nach Versuchsende nach 30 Minuten entnommen und der
mikroskopischen Aufarbeitung zugefihrt. Die Ubersicht der verschiedenen

Versuchsgruppen wird in Tabelle 3 dargestellt:
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Tab. 3: Versuchsgruppen der isoliert perfundierten Rattendarme

Stimulus Versuchsablauf Konzentration Anzahl (n)

Kontrolle 30 Minuten kontinuierlich modifizierter  Krebs- | 3

Henseleit Puffer

ADM -5 bis 30 Minuten kontinuierlich 0,1 uM 3

o-Toxin Bolus zum Zeitpunkt 0 und 1 Mg 3
Verarbeitung nach 30 Minuten

ADM + o-Toxin | -5 bis 30 Minuten kontinuierliche 0,1 yM ADM 3
ADM-Infusion; a-Toxinbolus bei 1 ug a-Toxin

Zeitpunkt 0; Verarbeitung nach 30

Minuten

Alle Tiertétungen und Organversuche wurden vom Landesamt fiur Gesundheit und
Soziales, Referat C, Postfach 31 0929, 10639 Berlin am 26. April 2001 genehmigt
(Tierversuchsantragsnummer: T 0050/01) und streng nach den Richtlinien zur
Umsetzung des Tierschutzgesetzes an der Charité-Universitdtsmedizin Berlin
durchgefuhrt.

3.2.2 Konfokale Immunhistologie

Die Aufarbeitung des Darmgewebes erfolgte unmittelbar nach dem operativen Eingriff.
Die Resektate wurden auf flissigem Stickstoff in O.C.T Tissue-Tek eingefroren und bei
-80 Grad gelagert. Samtliche Praparate wurden in einem Kryostaten der Firma Microm
(HM 560) bei -20 Grad auf 10 ym geschnitten und auf Poly-L-Lysin beschichtete
Glasobjektrager aufgezogen. Nach zwei Stunden Trocknungszeit in einer staubfreien
Kammer wurden die Schnitte bis zur immunhistologischen Bearbeitung bei -80 °C in
Kryoboxen archiviert.

Es wurden drei bis funf reprasentative Schnitte aus den vier Versuchsgruppen
(Kontrolle, ADM, a-Toxin, ADM und a-Toxin) von jeweils drei Tieren pro Gruppe,
ausgewahlt und gefarbt. Nach einer 5-minutigen Fixierung in 3 % Paraformaldehyd bei
pH 7,6 wurden die Schnitte ,3x5“ Minuten in 0,01 M PBS ausgewaschen. Dann
erfolgte die Permeabilisierung mit 1 % TritonX-100 in 0,01 M PBS fur 15 Minuten. Fir
die 30-minutige Blockade wurde das Blockademedium bestehend aus 0,05 % Tween,
20,1 % BSA sowie 5 % Wirtsserum des sAK und 0,01 M PBS verwendet. Die Inkubation
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mit dem pAK spezifisch fur die VE-Cadherin-Variante der Ratte (1:100) in 1 % BSA,
0.05 % Tween 20 und 0,01 M PBS erfolgte fur zwei Stunden bei Raumtemperatur.

Die Immunreaktion fur VE-Cadherin wurde durch die Grunfluoreszenz Alexa 488
dargestellt. Dafur wurden die Schnitte nach Waschung in PBS mit dem
korrespondierenden sAK-Alexa 488 (1:6.000) erneut Uber Nacht bei vier Grad inkubiert
und abschlieliend dreimal mit PBS fur finf Minuten gereinigt. Die Gegenfarbung der
Zellkerne erfolgte mit 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI) der Firma
Sigma zur Darstellung der Gewebestruktur. Die Kontrollfarbung wurde ohne den pAK
und den Austausch durch unspezifisches Serum bei gleicher Verdinnung durchgefuhrt.
AnschlieRend wurden die Praparate mit Permafluor-Eindeckmedium eingedeckelt, mit

einer Lackschicht versiegelt und der konfokalen Mikroskopie zugefthrt.

3.2.3 Mikroskopische Evaluierung und Bilddokumentation der Immunhistologie

Die Auswertung der immunhistologischen Praparate erfolgte ebenfalls mittels
Konfokalmikroskopie. Es wurden aus den vier Versuchsruppen jeweils funf
unabhangige Experimente durchgefihrt und drei reprasentative Abschnitte des lleums
pro Versuchsreihne mikroskopisch evaluiert, woraus drei bis sechs reprasentative
Bereiche photographiert wurden. Um die volle morphologische Auspragung des
kapillaren VE-Cadherins beurteilen zu kénnen, wurden Z-Stapelbilder der 10 pum
Gewebstiefe angefertigt und jeweils zu einem Bild zusammengeflgt. Fr
Fluoreszenzmikroskopie wurden das Axioskop 2 mot, das Objektiv PlanNeoFluar 63 x

mit Filtern fur FITC, DAPI sowie der differenzielle Interferenzkontrast (DIC) verwendet.

3.2.4 Messung des trans-endothelialen elektrischen Widerstands

Die Messungen des trans-endothelialen elektrischen Widerstandes erfolgten mit Hilfe
der Elektrischen Zell-Substrat Impedanz Sensing-Technik (ECIS) (Applied BioPhysics
Inc, Troy, New York, USA). Dieses elektrochemische Verfahren beruht auf der Messung
des Wechselstromwiderstandes einer mit Zellen bedeckten Goldelektrode. Es
ermdglicht die biophysikalische Charakterisierung von adharenten Zellmonolayern
hinsichtlich des Zustandes der Zellform, ihrer parazellularen Barrierefunktion sowie der
elektrischen Kapazitat der Plasmamembranen mit hoher zeitlicher Auflésung (58;152).
Zur Durchfihrung der ECIS-Messungen wurden die Endothelzellen auf Goldelektroden-

Arrays der Firma Applied BioPhysics Inc. (Troy, USA) kultiviert, die aus Kulturschalen
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mit acht Vertiefungen (wells) bestehen. Jede der Kammern enthadlt eine Gold-
Mikroelektrode (Oberflache 10 cm?) und eine groRe Gold-Gegenelektrode (1 cm?), die
mit einem phasensensitiven ,lock-in“-Verstarker verbunden sind (58;153). Die
Gegenelektrode wurde im Vergleich zur Arbeitselektrode 300-fach groRer gewanhlt,
damit deren Impedanzbeitrage im Vergleich zur Arbeitselektrode vernachlassigt werden
konnen. Das gesamte Array ist mit einer Polymerschicht Uberzogen. Nur die
Arbeitselektroden, Gegenelektrode und Kontaktpunkte wurden mittels Photolithographie
von der Polymerschicht befreit. Die Messkammern wurden wahrend des gesamten
Experiments in einem Brutschrank bei 37 Grad und 5 % Kohlendioxid in
wasserdampfgesattigter Atmosphare aufbewahrt.

Es wurde eine Wechselspannung mit 4000 Hz und einer Spannung von 10 mV in Reihe
mit einem 1 MQ Widerstand angelegt. Dadurch konnte eine nahezu konstante
Stromquelle (~1 pA) erzielt werden. Die gleichphasigen und gegenphasigen
Spannungen zwischen den Elektroden wurden in Echtzeit mit dem eingeschlossenen
Verstarker gemessen und anschliefend in Widerstande umgewandelt, um somit skalare
Messwerte der trans-endothelialen Impedanz zu erhalten.

Fir die Messungen wurden nach 15-mindtiger Erfassung des Ausgangswiderstandes
(-steady state”) die jeweiligen Stimulationen durchgefiihrt. Die Endothelzellen wurden
jeweils mit 1 yM ADM, 2 pg/ml a-Toxin bzw. 1 U/ml Thrombin fir 45 Minuten stimuliert.
Die Vorinkubation mit 1 yM ADM erfolgte 15 Minuten vor der 2 pg/ml a-Toxin- bzw.
1 U/ml Thrombingabe und die Messung wurde danach fur 45 Minuten fortgefiihrt. Die
Widerstandsanderungen wurden insgesamt Uber einen Zeitraum von 75 Minuten
erfasst. Dabei wurden mindestens drei voneinander unabhangige Versuchsreihen

durchgefuhrt. Dies wird in der Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab. 4: Messung des trans-endothelialen elektrischen Widerstands

Stimulus Versuchsdauer Konzentration Anzahl (n)

ADM Bolus nach 15 Minuten ,steady state® | 1 uM 3

und Messung fur weitere 60 Minuten

o-Toxin Bolus nach 30 Minuten ,steady state” | 2 ug/ml 3

und Messung fir weitere 45 Minuten

ADM + a-Toxin ADM-Bolus nach 15 Minuten ,steady | 1 yM ADM + 3

state” und nach weiteren 15 Minuten | 2 ug/ml a-Toxin
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Zugabe von a-Toxin und Messung fir

weitere 45 Minuten

Thrombin Bolus nach 30 Minuten ,steady state | 1 U/ml 3

und Messung fiir weitere 45 Minuten

ADM + Thrombin | ADM-Bolus nach 15 Minuten ,steady | 1 yM ADM + 3
state“ und nach weiteren 15 Minuten | 1 U/ml Thrombin
Zugabe von Thrombin und Messung fir

weitere 45 Minuten

3.2.5 Isolation und Kultur von humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene
Die Nabelschnire stellte freundlicherweise die Geburtshilfe-Abteilung des Vivantes
Humboldt-Klinikums in Berlin zur Verfugung. Aus diesen wurden die HUVECs nach
einem modifizierten Protokoll des Jaffé-Verfahrens isoliert (154). Die Nabelschnure
wurden kandliert (Braunule R, 18 G, Braun Melsungen), mit sterilem Hanks-Puffer
gespult und fur 20 Minuten mit 0,025 % Kollagenase Typ Il geflllt. Durch Massieren
lieRen sich die Zellen I6sen und wurden mit Medium 199 ausgespult. Nach 10-
minutigem Zentrifugieren bei 350 g wurde die Primarkultur in MCDB 131 mit 10 %
hitzeinaktivierten fetalen Kalberserum im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) angelegt.

Die konfluenten Zellen wurden (nach vier bis funf Tagen) auf 24-Well-Platten gesplittet,
die fur eine Stunde in 0,5 %-iger Gelatineldsung vorbehandelt wurden. Daflr wurden
die Endothelzellen mit sterilem PBS -/- gewaschen, mit 0,5 % Trypsin-EDTA abgel6st,
und in 70 % MCDB 131 mit 30 % Endothelial Cell Growth Medium gegeben. Nach drei
bis vier Tagen wuchsen die Endothelzellen zu einer zusammenhangenden Zellschicht
zusammen.

Die konfluenten Monolayer wurden fir die jeweiligen Versuchsreihen verwendet, wobei
jeweils mindestens drei bis maximal finf unabhangige Experimente mit Duplikaten pro
Stimulus durchgefthrt wurden. Die Stimulation mit 2 pg/ml a-Toxin bzw. 0,75 U/ml
Thrombin erfolgte fur 15 Minuten. Daneben wurden in weiteren Versuchsreihen
verschiedene Stimulantien vor der a-Toxin- bzw. Thrombingabe appliziert und Uber
unterschiedliche Zeitraume inkubiert:

Die Vorinkubation der Zellen mit 1 yM ADM erfolgte 15 Minuten vor der a-Toxin- bzw.

Thrombingabe. In weiteren Versuchen wurden 10 yM Zardaverin und 1 yM Forskolin

20 Minuten und 5 Minuten vorher zugegeben. AulRerdem wurden 10 yM des Rho-
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Kinase-Inhibitor Y-27632 fir 30 Minuten und 300 uM von PIK uber 1 Stunde eingesetzt.

Danach wurden alle Praparate sofort fur die Immunfluoreszenzfarbung

weiterprozessiert (Tab.5).

Tab. 5: Stimulationsablaufe der Endothelzellen

Stimulus Versuchsablauf Konzentration Anzahl (n)
Kontrolle Angepasst an die Zellmedium 3-5

Versuchsdauer der

Einzelexperimente
o-Toxin 15 Minuten 2 pg/ml 3-5
Thrombin 15 Minuten 0,75 U/ml 3-5
ADM 15 Minuten 1 UM 5
Zardaverin/Forskolin 20 Minuten/5 Minuten 10 uM/1 uM 3
MLCK-Inhibitor PIK 60 Minuten 300 uM 3
Rho-Kinase-Inhibitor 30 Minuten 10 uM 3
Y-27632
ADM + a-Toxin 15 Minuten ADM, danach a- | 1 yM ADM 5

Toxin fur 15 Minuten 2 ug/ml a-Toxin
Zardaverin/Forskolin + | 20/5 Minuten Zardaverin/ 10 uM/1 uM 3
o-Toxin Forskolin, danach a-Toxin Zardaverin/Forskolin

fur 15 Minuten 2 ug/ml a-Toxin
MLCK-Inhibitor PIK + | 60 Minuten PIK, danach a- | 300uM PIK 3
o-Toxin Toxin fur 15 Minuten 2 pg/ml a-Toxin
Rho-Kinase-Inhibitor 30 Minuten Y-27632, 10 uM Y-27632 3
Y-27632 + a-Toxin danach a-Toxin far 15 2 ug/ml a-Toxin

Minuten

3.2.6 Konfokale Immunfluoreszenz

Die humanen Endothelzellen wurden nach einem zuvor fir die jeweiligen Antikorper-
Antigen-Reaktionen erarbeiteten Protokoll gefarbt. Beachtung fanden hier die pAK und
sAK sowie die Notwendigkeit der Permeabilisierung der Zellmembran. Die Fixierung in
3 % Paraformaldehyd bei pH 7,6 fur 20 Minuten gewahrleistete die Haltbarkeit der

Endothelzellen wahrend der Immunfluoreszenzfarbung. Das Fixans wurde durch eine
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dreimalige Spulung mit 0,01 M PBS ausgewaschen. AnschlieRend wurde mit 1 %
TritonX-100 in 0,01 M PBS fur 15 Minuten permeabilisiert. Zur Blockade falsch-positiver
Antikdrperbindungen wurden die Zellen danach fur 30 Minuten mit Blockademedium,
bestehend aus 0,05 % Tween 20,1 % BSA und 5 % Wirtsserum des sAK, inkubiert.
Ohne das Wirtsserum wurde dieses Medium auch fir die Verdinnung des pAKs und
des Phalloidins verwendet. Nach drei weiteren Waschungen der Zellen in Spulpuffer
(0,01 M PBS pH 7,6) wurden sie uber Nacht bei vier Grad mit dem pAK fur die humane
VE-Cadherin-Variante (1:100) bzw. humane Occludin-Variante (1:100) inkubiert. Nach
einer erneuten dreimaligen Waschung mit dem oben genannten Spulpuffer, wurde die
Farbung mit dem sAK, je nach pAK, entweder mit Ziegen-IgG-AK fir Maus-IgG Alexa
488 (1:6.000) oder Ziegen-IgG-AK fur Kaninchen-IgG Alexa 488 (1:8.000) anschlieend
in gleicher Weise durchgeflhrt. Danach erfolgte eine 3-malige PBS-Waschung. Fir die
Darstellung von F-Aktin mit Phalloidin Alexa 546 (1:200) wurden die Zellen 30 Minuten
bei vier Grad inkubiert. Die Kontrollfarbung wurde ohne den pAK im Austausch durch
unspezifisches Serum bei gleicher Verdinnung durchgefihrt. Abschlie®end wurden die
Zellen dreimal mit PBS gereinigt und die Thermanoxplattchen auf Objekttrager mit der
Zellschicht nach oben verteilt. Um ein Austrocknen zu verhindern, wurde ein Tropfen
Thermofluor zwischen die Zellen und die Deckglaser gegeben und anschlieflend die

Rander mit einer Schicht Nagellack versiegelt.

3.2.7 Mikroskopische Evaluierung und Bilddokumentation der Inmunfluoreszenz
An die immunfluoreszente Farbung schlossen sich die konfokalmikroskopische
Auswertung und Bilddokumentation an. Alle Werte (Kontrollen und Stimulationen)
wurden als Dubletten angefertigt, die mit jeweils mindestens drei reprasentativen
Bildern dokumentiert wurden. Die Lasereinstellung richtete sich nach den verwendeten
jeweiligen sAK-Alexa 488 fur VE-Cadherin und Occludin sowie sAK-Alexa 546 fur die F-
Aktin-Farbung.

3.2.8 G-LISA fiir RhoA-Aktivierung in HUVECs

Die RhoA-Aktivierung wurde mittels spezifischen G-LISA in HUVEC-Monolayern
analysiert. HUVECs wurden in 6-Well-Platten gezichtet und mit 2 pg/ml a-Toxin fur 5,
10, 15 und 20 Minuten stimuliert. Thrombin wurde mit einer Konzentration von 2 U/ml

fur zwei Minuten eingesetzt. Ferner erfolgten Kontrollen mit Spulpuffer und einem
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RhoA-Standardprotein. Die Proteinkonzentrationen wurden abgeglichen und die
Pufferkontrollwerte von den tatsachlichen Werten abgezogen. Das kitinterne aktive
RhoA-Standardprotein wurde fur jedes Experiment auf 100 % gesetzt und die drei
Gruppen in Relation zu dieser internen Kontrolle betrachtet. Vier unabhangige Versuche
wurden nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt, wobei fur die a-Toxinstimulation

nur drei Messungen verwertet werden konnten.

3.2.9 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der letzten vier bzw. drei (fir a-Toxin) unabhangigen Versuche des
RhoA-Aktivierungsassays werden mit dem arithmetischen Mittel + SEM gezeigt. Fur
den Paarvergleich von Thrombin zur Kontrolle wurde der Rangsummentest Mann-
Whitney U-Test benutzt. Dabei wurde p <0,05 als signifikant betrachtet und durch einen

Stern markiert.



4 Ergebnisse 36

4 Ergebnisse
4.1 VE-Cadherin im isoliert perfundierten Rattendarm

4.1.1 Darstellung der regelrechten interendothelialen VE-Cadherin-Expression

In einer vorausgegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte am Modell des isoliert
perfundierten Rattenileum gezeigt werden, dass S. aureus o-Toxin zu einer massiven
endothelialen Hyperpermeabilitdt und zu einem erhdéhten Perfusionsdruck,
einhergehend mit einem Abfall der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins in der
Darmschleimhaut fuhrte (44). Die Vorinkubation von HUVECs mit ADM konnte
konzentrationsabhangig die durch a-Toxin gesteigerte FlUussigkeitsdurchlassigkeit der
endothelialen Zellkultur blockieren. Ferner hob ADM die durch o-Toxin verursachten
Stérungen der Mikrozirkulation auf (44). Da die Stérung der endothelialen Barriere zur
Hyperpermeabilitdt des Endothels fihrte, wurde angenommen, dass es nach Perfusion
mit a-Toxin zu morphologischen Veranderungen an den interendothelialen Junktionen
kommt und diese durch die Vorinkubation mit ADM verhindert werden konnten.

FiUr den in situ Nachweis der junktionalen Struktur wurde das endothelspezifische AJ-
Protein VE-Cadherin ausgewahlt. Die methodische Etablierung wurde zunachst durch
den mikroskopischen Nachweis des Expressionsmusters von interzellularem VE-
Cadherin in GefaRen der Tunica submucosa in Rattendarmen unter physiologischen
Bedingungen getestet. Wie in Abbildung 3 dargestellt, demonstriert der konfokale
mikroskopische Nachweis von VE-Cadherin in Langsrichtung der Gefal3e den intakten
Zustand des interendothelialen Kontaktes in drei voneinander unabhangigen Versuchen
unter physiologischer Pufferldsung fir 30 Minuten. Da in Kapillaren jedoch lediglich ein
bis zwei Endothelzellen die innere Auskleidung eines Querschnitts bilden, ist bei deren
Visualisierung mit einer entsprechend geringeren Anzahl von VE-Cadherinbandern in

Langsrichtung zu rechnen.
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Abb. 3

Regelrechte Anordnung von gefarbten VE-Cadherin entlang der endothelialen Verbindungen in einem
kleinen Gefall der Submukosa des Rattenileums. Die Kontrollddrme wurden fur 30 Minuten mit Puffer
gespult. VE-Cadherin ist griin (Alexa 488) gefarbt, die Zellkerne stellen sich blau (DAPI) dar und das
umliegende Gewebe ist grau (DIC). Es zeigt sich eine kontinuierliche Verteilung an VE-Cadherin
(Pfeilspitzen). Reprasentative Ausschnitte aus mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen
werden gezeigt.

4.1.2 Darstellung der VE-Cadherin-Expression nach a-Toxinstimulation

Fir den konfokalmikroskopischen Nachweis des kapillaren VE-Cadherins wurden
Bereiche der intestinalen Tunica muscularis betrachtet (Abb. 4). Die Vorbehandlung der
Darme erfolgte fur die Kontrollpraparate mit Kontrollpuffer beziehungsweise 0,1 uyM
ADM flr 30 Minuten. Zur Untersuchung des Einflusses von a-Toxin auf die junktionale
Expression von VE-Cadherin wurden die Darme mit 1 ug Toxin, 0,1 uM ADM sowie in
Kombination perfundiert und auf Veranderungen des interzellularen VE-Cadherin
mikroskopisch evaluiert. In den Kontrollpraparaten zeigte die immunhistologische
Farbung des VE-Cadherins eine regulare junktionale Organisation der Endothelzellen in
den intestinalen Kapillaren (Abb. 4, Kontrolle, ADM wird nicht gezeigt, da identisch).
DreiBig Minuten nach einer Bolusgabe von 1 ug a-Toxin zeigte sich in der VE-Cadherin-
Farbung eine Unterbrechung und Auflésung des langsgerichteten VE-Cadherinbandes,
wodurch die Bildung interendothelialer Lucken indiziert wird (Abb. 4, a-Toxin). Die 5-
minlUtige Vorinkubation der Darme mit ADM vor a-Toxingabe und Fortfihrung der
Infusion Uber 30 Minuten zeigte jedoch, dass die a-toxininduzierte Auflésung und somit
eine interendotheliale Luckenbildung des VE-Cadherinbandes erfolgreich verhindert
werden konnte (Abb. 4, ADM + a-Toxin). Dies lasst auf eine Stabilisierung des
junktionalen VE-Cadherins und somit auf eine Pravention einer o-toxininduzierten

Hyperpermeabilitat durch ADM im Kapillarbett von Rattendarmen schlieRen.



4 Ergebnisse 38

Kontrolle

Abb. 4

ADM reduzierte den Verlust von VE-Cadherin in a-toxinbehandelten isolierten Rattendarmen. VE-
Cadherin ist griin (Alexa 488) gefarbt, die Zellkerne stellen sich blau (DAPI) dar und das umliegende
Gewebe ist grau (DIC). Mit Kontrollpuffer (Kontrolle, oberes Bild) sowie mit 0,1 uM ADM (hier nicht
gezeigt, da identisch mit Kontrolle) fir 30 Minuten behandelten Darmteile zeigen eine kontinuierliche
Verteilung an VE-Cadherin (Pfeilspitzen) in den Kapillaren der Tunica muscularis. Drei8ig Minuten nach
der Applikation eines Bolus von 1 pg S. aureus o-Toxin in die A. mesenterica superior wurde das
Gewebe prozessiert und die VE-Cadherin-Farbung angeschlossen (a-Toxin, mittleres Bild). Die
unterbrochene Darstellung an VE-Cadherin (Pfeilspitzen) lasst auf einen Verlust und eine Aufldsung der
endothelialen Zell-Zellkontakte schliefen. Wird die ADM-Infusion flnf Minuten vor der a-Toxingabe
(ADM und o-Toxin, unteres Bild) begonnen und fiir 30 Minuten fortgefihrt, kann der durch o-
toxininduzierte Verlust an interendothelialem VE-Cadherin verhindert werden. VE-Cadherin stellt sich
wieder als kontinuierliches Band dar (Pfeilspitzen). Reprasentative Ausschnitte aus mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen werden gezeigt.
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4.2 Trans-endothelialer elektrischer Widerstandsverlust nach a-

Toxinstimulation

Der trans-endotheliale elektrische Widerstand (TER) wurde zur Messung der Stérung
der endothelialen Barrierefunktion verwendet. Es wurden drei voneinander unabhangige
Versuche durchgefihrt wobei nur ein reprasentativer TER-Verlauf in Abbildung 5
dargestellt wird. Der elektrische Widerstand der HUVEC-Zellkultur erhdhte sich durch
die Behandlung mit 1 yM ADM in Abb. 5A im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen um
circa den Faktor 1,5 und in Abb. 5B auf ungefahr den Faktor 1,3. Dagegen fihrte die
45-minltige Stimulation mit 2 pg/ml o-Toxin (Abb. 5A) beziehungsweise 1 U/mL
Thrombin (Abb. 5B) zu einem schnellen Abfall des elektrischen Widerstands, welcher
als Erhdhung der endothelialen Permeabilitat zu werten ist. In Bezug auf a-Toxin
konnte die 15-minltige Vorinkubation mit ADM den elektrischen Widerstand fir circa
15 Minuten stabilisieren, jedoch im Vergleich mit Thrombin das Widerstandsniveau nicht
dauerhaft halten. Der thrombininduzierte Abfall konnte reduziert und das
Widerstandsausgangsniveau wieder hergestellt werden. Durch diese Versuche konnten
die Zeitfenster der anschlieBenden Untersuchungen fur die Signaltransduktion
festgelegt werden.

Die ADM induzierte Erhdéhung des TER und somit eine Stabilisierung der
interendothelialen Junktionsintegritat konnten die ex vivo Versuche bestatigten (Abb. 4,

unteres Bild).
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Abb. 5

ADM konnte den o-toxininduzierten Widerstandsverlust in HUVEC-Monolayern stabilisieren und nach
Thrombin den Ausgangswiderstand véllig wiederherstellen. Nach einer 15-minitigen Erfassung des
Ausgangswiderstandes (,steady state®) wurden die jeweiligen Stimulationen durchgefihrt.
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A Die alleinige Behandlung mit 1 yM ADM fir 60 Minuten zeigt eine anhaltende Erhéhung des elektrischen
Widerstandes Uber das Ausgangsniveau. Unter der 45-minitigen Stimulation mit 2 ug/ml o-Toxin fallt der
elektrische Widerstand schnell ab, wahrend die 15-minltige Vorinkubation der Zellen mit ADM vor der o-
Toxingabe den elektrischen Widerstand steigert und den Abfall des elektrischen Widerstandes um Uber
15 Minuten hinauszégert. Den Abfall des elektrischen Widerstandes kann dies jedoch mittelfristig nicht
verhindern. Es wird ein reprasentativer Verlauf aus mindestens drei Versuchen gezeigt.

B Die Stimulation der HUVECs mit 1 yM ADM fir 60 Minuten fihrt ebenfalls zu einer Erhdhung des
elektrischen Widerstands. Bei einer 45-mindtigen Behandlung mit 1 U/mL Thrombin, zeigt sich ein schneller
Abfall des elektrischen Widerstands, der sich im Verlauf erholt und wieder ansteigt, jedoch das
Ausgangsniveau nicht vollstandig erreicht. Die 15-minitige Vorinkubation mit ADM vor Stimulation mit
Thrombin reduziert den zu Beginn starken Abfall des Widerstandes und stellt den Ausgangswiderstand nach
circa 15 Minuten vollstandig wieder her. Es wird ein reprasentativer Verlauf aus mindestens drei Versuchen
gezeigt.

4.3 Subzellulare Expression von Junktionsproteinen in mit a-Toxin

stimulierten Endothelzellen

Um die molekularen Mechanismen von a-Toxin und ADM auf junktionale Proteine, hier
VE-Cadherin (Abb. 6) und Occludin (Abb.7), besser zu verstehen, wurden die in vivo
und die aus der trans-endothelialen Widerstandsmessung gewonnenen Ergebnisse
durch weiterfuhrende Versuche an HUVECs erganzt. Dabei wurde die
Proteinlokalisation mittels Konfokalmikroskopie analysiert und im Vergleich zur
thrombininduzierten endothelialen Permeabilitat betrachtet. In den unbehandelten
Kontrollen wurde eine kontinuierliche interendotheliale Expression von VE-Cadherin
(Abb. 6A) und Occludin (Abb. 7A) gefunden, ohne dass interzellulare Licken detektiert
werden konnten.

Neben der regelrechten kortikalen Expression der Junktionsproteine fand sich das
periphere F-Aktin Band (rot) ebenfalls an den Zellgrenzen. Durch die Kolokalisation mit
VE-Cadherin (griin) kommt es zu einer Uberlappung der Farben von VE-Cadherin und
F-Aktin (gelb).

Die 15-minutige Behandlung mit 1 yM ADM fuhrte zu einer Verdichtung und
zusatzlicher Linearisierung des kortikalen VE-Cadherins bei gleichzeitiger (Abb. 6B)
Reduktion der Anzahl intrazellularer F-Aktin-Fasern. In identischer Weise zeigte sich die
kortikale Expression von Occludin in ADM behandelten HUVECs (Abb. 7B). Die 15-
minatige Inkubation von HUVECs mit 2 pg/ml a-Toxin, (VE-Cadherin Abb. 6C und
Occludin Abb. 7C) bzw. mit 0,75 U/ml Thrombin (VE-Cadherin Abb. 6E und Occludin
7E) flhrte zu einer sternférmigen Zellstruktur, die durch eine reaktive F-Aktin-
Stressfaserbildung (markiert durch leere Pfeilspitzen in Abb. 6E) und konsekutive
Zellkontraktion begleitet wurde. Durch die Applikation permeabilisierender Stimuli kam

es zu einer ausgepragten Luckenbildung zwischen den Zellen (Pfeilspitzen in Abb. 6C),
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welche durch den kortikalen Verlust der junktionalen Proteine zum Ausdruck kam. Die
15-mindtige Vorbehandlung der HUVECs mit ADM verhinderte die durch a-Toxin und

Thrombin ausgel6ste Bildung von interendothelialen Licken in den VE-Cadherin (Abb.
6D und 6F) sowie Occludin (Abb. 7D, 7F) gefarbten HUVECs. Jedoch fiel auf, dass
ADM die thrombininduzierte Stressfaserbildung nicht reduzieren konnte (leere
Pfeilspitzen in Abb. F).

Abb. 6

ADM stabilisierte VE-Cadherin und verhinderte die Lickenbildung von den mit a-Toxin bzw. Thrombin
stimulierten HUVECs. VE-Cadherin ist griin (Alexa 488), F-Aktin rot (Alexa 546) gefarbt. A Die fir
30 Minuten mir Zellmedium behandelten Kontrollen zeigen einen intakten Monolayer, der kaum
intrazellulare Stressfasern aufweist und das periphere Aktinband sich klar aufzeichnet (Pfeilspitzen).
Durch die Kolokalisation von VE-Cadherin (griin) und F-Aktin (rot) an den Zellgrenzen kommt es zu einer
farblichen Uberlagerung (gelb). B Die Exposition der Endothelzellen mit 1 uM ADM Uber 15 Minuten, fiihrt
zu einer verstarkten Linearisierung des VE-Cadherin Bandes (Pfeilspitzen) sowie zu einer Reduzierung
der F-Aktin Fasern. C Der Verlust an VE-Cadherin und die Ausbildung von Lucken (Pfeilspitzen)
zwischen den Endothelzellen, treten nach einer 15-minltigen Stimulation mit 2 ug/ml S. aureus a-Toxin
auf. D Die 15-minutige Vorinkubation mit ADM vermindert den a-toxininduzierten Verlust an VE-Cadherin
und die Lickenbildung (Pfeilspitzen). Es zeigen sich kaum Stressfasern. E Unter der Stimulation mit
0,75 U/ml Thrombin fir 15 Minuten kommt es zu einem ausgepragten Verlust an VE-Cadherin und
groRen interzellularen Liicken (gefiilite Pfeilspitzen). Dies ist begleitet von starker Stressfaserproduktion
(leere Pfeilspitzen). F Die 15-minutige Vorinkubation mit ADM verhindert den durch Thrombin
ausgelosten Verlust an VE-Cadherin und die Lickenbildung zwischen den Zellen (gefiilite Pfeilspitzen),
jedoch nicht die thrombininduzierte Stressfaserbildung (leere Pfeilspitzen). Es wurden reprasentative
Felder aus HUVEC-Monolayern aus mindestens flinf separaten Experimenten ausgewahlt



4 Ergebnisse 42

Abb. 7

ADM stabilisierte Occludin und verhinderte die Lickenbildung der mit a-Toxin bzw. Thrombin stimulierten
HUVECs. Die SchwarzweilRdarstellung zeigt Occludin (hellgrau). A In den fir 30 Minuten mit
Kontrollmedium behandelten ruhenden HUVECSs, stellt sich Occludin an den Zellgrenzen linear dar
(Pfeilspitzen). B Die Exposition der Endothelzellen mit 1 uM ADM fir 15 Minuten zeigt keine
morphologischen Unterschiede verglichen zu den Kontrollen. Occludin ist an den Zellgrenzen deutlich
sichtbar (Pfeilspitzen). C Nach 15-minutiger Stimulation mit 2 pyg/ml S. aureus a-Toxin zeigt sich ein
Verlust des Junktionsproteins (Pfeilspitzen) und es entstehen Liicken zwischen den Endothelzellen. D
Die Vorinkubation mit 1 yM ADM fiir 15 Minuten vermindert den a-toxininduzierten Verlust an Occludin
sowie die Luckenbildung (Pfeilspitzen). E Unter 15-minutiger Stimulation mit 0,75 U/ml Thrombin kommt
es zu einem ausgepragten Verlust an Occludin und interzellularen Liicken (Pfeilspitzen). F Eine
15-minltige Vorinkubation mit ADM verhindert den durch Thrombin ausgelésten Verlust an Occludin
(Pfeilspitzen) und die Lickenbildung zwischen den Zellen. Es wurden reprasentative Felder aus HUVEC-
Monolayern aus mindestens funf separaten Experimenten ausgewahit.

4.4. Einfluss der intrazellularen cAMP-Erhohung auf die Junktionsprotein-

expression

cAMP ist ein wichtiger sekundarer Botenstoff fur die Signaltransduktion in der
Endothelzelle. Eine intrazellulare cAMP-Erhdhung wurde durch die Stimulierung der
Adenylylzyklase, die CAMP aus ATP katalysiert, erzielt (18;131). Dies wurde mit Hilfe
von 10 uM Zardaverin und 1 uM Forskolin erreicht (Abb.8).

Die mit Kontrollmedium behandelten Monolayer wiesen eine regulare Anordnung der
Junktionsproteine VE-Cadherin (Abb. 8A) und Occludin (Abb. 8E) sowie wenige



4 Ergebnisse 43

intrazellulare F-Aktin-Fasern auf. Die Kombination beider Substanzen veranderte die
Integritat der Monolayer im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen nicht, die Anzahl
intrazellularer F-Aktin-Fasern blieb gering (Abb. 8B, 8F). In Anwesenheit von
Zardaverin/Forskolin kam es nach Stimulation mit 2 pg/ml o-Toxin weder zu einem
Verlust von VE-Cadherin noch traten interzellulare Lucken auf (Abb. 8C). Die Anzahl
der F-Aktin-Fasern blieb gering. In den Occludin gefarbten HUVECs zeigte sich
ebenfalls eine regelrechte Anordnung des Junktionsproteins an den Zellgrenzen und es
kam zu keiner Stressfaserinduktion (Abb. 8G). Im Gegensatz dazu reduzierte die
Vorinkubation der HUVECs mit Zardaverin/Forskolin zwar den thrombininduzierten
Verlust an Junktionsproteinen VE-Cadherin (Abb. 8D) beziehungsweise Occludin (Abb.
8H) sowie die interendotheliale Lickenbildung, konnte jedoch die Ausbildung von

intrazellularen F-Aktin-Stressfasern nicht verhindern (nicht dargestellt).

Abb. 8

Die cAMP-Erhdéhung blockierte den a-toxin- und thrombininduzierten Verlust an VE-Cadherin und
Occludin sowie die Zellkontraktion in HUVECs. VE-Cadherin (Abb. 8 A-D) bzw. Occludin (Abb. 8 E-H)
sind jeweils grin (Alexa 488) und F-Aktin rot (Alexa 546) gefarbt. A, E Die fur 35 Minuten mit
Kontrollmedium behandelten Zellen zeigen einen reguldren Junktionsaufbau (Pfeilspitzen). B, F Die
Behandlung mit Zardaverin (10 pM, 20 Minuten Vorinkubation) und Forskolin (1 pM, 5 Minuten
Vorinkubation) zeigt keine morphologischen Unterschiede der Monolayer im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Pfeilspitzen). C, G Die Vorinkubation mit Zardaverin/Forskolin vor der
15-minutigen 2 pg/ml o-Toxinstimulation, blockiert sowohl den Verlust an VE-Cadherin und Occludin als
auch die interzellulare Lickenbildung (Pfeilspitzen). Es zeigen sich kaum Stressfasern. D, H Die
Vorinkubation mit Zardaverin/Forskolin reduziert die 15-minitige 0,75 U/ml thrombininduzierte
Lickenbildung und den Verlust an Junktionsproteinen (gefillte Pfeilspitzen), jedoch nicht die Ausbildung
von Stressfasern (leere Pfeilspitzen). Es wurden reprasentative Ausschnitte von HUVEC-Monolayern aus
jeweils mindestens drei separaten Experimenten ausgewahlt.
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4.5 Einfluss der Myosinleichtkettenkinase auf den a-toxininduzierten Verlust an
Junktionsproteinen

Die MLCK tragt zur Aufrechterhaltung der endothelialen Barriere bei (150). Um den
Einfluss der MLCK in Bezug auf die a-toxin- und thrombininduzierte interendotheliale
Ldckenbildung zu untersuchen, wurde der MLCK-Inhibitor PIK eingesetzt. Die HUVECs
wurden mit PIK in der Dosierung von 300 pM far 60 Minuten vor Zellstimulation
inkubiert und so die MLCK effektiv gehemmt (Abb. 9) (155). Die Behandlung mit PIK
(Abb. 9B) veranderte die Zellmorphologie im Vergleich zu den mit Kontrollmedium
behandelten HUVEC dabei nicht (Abb. 9A). Die Vorinkubation mit PIK (Abb. 9C)
reduzierte den o-toxininduzierten Verlust an VE-Cadherin und verminderte die
interendotheliale Luckenbildung, obgleich die Integritdt der interendothelialen
Junktionen im Vergleich zur Behandlung mit ADM nicht vollstandig wiederhergestellt
werden konnte (Abb. 6D). Ferner zeigte sich, dass durch die Vorinkubation mit PIK die
Thrombinwirkung auf VE-Cadherin gehemmt wurde (Abb. 9D), jedoch die Ausbildung
intrazellularer Stressfasern und interendothelialer Licken nicht vollstandig verhindert
werden konnte.

Die gleichen Ergebnisse konnten durch die Darstellung von Occludin erreicht werden.
Hier kam es ebenso zu einem verminderten Verlust an junktionalem Occludin sowie zu

einer geringeren Lickenbildung zwischen den Endothelzellen (Abbildung nicht gezeigt).

Abb. 9

Der MLCK-Inhibitor (PIK) reduzierte den Verlust an VE-Cadherin und die Ausbildung interendothelialer
Licken in thrombin- bzw. a-toxinstimulierten HUVECs. VE-Cadherin ist grin (Alexa 488) und F-Aktin rot
(Alexa 546) gefarbt. A Die 75-minutige Behandlung mit Kontrollmedium zeigt intakte Monolayer mit einer
regelrechten Versteilung an VE-Cadherin (Pfeilspitzen). B 60-minditige Inkubation mit 300 uM PIK fihrt zu
keinen Veranderungen in Bezug auf VE-Cadherin (Pfeilspitzen) und die Zellmorphologie. C Die
60-minltige Vorinkubation mit PIK verhindert teilweise den a-toxininduzierten Verlust an VE-Cadherin fur
15 Minuten (Pfeilspitzen). D Der Verlust an VE-Cadherin und die Lickenausbildung unter 15-minutiger
Thrombinstimulation, wird durch die 60-minitige Vorinkubation mit PIK teilweise verhindert (gefiillite
Pfeilspitzen) jedoch nicht die Ausbildung von Stressfasern (leere Pfeilspitzen). Es wurden reprasentative
Ausschnitte aus HUVEC-Monolayern aus mindestens drei separaten Experimenten ausgewahlt.
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46 Rolle der Rho-Kinase auf die Junktionsintegritat nach «-

Toxinstimulation

Die Aktivierung der ROCK und damit die Ausldésung einer aktin-myosingetriggerten
Zellkontraktion gilt als kritischer Schritt in Bezug auf die durch verschiedene pro-
inflammatorische Stimuli ausgeldste Hyperpermeabilitat (69;156). Als potentieller
Einflussfaktor flir den Verlust an endothelialen Junktionsproteinen wurde ROCK auf den
a-toxininduzierten junktionalen Abbau untersucht (Abb. 10).

Die mit Kontrollmedium (Abb. 10A, 10E) beziehungsweise mit dem fur ROCK- Inhibitor
Y-27632 (10uM far 30 Minuten) behandelten Zellen, zeigten ein regelhaftes junktionales
Auftreten von VE-Cadherin und Occludin (Abb. 10B bzw. 10F). Die Anzahl der F-Aktin-
Fasern nahm unter Y-27632 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen drastisch ab
(Abb. 10B, 10F). Die Vorinkubation der Zellen mit Y-27632 fir 30 Minuten vor der 15-
mindtigen a-Toxingabe verhinderte den Verlust an VE-Cadherin (Abb. 10C) und
Occludin (Abb. 10G) sowie die Ausbildung von Licken zwischen den Zellen. Unter der
Thrombinstimulation kam es zu vergleichbaren Ergebnissen, auch hier wurden der
Abbau von VE-Cadherin (Abb. 10D) und von Occludin (Abb. 10H) sowie die Ausbildung
von Lucken durch die Vorinkubation mit Y-27632 verhindert. Allerdings zeigten sich hier
die Zellgrenzen im Vergleich zu einer Behandlung mit ADM (Abb. 6B, 6D, 6F, 7F, 7G,
7H) oder Zardaverin/Forskolin (Abb. 8B, 8C, 8D, 8F, 8G, 8H) weniger geradlinig
verlaufend (Abb. 10B, 10C, 10D. 10F, 10G, 10H). Dies kann mit den ROCK-induzierten

Verlust der F-Aktin-Fasern in Zusammenhang stehen
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Abb. 10

Der Rho-Kinase-Inhibitor (Y-27632) blockierte den o-toxin- und thrombininduzierten Verlust an VE-
Cadherin (Abb. A-D) bzw. Occludin (Abb. E-H), sowie die Zellkontraktion in HUVECs. A, E Kontrolle, flr
45 Minuten mit Zellmedium behandelte intakte Monolayer, dargestellt durch VE-Cadherin und Occludin in
grin (Alexa 488), F-Aktin in rot (Alexa 546). B, F Die mit 10 uM Y-27632 fiir 30 Minuten behandelten
HUVECs zeigen unveranderte Junktionen im Vergleich zu den Kontrollen (Pfeilspitzen). Weder die
15-minitige Stimulation mit a-Toxin (C, G) noch die 15-minitige Stimulation mit Thrombin (D, H) fihrt zu
einem Verlust an VE-Cadherin bzw. Occludin (Pfeilspitzen), die Lickenbildung in fir 30 Minuten mit Y-
27632 vorbehandelten Zellen bleibt aus. Es zeigen sich auch kaum Stressfasern.

Es wurden reprasentative Ausschnitte aus HUVEC-Monolayern aus mindestens drei voneinander
unabhangigen Experimenten ausgewahlt.

4.7 RhoA-Aktivitat nach a-Toxin- bzw. Thrombinstimulation

RhoA stellt ein wichtiges Signalprotein fur die Aktivierung der Endothelzelle dar. Um
festzustellen, ob die Ausbildung der interendothelialen Licken mit einer mdglichen
RhoA-Aktivierung in Zusammenhang steht, wurden vier voneinander unabhangige G-
LISA an HUVEC-Lysaten direkt nach der Stimulation mit o-Toxin (2 pg/ml far 5, 10, 15,
20 Minuten) beziehungsweise Thrombin (2 U/ml fir zwei Minuten) durchgefihrt. Im
Gegensatz zur Stimulation mit Thrombin (n=4), kam es weder in der Kontrolle (n=4)
noch unter Stimulation mit o-Toxin (n=3, eine Probe nicht verwertbar) zu einer
signifikanten RhoA-Aktivierung (Abb. 11).
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100+ Abb. 11
Im RhoA-Aktivierungsassay zeigte sich unter a-Toxin
75+ im Gegensatz zu Thrombin keine RhoA-Aktivierung.

Die funfminitige Einwirkzeit von 2 upg/ml o-Toxin
fuhrt augenscheinlich zu keiner RhoA-Aktivierung im
Vergleich zur Kontrolle (10-, 15- und 20-minltige
Stimulation nicht gezeigt, da identisch). Unter
zweiminltiger Stimulation mit 2 U/ml Thrombin kommt
es zu einem starken Anstieg an RhoA. Im
Paarvergleich Thrombin zur Kontrolle zeigt sich eine

akt. RhoA [%]
g

N
(4
1

0- signifikante Stimulation (p=0.0286, einseitig im Mann-
W Whitney U-Test). Der kitinterne RhoA-
ééo Aktivierungsstandard wurde fir alle Experimente auf

100 % gesetzt (*=p<0,05).
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5 Diskussion und Zusammenfassung
5.1 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass S. aureus a-Toxin den Verlust
von endothelialen Junktionsproteinen induziert. Nach o-Toxin Exposition kam es zu
einem Verlust an VE-Cadherin und Occludin in vitro und zu einer Auflésung von
interendothelialem VE-Cadherin in kleinen intestinalen GefaRen des Rattenileums. Der
Verlust an Junktionsproteinen in Gefalen des lleums und in kultivierten Endothelzellen
konnte durch die Vorinkubation mit dem endogenen Peptid ADM sowie durch eine
intrazellulare cAMP-Erhéhung verhindert werden. Die Stimulation von HUVECs mit
Thrombin fihrte zu einer RhoA-Aktivierung. Die Stimulation mit o-Toxin hingegen
vermochte keine RhoA-Aktivierung zu induzieren. Die Inhibierung der Rho-Kinase und
der MLCK blockierte beziehungsweise reduzierte den Verlust an Junktionsproteinen
und die Ausbildung interendothelialer Licken nach Stimulation mit o-Toxin. Diese
Ergebnisse deuten zusammengefasst auf eine Reduktion der o-toxininduzierten
endothelialen Permeabilitat durch ADM in vivo und in vitro hin, welche durch

Einbeziehung nicht-kanonischer Signalkaskaden reguliert zu sein scheint.

5.1.1 Staphylococcus aureus a-toxininduzierte endotheliale Permeabilitat

S. aureus ist einer der haufigsten Erreger systemischer Infektionen und a-Toxin ist das
bedeutendste Zytotoxin dieses Bakteriums (39). Wie bedeutsam a-Toxin in vivo ist,
konnte an Mausen demonstriert werden, die mit Staphylokokkenstammen ohne a-Toxin
infiziert wurden und eine hohere Uberlebenschance als solche, die mit o-toxin-
produzierenden Stammen infiziert wurden, aufwiesen (35). Gereinigtes o-Toxin
verursacht eine koronare Vasokonstriktion und einen Verlust an myokardialer
Kontraktilitat in ex vivo-Organpraparationen, was fur das kardiovaskulare Versagen in
Fallen mit schwerer Sepsis eine Rolle spielt (48). Ein zentraler pathophysiologischer
Mechanismus der a-Toxinwirkung stellt die endotheliale Hyperpermeabilitat dar, was in
zahlreichen Studien gezeigt wurde. In Zellkulturen kam es nach a-Toxinexposition zu
einem erhohten parazellularen Durchtritt von Wasser und Albumin (43). Ferner zeigte
sich in isolierten Kaninchenlungen eine pulmonale Odembildung durch die erhéhte
endotheliale Permeabilitdt nach o-Toxinexposition (45). Die vendse Infusion von

a-Toxin fuhrte in Ratten zu einer massiven vaskularen Permeabilitat und zu einem
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Schock (48). Dies ging einher mit einer Minderperfusion sowie einer reduzierten
Sauerstoffversorgung der Mukosa (46).

Neben der permeabilitdtsinduzierenden Wirkung konnte eine pro-inflammatorische
Aktivierung von Endothelzellen durch o-Toxin in vitro nachgewiesen werden (36;37).
Diese Studien weisen auf die fundamentale Bedeutung von a-Toxin fur die
pathophysiologischen  Veranderungen in einer S.aureus-induzierten  Sepsis,
einschliel3lich der Induktion endothelialer Hyperpermeabilitat hin. In Bezug auf a-Toxin
ist bekannt, dass es Uber eine intrazellulare Kalziumerhohung zu einer Aktivierung des
Aktinmyosinapparates kommt (19). Dabei scheinen unterschiedliche Signalkaskaden
der Zellkontraktion an der o-toxininduzierten Umverteilung der Junktionsproteine
beteiligt zu sein. Gegenwartig ist jedoch Uber die zugrunde liegenden zellularen
Mechanismen und die sich daraus ergebenden Interventionsmdglichkeiten noch wenig
bekannt. Daher wurde in dieser Arbeit die a-Toxinwirkung auf subzellularer Ebene im

Vergleich zu der bereits relativ gut beschriebenen Proteinase Thrombin betrachtet.

5.1.2 Thrombininduzierte endotheliale Permeabilitat

FUr Thrombin ist bekannt, dass es seine Wirkung vor allem Uber den PAR-1-Rezeptor
vermittelt (75;76). Uber die Koppelung an G-Proteine wird die Produktion von
Inositoltriphosphat  gesteigert, was zu einer Kalziumfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol fuhrt (78). Thrombin initiiert komplexe
Signalkaskaden von Rho-Proteinen und die Aktivierung der ROCK (66;156;157) Uber
die PKC (71;158) sowie die Aktivierung der MLCK (158;159). An der Rho-bindenden
Domane bindet die aktivierte Rho-GTP, welche die katalytische Wirkung der Kinase in
Gang setzt (160). Dabei steuert die ROCK die Kontraktion des Aktin-Myosinskeletts
sowie die Ausbildung von Stressfasern einerseits Uber die Phosphorylierung der
myosinbindenden Untereinheit der Myosinphosphatase, was zu deren Inaktivierung
fuhrt, und andererseits Uber eine direkte Phosphorylierung der MLC (54;65).

Die so ausgelosten Veranderungen des Zytoskeletts scheinen die Luckenbildung
zwischen benachbarten endothelialen Zellen und somit die endotheliale Permeabilitat

zu begunstigen (156).



5 Diskussion 50

5.1.3 Interventionsmoglichkeiten

Es existieren erste Hinweise auf mogliche Therapieansatze zur Stabilisierung der
endothelialen Barriere nach o-Toxinexposition. Klinisch isolierte Staphylokokken
exprimierten ein a-toxinkodierendes Gen (hla) in vitro und in vivo, welches
moglicherweise genutzt werden kdnnte, um die Produktion des Toxins zu vermindern
(161). Eine neuere Studie von Tamber et al. konnte ein zusatzliches Regulatorgen
(SarZ) identifizieren, welches ebenfalls fur die a-Toxinexpression relevant sein kdnnte
(162). Die Arbeitsgruppe von Sibelius et al. konnte mittels Simvastatin die o-
toxininduzierte Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel hemmen und so eine
verstarkte Adharenz dieser Abwehrzellen in kleinen Gefallen verhindern (163). Durch
die Hemmung der Leukozytenaktivierung konnte die Perfusion der Organe verbessert
werden und eine Organschadigung reduziert werden (163).

Ein potentielles Agens zur Stabilisierung der endothelialen Permeabilitat stellt ADM dar.
In zahlreichen Studien konnte belegt werden, dass ADM die endotheliale
Barrierefunktion stabilisiert und die Mikrozirkulation wahrend einer Entziindung aufrecht
erhalt (44;47;132;133). Ebenso konnte der Austritt von Albumin und Plasma aus den
Gefallen in das umliegende Gewebe reduziert werden (47). Daneben wurden durch
ADM-Applikation die schadlichen Folgewirkungen von a-Toxin, wie der Abfall der
Gewebsoxygenierung, abgewendet (46). Fur den therapeutischen Einsatz ist ADM von
besonderem Interesse, da es ein von Menschen produziertes endogenes Peptid
darstellt, welches zentral in die Permeabilitdtsregulation eingreift (145;164;165).
Klinische Studien an Patienten mit schwerer Sepsis zeigen zudem eine erhdhte ADM-
Expression (140;143) sowie eine gesteigerte ADM-Produktion der Endothelzellen als
Antwort  auf  pro-inflammatorische  Zytokine  unter der Kontrolle von
Transkriptionsfaktoren, wie NF-xB (139). In Untersuchungen von Yang et al. konnte die
Behandlung mit ADM die hamodynamische Situation in Ratten mit a-toxininduzierter
Sepsis stabilisieren und die Zytokinfreisetzung reduzieren, was auf einen maoglichen
therapeutischen Einsatz von ADM in Sepsisfallen hinweist (147;148). Ferner konnte die
in vivo-Behandlung von septischen (induziert durch a-Toxin) Ratten mit ADM die
Mortalitatsrate in einem Beobachtungszeitraum von sechs Stunden von 53 auf
7 Prozent senken (47).

Die Vorinkubation mit ADM in den isolierten Rattendarmen der vorliegenden Arbeit

vermochte die o-toxininduzierte Auflosung und somit die interendotheliale
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Ldackenbildung des VE-Cadherinbandes erfolgreich zu verhindern. Dies lasst auf eine
Stabilisierung des junktionalen VE-Cadherins und somit auf eine Pravention einer a-
toxininduzierten Hyperpermeabilitat durch ADM im Kapillarbett von Rattendarmen
schlielRen.

Die in vitro-Inkubation von Endothelzellen mit ADM flhrte in der vorliegenden Arbeit zu
einer anhaltenden Erhohung des trans-endothelialen elektrischen Widerstands und
somit zu einer Verbesserung der basalen endothelialen Schrankenfunktion. In Bezug
auf a-Toxin konnte die Vorinkubation mit ADM den elektrischen Widerstand fir circa
15 Minuten stabilisieren. Dies verhinderte jedoch nicht dauerhaft den Abfall des
endothelialen Widerstandniveaus. Dies zeigt, dass ADM in ex vivo-Versuchen eine
deutlich langere Wirkung besitzt als in in vitro-stimulierten Endothelzellen und der
barrierestabilisierende Effekt von ADM ex vivo wesentlich starker ausgepragt ist. Die
nachfolgenden in vitro-Endothelzellversuche der Signaltransduktion wurden daher an
dieses Zeitfenster adaptiert.

Der thrombininduzierte schnelle Abfall des trans-endothelialen elektrischen Widerstands
konnte dagegen durch ADM auf Hohe des Ausgangsniveaus gehalten werden und
stabilisierte sich auf dem erhéhten Niveau von ADM. Diese unterschiedlichen Kinetiken
weisen darauf hin, dass sowohl verschiedene als auch sich Uberlappende Effekte
unterschiedlich starker Auspragung zugrunde liegen konnten. In vitro konnte es durch
Bolusgabe zu einem schnellen Verbrauch an ADM kommen, jedoch spricht dagegen,
dass in ADM behandelten HUVECs im Vergleich zur Kontrolle ein erhdhtes
Widerstandsniveau tUber mehr als 60 Minuten aufrechterhalten werden kann. Dies
konnte auf eine dauerhafte Wirkung am Rezeptor hindeuten. In vivo ist jedoch eine
Halbwertzeit fur ADM von circa 22 Minuten bekannt (138). Es ist mdglich, dass die
Endothelzellen auch nach Abbau des ADMs aktiviert und auf einem hohen
Widerstandsniveau bleiben. Diese Einflisse konnten dazu beitragen, dass ADM nur

kurzzeitig die a-Toxinwirkung verhindert, jedoch keine anhaltende Protektion bietet.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Anwendung von ADM ex vivo kontinuierlich (46)
und in den in vitro-Versuchen als einmalige Bolusgabe in einem zeitlichen
Beobachtungsrahmen von maximal 30 Minuten. Um diese Argumente gegeneinander
zu prufen, mussten mit Hilfe von Versuchen einer ADM-Bolusapplikation in vivo mit
einer solchen in vitro verglichen werden. Zusammengenommen unterstutzen diese

Ergebnisse jedoch die These einer unterschiedlichen Signaltransduktion des jeweiligen
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Stimulus.

Daruber hinaus konnte in weiteren Studien der Arbeitsgruppe ein therapeutischer Effekt
von ADM nach a-Toxinapplikation gezeigt werden. In isoliert perfundierten
Rattendarmen zeigten sich nach a-Toxingabe Zirkulationsstérungen sowie eine
verminderte Sauerstoffversorgung. Durch die kontinuierliche Gabe von ADM konnten
diese Effekte aufgehoben werden und die Sauerstoffversorgung wiederhergestellt als
auch die Zirkulationsstorungen reduziert werden (46). Die kurzlich veroffentlichten
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zum therapeutischen Einsatz von ADM uber einen
Zeitraum von drei Stunden nach einstindiger a-Toxingabe zeigten eine anhaltende
Stabilisierung der intestinalen Permeabilitat (166).

Fur den therapeutischen Einsatz von ADM ist auch das Verstandnis der zellularen
Mechanismen eine wichtige Grundlage. Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die
a-toxininduzierten interendothelialen Veranderungen und deren Pravention unter ADM-
Einfluss auf Endothelzellen auf subzellularer Ebene zu thematisieren.

ADM blockierte in unseren Untersuchungen sowohl die Phosphorylierung der
Myosinleichtkette (131) als auch den Verlust an Junktionsproteinen im isoliert
perfundierten Organ sowie in vitro nach a-Toxinstimulation (132). Die verschiedenen
Einfluisse von ADM auf die Signalkaskade konnen moglicherweise die starke
stabilisierende Wirkung auf die Endothelbarriere erklaren. VE-Cadherin und Occludin
konnten durch die Vorbehandlung mit ADM auch unter Thrombineinwirkung in vitro
stabilisiert werden. Besonders ist zu bemerken, dass die Junktionen trotz
fortbestehender Stressfaserbildung, vor allem im thrombinstimulierten Endothel, intakt
waren. Das lasst darauf schlieen, dass der schitzende Effekt von ADM auf die
endotheliale Barrierefunktion in vitro und ex vivo zumindest teilweise auf die
Stabilisierung der Junktionsproteine zurlckzufuhren ist und nicht allein von der
Ausbildung von Aktin-Stressfasern abhangt. Eine neuere Arbeit von Kis et al.
untersuchte den Effekt einer dauerhaften ADM-Behandlung auf die Expression von VE-
Cadherin und Occludin. Dabei wurde eine Stabilisierung der Barrierefunktion jedoch
ohne Steigerung der Expression an Junktionsproteinen beobachtet (167). In dieser
Arbeit war die Proteinlokalisation allerdings nicht Ziel der Fragestellung und die ADM-
Behandlung war zeitlich anders strukturiert. Es erscheint moglich, dass die protektiven
Wirkungen von ADM auf die Barrierefunktion durch die Wirkung auf die

Proteinlokalisation und deren verminderten Abbau bedingt sind, und nicht Uber eine
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gesteigerte Produktion der Proteine gesteuert werden.

5.1.4 Morphologische Veranderungen nach a-Toxin und Thrombin

Die Integritat der zellularen Junktionen stellt eine wesentliche Voraussetzung fur den
Erhalt der endothelialen Barrierefunktion dar und ist mitverantwortlich fir die
parazellulare Permeabilitat (10;77;103;159;168). Wenige Studien haben bisher Daten
zu der a-Toxinwirkung auf Ebene der endothelialen Junktionen in vivo erhoben
(45;169). Aus Kaninchen gewonnene renale Arterien reagierten nach o-Toxingabe nur
eingeschrankt auf Acetylcholin mit Vasodilatation (169). In einer Studie an
Kaninchenlungen wurde im Elektronenmikroskop eine Verdichtung des Zytoplasmas mit
anschlieBender Loslésung der Endothelzellen von der Basallamina dargestellt (45).
Diese Arbeiten befassten sich jedoch nicht mit den Veranderungen im junktionalen
Aufbau der Endothelien. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Daten Uber den a-
toxininduzierten Verlust an VE-Cadherin und Occludin und die Ausbildung von
interendothelialen Lucken erhoben. Ferner wurden permeabilitatsregulierende
Signalwege in diesem Zusammenhang untersucht.

Zunachst wurde die VE-Cadherin-Expression in isoliert perfundierten Rattendarmen
adressiert. Es zeigte sich in den Kontrollpraparaten eine regelrechte Anordnung des
VE-Cadherinbands entlang der endothelialen Verbindungen in den kleinen Gefalden der
Submukosa des Rattenileums. Eine einmalige Toxininjektion in die Arteria mesenterica
superior war jedoch ausreichend, um eine deutliche Zerstérung der junktionalem VE-
Cadherin Kontinuitat zu induzieren. Dabei wurde das langsgerichtete VE-Cadherinband
unterbrochen, welches die Bildung interendothelialer Lucken indiziert. Diese
morphologischen Beobachtungen korrelierten mit einer Steigerung der gemessen
Schrankenstérung in diesem Modell (46). Die Daten zeigen erstmalig, dass die durch a-
toxinverursachte Permeabilitit mit dem Verlust von junktionalem VE-Cadherin
einhergeht. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der durch o-toxininduzierte Verlust an
junktionalen Proteinen mit der gleichzeitig gemessenen Hyperpermeabilitat in
Zusammenhang steht.

Anschliellend wurden weiterfiuhrende in vitro-Experimente hinsichtlich der o-
Toxinwirkung auf Junktionsproteine durchgefuhrt. Aus der Literatur ist bekannt, dass a-
Toxin seine Wirkung konzentrationsabhangig uber zwei derzeit bekannte Mechanismen

vermittelt. Dabei scheinen in niedrigen Konzentrationen (1-2 nM) die Oligomerisation
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und bei hohen Konzentrationen (2200 nM) die Ausbildung von Hexameren die
Voraussetzung fur die Porenbildung zu sein, welche fur die Lyse von humanen
Erythrozyten und die Schadigung von Lysosomen verantwortlich ist (38;39). In den
vorliegenden Untersuchungen wurde a-Toxin mit einer Konzentration von 1 pg/ml (30
nM) bei den isolierten Rattendarmen und 2 ug/ml (60 nM) bei den in vitro-Versuchen
eingesetzt, so dass von einer Porenbildung ausgegangen werden kann.

Die erfolgreiche Dosisanpassung wurde mittels trans-endothelialer elektrischer
Widerstandsmessungen zur Erfassung der a-toxininduzierten Stérung der endothelialen
Barrierefunktion bestatigt. Interessanterweise zeigten sich nach o-Toxin- und
Thrombinstimulation unterschiedliche Widerstandverlaufe. Initial fuhrte die Stimulation
mit o-Toxin beziehungsweise Thrombin zu einem schnellen Abfall des elektrischen
Widerstands, welcher als Erhdhung der endothelialen Permeabilitat zu werten ist. Unter
ao-Toxin blieb der Widerstand auf niedrigem Niveau. Dagegen zeigte sich unter
Thrombinstimulation eine Wiederherstellung des Ausgangswiderstands.

Eine mogliche Erklarung kdénnten unterschiedliche Wirkzeiten der Stimulantien
darstellen. Die physiologisch geschatzte Inaktivierung von Thrombin erfolgt im
menschlichen Koérper innerhalb von Sekunden (170). Dagegen lassen sich die a-
toxininduzierten Poren elektronenmikroskopisch Uber einen langeren Zeitraum
nachweisen (39;171) und die auftretenden Elektrolyt- und Flussigkeitsverschiebungen
stellen andauernde bzw. irreversible Effekte dar (172). Durch die a-toxininduzierte
Porenbildung kann sich der intrazellulare Kalziumgehalt in den Endothelzellen
nachhaltig erhéhen (40) und Uber kalziumabhangige Signalwege eine Zellkontraktion
sowie den Abbau von Junktionsproteinen induzieren. Dies ermdglicht einen
anhaltenden erhohten parazellularen FlUssigkeitsubertritt und konnte den anhaltenden
Widerstandsabfall des elektrischen Widerstandes durch a-Toxin erklaren.

Die voneinander abweichenden Verlaufe der Widerstandsmessungen weisen auf
potentiell unterschiedliche zellulare Wirkmechanismen der in der vorliegenden Arbeit
verglichenen Stimulantien hin.

Die Messungen des TER dienten ferner zur Festlegung der Zeitraume fur die
Signaltransduktionsversuche in der konfokalen Lasermikroskopie, da sich die Zellen im
Gegensatz zu o-Toxin unter Thrombin im zeitlichen Verlauf wieder erholten und die
interendothelialen Licken wieder verschlossen wurden (Bestatigung der Hypothese

durch life cell imaging Untersuchungen der Arbeitsgruppe, hier nicht gezeigt).
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AnschlieRende morphologische Untersuchungen mittels konfokaler Lasermikroskopie
zeigten einen Verlust an VE-Cadherin und Occludin nach Exposition von Endothelzellen
gegenuber a-Toxin und Thrombin.

Es konnte eine geringe Zunahme an F-Aktin-Fasern, begleitet von der Ausbildung
kleiner interzellularer Lucken, in den mit a-Toxin behandelten HUVECs nachgewiesen
werden. Diese Veranderungen wurden im Vergleich zu den morphologischen
Veranderungen durch Thrombinexposition betrachtet (26;158). Im Gegensatz zu a-
Toxin konnte unter Thrombin eine starke Ausbildung von F-Aktin-Fasern und grofRe
interendotheliale Licken gezeigt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die entscheidende Rolle von VE-Cadherin und
Occludin in der a-toxininduzierten endothelialen Permeabilitat. Inwiefern der Verlust der
Junktionsproteine einen streng geregelten funktionalen Prozess der Endothelzelle
darstellt oder ob es mechanisch durch eine Veranderung der Zellstruktur zu einem
Abbau der Junktionsproteine kommt, ist gréRtenteils unklar. Zur Beurteilung moglicher
Regulationsprozesse wurden daher die molekularen Signalwege, die hinsichtlich der a-
toxininduzierten Hyperpermeabilitat eine Rolle spielen konnten, in vitro untersucht. In
der vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt dabei auf der Regulation Uber cAMP,
Rho-Kinase und MLCK, da diese Signalwege fur die Junktionsstabilitat und die
Zellmorphologie von wichtiger Bedeutung sind (54;59;88;89;93;173-175).

5.1.5 Betrachtete Signalwege der endothelialen Permeabilitat

Fir die intrazellulare Signaltransduktion der endothelialen Regulation spielen sekundare
Botenstoffe eine wichtige Rolle. In mehreren in vitro-Versuchen (18;77;85) sowie in
isoliert perfundierten Organen (131;176) konnte die Erhéhung des Botenstoffs cAMP
wirksam zur Stabilisierung der endothelialen Barrierefunktion beitragen. In der
vorliegenden Arbeit konnte die Stabilisierung der interendothelialen Junktionsproteine
VE-Cadherin und Occludin durch das cAMP-erhdhende Peptid ADM in HUVECs
gezeigt werden. Eine frihere Arbeit von Suttorp et al. an pulmonalen Endothelzellen
des Schweins zeigte nach PDE-Inhibitoren (wie Zardaverin und Forskolin), welche
ebenfalls zu einer cAMP-Erhohung fuhren, eine Stabilisierung der endothelialen
Barrierefunktion. Jedoch stand die Lokalisation der Junktionsproteine nicht im Fokus
der Untersucher (18).

Um die Bedeutung von cAMP auf Junktionsebene zu verifizieren, wurde intrazellulares
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cAMP pharmakologisch mit Hilfe von Zardaverin und Forskolin erhoht. Es zeigte sich,
dass die Vorinkubation mit Zardaverin/Forskolin zu einem Erhalt der Junktionsproteine
VE-Cadherin und Occludin nach a-Toxin- und Thrombingabe fuhrte und die
interzellulare Luckenbildung verhindert wurde. Dabei fand unter a-Toxin nur eine leichte
Umstrukturierung beziehungsweise Reduktion der intrazellularen F-Aktin-Fasern statt.
Der Verlust an interendothelialen Junktionsproteinen konnte auch unter Thrombin
verhindert werden, die intrazellularen Stressfasern bestanden jedoch ebenfalls fort.
Diese Ergebnisse stimmen somit mit den morphologischen Beobachtungen in ADM
behandelten HUVECs Uberein. So scheint bei ADM die intrazellulare cAMP-Erhéhung
fur die permeabilitatsreduzierende Wirkung von Bedeutung, jedoch mussen auch
weitere Mdoglichkeiten in Betracht gezogen werden. Es waren die Induktion weiterer
cAMP-unabhangiger Signalsysteme (177) sowie noch unbekannte Mechanismen
denkbar.

Mit dem Einsatz des MLCK-Inhibitors PIK sollte die Beteiligung der MLCK gezeigt
werden. Uber den Einsatz von PIK, der die MLCK effektiv hemmt (155), gibt es erste
Daten der Arbeitsgruppe von J.R. Tuner, Zolotavesky et al., wobei PIK den trans-
endothelialen Widerstandsverlust durch E. coli verhindern konnte (150). Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass die Vorbehandlung mit PIK in vitro den a-toxininduzierten Verlust an
Junktionsproteinen und die interendotheliale Lickenbildung nur geringflgig reduziert.
Die Wirkung von Thrombin konnte ebenfalls nur teilweise vermindert werden. Es kam
zu einem geringen Verlust an VE-Cadherin und Occludin und zu einer
interendothelialen Lickenbildung, die intrazellularen Stressfasern bestanden fort.
Ferner greift die Rho-Kinase entscheidend in die Zellkontraktion ein. Obwohl die ROCK
die Myosinphosphatase inaktiviert, hatte dies in den Versuchen der Arbeitsgruppe von
Amanos et al. keinen direkten Effekt auf die Kontraktion (64). Dagegen zeigten Somlyo
et al, dass der Rho/ROCK-Signalweg ein pradominanter Faktor fur die
kalziumabhangige Sensitivierung der Kontraktion der glatten Muskelzelle, bei konstant
gehaltenem Kalzium, ist (178). Die Ermittlung des jeweiligen Anteils der
Kalzium/Calmodulin-abhangigen MLCK beziehungsweise der kalziumunabhangigen
ROCK-Signalwege in Bezug auf die Myosinaktivierung und -Kontraktion gestaltete sich
wegen moglicher Kreuzaktivierungen jedoch schwierig.

Emmert et al. konnte an Embryofibroblasten von Ratten, die keine nachweisbare MLCK

aufwiesen, eine ROCK-induzierte kalziumunabhangige Kontraktion der Zellen zeigen
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(160). Dies lasst auf einen moglichen Zusammenhang der Aktivierung des kontraktilen
Apparates durch die a-toxininduzierte Aktivierung der Endothelzelle schliel3en.

In der vorliegenden Arbeit zeigte die Inkubation von HUVECs mit dem ROCK-Inhibitor
Y-27632 eine junktionale Anordnung von VE-Cadherin und Occludin, wobei die
intrazellularen F-Aktin-Fasern im Vergleich zu den Kontrollen reduziert waren. Der
Einsatz des ROCK-Inhibitors verhinderte sowohl den a-toxin- als auch den
thrombininduzierten Verlust an Occludin und VE-Cadherin. Es bildeten sich keine
interzellularen Licken aus. Interessanterweise konnte im Gegensatz zu den
Stimulationen mit ADM beziehungsweise Zardaverin/Forskolin auch die Ausbildung von
Stressfasern nach Thrombin durch den ROCK-Inhibitor verhindert werden.

Die zentrale Bedeutung der ROCK-gesteuerten Aktivierung des kontraktilen Apparates
der Endothelzelle durch Thrombin wird dadurch bestatigt. Gleichzeitig weist es darauf
hin, dass der Verlust an Junktionsproteinen unabhangig von der Ausbildung von
Stressfasern und Zellkontraktion zu sein scheint. Dagegen stellt der Verlust an
Junktionsproteinen bei beiden Stimuli einen ROCK-abhangigen Prozess dar.

Die MLCK-Blockierung konnte im Gegensatz zur Hemmung der ROCK die Junktionen
nicht vollstandig stabilisieren, was auf den ersten Blick widersprichlich erscheint. Es
weist jedoch darauf hin, dass verschiedene zellulare Signalwege in die Regulation der
Junktionsproteine VE-Cadherin und Occludin eingreifen.

Unter Thrombineinwirkung zeigte sich in HUVECs eine RhoA-Aktivierung, wie sie
bereits mehrfach beschrieben wurde (156;157). Fir die Einwirkung von a-Toxin
dagegen konnte keine direkte RhoA-Aktivierung nachgewiesen werden, was ebenfalls
auf eine differentielle  Signaltransduktion hinsichtlich der Induktion von
Hyperpermeabilitat im Vergleich zu Thrombin hinweist. Diese Ergebnisse liefern eine
erste Erklarung fur die verminderte Stressfaserbildung unter a-Toxin im Vergleich zu
Thrombin. Interessanterweise blockierte der ROCK-Inhibitor sowohl den a-toxin- als
auch den thrombininduzierten Verlust an Occludin und VE-Cadherin. Er konnte jedoch
nicht die thrombininduzierte Stressfaserbildung reduzieren. Bei der a-toxininduzierten
Umverteilung der Junktionsproteine scheinen dagegen RhoA unabhangige Signalwege
beteiligt zu sein.

Moglich waren wechselseitiger Regulationsmadglichkeiten zwischen RhoA, Rac, Cdc42
und p120-Catenin (97;100;102). VE-Cadherin ist Uber o-Catenin mit dem

Aktinzytoskelett verknUpft und bindet Uber eine juxtamembrane Domane an p120-
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Catenin (49). Catenin p120 scheint zahlreiche regulatorische Eigenschaften zu
besitzen, so wiesen mit p120 ctn-transfizierte Epithelzellen eine verminderte
Kontraktilitat und verstarkte Migration auf, die durch die Aktivierung von Rho-GTPasen
vermittelt wurden (100-102). Vor kurzem konnte nachgewiesen werden, dass die
zytoplasmatische Domane von VE-Cadherin sowohl Cdc42 (179) als auch Rac (180)
aktivierte. Occludin ist ebenfalls mit dem Aktinzytoskelett und a-Catenin assoziiert (111)
und Interaktionen zwischen Rho, Rac oder Cdc42 erscheinen daher wahrscheinlich,
jedoch stehen Untersuchungen hierzu aus.

Die Wirkungen dieser regulatorischen Molekule sind noch nicht vollstandig verstanden,
jedoch konnten sie eine bedeutende Rolle in der Junktionsstabilitat spielen. Diese
wechselseitigen Regulationswege wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht,
sind jedoch fur weiterfuhrende Studien zum Verstandnis der Signaltransduktion
interessant. Die Vielzahl der Interaktionsmaoglichkeiten verdeutlicht die Komplexizitat der
Signalwege und Regulationsmechanismen und deutet darauf hin, dass dem Verlust an

Junktionsproteinen ein komplexer Regelkreis zugrunde liegt.

5.2 Zusammenfassung und Ausblick

Das Verstandnis der Pathomechanismen der Sepsis und die Verbesserung der
aktuellen Therapiekonzepte fiur dieses schwere Krankheitsbild sind weiterhin ein
zentrales Thema zahlreicher Forschungsprojekte und klinischer Untersuchungen. Auch
in Zukunft werden bakterielle Infektionen im klinischen Alltag eine wichtige Rolle
spielen. Mit zunehmender Resistenzbildung der Bakterien gegenuber Antibiotika und
eingeschrankter Therapieoptionen wird deren Bedeutung noch gewinnen. So liegt die
Pravalenz an methicillinresistenten S. aureus-Stammen (MRSA) in Deutschland
inzwischen bei circa zwanzig Prozent, was einer Verdoppelung innerhalb von zehn
Jahren entspricht. Zudem weisen MRSA-Bakteriamien im Vergleich zu
methicillinempfindlichen S. aureus-Bakteriamien eine deutlich schlechtere Prognose auf
(Kern et al., Internist, 2009).

Klinisch tritt bei Patienten mit Sepsis eine verstarkte vaskulare Permeabilitat auf, die zu
den Organschadigungen beitragen kann. Dieser Prozess wird durch die erhohte
parazellulare endotheliale Permeabilitat, ausgeldst durch bakterielle Virulenzfaktoren,
wie S. aureus a-Toxin, aber auch endogene pro-inflammatorische Mediatoren wie

Thrombin, unterstitzt.
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Die vorliegende Arbeit zeigt einen Verlust der wichtigen junktionalen Proteine VE-
Cadherin ex vivo sowie VE-Cadherin und Occludin in vitro nach S.aureus o-Toxin-
Exposition. Das zentrale Ergebnis der Arbeit ist, dass die Behandlung mit ADM diesen
a-toxininduzierten  Verlust an  Junktionsproteinen sowie die  Ausbildung
interendothelialer Liucken verhindern kann und somit die endotheliale Barriere
stabilisiert. Die Vorinkubation mit ADM fihrte in ex vivo isoliert perfundierten
Rattendarmen zu einem anhaltenden Erhalt des VE-Cadherinbandes nach a-
Toxineinwirkung. In vitro konnte ADM den o-toxininduzierten Abfall des trans-
elektrischen Widerstandes nur mittelfristig verhindern. In den zeitlich daran
angepassten Endothelzellversuchen konnte jedoch der Verlust an VE-Cadherin und
Occludin durch ADM verhindert werden.

Daneben wurden molekulare Signalwege der a-toxininduzierten Hyperpermeabilitat
untersucht. Sowohl die Erhdhung von cAMP sowie der ROCK als auch bis zu einem
gewissen Grade die Blockade der MLCK stabilisieren die endotheliale Barrierefunktion
in vitro und sichern die Junktionsintegritat. o-Toxin scheint RhoA-unabhangige
Signalwege zu nutzen, da sich keine erhdhte Aktivitdt nach o-Toxinstimulation im
Vergleich zu Thrombin nachweisen liel3.

So zeigen erste weiterfihrende Studien der Arbeitsgruppe, dass auch die
Phosphorylierung von MLC unter a-Toxin im Gegensatz zu Thrombin ausbleibt, was ein
Ansatzpunkt fir neue Einblicke in die a-Toxinwirkung sein kdnnte. In vivo-Verhaltnisse
hinsichtlich Occludin wurden in der hier vorliegenden Arbeit nicht nachvollzogen, was
ebenfalls einen Anhaltspunkt fir weitere Untersuchungen darstellen konnte. Ferner
konnte im Rahmen klinischer Studien bei ARDS- bzw. septischen Patienten der
vorsichtige therapeutische Einsatz von ADM, unter Berucksichtigung seiner
blutdrucksenkenden Eigenschaften, erprobt werden und so mdglicherweise als neue

Behandlungsstrategie zum sinnvollen Einsatz kommen.
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