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2 Zusammenfassung/Summary

Eine erhthte Durchléassigkeit der mucosalen Darmbarriere beim kritisch kranken
Patienten kann die Translokation von Bakterien und deren Virulenzfaktoren erlauben.
Dadurch kénnen eine Entziindungsreaktion und eine Sepsis aufrechterhalten werden.
Die Literatur deutet darauf hin, dass das Peptidhormon AM die endotheliale
Barrierefunktion und die Regulierung der zirkulatorischen Funktion in der Sepsis
verbessern kann.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese geprift, dass exogen appliziertes AM die
epitheliale Barriere des Darms stabilisiert. Die Gabe des Exotoxins a-Toxin von
Staphylococcus aureus simulierte im Tiermodell bei Ratten einen septischen Schock.
In diesem Modell reduzierte die therapeutische Infusion von AM die Translokation von
markiertem Dextran vom Darm in die systemische Zirkulation. AM wirkte
barrierestabilisierend in der Zellkultur mit CaCo-2 Zellen nach Exposition mit o-Toxin

und H202, sowie am Rattenkolon in der Ussing-Kammer.

Am Endothel stabilisiert AM die Barrierefunktion Uber intrazellulare Signale des
sekundaren Botenstoffes cAMP. In den CaCo-2 Zellen konnte kein Anstieg von
intrazellularem cAMP festgestellt werden.

CaCo-2 Zellen zeigen eine hohe Aktivitat der Phosphodiesterasen 3 und 4, die CAMP
abbauen. Auch durch eine Inhibition der PDE 3/4 kam es mit AM zu keinem cAMP-
Anstieg, wohingegen der Adenylylcyclase-Aktivator Forskolin eine signifikanten
Anstieg von cAMP in den Zellen bewirkte. Zudem konnte die Inhibition der
Phosphodiesterasen weder den durch AM induzierten stabilisierenden Effekt auf die
epitheliale Barriere verstarken, noch beeintrachtigte AM den cAMP-abhéngigen
Kurzschlussstrom am Kolon der Ratte. Auch die Inhibtion der entsprechenden
Kinasen, die in der Vermittlung des Signalweges von AM eine Rolle spielen,
beeinflussten den elektrischen Widerstand des CaCo-2 Zellmonolayer nicht. Somit
indizieren diese Ergebnisse, dass AM die darmepitheliale Barriere cAMP-unabhangig

stabilisiert.



Zusammenfassung/Summary

Summary

An increased permeability of the mucosal gut barrier of the critically ill patient supports
the translocation of bacteria and their virulence factors, which triggers or maintains a
severe inflammation and sepsis.

Literature suggests that the peptide hormon Adrenomedullin reinforces the endothelial

barrier function and the regulation of the circulatory function during a septic state.

This thesis tests the hypothesis that exogenously applied AM has a stabilizing effect
on the epithelial barrier of the gut. The dosage of the exotoxin a-toxin from
staphylococcus aureus simulated a septic shock on rats. In a therapeutic setting the
infusion of AM reduced the translocation of labeled dextran from the gut into the
systemic circulation. AM also showed barrier-stabilizing properties in the CaCo-2 cell

culture after a-Toxin and H202 exposition and in the rat colon Ussing chamber studies.

AM stabilizes the endothelial barrier function via intracellular cAMP-signals. An
increase of intracellular cAMP content could not be confirmed in the CaCo cells.

The CaCo-2 cell line showed high activity of phosphodiesterases 3 and 4, which
degrade cAMP. Even by inhibiting the phosphodiesterases, AM did not cause a CAMP-
increase, whereas the adenylylcyclase activator forscolin induced strong cAMP
elevation. Furthermore the inhibition of the phosphodiesterases could not enhance the
AM-related stabilizing effect of the epithelial barrier, nor AM impaired the cAMP-related
short circuit current of the rat colon. The inhibition of the respective kinases, which are
implicated in mediating the signalling pathway of AM also did not affect the electrical
resistance of the CaCo-2 monolayer.

In conclusion: AM seems to stabilize the gut barrier function during severe

inflammation.
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3 Einleitung

3.1 Intestinale Barriere

Der Darm ist aufgrund seiner enorm groBen Kontakt- und Austauschflache zur
AulRenwelt von wichtiger Bedeutung fur die Erhaltung der Gesundheit des Menschen.
Er bildet die grof3te mukosale Verbindung zwischen der sich stets andernden Umwelt
und dem inneren Milieu.

Die Fahigkeit des Darmepithels eine selektive Barriere zwischen der auferen Umwelt
und dem inneren Milieu aufrecht zu erhalten, ist essentiell, um den Ubertritt von
kommensalen Bakterien und Pathogenen zu verhindern, und damit unabdingbar fur
den Erhalt der Gesundheit des Menschen.

Die intestinale Barriere umfasst eine Flache von ca. 400 cm? und verbraucht ca. 40%
der Korperenergie. Sie verhindert den Verlust von Wasser und Elektrolyten und den
Ubertritt von Pathogenen aus dem Darmlumen (Brandtzaeg, 2011).

Die Gesamtheit der an der Bildung der intestinalen Barriere beteiligten Strukturen
bezeichnete Cummings als ,mukosale Barriere” (Cummings, 2004).

Die physikalische intestinale Barriere besteht aus dem vaskularen Endothel, der
Epithelzellschicht und dem Mukusschleim, der dem Epithel direkt aufliegt und es vor
Verdauungsenzymen im Darmlumen schuitzt, sowie die Adhasion von Bakterien an
das Epithel verhindert (Turner, 2009; Sanchez de Medina, 2014; Keita, 2010; Dupont,
2014).

Neben der physikalischen Barriere sind chemische Substanzen, wie Darmséfte,
Immunmolekile und Zellprodukte (Zytokine, Entziindungsmediatoren, antimikrobielle
Peptide), sowie das intestinale Mikrobiom an der Barrierebildung beteiligt (Bischoff,
2014).

Die Hauptgrenzschicht zwischen dem Lumen und dem Schleimhautgewebe bildet das
Epithel. Die Epithelzellschicht ist sehr dinn, was wichtig fur die Resorption von
Nahrungsbestandteilen ist, aber im Falle einer Stérung auch erhebliche Risiken fur
den Organismus birgt (Ceppa, 2003; Fink, 2003).

Im Darmlumen befinden sich bakterielle Mikroorganismen in einer Gré3enordnung von
10*2 pro Millimeter auf einer enorm groRen intestinalen Austauschflache (Gatt, 2015).
In dieser immensen Bakterienvielzahl sind potentiell pathogene von ,nutzlichen®
Bakterien zu unterscheiden, die nicht nur das Immunsystem stimulieren, sondern

wiederum selbst vor eindringenden Bakterien und Viren schiitzen kdnnen (Alarcon,
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2016). Die Fahigkeit, die Aufnahme von Substanzen entlang der Mukosa zu
kontrollieren, sowie das interne Milieu vor Pathogenen zu schitzen, wird von Gatt et
al. als ,Intestinale Barrierefunktion® beschrieben (Gatt, 2015). Die intestinale Barriere
ist eine funktionelle Einheit, bestehend aus den mechanischen Elementen wie dem
Mukus und der Epithelzellschicht, den humoralen und immunologischen
Zellelementen (Defensine, IgA, Lymphozyten, eigene Immunzellen), sowie den
muskuldren und den neurologischen Elementen. Die ,intestinale Permeabilitat
dagegen beschreibt eine funktionale Eigenschaft der intestinalen Barriere, die durch
die Analyse von Durchflussraten vorwiegend inerter Molektle entlang der intestinalen

Barriere gemessen werden kann (Bischoff, 2014).

Viele Faktoren kdnnen die intestinale Permeabilitat verandern: Dazu zahlt neben einer
direkten Schadigung des Epithels eine Verdnderung der Darmflora, sowie die
Beeintrachtigung der schitzenden Funktion des Mukusschleims (Moreira, 2012).

Eine Storung der intestinalen Barrierefunktion kann entweder im Rahmen chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease, IBD) wie der Morbus
Crohn, die Colitis ulzerosa, die Zdliakie und das Reizdarmsyndrom, oder systemischer
Krankheiten (Diabetes mellitus Typ I, Multiple Sklerose, Rheumatoide Arthritis und
Autismus) (Odenwald, 2013) entstehen, sowie abrupt, wie beispielsweise nach einem

schweren Trauma, in der Sepsis und im septischen Schock.

3.1.1 Regulation der epithelialen Permeabilitat

Die intestinale Mukosabarriere besteht aus einer Schicht saulenférmig angeordneter
Epitehlzellen, die in engem Kontakt mit der darunterliegenden Lamina propria, welche
Immunzellen, Kapillaren und Lymphgefal3e enthélt, stehen. Im Dinndarm bildet das
Epithel gefaltete luminale Strukturen (Krypten und Villi), im Dickdarm dagegen findet
man nur noch Krypten. Die Epithelzellen werden kontinuierlich von in der Kryptenbasis
liegenden Stammzellen erneuert, die dann entlang der Krypten Richtung Lumen
proliferieren, differenzieren und migrieren (Luissint, 2016).

Die epitheliale Barrierefunktion wird von einer Reihe von interzellularen Verbindungen
gesteuert, wobei sie als selektiver Filter wirkt, um den Durchtritt von essentiellen
Nahrungsbestandteilen, Elektrolyten und Wasser vom Darmlumen in die Zirkulation zu

gewahrleisten (Groschwitz, 2009).
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Diese selektive Permeabilitat findet Gber zwei Wege statt: transepithelial/transzellular
und parazellular. Der transzellulare Transport bendtigt fur die effektive Absorption und
Sekretion spezifische Transportproteine und Kanéle, die vorwiegend apikal und
basolateral lokalisiert sind (Kiela, 2009). Dariber hinaus bedarf es eines
Konzentrationsgradienten, der wiederum von einer regelrechten Funktion der
parazellularen Zell-Zell-Kontakte abhangig ist. Die Absorption und der Transport von
Nahrungsbestandteilen, wie Zucker, Aminosduren, Fette, Mineralien und Vitamine

kann so transzellular stattfinden (Kunzelmann, 2002).

Die parazellulare Permeabilitat wird uUber den Transport im Zellzwischenraum
gesteuert und uber interzellulare Komplexe an der apikal-lateralen, sowie an der
lateralen Zellmembranverbindung reguliert (Bilkslager, 2007; Turner, 2009;
Groschwitz, 2009). Zu diesen Membranverbindungen (junktionalen Komplexen)
gehdren Desmosomen, Adherens Junctions (AJ), sowie die Tight Junctions (TJ).
Adherens Junctions werden Uber Cadherin-Catenin-Komplexe mit dem
Aktinzytoskelett verbunden. Zusammen mit den Desmosomen sorgen sie fur das
Aneinanderhaften der Zellen und sind Ort der intrazellularen Kommunikation
(Groschwitz, 2009; Bondow, 2012).

Die Tight Junctions verbinden die Epithelzellen an der apikalen Seite (Bischoff, 2014).
Sie ermdglichen als dynamische Multiproteinkomplexe die Passage von lonen und
gelosten Stoffen und sind hauptsachlich verantwortlich fir die Regulation der
parazellularen Permeabilitat. Gleichzeitig verhindern sie die Translokation von
luminalen Mikroorganismen (Groschwitz, 2009). Am Aufbau der Tight Junctions sind
mindestens neun verschiedene periphere Membranproteine und mindestens drei
integrale  Membranproteine beteiligt (Tsukita, 2001). Zu den peripheren
Membranproteinen zahlen: Occludin, Claudine, junktionale Haftmolekile, die sog.
JAM’'s und Tricellulin (Groschwitz, 2009; Bilkslager, 2007). Als integrale
Membranproteine beteiligen sich Occludin und die sog. Claudine. Die TJ entstehen
durch die Interaktion der Membanproteine Claudin und Occludin, die Gber die Zonula
occludens Proteine (ZO-1, ZO-2) und 3-Catenin mit dem Aktin- Zytoskelett verbunden
sind. Die Interaktion des TJ-Komplexes mit den Myosinleichtketten (MLC) erlaubt die
zytoskeletale  Regulation der Barriereintegritat durch  Modulierung des

Interzellularspalts (Atkinson, 2001; Cunningham, 2012).
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Die Expression der junktionalen Proteine im Darm unterliegt einem streng regulierten
dynamischen Prozess, an dem die Endozytose, die Migration und die Regenerierung
der Zellen beteiligt ist (Konig, 2016). In vitro Analysen zeigten, dass die TJ-Komplexe
Uber die Phosphorylierung durch entsprechende Kinasen reguliert werden kénnen.
Dazu zahlen unter anderem die Tyrosinkinase c-Yes, die Proteinkinase C (PKC),
Phosphatasen und die Proteinphosphatase 2A (Chen, 2002; Nunbhakdi-Craig, 2002).
Daruber hinaus sind zahlreiche Zytokine in der Lage den TJ-Komplex zu modulieren.
TNF-alpha z.B. induziert die TJ-Permeabilitdit durch den extrazellular regulierten
Kinase 1/2 Signalweg (Al-Sadi, 2013). Ebenso beeinflusst intrazellulares cAMP,
oxidativer Stress und ein Calcium-Ungleichgewicht die Regulation der Tight Junctions
Uber die Wirkungen auf zellulare Kinasen (Turner, 1997; Ye, 1999; Zheng, 2007; Rao,
2008).

3.2 Darm und Sepsis

Sepsis gilt als Haupttodesursache in der Intensivmedizin. Der medizinische Fortschritt
der letzten Jahrzehnte hat daran nichts ge&ndert. Weltweit werden jahrlich geschétzt
31 Millionen Menschen mit einer Sepsis behandelt, von denen knapp sechs Millionen
auch an der Sepsis versterben (Fleischmann, 2016). Die Definition der Sepsis, sowie
die Charakterisierung und die Einteilung in klinische Stadien hat sich in den letzten 25
Jahren immer wieder gedndert (Levy, 2003), zuletzt im Marz 2016 (Singer, 2016). Es
wurde zunachst angenommen, dass septische Krankheitsbilder und das
Multiorganversagen die Folge einer unkontrollierten Infektion darstellen. Es zeigte sich
aber, dass die Ursachen und die Pathophysiologie der Sepsis weitaus vielfaltiger sind.
Die neuen Sepsis-Definitionen beschreiben Sepsis als eine ,lebensbedrohliche
Organdysfunktion, die einer unkontrollierten Antwort auf eine Infektion geschuldet ist"
(Singer, 2016).

Nach den neuesten Definitionen der Sepsis unterteilt man die Sepsis in zwei Stadien:
die schwere Sepsis (severe sepsis) und der septische Schock (septic shock). Eine
schwere Sepsis ist eine lebensbedrohliche Organdysfunktion ausgelost durch eine
unkontrollierte Antwort auf eine Infektion. Der septische Schock ist gekennzeichnet
durch schwere zirkulatorische, zellulare und metabolische Stérungen assoziiert mit

einem hoheren Mortalitatsrisiko gegeniber der schweren Sepsis (Singer, 2016). Die
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klinischen Manifestationen einer Sepsis resultieren aus einem komplexen
Zusammenspiel zwischen dem eigenen Immunsystem und den infizierenden
Mikroorganismen. Bakterien, Pilze oder Viren kdnnen ein septisches Syndrom

hervorrufen (Ramachandran, 2014, Haag, 2015).

Die Konsequenz einer Sepsis oder einer systemischen Inflammation kann die
Ausbildung eines Multi-Organ-Dysfunktions-Syndroms (MODS), sowie eines akuten
progressiven Lungenversagens (ARDS) sein (Deitch, 1992; Angus, 2001; Deitch,
2006). Die klinischen Manifestationen eines MODS kénnen variieren. Zu den Organen,
die in die Manifestation eines MODS involviert sind, gehdrt neben der Lunge, den
Nieren und der Leber, auch der Darm (Fink, 2003). Diese sog. ,Schockorgane® werden
alle von Epithelzellen ausgekleidet. Im Darm und auch in der Lunge ist die epitheliale
Barriere allerdings nicht nur essentiell, um fllissigkeits- oder luftgeflillte Kompartimente
vom Interstitium oder vom Blut zu trennen, sondern auch unabdingbar, um eine
systemische Kontamination mit Bakterien und Toxinen aus der auf3eren Umgebung zu
verhindern (Fink, 2003). Eine Stdrung der epithelialen Barriere ist daher von hoher

klinischer Relevanz.

Eine gestorte Vasomotorik und eine erhdhte endotheliale Gefal3permeabilitat in der
Sepsis und im septischen Schock flhren zu einer regionalen Minderperfusion. Diese
Stérung der Mikrozirkulation bewirkt in der Folge eine Hypoxie im Gewebe und flhrt
konsekutiv zu einer Schadigung der Organe bis hin zum Multiorganversagen (MODS)
(Fink, 2003; Fink, 2005; Hotchkiss, 2003; Jorgensen, 2006). Das Darmepithel im
Bereich der ,letzten Wiese* ist im Rahmen einer peripheren Mikrozirkulationsstérung
daher besonders gefahrdet.

Ein Multiorganversagen und der Verlust der intestinalen Barrierefunktion sind mit
grol3en Herausforderungen bezlglich der Behandlung kritisch kranker Patienten auf

Intensivstationen verbunden (Schulz, 2015).

Ein Versagen der Barrierefunktion des Darms kann weitere ernste Konsequenzen fur
den kritisch kranken Patienten nach sich ziehen. Hauptsachliche atiologische
Faktoren, die zu einem Verlust der intestinalen Barriere im Rahmen einer Sepsis
fuhren, sind eine verminderte Splanchnikusperfusion, eine Motilitdtsabnahme des

Darms, sowie eine Hypoxie im Gewebe (Derikx, 2008). Eine mit systemischer
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Inflammation und Sepsis assoziierte Hypotension resultiert in einem verminderten
Blutfluss der kleinen viszeralen GefaflRe zugunsten der zentralen Zirkulation. Die
Abnahme der Perfusion und die Hypoxie verstarken die schadigenden Effekte auf die
intestinale Gewebeintegritat (Harois, 2013, Pastores, 1996): Die Mukosa des Darms
reagiert empfindlich auf eine Ischamie und nach einer wieder eintretenden Reperfusion
kann diese zu einem Versagen der gastrointestinalen Barrierefunktion fihren
(Ischamie-Reperfusionsschaden) (Rosero, 2014).

Die intestinale epitheliale Barrierefunktion kann im Rahmen chirurgischer
Erkrankungen (Trauma, Schock, schwere Verbrennungen) und im Verlauf kritischer
Krankheitszustdnde, beeintrachtigt werden (Pape, 1994). Diese Stérung der
epithelialen Barrierefunktion resultiert in einem Anstieg der intestinalen Permeabilitat
und fuhrt subsequent zur Translokation von Bakterien und/oder Endotoxinen aus dem
Gastrointestinaltrakt in die systemische Zirkulation (Deitch, 2002; Magnotti, 2005)
(Abb.1).

Kritischer Krankheitszustand

!
!

Ischamie der Darmmukosa

|

Beeintrachtigung der Darmbarriere

|

Erhohung der mukosalen Permeabilitat

|

Ubertritt von Bakterien und deren

Toxinen in die syst. Zirkulation

Ausschuttung von

Zytokinen und Chemokinen

Abb. 1: Schematisch dargestellte Abfolge der Auswirkungen einer Minderperfusion im

Splanchnikusgebiet.
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Seit den 80er Jahren wird der Darm in der Literatur als ,Motor” des
Multiorganversagens  (multi-organ-dysfunction-syndrom, MODS) beschrieben
(Carrico, 1986; Meakins, 1986; Clark, 2007; Mittal, 2014; Marcel, 2015). Es wurde
zunachst angenommen, dass es durch eine Hyperpermeabilitdt im Darm zu einem
Ubertritt von Bakterien in die systemische Zirkulation kommt (Carrico, 1986;
Klingensmith, 2016). Der Ubertritt von luminalen Erregern in die Zirkulation und
normalerweise steriles Gewebe wird als ,bakterielle Translokation® (BT) beschrieben
und wurde erstmals als Begriff von Berg und Garlington definiert (Berg und Garlington,
1979). Bereits Ende des 19. und Mitte des 20. Jahrhunderts gab es die Hypothese,
dass Bakterien unter bestimmten Bedingungen die Darmbarriere passieren kénnen
(Frainkel, 1891; Flexner, 1859; Schweinburg, 1949). Der Begriff der bakteriellen
Translokation wird heute verwendet, um die Passage von lebensfahigen,
darmansassigen Bakterien vom Gastrointestinaltrakt durch die Darmmukosa in
normalerweise steriles Gewebe, wie die mesenterialen Lymphknoten und die inneren
Organe zu beschreiben. Gleiches gilt auch fir die Passage von antigenen
Makromolekilen, Lipopolysacchariden (LPS), Endotoxinen und Peptidoglykanen
durch die intestinale Mukosabarriere (Gatt, 2005).

Gramnegative (Escherichia coli, Klebsiella, Enterobakter u.a) und grampositive
Bakterien (Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus u.a) spielen eine Rolle
bezuglich der Auslésung einer Bakteriamie oder einer Sepsis (Phua, 2013). Die
Beeintrachtigung der Funktion der Darmbarriere ermdglicht eine bakterielle
Translokation, die wiederum zu einer systemischen Entzindung fihren kann und im
weiteren Verlauf zu einer Sepsis und zum septischen Schock oder im schlimmsten Fall

zum Multiorganversagen (MODS).

Die in den letzten Jahren publizierten Daten zeigen, dass der Zusammenhang
zwischen Darm und Sepsis weitaus komplexer ist als angenommen: Deitch et al.
beschreiben die Pathogenese der Infektion des Darms als , Three-hit-modell“ (Deitch,
2010; Senthil, 2006): Durch schwere Krankheitszustdande wie beispielsweise
Verbrennungen, Traumata, Sepsis oder auch durch starken Blutverlust kommt es zu
einer Minderperfusion im Splanchnikusgebiet (first hit). Die Wiederherstellung der
intestinalen Perfusion (second hit) fuhrt zu einer Schadigung im Darm mit Entziindung

und Verlust der Barrierefunktion durch Ischdmie-Reperfusions getriggerte
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Mechanismen. Der Verlust der Barrierefunktion (third hit) erlaubt den Ubertritt von
intestinalen Bakterien und Endotoxinen entlang der mukosalen Barriere, wo sie in
Kontakt zu intestinalen Immunzellen treten konnen. In der Folge fihrt das zur
generalisierten Entziindungsreaktion im Korper, womit ein fataler Kreislauf in Gang

gesetzt wird.

Weitere Untersuchungen unterstutzen die ,gut-lymph-hypothesis®: Toxische Produkte
aus dem Darm gelangen Uber die mesenteriale Lymphe weiter mit dem Ductus
thoracicus Uber das rechte Herz in die Lunge. De Jong et al. sprechen auch von der
»2gut-lymph-lung-axis“ (de Jong, 2016). Direkte toxische Effekte auf das pulmonale
Endothel verursachen ein akutes Lungenversagen, das im weiteren Verlauf in einem
ARDS gipfeln kann (Deitch, 2010) (Abb. 2).

Badami et al. zeigten durch die Ligatur des Ductus lymphaticus im Tierversuch mit
Ratten nach Auslosung eines septischen Schocks eine deutliche Verbesserung der
Uberlebensrate. Eine systemische Aussaat von Pathogenen aus dem Darm konnte so
verhindert werden (Badami, 2008). Ahnliche tierexperimentelle Untersuchungen
ergaben, dass gesunde Ratten nach Injektion von mesenterialer Lymphe von
erkrankten Ratten (Trauma, Hamorrhagischer Schock) ebenso ein ARDS entwickelten
wie die Schockratten (Senthil, 2007). Die aus dem Darm stammende Lymphe, welche
normalerweise aus Proteinen oder Lipidfaktoren besteht, stimuliert Gber den Toll-like-
Receptor 4 die Aktivierung von inflammatorischen neutrophilen Granulozyten in der
Lunge (Klingensmith, 2016).
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Obwohl eine Stérung der intestinalen Barrierefunktion einen hohen Risikofaktor fir die
Translokation von toxischen Substanzen und Pathogenen darstellt, sind die
therapeutischen Moglichkeiten, die Darmbarriere in der Sepsis und im septischen
Schock zu stabilisieren, begrenzt: Zu den derzeitigen therapeutischen Mdglichkeiten
zahlen vor allem die frihzeitige Volumensubstitution (Rivers, 2001), um die Perfusion
im Splanschnikusgebiet zu verbessern, sowie der Versuch einer frihen enteralen
Erndhrung, die sich durch den Ruckgang infektioser Komplikationen als protektiv
erwies (Elke, 2016).

Einen positiven Effekt auf die intestinale Barriere im Rahmen kritischer
Krankheitszustande scheint auch das direkte oder indirekte Eingreifen an den Tight
Junctions des Epithels zu haben: Die Phosphorylierung der Myosinleichtketten durch
die aktivierte Myosinleichtkettenkinase fuhrt zur Kontraktion des Intrazellularspaltes
und somit zu einer erhdhten Permeabilitdt. Chen et al. zeigten im tierexperimentellen
Modell an Mausen nach erhohter Alkoholaufnahme und Verbrennungstrauma eine
Verminderung der bakteriellen Translokation aus dem Darm durch Inhibition der
Myosinleichtkettenkinase im Gegensatz zu scheinexponierten Tieren. Ebenso konnten
Veranderungen in der Tight Junctions-Expression und-Lokalisation verhindert werden
(Chen, 2012; Zhas, 2012). Der Einsatz von epidermal growth factor (EGF) als
zytoprotektives Peptid bewirkte im ,cecal-legation and puncture® oder Pseudomonas
aeruginosa pneumonia-Tiermodell eine Verminderung der Permeabilitdt und der
Zellapoptose, sowie eine Verbesserung der Zellproliferation. Dadurch konnte die
Uberlebensprognose der Tiere deutlich verbessert werden (Clark, 2008; Dominguez,
2011). Erfolgsversprechende Therapien die Barriere des Darms im Rahmen kritischer

Krankheitszustande direkt zu stabilisieren fehlen bisher.

3.2.1 Staphylococcus aureus Alphatoxin und Wasserstoffperoxid

Staphylococcus aureus ist ein multifaktorieller Erreger sowohl des Menschen als auch
des Vertebraten. Durch ihn ausgeldste Krankheiten manifestieren sich in der Haut
(eitrige Wundinfektionen, oberflachliche Akne), pulmonal (nosokomial erworbene
Pneumonie), in den Schleimhauten und im Gefalisystem (Lowy, 1998; Berube, 2013).

Die Inzidenz der durch S. aureus ausgeltdsten Infektionen und Bakteriamien hat in den
letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen. Dartber hinaus hat der grol3zugige

Einsatz von Antibiotika in den letzten Jahren zu vermehrten Resistenzen gefuhrt
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(Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, MRSA) (Steinberg, 1996; Gastmeier,
2002).

Als hauptsachlicher Erreger ist S. aureus neben der infektiosen Endokarditis
verantwortlich fir die schwere Sepsis. Als wichtigster Staphylococcen-Virulenzfaktor
wird S.aureus sehr héaufig im Blut septischer Patienten gefunden (Lowy, 1998;
Spaulding, 2012; Bergin, 2015;) und schadigt die endotheliale Barrierefunktion
(Grimminger, 1997; Kriill, 1996; Laupland, 2004; Brell, 2005 (b)); Hocke, 2006). Uber
die mdoglichen Effekte auf die epitheliale Barrierefunktion war zum Zeitpunkt der
Untersuchungen noch wenig bekannt. Kwak et al. zeigten allerdings kurzlich, dass -
Toxin die epitheliale Barriereintegritdit mdoglicherweise durch eine verminderte

Expression einzelner Tight Junction Proteine schadigt (Kwak, 2012).

o-Toxin ist der bekannteste Virulenzfaktor von S. aureus. Es wurde 1928 von Burnet
in Australien im Rahmen von Diphterie-Impfungen durch kontaminiertes Diphterie-
Toxin-Antitoxin entdeckt (Burnet, 1929).

Das agressive a-Toxin stellt einen dominanten Virulenzfaktor des Pathogens dar
(Bhakdi, 1991). Nach Insertion des wasserléslichen Toxinmonomers in die
Zellmembran erfolgt eine Porenbildung. Die Membraninsertion des a-Toxins ist
abhéangig von Toxinbindungsstellen, wobei die Empfanglichkeit einer Zielzelle durch
das Vorhandensein spezifischer Bindungsstellen determiniert ist (Hildebrand, 1991;
Valeva, 1997). Als ein solcher Rezeptor fur a-Toxin konnte kirzlich A Desintegin und
Metalloprotease 10 (ADAM10) identifiziert werden (Wilke, 2010).

Die von a-Toxin gebildete Pore hat nur einen Durchmesser von 1-2nm und lasst nur
kleine Molekule wie Natrium, Calcium, Kalium und Nukleotide wie z.B. ATP und ADP
passieren (Bhakdi, 1991; Grimminger, 1997). In Abhangigkeit vom betroffenen Zelltyp
konnen die Reaktionen vielfaltig und komplex sein. Im Wesentlichen lassen sich die
Reaktionen aus der intrazellularen Signalwirkung des einstrémenden Calciums und
den Folgen einer ATP-Depletion herleiten (Grimminger, 1997; Rose, 2002).

Beim Menschen sind insbesondere inflammatorische Zellen wie Monozyten,
Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Thrombozyten, Endothelzellen und
Epithelzellen empfanglich gegentber a-Toxin (Suttorp, 1985; Suttorp, 1987; Bhakdi,

1988). Durch die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren und radikalbindenden
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Enzymen wird die gewebsschadigende Wirkung von a-Toxin weiter verstarkt (Suttorp,
1987; Bauldry, 1992).

Die schadigende Wirkung von o-Toxin wurde bereits in isolierten Tiermodellen der
Kaninchenlunge, des Rattenherzens und des Rattenileums untersucht. Es wurden
sowohl Stérungen der endothelialen Barrierefunktion als auch der Mikrozirkulation
beobachtet (Seeger, 1984; Seeger, 1990; Walmrath, 1993; Sibelius, 2000; Brell, 2005
(b)). Im geschlossenen Endothelzellmonolayer konnte ein durch a-Toxin verursachter
Anstieg der Permeabilitdt nachgewiesen werden. Morphologisch zeigte sich das als
kontraktile Dysfunktion mit Offnung der Interzellularspalten (Suttorp, 1998; Brell, 2005
(b)). Die von Brell et al. durchgefiihrten Untersuchungen am isolierten Rattenileum
demonstrierten, dass zur Auslosung einer endothelialen Barrierestbérung weitaus
weniger a-Toxin nétig war als im Rattenherzmodell von Sibelius et al. (Siblius, 2000;
Brell, 2005(b)). Es konnte demnach von einer hohen Empfanglichkeit des Darms
gegenuber a-Toxin ausgegangen werden, sowie von einer Stérung der Funktion des
Darms in der Sepsis durch a-Toxin.

Aufgrund seiner barriereschadigenden Wirkungsweise in der Sepsis wurde o-Toxin
daher als prototypischer und Klinisch relevanter Virulenzfaktor  zur

Permeabilititsmessung eingesetzt.

Wasserstoffperoxid (H-02) wurde in den Untersuchungen sowohl in vivo, als auch in
vitro zur Simulation der Anwesenheit aktivierter polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten (PMN) verwandt. PMN sind sowohl fiir die Phagozytose, als auch fir die
Zerstorung von mikrobiellen Erregern zustandig. Im Rahmen einer Sepsis
beispielsweise sezernieren sie zur Erregerbekampfung Peroxidasen (H202) und
Esterasen, die zytotoxisch wirken und damit das Wirtsgewebe schadigen. Durch
oxidativen Stress kommt es zu einem Anstieg der Permeabilitdt des intestinalen
Epithels (Rao, 1997; Jepson, 2003)

Im septischen Schock kommt es haufig zu einem sog. Ischamie-Reperfusionsschaden
im Gewebe (Nakata, 2014). Dazu kommt es, wenn das Gewebe nach einer langeren
Ischamieperiode wieder durchblutet wird. Durch den Sauerstoffmangel in der Ischamie
kommt es in der Reperfusionsphase zur Entzindung und oxidativen Schadigung im
betroffenen Gewebe. Im Darm fuhrt das zu Schadigungen der epithelialen Barriere

(Baker, 1995; Banan, 2002). Im Speziellen wird durch oxidativen Stress auf die Zelle
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die Funktion der Mitochondrien beeintrachtigt und es kommt zu einer Depletion von
intrazellularem ATP (Watson, 1994).

3.3 Adrenomedullin (AM)

Auf der Suche nach neuen Therapieansatzen und der Suche nach biologischer
Aktivitat von Peptiden wurde im Jahr 1993 das Peptidhormon Adrenomedullin (AM)
entdeckt. Der Arbeitsgruppe um Kitamura et al. (Kitamura, 1993) gelang es,
Adrenomedullin aus Phédochromozytomzellen zu extrahieren. Es wird gemal3 seiner
Herkunft aus der Nebenniere (,adrenal medulla“) Adrenomedullin genannt (Kitamura,
1993).

Das kodierende Gen des Vorlaufermolekils von AM konnte noch im selben Jahr
isoliert und sequenziert werden, ebenso konnte die messenger-Ribonukleinsdure
(mRNS) fur humanes Adrenomedullin in verschiedenen Geweben (Herzventrikel,
Lunge, Niere) nachgewiesen werden (Kitamura und Sakata, 1993).

Seit seiner Entdeckung im Jahr 1993 sind weit Uber 2000 Veroffentlichungen Gber
Adrenomedullin erschienen. Es konnte gezeigt werden, dass AM in einer Vielzahl von
Geweben biologisch aktiv ist und Gber Rezeptoren eine Vasodilatation im gesamten
Organismus bewirken kann (Westphal, 2006). Es kommt zu einem Anstieg von AM im
Plasma bei arterieller Hypertension, im Verlauf eines akuten Koronarsyndroms, beim
Herzversagen, bei Erkrankungen der Nieren (Sogbe-Diaz, 2016), bei Pneumonien
(Cheung, 2004), sowie in der Sepsis und im septischen Schock (Hirata, 1996; Ueda,
1999; Beltowsky, 2004; Struck, 2004).

Das korpereigene und ubiquitdr vorkommende Polypeptid AM besteht aus 52
Aminoséduren. Es zeigt Ahnlichkeiten zum ,calcitonin gene-related peptide“ (CGRP)
und wird der KalzitoninfCGRP/Amylin-Peptid-Familie zugeordnet (Kitamura 1993,
Poyner, 2002). Dazu gehoren auch Amylin, pro-AM N-terminal 20 Peptid (PAMP) und
Intermedin (AM-2) (Bell, 2008).

Das AM-Molekil beinhaltet 6 Aminosaureringe, wobei die Aminosauren 16 und 21
durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Am Carboxylende befindet sich aminiertes
Tyrosin. Beides ist essentiell fur die biologische Aktivitat von AM (Ishimitsu, 1994).
AM wird aus seinem Vorlaufermolekil, dem Proadrenomedullin (bestehend aus 164
Aminosauren) enzymatisch abgespalten, welches wiederum aus dem gréf3eren

Vorlaufermolekil Preproadrenomedullin (185 Aminosauren) durch posttranslationales
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,Splicing“ entsteht (Hinson, 2000). Neben AM besitzt das aus 20 Aminosauren
bestehende ,proadrenomedullin N-terminal 20 peptide” (PAMP) ebenfalls biologische
Aktivitat (Hinson, 2000).

Durch AM werden zwei verschiedene Rezeptoren aktiviert: CGRP-Rezeptoren mit
dem Antagonisten CGRP, und spezifische AM-Rezeptoren, die nicht durch CGRP
stimulierbar sind (Hinson, 2000). Die AM-Rezeptoren sind Uber G-Proteine an die
Adenylylzyklase (AC) gekoppelt, die den sekundéaren Botenstoff CAMP produziert. Sie
besitzen zwei Untereinheiten: ,calcitonin receptor-like receptor” (CRLR, Poyner, 2002)
und das ,receptor-activity-modifying-protein® (RAMP-2 oder RAMP-3, McLatchie,
1998).

Hinsichtlich der Rezeptorbindungsstellen fir AM wurde in Ratten die hoéchste
Konzentration im Herz und in der Lunge gefunden (Juaneda, 2003), beim Menschen
im vaskularen Endothel, in der Lunge, sowie in gastrointestinalen Immunzellen
(Hagner, 2002). Sowohl in Ratten, als auch beim Menschen zirkuliert AM in geringer
Konzentration und wird in fast allen Geweben exprimiert, was wiederum die vielfaltigen
biologischen Wirkungen von AM erklart. Die hdchsten Gewebekonzentrationen
wurden in der Nebenniere, im Hypothalamus und im Hypophysenvorderlappen
gefunden (Washimine, 1995; Satoh, 1996). Hohe Expressionsraten von AM findet man
auch in der Niere, Lunge, Gastrointestinaltrakt, Pankreas, Uterus, im Gefal3system,
sowie am Herz (Washimine, 1995; Ichiki, 1994).

Im vaskularen Gewebe wird AM sowohl von den Endothelzellen, als auch von den
glatten GefalBmuskelzellen synthetisiert und sezerniert, wobei die Sekretionsrate in
vaskularen Endothelzellen mit der von Endothelin-1 gleichzusetzen ist (Sugo, 1994).
Es kommt zu einer vermehrten AM-Produktion im oxidativen Stress (Ando, 1998).
Faktoren, die die AM-Sekretion in vitro stimulieren, sind unter anderem: IL-1, IL-13,
LPS, TNF-a, TNF-3 und Endotoxin (Sugo, 1995; Yang, 2001). Hofbauer et al. zeigten
ebenfalls, dass inflammatorische Mediatoren die AM-Produktion stimulieren kdnnen
(Hofbauer, 2002).

Hemmend auf die AM-Sekretion wirken unter anderem Forskolin, TGF-3, VIP, 8-
bromo-cAMP und IFN-u (Sugo, 1995; Isumi, 1998).

Da AM vor allem vasodilatatorische Eigenschaften besitzt, sah man dessen

hauptsachliche Funktion zunachst in der Blutdruckregulation (Nagoya, 1996; Kohno,
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1996). In der Lunge beschrieben Hinson et al. die AM-Wirkungen in einer pulmonalen
Vasodilatation, sowie in einer antiinflammatorischen Wirkung (Hinson, 2000). Neben
der Lunge, hat AM auch antimikrobielle Effekte in der Haut, sowie im
Gastrointestinaltrakt (Allaker, 1999). Weitere ausgewahlte biologische Effekte von AM
sind in der folgenden Tabelle aufgefthrt (Tab.1).

Tabelle 1. Ausgewaéhlte biologische Aktivitat von Adrenomedullin
Organ Aktivitat

Gefalle Vasodilatation, antikoagulative Eigenschaften im Blutstrom
Herz Positiv-chronotrop und -inotrop
Lunge Vasodilatation, Verminderung der Bronchokonstriktion,

antiinflammatorische Wirkung

ZNS Hemmung der Wasser- und Salzaufnahme
Hypothalamus Inhibition der Vasopressinsekretion (White, 2009)
Hypophyse Inhibition der ACTH-Freisetzung (Samson, 1995)

Nebennierenrinde Verminderung der Aldosteronsekretion

Niere Erh6hung des renalen Blutflusses, Diurese, Natriurese

Gastrointestinaltrakt | Protektion der Mukosa, antimikrobieller Effekt
Haut Antimikrobieller Effekt

Quelle: Westphal et al. (Westphal, 2006).

3.3.1 AMin der Sepsis

Drei Jahre nach seiner Entdeckung wurde bei septischen Patienten ein Anstieg der
AM-Konzentration im Plasma festgestellt und es gibt zunehmend Hinweise darauf,
dass AM als regulatorisches Peptid eine zentrale Rolle in der Sepsis und im septischen
Schock spielt (Hirata, 1996; Wang, 1998; Wang, 2001). In der Sepsis und im
septischen Schock kommt es zu einem deutlichen Anstieg von AM im Plasma (Hirata,
1996; Nishio, 1997; Wang, 1998; Wang, 1998; Ueda, 1999; Matheson, 2003). Shoji et
al. fanden unter anderem heraus, dass bakterielle Endotoxine und
proinflammatorische Zytokine die Genexpression von AM in vielen Geweben in vitro

und in vivo steigern kénnen (Shoji, 1995).
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Es wurde zunachst angenommen, dass AM ursachlich an der Progredienz eines
septischen Schocks beteiligt sei, vor allem durch die Induzierung einer extremen
Vasodilation und Hypotension. Tierexperimentelle Untersuchungen an transgenen
Mausen mit vermehrter AM-Produktion zeigten jedoch, dass diese trotz einer
bestehenden Hypotonie hochresistent gegeniber einem Endotoxinschock waren
(Shindo, 2000).

AM scheint wichtig fur die Stabilisierung der endothelialen Barriere in der Sepsis zu
sein: Caron et al. beobachteten an AM Knock-out Mausen einen extremen Hydrops
fetalis und kardiovaskulare Veranderungen (Caron, 2001). Vergleichbar sind auch die
Untersuchungen von Shindo et al..AM Knock-out Mause starben in uteri wobei sie
Abnormalitaten in der GefaRentwicklung zeigten (Shindo, 2013). Gleiches konnte die
Forschergruppe um Shindo et al. auch an AM-Rezeptor Knock-out Mausen (RAMP-2)
zeigen: Vaskulare Phanotypen konnten mit RAMP-2 Knock-out Mausen reproduziert
werden und es zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der endothelialen Permeabilitat.
Die Gabe von AM konnte die endotheliale Barriere stabilisieren (Shindo, 2013).
Untersuchungen an Ratten, bei denen ebenfalls mit S.aureus o-Toxin eine Sepsis
induziert wurde, die bei den Tieren eine Hyperpermeabilititt und ein
Herzkreislaufversagen ausloste, zeigten nach der Gabe von AM eine deutliche
Abnahme der Mortalitat durch Reduzierung der vaskuldren Hyperpermeabilitat
(Temmesfeld-Wollbruck, 2007).

AM bekommt in den letzten Jahren immer mehr Aufmerksamkeit beztglich neuerer
Interventionsmafinahmen in der Sepsis, im MODS und im ARDS (Christ-Crain, 2005;
Gonzalez-Rey, 2006; Guignant, 2009; Muller-Redetzky, 2014; Pugin, 2014): Mller-
Redetzky et al. konnten kirzlich in Versuchen mit Mausen (Pneumokokkus
Pneumonie) zeigen, dass AM sowohl vor der Ausbildung einer beatmungs-
assoziierten Lungenschadigung schitzen konnte, als auch protektive Effekte
gegenuber einem peripheren Organversagen (Leber und Darm) nach
beatmungsassoziierter Lungenschédigung hatte (Mduller-Redetzky, 2014). In
zahlreichen Studien beziglich einer barrierestabilisierenden Wirkung von AM konnte
bereits gezeigt werden, dass AM die endotheliale Barriere stabilisieren kann
(Hippenstiel, 2002; Hocke, 2006; Temmesfeld-Wollbriick, 2007; Muller, 2010).
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3.3.2 AM-Wirkung am Darm

AM wird im gesamten Gastrointestinaltrakt exprimiert, insbesondere in den
neuroendokrinen Zellen der Mukosa und in der Submukosa des Duodenums, lleums
und des Kolons (Hinson, 2000). Es konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass
AM als autokriner und parakriner Wachstumsfaktor im Darmepithel agiert und die
Darmmukosa schitzen kann (Pio, 2000; Shichiri, 2003; Martinez-Herrero, 2016).
Ebenso scheint sich AM ginstig auf die Heilung entzindlicher und infektibser
Darmerkrankungen auszuwirken, indem es die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine hemmt (Beltowsky, 2004) und die epitheliale Barrierefunktion stabilisiert
(Ashizuka, 2009).

Die Plasmakonzentration von AM ist in infiziertem Gewebe des Intestinums erhéht
(Zhou, 2001). Dass AM eine wichtige Rolle in der mukosalen Abwehr im Falle einer
intestinalen Infektion spielen konnte, indiziert eine gesteigerte AM-Synthese in
intestinalen Epithelzellen der Ratte nach Stimulation mit Lipopolysacchariden
(Kishikawa, 2009). Als antimikrobielles Peptid tragt AM zudem auch zur Immunabwehr

im Darm bei, indem es die mikrobielle Flora reguliert (Allaker, 2003).

Die Anwesenheit von AM mRNA in glatten Muskelzellen des Darms (Sakata, 1998)
spricht daftr, dass AM mdglicherweise auch in der Lage ist, die Kontraktilitat der
Gefalmuskelzellen zu regulieren. Untersuchungen von Kravtsov et al. deuten darauf
hin, dass AM Uber die Aktivierung der Proteinkinase A und tber einen cAMP-Anstieg
eine Relaxation im durch Serotonin, Acetylcholin und Histamin kontrahierten

Rattenileum bewirken kann (Kravtsov, 2004)

Die DarmgefalRe sind hochempfindlich gegeniber AM (Santiago, 1995; Okamura,
1997; Brell, 2005 (a/b)) und in der Mukosa des Gastrointestinaltrakts kommt es auch
in der Sepsis zu einer starken AM-Produktion. (Sakata, 1998; Zhou, 2001). Zhou et al.
konnten zeigen, dass AM die endotheliale Barrierefunktion des Darms in vitro, ex vivo
und in vivo stabilisieren kann. Untersuchungen am isoliert perfundierten
Rattendinndarm von Brell et al. ergaben, dass die vasorelaxierende Wirkung von AM
nicht nur zu einer Widerstandssenkung im Darm fuhrte, sondern auch die Verteilung
des Blutflusses innerhalb der Darmwand zugunsten der inneren Wandschichten

beeinflussen konnte (Brell, 2005 (b)). Eine mukosale Hypoxie, charakteristisch fur
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Mikrozirkulationsstérungen in der Sepsis, konnte dadurch verhindert werden. Es stellte
sich daher die Frage, ob AM auch die Funktion der epithelialen Barriere positiv

beeinflussen kann.
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4 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von Adrenomedullin (AM) auf das
intestinale Epithel in vivo und in vitro. Interessanterweise kommt es wahrend einer
Sepsis zu einer verstarkten AM-Produktion vor allem in der Mukosa des
Gastrointestinaltrakts (Sakata, 1998, Zhou, 2001). Eine gestorte mukosale
Barrierefunktion des Darms kann die Translokation von Bakterien und deren
Virulenzfaktoren erlauben, und im Verlauf, das Aufrechterhalten einer Inflammation
und Sepsis. Staphylococcus aureus ist als hauptsachlicher Erreger verantwortlich fur
die schwere Sepsis (Spaulding, 2012). Die Exposition mit a-Toxin als dominanter
Virulenzfaktor des Pathogens induziert bei den Ratten die Ausbildung eines septischen
Schocks, der unter anderem zu einer Stérung der Darmfunktion einschlielich
gesteigerter intestinaler Permeabilitat fuhrt.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit sollen die Hypothese priufen, ob AM die epitheliale
Barrierefunktion des Darms gegenuber dem Einfluss von Toxinen positiv beeinflussen
kann.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung sollte zur Untersuchung der Wirkung von AM in
vitro die Zellkultur von menschlichen Kolonepithelzellen (CaCo-2) etabliert werden. Die
Untersuchung der intestinalen Permeabilitat in vivo wurde am Ganztier mittels des
Ligated-Loop-Modells durchgefihrt.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Kann AM die epitheliale Barriere des Darms in vivo nach Gabe von Staphylococcus
aureus a-Toxin stabilisieren?

2. Kann AM direkt die Barrierefunktion der Epithelzellen nach Gabe von
Staphylococcus aureus a-Toxin und H2O: stabilisieren?

3. Sind die zu beobachtenden Veranderungen dosis- und zeitabhangig?

4. Welche Mechanismen spielen bei der Vermittlung des Effekts von AM auf die
epitheliale Permeabilitat eine Rolle?

5. Kommt es durch eine Inhibition der entsprechenden Kinasen, die in der Vermittlung
des Signalwegs fir AM eine Rolle spielen konnten, zu einer AM-ahnlichen

Regulation der epithelialen Barrierefunktion?

27



Material und Methoden

5 Material und Methoden

51 Materialien

5.1.1 Materialien und Messgerate fiur den Tierversuch

Arterielle Kanulierung: Metallkantle
(Innendurchmesser: 0,9 mm) als

Sonderanfertigung

Hugo-Sachs-Elektronik,
March-Hugstetten

Venodse Kandilierung: Metallkantle
(Innendurchmesser: 1,2 mm) als

Sonderanfertigung

Hugo-Sachs-Elektronik,
March-Hugstetten

Radiofokus Fiuhrungsdraht
(Durchmesser: 0,89 mm)

Terumo Corporation, Tokyo, Japan

Mikroschlauch Teflon PTFE

(Innendurchmesser: 0,56 mm)

Novidirect, Kehl

Organbad (Krebs-Henseleit Puffer)

Serag Wiesner AG, Naila

Doppelwandige Perfusatgefasse

Vogel, Lich

Organschale mit doppelten Boden

Vogel, Lich

Venenverweilkanile (Insyte 24G)

Becton, Dickinson, Madrid, Spanien

Laborschlauche (Tygon)

Kalensee, Giessen

Steckverbindungen

Dahlhausen, KoIn

Silikonschlauche

Kalensee, Giessen

Rollerpumpe (Ismatec, ISO 9001)

Ismatec SA, Glattburg, Zirich, Schweiz

Warmeaustauschpumpe (Julabo F30C)

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Oxygenator: Polystan Safe Micro HF flr

Neugeborene

Polystab A/S, Vaerlose, Ddnemark

Nahtmaterial: Ethibond Excel/EH6371H

Ethicon GmbH, Norderstedt

Gefassligaturen: Prolene/EH74477H

Ethicon GmbH, Norderstedt

Beatmungspumpe: Inspira Advanced

Safety Ventilator

Harvard Apparatus, Inc. Holliston, USA

Elektrokauter: Battery operated small

vessel cauterizer

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Perfusor-Spritze: OPS 50 ml

Braun Melsungen AG, Melsungen
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Warmeunterlage:

Thermolux Wéarmeunterlage

Witte und Sutor GmbH, Murrhardt

Weithalsflaschen

Schott Glas, Mainz

Leukozytenfilter: BioiR 01 max BS

Fresenius Hemo Care GmbH, Bad

Homburg

Fluoreszenzspektrophotometer

Fluoromax 2 Spektrofluorometer

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Minchen

Computer-controlled voltage clamp
device

Mussler Scientific Instruments, Aachen

ELISA

Roche, Mannheim

5.1.2 Chemikalien und Pharmaka fir den Tierversuch

Fluorescein isothiocyanate-dextran
(FITC-dextran, FD4)

Sigma Chemical Co. St Louis MI, USA

Phosphat Buffered Saline (PBS)

PAA Laboratoires GmbH, Pasching,

Osterreich

NaCl 0,9%

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

a-Haemolysin von Staphylococcus

aureus (o-Toxin)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Humanes Adrenomedullin (AM)

Bachem Bioscience Inc. Philadelphia,
USA

Ketamin (Ketavet)

Pharmacia & Upjohn, Erlangen

Xylazin (Rompun, 20 mg/ml)

Bayer AG, Leverkusen

Lidocainhydrochlorid (Xylocain 2%)

Astra GmbH, Wedel

Tyrode Buffer Solution

Sigma Aldrich, Deisenhofen

5.1.3 Materialien und Messgerate fur die Zellkultur

Polycarbonatbeschichtete Transwells 12

mm (Porengrdsse 0,3 nm)

Costar, Cambridge, USA

Infrarot Fluoreszenz Laser Scanner

(Odyssey infrared imaging system)

LI-COR Biosciences GmbH, Bad
Homburg

Epithelialer Voltometer

World Precision Instrument, Sarasota,
Florida
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ELISA

Biotrend, Koln

5.1.4 Chemikalien und Pharmaka fir die Zellkultur

Medium

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit L-Glutamin

e Fetales Bovines Serum (FCS, 10% v/v), komplementinaktiviert

e Penicillin G (100 U/ml)
e Streptomycin (100 pg/ml)
e Natriumpyruvat (2mM, 1%)

e Nichtessentielle Aminosauren (1%)

Firma: PAA Laboratoires (Pasching, Osterreich)

Fluorescein isothiocyanate (FITC-
dextran, FD4)

Sigma Chemical Co. St Louis MI, USA

Humanes Serumalbumin (68 kD)

angereichert mit Evans Blue Dye (EBD)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Humanes Adrenomedullin (AM)

Bachem Bioscience Inc. Philadelphia,
USA

Forskolin (Stimulator des Enzyms

Adenylylcyclase)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Zardaverin (PDE-Inhibitor)

ALTANA Pharma AG, Konstanz

a-Haemolysin von Staphylococcus

aureus (o-Toxin)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

5.2 Methoden

5.2.1 Tiermodell zur Bestimmung der intestinalen Permeabilitat

52.1.1 Tiere

Die Untersuchung der intestinalen Permeabilitat wurde am Ganztier mittels des
Ligated-Loop-Modells durchgefihrt. Als Versuchstiere dienten mannliche Sprague-

Dawley Ratten (Firma Harlan-Winkelmann GmbH, Deutschland) mit einem
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Korpergewicht von 250-300g. Alle Tiertétungen und Organversuche wurden vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Referat C, Postfach 31 0929, 10639 Berlin
genehmigt (Genehmigungsnummer: G0113/04). Die Versuche wurden streng nach
den Richtlinien zur Umsetzung des Tierschutzgesetzes an der Charité

Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt.

5.2.1.2 Narkose und Beatmung

Die Vorgehensweise zur Durchfiihrung der Narkose und der mechanischen Beatmung
der Tiere, ebenso die Volumenzufuhr und die Uberwachung der Kreislauffunktionen
wurde bereits beschrieben und durchgefuhrt und erfolgte analog zu dieser
Vorgehensweise (Temmesfeld-Wollbriick, 2007).

Die Tiere wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn niichtern gelassen und hatten stets
freien Zugang zu Wasser. Die Narkose wurde durch ein Gemisch aus Rompun®
(Xylacin), Ketavet® (Ketamin) und Xylocain® (Lidocainhydrochlorid 2%) eingeleitet. Die
Menge von 28 mg Xylocain, 135 mg Ketamin und 60 mg Lidocain wurde pro Kilogramm
Korpergewicht subcutan als Depot verabreicht. Das ermdglichte eine fur die Ratte
absolut schmerzfreie Durchfihrung der Laparotomie und der intraabdominellen
Praparation. Uber einen Zugang in der Schwanzvene erfolgte die kontinuierliche
Volumengabe in Form von 3 ml/h isotonischer Kochsalzlésung. Uber diesen Zugang
konnte dartber hinaus bei Bedarf Narkosemittel nachgegeben werden. Als Zeichen
fur ein Abflachen der Narkose galten feinste Bewegungen der Barthaare (Vibrissen).
Die Fixierung der narkotisierten Ratte erfolgte mittels Klebestreifen auf einer
Thermolux® Warmeunterlage. Zur Vorbereitung der Tracheotomie erfolgte zwecks
Lokalanasthesie eine subkutane Injektion von 0,5 ml Xylocain® 2% in die ventrale
Halsregion. Danach wurde die Trachea schichtweise unter Schonung der grof3en
Gefalle und des Nervus vagus freiprapariert und mit einem Ligaturfaden
angeschlungen. Nach Eroéffnung der Trachea wurde ein Beatmungstubus eingeftihrt
und mittels Ligaturfaden fixiert. Ein spezielles Kleintierbeatmungsgerat (Inspira-
Advanced-Safety Ventilator) beatmete die Tiere volumenkontrolliert mit Raumluft (50%
Sauerstoff, arterieller CO2 Druck zwischen 33 und 43 mmHg).
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5.2.1.3 Praparation der ligierten lleumschlange (ligated loop)

Die Praparation der ligierten lleumschlinge erfolgte leicht modifiziert nach Wang und
Otamiri et al. (Wang, 1998, Otamiri, 1987).

Vorgehen:

¢ Mediane Laparotomie mithilfe eines Elektrokauters.

e Eroffnung des lleums 4 cm oral des ileozakalen Ubergangs und Legung einer
Doppelligatur um die Inzision.

e Eine zweite Inzision erfolgte 10 cm proximal der ersten.

e Dann erneut Doppelligatur, wobei die aborale Ligatur noch nicht festgezogen
wurde.

e Vorsichtiges Ausdricken der Fazes und Spulen mit warmer phosphatgepufferten
Kochsalzl6sung.

e Festziehen der Zdkum-nahen Doppelligatur.

e Einfuhren einer Venenverweilkanule (Plastikkanule, 20G) in die proximale (orale)
Inzision und Festziehen der distalen Ligatur, so dass ein lleumstiick von 10 cm
entstand (konstante Austauschflache).

e Injektion von 10 mg 4 kDa Fluorescein-isothiocyanate (FITC)-dextran (FD-4) in
die Verweilkanile in einer Lésung von 10 mg in 1 ml PBS.

e Anfeuchten des Situs mit warmen PBS wahrend der Préparation.

e Zuruckverlegen der Illeumschlinge in die Bauchhdhle zum Schutz vor
Austrocknung. Abdecken der Laparotomie mit in PBS getrankter Gase und

Plastikfolie.

5214 Quantifizierung der epithelialen Permeabilitat

Die Dosierungen von Adrenomedullin und Staphylococcus aureus a-Toxin wurden
anhand der Daten friherer Studien zur Untersuchung der endothelialen
Barrierefunktion gewahlt (Brell, 2005 (a,b); Hippenstiel, 2002). Gereinigtes a-Toxin
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Bhakdi, Universitat Mainz, bereitgestellt. Es

hatte eine Aktivitat von 143 U/ug Protein.
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Die Tiere wurden einer von vier Versuchsgruppen zugeteilt:

Tab. 3: Versuchsgruppen des Ligated loop Modells

Stimulus Versuchsabfolge Konzentration Anzahl (n)
Kontrolle Isotonische 10
Kochsalzlésung
Uber ZVK
a-Toxin 45 Minuten 4.8*10° U/kg, Uber 15
kontinuierlich ZVK
a-Toxin und 45 Minuten 4.8*108% U/kg a- 15
AM kontinuierlich alle Toxin Uber ZVK,
60 Minuten zum 24ug/kg*h AM
Zeitpunkt t=0, Uber die
kontinuierliche AM- Schwanzvene
Gabe alle 60
Minuten eine
Stunde nach erster
o-Toxin Gabe
AM kontinuierlich alle | 24pg/kg*h Gber die 6
60 Minuten Schwanzvene

Die Versuchsdauer betrug insgesamt 6 Stunden. Die 45-mintitige Infusion von a-Toxin
wurde zum Zeitpunkt t=0 gestartet und eine Stunde spater erfolgte die kontinuierliche
Gabe von AM. Kurz vor der a-Toxin-Gabe (t=0), nach vier und nach sechs Stunden
nach a-Toxin-Gabe wurden Blutproben (Plasma) aus der A.carotis entnommen. Zur
Quantifizierung der epithelialen Permeabilitdt wurde die FITC-Dextran-Konzentration
im Plasma bestimmt. Dazu wurden 1:10 Verdinnungen der Plasmaproben in PBS (pH
7,4) hergestellt und die Fluoreszenz  dieser Proben in  einem
Fluoreszenzspektrophotometer gemessen. Von der gemessenen Fluoreszenz wurde
die Aktivitdt aus den jeweiligen Plasmaproben des Versuchstieres vor enteraler
Applikation von FITC-Dextran subtrahiert. Die Berechnung der FITC-Dextran-
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Plasmakonzentration fir die so ermittelten Differenzen erfolgte dann mittels einer
Standardreihe in PBS. Standard und Proben wurden bei einer Anregungswelle von

490 nm und einer Extinktionswellenl&ange von 520 nm gemessen.

5.2.2 Zellkultur Epithelzellen

5.2.2.1 CaCo-2 Zellen

Die Messung der Permeabilitait von Darmepithelzellen wurde an CaCo-2 Zellen
durchgefuihrt (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DMSZ,
Braunschweig).

CaCo-2 Zellen stellen eine permanente und adharente Zelllinie dar, die als in vitro-
Modell fir das intestinale Epithel diente.

CaCo-2 Zellen haben ihren Ursprung in einem Adenokarzinom des humanen Kolons
(Fogh, 1977). Als Krebszellen verfiigen CaCo-2 Zellen Uber eine uneingeschrankte
Teilungsfahigkeit. Mit dem Erreichen der Konfluenz und damit einhergehendem
Kontakt zu den Nachbarzellen differenzieren sie zu Darmepithelzellen aus und &hnein
dann morphologisch und funktional den Epithelzellen des menschlichen Darms. Die
differenzierten Zellen zeigen dabei die fuir Dunndarmgewebe typischen Mikrovilli und
die integralen Membranproteine. So verfligen sie Uber Bilrstensaumenzyme
(alkalische Phosphatase), durch Aktin-Myosin-Filamente Uber ein kontraktionsfahiges
Zytoskelett, sowie Uber junktionale Proteine (Occludin, Adhérine) (Pinto, 1983,
Hidalgo, 1989, Meunier, 1995).

Sie eignen sich daher zur Untersuchung des aktiven Stoffaustausches und der

passiven parazellularen Permeabilitat (Artursson, 1990, Hilgers, 1990, Wilson, 1990).

5.2.2.2 Pflege und Kultivierung der CaCo-2 Zellen

Die Prakultivierung der Zellen begann mit der Entnahme der Zellen aus flissigem
Stickstoff (-196°C), in dem diese in Kryoréhrchen gelagert wurden. Inkubiert wurden
die Zellen im Brutschrank bei 37°C, 90% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2
Begasung. Zum Wachstum und zur Vitalitdtserhaltung der Zellen wurde das Medium
bestehend aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 10% Fetales bovines
Serum (FCS), 1% Pyruvat, 1% nichtessentiellen Aminosauren, sowie Penicillin und
Streptomycin, alle zwei Tage gewechselt. Das Medium eignete sich sowohl zur
Ausdifferenzierung als auch zur Vermehrung der Zellen in 75 cm? Kulturflaschen. Die

Teilldsungen wurden unter sterilen Bedingungen entnommen, und durch einen
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Flaschenaufsatz-Filter mit einer Porengro3e von 0,2 um in eine sterile Glasflasche
filtriert. Die Lagerung des Mediums erfolgte im Kuhlschrank (4°C).

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm? Kulturflaschen im Brutschrank. Zum
Wachstum und zur Vitalitatserhaltung der Zellen war ein regelméaRiger Wechsel des
Mediums noétig, um verbrauchte essentielle Substanzen zu ersetzen und
Stoffwechselprodukte zu entfernen. Da CaCo-2 Zellen schnell wachsen und
metabolisch hochaktiv sind, erfolgte der Mediumwechsel umtagig. Es wurde pro Tag
fur eine T-75 cm? Kulturflasche 10 ml Medium und fur eine Well einer 12-Well-Platte 1
ml Medium berechnet. Der Wechsel des Mediums erfolgte unter sterilen Bedingungen.
Zuerst wurde das alte Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und dann
das auf 37°C erwarmte Medium mit einer sterilen Pipette vorsichtig auf die Zellen

gegeben.

Die Zellaussaat geschah direkt in die ZellkulturgefaRe, ohne dass eine
Oberflachenbeschichtung notwendig war. In den 12-Well-Platten wuchsen die
Versuchszellen. Die Zellen in den Kulturflaschen wurden regelmafig passagiert, um
zum einen Zellen fir die Versuche zu gewinnen, und zum anderen, um die Zelllinie
fortzufihren. Pro Passage waren drei T-75-Flaschen in Kultur und bei Bedarf drei 12-
Well-Platten fir die Versuche. Waren die Zellen in den Kulturflaschen konfluent,
wurden sie fur die Erhaltungskultur gesplittet.

Als monolayerartig wachsende Zellen verfiigen CaCo-2 Zellen Uber die sogenannte
,Kontaktinhibition“ des Wachstums, d.h., sobald die Zellen so dicht gewachsen sind,
dass sie aneinanderstof3en, hort die Zellvermehrung auf und die Ausdifferenzierung
beginnt. Die Versuchszellen differenzierten 6 Tage aus. Da die Differenzierung der
Zellen direkt nach der Konfluenz der Zellen einsetzte, wurde der genaue Zeitpunkt der
fast vollstdndigen Konfluenz durch tagliches Mikroskopieren bestimmt. Die Kultur der
Zellen erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5% COo..

5.2.2.3 Passagieren der Zellen

Nach dem Erreichen der etwa 90%igen Konfluenz (Zelldichte >90% im
mikroskopischen Ubersichtsbild) nach ungefahr 4-5 Tagen konnten die Zellen in die
entsprechenden Platten im Verhdltnis 1:5 ausgesat oder weiter in 75 cm?
Kulturflaschen kultiviert werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen
mit einer 15 ml PBS Puffer-L6sung gewaschen und nach Zugabe der 0,0095%
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EDTA/0,06255%igen Trypsin Lésung und Inkubation bei 37°C fur 3-5 min. im
Brutschrank vom Flaschenboden abgel6st. Das Trypsin wurde erst kurz vor Gebrauch
erwarmt, da es durch zu langen Warmeeinfluss beschleunigt inaktiviert wird. Sobald
der groRte Teil der Zellen vom Flaschenboden abgelost war, wurde die Trypsin-
Zellsuspension mit einer sterilen Pipette aufgenommen und in das vorgelegte Medium
mit FCS gegeben. Die Aufgabe des FCS war es, das Trypsin und zytotoxisches EDTA
zu inaktivieren. Im nachsten Schritt wurden die Zellen zentrifugiert (3 min. RZB 500,
1200 U/min.). Nach Absaugen des trypsinhaltigen Uberstands und Resuspension der
Zellen im Medium, wurden die Zellen ausgesat. Je nach Bedarf konnte der

Verdunnungsfaktor variiert werden.

5224 Kryokonservierung der Zellen

Die Aufgabe der Kryokonservierung ist die Langzeitlagerung und Bevorratung der
Zellen. Dadurch ist eine kontinuierliche Arbeit mit den Zellen mdglich, und auf einen
erhdhten Zellbedarf bzw. Zellverlust durch z.B. eine Kontamination kann schnell
reagiert werden. Das Einfriermedium bestand aus Medium und 20% DMSO zum
Zellschutz bei der Konservierung. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in flissigem
Stickstoff.

5.2.25 Auftauen der Zellen

Nach Erwarmen des Kryorohrchens wurden die R6hrchen unter sterilen Bedingungen
in Falconréhrchen mit vorgewarmten CaCo-Medium Uberfihrt. Wichtig war dabei, auf
eine rasche Durchflihrung der Prozedur zu achten, um die Konzentration des DSMO
schnell zu verringern. DMSO ist bei hoher Stoffwechselaktivitat der Zellen zytotoxisch.
24 Stunden nach dem Auftauen und Uberfilhren der Zellen fiihrten wir einen
Mediumwechsel durch, um eine noch gering vorhandene Menge des DMSO zu

entfernen.

5.2.3 CaCo-2 Zellkultur im Transwell®-Kammersystem

Um Permeabilitatsuntersuchungen an den Epithelzellen vornehmen zu kénnen, sowie
physiologische Transportprozesse Uber die gastrointestinale Barriere zu erméglichen,
verwendeten wir das Transwell®-Kammer-System. Somit erreichten wir die Anzucht
der Epithelzellen auf einer permeablen Oberflache in einer geeigneten Anordnung. Wir

verwendeten daftir das Transwell®-System der Firma Costar, wobei als Basis des
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Systems 12-Well-Platten dienten. Die Membraneinséatze sind charakterisiert durch
eine permeable Polycarbonatmembran mit einer Porengrof3e von 0,4 pm und einer
Wachstumsflache von 1,1 cm? Die Membran mit dem Zellmonolayer trennt das
einzelne Schélchen in eine obere (apikale) und eine untere (basolaterale) Kammer.
Die basolaterale Kammer ist durch drei Aussparungen zugéngig. Die Monolayer der
CaCo-2 Zellen diente somit als Diffusionsbarriere zwischen dem apikalen und dem

basolateralen Kompartiment.

Tra il insert > ¥

Cell monouyouﬂ'

e

Fiter membe -«—’ G Basolateral side

C— 0| 3| §ide

Abb. 3: Aufbau eines einzelnen Transwelleinsatzes mit polycarbonatbeschichteter
Filtermembran zur Messung der Durchlassigkeit von parazellularen molekularen
Markern und 12-Well-Platte.

Zur Aussaat wurden subkonfluente (90%) CaCo-2 Zellen nach Waschen mit PBS,
Abtrypsinieren und Zentrifugieren in frischem Medium resuspendiert. Die
Versuchszellen wurden am 14. postkonfluenten Tag eingesetzt. Wahrend der
Ausdifferenzierung wurde taglich der transepitheliale elektrische Widerstand der
Zellen gemessen. Die eingestellte Zellsuspension wurde in die apikalen Kammern
gegeben. Die Zellen erhielten eine immer gleichbleibende Menge an Medium in die
apikale und die basolaterale Kammer (apikal: 0,5 ml, basolateral: 2 ml). Innerhalb von
drei Tagen bildeten die CaCo-2 Zellen einen vollstandig geschlossenen Zellrasen aus.
Dies war wichtig fur eine gleichmaliige Differenzierung der einzelnen Einséatze im
Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Messdaten. In den darauffolgenden Tagen
differenzierten sich die Zellen aus und bildeten die flir Dinndarmepithelien typischen
junktionalen Strukturen, sowie ein intrazellulares Mikrofilamentsystem aus, so dass die
wesentlichen Bestandteile, die an der Regulation der parazellularen Permeabilitat

beteiligt sind, vorhanden waren.
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5.23.1 Permeation von parazellularen molekularen Markern

Fur die Versuche zur Messung der parazellularen Permeabilitdt diente Fluoreszein-
isothiocyanate (FITC)-dextran (FD-4). FD-4 wurde in Medium gelost bis zu einer
Konzentration von 10 mg/ml und in die apikale Kammer der Wells mit einer endgtiltigen
Konzentration von 0,5 mg/ml FD-4 pipettiert. Nach gleicher Vorgehensweise wurde
eine zweite Farbstofflésung bestehend aus 20% humanem Serumalbumin (68 kDa)
angereichert mit 10 mg/ml Evans Blue Dye (EBD) in die apikale Kammer der Wells bis
zu einer endgultigen Konzentration von 0,5 mg/ml EBD und 1% Albumin pipettiert. Die
vollstdndige Bindung von EBD an Albumin konnte durch Proteinausfallung mit
Trichlorethanolessig in der ersten Losung und darauffolgender Zentrifugation bestatigt
werden. Daraus resultierte ein dunkelblaues Sediment mit einem klaren und farblosen
Uberstand.

Um die Permeabilitdt des Monolayers beurteilen zu kénnen, wurde die Menge von FD-
4 und EBD aus entnommenen Mediumproben (25ul) aus dem basolateralen
Kompartiment gemessen. EBD besitzt eine starke Fluoreszenz im infraroten Bereich.
Es konnte mit dem Infrarot Fluoreszenz Laser Scanner nachgewiesen werden. Dieser
misst durch punktuelle Anregung das emittierte Infrarotlicht. Dazu wurde ein Albumin-
EBD Standard und alle Mediumproben des Permeabilitatsversuches in 96-Well-
Platten transferiert und die Probe bei einer Wellenlange von 70 nm gescannt. Die
durchgehend detektierte Intensitét jeder Transwell-Kammer wurde gespeichert und die
EBD-Konzentration mittels EBD-Standardkurven berechnet. Die FD-4 Konzentration
wurde wie oben bereits beschrieben mit dem Fluoromax® 2 Spectrofluorometer
gemessen. Fluoreszenz entsteht, wenn Molekile Lichtphotonen im UV-Licht

(Wellenlange 200-900 nm) absorbieren.

5.2.3.2 Messung des Transepithelialen Elektrischen Widerstands

Die Messung des Transepithelialen elektrischen Widerstands diente sowohl der
Verlaufsuntersuchung zur Prifung der Dichtigkeit des Zellmonolayers, als auch zur
Bestimmung des genauen Zeitpunktes, an dem ein Versuch zur
Permeabilitdtsuntersuchung durchgefuhrt werden konnte. Darlber hinaus zeigte er
auch die Qualitat im Sinne der parazellularen Junktionen an.

Dazu wurde die Methode der Messung des Transepithelialen Elektrischen

Widerstands (TEER) verwendet. Der transepitheliale Widerstand kann unter
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Bericksichtigung des Filterwiderstands der Transwell-Kammer mit Hilfe eines
epithelialen Voltometers gemessen werden. Dabei wird der elektrische Widerstand
mittels einer speziellen Messelektrode zwischen dem oberen und dem unteren
Kompartiment des Transwell-Membransystems gemessen. Je konfluenter die Zellen
auf der Membran wuchsen und je dichter die Zellschicht war, desto hoher war der
gemessene Widerstand. Bei gemessenen Widerstanden von 250 Ohm wurden die
Zellen fur die Versuche genutzt. Wahrend des laufenden Versuches konnte der
Einfluss der Stimuli sowie die Abschwachung der Permeabilitat durch Adrenomedullin
anhand der Widerstande des Zellmonolayers aufgezeigt werden. Ein Abfall des
gemessenen Widerstandes bedeutete eine Verschlechterung der epithelialen

Barrierefunktion.

apikale Kammer Spannungsmesselektrode
basolaterale Kammer

Stromflusselektrode

Zell-Monolayer

Abb. 4. Epithelialer Voltometer zur Messung des transepithelialen elektrischen
Widerstands (TEER)

5.3 Permeabilitdtsversuche und experimentelles Protokoll

5311 Vorbedingungen

Um den exakten Zeitpunkt fir den Versuchsbeginn zu ermitteln, wurde die Dichte des
Zellmonolayers mittels des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)
bestimmt. Dieser lag bei 250 Ohm. Ein Mediumwechsel der apikalen und basolateralen
Kammer erfolgte zwei Stunden vor Versuchsbeginn, um eine Temperatur von 37°C

und 5%ige CO2- Sattigung zu gewahrleisten.
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5.1.4.1 Experimentelles Protokoll

0

t-2

Mediumwechsel mit DMEM

1

t-1

Pipettieren von jeweils 25 pl
FD-4 und 25 pl EBD_Albumin

in die apikale Kammer

Probenentnahme aus der
basolateralen Kammer fir die
Fluoromax und Licor-Scanner-

Messung.

1h20

Zardaverin in die basolaterale

Kammer

1h 30

Adrenomedullin (0.01, 0.05
und 0,5 uM) in die basolaterale
Kammer. Forskolin (1 uM) in

die basolaterale Kammer.

2h 30

Probenentnahme und
Widerstandsmessung (TEER)

t=0

Stimulation mit H202 (1, 2, 5,
10, 20) und mit
Staphylococcus aureus a-
Toxin (0.1, 0.5, 1, 2 pg/ml)
oder mit PBS in die

basolaterale Kammer.

3h 30

t=1

Probenentnahme und TEER

4 h 30

t=2

Probenentnahme und TEER

5h 30

t=3

Probenentnahme und TEER

Bemerkungen: Fir jeden Versuchsansatz wurden auf der Transwellplatte zwei

Einsatze belegt und daraus fur die jeweiligen Messwerte ein Mittelwert gebildet. Pro

Platte konnte pro Versuch und Ansatz nur ein unabhéngiger Wert erzeugt werden. Die

gewahlten Mengenangaben fir AM und auch fur a-Toxin basierten auf vorherigen

Publikationen zur Analyse der endothelialen Barrierefunktion.
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Kontrolle mit Kontrolle H>0> H>0>
PBS als Medium wie Kontrolle,
Negativkontrolle Stimulation mit
0,5 ml Medium apikal unterschiedlicher
2 ml Medium Dosierung uber die
basolateral basolaterale Kammer
(t=0)
H202 H20:2 H202 + AM H202 + AM
Medium wie Kontrolle 30
min vor Stimulation mit
HzOz, AM-Gabe
basolateral (t=-0,5)
a-Toxin a-Toxin a-Toxin + AM a-Toxin + AM
Medium wie Kontrolle, Medium wie Kontrolle.
Stimulation mit Stimulation mit
unterschiedlicher unterschiedlicher
Dosierung Uber die Dosierung Uber die
basolaterale Kammer basolaterale Kammer
(t=0) (t=0)

Abb. 5: Stimulationstabelle der Transwells vor dem Versuch mit zwei Kontrollen, «-
Toxin und H20> als Stimuli, und AM. In die oberen Kammern wird nur der Farbstoff
gegeben, so dass sie von basolateral wirken.

5.3.2 Messung von intrazellularem cAMP

Die Messung von intrazellularem cAMP wurde 15 Minuten nach der Zugabe von AM
bzw. Forskolin vorgenommen.

Die Dosierungen von Forskolin, AM und den Phosphodiesteraseinhibitoren (PDE’s)
wurden anhand der Daten aus friheren Studien zur Analyse der cAMP-Bildung und
PDE-Aktivitat gewahlt (Suttorp, 1993; Suttorp, 1996; Hippenstiel, 2002).

Zur Bestimmung des intrazellularen cAMP-Gehalts der Proben wurde der Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) benutzt.

Das Prinzip beruht auf einer festen Menge cAMP-Peroxidase-Konjugat an einer
limitierten Anzahl von cAMP spezifischen Antikorpern. Die spatere Reaktion zwischen
der cAMP gekoppelten Peroxidase und einer Substratldsung fuhrt zu einer blauen

Farbreaktion, die umso starker ist, je weniger unkonjugiertes cCAMP an die Antikérper
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gebunden ist. Mit Hilfe eines Photometers kann diese quantitativ bestimmt werden.

Anhand einer Standardkurve konnten die cAMP-Gehalte bestimmt werden.

5321 Probengewinnung

Zur Probengewinnung wurden die CaCo-2 Zellen Uber 9 Tage in 12-Well-Platten
ausgesat. 12 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Medium ausgetauscht. Ein
weiterer Mediumwechsel erfolgte eine Stunde vor Versuchsbeginn. Die Stimulation
erfolgte durch Applikation von AM (0.01, 0.1, 1um), Forskolin oder PBS. In einigen
Ansatzen wurde funfzehn Minuten vor der Stimulation 10 pM Zardaverin
hinzugegeben. Der Versuch wurde zehn Minuten nach der Stimulation beendet. Nach
Absaugen der Uberstande und kurzem Waschen der Zellen mit 4°C kaltem PBS
wurden die Zellen durch eine 30minutige Inkubation mit 0.1 M HCL lysiert. Die
Zelllysate wurden zentrifugiert und die Uberstande weiterverwendet. CAMP wurde

funfzehn Minuten nach der Stimulation ermittelt.

Zu den lysierten Zellen bzw. zum Standard wurde dann ein Acetylierungsreagenz
zugegeben und dann in die Standards oder die verdinnten Proben in die vorbereiteten
Wells pipettiert. Das cAMP-Peroxidase Konjugat wurde anschlie3end hinzugefugt,
sowohl in die Standards, als auch in die Proben. Durch Zugabe der Stimuli in jede Well
wird die Bindungsreaktion ausgeldst. Nach einer Inkubation von 2 Stunden werden die
Wells gewaschen und das Substrat zugegeben, welches mit dem gebundenen cAMP-
Peroxidase Konjugat reagiert. Die Reaktion wird nach einer kurzen Inkubation
gestoppt und die Farbreaktion mit einem ELISA-Reader bei 405 nm Messwellenlange

und 590 nm Referenzwellenlange bestimmt.

5.3.2.2 Bestimmung der Phosphodiesterase-lsoenzyme

Probengewinnung:

1. Bepflanzen von 6-Well-Platten mit CaCo-2 Zellen.
2. Ausdifferenzierung tber 9 Tage in Transwell-Platten.
Das Isoenzymmuster wurde mit und ohne inflammatorische Stimuli (TNF-o)) bestimmt.

Die Stimulation mit TNF-a. erfolgte Gber 24 Stunden mit 50 pug/ml.
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Zelllysat:
Die Bestimmung der Phosphodiesterase-Aktivitat erfolgte nach der Methode von

Thompson et al. (Thompson, 1974) modifiziert von Bauer und Schwabe (Bauer und
Schwabe, 1980) mit [*H]JcAMP und [*H]cGMP als Substrat.

Pro Wert wurden zwei Wells einer 6-Well-Platte mit 1 ml 4°C kaltem H/H*/* mit einem
Zellschaber abgeldst und in ein 50 ml Reaktionsgefal® tUberfuhrt. Dieses wurde mit
H/H*/* auf 50 ml aufgefillt und zentrifugiert (5 min, 3000 rpm, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Aufnahmepuffer resuspendiert. AnschlieRend

erfolgte die Zelllyse mit Hilfe eines Ultraschalls (2*15 sec, 9 Pulse) bei 4°C.

Probenbestimmuna:

Der Proteingehalt der Proben wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay zur
Konzentrationsbestimmung humaner und bakterieller Proteine basierend auf der
Methode nach Bradford bestimmt. Die Bestimmung der PDE-Isoenzyme an CaCo-2
Zellen wurde freundlicherweise von Mitarbeitern der Firma ALTANA in Konstanz
vorgenommen. Die gezielte Anwendung von spezifischen Hemmstoffen der einzelnen
Phosphodiesterasen und die damit verbundene Abnahme der PDE-Gesamtaktivitat
fuhrte zu einem PDE-Aktivitatsmuster. Die im Zelllysat gemessenen PDE-Aktivitaten
wurden dann auf den Proteingehalt der Proben bezogen und daraufhin in Prozent der

Gesamt-PDE-Aktivitat umgerechnet.

5.3.3 Ussing-Kammer

Die Untersuchungen am proximalen Rattenkolon wurden in Kooperation mit Prof. Dr.
Holger Martens, Physiologisches Institut der Veterinarmedizinischen Fakultat, FU
Berlin unter zu Hilfenahme der Ussing-Kammer durchgefihrt (Ussing, 1951). Die aus
Plexiglas gefertigte Ussing-Kammer ist aus zwei verschiedenen Teilen
zusammengesetzt, die im Inneren einen Hohlraum bilden. Dieser Hohlraum wird durch
Gewebe, z.B. Epithelien in zwei Kompartimente unterteilt. Das eingespannte Gewebe
wird von einer physiologischen Kochsalzlésung (Tyrode Buffer Solution) umspiilt.
lonenverschiebungen, die durch die Zellen zustande kommen, kdnnen durch in die
Kammer eingebrachte Elektroden quantitativ erfasst werden. Die polar aufgebauten

Epithelien sind Grundlage der lonenverschiebungen.
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Mannliche Sprague-Dawley Ratten (250-300 g) wurden durch subkutane Injektion mit
Xylocain (30 mg*kg -1) und Ketamin (100 mg*kg -1) anasthesiert. Ein Katheter wurde
in die laterale Schwanzvene platziert. Nach dem Toten der Ratten durch eine
intravenose Uberdosis der Anasthetika wurde das Abdomen weit geoffnet. Ein 7 cm
langes Segment aus dem proximalen Kolon wurde entfernt und in eiskalte Tyrode
Puffer Losung (141 Na; 85 ClI; 5K; 25 HCOs; 1 HPOg4; 2 H2PO4; 1 Ca; 1 Mg; 13 Acetat;
13 Propionat; 13 Butyrat; 10 Glukose; Begasung mit 95% Oz und 5% COz2; pH 7.4)
platziert.

Das Kolonstick wurde an der mesenterialen Seite erdffnet und die durch alle
Schichten gehenden Gewebepraparate in der Ussing-Kammer befestigt
(FlachengroRe der Proben 1 cm?). Das befestigte Kolon wurde von beiden Seiten in
Tyrode Puffer Losung bei 38°C gewaschen und an eine computerkontrollierte

Klemmspannvorrichtung angeschlossen.

Die parazellulare epitheliale Permeabilitat wurde anhand der Anderung des
elektrischen Widerstands gemessen. Der Kurzschlussstrom (short-circuit current,
SCC), der vornehmlich die Chloridsekretion ausmacht, wurde in uA/cm? gemessen.
Der elektrische Widerstand der Kolonproben (Q* cm-2) wurde mit dem Ohmschen
Gesetz aus dem Abstand mit der potentiellen Abweichung, hervorgerufen durch
bipolare Impulse von 100 pA, gemessen. Demzufolge wurde der elektrische
Widerstand, der die intestinale Barrierefunktion widerspiegelt, nicht von der
potentiellen Abweichung bezuglich der epithelialen Chloridsekretion beeinflusst. Zum
Vergleich zwischen Versuchsgruppen wurde die relative Anderung des SCC und des

elektrischen Widerstands berechnet.

5.3.4 Statistik

Alle in dieser Arbeit prasentierten Daten sind als Mittelwert plus minus Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die graphischen Darstellungen wurden mit PlotIT®
3.2 und Power-Point® angefertigt und bei der weiteren statistischen Auswertung kam
das Programm SigmaStart® (SPSS Inc. Chicago, USA) zur Anwendung. Bei
Vergleichen innerhalb einer Versuchsreihe kam nach Testung auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov) der T-Test fiur verbundene Stichproben zur Anwendung. Bei
Vergleichen zwischen zwei verschiedenen Versuchsreihen wurde das allgemeine

lineare Modell fir Messwiederholungen herangezogen. Bei vergleichen zwischen
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mehr als zwei Versuchsreihen kam die einfaktorielle Analysis of Variance (ANOVA)
zum Einsatz. In allen Fallen wurde zuvor auf Normalverteilung getestet. War diese
nicht gegeben, so kam stattdessen eine ANOVA on Ranks zur Anwendung. Ein Wert

von p<0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.

Fur die Graphiken wurde die englische Dezimalschreibweise verwendet (z.B. der Wert
0.1 uM entspricht 0,1 uM).
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6 Ergebnisse

6.1 AM verbessert die intestinale Barrierefunktion am Ganztier

Um zu prufen, ob AM die epitheliale Barriere des Darms in vivo stabilisieren kann,
untersuchten wir die intestinale Permeabilitdt am Ganztier mittels des Ligated Loop
Modells. Staphylococcus aureus o-Toxin induzierte bei den Ratten wesentliche
Merkmale eines septischen Schocks. Vorherige Publikationen konnten das bereits
zeigen. In diesem gleichen Modell konnte gezeigt werden, dass es nach einer Infusion
von 4.8*10% U/kg a-Toxin bei Ratten zu einer Mortalitat von 53% nach 6 Stunden
kommt. Eine therapeutisch infundierte Gabe von AM (24 pg/kg*h) eine Stunde nach
a-Toxin Gabe konnte die Mortalitat der Ratten auf 7% senken (Temmesfeld-Wollbruck,
2007).

Im Rahmen eines Versagens der intestinalen Barriere kann es zur Translokation von
Pathogenen in die systemische Zirkulation kommen. Zur Quantifizierung der
epithelialen Permeabilitat in diesem Versuch, ermittelten wir die FITC-Dextran
Konzentration im arteriellen Plasma. Die intraventse o-Toxin Applikation Uber den
zentralen Venenkatheter fihrte nach 4 Stunden zu einem maximalen Anstieg der
intestinalen Permeabilitat fur den Farbstoff (Abb.6). Dieser Anstieg zeigte sich in einer
Translokation von FITC-Dextran vom Darmlumen in die systemische Zirkulation. Die
therapeutische, periphere Gabe von AM (24 pg/kg*h) Gber 3 Stunden startete 1 Stunde
nach der a-Toxin Gabe als Infusion Uber die Schwanzvene. AM senkte den Anstieg
von FITC-Dextran im arteriellen Plasma signifikant um 60%. Die therapeutische AM-
Gabe Uber die Schwanzvene fuhrte zu einer Verbesserung der intestinalen

Barrierefunktion nach Applikation von a-Toxin im Ganztier.
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Abb.6: FITC-Dextran Konzentration im arteriellen Plasma als Marker zur Messung der
intestinalen epithelialen Permeabilitit am Ligated Loop Modell der Ratte nach
Applikation von a-Toxin zum Zeitpunkt t=0 und AM zum Zeitpunkt t=1. Kontrolle (leere
Ringe n=10); #-Toxin (AT, leere Dreiecke, 4,8*10% U/kg, n=15); a-Toxin und AM
(gefullte Dreiecke, 4,8*103U/kg a-Tox. + 24ug/kg*h AM; n=15); AM (gefullte Ringe,
24ug/kg*h, n=6). Alle Werte wurden als Mittelwert £+ SEM angegeben. »# p<0.05
getestet gegen die Kontrollgruppe. #p<0.05 getestet gegen die a-Toxin-Gruppe.

6.2 AM senkt die Farbstoffpermeation am CaCo-2 Zellmonolayer nach
Applikation von a-Toxin
Die Wirkung von a-Toxin und AM auf die Permeabilitat der CaCo-2 Zellen konnte an
der Farbstoffansammlung im basalen Kompartiment der Transwellkammer gemessen
werden. a-Toxin fuhrte am CaCo-2 Zellmonolayer zu einer dosisabhéngigen Zunahme
der Durchlassigkeit fur FITC-Dextran. Es kam dosisabhangig zu einem signifikanten
Anstieg der FITC-Dextran Konzentration im basalen Kompartiment, wobei der
deutlichste Anstieg nach 3 Stunden bei einer a-Toxin Dosis von 2 pg/ml lag (Abb. 7A).
Diese a-Toxin Dosis wurde fur die Untersuchung der AM Wirkung an den CaCo-2
Zellen eingesetzt. Die Auswirkungen von AM auf die Permeabilitat der Zellen wurde
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ebenfalls an der Farbstoffansammlung im basalen Kammerkompartiment gemessen.
Die eingesetzte AM-Dosis von 0.5 uM verringerte den a-Toxin induzierten Anstieg der
Durchlassigkeit, was an der Farbstoffreduktion im basalen Kompartiment zu messen
war. Dieser Effekt zeigte sich 3 Stunden nach a-Toxin Applikation (Abb. 7B). Die
alleinige Gabe von AM hatte keinen Einfluss auf die Farbstoffpermeation. Die
Abbildung 7A zeigt den von a-Toxin ausgelosten dosis (0.1 pg/ml)- und
zeitabhangigen (0-3 Stunden) Ubertritt von FITC-Dextran von der apikalen Kammer in
die basale Kammer am CaCo-2 Monolayer auf der Filtermembran der Transwell. Die
Translokation vom Farbstoff ins basale Kompartiment konnte bei einer Konzentration
von 0.5 puM AM und gleichzeitiger a-Toxin Gabe von 2 pg/ml reduziert werden (Abb.
7B).

Abb.7: FITC-Dextran
A . Konzentration im basalen
—=— Kontrolle
T 3"10°q —&— 0.1 pg/ml a-tox Kompartiment der
= —8— 0.5 pg/ml c-tox
= —&— 1 pg/mi a-tox . Transwellkammer als
= @ 1 e
g 210° —4= Zugimlo-tox * Marker zur Messung der
=
a intestinalen epithelialen
S 1m0 -
E Permeabilitat an CaCo-2
o-L% : : : Zellen nach Applikation von
0 1 2 3 : o
Zeit [h] a-Toxin und AM. (je n=8)
B (A) a-Toxin Dosisreihe zum
e mann * Zeitpunkt t=0; (B) 2pug/ml -
T 3102 5
S Toxin und 0.5uM AM. >
E 2*10° - p<0.05 getestet gegen die
éé # Kontrollgruppe; # p<0.05
E 1110°+ getestet gegen die a-Toxin-
v Gruppe. Alle Werte wurden
.|:|.-
als Mittelwert + SEM
a-tox [2 pg/mi] - - + .
AM[OSuM] - + -+ angegeben.
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6.3 AM verbessert die durch H202 ausgeldste Dysfunktion der epithelialen
Barriere

H20: fuhrte dosis- und zeitabhangig zu einer Zunahme der Permeabilitat fur FITC-
Dextran und EBD-Albumin, und senkte signifikant den transepithelialen elektrischen
Widerstand um 60% 3 Stunden nach Applikation. Die gewahlte H20O2 Dosis von 10mM,
welche zu einem fast maximal moglichen Effekt am Epithel fuhrte, ermdglichte eine
Prufung der Veranderung der Permeabilitat des Epithels mit verschiedenen AM-
Dosen. AM konnte den durch H202 ausgeldsten und den daraus resultierenden FITC-
Dextran und EBD-Albumin Konzentrationsgradienten signifikant senken. Ebenso kam
es zu einem deutlichen Anstieg des TEER am CaCo-2 Monolayer. Der starkste Effekt
wurde bei einer AM-Konzentration von 0.5 puM erreicht mit einer daraus resultierenden
Reduzierung der Permeabilitat fur die molekularen Marker von Uber 70%. Aul3erdem
konnte die Abnahme des TEER durch H202 bei dieser AM Konzentration stark

gehemmt werden.

AM verbesserte die durch H202 ausgeldste Dysfunktion der epithelialen Barriere. Dosis
(-20 mM) -und =zeitabhdngig kam es durch H202 zu einer vermehrten
Farbstoffansammlung im basalen Kompartiment der Kammer fur FITC-Dextran (Abb.
8A) und EBD-Albumin (Abb. 8B). Der nach 3 Stunden gemessene Widerstand
verringerte sich nach H202 Applikation (Abb. 8C). AM konnte die Permeabilitat am
CaCo-2 Monolayer fur FITC-Dextran und EBD-Albumin dosisabhangig (0.01-0.1 uM)
reduzieren (8D/E). Ebenso hemmte AM den durch H202 ausgelbsten
Widerstandsabfall des Epithels (Abb. 8F).
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Abb. 8: Veranderung der FITC-Dextran / EBD-Albumin-Konzentration und des TEER

zur Messung der intestinalen epithelialen Permeabilitit an CaCo-2 Zellen nach

Applikation von H2O2 zum Zeitpunkt t=0 (je n=8).
(A) H202und FITC-Dextran; (B) H2O2 und EBD-Albumin; (C) H202 und TEER; (D) 0.01-
0.1 uM AM und FITC; (E) AM und EBD; (F) AM und TEER. » p<0.05 getestet gegen

die Kontrollgruppe. # p<0.05 getestet gegen die H.O2> Gruppe. Alle Werte wurden als

Mittelwert + SEM angegeben.
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6.4 Am intakten Rattenkolon in der Ussing-Kammer senkt AM die durch H202
induzierte Hyperpermeabilitat

Um zu prufen, ob AM auch zu einer Senkung der Permeabilitéat in einem anderen
Modell in der Lage ist, untersuchten wir den Effekt von AM an einem intakten
Rattenkolon in der Ussing-Kammer. Als Toxin zur Auslésung der Hyperpermeabilitat
wurde ebenfalls H202 benutzt. Unter 0.5 puM H202 kam es innerhalb von 30 Minuten zu
einer deutlichen Reduktion des elektrischen Widerstands des Kolons um 30%
verglichen mit der Kontrolle. AM konnte diesen Widerstandsabfall vollstandig aufheben
(Abb. 9).

= I #
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g 80 I'_‘Lﬁl——-l___];___l
2 .
§ 604
> .
_g 40-. —&— Kontrolle
l:_"ﬁ 204 —&— AM+ H202
& {1 —— HO,
n | 1 1 | | | |

—‘IIE —‘IID -2 0 5 1ID 15 20 25 30

Zeit [min]
Abb. 9: Verlauf des relativen elektrischen Widerstands an einem intakten Rattenkolon
in der Ussing-Kammer nach Applikation von H202 und AM zum Zeitpunkt t=-15 min
und anschlielBendem Messbeginn zum Zeitpunkt t=0 (n=5).
»* p<0.05 getestet gegen die Kontrollgruppe. # p<0.05 getestet gegen die H20--
Gruppe. Alle Werte wurden als Mittelwert £ SEM angegeben.

6.5 AM hat keinen Einfluss auf den Anstieg des sekundéaren Botenstoffs
CAMP in den CaCo-2 Zellen

Der Anstieg des sekundaren Botenstoffs CAMP gilt im Allgemeinen als der zentrale
Mechanismus bei der Signaliibertragung von AM (Hinson, 2000, Poyner, 2002,
Temmesfeld-Wollbriick, 2007, Takata, 2009, Liao, 2013) und gilt dabei im Speziellen
als Aktivator der Stabilisierung der endothelialen Barriere (Hippenstiel, 2002). Bei sehr

guter Positivkontrolle mit Forskolin und auch durch eine PDE-Blockade mit Zardaverin,
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dessen Effizienz am PDE-Isoenzymmuster (Firma ALTANA in Konstanz) festgemacht
ist, konnten wir keinen Anstieg von cAMP in den Zellen nach Exposition mit AM
feststellen (Abb. 10A).

6.5.1 Aktivitatsprofil fur Phosphodiesterasen der CaCo-2 Zellen

CAMP wird Gber Phosphodiesterasen katabolisiert und unterschiedliche Zellen zeigen
verschiedene Phosphodiesterase-Aktivitdtsmuster (Bender, 2006, Conti, 2007),
welche darUber hinaus durch inflammatorische Stimuli reguliert werden kénnen
(Seybold, 2005). Da das Aktivitatsprofil fir Phosphodiesterasen fir humane epitheliale
Darmzellen noch unbekannt war, untersuchten wir das PDE-Aktivitatsprofil der CaCo-
2 Zellen (Abb. 10B). Die Zellen zeigten eine hohe Aktivitdt fur PDE 3 und 4
herabsetzendes cAMP, wohingegen sich eine geringe Aktivitat fir die PDE’s 2,5 und

7 zeigte.

Zudem konnte die CaCo-2 PDE Expression auch nicht durch die Exposition der Zellen
durch TNF-a modifiziert werden. Von TNF-a weil3 man, dass er als Stimulus in
humanen Endothelzellen die PDE 2- Expression induziert (Seybold, 2005). Nachdem
die CaCo-2 PDE-Expression durch TNF-o nicht wie in humanen Endothelzellen,
modifiziert werden konnte, wurden die AM-Effekte auf das cAMP in Anwesenheit des
zweifach selektiven PDE 3/4 Inhibitor Zardaverin analysiert (Abb. 10A). Obwohl
Zardaverin den durch Forskolin induzierten cAMP-Anstieg verstarkte, konnte kein

deutlicher cAMP-Anstieg in den exponierten Zellen festgestellt werden.
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A Abb. 10: cAMP Konzentration
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6.5.2 Durch Hemmung der Phosphodiesterasen verbessert sich die epitheliale
Barrierefunktion nicht

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in der Abbildung 10 B, kommt es zu keinem
AM-abhangigen cAMP-Anstieg, was wiederum Einfluss auf die epitheliale
Barrierefunktion hatte. Der folgende Versuch zeigt die Permeabilitatsuntersuchung der
epithelialen Barriere in Anwesenheit von Zardaverin. Zardaverin hemmt als Inhibitor
der Phosphodiesterasen den zellularen cAMP Abbau. Durch eine Hemmung der
Phosphodiesterasen kam es zu keiner Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion.
AM (0.5 uM) konnte alleine den Ubertritt von FITC-Dextran reduzieren, wohingegen
Zardaverin in Anwesenheit von AM nicht in der Lage war, die Barrierefunktion der

Zellen, die mit H202 exponiert waren, zu verbessern (Abb. 11A). In den
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entsprechenden Versuchen beziglich der transepithelialen elektrischen Widerstande

konnten Ubereinstimmende Beobachtungen gemacht werden (Abb. 11B).

A Abb. 11: Veranderung der epithelialen
E-a.n-mif— Barrierestabilisierung durch AM oder
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= ie n=
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6.6 Am Kolon der Ratte in der Ussing-Kammer bewirkt die Gabe von AM keine
Anderung der epithelialen Permeabilitat

Die epitheliale Permeabilitat kann anhand der Anderung des elektrischen Widerstands
durch Messung des Kurzschlussstroms (short circuit current) gemessen werden. Der
gemessene Kurzschlussstrom am Kolon der Ratte in der Ussing-Kammer ist mit der
cAMP abhangigen Chloridsekretion am Darm gleichzusetzen (Andres, 1985, Sanchez
de Medina, 2002). Nach Applikation von Forskolin, das durch Aktivierung der
Isoenzyme eine Erhdhung des intrazellularen cAMP Gehalts bewirkt, kam es zu einem

Anstieg des elektrischen Widerstands (short circuit current) um 30%. Der gemessene
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Kurzschlussstrom am Kolon der Ratte veranderte sich durch die Gabe von 1 uM AM
dagegen nicht (Abb.12).

] —=— Kontrolle x ¥
__4DD' —&— Foarskolin * |
E 1 —— AM */l
— 300+

- *
= 200 *#J
8 - Q*A—Q—Q—.—%—Q—H
¢ 100+

D ] ]

-10 I5 £I] 5 1ID 1I5 EID 2I5 E:D 3'5 4ID
Zeit [min]
Abb. 12: Verlauf des short circuit current (SCC) in der Ussing-Kammer am Kolon der
Ratte nach Applikation von Forskolin (1 uM) und AM (1 puM) (n=5).
»* p<0.05 getestet gegen die Kontrollgruppe. Alle Werte wurden als Mittelwert + SEM

angegeben.

6.7 Eine Inhibition der Proteinkinasen hat keinen Einfluss auf die Regulation
der epithelialen Barrierefunktion

Kinasen wie die Proteinkinase C, die P13-Kinase oder ERK-Kinasen wurden sowohl
mit AM als auch mit Permeabilitatssignalen in Verbindung gebracht (Parameswaran,
2000, Nishimatsu, 2001, Okumura, 2004, Dong, 2006). Die Signalwege uber die
Kinasen die epithelale Barrierefunktion des Darms beeinflussen, sind bekannt (Banan,
2001, Banan, 2003, Banan, 2005, Howe, 2005, McKay, 2007, Yang, 2002 (a)). Daher
sollte geprift werden, ob es durch eine Inhibition der entsprechenden Kinasen zu einer
AM-ahnlichen Regulation oder sogar Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion

des CaCo-2 Monolayers kommt.

H202 (10 pM) fuhrte zu einem Widerstandsabfall um 60%, welcher nach Applikation
von AM (0.1 uM) wieder um mehr als 40% anstieg. Durch Vorinkubierung tber 15
Minuten mit den Kinaseinhibitoren Calphostin C (PKC-Inhibitor), G6 6976 (PKC a/i3
Inhibitor), LY 29492 (P13-Kinase Inhibitor), U0126 (ERK Inhibitor) und dem p38
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Inhibitor SB 202190 und anschlielBender Widerstandsmessung trat der Effekt, der bei
AM beobachtet wurde, nicht ein (Abb. 13). Unter den gewdahlten Bedingungen hatten
diese Hemmestoffe keinen signifikanten Einfluss auf den transepithelialen elektrischen

Widerstand bzw. auf die epitheliale Barrierefunktion.
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CalphostinC 0 0 0 10 0 0 0 [uM]
G676 0 0 O 0 5 [M]
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Abb. 13: Veranderung des relativen TEER nach H>O2 Exposition und AM-Applikation
und Inhibition der Kinasen durch 15minitige Vorinkubation (n=6). 10 uM Calphostin C
(PKC Inhibitor), 5 pM G066976 (PKC «/3 Inhibitor), 10 uM Ly29402 (P13 Kinase-
Inhibitor), 10 uM U0126 (ERK-Inhibitor), 10 pM SB202190 (p38-Kinaseinhibitor).

* p<0.05 getestet gegen die Kontrollgruppe, # p<0.05 getestet gegen die H20>
Gruppe. Alle Werte wurden als Mittelwert + SEM angegeben.
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7 Diskussion und Zusammenfassung

7.1 Diskussion

7.1.1 Untersuchungen zur epithelialen Permeabilitat

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass exogen appliziertes AM die
epitheliale Darmbarriere in vitro, ex vivo und in vivo stabilisieren kann.

Die therapeutische intravendse Infusion von AM fiihrte bei den Staphylococcus aureus
a-Toxin exponierten Ratten zu einer reduzierten Translokation des Markermolekuls
aus dem Darmlumen in die systemische Zirkulation.

AulRerdem verminderte AM eine durch H20: ausgeltste Widerstandssenkung im
Rattenkolon-Modell, sowie den durch a-Toxin und H20:2 induzierten Verlust der
Barrierefunktion in den CaCo-2 Zellen in vitro.

Eine Storung der intestinalen mukosalen Barrierefunktion im Rahmen eines kritischen
Krankheitszustandes, wie z.B. in der Sepsis kann die Translokation von Bakterien,
Pathogenen und Entziindungsmediatoren aus dem Darmlumen in das umliegende
normalerweise sterile Gewebe, sowie in die systemische Zirkulation, erlauben. a-Toxin
induzierte bei den Ratten wesentliche Merkmale eines septischen Schocks, wobei es
zur Schadigung der intestinalen mukosalen Barriere kam, was sich in einem Anstieg
der intestinalen Permeabilitat widerspiegelte. Die anschlieRende therapeutische Gabe
von AM fuhrte zu einer Verbesserung der intestinalen epithelialen Barrierefunktion im
Tiermodell, was sich in einer singnifikanten Abnahme der FITC-Dextran Konzentration
im arteriellen Plasma zeigte. Die Untersuchungen in der Zellkultur erbrachten fir die
CaCo-2 Zellen Ubereinstimmende Ergebnisse. Um die stimulustibergreifende Wirkung
von AM zu demonstrieren, wurde H202 zur Simulation der Anwesenheit
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten verwandt, die es aktiv sezernieren und
somit das Wirtsgewebe schéadigen kdnnen. AM wirkte sich auch positiv auf die
Stabilisierung der intestinalen epithelialen Barriere aus nach Induktion einer

Hyperpermeabilitat mit H202.

7.1.2 Endotheliale Permeabilitat

Unter Bertcksichtigung der Ergebnisse vorangegangener Studien, scheint der
hauptsachliche Wirkmechanismus von AM in der Sepsis die Stabilisierung der
endothelialen Barriereintegritat und somit die Verbesserung der vaskularen Funktion
zu sein (Hippenstiel, 2002; Hocke, 2006; Temmesfeld-Wollbrick, 2007; Brell, 2005

(a/b)).
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In der Sepsis und im Rahmen einer Entzindungsreaktion ist die Induktion der
endothelialen Hyperpermeabilitat ein zentrales Ereignis (Kumar, 2009). Die Exposition
mit Staphylococcus aureus a-Toxin bewirkte in den Untersuchungen von Suttorp et al.
eine endotheliale Hyperpermeabilitat (Suttorp, 1988; Seeger, 1990). Zahlreiche
nachfolgende Studien konnten belegen, dass AM in der Sepsis von Bedeutung ist,
indem es die Barrierefunktion des Endothels stabilisieren kann (Hocke, 2006;
Temmesfeld-Wollbriick, 2007; Muller-Redetzky, 2012). Hippenstiel et al. untersuchten
den Effekt von AM auf die Permeabilititt von humanen Endothelzellen der
Umbilikalvene (HUVEC), sowie von Endothelzellen der Pulmonalarterie des Schweins.
AM verminderte eine durch H20:2 induzierte endotheliale Hyperpermaebilitat
(Hippenstiel, 2002).

Eine durch das gleiche Exotoxin ausgeloste mikrovaskulare Hyperpermeabilitdt im
lleum konnte durch Vorinkubierung mit AM aufgehoben werden, und AM verhinderte
einen subsequenten Barriereverlust des Endothels im Tiermodell (Brell, 2005 (a/b)).
Diese Beobachtungen unterstiitzen auch die Untersuchungen am isoliert perfundierten
Rattenileum von Hocke et al. Durch a-Toxin kam es auch zur endothelialen
Barriereschadigung durch eine Abnahme der endothelialen Junktionsproteine, die
durch AM sowohl in den Gefalien des lleums, als auch in Endothelzellen verhindert
werden konnte (Hocke, 2006). In einem &hnlichen Modell und ebenfalls mit a-Toxin
als Stimulus zur Auslésung einer Sepsis, konnte die therapeutische AM-Gabe die
Uberlebensrate der Tiere im septischen Schock verbessern. o-Toxin bewirkte ein
Versagen der hamodynamischen Funktionen, die eng mit der vaskularen
Hyperpermeabilitat korrelierten und AM stabilisierte die endotheliale Barriefunktion,
was sich in einem verminderten Austritt eines Markermolekdls in der Lunge, der Leber,
den Nieren und im lleum zeigte (Temmesfeld-Wollbriick, 2007).

Muller et al. beobachteten positive AM-Wirkungen im akuten Lungenversagen und in
der Sepsis: Im Tiermodell konnte die Gabe von exogenem AM eine pulmonale
Hyperpermeabilitdit reduzieren. Die endotheliale Barrierefunktion und die
Mikrozirkulation konnten stabilisiert werden (Muller, 2010).

Als Behandlung des akuten Lungenversagens als Arzneimittel fir seltene Leiden ist
AM Dbereits ausgewiesen worden (Beschluss der Kommission vom 9.6.2010,
EMA/COMP/104704/2010). Kurzlich veréffentlichte Ergebnisse von Miller-Redetzky
et al. zeigten ebenfalls positive therapeutische AM-Effekte in einem Pneumococcus

Pneumonie-Modell. In diesem Tiermodell stellte die mechanische Beatmung die
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Lungenfunktion wieder her. Staphylococcus aureus besiedelt Oberflachen und stellt
somit fur den intensivpflichtigen Patienten eine zusatzliche Infektionsquelle dar. Das
beatmungsinduzierte Lungenversagen (VILI) tragt seinerseits zu einer erhohten
Mortalitat und Morbiditat im ARDS bei (ARDS Network, 2000, Mdller, 2010). AM
bewirkte eine Permeabilitditsabnahme in der Lunge, und konnte einen weiteren Anstieg
der Permeabilitat hervorgerufen durch die zusatzlich zur Pneumonie durchgefiihrte MV
fast vollstandig verhindern. Die Gabe von AM zeigte sich ferner therapeutisch wirksam
gegenuber einer MV- induzierten Schadigung von Leber und Darm. (Miller-Redetzky,
2014).

7.1.3 Sepsis

AM zeigte neben positiven Wirkungen auf die endotheliale Barrierestabilisierung auch
positive Effekte in Versuchsmodellen der polymikrobiellen Sepsis: Gonzalez-Rey et al.
zeigten in einem Sepsis-Tiermodell, welches durch die intraperitoneale Injektion von
Lipopolysacchariden eine Sepsis durch gramnegative Bakterien simulierte, dass AM
vor einer letalen Endotoxdmie schitzen konnte, indem es die inflammatorische
Zellinfiltration und die intravaskuléare Gerinnung verhinderte (Gonzalez-Rey, 2006).
Die Untersuchungen von Yang et al. zeigten, dass AM und AMBP-1 den Ubergang
von der hyperdynamen in die hypoaktive zweite Phase der Sepsis verhindern kann
und die Entziindungsantwort durch proinflammatorische Zytokine herabsetzt (Yang S,
2002 (a/b)).

7.1.4 AM-Wirkungen am Darm

Wahrend einer Sepsis ist die haufigste Komplikation im Darm die Dysfunktion der
mukosalen Barrierefunktion und die Darmbarriere ist daher von pathophysiologischer
Bedeutung in der Sepsis (Ammori, 1999; Deitch, 2012).

Eine Funktionsstorung der endothelialen Barriere und die proinflammatorische
Aktivierung von Endothelzellen fuhrt zu Stérungen der Mikrozirkulation. Eine Stérung
der Mikrozirkulation ist kennzeichnend fir ein Organversagen im septischen Schock.
Die gestorte Vasomotorik und eine vaskulare endotheliale Hyperpermeabilitat
beglinstigen ein multiples Versagen peripherer Organe durch eine subsequente

Minderperfusion (Lipinska-Gediga, 2016).
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Am Darm fuhrt das zu einer mukosalen Hypoxie und zu einem Verlust der mukosalen
Barrierefunktion. Die mukosale Hypoxie schadigt das Darmepithel (Horton, 1992;
Russel, 1995).

Dartber hinaus kommt es in der Sepsis zu einer massiven Produktion von AM in der
Mukosa des Darms (Zhou, 2001). Das Gefal3system im Splanchnikusgebiet scheint in
hohem Male ansprechbar auf AM zu sein (Santiago, 1995, Okamura, 1997, Brain,
2004, Brell, 2005 a/b). Durch septische Mikrozirkulationsstérungen kommt es im Darm
zu einer Perfusionsumverteilung zugunsten der groBen GeféalRe und zu einer
verminderten Villusperfusion (Schmidt, 1996).

Studien dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass AM eine durch das gleiche Exotoxin
ausgeloste mukosale Hypoperfusion am Darm aufhob, und dartber hinaus die
intramuskulare Hamoglobinoxygenierung stabilisieren konnte (Brell, 2005 a/b). o-
Toxin bewirkte eine vaskuldre Hyperpermeabilitat und fihrte zu einem Schock. Die
vaskulare Hyperpermeabilitdt bewirkte eine Minderperfusion und eine Reduzierung
der Sauerstoffversorgung der Mukosa des Darms (Brell, 2005 (a)).

In dem in dieser Arbeit verwendeten Ligated Loop Modell simulierte a-Toxin bei den
Ratten einen septischen Schock, wodurch es zur Schadigung der intestinalen
mukosalen Barrierefunktion kam, die durch die therapeutische Gabe von AM Uber die
Schwanzvene verbessert werden konnte. Unter Berlcksichtigung der bisher
durchgefiihrten Studien und der Untersuchungen in dieser Arbeit zur AM-Wirkung auf
den Darm, scheint AM die Barrierefunktion des Darms auf verschiedenen Ebenen
stabilisieren zu kénnen: Uber eine unmittelbare Stabilisierung der Barrierefunktion der
Epithelzellen, Uber eine Verbesserung der intramukosalen Perfusion und
Hamoglobinoxygenierung in der Mikrozirkulation (Brell, 2005 (a)) und durch
Optimierung der Durchblutung im Splanchnikusgebiet.

Zum Zeitpunkt der Untersuchungen zu dieser Arbeit war Uber den genauen
Mechanismus und die mdglichen Effekte von a«-Toxin auf die epitheliale
Barrierefunktion in vivo und in vitro wenig bekannt, und waren ausschlief3lich auf das
Endothel fokussiert. Ein moglicher Wirkmechanismus kdnnte die Beeintrachtigung der
Mikrovaskularisation im Darm sein und dadurch eine Schadigung des Epithels durch
eine schlechte Sauerstoffversorgung der Mukosaschicht (,letzte Wiese des kapillaren
Wegs“). Kwak et al. konnten spater zeigen, dass a-Toxin die Barriereintegritat der
CaCo-2 Zellen beeintrachtigte, was sich in einer Abnahme des TEER zeigte. Darliber

hinaus zeigten die Versuche an CaCo-2 Zellen von Kwak et al. aber auch, dass a-
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Toxin die epitheliale Barriereintegritdt moglicherweise durch eine Reduzierung der
Expression von junktionalen Proteinen (ZO-1, ZO-3, E-Cadherin) und durch einen
Anstieg von freiem Ca 2* in den CaCo-2 Zellen schadigt (Kwak, 2012). Diese Effekte
auf die Permeabilitdt und die junktionalen Proteine waren hochselektiv basolateral
wirksam. Diese Untersuchungen unterstitzen die Hypothese, dass freies a-Toxin im

Blut die intestinale epitheliale Barriere schadigen kann.

7.2  Signalvermittlung von AM

Der durch AM vermittelte Anstieg des sekundaren Botenstoffes cAMP scheint ein
zentrales Ereignis im Signaltbertragungsweg von AM zu sein (Hinson, 2000; Poyner,
2002; Beltowsky, 2004). In den Untersuchungen, die zur Stabilisierung der
endothelialen Barrierefunktion gemacht wurden, konnte ein cAMP-Anstieg in der
Vermittlung der AM-Wirkung beobachtet werden (Hippenstiel, 2002, Brell, 2005 a/b,
Temmesfeld, 2007).

Eine cAMP-unabhangige Wirkungsweise von AM konnte auch in der positiv inotropen
Funktionsverbesserung am Herzen gezeigt werden (Szokodi, 1998), obwohl cAMP in
der kardiovaskularen AM-Wirkung das hauptséchliche Signalmolekul zu sein scheint
(Brain, 2004; Cheung, 2004). Eine weitere cAMP-unabh&ngige Wirkung von AM und
ebenfalls in Epithelzellen, beobachteten kurzlich Castellani et al. (Castellani, 2016): In
Epithelzellen des Thymus der Ratte verringerte AM einen durch Lipopolysaccharide

induzierten Anstieg von Zytokinen (IL-6) unabhangig von cAMP-Mechanismen.

Die Beobachtungen, die in dieser Arbeit zur Permeabilitatsstabilisierung von AM am
Epithel gemacht wurden, Ilassen es fraglich erscheinen, dass die
barrierestabilisierende AM-Wirkung am Epithel Gber einen Anstieg von intrazellularem
cAMP vermittelt wird: Es konnte kein Effekt auf den cAMP-Gehalt in den AM
exponierten CaCo-2 Zellen beobachtet werden, obwohl die Zellen in Anwesenheit des

Adenylylcyclase-Stimulus Forskolin mit einem starken cCAMP-Anstieg reagierten.

Beziglich der Signifikanz dieser Ergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass es sich bei
den CaCo-2 Zellen um Tumorzellen handelt, die sich rasch erneuern und veréndern
kbnnen.  Bestimmte  Zelleigenschaften, sowie die  Exprimierung von
Transporteigenschaften sind somit evtl. nicht unbedingt gewahrleistet. Da es sich um

Zellen des Kolonepithels handelt, sind andere Darmabschnitte wie z.B. der Dinndarm
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hier nicht berticksichtigt worden. Ferner konnte ebenfalls eine Veranderung beziglich
der Dosierung und des Zeitpunktes der AM-Gabe eine Rolle gespielt haben.

Um zu sehen, ob im Darm uberall die gleichen cAMP- unabh&ngigen
barrierestabilisierenden AM-Effekte eintreten, sind daher auch Versuche an priméren
Darmepithelzellen verschiedener Darmabschnitte, sowie an Darmpréparaten nach

Operationen, anzustreben.

Phosphodiesterasen metabolisieren cAMP (und cGMP) in das biologisch inaktive
Nukleosid-5"-monophosphat. Sie werden in 11 Genfamilien eingeteilt, wobei jede
Familie unterschiedliche Isoformen und Verbindungsvarianten aufweist (Bender, 2006;
Conti, 2007). Da zu dem Isoenzymmuster fir Phosphodiesterasen fir
Darmepithelzellen zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch keine Ergebnisse
vorlagen, analysierten wir in dieser Arbeit erstmalig das PDE-Isoenzymmuster fir die
CaCo-2 Zellen. Es zeigte sich eine Pradominanz von PDE 3 und PDE 4 in den Zellen,
die rund 80% der Gesamt-cAMP Abbaukapazitat darstellen und beide cAMP effizient

hydrolisieren kénnen. Die Aktivitat der PDEs 2, 5 und 7 war sehr gering.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen in Endothelzellen, kam es hier zu keiner
Veranderung der PDE-Aktivitat und damit einhergehender Barriereschadigung durch
TNF-a (Seybold, 2005). Basierend auf dem PDE-Isoenzymmuster der CaCo-2 Zellen
untersuchten wir den AM-Effekt auf den intrazellularen cAMP-Gehalt durch
kombinierte Inhibition der PDE 3 und 4 mit dem zweifach selektiven PDE 3/4 Inhibitor
Zardaverin. Obwohl Zardaverin den durch Forskolin induzierten cAMP-Anstieg in den
Zellen deutlich verstarkte, bewirkte AM keinen Anstieg des intrazellularen cAMP-
Gehalts. Dadurch konnte die Effektivitat der PDE-Inhibition zwar nachgewiesen
werden, dennoch kam es unter dem kombinierten Einsatz von AM und Zardaverin zu
keiner weiteren Steigerung des intrazellularen cAMP-Gehalts. Diese Ergebnisse
stutzen die Vermutung, dass der AM-Effekt auf die epitheliale Barrierefunktion nicht
Uber cAMP vermittelt wird.

In der Annahme, dass cAMP-Signale in subzellularen Kompartimenten wirksam sein
konnten und sich dadurch nicht zwingend auf das gesamtzellulare cAMP auswirken
mussen, oder ein lokaler oder geringer cAMP-Anstieg nicht vom ELISA erfasst werden

konnte, untersuchten wir die AM-Wirkung in Anwesenheit des PDE 3/4 Inhibitors auf
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die CaCo-2-Barrierefunktion im Permeabilitdtsmodell als funktionelle Kontrolle. Es
zeigte sich auch hier, dass eine Hemmung des cAMP-Abbaus durch Zardaverin die
barrierestabiliserende AM-Wirkung nicht verstarken konnte.

Diese Daten stehen im Gegensatz zu den Daten, die bereits flr andere Zellen, sowie
fur die Endothelzellen erhoben werden konnten (Suttorp, 1993; Hippenstiel, 2002;
Hagi-Pavli, 2004; Seybold, 2005). Durch die Inhibition der PDE’s kam es in
Endothelzellen zu einem verstarkten AM-abhangigen cAMP-Anstieg, aus dem
gleichzeitig eine Stabilisierung der Barrierefunktion resultierte. Auf3erdem konnte
Forskolin, das einen starken cAMP-Anstieg in den CaCo-2 Zellen bewirkte, die

Barriere in den Zellen nicht stabilisieren (wohl aber die des Endothels, Suttorp, 1993).

Um weitere cAMP-abhangige Wirkungen auszuschlie3en, verifizierten wir diese
Befunde auch in einem anderen Modell durch Messung des Kurzschlussstroms am
Kolon der Ratte in der Ussing-Kammer, der mit der cAMP-abhéngigen
Chloridsekretion im Darm gleichzusetzen ist (Andres, 1985; Sanchez de Medina,
2002). Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Holger Martens am
Physiologischen Institut der Veterinarmedizinischen Fakultat in Berlin durchgefiihrt. In
diesen Versuchen wurde zum einen die cAMP-abhangige Chloridsekretion unter dem
Einfluss von Forskolin und AM und zum anderen der Einfluss von AM auf den
elektrischen Widerstand der Kolonmukosa untersucht. Forskolin bewirkte einen
hochsignifikanten Anstieg der epithelialen Chloridsekretion, wahrend es durch AM zu
keiner Anderung der basalen Chloridsekretion kam. Hinsichtlich der epithelialen
Permeabilitat, die anhand der Anderung des elektrischen Widerstands erfasst wurde,
ergab sich, dass AM auch im Ussing-Kammermodell an nativer Kolonmukosa den

H20:2 induzierten Anstieg der Permeabilitat vollstandig hemmen konnte.

Zusammenfassend suggerieren diese erhobenen Daten, dass die AM-Wirkung auf die
epitheliale Barrierefunktion unabhangig von cAMP-abhangigen Mechanismen ist.
Auch durch gleichzeitige Inhibition der PDE’s konnte mit AM kein vermehrtes cAMP
Signal gemessen werden, so dass ein fokales cAMP-Signal mdglich sein kann, da es
aulRer der cAMP-Steigerung zu keiner zusétzlichen Senkung der Permeabilitat kam.
Fernandez de Arcaya et al. diskutieren im Zusammenhang mit Untersuchungen zur

AM-Wirkung im Rattendarm auf die Absorption von Zuckern, dass ein cAMP-Anstieg
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maoglicherweise beteiligt sein kénnte. In dieser Studie wurde die cAMP-Abhangigkeit

allerdings nicht untersucht (Fernandez de Arcaya, 2005).

In der Annahme, dass Kinasen bei der Vermittlung des Signalweges fur AM eine Rolle
spielen, pruften wir, ob es durch die Inhibition der entsprechenden Kinasen zu einer
AM-ahnlichen Regulation oder Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion kommt.
Die komplexen dynamischen Strukturen, so wie die Tight-junctions oder das Aktin-
Zytoskelett regulieren die Dichtigkeit der epithelialen Darmbarriere (Berkes, 2003;
Hollande, 2005; Shen, 2006). AM ist an der Aktivierung einer Vielzahl von Signalwegen
einschlielilich der Proteinkinase C (Dong, 2006), der Phosphatidylinositol 3-kinase (PI-
3K) (Nishimatsu, 2001; Okamura, 2004) und ERK-Kinasen (Parameswaran, 2000)
beteiligt. Studienergebnisse indizieren, dass diese gleichfalls die Regulation der
epithelialen Darmbarriere beeinflussen (Banan, 2001; Banan, 2003; Banan, 2005;
Howe, 2005; Yang, 2005; McKay, 2007).

Die Inhibition dieser Kinasen (PKC, PI-3K, ERK, p38) durch spezifische chemische
Inhibitoren konnte den positiven Effekt von AM auf die epitheliale Barrierefunktion
jedoch nicht verschlechtern.

Im experimentellen in vitro Versuchsaufbau mit den CaCo-2 Zellen zeigte sich weder
in der anschlieBenden Messung des TEER, noch anhand des gemessenen FITC-
Dextran-Konzentrationsgradienten eine deutliche Anderung der AM-Wirkung. Die
Regulation der epithelialen Schlussleisten und die damit zusammenhéngende
Kontraktion der Zellen ist hoch komplex (Fink, 2005; Hollande, 2005), und es sind evtl.
verschiedene Kinasen gleichzeitig an der Regulation beteiligt, was die hier gemachten
Beobachtungen erklaren kénnte. Darlber hinaus kdnnten auch andere Kinasen, wie
z.B. die ROCK-Kinase (Rho-associated coiled-coil forming kinase) (Wu, 2006; Moyer,
2007) oder Kinasen der Src-Familie (Basuroy, 2003), die hier nicht untersucht wurden,
eine Rolle spielen. Um letztendlich die cAMP-unabhangige Wirkungsweise von AM auf
die epitheliale Permeabilitdt des Darms entschliisseln zu kénnen, bedarf es weiterer
Untersuchungen in evtl. folgenden Studien mit beispielsweise einem large-scale

siRNA screen fir Kinasen.

7.3 Zusammenfassung
Zusammenfassend und bezuglich der Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit,
zeigen die Ergebnisse eine protektive Wirkung von AM auf die epitheliale
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Barrierefunktion des Darms in vivo und in vitro. In den Analysen zur PDE-Aktivitat in
CaCo-2 Zellen konnten PDE 3 und 4 als die vorrangig cAMP-katabolisierenden
Enzyme identifiziert werden. Durch AM kam es, gegensatzlich zu den Untersuchungen
an Endothelzellen, weder zu einem cAMP-Anstieg, noch konnte die durch AM
ausgeloste Stabilisierung der Barrierefunktion in Anwesenheit von PDE 3 und 4
Inhibitoren weiter verstarkt werden. Zudem konnte eine durch Forskolin erbrachte
cAMP-Erh6hung die Barrierefunktion der CaCo-2 Zellen nicht stabilisieren, welches
die Hypothese stitzt, dass cAMP-unabhéangige Signale an der Stabilisierung der

epithelialen Barriere des Darms beteiligt sind.

7.4  Therapeutische Ansatze und Ausblick

In den letzten Jahren ist die wichtige Rolle des Darms als Schockorgan zunehmend
Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Dagegen finden die klassischen
Schockorgane (Lunge, Leber, Niere) als wichtige Zielorgane im Rahmen
inflammatorischer Veranderungen wie z.B. in der Sepsis schon lange Beachtung.

In der Intensivmedizin sind Sepsis und Multiorganversagen nach wie vor die
Haupttodesursachen (SepNet Critical Care Trials Group, 2016). Es ist daher
unabdingbar, durch weitere Studien in der Forschung voranzukommen um die
Mortalitat der Sepsis zu senken. Die zunehmende invasive Diagnostik und
Multimorbiditat der Patienten, sowie das vermehrte Auftreten resistenter Keime
erschweren die Diagnose und Behandlung der Sepsis (Pittet, 2004; Huttner, 2013;
Tsertsvazde, 2016). Es stehen nach wie vor keine therapeutischen Moglichkeiten zur
Verfligung, die intestinale Barriere zu stabilisieren, vor allem in der Sepsis und im
septischen Schock. Dazu kommt noch die Tatsache, dass in den allgemeinen
Bewertungssystemen zum klinischen Verlauf einer Sepsis, wie z.B. der SOFA-score
(Ferreira, 2001) der Darm als mdgliches Zielorgan keine ausreichende Bewertung
findet (Gatt, 2015). Die Dysfunktion der mukosalen Darmbarriere scheint aber ein
wesentlicher Faktor bezuglich der Prognose der Sepsis zu sein, und sollte daher
starker in den Fokus der Sepsisbehandlung gestellt werden. An der steigenden Anzahl
von Publikationen in den letzten Jahren zeigt sich aber, dass die Suche nach
therapeutischen Moéglichkeiten zur Stabilisierung der intestinalen Barriere immer mehr
in den Fokus der Untersuchungen riickt. Dazu zahlen unter anderem Untersuchungen
zur Wiederherstellung des Gleichgewichts der intestinalen Mikroflora durch
Transplantation von fekaler Mikrobiota (Wei, 2016), und die Plasmadiafiltration zur
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Reduktion einer inflammatorischen Schadigung der intestinalen Mukosabarriere duch
Eliminierung von Entziindungsmediatoren (Li, 2016). Eine mogliche therapeutische
Wirkamkeit von AM bezuglich entziindlicher Darmerkrankungen (inflammatory bowel
disease, IBD) zeigten tierexperimentelle Studien: Im Tiermodell mit Morbus Crohn und
Colitis ulzerosa war AM antiinflammatorisch wirksam (Gonzalez-Rey, 2006; Ashizuka,
2005). Kdurzlich veroffentlichte Daten von Ashizuka et al. zeigten erstmals einen
therapeutischen Effekt von AM an einem ausgewdahlten Patientenkollektiv. Die
therapeutische intravendse Infusion von AM verbesserte die mukosale Regeneration
und bewirkte eine Neovaskularisation der ulzerativen Lasionen in der Colitis (Ashizuka,
2016).

AM koénnte in Zukunft eine mdégliche therapeutische Option in der Sepsis darstellen.
Dabei ist allerdings zu bedenken, dass AM als starker Vasodilatator hypotensiv wirkt
und somit auch erhebliche Nebenwirkungen haben kann.

Als prognostischer Marker erwies sich AM bereits als wirksam: erhéhte AM-Spiegel im
Plasma korrelierten mit einer steigenden Mortalitat in der Sepsis, und zirkulierendes
Propeptid von AM (pro-AM) kénnte als Verlaufsmarker dienen, die Mortalitat und die
Schwere einer Sepsis abzuschéatzen (Ueda, 1999; Guignant, 2009, Cicuendez, 2015).
Andaluz-Ojeda et al. zeigten kurzlich, dass Pro-AM in der Sepsis oder im septischen
Schock von prognostischer Bedeutung sein konnte. Es konnte eine signifikante
Korrelation zwischen pro-AM und dem SOFA-score in der ersten Woche nach
Diagnosestellung in allen zu evaluierenden Zeitpunkten festgestellt werden (Andaluz-
Ojeda, 2015). Bezuglich einer Korrelation von erhéhtem AM in der Sepsis sind aber
auch widerspruchliche Ergebnisdaten in Einklang zu bringen: Erhéhte endogene AM-
Konzentrationen korrelieren mit einer erhdhten Mortalitdt in der Sepsis und die
exogene Gabe von AM fuhrte zu einer Verbesserung der Sterberate. Struck et al.
fanden allerdings heraus, dass monoklonale AM-Antikorper wiederum die Sepsis
induzierte Mortalitdt herabsetzen konnten (Struck, 2013). Beziglich einer
therapeutischen Gabe von AM scheint mdéglicherweise der genaue Zeitpunkt der
Gabe, als auch die Dosierung eine wichtige Rolle zu spielen. Die klinischen Phasen
der Sepsis (hyperdyname und hypoaktive Phase) scheinen in diesem Zusammenhang
ebenfalls einen moglichen positiven Effekt der AM-Wirkung zu beeinflussen (Kox,
2014).
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Insgesamt erhélt das regulatorische Peptidhormon AM immer mehr Aufmerksamkeit
als neue therapeutische Option bei schweren Entziindungen. Dazu zahlen, um hier
nur einige Bereiche zu nennen, unter anderem die Behandlung des akuten
Lungenversagens, der Sepsis, von chronisch entztindlichen Darmerkrankungen, von

malignen Erkrankungen, sowie von neurologischen und kardialen Erkrankungen.
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