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1 Einleitung

1.1 Aufbau eines Bakteriums

Bakterien kdnnen morphologisch der Form nach in Stdbchen, Kokken und schraubenférmige
Bakterien eingeteilt werden. Aulerdem unterscheidet man eine Lagerung in Ketten, in Haufen
oder in Diploform. Im Gegensatz zu Eukaryonten besitzen Prokaryonten keinen echten
Zellkern sondern lediglich ein Kernidquivalent, das Trager der Erbinformation ist, und ein
ringformig  geschlossenes,  doppelstringiges ~ Fadenmolekill —aus DNA, das
Bakterienchromosom, darstellt. Oft finden sich im Zytoplasma noch weitere ringformige
DNA, die Plasmide, die bei der Fortpflanzung weitergegeben werden oder auch auf ein
anderes Bakterium iibertragen werden kdnnen.

Ein weiterer Unterschied zu Eukaryonten besteht in der Bakterien-Zellwand, die durch
bestimmte Zellwandbausteine, die Mureine, aufgebaut ist. Die Zellwand besteht aus N-
Acetylglukosamin und Acetylmuraminsiure, die abwechselnd miteinander verkniipft sind und
Peptidoglykane bilden. Die Einteilung in Gram-positiv und Gram-negativ anfdarbbare
Bakterien ist durch diesen unterschiedlichen Zellwandaufbau bedingt. So besteht die
Zellwand Gram-positiver Bakterien aus einer 20-80 nm dicken Schicht mit ca. 40
Mureinschichten (56). Teichon-, Lipoteichon- und Teichuronsduren sind kovalent an das
Mureingeriist gebunden (148). Bei S. aureus kommt zusétzlich noch das Protein A (siehe
Kapitel 1.3.2) in der Zellwand vor (148). Die Zellwand Gram-negativer Bakterien ist diinner,
auf die Zytoplasma-Membran folgt nur eine diinne Mureinschicht, darauf folgt eine weitere
Membran, die dhnlich aufgebaut ist wie die Zytoplasma-Membran (56). Des Weiteren sind
die Lipopolysaccharide (LPS) charakteristisch fiir Gram-negative Bakterien. Sie befinden sich
in der dufleren Membran und sind fiir die Antigenitit und vor allem der Toxizitdt der
Bakterien verantwortlich.

Verschiedene Bakterienarten sind in der Lage, eine Kapsel auszubilden, in der sie in
Zeiten mangelnder Energiezufuhr iiberdauern konnen. So ist auch die Mehrzahl der S. aureus-
Stimme in der Lage eine Kapsel zu bilden, die vor Phagozytose schiitzt und so die Persistenz
im Blutkreislauf des Wirtes gewihrleistet.

1982 wurden die Kapselsaccharide mittels Antikorpern typisiert und somit
verschiedene Serotypen der Kapselsaccharide unterschieden (79). Obwohl elf Typen von
Polysacchariden beschrieben wurden, sind die Serotypen 5 und 8 diejenigen, die in den fiir die
Infektionen verantwortlichen S. aureus dominieren (3, 59). Die beiden Typen 5 und 8 besitzen

dhnliche sich wiederholende Untereinheiten, die aus N-Acetyl-Mannosaminuronsiure,
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N-Acetyl-L-Fucosamin und N-Acetyl-D-Fucosamin bestehen (31, 32) und haben eine
antiphagozytotische Aktivitit (78, 141). Daneben wurde das Antigen 336 identifiziert (128).
Es wird von S. aureus-Stimmen produziert, die keine Kapsel besitzen, aber dafiir eben das
336-Polysaccharid (336PS) auf der Zelloberfliche exprimieren. Das 336PS hat Ahnlichkeit

mit der in der Zellwand vorkommenden Teichonsdure (98, 109).

1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus gehort zur Familie der Micrococcaceae und Gattung der Staphylokokken. Es ist ein
kugelférmiges, Gram-positives Bakterium, das in Haufen gelagert ist. S. aureus bildet keine
Sporen, ist nicht beweglich und fakultativ anaerob (56). Etwa jeder dritte Mensch ist zeitweise
besiedelt mit S. aureus, was in der Regel unbemerkt bleibt. Er besiedelt den Nasenvorhof, wo
er dann auch durch einen Abstrich nachgewiesen werden kann, sowie die Haut, die
Perianalgegend, den Dickdarm oder die oberen Atemwege (108). Solange das Immunsystem
nicht geschwicht ist, kommt es meist nicht zu einer Infektion. Die Lipoteichonsdure spielt
eine wesentliche Rolle in der Erkennung von S. aureus durch das menschliche Immunsystem,
da sie, neben anderen Komponenten der Zellwand, vom Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) erkannt
wird. Dies fiihrt zur Immunantwort, indem die Abwehrzellen zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine, wie beispielweise Interleukin-1 (IL-1) oder Tumor Nekrose
Faktor-o (TNF-a), angeregt werden (27). Wird das Gleichgewicht im Immunsystem
allerdings gestort, kann es zu einer Infektion kommen. Dies ist z.B. hiufig bei Patienten mit
Diabetes Typ 1 (146) oder mit AIDS (153) der Fall.

S.aureus kann sowohl ambulant als auch nosokomial erworbene Infektionen
hervorrufen. Oft tritt er im Krankenhaus als Methicillin resistenter Staphylococcus aureus
(MRSA) auf, aber auch die Haufigkeit von Vancomycin resistenten Staphylococcus aureus
(VRSA) nimmt zu (9, 58). So findet man einerseits oberflachliche Infektionen wie Abszesse,
Furunkel, Karbunkel, Wundinfektionen und andererseits auch invasive Infektionen wie
Endokarditis, Osteomyelitis oder Sepsis hervorgerufen durch Besiedelung von Kathetern (96).
Auch Lebensmittelvergiftungen durch Exotoxine des S. aureus sind moglich.

Neben der Ausbreitung iiber Hautkontakt und auf aerobem Weg, ist einer der
Hauptpathogenititsfaktoren die Biofilmbildung auf Polymeroberflichen und eukaryotischen
Geweben. Fiir diese Biofilmbildung scheint neben der Neutralen Phosphatase auch Eap eine
Rolle zu spielen (siehe Kapitel 1.4.2) (74, 144). So kann S. aureus zum Beispiel mittels

besiedelter medizinischer Instrumente eine Eintrittsstelle in den Menschen finden. Auf3erdem
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kann es auch durch seine Toleranz gegen Trockenheit lange Zeit auf unbelebten Flichen

iiberleben (12).

1.3 Virulenzfaktoren

Verschiedene Virulenzfaktoren erméglichen es S. aureus an eukaryotische Membranen zu
adhidrieren, eukaryotische Zellen zu lysieren und Opsonophagozytose zu widerstehen.
Aufgrund der multifaktoriellen Natur der S. aureus-Infektionen und der funktionellen
Redundanz der Adhésine und Exoproteine ist es sehr schwer einzuordnen, welche Rolle genau

die bakteriellen Faktoren spielen.

1.3.1 Enzyme und Toxine

S. aureus produziert Gewebe-spaltende Enzyme, wie Proteasen, Hyaluronidasen, Lipasen und
Nucleasen (26). So sichert z.B. die ,,Catalase* (CatA) das Uberleben und die Persistenz von
S.aureus. Zusammen mit der Alkylhydroxyid-Reduktase (AhpC) sind sie fiir die
Kolonisation der Bakterien, besonders in der Nase, wichtig (20).

Die von S. aureus produzierte Staphylokinase stellt eine Abwehr gegen Defensine dar.
Defensine befinden sich in den Granula der Neutrophilen Granulozyten und zerstéren die
Erregermembran. Sie sind aus hydrophilen und kationischen Aminosduren aufgebaut, die mit
der negativen Ladung von Bakterienmembranen und, nach deren Durchdringen, mit der
bakteriellen DNA bzw. RNA interagieren. Die Staphylokinase bildet mit den Defensinen
Komplexe, und neutralisiert so deren Wirkung. Ferner spielt Staphylokinase eine Rolle bei
der Blutkoagulation, da sie in der Lage ist, Komplementfaktoren zu spalten und Plasminogen
zu aktivieren (72).

Daneben sezerniert S.aureus Enzyme wie die ,,Enolase (Eno). Eno ist ein
glykolytisches Enzym, das auch Laminin binden kann (10). Des Weiteren produziert es
verschiedene Proteasen wie die Metalloproteinase Aureolysin. Aureolysin spaltet Plasma
Proteinase-Inhibitoren wie den a;-Proteinase-Inhibitor (122), aktiviert Prothrombin (151) und
scheint einen inhibitorischen Effekt gegeniiber der Immunglobulin (Ig)-Produktion von
Lymphozyten zu besitzen (124).

Die von S. aureus produzierten Enterotoxine spielen bei Lebensmittelvergiftungen
eine grofle Rolle, da sie durch Erhitzen nicht zerstért werden und zum Toxic shock-Syndrom
fiihren konnen. Diese Toxine fungieren als Superantigene, indem sie eine Dysregulation des
Immunsystems bewirken: Dabei wird eine Briicke zwischen ,,Major Histocompatibility

Complex* (MHC) II-Molekiilen und T-Zell-Rezeptor hergestellt und diese Verbindung so
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negativ beeinflusst. Es kommt zu einer unkontrollierten T-Zell-Proliferation unabhéngig von
der antigenen Spezifitit und damit zu einer unkontrollierten Immunantwort. Des Weiteren
filhren diese Enterotoxine zu einer Herunterregulation der Chemokinrezeptoren CCR 1,
CCR 2 und CCR 5 der Monozyten (143).

Daneben gibt es die Toxine, die strukturelle Ahnlichkeit mit Superantigenen haben,
aber nicht deren Wirkung besitzen, die sog. ,,Staphylococcal superantigen-like proteins®
(SSL). So verhindert z.B. SSL-5 das Rollen der Neutrophilen Granulozyten durch Blocken
des ,,P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), und greift so in die frithe Phase der
Neutrophilen-Rekrutierung ein (7). SSL-7 hingegen blockiert das Komplementsystem, indem
es C5 bindet. AuBlerdem bindet es noch an die 16sliche Form des IgA, und verhindert eine
Interaktion zwischen IgA und dem auf der Zelloberfliche befindlichen Rezeptor FcaRI
(CD89) (86).

AuBerdem besitzt S.aureus noch weitere Toxine, wie das o-Toxin (30) oder
Héamolysine (135). Das o-Toxin, das auch als a-Hdmolysin bezeichnet wird, wird als
hydrophiles Monomer sekretiert und bildet groBe Poren, Heptamere, in den Zytoplasma-
Membranen der eukaryotischen Zielzellen. Die Zelle wird dann durch osmotische Vorgénge
zerstort (44, 149). Daneben sekretiert S. aureus weitere Hamolysine wie das f-Hamolysin, das
jedoch nicht in allen Isolaten vorkommt. B-Hamolysin ist eine Sphingomyelinase, die

proliferierende Lymphozyten abtdten kann (61).

1.3.2 Oberflachenproteine fur die Adhasion

Neben der Fihigkeit, mit sich selbst zu assoziieren, kann S. aureus auch an eukaryotische
Zellen, die extrazelluldire Matrix, oder auch an Materialoberflichen adhérieren. Selbst-
Assoziation und Adhésion werden durch verschiedene Oberflachenproteine vermittelt, deren
Funktionen sich teilweise iiberschneiden. Diese Oberfldchenproteine lassen sich in zwei
Gruppen einteilen: Zellwand-verankerte und nicht-Zellwand-verankerte, also sekretorische
Proteine. Die Zellwand-verankerten Proteine werden auch als ,,microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules* (MSCRAMMSs) bezeichnet (15, 29). Sie sind in der
Zellwand der Bakterien iiber ein LPXTG-Motiv verankert und binden an Komponenten der
extrazelluliren Matrix, wie z.B. Fibronektin (FN) und Fibrinogen (FBG). Zu dieser Gruppe
zahlt man z.B. das ,,Fibronectin-binding protein A und B*, das ,,Collagen-binding adhesin®,
,»9. aureus surface protein und ,,Clumping factor A und B* (siche Tabelle 1.1.).

Zu dieser Gruppe zéhlt auch das Protein A, das in der Zellwand verankert ist und an

den Fc-Teil von Antikorpern bindet. So schiitzt S. aureus sich vor Phagozytose, da der Fc-Teil
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derjenige Teil Teil des Immunglobulins ist, der von den Makrophagen durch Fc-Rezeptoren

erkannt wird (11).

Tabelle 1.1: Adhésionsproteine von S. aureus

Zellwandverankerte Proteine mit
LPXTG-Motif (MSCRAMMEs)

Bindungspartner Ref.
Fibronectin binding | FnBPA und | FN, FBG (57)
protein A und B FNBPB
Collagen binding Cna Kollagen Typ I und IV (118)
adhesin
S. aureus surface Sas protein | ECM (126)
protein
Clumping factor A | CIf A und FBG (18, 110)
und B CIfB
S. aureus Protein A | Spa Fc-Teil der Immunglobuline, vWF, (11, 42, 54,
TNFa-Rezeptor 1 107)
Sekretierte Adhasionsproteine
(SERAMs)
Bindungspartner Ref.
Coagulase Coa Aktivierung von Prothrombin (116, 129)
Extracellular Efb FBG und Komplement-Faktoren (51, 87, 88,
fibrinogen binding C3b und C3d 131)
protein
ECM binding Emp Interaktion mit ECM (63)
protein
Sbi - IgG (155)

15




AulBlerdem bindet Protein A an den TNF-a Rezeptor 1 und aktiviert dessen Spaltung, so dass
durch TNF-a ausgeldste proinflammatorische Signale ausbleiben (41, 43).

Die zweite Gruppe der Adhdsine sind Proteine, die strukturell nicht miteinander
verwandt sind und kein LPXTG-Motiv besitzen. Sie werden auch als ,,secretable expanded
repertoire adhesive molecules® (SERAMs) bezeichnet (15, 29). An der Zelloberfldche sind sie
iiber unbestimmte, bisher nicht bekannte Bindemechanismen verankert (15).

Hierzu zdhlen die ,,Coagulase* (Coa), das Efb, das ,Extracellular Matrix binding
protein® (Emp), Sbi und das ,,Extracellular adherence protein* (Eap) (Tabelle 1.1). Die Coa
aktiviert Prothrombin, so dass FBG in Fibrin umgewandelt wird (115, 129). Efb hingegen
bindet direkt an FBG und ebenso an die Komplementfaktoren C3b und C3d. Durch Bindung
an C3d wird die Konformationséinderung von C3 zu C3b behindert. C3b ist unter anderem
wichtig fiir die Opsonierung der Bakterien, so dass durch die Bindung des Efb an C3d die
Phagozytose verhindert wird. C3b wird durch direkte Bindung inaktiviert (51, 87, 88). Emp
besitzt ein weites Spektrum an Bindungspartnern, z.B. FBG, FN, Kollagen und Vitronektin
(VN) (63). Sbi stellt neben Protein A ein weiteres Protein dar, das an IgG binden kann (155).

Eap wird im Folgenden néher erldutert.

1.4 Extracellular adhesion/adhesive protein (Eap)

Eap gehort zur Gruppe der sekretierten Adhésionsproteine von S. aureus. In einer klinischen
Studie konnte es in allen S.aureus-Stimmen nachgewiesen werden, wéhrend in anderen
Staphylokokken-Isolaten, wie S. caprae oder S. capitis das Eap-Gen nicht identifiziert wurde
(65).

1.4.1 Proteinstruktur

Eap wurde erstmals in den 1990er Jahren isoliert. Unabhingig voneinander fanden
unterschiedliche Arbeitsgruppen Proteine von unterschiedlicher Gréfe, z.B ein 72 kDa
Protein, das Jonsson und Kollegen ,,MHC class II analogous protein®“ (Map) nannten, da eine
bestimmte Subdomiine hohe Ahnlichkeit mit der N-terminalen B-Kette vieler MHC II-
Molekiile besitzt (75). Ein 50 kDa Protein, das von Bodén & Flock und McGavin und
Kollegen fast zeitgleich identifiziert wurde (8, 104), wurde 1999 von Palma und Kollegen
charakterisiert und ,,Extracellular adherence protein® (Eap) genannt (114).

Hussain und Kollegen zeigten 2001, dass Map und Eap Analoge eines Proteins sind

(62). Eap verschiedener Stamme von S. aureus besteht aus drei bis sechs Doménen und ist ein
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basisches Protein mit Affinitdt zu Polyanionen wie Heparin. Jede einzelne Doméne besteht

aus einer vierfachen a-Helix, die diagonal {iber einer fiinffachen B-Helix liegt (Abb. 1.1).

5 R1 R2 R3 R4 RS RX
A AS 51-138 162-240 271-358 376-463 481-568

N - | 1 | [ | -cooH

Abb. 1.1: Die Struktur von Eap. (A) zeigt die schematische Darstellung des modularen Aufbaus von Eap aus
einzelnen Eap-Doménen (B). Eap enthiélt ein Signalpeptid (S) aus 30 Aminoséuren (AS) und nachfolgenden
Domainen (R1 bis Rx), deren Anzahl variabel ist, je nach Stamm (65). (B) zeigt die Struktur einer isolierten Eap-
Doméne. Sie besteht aus einer vierfachen a-Helix (griin), die diagonal zwischen einer fiinffachen B-
Faltblatt.Struktur (blau) liegt. Violett dargestellt ist die 3,y —Helix (38). Die in dieser Arbeit beschriebenen

Experimente wurden mit EapN (Stamm Newman, 5 Doménen) durchgefiihrt.

Vergleiche dieser Doménen mit bekannten Strukturen zeigten eine Ahnlichkeit zu
bakteriellen Superantigenen (38). Allerdings kamen Haggar und Kollegen spéter zu einem
Ergebnis, dass Eap wohl nicht als ein Superantigen fungiert. Sie zeigten, dass die T-Zell-
Aktivierung durch Eap abhingig ist vom MHC II-Molekiil sowie vom ,,Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1). AuBlerdem entspricht die Kinetik der T-Zell-Proliferation mehr dem

Profil eines konventionellen Antigens als dem eines Superantigens (48).

1.4.2 Biofilm

S.aureus ist in der Lage, einen Biofilm zu bilden und sich so vor der Wirtsabwehr zu
schiitzen und Antibiotikaresistenzen zu entwickeln (2, 90). Viele der Infektionen, die durch
S. aureus hervorgerufen werden, stehen im Zusammenhang mit der Bildung von Biofilmen.

Besonders solche Infektionen, die mit implantierten und kiinstlichen Prothesen verbunden
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sind, gehen hédufig mit einer Biofilm-Bildung einher (50). Oft werden diese Infektionen auch
chronisch, neigen zu Rezidiven oder erfordern sogar die Entfernung der Prothesen.

Eap ist — neben anderen S. aureus-Proteinen — ebenfalls an der Bildung von Biofilmen
beteiligt, mit besonders hoher Transkription unter Eisenmangel-Bedingungen (74) und

verstirkter Biofilmbildung bei Prasenz von humanem Serum im Medium (144).

1.4.3 Interaktion mit Extrazellularer Matrix (ECM), Plasmaproteinen und S. aureus

Eap ist neben der der Coa und dem Efb eines der Proteine, das FBG bindet. AuBBerdem
wurden mindestens sieben Plasmaproteine als Bindungspartner fiir Eap identifiziert, darunter
FN und Prothrombin. In vitro konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung von Eap an
FBG dieses nicht mehr als Ligand fiir das Leukozytenintegrin ,,Macrophage-1 antigen*
(Mac-1) zur Verfiigung steht. In vivo konnte dann nachgewiesen werden, dass die
Neutrophilen-Rekrutierung durch Eap reduziert wurde (16).

Neben den Plasmaproteinen zeigt Eap eine Bindung an Komponenten der ECM.
Unterschiede bestehen hinsichtlich der Bindung an die verschiedenen Kollagen-Typen. So
kommt trotz der bevorzugten Bindung an tripel-helikane Regionen der Kollagene, in der
monomolekularen Form zwar eine Bindung an Kollagen I, nicht jedoch an Kollagen II, vor. In
der Suprastruktur, den Mikrofibrillen, zeigte Eap allerdings eine Bindung sowohl an
Kollagen VI oder an Kollagen [V-assoziierte Basalmembranen (53). Eap bindet ebenfalls an
die Oberflache von S. aureus, und erreicht damit eine Agglutination von S. aureus (114). Als
Ligand fiir Eap auf der Oberfliche von S.aureus dient wahrscheinlich die Neutrale
Phosphatase (28).

Durch diese Eigenschaften der Adhidrenz spielt Eap eine wichtige Rolle fiir die
Kolonisierung von S. aureus, ebenso wie es ins Immunsystem des Menschen eingreift, indem
es die Immunabwehr herabsetzt und die Wundheilung verzogert (siche Kapitel 1.4.4.4 und
1.4.4.5).

1.4.4 Interaktion mit eukaryotischen Zellen

1.4.4.1 Adharenz

Wie oben erwihnt besteht Eap aus mehreren Domédnen. Es konnte gezeigt werden, dass Eap
nur in seiner kompletten Konstitution fiir die Agglutination und Adhédrenz von S. aureus
verantwortlich ist und die einzelnen Doménen fiir sich alleine nicht in der Lage sind, diese zu

vermitteln (66).
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Eap spielt eine Rolle bei der Adhédrenz von S. aureus an eukaryotische Zellen. Durch
Anti-Eap Antikorper konnte ein Riickgang der Adhdrenz an Fibroblasten vom S. aureus
Stamm Newman beobachtet (49, 64, 85). Als potenzielle Bindungsstelle fiir Eap kommt dabei
ICAM-1 in Frage (16).

1.4.4.2 Invasion

Genau wie fiir die Adhésion ist auch fiir die zelluldre Invasion nur Eap in seiner vollen Lénge
verantwortlich (66). Jedoch wird die Rolle von Eap bei der Internalisierung von S. aureus
kontrovers diskutiert: Haggar und Kollegen konnten zeigen, dass S. aureus vom Stamm
Newman wesentlich stirker in die Fibroblasten eindringen konnte, als eine Eap-negative
Mutante (AH12). Exogenes Eap steigerte die Internalisierung von S. aureus, wahrend die
Vorbehandlung mit Anti-Eap-Antikérpern die Internalisierung verringerte (49).

Der von Haggar und Kollegen 2003 beschriebene S. aureus-Stamm AH12 ist jedoch
ein Newman-Derivat und exprimiert eine Kurzform von Eap Newman, die aus dem
Sekretionssignalpeptid und einem Teil der Domine 1 (siche Abb. 1.1) besteht. Das bedeutet,
dass der von Haggar und Kollegen verwendete Stamm gar nicht Eap-negativ war, sondern
lediglich Eap nicht in seiner vollen Linge exprimierte.

AuBerdem fanden Kreikemeyer et al. (2002) in anderen Experimenten, dass sowohl
die Eap-negativen wie die Wildtyp-Stimme in gleichem Malle internalisiert werden. Da in
dieser Studie jedoch mit dem S. aureus-Stamm Phillips und auch anderen humanen
Epithelzellen (HEp-2) gearbeitet wurde, sind Vergleiche hier nur mit Einschrankung moglich
(85).

Die verschiedenen S. aureus-Stimme unterscheiden sich hinsichtlich der Expression
von Eap und anderen Virulenzfaktoren und auch die verwendeten Zelllinien zeigen jeweils
physiologische Unterschiede. Daher ist es meist nur unter Vorbehalt moglich, die Ergebnisse

zu vergleichen.
1.4.4.3 ICAM-1 interagiert mit Eap

ICAM-1 gehort zur Immunglobulin-Superfamilie und zeichnet sich durch Immunglobulin-
dhnliche extrazellulire Domédnen aus. Es kommt vor allem auf Lymphozyten, dendritischen
Zellen und aktivierten Endothelzellen vor (71). Konstitutiv wird ICAM-1 unter
physiologischen Bedingungen kaum exprimiert. Im Entziindungsgeschehen wird es jedoch

nach Stimulierung, z.B. durch proinflammatorische Proteine wie TNF-a oder IL-1, verstirkt
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gebildet, um die ICAM-1-vermittelte Rekrutierung der Leukozyten an den Ort der
Entziindung zu ermdglichen (17, 127).

ICAM-1 spielt eine wichtige Rolle bei immunologischen Vorgingen, insbesondere bei
der Leukozytenmigration aus BlutgefiBlen ins entziindete Gewebe (Abb. 1.2). Dazu sind
mehrere Schritte notwendig.

Zunidchst kommt es zu einer Verlangsamung der Leukozytenbewegung (,,Rollen®)
durch schwache Wechselwirkungen der L-Selektine auf der Leukozytenoberfldche und den E-
und P-Selektinen auf den Endothelzellen mit Oligosaccharid-Liganden (Sialyl-Lewis™-
Antigene) jeweils auf beiden Zelltypen. Chemokine sowie Komplementfaktor C5a oder
Leukotrien B, wandern aus dem subendothelialen Bindegewebe ein, binden auf der apikalen
Seite der Endothelzellen an Heparansulfate und werden so den Leukozyten prisentiert.

Dadurch kommt es zur Aktivierung von f-Integrinen der Leukozyten, wie dem
Lymphozytenfunktionsassoziierten Antigen (LFA-1) oder Mac-1, und der Expression von
a4Pi-Integrinen, wie dem Very Late Antigen-4 (VLA-4), auf der Leukozytenoberfliche. Dies
geschieht tliber ein ,Inside-out Signaling®. Das bedeutet, dass durch die Bindung der
Chemokine an ihre G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sowie die Wechselwirkung der
Selektine die inaktiven Integrine der Leukozyten durch intrazelluldre Signalkaskaden eine
Konformationsdnderung erfahren. Dadurch werden sie aktiviert und erhalten eine hohe
Bindungsaffinitit fiir die endothelialen Liganden ICAM-1 und ,,Vascular Cell Adhesion
Molecule* (VCAM).

Durch diese Bindung an Zelladhdsionsmolekiile des Endothels wie ICAM-1 und
VCAM kommt es zu einer festen Anheftung der Leukozyten an die Gefidlwand. Die
Adhésionsmolekiile richten die Leukozyten aus, damit sie parazelluldir durch die
Endothelzellschicht ins entziindete Gewebe auswandern (Diapedese) und ihre Phagozytose-
Funktion erfiillen koénnen (55, 71, 139).

Eap interagiert mit ICAM-1 und stort so die Diapedese von Leukozyten. So zeigten
Chavakis und Kollegen 2002, dass durch diese Interaktion eine feste Anheftung von
Neutrophilen an die Endothelzellen blockiert wird und keine Transmigration mehr stattfinden
kann. Bestitigt wurden diese Ergebnisse durch in vivo-Versuche im Peritonitis-Mausmodell,
wo die Zahl der rekrutierten Neutrophilen erheblich niedriger war als in den Kontrollméusen.
Ebenso konnte die Arbeitsgruppe Preissner zeigen, dass bei Bindungsversuchen von Eap an

immobilisiertes [CAM-1 die Bindung durch Heparin wieder aufgehoben werden konnte (16).
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Abb. 1.2: Rollen und feste Anheftung eines Neutrophilen. Es kommt zunéchst zum ,,Rollen* (a) des Leukozyten
durch Wechselwirkung der Selektine (blau) der Endothelzellen mit Selektin-Liganden (Sialyl-Lewis™-Antigen)
des Leukozyten (gelb). Durch diese Bindung und zusétzliche Chemokine (violett) wird das ,Inside-out
Signaling* (gelbe Pfeile) ausgeldst, das die inaktiven Integrine aktiviert (rot) und affin fiir deren Rezeptoren auf
den Endothelzellen (gelb) macht. Diese Bindung fiihrt dann zur festen Anheftung (b) und zur Transmigration der
Leukozyten (139).

1.4.4.4 Eap als anti-inflammatorischer und zugleich pro-inflammatorischer Faktor

Anti-inflammatorisch wirkt Eap, da es die Transmigration von Neutrophilen verhindert (16).
Das diirfte auch der Grund dafiir sein, dass in einigen Studien gezeigt werden konnte, dass
Eap die Wundheilung verzégert (4). Denn die Wundheilung mit Wiederherstellung der
Gewebeintegritit setzt eine Einwanderung von inflammatorischen Zellen ins Gewebe voraus.
Das ist besonders in den ersten Phasen der Wundheilung wichtig. Nach Vasokonstriktion und
Aktivierung der Blutgerinnungskaskade wandern Monozyten und Neutrophile ins
Wundgebiet ein. Sie setzen hydrolytische Enzyme frei und Monozyten phagozytieren
Zelltriimmer. Daran kann sich dann die Proliferations- und Reparationsphase anschlieSen
(136).

AuBerdem hat Eap einen inhibitorischen Effekt auf die Neovaskularisierung in der
proliferativen Phase der Wundheilung, Eap wirkt somit anti-angiogen (133). Das konnte

in vivo in Matrigel-Experimenten gezeigt werden (4). Zudem wird der anti-inflammatorische
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Effekt dadurch ergidnzt, dass Eap die Expression des anti-inflammatorischen Zytokokins IL-4
in peripheren mononukledren Blutzellen ("peripheral blood mononuclear cells", PBMC)
induziert (68). IL-4 interagiert anti-inflammatorisch, da es Entziindungsreaktionen kontrolliert
und verhindert, dass es zu einer zu starken Reaktion des Immunsystems kommt. Zudem
stimuliert es die B-Zell-Aktivierung und die IgE-Produktion (60).

Jedoch gibt es auch einen pro-inflammatorischen Effekt von Eap. Eap aktiviert CD14"
Zellen, wie PBMC, zur Expression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-o.
IL-6 induziert die Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber und TNF-a ermoglicht
unter anderem tiiber eine Steigerung der ICAM-1-Expression die Diapedese von Neutrophilen
im Entzlindungsgeschehen (130). Im Gegensatz zur oben erwdhnten Adhdrenz sind zur
Proliferation der PBMC sowohl die Eap-Doménen fiir sich alleine, als auch Eap in seiner

vollen Lange in der Lage (66).
1.4.4.5 Eap als immunomodulatorisches Protein

Eap wird als Faktor in der Regulation von Immunantworten diskutiert. So induziert es z.B. die
Synthese von IgM und IgG in PBMC (69). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Eap
mit MHC II-Komplexen, lag die Vermutung nahe, dass Eap die T-Zellen {iber einen
Superantigen-dhnlichen Mechanismus aktiviert. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Eap
nicht als Superantigen fungiert (siche Kapitel 1.4.1) (48, 69).

Ein anderer Aspekt ist die Verschiebung der T-Helferzellantwort durch Eap in eine
humorale anstatt zellulire Abwehr. T-Helferzellen sind neben zytotoxischen T-Zellen und
Natiirlichen Killerzellen eine Untergruppe der T-Lymphozyten. Die T-Helferzellen werden
noch einmal eingeteilt in Thl- und Th2-Populationen, je nachdem welche Zytokine sie
sezernieren und welche Aufgabe sie demzufolge erfiillen (106).

Thl-Zellen schiitten typischerweise Interferon-y (IFN-y), IL-2 und TNF-a aus,
wodurch Makrophagen aktiviert werden. Die Thl-Population reguliert die zelluldre
Komponente der Immunantwort, die Th2-Zellen hingegen sind wichtig fiir den humoralen
Teil, indem sie z.B. B-Zellen zur IgG Ausschiittung anregen. Seit mehreren Jahren ist noch
eine dritte Sorte von T-Helferzellen, die Th17-Population, identifiziert. Sie produzieren IL-17
und IL-21 (84).

Eap ist in der Lage die T-Zellantwort zu verschieben z.B. durch verstirkte Sekretion
von IL-4, und zwar auf die Seite der Th2-Population. Dies fiihrt zu einer herabgesetzten

Aktivitdt der Phagozyten, so dass S. aureus nicht komplett eliminiert werden kann, da die
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Zell-vermittelte Thl-Immunantwort eine groBere Rolle bei der Bekdmpfung von Bakterien
spielt als die humorale Th2-Immunantwort (46, 89).

Aufgrund seiner teilweise strukturellen Ahnlichkeit zu MHC II-Komplexen wurde
vermutet, dass Eap die Interaktion von T-Zellen zu MHC-Molekiilen blockt, indem es selbst
an den T-Zell-Rezeptor bindet und eine Bindung der MHC-Molekiile verhindert. Andererseits
bestand die Hypothese, dass Eap ebenfalls aufgrund der Homologie bestimmter Strukturen zu
Superantigenen eine Quervernetzung von MHC-Molekiilen und T-Zell-Rezeptor hervorrufen
kann. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Eap weder die MHC-T-Zell-Rezeptor-
Interaktion inhibiert noch als Superantigen fungiert (siche 1.4.1). Es gibt lediglich eine
unspezifische Quervernetzungs-Aktivitit von Eap, fiir die mindestens zwei der sechs
Doménen verantwortlich sind (102). Das bedeutet, dass Eap nur unwesentlich an der

Interaktion von MHC-Molekiilen und T-Zell-Rezeptor beteiligt ist.

23



1.5 Fragestellung der Arbeit

Wie in Kapitel 1.4.3 erwdhnt, kdnnen Eap verschiedenste Funktionen zugewiesen werden:
Neben der Adhdrenz der S.aureus-Bakterien untereinander, was zur typischen
traubenformigen Anordnung von S. aureus fiihrt, dient es auch der Adhdsion des Bakteriums
an eukaryotische Zellen. Es beeinflusst das Immunsystem bzw. die Immunantwort des
Menschen, indem es die Neutrophilen-Rekrutierung blockiert sowie als Folge dessen auch die
Wundheilung verzégert. Aullerdem besitzt Eap anti-inflammatorisches und anti-angiogenes
Potenzial. Durch diese Mechanismen werden dem Bakterium gute Voraussetzungen
geschaffen, dem menschlichen Immunsystem weitestgehend zu entkommen.

Neben verschiedenen Plasmaproteinen wie FBG, FN und VN wurde bisher ICAM-1
als ein wichtiger Bindungspartner fiir Eap identifiziert. Jedoch stellte sich die Frage, ob Eap
auch an andere eukaryotische Zellrezeptoren als ICAM-1 binden kann und was nach Bindung
an/in den eukaryotischen Zellen passiert. So sollte die vorliegende Arbeit unter anderem
kldren, ob Eap durch Bindung lediglich an der Oberflidche der Zellen verbleibt oder aktiv in
das Zytoplasma der Endothelzellen aufgenommen wird. Dariiber hinaus sollte untersucht
werden, ob Eap iiber die Endothelzellen hinaus in die ECM, bzw. das Nabelschnurgewebe
aufgenommen wird. Aulerdem wurde die Lokalisation von Eap nach Aufnahme in die Zelle
beziiglich der Verteilung im Zytoplasma und eventueller Lokalisation im Nucleus analysiert.

Daher wurde in dieser Arbeit die Aufnahme von Eap in makrovaskulire
Endothelzellen in vitro und ex vivo die Interaktionen von Eap mit der GefaBwand in der

Nabelschnur untersucht. Dabei sollten folgende Fragen geklart werden:

1) Unter welchen Bedingungen wird Eap von Endothelzellen in das Zytoplasma
aufgenommen?
1) Kann Heparin eine Aufnahme von Eap verhindern?

1i1) Welchen Einfluss auf die Aufnahme haben Heparansulfate auf der Zelloberflache?

v) Gibt es noch andere Bindungspartner fiir Eap?

V) Erhoht Eap die Permeabilitdt des Endothels und erleichtert so den Durchtritt
toxischer Substanzen?

vi) Wo genau innerhalb der Zelle ist Eap nach der Aufnahme lokalisiert?

vii)  Befindet Eap sich nach der Aufnahme auch in der ECM bzw. iiber das Endothel

hinausgehend auch im subendothelialen Nabelschnurgewebe?
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Es wurde untersucht, i) wie sich die Aufnahme von Eap bei verschiedenen
Konzentrationen unterscheidet und ob niedrige Temperaturen von 4 °C eine Aufnahme
reduzieren konnen. Ebenso wurde untersucht, ii) ob Heparin einen FEinfluss auf die
Internalisation von Eap hat, denn in friiheren Arbeiten konnte u.a. gezeigt werden, dass
Heparin Eap aus seiner Bindung mit ICAM-1 verdringen kann. Es wurde der Frage
nachgegangen, ob es einen Unterschied gibt, wenn Eap gleichzeitig mit Heparin inkubiert
wurde oder wenn nach der Eap-Inkubation die Zellen bzw. die Nabelschnurvene mit Heparin-
haltigem Puffer gewaschen wurden. AuBlerdem wurde analysiert, iii) welche Rolle
Heparansulfate auf den Zelloberflachen bei der Aufnahme von Eap spielen, da diese haufig
die Endozytose von Stoffen vermitteln.

Bereits bekannt war, dass Eap an ICAM-1 bindet, daher sollte iliberpriift werden, iv) ob
es nicht noch andere Bindungspartner auf der Oberfliche der eukaryotischen Zellen gibt, wie
beispielsweise ,,Receptor for Advanced Glycation Endproducts” (RAGE) und ,Platelet
endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1). In diesem Zusammenhang sollte auch
erarbeitet werden, v) inwiefern sich durch eine eventuelle Anderung der PECAM-I-
Expression die Permeabilitit eines Endothelzell Monolayers éndert und so S. aureus Vorteile
verschafft, indem der Durchtritt z.B. toxischer Substanzen erleichtert wird. Als letzte Frage

wurde vi) der Lokalisation von Eap innerhalb der Zelle nachgegangen.
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2 Methodik

2.1 Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Bank durchgefiihrt (Holten Lamin Air,
Thermo Scientific). Die Endothelzellen wurden in einem Begasungsbrutschrank (Sanyo
Incubator MCO-17AIC) bei 37 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 97% und einem CO,-
Gehalt von 5% inkubiert und kultiviert. Die Isolierung von Primérzellen, deren
Weiterkultivierung sowie die ex vivo-Experimente mit Nabelschniiren wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Alle Materialien und Gerédte wurden vor ihrem Einsatz gereinigt,

desinfiziert, sterilisiert oder autoklaviert.

2.1.1 Isolierung von humanen makrovaskularen Endothelzellen aus der Nabelschnur

Die Nabelschniire wurden von Patientinnen der Frauenklinik des Universitdtsklinikums
GieBen zur Verfiigung gestellt. Alle Spenderinnen haben dazu ihr Einverstdndnis gegeben.
Der Ethikantrag zur Verwendung von Nabelschnurmaterial zu wissenschaftlichen Zwecken
wurde von der Gieflener Ethik-Kommission am 29.10.2009 genehmigt (Aktenzeichen
132/09).

Die humanen Endothelzellen der Umbilikalvene aus der Nabelschnur (,,human
umbilical cord vein cells*, HUVEC) wurden nach dem von Jaffe et al. (1973) etablierten
Protokoll isoliert (67). Die Nabelschnur wurde nach der Entbindung bei 4 °C gelagert und war
zum Zeitpunkt der Isolation nicht dlter als 24 Stunden. Gepufferte Salzlosung nach Hank
(,,Hanks buffered saline solution*, HBSS) und Kollagenase wurden vor ihrer Verwendung auf
37 °C erwéarmt. Zunichst wurde die Nabelschnur duBerlich gesdubert und danach die Vene
mit HBSS durchspiilt, um Verunreinigungen und Blutgerinnsel zu entfernen. Ein Ende der
Vene wurde mit einer Arterienklemme verschlossen und anschliefend Kollagenase injiziert.
Nach 20 min Inkubation bei 37 °C wurden die abgeldsten Endothelzellen mit HBSS in ein
50 ml-Réhrchen gespiilt, in dem Fetal Calf Serum (FCS) vorgelegt war. Sie wurden
anschlieend bei 1000 rpm (Heraeus Labofuge 400R) flinf Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit Endothel-Zellmedium resuspendiert. Die so
gewonnenen Endothelzellen wurden mit 20% FCS im Medium in eine kollagenbeschichtete
Zellkulturschale ausgesit und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden sie

mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen und mit frischem Endothel-Zellmedium
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(ohne zusitzliches FCS) inkubiert. Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 85-90% wurden

die Zellen fiir Experimente verwendet oder gesplittet.

2.1.2 Kultivierung der HUVEC

Die Endothelzellen wurden auf Kollagen-beschichtete Zellkulturschalen ausgesit (58 cm’;
Art.-Nr. 633971, Greiner). Sie wurden in ,,Endothelial Cell Basal Medium” (ECBM) (Art.-Nr.
C-22210, Promocell) kultiviert, dem Supplements (Art.-Nr. C-39210, Promocell) beigesetzt
waren (FCS 0,02 ml/ml, ,,Endothelial Cell Growth Supplement” (ECGS, bovine hypothalamic
extract) 0,004 ml/ml, ,,Basic Fibroblast Growth Factor” (bFGF) 1 ng/ml, Heparin 90 pg/ml,
Hydrocortison 1 pg/ml). Aulerdem wurden sie mit Penicillin und Streptomycin (Art.-Nr.
15070063, Invitrogen) versetzt, um Bakterienwachstum zu vermeiden.

War ein Konfluenzgrad von 85-90% erreicht, wurden die Zellen gesplittet, falls sie
nicht fiir Experimente verwendet wurden. Zum Splitten wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurde Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Losung
(TrypLE, Art.-Nr. A1217702, Invitrogen) dazu gegeben und fiir zwei bis drei Minuten bei
37 °C inkubiert. Nach der Kontrolle unter dem Mikroskop wurden die Schalen abgeklopft.
Die Ablosungsreaktion wurde mit Vollmedium abgestoppt und die Zellen in ein 50 ml-
Rohrchen iiberflihrt, um bei 1000 rpm (Heraeus Labofuge 400R) flinf Minuten zentrifugiert
zu werden. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit frischem HUVEC-Medium
resuspendiert. Sie wurden wiederum in Kollagen-beschichtete Zellkulturschalen ausgesit. Je
nachdem, wie oft die Zellen gesplittet wurden, wurden sie mit der entsprechenden Passage

versehen.

2.1.3 Zellzahlbestimmung

Eine Zellzahlbestimmung musste vor dem Aussden fiir die Experimente vorgenommen
werden. Dazu wurde ein Cell Analyser System (CASY Cell Counter System Model DT.
Schaerfe-System. Reutlingen) verwendet.

Es wurden jeweils 20 ul der trypsinierten, in Medium aufgenommen Zellen zu 10 ml
isotonischer Losung (CASY Ton, Art.-Nr. 2501037, Omni Life Science, Bremen) gegeben.
Der Counter fiihrt drei Messvorginge durch, indem er jeweils die Zellzahl in einem
bestimmten Volumen der Losung misst. Das Ergebnis der Messung wird als GroBenverteilung

am Computer dargestellt.
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2.2 Inkubation mit Eap

2.2.1 Eap

Fir die Eap-Isolation wurden zunichst S.aureus vom Stamm Newman in einer
Ubernachtkultur angesetzt. Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert und die Bakterien mit
Lithium-Chlorid lysiert. Durch weitere Zentrifugation erhielt man den Eap enthaltenden
bakteriellen Uberstand. Der vorgereinigte Rohextrakt wurde uns freundlicherweise aus dem
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universititsklinikums des
Saarlandes aus Homburg zur Verfiigung gestellt.

In Gielen fand die endgiiltige Aufreinigung durch ,Fast Protein Liquid
Chromatography* (FPLC) statt. Zunichst wurde ein Kationenaustausch durch die Mono S ™
(GE Healthcare Life Sciences) und anschlieBend eine Gelfiltration mit der Superdex 200 HR
(GE Healthcare Life Sciences) durchgefiihrt. Durch Ultrazentrifugation mit Amicon Ultra-
Filtern (Millipore) wurde die Eap-Losung aufkonzentriert und das fiir die Experimente
verwendete Eap in Hepes Buffered Saline (HBS) geldst.

Fiir die Bindungsassays (siche Kapitel 2.5) wurde Eap biotinyliert. Biotin ist ein
Vitamin, das eine hohe Affinitdt zu Avidin und Streptavidin besitzt. Da es mit 244 Da relativ
klein ist, kann es an viele Proteine konjugiert werden, ohne dass sich deren biologische
Aktivitit dndert. Biotin wird {liber eine Amid-Bindung an Lysinreste des Proteins gebunden
(5). Zur Biotinylierung von Eap wurde das EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation Kit von Pierce,
Thermo Fisher Scientific, Bonn, verwendet.

Damit eine addquate Bindung des Biotins an Eap ermdglicht wird, muss Biotin im 20-
fachen Uberschuss dazugegeben werden. Zu 500 pl Eap mit der Konzentration 2,97 mg/ml
Eap wurde 46,01 pl einer 10 mM Sulfo-NHS-Biotin Losung in Ultra Pure Water (UPW)
gegeben. Diese Werte konnten laut der Gebrauchsanleitung des Biotinylierungs-Kits ermittelt
werden. Wichtig ist, dass Eap nicht in einem Puffer geldst ist, der primidre Amine enthilt, z.B.
Tris Buffered Saline (TBS), da diese die Bindungsreaktion behindern kénnen. In diesem Fall
war Eap in HBS gelost. Der Ansatz wurde zwei Stunden auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurde das iiberschiissige, nicht gebundene Biotin durch Dialyse mittels einer Zeba Desalt
Spin column entfernt. Dazu wurde der Biotinylierungsansatz bei 1000 g zentrifugiert und mit
PBS gewaschen.

Um den Erfolg der Biotinylierung zu testen, wurde der ,,4'-hydroxyazobenzene-2-
carboxylic acid“ (HABA) Assay angewendet. Das biotinylierte Eap wurde zu einer

Verbindung aus HABA und Avidin gegeben. Da Avidin eine hohere Affinitit zu Biotin als zu
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HABA hat, wird dieses aus der Verbindung verdringt. Uber die Absorption bei 500 nm im
ELISA-Reader konnte man die Anzahl der gebundenen Biotin-Molekiile an ein Eap-Molekiil
bestimmen. Zusitzlich wurde die Biotinylierung mittels Western Blot kontrolliert.

Fiir die in vitro-Experimente wurden konfluente HUVEC verwendet. Zu Beginn
wurden die Zellen mit ECBM + 0,1% Bovines Serum Albumin (BSA) gewaschen und danach
mit Eap in unterschiedlichen Konzentrationen und unter verschiedenen Bedingungen

stimuliert.

2.2.2 Verschiedene Eap-Konzentrationen

Bei Experimenten mit HUVEC-Monolayern wurde 1, 5, 10 oder 20 pg/ml Eap in ECBM +
0,1% BSA auf die Zellen gegeben und drei Stunden bei 37 °C inkubiert.

Die Nabelschniire wurden nach der Entbindung bei 4 °C gelagert und zeitnah (eine bis
drei Stunden) weiterverarbeitet. AuBerlich wurden sie mit PBS gesdubert und die
V. umbilicalis iiber eine Kaniile mit HBSS (Promocell) durchspiilt. Danach wurde unter
verschiedenen Bedingungen mit Eap inkubiert. Dafiir wurde 2 cm hinter der Knopfkaniile die
Nabelschnur mit einem Kabelbinder abgeklemmt und 1, 5, 10 oder 20 pg/ml Eap in PBS iiber
die Knopfkaniile in die V. umbilicalis injiziert. Nach der Injektion wurde die Nabelschnur
kurz vor der Knopfkaniile ebenfalls mit einem Kabelbinder verschlossen, die Knopfkaniile
entfernt und das entsprechende Stiick von der Nabelschnur abgeschnitten. Die Nabelschnur
wurde drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte

Nabelschnurstiicke.

2.2.3 Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen

Die Zellen wurden gewaschen, Eap in den entsprechenden Konzentrationen in
ECBM + 0,1% BSA auf die Zellen gegeben und drei Stunden entweder bei 4 °C, bei
Raumtemperatur (RT) oder bei 37 °C inkubiert. Die Behandlung der Nabelschnur erfolgte
analog, d.h. die Nabelschnursegmente wurden nach Injektion von 20 pg/ml Eap bei 4 °C, RT
bzw. 37 °C inkubiert.

2.2.4 Heparin im Inkubationsmedium bzw. Waschpuffer

Fiir eine gleichzeitige Inkubation von Eap und unfraktioniertem Heparin (Heparin-Natrium,
ratiopharm), wurden in ECBM + 0,1% BSA neben Eap auch 10 pg/ml Heparin geldst, das
entspricht etwas mehr als 0,1 I.LE./ml Heparin. Als weitere Bedingung erfolgte eine alleinige
Inkubation mit Eap und anschlieBendes Waschen mit 10 pg/ml Heparin im Waschpuffer PBS.
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Ebenso wurde mit der V. umbilicalis der Nabelschnur verfahren. 20 pg/ml Eap wurden
zusammen mit 10 pg/ml Heparin drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Auflerdem wurde nach

Inkubation von 20 pg/ml Eap mit 10 pg/ml Heparin in PBS gewaschen.

2.2.5 Einfluss von Heparinase 111

Vor der Eap-Stimulation, wurden die Zellen mit Heparinase III vorbehandelt. Heparinase III
spaltet ausschlieflich das auf der Zelloberfliche vorhandene Heparansulfat und kein
unfraktioniertes Heparin bzw. niedermolekulares Heparin. Die HUVEC wurden mit 1 U/ml
Heparinase III in PBS eine Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde einmal mit 10%
Glycin in PBS sowie einmal mit PBS gewaschen, um sicher zu gehen, dass alle
Heparansulfate entfernt wurden. Dann wurde Eap in ECBM + 0,1% BSA fiir drei Stunden bei
37 °C auf die Zellen gegeben werden. Fiir die ex vivo-Experimente erfolgte ebenfalls vor der
Inkubation mit Eap eine Vorinkubation mit 1 U/ml Heparinase IIl in PBS bei 37 °C.
Anschliefend wurde die Nabelschnur mit 10% Glycin in PBS, und danach mit HBSS
durchspiilt. Nach Injektion von 20 pg/ml Eap in PBS wurde drei Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.6 Eap in der Extrazellularen Matrix

Die HUVEC wurden drei Stunden mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap in ECBM + 0,1% BSA bei
37 °C inkubiert, mit PBS gewaschen und die Zellen entfernt. Dazu wurden die Zellen fiir
10 min mit 1% Triton X-100 in PBS bei RT permeabilisiert, anschlieBend die Ldsung
abgenommen und die Zellen abgeldst, indem fiir fiinf Minuten mit 20 mM NH; in Aqua dest.
inkubiert wurde (45). Die Losung wurde abgenommen. Die ECM wurde mit ECBM + 0,1%
BSA gewaschen, fixiert und angefarbt (Kapitel 2.3).

2.2.7 Zeitverlauf

In die V. umbilicalis wurden 20 pg/ml Eap in PBS injiziert und Proben genommen nach

15 min, 30 min, einer Stunde, zwei Stunden, drei Stunden, vier Stunden und fiinf Stunden.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Zellen fur die Immunhistochemie

Fiir die Experimente wurden HUVEC von Passage null (frisch isoliert) bis drei verwendet.

Die Zellen wurden gewaschen und trypsiniert. Sie wurden in frischem HUVEC-Medium
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resuspendiert. Fiir die immunhistochemischen Experimente wurden 50.000 Zellen pro
Kollagen-beschichtete Objekttrager mit Zellkulturkammern (Chamber slides) ausgesdt. Am

nichsten Tag wurde iiberpriift, ob die Zellen konfluent waren.

2.3.2 Fixierung
2.3.2.1 Fixierung der HUVEC

Nach der Stimulation bzw. Inkubation mit Eap (sieche Kapitel 2.2) wurden die Zellen
vorsichtig mit PBS gewaschen und anschlieBend mit eiskaltem Methanol/Aceton-Gemisch
(1:1) bei Raumtemperatur 15 min fixiert. Bei der Methanol-Aceton-Fixierung werden die
Zellen, im Gegensatz zu einer Fixierung mit Paraformaldehyd, permeabilisiert, so dass

Strukturen im Zellinneren analysiert werden konnen (25).
2.3.2.2 Fixierung der Nabelschnur

Die Fixierung der Nabelschnurpridparate erfolgte mit dem “Hepes Glutamic Acid Buffer
Mediated Organic Solvent Protection Effect” (HOPE®) (DCS Diagnostics, Hamburg).
HOPE® ist eine relativ neue Methode der Fixierung, bei der die native Struktur von
Makromolekiilen weitgehend erhalten bleibt. Eine Quervernetzung der Molekiilstrukturen im
Gewebe bleibt aus, da kein Alkohol oder Aldehyde, wie z.B. Formalin, verwendet werden. Es
konnen Antikorper eingesetzt werden, die bisher nur als , kryogingig™ charakterisiert waren,
und die deshalb vorher nur eingeschrinkt oder mit Vorbehandlung eingesetzt werden konnten
(40, 112).

Als Gewebeprobe wurde ein ca. § mm breites Stiick der Nabelschnur entnommen, und
zwar ein unbehandeltes Stiick als Kontrolle und jeweils ein Stiick aus der Mitte der mit Eap
inkubierten Nabelschnurabschnitte. Sie wurden mit PBS, bzw. mit PBS und Heparin (siche
Kapitel 2.3), gewaschen. Zur Fixierung wurden die Proben in eiskalte HOPE® I - Losung
gegeben und 18 bis 42 Stunden iiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Die Gewebeproben
wurden zur Dehydratisierung zwei Stunden in HOPE® II/Aceton - Lésung (1:1000) und
danach dreimal zwei Stunden in reines Aceton gegeben. AnschlieBend wurden sie zur
Einbettung iiber Nacht in fliissiges Paraffin bei 54 °C gegeben und am nédchsten Tag
eingebettet in spezielle Priparatetriger fiir das Mikrotom. Die eingebetteten Gewebeproben

wurden bis zum Schneiden bei 4 °C gelagert.
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2.3.3 Herstellung von Gewebeschnitten der Nabelschnur

Aus den in Paraffin fixierten Gewebestiicken wurden mit dem Mikrotom 4 pm dicke Schnitte
hergestellt. Diese wurden zum Strecken in ein Wasserbad mit 37 °C tiberfiihrt und danach auf
Adhésivobjekttrager (Super Frost Plus, Langenbrinck) aufgezogen. Gelagert wurden sie bei
4 °C. Freundlicherweise durfte das Mikrotom in der Frauenklinik der Universitit Gieflen

benutzt werden.

2.3.4 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfiarbung erfolgte nach der indirekten Methode. Hierfiir wird zunéchst
der spezifische Primérantikorper auf die Zellen aufgebracht. AnschlieBend folgt die
Inkubation mit dem Sekundirantikorper, der sich gegen den Primédrantikérper richtet. Der
Sekundérantikdrper ist mit einem Fluorochrom konjugiert und die Féarbung lésst sich so im

Fluoreszenzmikroskop nachweisen (Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz
. Der Sekundérantikorper (griin) bindet an den
spezifischen  Primérantikdrper  (blau).  Der

Sekundérantikdrper ist mit einem Fluorochrom

(gelb) konjugiert.

2.3.4.1 Immunfluoreszenzfarbung der Zellen

Die Zellen wurden nach der Eap-Inkubation mit Tris Buffered Saline (TBS) gewaschen und
eine Stunde bei Raumtemperatur mit 3% BSA/TBS-Tween (TBS-T) geblockt, um
unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Danach wurden sie mit PBS gewaschen. Der
Primirantikdrper wurde in entsprechender Verdiinnung (Tab.2.1) in 1% BSA/TBS-T

angesetzt und entweder bei 4 °C iiber Nacht oder eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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An Stelle des Primérantikdrpers wurden bei jedem Férbevorgang auch Zellen mit
einem Kontrollantikérper inkubiert, um spéter auszuschlieBen, dass die Férbungen durch
unspezifische Bindungen hervorgerufen werden. Nach der Inkubation des Primér- bzw. des
Kontrollantikorpers wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Darauf folgte die Detektion mit
dem Sekundirantikorper. Dieser wurde speziesspezifisch zum Primédrantikdrper in
1% BSA/TBS-T eine Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert. Je nachdem welches Fluorochrom,
entweder Alexa Fluor® 488 oder Alexa Fluor® 555, man verwendete, leuchtete das Signal im
Mikroskop spéter rot (Anregung bei 553 nm; Emission bei 568 nm) oder griin (Anregung bei

493 nm, Emission bei 520 nm).

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete Antikorper zur Farbung der HUVEC

Verdinnung Hersteller

Primarantikdrper

Eap F3H04 Monoclonal, mouse 1:300 Inhibitex
PECAM-1 Monoclonal, mouse 1:100 DAKO

Sekundarantikdrper

Alexa Fluor® 488  Donkey, anti-mouse 1:400 Invitrogen

Alexa Fluor® 555  Donkey, anti-mouse 1:400 Invitrogen

Nach der Inkubation mit dem Sekundérantikorper wurde nochmals mit PBS gewaschen. Dies
geschah im Dunkeln, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz der Sekunddrantikdrper zu
vermeiden. Dann wurde vorsichtig die Kammer mit der Dichtung vom Objekttriager entfernt
werden und die iiberschiissige Feuchtigkeit abgesaugt. Als letzter Schritt konnten nun die
Zellen mit Vectashield inclusive 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Farbung eingedeckt
werden. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der die DNA markiert, indem er sich in AT-reiche
Regionen der DNA setzt (140) und sich somit zur Kernfiarbung eignet. Nach 30 min wurden
die Deckglédser auf den Objekttragern mit Nagellack abgedichtet. Bei Verwendung der IBIDI-
Slides fiir die Konfokalmikroskopie folgte nach der Farbung mit dem Sekundérantikorper
noch eine Kernfarbung mittels Hoechst-Farbstoff. AnschlieBend wurde mit ProLong Gold
eingedeckt. Die Préparate wurden bei 4 °C und dunkel gelagert.
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2.3.4.2 Immunfluoreszenzfarbung der Nabelschnur

Zur Entparaffinierung wurden die Objekttriger mit den Schnitten in eine Kiivette mit 60 °C
warmem Isopropanol gestellt und anschliefend mit frischem 60 °C warmem Isopropanol
griindlich gespiilt. Danach wurden sie durch 70%-iges kiihlschrankkaltes Aceton
rehydratisiert und zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Zum Ausgleich des
pH-Wertes und des Salzgehaltes wurde anschlieBend mit PBS gewaschen.

Nach dem Waschen wurden die Objekttriager einzeln entnommen, seitlich auf Zellstoff
ausgeklopft und die Riickseite mit Zellstoff getrocknet. Das Gewebe wurde mit einem
Fettstift, dem PAP pen, zweimal umrandet, um ein Ablaufen der Antikorper-Losungen zu
verhindern. Danach wurden die Objekttrager in eine mit feuchten Papiertiichern ausgelegte
Immunbhistokiivette gelegt, so dass eine feuchte Kammer entstand. Um unspezifische
Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, wurden die Schnitte mit Blockpuffer (PBS +
0,1% Triton + 10% Donkey-Serum) inkubiert. Nach dem Blocken wurde der
Primdrantikérper in jeweils entsprechender Verdiinnung im Antikérper-Puffer (PBS +
0,1% Triton + 1% Donkey-Serum) aufgetragen (Tab. 2.2) und entweder bei 4 °C iiber Nacht

oder eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 2.2: In der Arbeit verwendete Antikorper zur Farbung der Nabelschnur

Verdinnung Hersteller

Primarantikorper

Eap F3H04 Monoclonal, mouse 1:300 Inhibitex
PECAM-1 Monoclonal, mouse 1:100 DAKO
ICAM-1 Monoclonal, mouse 1:50 Santa Cruz

Sekundarantikdrper

Alexa Fluor® 488  Donkey, anti-mouse 1:400 Invitrogen

Alexa Fluor® 555  Donkey, anti-mouse 1:400 Invitrogen

Bei jedem Farbeschritt wurden auch hier wieder Préparate mit Kontrollantikdrpern inkubiert,
um unspezifische Farbungen auszuschlieen. Aulerdem wurden die Nabelschnursprdparate

zusétzlich als Positivkontrolle gegen den von Willebrand-Faktor (vWF) gefarbt.
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Danach wurden die Schnitte mit PBS gewaschen. Der Sekundérantikorper (siehe
Tab. 2.2) wurde in entsprechender Verdiinnung in PBS auf das Gewebe aufgetragen und eine
Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde wiederum mit PBS gewaschen. Die
Gegenfarbung erfolgte mittels Hoechst-Farbstoff. Sie wurde in TBS mit pH-Wert 7,6 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurde mit PBS gewaschen und das Gewebe mit
ProLong Gold luftblasenfrei abgedeckt und mit Nagellack abgedichtet. Die Lagerung der
Objekttrager erfolgte bei 4 °C.

2.3.5 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen
2.3.5.1 Fluoreszenzmikroskop

Durch die Fluoreszenzmikroskopie konnen biologische Proben detailliert abgebildet werden
und man erhdlt rdumliche Informationen {iber die Probe. Das Konzept der
Fluoreszenzmikroskopie besteht darin, dass die Fluorochrome anzuregen durch Licht einer
bestimmten Wellenldnge und danach das Anregungslicht vom entstehenden Fluoreszenzlicht
optisch zu trennen. Das Fluoreszenzlicht ist durch die Stokesverschiebung meist langwelliger

(83) und kann auf einem Detektor abgebildet werden (Abb. 2.2).

Do Abb. 2.2: Prinzip eines Fluoreszenz-
mikroskopes
Ty Die Lichtquelle wird durch einen Filter in
L S ) duerlite ein Anregungslicht bestimmter Wellen-
T _.-'“'x linge zerlegt. Dieses wird iiber den

Strahlteiler durch das Objektiv auf das

Préparat gelenkt und regt die Fluorochrome

T e
E an, deren entstehendes Fluoreszenzlicht
. - e wird dann iiber das Okular wahrgenommen
s .
Arreyangatite (Detektion).

B HE

Die Auswertung der Farbungen, ex vivo sowie in vitro, erfolgte zundchst am

Fluoreszenzmikroskop Leica DMR mit der Software Metamorph. So konnte ein Uberblick
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iiber die Ergebnisse erlangt werden, und anschlieBend die Préparate ggf. noch am

Konfokalmikroskop betrachtet werden.
2.3.5.2 Konfokales Lasermikroskop

Die konfokale Mikroskopie beruht auf dem von Marvin Minsky entwickelten und 1961
patentierten ,,zweifach fokussierendem Objekt-Raster-Mikroskop®. Bei einem konfokalen
Mikroskop (Abb. 2.3) wird nur ein Fleck erleuchtet und nicht, wie bei der normalen
Auflichtmikroskopie, das gesamte Prdparat gleichméBig (94). So wird die Entstehung von
Streulicht verringert. Da allerdings auch Licht von den Bereichen ober- und unterhalb der
Zielebene gestreut wird, gibt es eine auf die Zielebene abgestimmte Lochblende (pinhole)
(119), die das von der Zielebene reflektierte Licht auf den Detektor leitet. Somit werden die
Strahlen der Bereiche ober- und unterhalb der Zielebene eliminiert und ein scharfes Bild einer
bestimmten Zielebene erzeugt. Durch Abtasten des Praparates im Rasterverfahren entsteht das

Bild einer kompletten Schnittebene (94).

Abb. 2.3: Prinzip eines Konfokal-
mikroskopes

Laser Durch einen Laser wird nur ein
bestimmter Punkt auf einer bestimmt

Pointwise Ebene (Focal Plane (rot)) erleuchtet.
| [llUmination

Die Fluoreszenz, die von dieser
Beamsplitter Ebene ausgeht, wird {iber die

Garfoeal  Detector Lochblende (Confocal Pinhole) auf

| den Detektor geleitet und wird

Pointwise . .
i Detection abgebildet. Dagegen gelangt die
Fluoreszenz, die von den Ebenen
iiber und unter der Zielebene liegen
| (grin und blau) nicht durch die
£ | Objectiv Lens ) )
LT _ Lochblende, und wird absorbiert.
............. _. :_.____________ Above Focal-Flane (Out of focus)
7 memmmm e ———— - =wsssmewme Focal-Plane (infocus)
"""""""""" fremmssmmamsss==== Below Focal-Plane (Out of foous)

Sample (X.%.2}

Ein konfokales Lasermikroskop (NIKON Eclipse TE2000-E) mit der Clplus/Clsi
Control software EZ-C1 (Version 3.80) (NIKON) wurde zur Auswertung der in vitro-
Préaparate verwendet. Die Zelle wurde in mehreren Ebenen untersucht. Bestimmte Zielebenen
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wurden schérfer abgebildet als mit dem Fluoreszenzmikroskop. Das Konfokalmikroskop
wurde zur Analyse der Lokalisation von Eap innerhalb der Zelle bei den in vitro-

Experimenten benutzt.
2.3.5.3 Quantifizierung

Um die optischen Ergebnisse statistisch zu erfassen, wurden die Farbungen mit der Software
Metamorph quantifiziert. Die untersuchten Immunfluoreszenzbilder sind aufler im
Ergebnisteil auch im Anhang aufgefiihrt. Da die ex vivo-Bilder Querschnittsaufnahmen
darstellen, wurden zur Quantifizierung der Nabelschnurabbildungen Bilder mit ann&hernd
gleicher Lange des darauf abgebildeten Endothels verglichen. Die in vitro-Bilder zeigen einen
Endothelzell Monolayer, daher wurden Ausschnitte gleicher Grofle des Zytoplasmas der
HUVEC quantifiziert. Der Bereich des Farbenspektrums war bei jeder Messung identisch.
Anschlieend wurden die Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen ermittelt (siche

Kapitel 2.6).

2.4 Zellulare Permeabilitat

Um den Einfluss von Eap auf die Integritit eines HUVEC-Monolayers zu untersuchen, wurde
ein Permeabilititsassay durchgefiihrt und die Expression von PECAM-1 nach Eap-Inkubation

untersucht.

2.4.1 Permeabilitatsassay

2.4.1.1 Stimulation

Kollagen-benetzte Membranfilter (Millipore) mit einer Porengrofle von 0,4 um wurden in
eine 24-well Platte gesetzt. Sechs Tage vor dem Experiment wurden 70.000 Zellen pro Filter
ausgesiat. Es wurden HUVEC der ersten und zweiten Passage verwendet. Es erfolgte jeden
Tag ein Mediumwechsel. Fiir den Leerwert wurden auf einen Filter keine Zellen ausgeséit. Am
Tag des Experiments wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. 1, 5, 10 und 20 pg/ml
Eap in PBS wurden ins untere Well und in den Filter pipettiert. Dann wurde drei Stunden bei
37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC)-
konjugiertes Dextran der Grofle 10 kDa in den Filter gegeben.
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2.4.1.2 Auswertung

Nach 120 min wurde Medium aus dem unteren Well entnommen und in eine 96-Well Platte
iibertragen. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz gemessen mit dem Fluoreszenz
Mikroplatten Reader FLx800 (Bio Tek Instruments). Die Anregung geschah bei einer
Wellenldnge von 485 nm, und die Emission betrug 528 nm. Fiir die Auswertung wurde die

KC4™ Data Analysis Software (BioTek) benutzt.

2.4.2 Darstellung von PECAM-1

Die Darstellung von PECAM-1 erfolgte per Immunfluoreszenzfiarbung (Kapitel 2.3). Ein
konfluenter HUVEC Monolayer wurde drei Stunden mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap inkubiert
und anschlieend PECAM-1 mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle
fiir Adhésionsverluste diente Thrombin. Denn Thrombin erhéht die Permeabilitit von
Endothelzellen und fithrt zu Adhésionsverlusten (35, 36). Fiir die Behandlung mit Thrombin
wurden die Zellen eine Stunde bei 37 °C mit 3 U/ml Thrombin in PBS inkubiert.

2.5 HUVEC-Bindungsassay

Um die Bindung von Eap an HUVEC zu untersuchen und zu quantifizieren, wurde ein
Bindungsassay mittels Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Abb. 2.4)
durchgefiihrt. Auf einer Mikrotiterplatte wird ein HUVEC Monolayer kultiviert, und dazu das
Substrat, in diesem Fall biotinyliertes Eap, gegeben. Danach wird ein Detektionsantikorper,
hier Streptavidin, das Horseradish-Peroxidase (HRP)-gekoppelt ist, hinzugegeben. Das
Streptavidin bindet an das Biotin des Eaps. Durch Tetrametylbenzidin (TMB) und
anschlieBende Zugabe von Schwefelsdure wird ein Farbumschlag erzeugt, der proportional

zum gebundenen Eap ist.

Abb. 2.4: Prinzip eines Sandwich-ELISA

v = ! 4 = An die Zellen bindet biotinyliertes Eap (3).
2.:1 Streptavidin, das HRP-gekoppelt ist, bindet an
L ,Jt * das Biotin des Eap (4) und durch Zugabe von
IJLL jz I)Jl% TMB und Schwefelsdure kommt es zu einem
4 4 s s Farbumschlag (5).
LA D SR
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2.5.1 Bindung des biotinylierten Eap an HUVEC

Die HUVEC wurden ein Tag vor dem Experiment auf eine 96—Well Platte mit 15.000 Zellen
pro Well ausgesit. Fiir die Experimente wurden konfluente HUVEC verwendet. Am Tag des
Experiments wurden die Zellen mit ECBM + 0,1% BSA gewaschen. Danach wurde
biotinyliertes Eap (siche Kapitel 2.2.1) unter verschiedenen Bedingungen zu den Zellen

gegeben. Die Bedingungen wurden jeweils in Triplikaten durchgefiihrt:
e Eap in verschiedenen Konzentrationen (0,01 bis 0,5 pg/ml)
e Eap zusammen mit 10 pg/ml Heparin

e Zeitverlauf: Inkubation mit 0,05 pg/ml Eap und 0,1 pg/ml Eap von 15 min bis
5 Stunden

e Inkubation bei 4 °C und 37 °C

e Vor der der Inkubation mit Eap erfolgte eine Vorinkubation mit 10 pg/ml Heparin

Die Vorinkubation wurde eine Stunde bei 37 °C in ECBM + 0,1% BSA durchgefiihrt. Die
Inkubationszeit betrug (auBler bei den Zeitverldufen) drei Stunden. Anschlieend wurde mit
ECBM gewaschen. AnschlieBend wurde der Detektionsantikorper Streptavidin in PBS
dazugegeben und 45 min inkubiert und mit PBS gewaschen. Danach konnte entwickelt und

ausgewertet werden.

2.5.2 Entwicklung und Auswertung

TMB-Losung und Peroxid-Losung wurden kurz vor der Verwendung im Verhiltnis 1:1
gemischt und in die Wells pipettiert. Die blaue Farbentwicklung wurde nach ca. fiinf Minuten
gestoppt, indem 2 M H,SO4 hinzugefiigt wurden. Es gab einen Farbumschlag in eine gelbe
Féarbung, deren Absorption bei 450 nm gemessen werden konnte. Die Messung erfolgte im
Anschluss an die Entwicklung. Benutzt wurde der Absorptions Reader fiir Mikroplatten
ELx808 (BioTek Instruments) und die KC4™ Data Analysis Software (BioTek).

2.6 Auswertung und Statitistik

Fiir die Quantifizierung der Immunfluoreszenz-Experimente wurden die im Anhang (Kapitel
9.2) aufgefiihrten Bilder herangezogen. Die ex vivo- und in vitro-Experimente wurden mit

jeder Bedingung mindestens dreimal wiederholt. Die Ergebnisse waren reproduzierbar.
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Obwohl die Methode einige Unsicherheitsfaktoren enthilt (siehe Einleitung Kapitel 4),
erlaubten die entsprechenden Fallzahlen eine Interpretation der Ergebnisse.

Die Bindungsassays wurden vier- bzw. fiinfmal wiederholt, wobei jede Bedingung in
dem einzelnen Experiment in Triplikaten durchgefiihrt wurde.

Die angegebenen Standardabweichungen (s) fiir die Werte der Quantifizierung sowie

der Bindungsassays wurden mit folgender Formel berechnet:

- 1> (x—x)
M

Dabei entsprach x dem Mittelwert der Quantifizierungs- bzw. Absorptionswerte und n der

Anzahl der quantifizierten Bilder bzw. der Absorptionswerte.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Aceton Roth, Karlsruhe

Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe
IgG

Alexa Fluor® 555 donkey anti-mouse Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe
IgG

Roth, Karlsruhe

Ammoniumchlorid

anti-Eap-Antikorper Inhibitex, R& D Facility, Alpharetta, Georgia,
(Monoklonal,Maus) USA

anti-ICAM-1-Antikorper Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
(Monoklonal,Maus)

anti-PECAM-1-Antikorper DAKO Cytomation, Hamburg
(Monoklonal,Maus)

Bovine Serum Albumin Sigma Aldrich, Taufkirchen

Collagen Typ I BD Biosciences, Heidelberg
Collagenase Worthington, Lakewood, USA
Endothelial Cell Basal Medium Promocell, Heidelberg

+ Supplement Pack (Fetal Calf Serum
5%, Epidermial Groth Factor, Basic
Fibroblast Growth Factor, Heparin,
Hydrocortisone)

FEthanol Roth, Karlsruhe

EZ-Link-Sulfo-NHS-Biotinylation Kit Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn

Fetal bovine serum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Bonn

Hanks'Buffered Saline (HBSS) Promocell, Heidelberg

Heparin Ratiopharm, Ulm

Heparinase 111 Sigma Aldrich, Taufkirchen

Hoechst-Farbung Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe
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HOPE®™I + II Lésungen

Human umbilical vein endothelial cells

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Mounting medium, Vectashield
Mouse control IgG
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Paraffin

Penicillin

Prolong

Schwefelsdure

Streptavidin, HRP-gekoppelt
Streptomycin

Thrombin

TMB Substrate Kit
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton-X 100

TrypLE™

Tween 20

Ultra Pure Water

DCS Diagnostics, Hamburg

Selbst isoliert

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Peterborough, UK
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

DCS Diagnostics, Hamburg

Invitrogen (Gibco), Karsruhe
Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

DAKOCytomation, Hamburg
Invitrogen (Gibco), Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Pierce, Fisher Thermo Scientific, Bonn
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen (Gibco), Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
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3.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

8-well-chamber slides

Bechergliser

Clplus/Clsi Control software EZ-C1
CASY Cell Counter System Model DT
Combitips plus(1.0, 2.5, 5.0 und 10 ml)
Drei-Wege-Hahn

Einbettkassetten

Eindeckglédser 18 x 18 mm
Eindeckglédser 24 x 60 mm

Einmal-Pipetten (2 ml, 5 ml,

25 ml, 50 ml)
Eppendorf Tubes (0.5, 1.0 und 2.0 ml)

Fluoreszenzmikroskop Leica DMR

FLx800™
Reader
Heraeus Instruments Labofuge 400 R

Fluorescence

Inkubator Sanyo MCO-17AIC
Kabelbinder

Kaniilen

KC4™ Data Analysis Software
Konfokalmikroskop Eclipse TE2000-E
Methamorph software 7.0

Mikroskop Wilowert 30

Mikrotom Leica RM

10 ml,

Microplate

NUNC, Rochester, USA (fiir
Fluoreszenzlmikroskopie)
Ibidi, Miinchen, (fiir Konfokalmikroskopie)

Schott, Mainz

NIKON, Diisseldorf

Schaerfe System, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

MAGYV GmbH, Rabenau-Londorf
Menzel, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Leica Microsystems, Wetzlar

Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall
Thermo Fisher Scientific, Bonn

Sanyo Laborgerite, Miinchen

Cimco, Remscheid

Terumo, Eschborn

Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall
NIKON, Diisseldorf

Molecular Devices, Ismaning

Hund, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar

43



Nagellack
PAP Pen (Fettstift)

Pipettenspitzen (2 pl, 20 pl, 200 pl,
1000 pl)

Polypropylen-Rohrchen 15 ml
Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Spritzen Luer lock (2 ml, 25 ml, 50 ml)
Steril-Bianke Holten Lamin Air
SuperFrost®-Objekttriger

Zellkulturschalen

Rival de Loop, Berlin
Beckman Coulter, Krefeld

Gilson, Limburg

Greiner bio-one, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg
Omnifix Braun, Melsungen
Thermo Fisher Scientific, Bonn
Langenbrinck, Emmendingen

Greiner bio-one, Frickenhausen
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4 Ergebnisse

Zunichst wurde die Bindung von Eap an makrovaskulire Endothelzellen (HUVEC)
untersucht. Dafiir wurden Bindungsassays mit biotinyliertem Eap an HUVEC durchgefiihrt,
die im ELISA-Verfahren ausgewertet wurden.

Neben der Bindung von Eap sollte auch die Aufnahme von Eap in Endothelzellen im
Hinblick auf verschiedene Aspekte untersucht werden. Untersucht wurde, inwiefern sich die
Aufnahme von Eap bei unterschiedlichen Inkubationszeiten, bei verschiedenen Temperaturen,
dem Einfluss von Heparin, nach Entfernung von Heparansulfaten auf der Zelloberfldche
dndert und welche Rolle die ECM spielt.

Dies wurde ex vivo, durch Experimente mit Gefalendothel der V. umbilicalis von
Nabelschniiren, sowie auch in vitro mit isolierten HUVEC durchgefiihrt. Eap wurde durch
indirekte Immunfluoreszenzfiarbung dargestellt. Nach der Inkubation mit Eap wurde ein gegen
Eap gerichteter Antikorper auf die Zellen bzw. die Nabelschnurschnitte gegeben und dieser
Primérantikdrper wurde wiederum von einem Sekundirantikdrper gebunden, der mit einem
Fluorochrom gekoppelt war. Daher war eine Fiarbung gleichzusetzen mit einer Bindung und
Aufnahme von Eap. Um die Ergebnisse zusitzlich graphisch darzustellen, wurden die
mikroskopischen Aufnahmen der Férbungen mit der Software Metamorph quantifiziert.

Als Positivkontrolle der ex vivo-Experimente wurde bei jedem Farbeschritt zusitzlich
gegen den VWF geférbt, um sicher zu gehen, dass es sich um Endothel handelt und dieses
nicht bei der Durchfiihrung der Experimente beschidigt oder abgeldst wurde. Denn der vWF
wird neben Thrombozyten vor allem von Endothelzellen gebildet. Die Farbung gegen den
vWF fiel in allen Experimentreihen positiv aus, unabhéngig von einer Eap-Inkubation und
bestitigt damit, dass das Endothel zum Zeitpunkt der Experimente intakt war. Um
unspezifische Firbungen auszuschlieBen, wurde bei ebenfalls bei jedem Férbeschritt
zusitzlich ein Kontrollantikorper aufgetragen, der die Negativkontrolle darstellte. In Abb. 4.1
sind exemplarisch eine vVWF-Féarbung sowie Negativkontrollen der V. umbilicalis bzw. von
HUVEC dargestellt.

AuBerdem wurde untersucht, ob Eap einen Einfluss auf die Permeabilitit von HUVEC
hat. Dies wurde durch Permeabilititsassays, in denen der Durchfluss durch HUVEC-
Monolayer nach Eap-Inkubation bestimmt wurde, sowie durch die Darstellung von PECAM-1
und Anderung der Verteilung von PECAM-1 nach Eap-Inkubation durch Immunfluoreszenz

untersucht.
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Abb. 4.1: Positiv- und Negativkontrolle der V. umbilicalis bzw. HUVEC. Das Endothel der V. umbilicalis wurde
unbehandelt (AI) und nach Eap-Inkubation (A II) als Positivkontrolle gegen den vWF gefarbt.
Dementsprechend wurde auch die Positvkontrolle der unbehandelten (A III) bzw. mit Eap behandelten (A IV)
HUVEC durchgefiihrt. Die Negativkontrolle der unbehandelten (B I) und mit Eap inkubierten Nabelschnurvene
(B II) erfolgte durch Kontrollantikérper, genauso wie die Negativkontrolle der unbehandelten (B III) und mit
Eap (B IV) behandelten HUVEC.
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4.1 Die Bindung von Eap an HUVEC wird durch Heparin und bei 4 °C

reduziert.

Zunéchst wurde die Bindung von Eap an HUVEC durch Bindungsassays untersucht. Um die
Menge des gebundenen Eaps an HUVEC unter verschiedenen Bedingungen zu bestimmen,
wurden Bindungsassays an HUVEC Monolayern in 96-Well-Platten durchgefiihrt. Eap wurde
zuvor biotinyliert (siche Kapitel 2.2.1). So konnte nach der Eap-Inkubation mittels
Streptavidin und TMB ein Farbumschlag erzeugt werden, dessen Absorption gemessen wurde
und proportional zum gebundenen Eap war.

Je hoher die Konzentration von Eap wéhrend der Inkubation war, desto hoher war
auch die Menge des an HUVEC gebundenen Eaps. Besonders ab einer Konzentration von

0,02 ng/ml Eap zeigt die Kurve einen starken Anstieg (Abb. 4.2 ¢).
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Abb. 4.2: HUVEC-Eap-Bindungsassay (n=4) mit verschiedenen Konzentrationen und unter dem Einfluss von
Heparin. Die HUVEC wurden drei Stunden mit 0,01 bis 0,5 ug/ml biotinyliertem Eap, bzw. Eap gleichzeitig mit
10 pg/ml Heparin inkubiert. Aulerdem wurden HUVEC vor der Eap-Inkubation eine Stunde vorinkubiert mit
10 ug/ml Heparin. Die Bindung des biotinylierten Eaps an die Zellen wurde durch Absorption bei 450 nm im
ELISA Reader gemessen. Die schwarze Linie (#) stellt die alleinige Eap-Inkubation dar, wahrend die blaue Linie
(A) die Inkubation von Eap zusammen mit Heparin zeigt. Die rote Linie (®) gibt die Werte nach Vorinkubation
mit Heparin und anschlieBender Eap-Inkubation wieder. Abgebildet sind die Mittelwerte mit den

Standardabweichungen.
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Bei gleichzeitiger Inkubation von Eap und Heparin ist die Menge an gebundenem Eap
reduziert. Diese Reduktion ist ebenfalls abhidngig von der Menge des verwendeten Eaps
(Abb. 4.2 A).

Eine verringerte Eap-Bindung zeigte sich auch nach Vorinkubation mit Heparin. Der
Kurvenverlauf (Abb. 4.2 e) dhnelte dem der Kurve der gleichzeitigen Inkubation mit Eap und
Heparin.

Im Zeitverlauf der Eap-Inkubation (Abb. 4.3) zeigte sich sowohl bei Inkubation mit
0,05 pg/ml als auch bei 0,1 ng/ml Eap eine zunichst zeitabhdngige Steigerung der Menge an
gebundenem Eap, die sich nach 180 min jedoch nicht mehr stark dndert. AuBlerdem stellt sich
auch hier wieder die von der Eap-Konzentration abhingig héhere Bindung bei Inkubation mit

0,1 pg/ml Eap als bei 0,05 pg/ml dar.
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Abb. 4.3: HUVEC-Eap-Bindungsassay (n=3) im Zeitverlauf und bei verschiedenen Temperaturen. HUVEC
wurden von 15 min bis 5 Stunden mit 0,05 bzw. 0,1 ug/ml biotinyliertem Eap inkubiert. Dies geschah jeweils bei
37 °C und bei 4 °C. Die Bindung des biotinylierten Eaps an die Zellen wurde mittels Absorption bei 450 nm im
ELISA Reader gemessen. Die hellrote Linie (A) zeigt die Inkubation von 0,1 pg/ml Eap bei 37 °C und die
dunkelrote Linie (@) die Inkubation bei 4 °C. Die hellblaue Linie () stellt die Inkubation von 0,05 pg/ml Eap bei
37°C dar und die dunkelblaue Linie (m) bei 4°C. Abgebildet sind die Mittelwerte und deren

Standardabweichungen.
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Auch im Hinblick auf die Inkubationstemperaturen war ein Unterschied zu erkennen
(Abb. 4.3). Sowohl nach einer Inkubation von 0,05 pg/ml Eap als auch nach Inkubation mit
0,1 pg/ml Eap gab es jeweils eine erkennbar groflere Bindungsrate nach Inkubation bei 37 °C

als nach Inkubation bei 4 °C.

4.2 Die Aufnahme von Eap in Endothelzellen erfolgt

konzentrationsabhangig.

Um zu priifen, welche Konzentrationen fiir die Aufnahme von Eap eine Rolle spielen oder ob
es evtl. eine Sittigung gibt, wurden verschiedene Konzentrationen (1, 5, 10 und 20 pg/ml
Eap) eingesetzt. Die Aufnahme von Eap in Endothelzellen wurde durch
Immunfluoreszenzfarbung mittels anti-Eap-Antikorper dargestellt (sieche Kapitel 2.2:
Immunhistochemie).

Untersucht wurde die Aufnahme ex vivo (Abb. 4.4A), also die Aufnahme von Eap in
die Endothelzellen der V. umbilicalis der Nabelschnur, sowie in vitro (Abb. 4.4B), d.h. die
Aufnahme in einen Monolayer von HUVEC. Die Intensitdt der Farbung wurde quantifiziert
mit dem Programm Metamorph.

Die Unterschiede in der Intensitdt der Farbung sind ex vivo ausgeprégter als in vitro.
Bei Inkubation mit 1 pg/ml Eap (Abb. 4.4A 1) sind lediglich einzelne punktuelle Farbungen
(Pfeile in Abb. 4.4A 1) zu erkennen, wiahrend bei 5 ug/ml (Abb. 4.4A II) ein diinner, aber
durchgehender Saum auf den Endothelzellen zu erkennen ist. Wurde die Nabelschnur mit 10
bzw. 20 pg/ml Eap (Abb.4.4A 1l und IV) inkubiert, so war die Farbung nicht auf die
Endothel-Zellschicht beschrinkt, sondern Eap war auch im Nabelschnurgewebe iiber das
Endothel hinaus nachweisbar. Dies war bei Inkubation mit 20 ug/ml Eap ausgeprégter als bei
Inkubation mit 10 pg/ml Eap.

In vitro ist der Unterschied zwischen der Konzentration von 1 pg/ml Eap
(Abb.4.4B 1) und 5 pug/ml Eap (Abb.4.4BIIl) deutlich zu sehen. Die Kontrolle
(Abb. 4.4B 1) zeigt, dass der Antikdrper Eap-spezifisch ist, da die Kontrolle ungefarbt bleibt.
Bei Inkubation mit 1 pg/ml Eap sind in die Zellen nicht homogen gefarbt, wie bei 5, 10 und
20 pg/ml, sondern man sieht einzelne intrazelluldre punktuelle Farbungen. Bei Inkubation von
5 und 10 ug/ml Eap (Abb.4.4BIIl und IV) ist die Farbung &hnlich homogen. Der
Unterschied zeigt sich aber in der Intensitdt der Farbung, wie die Quantifizierung (Abb. 4.5)

zeigt.
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Abb. 4.4: Aufnahme von Eap in Endothelzellen. Die V.umbilicalis und makrovaskuldre Endothelzellen
(HUVEC) wurden nach dreistiindiger Eap-Inkubation immunhistochemisch gegen Eap gefdrbt. (A) Inkubation
der Nabelschnur mit (I) 1 pg/ml Eap, (II) 5 pg/ml Eap, (III) 10 pg/ml Eap und (IV) 20 pg/ml Eap. (B)
Inkubation der HUVEC (I) ohne Eap (II) 1 ug/ml Eap, (III) 5 ug/ml Eap und (IV) 10 pg/ml Eap. L = Lumen der
Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu sieche Anhang Kapitel 9.2.1.1 und 9.2.2.1)

Entspricht die Aufnahme von Eap bei Inkubation von 20 pg/ml Eap 100%, so waren es
in vitro bei Inkubation von 5 pg/ml Eap noch bei 60% und nach Inkubation mit 10 pg/ml Eap
noch 90%, die aufgenommen wurden.

Stirker war der Unterschied ex vivo, da die Aufnahme von Eap nach Inkubation von
5 ug/ml Eap nur knapp 20% dessen betrug, was nach Inkubation mit 20 ug/ml Eap

aufgenommen wurde.
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Abb. 4.5: Quantifizierung der Aufnahme von Eap in Endothelzellen. Die Nabelschnurvene bzw. die HUVEC
wurden drei Stunden mit 1, 5,10 und 20 pg/ml Eap inkubiert und immunhistochemisch angeféarbt. Die Farbung
wurde anschlieBend quantifiziert. Die hellblauen Siulen geben die Werte der Nabelschnur-Experimente und die
dunkelblauen Séulen die der in vitro-Experimente mit HUVEC wieder. Dargestellt sind die Mittelwerte der

Quantifizierung mit den Standardabweichungen.

4.3 1ICAM-1 und PECAM-1 werden nach Eap-Inkubation weniger

exprimiert.

ICAM-1 konnte als Bindungsstelle fiir Eap identifiziert werden. Daher sollte gepriift werden,
ob es nach Eap-Inkubation zu einer reduzierten Darstellung von ICAM-1 kommt, da durch
eine Blockade von Eap die anti-ICAM-1-Antikdrper nicht mehr binden kénnen aufgrund einer
Kompetition zwischen der Eap-Interaktion und der Antikdrper-Bindung ans Endothel.

Um zu untersuchen, inwiefern sich die Expression von ICAM-1 sowie PECAM-1 nach
Eap-Inkubation dndert, wurden sie nach Eap-Inkubation durch Immunfluoreszenzfiarbung
mittels anti-ICAM-1-Antikorper und anti-PECAM-1-Antikorper dargestellt. Quantifiziert
wurde die Farbung durch das Programm Metamorph.

In der Kontrolle ohne Eap-Behandlung (Abb. 4.6A I) war ICAM-1 durchgehend am
Endothel der V. umbilicalis erkennbar. Abhédngig von der Eap-Konzentration wéhrend der
Inkubation konnte ICAM-1 (Abb. 4.6A) reduziert dargestellt werden. So zeigte sich bei der
Quantifizierung (Abb. 4.7), dass nach Inkubation mit 20 pg/ml Eap (Abb. 4.6A IV) nur noch
5% des ICAM-1 angeférbt werden konnte, was bei der Kontrolle (Abb.4.6A I) zu sehen war.
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ICAM-1 war nicht mehr durchgingig verteilt, sondern lediglich noch vereinzelt (Pfeil in

Abb. 4.6A TV).
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Abb. 4.6: ICAM-1 und PECAM-1 nach Eap-Inkubation. ICAM-1 und PECAM-1 wurden nach dreistiindiger
Inkubation der Nabelschnurvene mit 5, 10 und 20 ug/ml Eap durch Immunfluoreszenz dargestellt. (A) Die
Nabelschnur wurde gegen ICAM-1 gefarbt. (I) zeigt die Kontrolle ohne Eap-Inkubation und nach Inkubation mit
(IT) 5 pg/ml Eap, (III) 10 pg/ml Eap und (IV) 20 pg/ml Eap (B) Die Nabelschnur wurde gegen PECAM-1
gefarbt. Abgebildet ist die (I) Kontrolle ohne Eap—Inkubation, bzw. die Nabelschnurvene nach Inkubation mit
(II) 5 pg/ml Eap, (I11) 10 pg/ml Eap und (IV) 20 pg/ml Eap. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siehe Anhang Kapitel 9.2.1.2 und 9.2.1.3)

Auch PECAM-1 war in der Kontrolle ohne Eap-Behandlung (Abb. 4.6B 1) ebenfalls
durchgehend am Endothel der V. umbilicalis exprimiert. Nach Eap-Inkubation (Abb. 4.6B)
war PECAM-1 ebenfalls weniger stark ausgeprigt, allerdings zeigte sich keine Abhdngigkeit
von der Eap-Konzentration. Am wenigsten, und ebenfalls nicht mehr durchgingig darstellbar

wie bei der Kontrolle, war es nach einer Inkubation mit 5 pg/ml Eap (Abb. 4.6B II).
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Allerdings waren bei der Quantifizierung von PECAM-1 (Abb.4.7) die

Standardabweichungen hoch und die Ergebnisse weniger eindeutig als bei ICAM-1.
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Abb. 4.7: Quantifizierung der ICAM-1 und PECAM-I-Farbungen. Nach dreistiindiger Inkubation der
Nabelschnurvene mit 5, 10 und 20 pg/ml Eap wurden die Praparate gegen ICAM-1 und PECAM-1
immunfluoreszent gefarbt. Die Farbungen wurden im Anschluss quantifiziert. Die gefiillten Saulen stehen fiir die
Werte der ICAM-1-Quantifizierung und die gestrichelten fiir die der PECAM-1-Quantifizierung. Abgebildet

sind die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen.

4.4 Eap wird zeitabhangig starker internalisiert, ICAM-1 und PECAM-1

werden weniger exprimiert im Zeitverlauf.

Um zu sehen, ob Eap ecinen zeitabhidngigen Aufnahmemechanismus zeigt, wurde die
V. umbilicalis der Nabelschnursegmente 15, 30 min, eine, zwei, drei, vier und fiinf Stunden
mit 20 pg/ml Eap inkubiert. AnschlieBend wurde die Aufnahme von Eap (Abb. 4.8) durch
Immunfluoreszenzfiarbung dargestellt. Ebenfalls durch Immunfluoreszenzfarbung wurde die
Verteilung von ICAM-1 (Abb. 4.9) und PECAM-1 (Abb. 4.10) beurteilt. Es sollte untersucht
werden, ob es durch eine zeitabhingige Aufnahme von Eap auch eine dementsprechende
Reduzierung der anti-ICAM-1 bzw. anti-PECAM-1-Antikorperbindung gab. Die Farbungen
wurden mit Metamorph quantifiziert (Abb. 4.11).
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Abb. 4.8: Zeitverlauf der Aufnahme von Eap in die V. umbilicalis. Die Nabelschnurvene wurde mit 20 pg/ml
Eap im Zeitverlauf von 15 min bis 5 Stunden inkubiert und Eap spiater durch Immunfluoreszenz sichtbar
gemacht. (A) zeigt die Kontrolle ohne Eap-Inkubation und (B) die Nabelschnur 15 min, (C) zwei Stunden und
(D) fiinf Stunden nach der Eap-Zugabe. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siehe Anhang Kapitel 9.2.1.7)

Nach einer Inkubation mit Eap von 15min (Abb. 4.8B) ist Eap lediglich punktuell
nachzuweisen, wihrend Eap nach einer Inkubation von zwei Stunden (Abb. 4.8C) einen
deutlichen, durchgehenden Saum mit Ausbreitung ins Nabelschnurgewebe zeigt. Nach einer
Inkubation von fiinf (Abb. 4.8D) Stunden ist Eap deutlich iiber das Endothel hinaus im

Nabelschnurgewebe lokalisiert.

A B C
L L L

Abb. 4.9: Expression von ICAM-1 in der Nabelschnurvene im Zeitverlauf der Eap-Inkubation. Die Nabelschnur

wurde unterschiedlich lang von 15 min bis zu fiinf Stunden mit 20 pg/ml Eap inkubiert und anschlieBend gegen
ICAM-1 geférbt. Eine (A) Kontrolle blieb unbehandelt, (B) zeigt die Nabelschnur nach 15 min, (C) nach zwei
Stunden und (D) nach fiinf Stunden Eap-Inkubation. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siehe Anhang Kapitel 9.2.1.8)
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Die Farbung von ICAM-1 zeigt den gegensinnigen Verlauf. Abhingig von der
Inkubationszeit von Eap war ICAM-1 weniger stark ausgepréigt. Die Kontrolle ohne Eap-
Inkubation (Abb. 4.9A) zeigt eine durchgédngige Expression des Endothels von ICAM-I1.
Nach fiinf Stunden Eap-Inkubation zeigte ICAM-1 nur noch eine geringe Antikérperbindung,

mit entsprechend geringer Immunfluoreszenzfarbung (Abb. 4.9D).

Abb. 4.10: Expression von PECAM-1 in der Nabelschnurvene im Zeitverlauf der Eap-Inkubation. Die
Nabelschnur wurde unterschiedlich lange von 15 min bis zu fiinf Stunden mit 20 pg/ml Eap inkubiert und
danach gegen PECAM-1 gefarbt. Eine (A) Kontrolle blieb unbehandelt, (B) zeigt die Nabelschnur nach 15 min,
(C) nach zwei Stunden und (D) nach fiinf Stunden Eap-Inkubation. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siehe Anhang Kapitel 9.2.1.9)

In der Kontrolle ohne Eap-Inkubation (Abb.4.10A) war PECAM-1 durchgingig vom
Endothel der V. umbilicalis exprimiert. Nach Eap-Inkubation konnte PECAM-1 hier ebenfalls
reduziert dargestellt werden, jedoch nicht so klar abhidngig von der Zeit der Eap-Inkubation
wie bei ICAM-1. PECAM-1 war nicht mehr kontinuierlich durchgingig von den
Endothelzellen exprimiert wie in der Kontrolle (Abb. 4.10A), sondern unterbrochen und
vereinzelt darstellbar.

Die von der Inkubationszeit abhédngige stirkere Aufnahme von Eap zeigt auch die
Quantifizierung (Abb. 4.11), wonach allerdings nach vier Stunden schon annihernd das
Maximum erreicht ist. Der Quantifizierung kann man ebenso entnehmen, dass ICAM-1 umso
weniger dargestellt werden konnte, desto ldnger die Inkubationszeit von Eap war. Zum
Beispiel betrugen Menge und Intensitit der ICAM-1-Farbung nach fiinf Stunden Eap-
Inkubation nur noch ca. 10% der Kontroll-Farbung ohne Eap-Inkubation. PECAM-1 war
ebenfalls reduziert. So zeigte PECAM-1 nach vier oder fiinf Stunden Eap-Inkubation
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ebenfalls nur noch ca. 10% des Kontrollwertes ohne Eap-Inkubation. PECAM-1 zeigte beim
15 min-Wert hohe Standardabweichungen, ICAM-1 beim 30 min-Wert.
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Abb. 4.11: Quantifzierung der Eap-, ICAM-1- und PECAM-1-Féarbung im Zeitverlauf nach Eap-Inkubation. Die
V. umbilicalis wurde unterschiedlich lange mit 20 pg/ml Eap von 15 min bis fiinf Stunden inkubiert. Die
hellblauen Sdulen stellen die Werte der Quantifizierung der Eap-Farbung dar, die dunkelblauen Séulen die der
ICAM-1-Férbung und die gestreiften Sdulen geben die Werte der PECAM-1-Quantifzierung wider. Angegeben

sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen.

4.5 Die intrazellulare Aufnahme von Eap in HUVEC ist bei niedrigen

Temperaturen und unter Einfluss von Heparin reduziert.

Da bei niedrigen Temperaturen die Aktivitit von Zellen fast zum Erliegen kommt und somit
u.a. auch kaum noch Stoffe in die Zelle aufgenommen werden, sollte untersucht werden, ob es
Unterschiede in der Aufnahme von Eap bei niedrigen Temperaturen gab.

Im Falle eines aktiven Aufnahmemechanismus von Eap sollte die Aufnahme von Eap
bei niedriger Inkubationstemperatur reduziert sein. Dazu wurden HUVEC drei Stunden mit

Eap bei 4 °C, bei Raumtemperatur und bei 37 °C inkubiert.
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In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Heparin eine Bindung von Eap
an ECM-Proteine blockieren kann und in Vorversuchen konnte eine Bindung von Heparin an
Eap bestitigt werden (Ergebnisse siche Anhang Kapitel 9.1).

Es sollte in dem Zusammenhang untersucht werden, ob Heparin ebenfalls die
Aufnahme von Eap in Endothelzellen verhindert, denn durch die Bindung von Eap und
Heparin konnte Eap moglicherweise nicht mehr in die Endothelzellen aufgenommen werden.

Dafiir wurden in einem Experiment HUVEC mit Eap zusammen mit Heparin
inkubiert, und in einem weiteren Versuchsansatz nach der Inkubation mit Eap die HUVEC
bzw. Nabelschnurvene mit Heparin-haltigem Puffer gewaschen. Die Aufnahme von Eap
wurde durch Immunfluoreszenzfiarbung dargestellt. Die Intensitdt der Farbung wurde mit
Metamorph quantifiziert.

Bei alleiniger Inkubation von Eap war die Aufnahme bei einer Inkubationstemperatur
von 37 °C (Abb. 4.12A 1) starker als bei 4 °C (Abb. 4.12A III). Im Falle einer Eap-Inkubation
bei 4°C wurden der Quantifizierung (Abb.4.13) nach lediglich noch 3% des Eap
aufgenommen, was bei 37 °C in die HUVEC aufgenommen wurde. Der Unterschied zwischen
37 °C und RT (Abb. 4.12A II) war allerdings gering.

Wurde nach der Inkubation von Eap der Monolayer mit Heparin-haltigem Puffer
gewaschen (Abb. 4.12B), war die Intensitat der Farbung, also die Aufnahme von Eap, nicht so
hoch wie nach alleiniger Inkubation ohne Heparin-Waschschritt. Bei 37 °C konnte durch
Waschen mit Heparin-haltigem Puffer eine Reduktion der Eap-Aufnahme um 25% erzielt
werden, bei Raumtemperatur sogar noch etwas mehr. Wurden 20 pg/ml Eap drei Stunden
zusammen mit Heparin inkubiert (Abb. 4.12C), wurde, unabhingig von der Temperatur, fast
gar kein Eap aufgenommen. Die Farbung dhnelte der Farbung nach Inkubation mit 1 pg/ml
Eap, es war keine homogene Férbung des Zytoplasmas, sondern Agglomerate innerhalb der
Zelle.

Bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C wurde lediglich 12% der Eap-Menge
aufgenommen, die bei alleiniger Inkubation ohne Heparin aufgenommen wurde. Bei einer
Inkubation unter Raumtemperatur sogar noch weniger. Bei 4 °C wurde in allen Fillen, ob
alleinige Inkubation von Eap oder zusammen mit Heparin, nie mehr als 5% des Eaps

aufgenommen, was bei 37 °C aufgenommen wurde.
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Abb. 4.12: Aufnahme von Eap in HUVEC bei verschiedenen Temperaturen und zusammen mit Heparin. Die
HUVEC wurden drei Stunden mit 20 pg/ml bei 4 °C, RT und 37 °C inkubiert. AuBBerdem wurden HUVEC mit
20 pg/ml Eap gleichzeitig mit 10 pg/ml Heparin inkubiert, sowie nach alleiniger Inkubation von Eap die
HUVEC anschlieBend mit Heparin-haltigem Puffer gewaschen. (A) zeigt die alleinige Inkubation von Eap
Inkubation ohne Heparin (I) bei 37 °C, (II) bei RT und (III) bei 4 °C (B) Nach Eap-Inkubation wurde der
Monolayer mit Heparin-haltigem Puffer gewaschen (I) bei 37 °C, (II) bei RT und (IIT) bei 4 °C (C) Eap und
Heparin wurden zusammen gleichzeitig inkubiert (I) bei 37 °C, (II) bei RT und (III) bei 4 °C

(Weitere Bilder siehe Anhang Kapitel 9.2.2.2)
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Abb. 4.13: Quantifizierung der Eap-Féarbung nach Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen und unter dem
Einfluss von Heparin. HUVEC wurden drei Stunden mit 20 pg/ml Eap oder gleichzeitig mit 20 pg/ml Eap und
10 pg/ml Heparin inkubiert. AuBBerdem wurden nach Inkubation nur mit 20 pg/ml Eap die HUVEC mit 10 pg/ml
Heparin-haltigem Waschpuffer gewaschen. Die hellblauen Saulen zeigen die Werte der Quantifizierung fiir Eap-
Inkubation ohne Heparin, die gestreiften Séulen bilden die Werte fiir eine gleichzeitige Inkubation von Eap und
Heparin ab und die dunkelblauen S#ulen stehen fiir die Quantifizierungswerte fiir Eap-Inkubation und
anschlieBendem Waschen mit Heparin-haltigem Waschpuffer. Dargestellt sind Mittelwerte der Quantifizierung

und deren Standardabweichungen.

4.6 Die Aufnahme von Eap in die Nabelschnur war bei 4 °C und

gleichzeitiger Inkubation mit Heparin reduziert.

Der Sachverhalt, wie er in Kapitel 4.5 in vitro untersucht wurde, sollte auch ex vivo am
Endothel der V. umbilicalis der Nabelschnur iiberpriift werden. Es wurde wiederum geklart
werden, inwiefern Temperatur und Heparin einen Einfluss auf die Aufnahme von Eap haben.
Es erfolgte eine dreistiindige Eap-Inkubation der Nabelschnursegmente mit 20 pg/ml Eap bei
4 °C, bei Raumtemperatur und bei 37 °C.

AuBerdem wurde die Nabelschnurvene ebenfalls mit 20 pg/ml Eap zusammen mit
10 pg/ml Heparin inkubiert. Die Aufnahme von Eap ins Endothel der Nabelschnurvene
(Abb. 4.14) wurde durch Immunfluoreszenzfirbung dargestellt. AnschlieBend wurden die

Farbungen quantifiziert (Abb. 4.15).
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Abb. 4.14: Aufnahme von Eap ins Endothel der V. umbilicalis bei verschiedenen Inkubationstemperaturen und
unter dem Einfluss von Heparin. Die Nabelschnur wurde mit 20 pg/ml Eap fiir drei Stunden bei 37 °C, RT und
4 °C inkubiert, bzw. bei 37 °C mit 20 pg/ml Eap und 10 pg/ml Heparin inkubiert. Spiter erfolgte die Darstellung
von Eap iiber Immunfluoreszenzfiarbung. (A) zeigt eine unbehandelte Kontrolle der Nabelschnur. Die
Nabelschnur wurde mit Eap bei (B) 37 °C, (C) RT und (D) 4 °C inkubiert. Aulerdem erfolgte eine gleichzeitige
Inkubation von (E) Eap und Heparin. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siche Anhang Kapitel 9.2.1.4)
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Abb. 4.15: Quantifizierung der Eap-, ICAM-1- und PECAM-1-Farbungen nach Eap-Inkubation bei
unterschiedlichen Temperaturen und unter dem Einfluss von Heparin. Die Nabelschnurvene wurde nach
dreistiindiger Inkubation mit 20 pg/ml Eap bei 4 °C, RT und 37 °C sowie einer gleichzeitigen Inkubation von
20 pg/ml Eap und 10 pg/ml Heparin gegen Eap angefarbt und quantifiziert. Die hellblauen Séulen spiegeln die
Werte fiir die Eap-Féarbung wider, die dunkelblauen die der ICAM-1-Férbung und die gestreiften Sdulen zeigen
die PECAM-1-Quantifizierung. Es sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen angegeben.
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Der Unterschied in der Aufnahme von Eap war hier deutlicher zwischen -einer
Inkubationstemperatur von 37 °C (Abb 4.14B) und Raumtemperatur (Abb. 4.14C) als
zwischen Raumtemperatur und 4 °C (Abb. 4.14D), so wie dies in vitro der Fall war. Zu
erkennen war, dass auch hier bei 4 °C deutlich weniger Eap aufgenommen wurde als bei
37 °C.

Die Quantifizierung (Abb. 4.15) zeigt, dass nach Inkubation bei 4 °C nur 9% dessen
aufgenommen wurden, was bei 37 °C aufgenommen wurde. Bei Inkubation zusammen mit
Heparin (Abb. 4.14E) wurden auch ex vivo, genau wie in vitro, nur geringe Mengen an Eap,

der Quantfizierung nach lediglich 3%, aufgenommen.

4.7 ICAM-1 und PECAM-1 waren nicht so stark reduziert nach
Inkubation bei 4 °C und gleichzeitiger Inkubation von Eap und

Heparin.

Da ein Unterschied in der Aufnahme von Eap bei verschiedenen Inkubationstemperaturen und
bei Inkubation zusammen mit Heparin gezeigt werden konnte, wurde auch die ICAM-1 und
PECAM-1-Expression untersucht. Da bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C und bei
gleichzeitiger Inkubation von Eap mit Heparin nur wenig Eap gezeigt und aufgenommen
wurde, sollte geklart werden, ob auch ICAM-1 und PECAM-1 dadurch wieder stirker
dargestellt werden konnten.

Dazu wurde die V. umbilicalis drei Stunden mit Eap bei 4 °C, bei Raumtemperatur und
bei 37 °C inkubiert. AuBlerdem erfolgte eine Inkubation von Eap zusammen mit Heparin.
ICAM-1 (Abb. 4.16) und PECAM-1 (Abb. 4.17) wurden durch Immunfluoreszenzfarbung
dargestellt. AnschlieBend wurden die Farbungen quantifiziert (Abb. 4.15).

ICAM-1 konnte, wie in den Experimenten zuvor, bei einer Inkubationstemperatur von
37 °C (Abb. 4.16B) weniger dargestellt werden als in der unbehandelten Kontrolle ohne Eap-
Inkubation (Abb. 4.16A). Dort stellte ICAM-1 sich durchgingig am Endothel der
V. umbilicalis dar. Nach einer Inkubation bei 4 °C (Abb. 4.16D) allerdings war ICAM-1
wieder stirker verteilt, jedoch nicht in dem Mafe wie in der Kontrolle. Ebenfalls wieder
starker verteilt war [CAM-1 bei gleichzeitiger Inkubation von Eap mit Heparin (Abb. 4.16E).

ICAM-1 zeigte in der Quantifizierung (Abb. 4.18) hohe Standardabweichungen,
tendenziell entsprach der Anteil von ICAM-1 nach einer Eap-Inkubation bei 4 °C der Hilfte

des ICAM-1, was in der Kontrolle zu sehen war.
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Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur und 37 °C war noch knapp 10% des ICAM-1, was
in der Kontrolle darstellbar war, nachzuweisen. Bei gleichzeitiger Inkubation von Eap und

Heparin war der ICAM-1-Anteil mit 75% nicht so stark reduziert.

A B D E
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Abb. 4.16: ICAM-1-Expression der Nabelschnurvene bei verschiedenen Inkubationstemperaturen von Eap und

unter dem Einfluss von Heparin. Die V. umbilicalis wurde mit 20 pg/ml Eap fiir drei Stunden bei 37 °C, RT und
4 °C inkubiert, bzw. bei 37 °C mit 20 pg/ml Eap und 10 pg/ml Heparin inkubiert. Spater erfolgte die Darstellung
von ICAM-1 iiber Immunfluoreszenzfarbung. (A) zeigt eine unbehandelte Kontrolle der Nabelschnur. Die
Nabelschnurvene wurde mit Eap bei (B) 37 °C, (C) RT und (D) 4 °C inkubiert. AuBlerdem erfolgte eine
gleichzeitige Inkubation von (E) Eap und Heparin. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu sieche Anhang Kapitel 9.2.1.5)
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Abb. 4.17: PECAM-1-Expression der V. umbilicalis bei verschiedenen Inkubationstemperaturen von Eap und

=
L

unter dem Einfluss von Heparin. Die Nabelschnurvene wurde mit 20 pg/ml Eap fiir drei Stunden bei 37 °C, RT
und 4 °C inkubiert. AuBerdem erfolgte eine Inkubation bei 37 °C von 20 ug/ml Eap zusammen mit 10 pg/ml
Heparin. (A) zeigt eine unbehandelte Kontrolle der Nabelschnur. Die Nabelschnurvene wurde mit Eap bei (B)
37°C, (C) RT und (D) 4 °C inkubiert. AuBlerdem erfolgte eine gleichzeitige Inkubation von (E) Eap und
Heparin. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder dazu siehe Anhang Kapitel 9.2.1.6)

Bei der Darstellung von PECAM-1 verhielt es sich dhnlich, es wurde jedoch nicht so stark

reduziert nachgewiesen wie ICAM-1. Die Tendenz war allerdings gleich, die Reduzierung der
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Verteilung von PECAM-1 war bei Inkubation mit Eap bei 37 °C (Abb. 4.17B) gréBer als nach
einer Inkubation bei 4 °C (Abb. 4.17D) oder gleichzeitiger Inkubation von Eap mit Heparin
(Abb. 4.17E).

4.8 Heparansulfate haben nur begrenzten Einfluss auf die Aufnahme von
Eap.

Da eine stark reduzierte Aufnahme von Eap durch Heparin gezeigt werden konnte, sollte
untersucht werden, ob Heparansulfate auf den Zelloberflichen ebenfalls einen Einfluss auf
Bindung und Aufnahme von Eap haben. Daher wurden die Heparansulfate auf den Zellen
durch Heparinase III entfernt. Falls diese eine wichtige Rolle im Bindungs- und
Aufnahmemechanismus spielen, sollte auch hier eine reduzierte Resorption von Eap in die
Zellen die Folge sein.

Dies wurde in vitro an HUVEC sowie ex vivo am Endothel der Nabelschnurvene
untersucht. Die V. umbilicalis bzw. der HUVEC Monolayer wurde vor der dreistiindigen
Inkubation von 20 bzw. 10 pg/ml Eap eine Stunde mit 1 U/ml Heparinase III vorbehandelt
wurde. Danach wurde die Bindung bzw. Aufnahme von Eap durch Immunfluoreszenz
dargestellt und die Farbungen quantifiziert.

In vitro war der Unterschied in der Aufnahme bzw. Bindung bei Inkubation von
10 pg/ml Eap (Abb. 4.18B) nicht so deutlich, allerdings war die Aufnahme nach Inkubation
von 20 pg/ml Eap (Abb. 4.18C) und Vorbehandlung mit Heparinase III um 35% reduziert,
wie die Quantifizierung (Abb. 4.19) zeigt. Ex vivo (Abb. 4.18A) betrug die Reduktion in der

Aufnahme von Eap nach Entfernung der Heparansulfate auf den Endothelzellen 40%.
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Abb. 4.18:Aufnahme von Eap in HUVEC bzw. in die V. umbilicalis nach Entfernung der Heparansulfate. Vor
der dreistiindigen Inkubation mit 20 pg/ml Eap wurden die Heparansulfate auf der Zelloberfliche durch
Heparinase III entfernt. Die Nabelschnur (A) wurde (I) ohne Vorbehandlung durch Heparinase und (II) nach
Vorbehandlung mit Heparinase mit Eap inkubiert. Die HUVEC wurden mit (B) 10 pg/ml Eap (I) ohne
Vorbehandlung durch Heparinase und (II) nach Vorbehandlung mit Heparinase inkubiert. AuBBerdem wurden
HUVEC mit (C) mit 20 pg/ml Eap (I) ohne Vorbehandlung durch Heparinase und (II) nach Vorbehandlung
durch Heparinase inkubiert. L = Lumen der Nabelschnur

(Weitere Bilder siehe Anhang Kapitel 9.2.1.1 und 9.2.2.1)
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Abb. 4.19: Quantifizierung der Eap-Féarbung nach Entfernung der Heparansulfate. Die Heparansulfate auf der
Zelloberfliche wurden durch Heparinase III entfernt und danach erfolgte eine Inkubation mit 20 pg/ml Eap. Die
gefiillten Sdulen zeigen die Werte der Eap-Quantifizierung ohne, dass Heparansulfate entfernt wurden und die
gestreiften stellen die Werte fiir die Eap-Féarbung nach Entfernung der Heparansulfate dar. Dargestellt sind

jeweils die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardabweichungen.

4.9 PECAM-1-Expression von HUVEC nach Eap-Inkubation nur leicht

verandert.

Da die ex vivo-Experimente zeigten, dass PECAM-1 nach Eap-Inkubation weniger darstellbar
war, wurde dies auch in vitro an HUVEC untersucht. Da dies auch im Hinblick auf mogliche
Adhisionsverluste mit Permeabilitidtserhohung der HUVEC geschehen sollte, wurde als
Positivkontrolle ein HUVEC-Monolayer mit 3 U/ml Thrombin (Abb. 4.20B) behandelt.
Thrombin fiihrt nachweislich zu einer Permeabilitdtserhohung von HUVEC. Die Verteilung
von PECAM-1 der HUVEC wurde nach dreistiindiger Inkubation mit 1 (Abb. 4.20C ), 5
(Abb. 4.20C1I), 10 (Abb.4.20CIII) und 20 pg/ml Eap (Abb.4.20CI1V) durch
Immunfluoreszenzfirbung dargestellt.

Eine Veridnderung in der Verteilung von PECAM-1 war nach Inkubation mit 5, 10 und
20 pg/ml Eap zu erkennen, jedoch weit nicht so ausgepridgt wie nach einer Behandlung mit
Thrombin (Abb. 4.20B). In dem Fall war zu sehen, dass PECAM-1 an den Zellgrenzen
weniger stark ausgepragt war. Es fehlte die breite Darstellung von PECAM-1 wie z.B. in der
Kontrolle ohne Eap- oder Thrombin-Behandlung (Abb. 4.20A), sondern PECAM-1 zeigt an

den Zellgrenzen schmalere und linienférmigere Konturen (Pfeile in Abb. 4.20B).
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Abb. 4.20: Expression von PECAM-1 von HUVEC nach Eap-Inkubation. HUVEC wurden nach dreistiindiger
Inkubation mit 20 pg/ml Eap gegen PECAM-1 gefarbt. Als Positivkontrolle fiir eine Permeabilitdtszunahme
wurden HUVEC eine Stunde mit 3 U/ml Thrombin behandelt. (A) zeigt eine Kontrolle ohne Behandlung mit
Eap oder Thrombin (B) Die HUVEC wurden mit Thrombin behandelt. (C) Es erfolgte eine Inkubation mit (I)
1 pg/ml Eap, (IT) 5 pg/ml Eap, (III) 10 pg/ml Eap und (IV) 20 pg/ml Eap. Die Pfeile stellen Verdnderungen der
PECAM-1-Expression dar.

Nach Inkubation mit 1 pg/ml Eap waren diese Verdnderungen in der PECAM-1-Expression
dagegen kaum bis gar nicht zu erkennen. Bei Inkubation mit 5, 10 und 20 pg/ml Eap konnten

Verianderungen der Verteilung von PECAM-1 erkannt werden, wie sie auch nach Behandlung
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mit Thrombin auftraten (Pfeile in Abb. 4.20C II, III und IV). Diese waren jedoch ldngst nicht
so ausgepragt wie bei Behandlung der HUVEC mit Thrombin.

4.10 Permeabilitatsassays zeigen nur Tendenzen.

In den vorhergehenden Experimenten konnte einer Verdnderung der PECAM-1-Verteilung
gezeigt werden. Um zu untersuchen, ob die Verdnderungen der PECAM-1-Expression auch
einen Einfluss auf die Permeabilitit der HUVEC haben, wurden Permeabilititsassays
durchgefiihrt. Nach dreistlindiger Inkubation der HUVEC, die auf 0,4 um-groBen Filtern
ausgesdt waren, mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap wurde 10 kDa-grof3es FITC-konjugiertes
Dextran hinzugefiigt und nach zwei Stunden mittels ELISA Reader der Durchfluss des FITC-

Dextrans durch den Monolayer gemessen.
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Abb. 4.21: Permeabilititsassay (n=5). Nach dreistiindiger Inkubation von HUVEC mit Eap wurde FITC-
konjugiertes Dextran hinzugegeben. Die Permeabilitit wurde zwei Stunden nach Zugabe des FITC-Dextrans

durch Messung des Durchflusses bestimmt. Es sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen dargestellt.

Die Unterschiede in der Permeabilitit der HUVEC nach Eap-Inkubation waren nicht grof.
Tendenziell war nach Inkubation der HUVEC mit 5 pg/ml Eap eine hohere Permeabilitit
festzustellen. Allerdings bestand die Permeabilitdtserhdhung in einer hoheren Durchflussrate

von lediglich 18% und die Versuchsreihe zeigte insgesamt hohe Standardabweichungen.
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4.11 Eap ist ebenfalls in der ECM lokalisiert.

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Eap an Strukturen der ECM binden kann.
Um darzustellen, ob Eap sich demnach auch in der ECM und nicht nur innerhalb der Zelle
befindet, wurden HUVEC-Monolayer mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen mit Triton-Losung permeabilisiert und danach mit Ammoniak-Ldsung
abgeldst und entfernt. So blieb nur die ECM f{ibrig, in die die Zellen eingebettet sind. An der

ECM gebundenes Eap wurde dann mittels Inmunfluoreszenzfiarbung dargestellt.

A

e R AR |
50 um

Abb. 4.22: Lokalisation von Eap in der ECM von HUVEC. Nach dreistiindiger Inkubation der HUVEC mit 1, 5,
10 und 20 pg/ml Eap wurden die Zellen entfernt. Die verbliebene ECM wurde gegen Eap durch
Immunfluoreszenz angefarbt. (A) Es erfolgte eine Inkubation ohne Entfernung der Zellen. Die HUVEC wurden
mit (I) 10 pg/ml und (II) 20 pg/ml Eap inkubiert. (B) Nach der Inkubation mit (I) 1 pg/ml, (II) 5 pg/ml, (I1I)
10 pg/ml und (IV) 20 pg/ml Eap wurden die Zellen entfernt.

(Weitere Bilder siche Anhang Kapitel 9.2.2.3)



Abb. 4.22A zeigt die Farbung eines nicht konfluenten Monolayers, wo man deutlich
erkennen kann, dass das Zellzytoplasma homogen gefdrbt ist, und die Zell-Zwischenrdume
weniger intensiv geféarbt sind. Dieser Sachverhalt spiegelt sich in der Firbung der ECM wider.

Die ECM zeigte eine Aufnahme bzw. Bindung von Eap, jedoch nicht so stark, wie
dies innerhalb der Zellen der Fall war. Nach Inkubation von 1 pg/ml Eap war anndhernd gar
kein Eap in der ECM nachzuweisen (Abb. 4.22B I). Ansonsten war die Lokalisation von Eap
in der ECM, wie auch in den vorhergegangenen Experimenten abhingig von der Eap-
Konzentration. Nach Inkubation von 20 pg/ml Eap war eine stirkere Aufnahme von Eap in
die ECM zu sehen, als nach Inkubation von 5 pg/ml Eap, wie die Quantifizierung (Abb. 4.23)
ebenfalls bestitigt.

Allerdings erreicht die Aufnahme bzw. Bindung von Eap an die ECM nicht die
Intensitdt der Aufnahme in die Zellen. Im Fall der Inkubation mit 20 ug/ml Eap
(Abb. 4.22B IV) sind es extrazelluldr 35% weniger Eap.

Monolayer 20 Monolayer 10 ECM 20 ECM 10 ECM 5 ECM 1
Eap (ug/ml)

Abb. 4.23: Quantifizierung der Eap-Fiarbung der ECM. Nach Inkubation mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap eines
Monolayers wurden die Zellen entfernt und die ECM gegen Eap angefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde

quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen.
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4.12 Eap ist vor allem im Zytoplasma der Zelle lokalisiert und zeigt eine

perinukledre Verdichtung.

Um ein genaueres Bild iiber die Lokalisation von Eap innerhalb der Zelle zu bekommen,
wurden HUVEC-Monolayer mit 1 bzw. 20 pg/ml Eap drei Stunden inkubiert und Eap mittels
Immunfluoreszenz dargestellt. Die Aufnahmen wurden mit einem Konfokalmikroskop
gemacht. Die Zelle wurde in den einzelnen Zellebenen durchmustert und die Eap-
Lokalisierung bestimmt.

Bei der Inkubation mit 1 pg/ml Eap (Abb. 4.24A) erkennt man Agglomerate von Eap
im Zytoplasma, die sich von der Schichtung her in der Zellmitte (Abb. 4.24A III und IV)
befinden. Deutlicher wird dies bei der Inkubation von 20 pg/ml Eap (Abb. 4.24B). Dort ist die
Lokalisation von Eap ebenfalls in der Mitte der durchmusterten Ebenen am groften
(Abb. 4.24B III). Somit zeigte sich nach dreistiindiger Inkubation, dass Eap innerhalb der
Zelle lokalisiert ist, und nicht lediglich apikal an die Endothelzelle gebunden war.

Aplkal Basolateral

Abb. 4.24: Konfokalaufnahmen von HUVEC nach Eap-Inkubation. Die HUVEC wurden drei Stunden mit 1
bzw. 20 pg/ml Eap inkubiert und im Anschluss immunfluoreszent gefarbt. (A) zeigt die Inkubation mit 1 pg/ml
Eap und (B) die Inkubation mit 20 pg/ml Eap. (I) bis (V) stellen die Schichten innerhalb der Zelle von (I) apikal
bis (V) basolateral dar.

Beziiglich der homogenen Verteilung von Eap im Zytoplasma fallt bei hherer VergroBerung
(Abb. 4.25) auf, dass es eine perinukledre Verdichtung (Pfeile in Abb. 4.25) gibt. Dies kann
man besonders gut sehen, wenn man auf die DAPI-Farbung verzichtet (Abb. 4.25C).
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Abb. 4.25: Perinukledre Verdichtung der Eap-Fiarbung. HUVEC wurden drei Stunden mit 10 pg/ml Eap
inkubiert und Eap durch Immunfluoreszenz dargestellt. (A) und (B) stellen Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von HUVEC dar und (C) zeigt eine Konfokalmikroskopische Aufnahme. Die Pfeile deuten auf

perinukledre Verdichtungen von Eap.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung mit und die Aufnahme von Eap in Endothelzellen
der Nabelschnur untersucht. Es ist wichtig, einen Einblick in diese Mechanismen zu
bekommen, da Eap als Virulenzfaktor von S.aureus verantwortlich ist fiir dessen
Kolonisierung, Adhdrenz und Invasion. Zudem greift Eap in die Immunabwehr des Menschen
ein, was S. aureus weitere Vorteile verschafft. Zu verstehen, unter welchen Umstianden Eap
aufgenommen wird und unter welchen Umstdnden auch nicht, ist wichtig zur Pravention von
S. aureus-Infektionen, die gerade im medizinischen Bereich, auch im Hinblick auf MRSA, an
Haufigkeit zunehmen.

Grundsitzlich gibt es verschiedene Mdglichkeiten der Wechselwirkungen von Eap mit
dem Endothel der V. umbilicalis (Abb. 5.1) bzw. der HUVEC. Entweder bindet Eap lediglich
an der Oberfliche der Endothelzellen und verbleibt dort, oder Eap wird in die Endothelzelle
aufgenommen. Zudem kann Eap aus der Endothelzelle weiter ins Gewebe bzw. die ECM

vordringen oder parazelluldr ins Gewebe gelangen.

Eap

Endothelzelle

Basalmembran

Abb.5.1: Mogliche Wechselwirkungen von Eap mit dem Endothel. Entweder verbleibt Eap an der
Zelloberfliche oder es erreicht das Zellinnere. Auflerdem konnte es von der Zelle aus oder parazelluldr ins

Gewebe gelangen.

Die vorliegenden Ergebnisse konnten zeigen, dass Eap nicht nur im Sinne einer Bindung auf
der Zelloberflache verbleibt, sondern von Endothelzellen aufgenommen wurde. AuBBerdem
beschriankte sich die Lokalisation von Eap nicht nur auf die Endothelzellschicht, sondern Eap

konnte dariiber hinaus auch im Nabelschnurgewebe bzw. der ECM nachgewiesen werden.
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Bisher konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 der Endothelzellen als Rezeptor fiir Eap
fungiert. In dieser Arbeit konnte zudem PECAM-1 als mdoglicher weiterer, allerdings weniger
affiner Partner fiir Eap identifiziert werden (siehe Kapitel 5.6). Durch eine Interaktion von
Eap mit diesen Bindungspartnern konnten die ICAM-1- bzw. PECAM-1-Antikdrper nicht

mehr binden und daher nicht immunfluoreszent angefarbt werden (Abb. 5.2).

ICAM-1-
Antikorper

ICAM-1
Endothelzelle

Basalmembran

Abb. 5.2: Bindungspartner von Eap am Endothel. ICAM-1 und PECAM-1 kommen als Bindungspartner fiir Eap
in Frage. Durch deren Blockierung konnen die ICAM-1- und PECAM-1-Antikorper nicht mehr binden und

werden nicht immunfluoreszent angefarbt.

AulBlerdem konnte auch ein kompetitiver Einfluss von Heparin und eine Bindungsbeteiligung
von Heparansulfaten auf den Endothelzelloberflichen gezeigt werden (siehe Kapitel 5.2 und
5.3). Heparin verhinderte die Aufnahme von Eap anndhernd vollstindig, wahrend eine
Entfernung der Heparansulfate als mogliche Bindungspartner fiir Eap eine weniger starke
Reduzierung der Eap-Aufnahme zeigte (Abb. 5.3).

Um die Aufnahme von Eap darzustellen, wurde in den in vitro- und ex vivo-
Experimenten die Methode der Immunfluoreszenz angewandt. Zur graphischen Darstellung
wurden die Farbungen quantifiziert. Die Resultate sind jedoch, gerade fiir die ex vivo-
Experimente, als Anhaltspunkte zu sehen, da man stets nur kleine Ausschnitte einer ganzen
Nabelschnurvene bewerten kann und schwer zu beurteilen ist, ob das Endothel nach ldngerer

Inkubationszeit noch physiologische Eigenschaften aufweist.

73



E

Eap
Heparinase 111 _T
T Heparansulfate 7
-

ESEIE NE BE BE

£

Basalmembran

Endothelzelle

Abb. 5.3: Einfluss von Heparin und Heparansulfate auf die Bindung und Aufnahme von Eap. Eap bindet
moglicherweise liber Heparansulfate an die Endothelzelle und kann demnach nicht mehr binden, wenn diese
durch Heparinase III entfernt werden. AuBlerdem verhindert Heparin eine Bindung und Aufnahme, entweder
durch Kompetition von Eap und Heparin um die Heparansulfate oder durch Komplexbildung von Eap und

Heparin, der dann nicht mehr aufgenommen werden kann.

5.1 Bindungsassays

Um die direkte Interaktion von Eap und Endothelzellen zu bestimmen, wurden
Bindungsassays durchgefiihrt. Dafiir wurde Eap biotinyliert und unter verschiedenen
Bedingungen zu einem HUVEC Monolayer gegeben. Im ELISA-Verfahren (siche Kapitel
2.5) konnte diese Bindung quantifiziert werden.

Wie schon in den Experimenten mit der V. umbilicalis und den HUVEC stellte sich
auch hier eine von der Inkubationskonzentration abhéngige Bindung von Eap an HUVEC dar.
Neben der Abhéingigkeit der Bindung von der Eap-Konzentration war sie auch abhingig von
der Inkubationszeit. Bis 120 min nach Eap-Zugabe gibt es einen deutlichen Anstieg der
Bindung von Eap an HUVEC, wogegen nach 120 min keine deutlichen Steigerungen der
Bindung mehr erkennbar sind und sich fast ein Plateau einstellt (Abb. 4.24). Bei den
Zeitverldufen der Experimente mit der Nabelschnur war nach 240 min keine grof3e
Verdanderung mehr festzustellen. Dies ldsst den Riickschluss zu, dass die Aufnahme bzw.
Bindung von Eap limitiert ist, bzw. eine Séttigung erreicht.

AuBerdem war deutlich zu sehen, dass es durch gleichzeitige Inkubation mit Heparin
zu einer reduzierten Bindung von Eap kommt. Analog zu den ex vivo- und in vitro-
Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass es bei 4 °C zu einer geringeren Eap-Bindung kommt

als bei 37 °C.
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Schlussfolgernd spiegeln die Ergebnisse der Bindungsassays die Resultate der ex vivo-
und in vitro-Experimente in den Punkten konzentrationsabhingige sowie zeitabhdngige
Bindung und reduzierte Bindung bei 4 °C und unter dem Einfluss von Heparin wider. In
dieser Versuchsreihe wurde zusétzlich untersucht, wie sich eine Vorinkubation mit Heparin
auswirkt. Das Ergebnis zeigte, dass die Vorkinkubation, im gleichen MaBe wie die
gleichzeitige Inkubation von Eap und Heparin, die Bindung von Eap an HUVEC reduziert.
Dies deutet auf die Moglichkeit hin, dass Heparin an die gleichen ,,Rezeptoren* der Zelle oder
der ECM bindet, an die auch Eap bindet, um anschlieBend in die Zelle aufgenommen zu
werden. Durch die Vorinkubation werden diese Stellen vom Heparin besetzt und stehen Eap
nicht mehr fiir eine Bindung zur Verfiigung.

Zur Methode der Bindungsassays muss man bemerken, dass Eap fiir die
Bindungsassays biotinyliert werden musste, was sich dann evtl. anders verhalten konnte als
nicht-biotinyliertes Eap. Es wurde jedoch generell beschrieben, dass eine Biotinylierung
keinen Einfluss auf die Eigenschaften des Proteins hat (24).

Eine andere Methode, um ebenfalls eine Bindung zu quantifizieren und zu bestimmen
stellt die Durchflusszytometrie, bei der die Fluoreszenz gebundener Molekiile durch
,Fluorescence Activating Cell Sorting™ (FACS) gemessen wird, aber auch dafiir miissen diese
markiert werden, ndmlich mit Fluoreszenzmarkern (113). Versuche mit Eap in der
Durchflusszytometrie in Zukunft stellen eine gute Ergdnzung zu den bisherigen Ergebnissen

dar.

5.2 Aufnahme von Eap in Endothelzellen

Die Nabelschnur zeigt im Querschnitt zwei Arterien, die Aa.umbilicales mit dicker
muskelreicher Media, sowie eine muskeldrmere Vene mit diinner Media, die V. umbilicalis.
Héufig kann man noch den Rest des obliterierten Dottergangs (Allantois) sehen. Als
Grundgewebe dient eine gallertige Grundsubstanz (Warthon-Sulze), die fiir die prallelastische
Konsistenz der Nabelschnur verantwortlich ist und Abknickungen vermeidet. Uberzogen wird
die Nabelschnur vom Amnionepithel (147) (Abb. 5.4). Die ex vivo-Bilder bilden Querschnitte
einer Nabelschnur ab, man kann hierdurch beurteilen, wie weit die Aufnahme von Eap vom
Endothel der V. umbilicalis ausgehend ins Nabelschnurgewebe reicht. Generell war zu sehen,
dass sich die Farbung nicht nur auf die Endothelzellen der V. umbilicalis beschrankt, sondern
Eap nach drei Stunden auch deutlich im Nabelschnurgewebe nachzuweisen war, besonders

deutlich war dies nach Inkubation mit 10 und 20 pg/ml Eap.
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Abb. 5.4: Histologisches Préiparat eines Nabelschnurquerschnittes (Azan-Férbung). Zu erkennen sind die zwei
Aa. umbilicales sowie die V. umbilicalis. Dazwischen befindet sich die gallertige Grundsubstanz (Wharton-
Sulze), die nur wenige Kollagenfasern  sowie  Fibroblasten  enthdlt.  ("HistoNet  2000"

http://www.histonet2000.de/praeparat. php?pzid=003_016)

Das Nabelschnurgewebe ist dem embryonalen Bindegewebe sehr dhnlich: Es besteht aus
verzweigten fortsatzreichen Fibroblasten, die in reichlich amorpher Grundsubstanz mit vielen
Proteoglykanen eingebettet sind und in der wenig Kollagenfasern zu finden sind (76)
(Abb. 5.4).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Eap nicht nur in den Endothelzellen
verbleibt, sondern dariiber hinaus auch ins Gewebe, also die gallertige Grundsubstanz,
aufgenommen wird. Das zeigte auch der Zeitverlauf einer Eap-Inkubation {iber fiinf Stunden,
da Eap abhédngig von der Inkubationszeit tiefer ins Nabelschnurgewebe aufgenommen wurde.
Nach vier Stunden war jedoch keine starke Anderung mehr zu sehen.

Die beobachtete Aufnahme war umso stéirker, je hoher die Eap-Konzentration war. Bei
1 pg/ml Eap war die Aufnahme, wie auch nach einer Inkubation bei 4 °C oder bei

gleichzeitiger Inkubation von Eap mit Heparin, sehr niedrig. Dagegen waren bei 5 ng/ml Eap
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deutlichere Ergebnisse in Bezug auf die Aufnahme zu sehen, da Eap durch die
Immunfluoreszenz klar erkennbar war und auch Verdnderungen in der Aufnahme pragnanter
zu sehen waren. Im Bereich dieser Konzentration fiihrten schon 2002 Chavakis und Kollegen
(16) ihre Experimente durch, zwar nicht im Bezug auf Bindung und Aufnahme von Eap in
Zellen, sondern einer Bindung von Eap an ECM-Proteine. Noch deutlicher wird dies
allerdings bei Inkubation mit 10 und 20 pg/ml Eap.

Bisher wurde die Internalisation von Eap alleine in Endothelzellen nicht untersucht,
jedoch konnte in vielen Arbeiten nachgewiesen werden, dass Eap fiir die Internalisation von
S. aureus verantwortlich ist (49, 64).

Im Vergleich dazu wurde bei den in vitro-Experimenten lediglich ein HUVEC
Monolayer mit Eap inkubiert. Hier ist der Unterschied in der Eap-Aufnahme zwischen
1 pg/ml Eap und 5 pg/ml Eap groBer, ab 5 ng/ml Eap ist das Zytoplasma der HUVEC
homogen gefarbt. Man kann davon ausgehen, dass Eap sich komplett im Zytoplasma verteilt
hatte, wohingegen sich bei Inkubation mit 1 pg/ml Eap punktuelle Farbungen zeigten, die auf
Aggregate von Eap hinweisen. Eine Farbung des Kerns (sieche Abb. 4.24) konnte in keinem
Fall beobachtet werden. Einen anderen Raum, so wie in der Nabelschnur das angrenzende
Gewebe, gab es bei der Inkubation des Monolayers nicht, wohin Eap sich in die Tiefe hitte
ausbreiten konnte, daher sind die Unterschiede ab 5 pg/ml bzw. 10 pug/ml Eap nicht mehr so
groB3.

Bisher gibt es keine Arbeiten, in denen zur Darstellung von Eap die Methode der
Immunfluoreszenz eingesetzt wurde. Es gibt jedoch viele Arbeiten, die andere Proteine von
S. aureus immunfluoreszent markieren. So wurden unter anderem das ,Immunodominant
staphylococcal antigen A“ (IsaA) (95) oder das a-Toxin (93) iiber die Immunfluoreszenz
abgebildet. Lorenz et al. z.B. entwickelten Antikorper gegen IsaA mit dem Ziel der
Pravention von S. aureus-Infektionen durch Blockierung dieses Virulenzfaktors. In der Arbeit
wurden diese Antikorper dann mit Erfolg fiir die indirekte Immunfluoreszenz zur Darstellung
von S.aureus verwendet. Liang et al. untersuchten die Aufnahme des Alpha-Toxins in
Endothelzellen der Lunge und setzten dafiir unter anderem die Methode der
Immunfluoreszenz ein.

Als methodische Alternative zur Immunfluoreszenz kommen Quantum dots in Frage.
Quantum dots sind kleine (<10 nm) anorganische Fluorophore, die mit anderen Molekiilen
konjugiert werden konnen und tiber ihre Emission sichtbar gemacht werden konnen (13, 14).
Weiterfithrende Untersuchungen der Wechselwirkungen von Eap und dem Endothel mit

dieser Methode wiirden eine gute Ergdnzung zu den bisherigen Ergebnissen darstellen.
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5.2.1 Aufnahme von Eap in Endothelzellen bei verschiedenen Temperaturen

Die Aufnahme von Eap divergiert bei verschiedenen Temperaturen. Wahrend bei 4 °C so gut
wie keine Aufnahme von Eap in das Zytoplasma beobachtet werden konnte, war die
Aufnahme bei Raumtemperatur (etwa 22-24 °C) deutlich hoher. Bei 37 °C konnte — im
Vergleich zu den bei Raumtemperatur durchgefiihrten Versuchen — nur eine stérkere
Aufnahme festgestellt werden, die jedoch nur geringfiigig groBBer war als die Aufnahme bei
Raumtemperatur. Dies ldsst den Schluss zu, dass es sich, wie erwartet, bei der Aufnahme von
Eap um einen aktiven Prozess handelt. Die verschiedenen Formen des aktiven Transports
werden unter dem Begriff Endozytose subsummiert. Dabei gilt 4 °C als eine Temperatur, bei
der die intrazellulire Energiegewinnung zum Erliegen kommt und so die Endozytose als
aktiven Prozess nicht mehr erlaubt.

Offen ist in diesem Zusammenhang noch, welche Art der Endozytose fiir Eap in Frage
kommt. Endozytose bedeutet die Aufnahme von Material durch Absenkung und
Einschniirung der Zellmembran und anschlieBender Vesikelbildung. Man unterscheidet (a)
die Phagozytose, das bedeutet die Aufnahme fester Substanzen, die groBer als 0,5 pm sind,
z.B. Zelltrimmer und Bakterien.

Daneben gibt es (b) die Rezeptor-vermittelte Endozytose. Diese bezeichnet die
Aufnahme von Proteinen, Lipoproteinen und Makromolekiilen. Sie wurde z.B. fiir den
»Epidermal growth factor* (EGF) beschrieben (33, 99) und gilt auch fiir Aufnahme von ,,Low
Density Lipoprotein® (LDL). Bei dieser Art der Endozytose sind spezifische Proteine
(Clathrin) an der Invagination der Plasmamembran beteiligt, die einen Clathrin-Mantel
(coated pit) um die aufgenommenen Partikel bilden. Kurz nach der Abschniirung des Vesikels
zerfillt dieser und das Clathrin steht der Zelle wieder zur Verfiigung.

Bei (c) der Caveolae-vermittelten Endozytose befinden sich in der Plasmamembran
glatte, Q-formige Griibchen (Caveolae), die reich an Cholesterin unnd Sphingolipiden sind
und Rezeptoren besitzen konnen. Stabilisiert werden sie durch Caveolin, das die Caveolae
von der zytosolischen Seite her bedeckt. Einige Viren und Bakterientoxine werden z.B. liber
diesen Weg aufgenommen.

Uber (d) die Clathrin- und Caveolae-unabhingige Endozytose ist bisher wenig
bekannt, sie konnte z.B. fiir den IL-2 Rezeptor gezeigt werden (97).

Die Phagozytose kommt als Aufnahmeweg fiir Eap nicht in Frage, da kontinuierliches

Endothel, im Gegensatz zum diskontinuierlichem Leberendothel, zur Phagozytose nicht
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befdhigt sind und spezielle Makrophagen der Aufnahme von Bakterien u.4. dienen mit dem
Hintergrund diese zu vernichten.

Vielmehr kommt die Clathrin-vermittelte Endozytose in Frage, da diese bei Stoffen,
die an Zellrezeptoren binden, deren Aufnahme vermittelt. Da Eap an den Zellrezeptor
ICAM-1 bindet, ist dieser Weg ebenfalls fiir die Aufnahme von Eap vorstellbar. Verschiedene
Bakterientoxine werden jedoch iiber den Caveolae-vermittelten Weg in die Zelle
aufgenommen und fiir Eap muss auch dieser Weg in Erwégung gezogen werden. Das
intrazellulare Schicksal der aufgenommenen Stoffe hidngt jedoch gar nicht vom
Aufnahmeweg auf (73).

Aus den Experimenten kann man die Schlussfolgerung ziehen, dass es sich um einen
aktiven Aufnahmemechanismus von Eap in die Endothelzellen handelt, der wahrscheinlich
tiber Clathrin- oder Caveolae-vermittelte Endozytose funktioniert. Dennoch gibt es Aspekte,
die weiterfiihrende Versuche verlangen. Es bleibt zu kldren, {iber welchen der beiden Wege
genau Eap in die Zelle aufgenommen wird und welchen anschlieBenden Weg innerhalb der

Zelle Eap zuriicklegt (siehe auch Kapitel 5.6: Intrazelluldre Lokalisation von Eap).

5.3 Heparin reduziert die Aufnahme von Eap auf ein Minimum,

Durch Inkubation von Eap zusammen mit Heparin konnte eine Aufnahme von Eap bis auf ein
Minimum reduziert werden. Das kann zum Einen darauf beruhen, dass Eap einen Komplex
mit Heparin bildet, der nicht mehr in die Endothelzellen aufgenommen werden kann, oder
dass Heparin mdgliche Bindungsstellen am Eap-Molekiil blockiert. Daneben ist es auch
moglich, dass das I16sliche Heparin mit Heparansulfaten auf der Zelloberfliche als
Bindungspartner von Eap (siche Kapitel 5.4: Heparansulfate haben nur begrenzten Einfluss
auf die Aufnahme von Eap) kompetitiert.

Heparin hat &dhnliche Effekte wie Eap; beide blockieren im inflammatorischen
Geschehen eine Adhédsion von Leukozyten an die Endothelzellen iiber die Mac-1-ICAM-1-
Bindung. Allerdings konnte gezeigt werden, dass Heparin mit Mac-1 von Leukozyten
interagiert und dadurch eine Bindung der Leukozyten ans Endothel verhindet. Eap interagiert
mit ICAM-1 der Endothelzellen, nicht aber mit dem Leukozyten, und verhindert eine
Diapedese der Neutrophilen (120).

Dariiber hinaus fiihrt Heparin zu einer verminderten Expression von ICAM-1, sowohl
in Endothelzellen (105) als auch am Mesothel (1). So konnte ein wichtiger Bindungspartner

fiir Eap wegfallen oder zumindest reduziert werden, was ebenfalls zu einer reduzierteren
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Bindung und Aufnahme von Eap fiihren wiirde. Allerdings geschieht dies auf langfristige
Sicht, und ist daher unwahrscheinlich.

Ein nachtriagliches Waschen nach Eap-Inkubation konnte allerdings keine wesentliche
Reduktion in der Internalisierung von Eap zeigen. Heparin hat demnach nicht die Féhigkeit
gebundenes oder aufgenommenes Eap wieder zu entfernen, sondern entfaltet seine Wirkung
bei gleichzeitiger Inkubation mit Eap.

Die Interaktion von Bakterien, aber auch Viren, mit Heparin und
Glykosaminoglykanen wurde schon frith untersucht (150). Widhrend aktuell iiber eine
Heparin-Staphylococcus-Bindung von Mattsby-Baltzer und Kollegen (2011) Daten vorgelegt
wurden (103), gibt diese Arbeit Hinweise auf eine direkte Interaktion von Eap mit Heparin.

Es ist wichtig, Einblick in die Interaktion von Eap mit Heparin zu bekommen, da
Heparin ein kdrpereigener Stoff ist, und somit auch im Falle von S. aureus-Infektionen eine
Rolle spielen kann. Heparin wird von den Mastzellen, z.B. bei einer Gewebsverletzung,
ausgeschiittet und bestimmt das Gleichgewicht zwischen Blutgerinnung und Antikoagulation.
Es wirkt hemmend auf die Blutkoagulation, indem es im Blut zirkulierendes Antithrombin
(AT) bindet und dessen Aktivitdt um das 1000-fache erhoht.

Therapeutisch kann exogen zugefiihrtes Heparin zur Thrombose-Prophylaxe oder als
Antikoagulanz bei der Hadmodialyse eingesetzt werden. AT inaktiviert Faktor Xa und
Thrombin (T) und wirkt so anti-koagulierend. Heparin kommt in der unfraktionierten Form
(UFH) oder in der fraktionierten Form, dem niedermolekularen Heparin (NMH), vor. Je nach
Indikation wird entweder UFH (z.B. zur peri- oder postoperativen Thromboseprophylaxe)
oder NMH (z.B. zur Therapie einer Venenthrombose) eingesetzt (123). In den hier
beschriebenen Experimenten wurde Heparin-Natrium (UFH) verwendet.

Der genaue Mechanismus, wie Heparin die Bindung von Eap an die Endothelzellen
verhindert und somit auch die Aufnahme blockiert, bleibt Teil noch folgender
Untersuchungen. Da Heparin einen Einfluss hat, wenn es gleichzeitig mit Eap inkubiert wird,
liegt die Vermutung nahe, dass es zu einer Bindung von Eap und Heparin kommt, so dass

anschlieBend keine Aufnahme von Eap mehr erfolgen kann.
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5.4 Heparansulfate haben einen geringen Einfluss auf die Aufnahme von
Eap.

Da ein Einfluss von Heparin auf die Aufnahme von Eap gezeigt werden konnte, sollte
untersucht werden, welche Rolle die Glykocalix auf den Zelloberflichen beziiglich Bindung
und Aufnahme von Eap spielen.

Heparansulfate (HS) sind metabolisch dynamische Zellbestandteile, die einem
schnellen Auf- und Abbaumechanismus unterliegen, d.h. sie kdnnen synthetisiert und dann
entweder sekretiert oder in Zellmembran eingebaut werden. In der Membran integriert konnen
HS wieder in die Zelle aufgenommen werden oder auch durch Heparinasen degradiert werden
(52). Die zellbiologischen Funktionen der HS-Proteoglykane (HS-PG) beruhen auf
spezifischen Interaktionen ihrer Glykosaminoglykan (GAG)-Seitenketten mit basischen
Proteinen, wie z.B. Eap. Daneben besitzen HS anti-koagulatorische Féhigkeiten, genau wie
Heparin, die Inhibierung des Thrombins und anderer Gerinnungsproteasen durch AT
ortsstidndig zu katalysieren (siche Kapitel 5.2) (52).

Um fiir die Experimente die HS auf den Zelloberflichen zu entfernen, wurde
Heparinase III eingesetzt. Sie spaltet selektiv die HS (39). Heparinasen sind Enzyme, die
spezifisch fiir Heparin sind und physiologisch von bestimmten Mikroorganismen wie dem
Flavobacterium heparinum synthetisiert werden. Sie werden entweder direkt aus
F. heparinum-Kulturen gewonnen oder konnen rekombinant durch Expression in E. coli
gewonnen werden (39).

Die Aufnahme von Eap war nach Entfernung der HS reduziert. In den ex vivo-
Experimenten (Endothel der V.umbilicalis) war der Unterschied in der Aufnahme nach
Entfernung der HS groBer als bei den in vitro-Experimenten mit HUVEC. So konnte ex vivo
eine Reduktion der Aufnahme um maximal 40% gezeigt werden. Dies ldsst vermuten, dass
HS einen Interaktionspartner fiir Eap darstellen, der jedoch nicht als alleiniger
Bindungspartner fiir die Internalisation verantwortlich sein kann. Es muss auch noch eine
Bindung an andere “Rezeptoren® stattfinden, die fiir die Aufnahme verantwortlich sind.

In diesem Zusammenhang gibt es groBe Ahnlichkeiten zwischen den Interaktionen
von Eap mit Endothelzellen und dem terndren Komplex aus T, AT und VN, der in der
Arbeitsgruppe Preissner entdeckt wurde (21-23). Durch Bindung von VN an T-AT erhélt der
urspriinglich bindre Komplex bestimmte Heparin-bindende Eigenschaften, was die Bindung
an HS der Endothelzellen ermdglicht und zur Aufnahme des T-AT und dessen Entfernung aus
dem Blutkreislauf fiihrt. 1992 konnten de Boer et al. zeigen, dass fiir die Bindung des ternéren

81



Komplexes an HUVEC die Heparin-bindende Domine des VN verantwortlich ist, wobei die
Ergebnisse stark denen mit Eap dhneln. Exogenes Heparin blockierte nahezu komplett die
Bindung von VN-T-AT an HUVEC, wihrend eine Entfernung der HS-PG eine Reduzierung
der Bindung um 50% erzielte. 1995 konnte die Arbeitsgruppe auch die Aufnahme des
terndren Komplexes in die subendotheliale ECM nachweisen, dhnlich, wie es hier fiir Eap
gezeigt wurde. De Boer et al. gingen jedoch davon aus, dass die Aufnahme nicht alleinige
Folge der Bindung sei, sondern weitere ,,Rezeptoren” im Sinne einer Rezeptor-vermittelten
Endozytose in den Aufnahmemechanismus involviert sind (siehe Kapitel 5.2.1) (21-23). Um
zu priifen, ob der Mechanismus der Bindung und Aufnahme des terndren Komplexes der
gleiche ist, der der Bindung und Aufnahme von Eap zugrunde liegt, wiaren Experimente, die
eine Kompetition von Eap und VN-T-AT untersuchen, sinnvoll.

Andererseits kann man aber auch nicht ausschlieBen, dass durch die Heparinase III
moglicherweise nicht alle HS entfernt werden konnten und Eap somit vor allem durch eine
Bindung an HS aufgenommen werden konnte, bzw. dass die Eap-Konzentrationen so hoch
waren, dass Eap letztendlich aufgenommen wurde.

Frithere Arbeiten hatten sich bisher nicht mit der Rolle der HS in Bezug auf Eap
beschiftigt, allerdings wurden S. aureus-Stdmme hinsichtlich ihrer Bindung an ECM und die
Rolle der dort lokalisierten HS untersucht. Man kam auch hier zu dem Ergebnis, dass durch
Vorbehandlung mit Heparinase III eine Reduzierung in der Bindung von S. aureus stattfand
(144).

Es ist wichtig, die Rolle der HS in Bezug auf die Eap-Bindung und Aufnahme zu
kennen, da HS von fast allen Zelltypen in Form von zusammengesetzten HS-PG synthetisiert
werden und auf Zelloberflachen, in Basalmembranen und in der ECM vorkommen. Au3erdem
fungieren sie als Korezeptor fiir die Zytokin-Rezeptor-Wechselwirkung, z.B. von ,,Vascular
endothelial growth factor” (VEGF) oder ,,Basic fibroblast growth factor* (bFGF) (34, 47, 81,
125). So kénnte Eap durch Bindung an HS-PG moglicherweise auch eine Verdriangung der
HS-PG-Zytokin-Wechselwirkung hervorrufen. Moglicherweise ldsst sich durch diese
Interaktion der anti-proliferative Effekt von Eap in Bezug auf die Endothelzell-Proliferation
erkldren, der in den Arbeitsgruppen Preissner-Herrmann beobachtet wurde (133). Wenn Eap
durch seine Bindung die HS-PG blockiert, fillt deren Rolle als Korezeptor fiir VEGF und
bFGF aus, so dass die Kompetititon zwischen Eap und diesen Zytokinen deren proliferative
Wirkung blockiert.

Neben der Funktion der HS-PG als Korezeptor fiir Zytokine dienen sie ebenfalls den

Chemokinen als zelluldire Bindungskomponenten und spielen eine Rolle in der
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Transmigration von Neutrophilen. Die Wechselwirkung zwischen dem Neutrophilen und den
Chemokinen steht am Anfang der Leukozytenmigration und ist eine Voraussetzung fiir die
feste Anheftung und Bindung an ICAM-1 (siehe Kapitel 1.4.4.3). Durch eine Bindung von
Eap an die HS-PG wiirden die polyanionischen Bindungsstellen fiir Chemokine maskiert. Das
bedeutet, dass eine lokal geprigte (,,juxtacrine”) Aktivierung der Leukozyten ausbleibt, es zu
keiner festen Anheftung und damit auch zu keiner Diapedese der Leukozyten ins
subendotheliale Gewebe kommen kann. Neben der Tatsache, dass Eap die feste Anheftung
des Leukozyten durch Blockade von ICAM-1 verhindert, wiirde die Kompetition zwischen
Eap und Chemokinen erkldren, dass die Neutrophilen-Rekrutierung in vivo durch Eap
reduziert werden kann (16). Zusammen genommen erkldart dies die starke anti-

inflammatorische Aktivitdt von Eap (4, 16).

5.5 Die Rolle der Extrazellularen Matrix

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Eap an Strukturen der ECM bindet. Jedoch wurde mit
immobilisierten und einzelnen Komponenten gearbeitet, und nicht mit intakter ECM als
Ganzes. Es wurde eine Bindung von Eap an immobilisiertes VN, FBG und FN nachgewiesen
(16).

Um zu untersuchen, ob daher auch die ECM eine Rolle beziiglich der Lokalisation von
Eap spielt, wurden die Zellen eines HUVEC Monolayers nach Inkubation mit Eap entfernt, so
dass nur die ECM zurtickblieb.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Eap nach der Inkubation von
HUVEC nicht nur in den Endothelzellen, sondern auch in der ECM befand. Je hoher die
Konzentration von Eap war, desto mehr Eap befand sich anschlieSend auch in der ECM.

Die ECM besitzt eine Vielzahl von Komponenten, vor allem Kollagenfasern und
PG/GAG, die als potentielle Bindungspartner fiir Eap in Frage kommen. Zu den
Glykosaminoglykanen zéhlen die Heparan-, Chondroitin- und Keratansulfate und die
Hyaluronséure. Durch Kollagen und Elastin wird der ECM die Struktur verliehen. Laminin
findet man in der Basalmembran. FN ist assoziiert mit Kollagen, und spielt v.a. bei der
Adhision und Migration von Zellen eine wichtige Rolle (91).

Eine adhédsive Zelle bindet iiber ECM-Rezeptoren in der Plamamembran an die ECM.
Die am weitesten verbreiteten Rezeptoren zdhlen zu den Integrinen, die intrazelluldr
Anschluss ans Zytoskelett der Zelle haben und neben der mechanischen Verankerung auch

der Signaltransduktion dienen. Verschiedene Adhésionsproteine vermitteln die Adhédsion
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zwischen der Zelle und der ECM, z.B. Fibronektin. Fibronektin bindet iiber Integrine an die
Zelle und besitzt beziiglich der ECM Affinitit zu Kollagenfibrillen, Fibrin und
Proteoglykanen (97). VN ist ein multifunktionales Glykoprotein und kommt im Blutplasma
sowie in der ECM vor. Es ist an der Oberfliche elastischer Fasern assoziiert und hat sehr
potente Zelladhdsionsfahigkeiten. Die Rezeptoren fiir VN auf der Zelloberfliche stellen
wiederum Integrine dar. (55).

Der Bindungspartner von Eap beziiglich der ECM koénnten Proteine sein, die ebenfalls
von Heparin bzw. HS gebunden werden, da bei gleichzeitiger Inkubation mit Heparin wenig
Eap, wiederum durch Kompetition zwischen Heparin und Eap um HS-PG wihrend der
initialen Zellbindung, aufgenommen wurde. An anderer Stelle wurde gezeigt, dass Heparin an
FN bindet, bzw. dass FN neben Bindungsdoménen fiir Kollagen auch eine Domine fiir die
Bindung an Heparin besitzt (37, 80, 82). Dass Eap ebenfalls an FN bindet, wurde bereits
demonstriert (16). Einen weiteren Bindungsparnter, sowohl von Eap als auch von Heparin,
stellt VN dar. Es enthilt ebenfalls Heparin-bindende Doménen, deren Struktur &hnlich der
Heparin-bindenden Doméne des FN ist (138). AuBerdem konnen sowohl Eap als auch
Heparin an FBG binden (111).

Da in Gegenwart von Heparin kaum Eap aufgenommen wurde, wird es sich um eine
Konkurrenz zwischen Heparin und den genannten HS-PG-Bindungsstellen um Eap handeln,
da ein anschlieBendes Waschen mit Heparin nach Bindung von Eap kaum einen Effekt zeigte:
die Bindung blieb bestehen und Heparin konnte Eap nicht mehr von der Bindung 16sen. Bei
gleichzeitiger Inkubation von Heparin und Eap konnen diese Komplexe (siche Kapitel 5.3)
nicht mehr an FBG, VN oder FN binden. In Bindungsassays konnte eine direkte
Wechselwirkung von Heparin an immobilisiertes Eap gezeigt werden (sieche Anhang Kapitel
9.1).

Neben der direkten Bindung von Eap an die ECM, kann der Grund fiir die
Lokalisation von Eap in der ECM der Durchtritt des Proteins durch die Endothelzelle in die
ECM sein. Denn schon die ex vivo-Experimente zeigten, dass die Aufnahme von Eap sich
nicht auf das Endothel der V. umbilicalis beschriankte, sondern sich dariiber hinaus ins
Nabelschnurgewebe ausbreitete. In dem Zusammenhang kann man Vergleiche zu Arbeiten
von de Boer et al. anfiihren (siche Kapitel 5.4). Sie fanden heraus, dass der terndre Komplex
zundchst intrazelluldr aufgenommen wurde, und von dort aus basolateral weiter in die
subendotheliale Matrix gelangte (23).

Festzuhalten bleibt, dass Eap genauso intrazelluldr wie auch in der ECM lokalisiert ist.

Ungeklart bleibt, ob dies durch eine direkte Bindung von Eap an diese Strukturen mittels
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parazelluldrem Transport und unter Umgehung der transzelluldren Passage geschieht. Dies

sollte in weiteren Experimenten untersucht werden.

5.6 Intrazellulare Lokalisation von Eap

Da gezeigt werden konnte, dass Eap nicht nur an der Zelloberfldche bindet, sondern in einem
aktiven Prozess aufgenommen wird, stellte sich die Frage nach der Lokalisation von Eap
innerhalb der Zelle.

Es zeigt sich in den Konfokal-Aufnahmen beim Durchmustern der einzelnen
Zellschichten, dass Eap sich nach dreistiindiger Inkubation nicht auf der Zelloberfliche
befindet, sondern innerhalb der Zelle nach basolateral lokalisiert ist. Ab einer
Inkubationskonzentration von 5 pg/ml Eap zeigte sich eine homogene Verteilung von Eap im
Zytoplasma. Je hoher die Konzentration von Eap war, desto mehr Eap liel sich auch im
Zytoplasma der HUVEC nachweisen. Anders sah es bei Inkubation mit 1 pg/ml Eap aus, da
sich wenige Eap-Aggregate punktuell im Zytoplasma befanden. Genau dasselbe Bild zeigte
sich auch bei gleichzeitiger Inkubation von hoheren Konzentrationen Eap mit Heparin.

Neben der scheinbar homogenen Verteilung im Zytoplasma war um den Kern herum
meist eine verstirkte und verdichtete Immunfluoreszenz-Féarbung zu erkennen. Das wird ganz
besonders gut deutlich, wenn man eine Aufnahme ohne die DAPI-Fiarbung, also die
Kernfiarbung, betrachtet. Man kann daher vermuten, dass es zu einer perinukledren
Verdichtung oder Anlagerung von Eap an die Kernmembran kommt. Die Fliche des Kerns ist
dagegen immer komplett frei von Eap. Zumindest nach dreistiindiger Inkubation ist kein Eap
in den Kern eingedrungen.

Die Verteilung von Eap innerhalb der Zelle spricht gegen einen parazelluliren Weg
von Eap in die ECM (siche Kapitel 5.5), da es eine gleichmiBige Verteilung im Zytoplasma
mit einer perinukledren Verdichtung gibt. Wiirde Eap parazellulir ins Gewebe gelangen,
wiirde man eine verstirkte Lokalisation von Eap an den Zellgrenzen erwarten.

Bestimmte Zellorganellen sind aufgrund deren Funktion perinukledr lokalisiert, z.B
der Golgi Apparat und das raue endoplasmatische Retikulum (rER), denn der Kern und das
ER besitzen eine gemeinsame doppelte Membran (142). Man konnte daher annehmen, dass
Eap sich genau in diesen Organellen besonders anreichert, z.B. im Golgi-Apparat nach
Aufnahme per Endozytose weiterverteilt bzw. prozessiert wird. Aullerdem steht gerade der
perinukledre Raum in stindiger Verbindung mit dem Kerninneren, so dass nach langerer

Inkubationszeit moglicherweise Eap auch in den Kern gelangen konnte.
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Sobke et al. fanden 2006 heraus, dass Eap Wachstums- und Differenzierungsprozesse
von Endothelzellen durch Blockade des Ras-Raf-Signalweges behindert. Allerdings stellte
sich die Frage, ob dies durch ein intrazelluldres Eingreifen von Eap oder lediglich durch
Bindung an die Zelloberfliche geschieht (133). Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wire eine
intrazelluldre Interaktion von Eap denkbar. Das sind Fragen, die es in Zukunft noch zu
untersuchen gilt. Denn auch in friiheren Arbeiten wurde eine genaue Lokalisation von Eap
innerhalb der Zelle bisher nicht bestimmt. Eine Moglichkeit wére, nach Eap-Inkubation von
Zellen, eine Zellfraktionierung (134) vorzunehmen, um zu sehen, in welchem
Zellkompartiment Eap lokalisiert ist. Dies ist besonders interessant im Hinblick auf den

Mechanismus, wie und wo Eap in den Alltag der Zelle eingreift.

5.7 ICAM-1 und PECAM-1 als Interaktionspartner ftr Eap

Da in fritheren Arbeiten ICAM-1 als Interaktionspartner von Eap postuliert wurde (16), wurde
untersucht, wie sich die [CAM-1-Verteilung des Endothels nach Inkubation der V. umbilicalis
mit Eap verhilt.

Hier konnte gezeigt und durch Quantifizierung bestitigt werden, dass die Darstellung
von ICAM-1 nach Inkubation mit Eap reduziert war. Je hoher die Eap-Konzentration und je
linger die Inkubationszeit war, umso deutlicher war die Reduktion der ICAM-1-Férbung.

Bei PECAM-1 waren die Ergebnisse weniger eindeutig. Nach einer Eap-Inkubation
konnte PECAM-1 nicht so deutlich dargestellt werden wie in der Kontrolle ohne Eap-
Behandlung. Jedoch gab es keine Konzentrations- oder Zeitabhingigkeit der Reduzierung,
wie dies bei ICAM-1 zu sehen war. Auffillig war, dass sowohl PECAM-1 als auch ICAM-1
nach relativ kurzer Einwirkzeit von Eap, in den 15 und 30 min-Werten hohe
Standardabweichungen zeigten, was sich jedoch in den spiteren Werten ldngerer
Inkubationszeit legte.

Die Frage besteht, ob die anti-ICAM-1-Antikorper nicht mehr binden konnten, weil
ICAM-1 von Eap blockiert wurde oder weil tatsdchlich eine Herunterregulation von ICAM-1,
also eine verminderte Expression, von Seiten der Endothelzelle, ausgeht. Wahrscheinlicher ist
die erste Annahme, denn in viele Arbeiten wurde gezeigt, dass Eap direkt an ICAM-1 bindet
(16). AuBBerdem kommt es generell wesentlich hdufiger zu einer Hochregulation als zu einer
Absenkung von ICAM-1, z.B. in jedem inflammatorischen Geschehen durch TNF-a, IL-1
oder INF-y (17). Nur wenige, zudem nicht-physiologische, Stoffe filhren zu einer
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Herunterregulation, z.B. Pirfenidon, ein antifibrotisches Medikament (77), oder Viren, wie
das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpes-Virus (101).

Zwischen den Inkubationszeiten vier und fiinf Stunden gab es hinsichtlich der
Aufnahme von Eap keine groen Unterschiede mehr. Dies konnte auf einen maximalen Effekt
nach vierstiindiger Inkubation hinweisen. Um dies zu untersuchen sollten weitere
Versuchsreihen mit Inkubationen von Eap bis 24 Stunden oder mehr durchgefiihrt werden.
Allerdings stellt sich die Frage, inwieweit die Zellen dann noch vital sind, da die Inkubation
von Eap in einem Medium frei von Zusitzen durchgefiihrt werden muss, um Interaktionen mit
Eap zu vermeiden.

Die Wechselwirkung von Eap mit PECAM-1 wurde bisher nur wenig untersucht.
Daher konnte PECAM-1 ein weniger affiner Bindungspartner von Eap sein. 1997 hat eine
niederlédndische Gruppe die Expression von Oberflichenmolekiilen wie ICAM-1 und
PECAM-1 untersucht, allerdings nach Infektion mit S. aureus, nicht Eap. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass sich 23 Stunden nach der Aufnahme von S.aureus zu einer erhohten
Expression von ICAM-1 und einer unverdnderten Expression von PECAM-1 kam. Eine
erhohte ICAM-1-Expression fiihrte demnach auch zu einer erhohten Adhisivitit von
Monozyten und Granulozyten (6). Dies wurde nach Infektion mit S. aureus beobachtet. Eap
fiir sich alleine hat ja die gegenteilige Eigenschaft, nimlich ICAM-1 zu binden und somit zu

blockieren, um die Diapedese von Neutrophilen zu verhindern.

5.8 Permeabilitatssteigerung durch Eap gering

In den ex vivo-Experimenten konnte eine Reduzierung der PECAM-1-Verteilung gezeigt
werden. Oft zeigten die Ergebnisse jedoch hohe Standardabweichungen, auBerdem war die
Reduzierung von PECAM-1 nicht abhdngig von der Eap-Konzentration oder der
Inkubationsdauer, wie es z.B. bei ICAM-1 der Fall war. Daher wurde die PECAM-1-
Verteilung ebenfalls in vitro untersucht, vor allem im Hinblick auf Permeabilititsverluste. Da
gezeigt wurde, dass Thrombin die Permeabilitit eines HUVEC-Monolayers erhoht (100),
wurden HUVEC als Positivkontrolle fiir Adhdsionsverluste mit Thrombin behandelt. In
einigen Arbeiten konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Expression von
PECAM-1 und erhdhter Zellpermeabilitdt hergestellt werden (152, 154).

Allerdings konnte keine deutliche Verdnderung in der PECAM-1-Verteilung nach
Inkubation mit Eap dargestellt werden, eine Behandlung mit Thrombin zeigte definitiv

starkere Unterschiede in der Expression von PECAM-1. Somit kann man resumieren, dass
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Eap kaum einen Einfluss auf die Permeabilitit zu haben scheint. Andererseits kann man
weiterfithrend fiir die Ermittlung einer Permeabilititserhohung die Expression von VE-
Cadherin untersuchen (19). Dies wiirde sich als weitere Methode in der Zukunft anbieten.

Ebenfalls im Hinblick auf die Permeabilitit wurde ein Permeabilititsassay
durchgefiihrt. Dieses wird hdufig verwendet, um die Durchldssigkeit eines Monolayers zu
testen und kann mit verschiedenen Substanzen zur Messung angewendet werden, wie z.B.
Evans blue (117) oder eben Rhodamin- oder FITC-gekoppeltes Dextran, wie hier verwendet
(70, 132). Wie schon bei der Untersuchung der Expression von PECAM-1 waren auch hier
die Ergebnisse wenig eindeutig. Es war lediglich eine Tendenz dahingehend zu erkennen,
dass es evtl. eine leichte Permeabilititserhohung gibt, die allerdings wenig relevant sein
diirfte. Daher bleibt festzuhalten, dass Eap die Permeabilitit wenig beeinflusst.

In fritheren Arbeiten wurde bisher wiederum nur die Beziehung zwischen S. aureus
und Permeabilitit, noch nicht zwischen Eap und Permeabilitit untersucht. Dort wurde gezeigt,
dass es bei Infektion mit S. aureus zu einer Permeabilititssteigerung kommt, und zwar durch

das S. aureus a-Toxin (121, 137).

5.9 Schlussfolgerung

Zusammenfassend 1463t sich festhalten, dass die in dieser Arbeit erhobenen Befunde darauf
hinweisen, dass Eap iiber einen aktiven Mechanismus in die Endothelzelle aufgenommen
wird und dariiber hinaus auch in die subendotheliale Matrix gelangt. Innerhalb der Zelle
konnte eine Verteilung von Eap im Zytoplasma gezeigt werden, mit einer perinukledren
Verdichtung, jedoch keiner Lokalisation im Kern selbst.

Fiir die Bindung von Eap an die Endothelzelle scheinen HS-PG eine wichtige Rolle zu
spielen, die iiber eine Heparin-bindende Sequenz von Eap interagieren, da exogenes Heparin
eine Bindung und Aufnahme von Eap inhibieren konnte. So kommt es zu einer Kompetition
zwischen Heparin und HS-PG um die Bindungsstellen am Eap. Eine Kompetition von Eap
mit z.B. Zytokinen wie VEGF und bFGF sowie Chemokinen um diese polyanionischen
Bindungsstellen erklédrt auch die anti-inflammatorische und anti-proliferative Wirkung des
bakteriellen Proteins.

Die vormals gemachte Beobachtung, dass ICAM-1 als Bindungspartner auf den
Endothelzellen fiir Eap fungiert, konnte in den Experimenten unterstiitzt werden. Zudem

kommt PECAM-1 als moglicher weiterer, aber weniger affiner, ,,Rezeptor” in Frage. Im
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Zusammenhang mit einer moglichen Interaktion von Eap mit PECAM-1 konnte gezeigt
werden, dass Eap jedoch keinen Einfluss auf die Permeabilitit des Endothels hat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen zu weiteren Forschungsansétzen fithren, denn das
molekulare Verstindnis der Wechselwirkungen und der Aufnahme von Eap als
Virulenzfaktor von S. aureus bietet die Mdglichkeit neuer Therapieansitze gegen S. aureus-

Infektionen.
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6 Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist ein ubiquitdr vorkommendes Bakterium, dessen Infektionen oft mit
schweren endovaskuldren Krankheiten assoziiert sind. Die Ursache dafiir sind verschiedene
Virulenzfaktoren, u.a. das hier bearbeitete Extracellular Adherence Protein (Eap).

Eap erfiillt verschiedene Aufgaben: So fiihrt es zu einer Adhédrenz der S. aureus-
Bakterien untereinander sowie auch der Adhdsion des Bakteriums an eukaryotische Zellen.
AuBerdem greift es in das Abwehrsystem des Menschen ein, um der humanen Immunantwort
zu entgehen. Zudem besitzt es anti-inflammatorisches und anti-angiogenes Potenzial.
Verschiedene Plasmaproteine wie Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin und auch ICAM-1
wurden als Bindungspartner fiir Eap identifiziert.

Ob Eap auch an andere Rezeptoren als ICAM-1 binden kann und was nach Bindung
an den eukaryotischen Zellen passiert und ob Eap an der Oberfliche der Zellen verbleibt oder
in die Endothelzellen und dariiber hinaus aufgenommen wird, war Gegenstand dieser Arbeit.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden ex vivo-Experimente mit Gefden von
Nabelschniiren, sowie in vitro-Experimente mit makrovaskuldren Endothelzellen (HUVEC)
durchgefiihrt. Zellen und die V. umbilicalis der Nabelschnur wurden unter verschiedenen
Bedingungen mit Eap inkubiert und anschlieBend Immunfluoreszenzbilder mikroskopisch
ausgewertet. Durch Permeabilititsassays wurde der Einfluss von Eap auf die Permeabilitit
von HUVEC untersucht. Um die Bindung von Eap an eukaryotische Zellen zu bestimmen,
wurden Bindungsassays mit biotinyliertem Eap an HUVEC iiber das ELISA-Prinzip
durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von Eap in das
Zytoplasma von Endothelzellen abhéngig von der Eap-Konzentration und der Inkubationszeit
ist und nicht nur auf die Endothelzellen beschrinkt bleibt, sondern auch in der ECM
nachgewiesen wurde. Die Aufnahme von Eap war bei 4 °C und bei gleichzeitiger Inkubation
von Eap mit Heparin stark reduziert. Heparansulfate auf den Zelloberfldchen hatten einen
begrenzten Einfluss auf die Internalisierung von Eap.

ICAM-1 war nach Eap-Inkubation in der V. umbilicalis reduziert darstellbar, was die
Annahme von ICAM-1 als Bindungspartner von Eap unterstiitzt. Ebenfalls reduziert, jedoch
meist nicht so stark wie ICAM-1 und auch nicht konzentrationsabhéngig von Eap oder der
Inkubationszeit, war PECAM-1. Dies 143t PECAM-1 als weiteren, aber weniger affinen,
,»Rezeptor* fiir Eap vermuten.

Die Permeabilitit eines HUVEC-Monolayers wurde jedoch durch Eap nur gering
beeinflusst. Eap zeigte eine homogene Verteilung im Zytoplasma ab einer Konzentration von
5 pg/ml Eap und zudem eine perinukledre Agglomeration. Der Kern blieb allerdings frei von
Eap, was darauf hinweist, dass Eap zundchst nicht in den Kern wandert, sich aber dort

anlagert.
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7/  Summary

Staphylococcus aureus is a prevalent bacterium; its infections are often associated with severe
endovascular diseases because it expresses a variety of virulence factors, including the
Extracellular Adherence Protein (Eap).

Eap leads not only to the adherence of S.aureus bacteria to each other but also
mediates adhesion of the bacteria to eukaryotic cells. It also influences the immune system of
its host and has anti-inflammatory and anti-angiogenic potential. Various plasma proteins
such as fibrinogen, fibronectin, vitronectin and receptors like ICAM-1 were previously
identified as binding partners for Eap.

This raises the question whether Eap can bind to receptors other than ICAM-1 and
what happens after binding to the eukaryotic cells, whether Eap remains on the surface of
cells or is internalized to the endothelial cells and beyond.

These questions were examined in eX Vivo-experiments with veins of umbilical cords,
as well as in in vitro-experiments with macrovascular endothelial cells (HUVEC). HUVEC
and V.umbilicalis were incubated with Eap wunder different conditions and
immunofluorescence images were evaluated microscopically. In addition, permeability assays
were done to examine the permeability of HUVEC monolayers after incubation with Eap. To
investigate the binding of Eap, binding assays of biotinylated Eap to HUVEC were carried out
by the ELISA principle.

In this work it could be shown that the inclusion of Eap in the cytoplasm of
endothelial cells is dependent on the concentration of Eap and time of incubation. The
localisation Eap was not limited on the endothelial cells, because Eap could also be detected
in the extracellular matrix. The inclusion of Eap was significantly reduced at 4 °C and in the
case of simultaneous incubation of Eap with heparin. Heparan sulfates on the cell surface had
a limited effect on the internalization of Eap.

ICAM-1 was reduced in the V. umbilicalis after incubation of the umbilical cord with
Eap. That supports the assumption of ICAM-1 as a binding partner of Eap. PECAM-1 was
also reduced, but usually not as strong as ICAM-1, and neither concentration dependent of
Eap or of time of incubation. This suggests PECAM-1 as another, but rather nonspecific,
ligand for Eap.

The permeability of HUVEC monolayers was affected only slightly by Eap, there was
only a tendency towards an increasing permeability.

In regard to the localization of Eap inside the cell, at a concentration of 5 pg/ml Eap a
homogeneous distribution in the cytoplasm could be shown. Although also a perinuclear
agglomeration was visible, the core, however, remained free of Eap, suggesting that Eap does

not initially moves into the nucleus, but adsorbs at the nucleus.
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9 Anhang

9.1 Ergebnisse ELISA-Bindungsassay

Biotinyliertes Heparin (0,0001 bis 50 L.LE.) wurde zu immobilisiertem Eap gegeben und die
Bindungsrate iiber das ELISA-Prinzip (sieche Kapitel 2.5) bestimmt.

1,6
1,4 1
1,2 1

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2

Absorption bei 450 nm

Heparin (1.E.)

Abb. 9.1: ELISA-Bindungsassay von Heparin an immobilisiertes Eap.
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9.2 Immunfluoreszenzbilder

Die folgenden Bilder wurden zur Auswertung der Experimente herangezogen (siche dazu

auch Kapitel 2.6).
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9.2.1 Ex Vivo-Experimente
9.2.1.1 Inkubation der V. umbilicalis mit 1, 5, 10 und 20 pug/ml Eap
bzw. mit 20 ug/ml Eap nach Entfernung der HS (anti-Eap-Farbung)
Kontrolle (ohne Eap)

Abb. 4.4 A I: Inkubation mit 1 pg/ml Eap

Abb. 4.4 A 1I: Inkubation mit 5 pg/ml Eap
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Abb. 4.4 A 111: Inkubation mit 10 pg/ml Eap

Abb. 4.4 A 1V: Inkubation mit 20 pug/ml Eap

Abb. 4.18 A: Entfernung der HS auf den Endothel-Zelloberflachen durch

Heparinase 111 und anschlieBende Inkubation mit 20 pug/ml Eap

108



9.2.1.2 Inkubation der V. umbilicalis mit
5, 10 und 20 pg/ml Eap (anti-ICAM-1-Farbung)

Abb. 4.6 A I: Kontrolle (ohne Eap-Inkubation)

Abb. 4.6 A II: Inkubation mit 5 pug/ml Eap

Abb. 4.6 A 1l1: Inkubation mit 10 pug/ml Eap
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Abb. 4.6 A 1V: Inkubation mit 20 pg/ml Eap

9.2.1.3 Inkubation der V. umbilicalis mit 5, 10 und 20 pg/ml Eap

(anti-ICAM-1-Farbung)

Abb. 4.6 B I: Kontrolle (ohne Eap-Inkubation)

Abb. 4.6 B II: Inkubation mit 5 pug/ml Eap
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Abb. 4.6 B I1I: Inkubation mit 10 pg/ml Eap

..

Abb. 4.6 B IV: Inkubation mit 20 pug/ml Eap

9.2.1.4 Inkubation der V. umbilicalis mit 20 ug/ml Eap bei unters.
Temperaturen und zusammen mit 10 ug/ml Heparin (anti-Eap-Farbung)
Abb. 4.14 B: Inkubation bei 37 °C
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Abb. 4.14 C: Inkubation bei Raumtemperatur

Abb. 4.14 D: Inkubation bei 4 °

Abb. 4.14 E: Inkubation zusammen mit Heparin

112




9.2.1.5 Inkubation der V. umbilicalis mit 20 pg/ml Eap bei unters.

Temperaturen und zusammen mit 10 pg/ml Heparin (anti-ICAM-1-Farbung)
Abb. 4.16 B: Inkubation bei 37 °C

Abb. 4.16 C: Inkubation bei Raumtemperatur

Abb. 4.16 D: Inkubation bei 4 °
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Abb. 4.16 E: Inkubation zusammen mit Heparin

9.2.1.6 Inkubation der V. umbilicalis mit 20 pg/ml Eap bei unters.
Temperaturen und zusammen mit 10 ug/ml Heparin (anti-PECAM-1-Farbung)

Abb. 4.17 B: Inkubation bei 37 °C

Abb. 4.17 C: Inkubation bei Raumtemperatur
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Abb. 4.17 D: Inkubation bei 4 °C

Abb. 4.17 E: Inkubation zusammen mit Heparin
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9.2.1.7 Abb. 4.8: Inkubation der V. umbilicalis mit 20 pg/ml Eap

von 15 min bis zu 5 Stunden (anti-Eap-Farbung)

Kontrolle
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--

9.2.1.8 Abb. 4.9: Inkubation einer Nabelschnur mit 20 pg/ml Eap
von 15 min bis zu 5 Stunden (anti-ICAM-1-Farbung)

i --
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9.2.1.9 Abb. 4.10: Inkubation einer Nabelschnur mit 20 ug/ml Eap
von 15 min bis zu 5 Stunden (anti-PECAM-1-Farbung)

Kontrolle
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9.2.2 In Vitro-Experimente

9.2.2.1 Inkubation von HUVEC mit 1, 5, 10 und 20 pg/ml Eap bzw. mit
Eap nach Entfernung der HS auf den Endothelzellen (anti-Eap-Farbung)
Abb. 4.4 B I: Kontrolle (ohne Eap)

Abb. 4.4 B 11 Inkubation mit 1 pg/ml Eap

Abb. 4.4 B 11I: Inkubation mit 5 pg/ml Eap
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Abb. 4.4 B IV + Abb. 4.18 B I: Inkubation mit 10 pg/ml Eap

Abb. 4.18 C I : Inkubation mit 20 pg/ml Eap

Abb. 4.18 C II: Entfernung der HS auf den Zelloberflachen der HUVEC

mit Heparinase 111, anschliefende Inkubation mit 20 pug/ml Eap
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Abb. 4.18 B II: Entfernung der HS auf den Zelloberflachen der HUVEC

mit Heparinase I11, anschlielende Inkubation mit 10 pg/ml Eap

9.2.2.2 Inkubation von HUVEC mit 10 pug/ml Eap bei 4 °C,

Raumtemperatur, 37 °C und unter dem Einfluss vonHeparin

Abb. 4.12 A I: Inkubation bei 37 °C

Abb. 4.12 B I: Inkubation bei 37 °C, Heparin-haltiger Waschpuffer
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Abb. 4.12 C I: Inkubation bei 37 °C zusammen mit Heparin

Abb. 4.12 A 11: Inkubation bei Raumtemperatur

Abb. 4.12 B II: Inkubation bei Raumtemperatur, Heparin-haltiger Waschpuffer
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Abb. 4.12 C II: Inkubation bei Raumtemperatur zusammen mit Heparin

Abb. 4.12 A Ill: Inkubation bei 4 °C

Abb. 4.12 B IlI: Inkubation bei 4 °C, Heparin-haltiger Waschpuffer
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Abb. 4.12 C I11: Inkubation bei 4 °C zusammen mit Heparin

9.2.2.3 Inkubation von HUVEC mit 1, 5, 10 bzw. 20 pug/ml Eap

und anschlieRender Entfernung der Zellen

Abb. 4.22 B I: Inkubation mit 1 pg/ml Eap

Abb. 4.22 B 1lI: Inkubation mit 5 pg/ml Eap
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Abb. 4.22 B I11: Inkubation mit 10 pg/ml Eap

Abb. 4.22 B 1V: Inkubation mit 20 pg/ml Eap
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