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1.Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. VEGF-Faktoren und VEGF-Rezeptoren

Die VEGFs (vascular endothelial growth factors) bilden eine Gruppe von
Wachstumsfaktoren. die eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Endothelzellaktivitat und der vaskuldren Funktion spielen. Sowohl im Erwachsenen als
auch im Embryo ist das genaue Zusammenspiel der einzelnen Faktoren dieser Gruppe
fiir die Funktion von Blut- und Lymphgefiflen sowie fiir das Immunsystem von sehr
grofer Bedeutung.

Es sind 5 Glykoproteine der VEGF-Familie bekannt: VEGFA, VEGFB. VEGFC,
VEGFD und der plazentare Wachstumsfaktor (PIGF). Sie haben jeweils ein
Molekulargewicht von ungefiihr 40 Kilo Dalton (kDa) und sind in folgenden Regionen
im humanen Genom kodiert:

VEGFA: (6p12)
VEGFB: (11q13)
VEGFC: (4q34.1-q34.3)
VEGFD: (Xp22.31)
PLGF: (14q24-q31)

Die verschiedenen Genprodukte binden als Liganden mit unterschiedlicher Affinitit an
VEGF-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (VEGFRTK)!.2.

1.1.1 Die VEGF-Faktoren

Die 5 Mitglieder der VEGF-Familie sind unter Wirbeltierarten konserviert. Sie zeigen
eine strukturelle Homologie zu PDGF (platelet derived growth factor) und gehéren zur
Gruppe der sogenannten Cystein-Knoten-Superfamilie von Polypeptidfaktoren. Diese
kommen in vielzelligen Organismen vor und werden als Polypeptide mit einer
hochkonservierten Rezeptor-bindenden Cystein-Knoten-Struktur sezerniert.

Als gemeinsames Merkmal hat diese Familie acht konservierte Cysteinreste an festen
Positionen. die die typische Cystein-Knoten-Struktur durch die Verkniipfung von
Disulfidbindungen bilden (Abbildung.1). Unter den 8 Cysteinen bilden 6 Reste 3 S-S
intramolekulare Bindungen und erzeugen somit 3 Schleifenstrukturen. Die
verbleibenden 2 Cysteine bilden 2 S-S-intermolekulare Bindungen, die zur stabilen
Homo- oder Heterodimerstruktur von VEGF beitragen (Abbildung.1). Es werden
bevorzugt Homodimere gebilet11.2.3.4,

Durch den Prozess des alternativen Spleiffens entstehen bei den einzelnen VEGFs
verschiedene Isomere unterschiedlicher Lénge, biologischer Wirkung und Féhigkeit,



1.Einleitung 2

Co-Rezeptoren zu binden, sezerniert zu werden oder an ECM (extracellular matrix)
gebunden zu werdens. 6.

Abbildung 1: Banddarstellung der Rezeptorbindungsdomane von VEGF. In A, ein
VEGF-Monomer mit der typischen Cystein-Knoten-Struktur. Der Pfeil markiert
eine intramolekulare S-5-Bindung, die als schwarze Linie im charakteristischen
Cystein-Knoten-Motiv dargestellt wird. In B, ein VEGF-Dimer in antiparaleller
Organisation

(modifiziert nach Hoeben et al. )07

Das alternative Spleilen des menschlichen VEGFA, das eine konservierte Acht-Exon-
Struktur besitzt (alle andere VEGFS besitzen eine Sieben-Exon-Struktur) fithrt zu
mindestens sechs verschiedenen Transkripten, die Isoformen der folgenden Liangen der
Aminosiresequenzen kodieren:

VEGFA 121
VEGFA 145
VEGFA 165
VEGFA 165b
VEGFA 183

VEGFA 189
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VEGFA 206

Aufler VEGFA 121, besitzen die verschiedenen Isoformen eine basische Grundstrecke
nahe dem Carboxyterminus, die ihnen die Bindung an saueren Membranproteinen wie
Co-Rezeptoren oder an ECM ermdoglicht. Die Isoformen 121. 145, 165 und 165b
werden sezerniert und die Isoformen 183, 189 und 206 bleiben an ECM gebunden, sie
koénnen aber durch Spaltung freigesetzt werden. Die Isoform 165b ist eine inhibitorische
Spleifvariante des VEGFA 165!

VEGFAL16S5 ist die hiufigste und biologisch aktivste Form von VEGF. die auch sehr
effektiv sezerniert wird und Co-Rezeptoren wie NRP1 (Neuropilin 1) und NRP2 binden
kann (Abbildung.2). Kiirzlich wurde eine weitere Subvariante von VEGFA
(VEGFAxxxb) in Menschen beschrieben. die den VEGFR (VEGF-Rezeptor) viel
schwicher aktiviert als das normale VEGFAL7.

Zusitzlich zum alternativen Spleilen werden manche VEGFs durch proteolytische
Verarbeitung reguliert. Dieser Mechanismus kann den Faktoren die Bindung an
spezifischen Rezeptoren ermdglichen?. Die Faktoren VEGFC und VEGFD werden als
Vorstufen produziert und durch Proteasen wie Furin sowohl an dem amino- als auch an
dem carboxyterminalen Abschnitt gespalten und dadurch aktiviert?.

1.1.2 VEGFR-Tyrosinkinasen und ihre Verteilung im Korper

Die VEGFRs sind #dhnlich wie die PDGF-Rezeptor-Familie typische
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) mit einer extrazelluliren Domine von ungefihr 750
Aminosauren fiir die Ligandbindung. Diese Domine ist in sieben Immunoglobulin (Ig)-
ahnliche Falten organisiert und ist mit einer einzelnen Transmembranregion verbunden,
der eine gespaltene Tyrosinkinasedoméne folgt, die durch ein 70-

AminosidureKinaseinsert unterbrochen wird, und von einem C-terminalen Schwanz
gefolgt wird’. ¢ (Abbildung.2).

Der Effekt der VEGFs auf Koérpergewebe ist zum einen von den jeweiligen VEGF-
Liganden, zum anderen von der Rezeptorverteilung und Rezeptortyp (Abwesenheit oder
Existenz einer Tyrosinkinaseaktivitit) abhingig?s.

Es sind 3 VEGFRs im Korper des Menschen bekannt: VEGFRI1 (Fltl), VEGFR2 (Flk1)
und VEGFR3 (Abbildung.2). Die posttranskriptionale Modifikation von den VEGFRs
fithrt zu seziernierten Varianten von VEGFR1 (sVEGFR1) und VEGFR2 (sVEGFR2)
(Abbildung.2) und in Menschen zu einem C-Terminal verkiirzten VEGFR3. Zwar
zeigen die VEGFRs eine gewisse Uberlappung in ihrem Expressionsmuster, aber sie
sind generell wie folgt im Korper verteilt: VEGFR1 in Monozyten und Makrophagen,
VEGFR2, der als frithste Marker fiir vaskuldre Endothelzellen bekannt ist, kommt in
vaskuldren Endothelzellen vor. VEGFR3 ist in lymphatischen Endothelzellen
lokalisierts.s.
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1.1.3 Bindung der VEGF-Faktoren an den VEGF-Rezeptoren

VEGFRI1 bindet VEGFA, VEGFB und PIGF. VEGFA bindet sowohl an sVEGFRI1 als
auch an den VEGFR1 mit voller Lange. Im vaskuldren System weist der VEGFRI1 eine
beeintrachtigte Kinaseaktivitit auf. wihrend er in Monozyten nach der Bindung von
VEGFB und PLGF intrazellluldre Signalwege wie ERK. MAPK. PI3K und p38MAK
induziert: 1. Die Funktion vom VEGFRI1 im vaskuliren System beinhaltet
""LigandTrapping” 'und Rezeptor-Homo- und Heterodimerisierung (Abbildung.2)s.

VEGFR2 bindet VEGFA mit stiarkster Affinitat, VEGFC und VEGFD kénnen durch
proteolytische Prozessierung an den VEGFR2 binden (Abbildung.2). jedoch binden
diese beiden Faktoren an VEGFR2 mit geringerer Affinitit als an VEGFR32.

Die verschiedenen Faktoren bilden bevorzugt Homodimere, die nach der Bindung an
ihren Rezeptoren eine Rezeptor-Homo- oder Heterodimerisierung induzieren
(Abbildung.2)s.

VEGFA VEGFC
. Processng  VEGFD
v vy v v
©
g
F
£
Extracelhler w
B I T e o e e e e T T T TN
Cytoplasm +JMD
TKD1
KID
SVEGFR1 I I SVEGFR2 NRP2 TKo2
homodimer homodimer homodimer homodimer cTD
VEGFR1 VEGFR1/-2 VEGFR2 VEGFR2/-3 VEGFR3
homodimer heterodimer homodimer heterodimer homodimer

Abbildung 2: Zeigt die 5 VEGF-Faktoren und ihre Rezeptoren. VEGFs binden mit
unterschiedlichen Affinitaten an drei VEGFRTK und zwei NRP-Korezeptoren und
initileren eine Homo- oder Heterodimerbildung. Die extrazellularen Domanen von
VEGFRs und NRPs, die an der VEGF-Bindung beteiligt sind, sind durch schraffierte
Kreise gekennzeichnet. PIGF, Plazentarer-Wachstumsfaktor; sVEGFR1, loslicher
VEGFR1; sVEGFR2, loslicher VEGFR2; TMD, Transmembrandomane; JMD,
Juxtamembrandomane; TKD1, ATP-Bindungsdomane; KID,
Kinaseinsertionsdomane; TKD2, Phosphotransferasedomane; CTD,
carboxyterminale Domane.

(modifiziert nach Koch et al.)s
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1.1.4 Signalling der VEGF-Rezeptoren

Nach der Bindung der VEGFs an die ensprechenden Rezeptoren, fithrt die daraus
resultierende Anderung der Rezeptorkonformation zur Exposition von ATP-
Bindungsstellen in der intrazelluldren Kinasedoméane mit Kinaseaktivierung und Auto-
oder Transphosphorylierung von Tyrosinresten am Rezeptordimer selbst sowie an
nachgeschalteten Signalwandlern’. Phosphorylierte Tyrosinreste und Carboxy-terminale
Aminosédurereste des Phosphotyrosins stellen Bindungsstellen fiir intrazellulire
Signalmediatoren mit SH2-Doménen dar., die die Bildung von intrazelluldren
Signalketten ermoglichen. Diese fithren zu diversen VEGFR-vermittelten biologischen
Reaktionen in den Zielzellens. 10.

1.2 Das T-Zell-spezifische Adapter (TSAd)

Das T-Zell-spezifische Adapterprotein (TSAd) -auch unter VEGFR-assoziiertem Protein
(VRAP) bekannt- ist ein klassisches ungefihr 46 kDa-intrazelluldres Adapterprotein,
das durch das SH2D2A-Gen kodiert wird und eine zentrale SH2-Doméne, ein C-
terminales Prolin-reiches SH3-Bindungsmotiv und mehrere potentielle
Phosphotyrosinstellen enthilt!. 12.13. 4. Es wurde anfinglich gezeigt, dass TSAd in
peripheren Blut-T-Zellen in Menschen und Mausen exprimiert wird!?. In T-Zellen wird
TSAd erst exprimiert. nachdem die anfingliche Aktivierung von naiven T-Zellen
aufgetreten ist.

Es wurde berichtet., dass TSAd seine Rolle bei der Regulation der Aktivierung von T-
Zellen durch die Hemmung der Signaliibertragung vom T-Zell-Rezeptor (TCR)-
Komplex spielt!+ 15,16, Dies geht einher mit der Tatsache, dass das Fehlen von TSAd in
T-Zellen in vivo eine systemische Autoimmunitit induziert’. Spiter wurde eine
Expression von TSAd auch in Endothelzellen und anderen Organzellen beschrieben?s.

Im Jahre 2012, zeigten Sun et al TSAd als Vermittler der VEGF-induzierten vaskuldren
Permeabilitit in einem Tiermodell. Durch zusitzliche in vitro Experimente wurde die
Bindungsstelle am aktivierten VEGFR?2 identifiziert, an die TSAd mit hochster Affinitit
bindet (Y951 in Menschen, Y949 in Maiusen) und konsequenterweise die
Phosphorylierung der stromabwirts gelegenen zytoplasmatischen TK (c-Src) (Siehe
1.3) an der Position Y418 in Endothelzellen vermittelt. Es wurde auBBerdem eine TSAd-
abhidngige Komplexformation zwischen phosphoryliertem c-Src und VE-Cad (Siehe
1.6) nach VEGF-Stimulation sowie eine Reorganization von VE-Cad an der Zellgrenze
in der Zellkultur gezeigt!2. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von TSAd in
der Regulation der interendothelialen Zell-Zell-Verbindungen als Antwort auf die
VEGF-Stimulation.

Da es genug Daten iiber einen erhéhten VEGF-Spiegel unter septischen Bedingungen in
Menschen sowie in Tieren vorliegen!®s, sollte die Interaktion von TSAd mit dem
VEGFR2 in Endothelzellen unter septischen Bedingungen niher untersucht und die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der VEGF-vermittelten
Permeabilititerhohung ausgearbeitet werden.
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1.3 Die Src-Familie von Tyrosinkinasen

Tyrosinkinasen spielen eine Rolle in der Modifizierung von Proteinen, indem sie die
Phosphorylierung von Tyrosinresten katalysieren. Die resultierende
Phosphotyrosinmodifikation (pTyr) kann dann von einem anderen Protein mit SH2 oder
SH3-Domine erkannt werden, die spezifisch pTyr bindet!s. 1,

Tyrosinkinasen werden in RTKs und zytoplasmatische Tyrosinkinasen (CTKs)
unterteilt. die auch als Nicht-Rezeptortyrosinkinasen bekannt sind?. CTKs. die eine
eigene SH2-Domine enthalten, signalisieren haufig downstream von RTKs. Dariiber
hinaus kann die Bindung einer CTK an RTK oder an andere phosphorylierte Proteine
durch ihre SH2-Doméne zur Aktivierung des CTK fiihren2!.

Die Src-Familie von Tyrosinkinasen bildet eine eng verwandte Gruppe von CTKs. die
eine entscheidende Rolle bei der eukaryotischen Signaltransduktion spielens. Sie sind
in allen Metazoa-Zellen vorhanden. wo ihre regulierte Aktivierung durch verschiedene
Wachstumsfaktor-, Cytokin-, Adhisions- und Antigen-Rezeptoren fiir die Erzeugung
einer geeigneten zelluldren Reaktion auf duere Reize kritisch ist. Diese Familie besteht
aus 9 Mitglieder: Src, Lck. Hck, Fyn, Blk, Lyn, Fgr, Ja und Yrk?2 3. Sie sind
hochkonservierte Signalproteine, bei denen einer katalytischen Tyrosinkinasedomine
zwei Peptidbindungsmodule vorangehen. die Src-Homologiedoménen SH2 und SH3.
Diese Module binden an Ziele. die Phosphotyrosine bzw. Polyproline Typ II-Helices
enthalten und vermitteln die Bildung von Protein-Protein-Komplexen wihrend der
Signaliibertragung?s.

Die SH2-Domine in Src-Kinasen interagiert nicht nur mit Phosphotyrosinreste anderer
Proteine, sondern mit einem Phosphotyrosinrest in den Src-Kinasen selbst (Tyr 527 in c-
Src). Diese Wechselwirkung fiihrt zu einer Unterdriickung der katalytischen Aktivitit
von c-Src. Diese inhibitorische Phosphorylierung an Tyr527 wird durch die c-Src-
Kinase (Csk) durch Schaffung einer intramolekularen Bindungsstelle fiir die Src-SH2-
Domine vermittelt?3. 24.25, Andererseits, fithrt die Phosphorylierung vom Tyrosinrest 416
(Tyr416) zu einer Aktivierung von c-Src?. Tyr4l6 und Tyr527 haben daher
entgegengesetzte Effekte auf die katalytische Aktivitit, wenn eine Phosphorylierung
dort stattfindet.

Auflerdem wurde sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt. dass c-Src durch
Phosphorylierung an Tyr418 und reduzierte Phosphorylierung an Tyr527 TSAd
abhingig regulatorisch aktiviert werden kann?2.

1.4 Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)

STAT3 ist ein ungefihr 80 kDa grofler Transkriptionsfaktor, der frither unter dem
Namen Akute-Phase-Response-Faktor (APRF) bekannt war. Er ist Mitglied einer
Familie von Transkriptionsfaktoren (STAT1 bis STAT6) mit SH2-Doménen. die durch
Tyrosinphosphorylierung als Antwort auf eine grofe Vielzahl von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Nach der Aktivierung bilden die STATs Homo-
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oder Heterodimere, die dann in den Zellkern translozieren. wo sie die Transkription
einer Reihe von Zielgenen aktivieren?’-32.

Es wurde bereits beschrieben. dass der STAT3-Signalweg durch die Src-Familie von
TKs aktiviert werden kann. Die Src-Familie kann die direkte STAT3-
Tyrosinphosphorylierung und Stimulierung der DNA-Bindungsaktivitit fordern2 3.

Ebenfalls wurde bereits gezeigt, dass STAT3 durch den aktiven IL6 (Interleukin6)-
Rezeptor in vitro durch Phosphorylierung aktiviert wird. Diese Aktivierung wurde von
der Herabregulation von 'Junction-Proteinen”” begleitet, hauptsdchlich ZO1 (Zonula
occludens-1) und Occludin und in geringerem Mafle auch VE-Cad. Das hat zur Folge.
dass die endotheliale Permeabilitit erhoht wird4. Zusatzlich wurde aktiviertes STAT3
mit der Induktion des IL6-Gens in humanen Endothelzellen in Verbindung gebracht3s.

1.5 VEGF/STAT3-Interaktion

VEGEF ist der Hauptantrieb der vaskuldren Permeabilitit iiber den VEGFR23%. Mehrere
Studien haben gezeigt. dass der distale VEGF-Promoter ein STAT3-Bindungselement
enthélt, das fiir die induzierte VEGF-Expression durch zahlreiche Zytokine,
Wachstumsfaktoren, multiple onkogene Proteine und sogar Hypoxie entscheidend
1st3741, Das zeigt, dass STAT3 als Regulator des VEGF-Gens fungieren kann.

STAT3 kann iiber verschiedene Mechanismen die transkriptionale Aktivierung von
VEGF regulieren (Abbildung.3): Uber Bindung an das erkannte STAT3-
Bindungselement im VEGF-Promoter, um die Transkription direkt zu steuern
(Abbildung.3A), Interaktion mit Spl (specificity protein 1) / Sp3 im SBE-freien
Promoter (Abbildung. 3B) und Kooperative Interaktion von STAT3 mit
Transkriptionsfaktoren (Abbildung.3C).

Auflerdem. kann aktiviertes STAT3 in Endothelzellen als Mediator und Biomarker der
VEGF-vermittelten Endothelaktivierung angesehen werden®. Eine Studie von Bartoli et
al. hat in Endothelzellen der Rinderretina (BREC) gezeigt, dass VEGF schnell STAT3-
Tyrosinphosphorylierung und nukledre Translokation induziert, was als STAT3-
abhangige VEGF-induzierte VEGF-Expression bezeichnet wird#. Eine STAT3-
Translokation wurde in makrovaskuldren Endothelzellen der Aorta nicht beobachtet#:.

Die meisten Studien zur STAT3-Aktivierung wurden an Endothelzellen in vitro
durchgefiihrt. Ob die Mechanismen. die hier beschrieben sind in vivo oder in
Endothelzellen verschiedener anatomischer Herkunft im selben Tier gleich sind, das

muss noch ausgearbeitet werden.
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Abbildung 3: Zeigt Mogliche Mechanismen der Transkriptionsaktivierung des
VEGF-Gens durch STAT3. In A, direkte Steuerung des VEGF-Promoters durch
STAT3. In B, Interaktion mit den an SBE gebundenen Sp1/ Sp3. In C, maximale
Transkription durch Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren.

(Modifiziert nach Chen et al)14

1.6 VE-Cadherin

VE-Cadherin ist ein 120 kDa grofles Protein, das strikt an endothelialen Verbindungen
lokalisiert ist. Es scheint der Hauptvermittler von endothelialen Zell-Zell-Kontakten zu
sein. Es gehort zu der Gruppe der Cadherine. eine Gruppe von Calcium-abhidngigen
adhisiven Proteine, die Interaktion zwischen Zellen vermitteln#.

Jeder Cadherin-Typ hat ein typisches Gewebeverteilungsmuster. Fiir die meisten von
ihnen ist die Expression nicht nur auf einen Zelltyp beschrinkt und mehr als ein
Cadherin-Typ kann an der Oberfldche einer bestimmten Zelle nachgewiesen werden. Es
wurde demonstriert. dass Endothelzellen N-Cad, VE-Cad und in geringerem Mafe P-
Cad exprimieren®: 4. Unter diesen wird nur VE-Cad spezifisch in Endothelzellen
exprimiert. Weiterhin ist VE-Cad konsistent mit interzelluldren Verbindungen assoziiert,
wihrend N-Cad auf der Zellmembran diffus bleibt+7.

Das VE-Cad-Gen wurde urspriinglich identifiziert und unter Verwendung eines RT-
PCR-Ansatzes als eines von 8 neuen Cadherinen kloniert. Cadherin5, welches spéter in
VE-Cad umbenannt wurde, war das einzige endotheliale Cadherin unter ihnen4.

Das VE-Cad-Gen (Locus CdhS5) mappt auf Maus-Chromosom 8. wo es mit E-Cad
(Locus Cdhl), P-Cad (Locus Cdh3) und M-Cad (Locus Cdh14) Gene kolokalisiert ist.
was darauf hindeutet, dass es Teil eines groferen Clusters von Cadherin-Sequenzen sein
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konnte. Es besteht aus 12 Exons. die ein konventionelles Wirbeltierspleifmuster zeigen.
Das erste Exon wird vollstandig nicht translatiert. und beide Exons, 2 und 12 enthalten
nicht translatierte Regionen.

Die Regulierung der Aktivitit von VE-Cad oder seiner Anwesenheit an Zellkontakten
ist ein wesentlicher Schritt, der die Permeabilitit der Blutgefiwand fiir Zellen und
Substanzen steuert*. Eine Serie von in vivo sowie in vitro Experimente bestitigten den
Beweis fiir die Funktion von VE-Cad als Bestandteil der Endothelzellkontakte und seine
Rolle als Regulator der Adhision von Endothelzellen34 5052,

1.7 TSAd vermittelte VEGF-abhingige Regulierung der Endothelbarriere

In Endothelzellen spielt das Adapterprotein TSAd eine Rolle in der Vermittlung der
vaskuldren Reaktion auf Permeabilititsfaktoren stromabwirts vom VEGFR25.12,

VEGEF ist der Hauptantrieb der vaskuldren Permeabilitit iiber den VEGFR23%. Die
Bindung von VEGFA an VEGFR2 in mikrovaskuldren Endothelzellen fordert die
Rezeptordimerisierung. wodurch Trans/Autophosphorylierungen von intrazelluldren
Tyrosinresten am Rezeptordimer selbst sowie an nachgeschalteten Signalwandlern
ermoglicht wirds.

Eine wichtige Phosphorylierungsstelle am VEGFR2 nach VEGFA Bindung ist die
Tyrosine Y951 in Menschen (Y949 in Mausen). TSAd bindet mit hochster Affinitat an
Phosphotyrosin Y951 (pY951) am aktivierten VEGFR2 und présentiert mehrere
Bindungsstellen fiir intrazelluldre Signalmolekiile mit SH2-Domiénen wie die c-Src. die
die Wirkung vom aktiven VEGFR2 in Endothelzellen weiter vermittelt (Abbildung.4)!2

13,53,

Es entsteht nach Bindung von VEGF-A an VEGFR2 ein Komplex aus VEGFR2 und
TSAd sowie TSAd und dem nachgeschalteten Molekiil c-Srcs. Dieser Komplex fiihrt in
Abhingigkeit von TSAd zu emner Phospohorylierung von c-Src an der Position Y418
sowie einer Dephosphorylierung an der Position Y527 (Abbildung.4). AuBerdem zeigt
c-Src nach dessen Aktivierung eine leichte Phosphorylierung an anderen Stellen sowie
eine Kolokalisation von aktiviertem c-Src mit VE-Cad-positiven Adhidrenzverbindungen
von Endothelzellen sowohl in vitro als auch in vivo!2. Diese Kolokalisation ist essentiell
fiir die Phosphorylierung von VE-Cad durch die aktivierte c-Src mit nachfolgender
Relaxation der interzelluldren Kontakte, die normalerweise eine Leckage begrenzens4.



1.Einleitung 10

Zellmembran
o
Ao
o
VE-Cad : L
.. _’
L0
VEGFR-2 VEGFR-2 H H
Yy o
plyr 951
oS
plyr418  pTyr 527

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Komplexbildung unter den aktiven
VEGFR2, TSAd, c-Src und VE-Cad. Nach Bindung von VEGFA an den VEGFR2 kommt
es zu einer Dimerisierung mit nachfolgender Exposition von pTyr951. TSAd
vermittelt die Bindung zwischen VEGFR2 und c-Src. Die Phosphorylierung von c-
Src an Tyr418 bei gleichzeitiger Dephosphorylierung an Tyr527 ist essentiell fur
die Interaktion des Komplexes mit dem VE-Cad und nachfolgender Relaxation
interzellularer Kontakte!2.54,

Zusitzlich zur beschriebenen Lockerung der interzelluldren Verbindungen, wurde ein
anderer Mechanismus in Endothelzellen beschrieben, der zur Stérung der
Barrierefunktion beitrdgt., ndmlich die VEGF-vermittelte c-Src-abhéngige
Phosphorylierung von VE-Cad mit nachfolgender Endozytosess.

Dieser Prozess wird durch die aktivierte c-Src vermittelt. Diese fiihrt zur
Phosphorylierung von einem Guaninnukleotid-Austauschfaktor (Vav2). Vav2-
Phosphorylierung fiihrt wiederum zur Aktivierung der GTPase (Rac), die die Serin-
Threonin-Kinase (PAK) aktiviert. Aktivierte PAK fiihrt zur Serinphosphorylierung eines
hochkonservierten Motivs innerhalb des intrazelluldren Schwanzes von VE-Cad, was
zur Rekrutierung von B-Arrestin2 zu serin-phosphoryliertem VE-Cad fiihrt, sodass seine
Internalisierung in Clathrin-beschichteten Vesikel und der daraus folgende Abbau von
interzelluldren Verbindungen geférdert wird (Abbildung.5) 3.

Eine Studie von Orsenigo et al.108 hat eine zusdtzliche Moglichkeit der Regulation von
VE-Cad durch Phosphorylierung beschrieben. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cad an der Position 658 und 685 (Tyr658/Tyr685)
eine Rolle bei der VE-Cad-Internalisierung spielt. Dieser Mechanismus wurde fiir
Endothelzellen im vendsen System beschrieben und gilt unter inflammatorischen
Bedingungen wie Histamin- oder Bradykininstimulation!0s,
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Die genauen Mechanismen der VE-Cad-Regulation durch Phosphorylierung in
Endothelzellen unter septischen Bedingungen sind noch nicht genug verstanden.

Neben der direkten Wirkung von c-Src auf VE-Cad. werden fokale Zell-Zell- und Zell-
extrazelluldre Matrix-Adhésionen durch Src-abhédngige Aktivierung von FAK und von
avP5-Integrin-vermittelten Matrixinteraktionen mit dem Endothelzell-Zytoskelett
reguliert’. Die Reorganisation des Zytoskeletts, die interendotheliale Adhésionen

unterbricht, wird durch die Src-stimulierte Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette
weiter geforderts.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion intrazellularer Proteine,
die an der Regulation der VE-Cad-Internalizierung beteiligt sind. Nach Bindung
von VEGFA an den VEGFR2 kommt es zu einer Dimerisierung des Rezeptors mit
nachfolgender Src-, Vav2-, Rac- und PAK- Aktivierung. Aktivierte PAK fuhrt zur
Serinphosphorylierung von VE-Cad. pVE-Cad rekruitiert B-Arrestin2, was zu einer
Rezeptor-Arrestin-abhangige Endozytose (RADE) fuhrt. Die Internalisierung
erfolgt in Klathrin-beschichteten Vesikel und ist mit einer Dissoziation des VE-
Cad/Catenin/Aktin-Komplex verbunden.

(Modifiziert nach Gavard, 2006)3
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1.8. Perizyten
1.8.1 Perizyten und glatte Muskelzellen

Perizyten und glatte Muskelzellen sind als murale im Gefasystem bekannt. Diese
muralen Zellen haben einen komplexen Ursprung, der von ihrer Position im Embryo
abhingig ist. Sie werden aus einer Vielzahl von Vorlduferzellen gebildet (glatte
Muskelvorldufer). Diese umfassen mesenchymale Zellen, embryonale
Neuralleistenzellen und Vorlduferzellen im embryonalen Epikard. Glatte Muskelzellen
werden auch aus Endothelzellen gebildet. Die Stimulation der glatten Muskelvorlaufer
mit PDGF-BB veranlasst die Differenzierung in glatte Muskelzellen oder Perizyten
(Abbildung.6)%.

3
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Smooth muscle progenitors

GL;

Epicardial-derived cells

1
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—

1

Neural crest cells

------------------------------------------

e

PDGFR-J} + Mesenchymal
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Abbildung 6: Gemeinsamer Ursprung der kontraktilen muralen Zellen im
GefaBsystem: Die Stimulation der glatten Muskelvorlaufer mit PDGF-BB veranlasst
die Differenzierung in glatte Muskelzellen oder Perizyten.

(Modifiziert nach Carmeliet et al)!ls

Perizyten, die muralen Zellen von Blutmikrogefifen, wurden erstmals von Eberth
beschrieben. Zwei Jahre spiter., beschrieb Charles-Marie Benjamin Rouget eine
Population von kontraktilen Zellen, die die Endothelzellen kleiner BlutgefdBe umgeben.
Zimmermann nannte diese Zellen spiter "Rouget-Zellen" und préagte auch den Begriff
der “Perizyten" in Anspielung auf ihre Lage in der Nidhe der Endothelzellenso.

Perizyten. die Kapillaren einlagern, haben einen nahezu gerundeten Zellkorper. der zu
einigen primédren Ausldufern fiihrt, die auf dem Endothel in der Liange der Kapillare
verlaufen. Die primédren Ausldufer fiihren zu sekundéren perpendikularen Auslaufern.
Die Spitzen von den Sekundirausldufern haften fest am Endothel (Abbildung.7A).
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Endothelzellen und Perizyten sind durch eine Basalmembran (BM) getrennt, die sie co-
produzieren und sich teilen (Abbildung.7B).

Obwohl Perizyten in der BM von MikrogefdBen eingebettet sindé!, machen sie mit
mehreren Endothelzellen zahlreiche direkte Kontakte unterschiedlicher Art, wobei der
grofte Teil der Perizyten-Endothel-Grenzflache durch eine BM getrennt ist (Abbildung.
7B)®. Zu diesen direkten Kontakten gehoren:

- peg-socket type: Perizyten-zytoplasmatische Zapfen in endotheliale Einlagerungen

- close or occluding contacts: Sie sind am Rande der Perizytenprozesse und spielen
moglicherweise eine Verankerungsrolle

- adhesion plaques: enthalten Fibronectin und &hneln ultrastukturell den
Adhérenzverbindungen.

- Gap junctionsso-63

Es wurde berichtet, dass glatte Muskelzellen im Gegensatz zu Perizyten nicht in die
Basalmembran eingebettet sind und mdéglicherweise nicht direkt mit dem Endothel in
Kontakt kommens4.

Perizyten und glatte Muskelzellen teilen eine Vielzahl von phédnotypischen Charakteren,
was vermuten ldsst, dass sie phidnotypische Varianten der gleichen Linie darstellen. Da
es an strikt perizytenspezifischen Markern mangelt, erfordert die eindeutige
Identifizierung dieser Zellen héufig eine Immunfirbung mehrerer Antigene oder eine
sorgfiltige Analyse morphologischer Kriterien.

A B

Abbildung 7: A Rasterelektronenmikroskopische Oberflachenansicht von einem
Perizyten an der Verzweigung einer Netzhautkapillare von Kaninchen. Aus
(Murakami, 1979 )19, B Eine BM trennt Perizyten (P) von Endothelzellen (E). An
manchen Stellen, kommt es zu verschiedenen Direktkontakttypen zwischen
Endothelzellen und Perizyten (modifiziert nach Armulik et al)s°
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1.8.2 Funktion der Perizyten

Es ist allgemein anerkannt. dass Perizyten wachsende GefdBe stabilisieren und die
Endothelpermeabilitit kontrollieren®. 6.

Viele funktionelle Eigenschaften von Perizyten und ihre genaue Rolle bei der
Regulation des angiogenen BlutgefdaBwachstums bleiben schwer fassbar. VEGFA fiihrt
zur Aktivierung von VEGFR2 in vaskuldren Endothelzellen. Das hat zur Folge, dass
Mikrogefife destabilisiert werden und, dass ihre Permeabilitdt erhoht wird3e. o,

Eine neue Studie hat gezeigt, dass die Expression des VEGFRI1 durch Perizyten in der
Maus-Retina den VEGF-Signalweg raumlich beschrankt, und. dass angiogenetische
Defekte, die durch Perizytendepletion verursacht werden, durch intraokulare Injektion
von VEGFA oder Perizyten-spezifischer Inaktivierung des fiir VEGFR1 kodierenden
Mausgens reproduziert werden kénnensé. Dies legt einen Mechanismus nahe, durch den
Perizyten durch molekulares Einfangen " 'molecular trapping ™ zur GefdBstabilitat und
der Regulation der GefaBBpermeabilitét beitragen.

Eine zusitzliche und haufig untersuchte funktionelle Eigenschaft von Perizyten ist ihre
Fahigkeit, sich zusammenzuziehen. Die meisten Studien befassten sich mit Perizyten
bei der Regulation des Blutflusses im Gehirn und ZNS. Unter Verwendung von TPLSM
(Two-Photon Laser Scanning Microscopy) konnte die Perizytenkonstriktion in
kortikalen Kapillaren von heterozygoten adulten B-Actin-GFP-transgenen Maéusen als
Antwort auf die Gabe von U46619, einem TBXA2-Rezeptor-Agonisten und potenten
Vasokonstriktor erfolgreich visualisiert werden®’. Uberzeugende Beweise fiir eine
Kontrolle des Blutflusses, die allein auf Kapillarebene in vivo erfolgt, fehlen nochso.

AuBerdem, sind mesynchemale Stammzellen (MSCs) in vielen adulten Geweben eng
mit perivaskuldren Nischen assoziiert und co-exprimieren viele Marker gemeinsam mit
Perizyten. Die Fdhigkeit von Perizyten, als MSCs zu agieren, bleibt jedoch umstritten.
Es wurde durch die Verwendung von Methoden zur genetischen
Abstammungsverfolgung gezeigt., dass einige Perizyten zu spezialisierten
Zahnmesenchym-abgeleiteten-Zellen (Odontoblasten) wiahrend des Zahnwachstums
oder als Reaktion auf eine Schédigung in vivo differenzieren®s. AuBerdem sind Zellen
von HodenblutgefiBen. ndmlich vaskuldre glatte Muskelzellen und Perizyten die
Vorldufer von Leydig-Zellen®. In einer neueren Studie wurde jedoch die verbreitete
Annahme in Frage gestellt, dass endogene Perizyten multipler Organe multipotente
geweberesidente Vorlduferzellen sind™.

1.9 Sepsis
1.9.1 Definition
Sepsis ist ein potentiell lebensbedrohliches Syndrom von physiologischen,

pathologischen und biochemischen Abnormalitdten, die durch eine Infektion
hervorgerufen werden” und sie stellt ein grofes Problem fiir die 6ffentliche Gesundheit



1.Einleitung 15

dar, das 2011 mehr als 20 Milliarden US-Dollar (5.2%) der gesamten US-
Krankenhauskosten ausmachte.

Die Definition der Sepsis hat sich im Laufe der Jahre abhdngig von der Studienlage
mehrfach geédndert-#. 2014 wurde eine Konsensuskonferenz ins Leben gerufen. Ziel
war es, anhand einer systematischen Literaturanalyse und eines Delphi-Prozesses eine
neue Sepsisdefinition zu erstellen”. Diese Konferenz ist die erste empirische,
datenbasierte und somit evidenzgetriebene Beschreibung der Sepsis und sie kam mit
folgenden Empfehlungen:

- Sepsis wird definiert als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion. die durch eine
fehlregulierte Wirtsreaktion auf eine Infektion verursacht wird.

- Eine Organfunktionsstérung kann als eine akute Verdnderung des Gesamt-SOFA-
Wertes > 2 Punkte nach der Infektion identifiziert werden.

- Patienten mit Verdacht auf Infektion, die wahrscheinlich ldngere Zeit auf der
Intensivstation bleiben oder im Krankenhaus sterben, kénnen sofort am Bett mit SOFA
identifiziert werden, e.g. eine Verdnderung des mentalen Status, des systolischen
Blutdrucks =100 mm Hg oder der Atemfrequenz >22.

- Der septische Schock ist eine Untergruppe der Sepsis, bei der zugrundeliegende
Kreislauf- und zelluldre/metabolische Anomalien genug ausgeprdgt sind. um die
Mortalitdt wesentlich zu erhéhen.

- Patienten mit einem septischem Schock kénnen mit einem klinischen Konstrukt der
Sepsis mit persistierender Hypotonie identifiziert werden, bei dem Vasopressoren
erforderlich sind, um MAP > 65 mm Hg und einen Serumlactatspiegel > 2 mmol/L
(18mg/dL) trotz addquater Volumenreanimation aufrechtzuerhalten. Mit diesen
Kriterien liegt die Krankenhausmortalitét bei iiber 40%.

Von Singer et al’!

Somit liefert die Konsensuskonferenz von 2014 das aktuelle Update zur Definition der
Sepsis.

1.9.2 Epidemiologie der Sepsis

Sepsis ist die haufigste Todesursache durch Infektionen. und stellt in den meisten
Landern ein groBes Problem fiir das Gesundheitssystem dar.

Global umfassendes Wissen iiber Sepsis-Inzidenz und Mortalitédt ist immer noch nicht
ausreichend vorhanden. Fleischmann et al.” lieferten vor 3 Jahren die Ergebnisse einer
Metaanalyse von Arbeiten. die zwischen 1979 und 2015 verdffentlicht wurden zur
Beurteilung der Inzidenz und Mortalitdt von Krankenhaus-Sepsis in sieben Landern mit
hohem Einkommen. Fiir diese Linder lag die Populationsinzidenzrate fiir die im
Krankenhaus behandelten Sepsisfille bei 288 und fiir die krankenhaus-behandelte
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schwere Sepsis bei 148 pro 100.000 Personenjahre. Die Krankenhausmortalitdt betrug
17% fiir Sepsis und 26% fiir schwere Sepsis wahrend des letzten Jahrzehnts7s.

In Deutschland betrug die geschitzte landesweite Prdvalenz auf Intensivstationen in
einer prospektiven multizentrischen Studie. die vom deutschen Kompetenznetzwerk
Sepsis durchgefiihrt und 2007 publiziert wurde 12.4% fiir Sepsis und 11.0% fiir schwere
Sepsis. Es wurden 415 Patienten untersucht, bei 33 von denen gab es keine
ausreichende Information und von den iibrigen 382 Patienten starben 55.2%. die
meisten von ihnen auf der Intensivstation7.

Sepsis bleibt ein kritisches Problem mit signifikanter Morbiditdt und Mortalitdt. Selbst
in der modernen Ara der Intensivpflege und der Fortschritte im medizinischen
Forschungsbereich, stellt Sepsis immer noch sowohl eine gesundheitliche als auch eine
okonomische Belastung in der Medizin dar.

1.9.3 Pathophysiologie der Sepsis

Auf den Zellen des angeborenen Immunsystems (Makrophagen und dendritische
Zellen) des Wirts werden Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors,
PRRs) exprimiert. Die PRRs erkennen konservierte Motive, die von Pathogenen mit der
Bezeichnung pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) exprimiert werden, wie
Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglycan, Lipopeptide, Lipoteichonsédure, Flagellin und
bakterielle DNA7S. Die PRRs konnen auch endogene Gefahrensignale erkennen, die als
"DAMPs" (danger-associated molecular patterns) bezeichnet werden und bei
entziindlichen Belastungen (z. B. Verbrennungen, Trauma und Gewebsnekrose)
freigesetzt werden™. 0,

Die PRRs werden auf Grundlage ihrer zelluldren Lokalisierung in
zellmembrangebundene und zytosolische PRRs eingeteilt. Zu diesen Rezeptoren
gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLR). die hauptsdchlich zellmembrangebunden sind
und die zytosolische PRRs einschlieBlich Nod-artiger Rezeptoren (NLRs), C-Typ-
Lectine-Rezeptoren (CLRs) und RIG-I-dhnlicher Rezeptoren (RLRs). Die TLR gehdren

zu den PRRs, die am hdufigsten im Zusammenhang mit Sepsis untersucht wurdens!.

Bis heute sind 10 TLRs (TLR1-TLR10) Berichten zufolge im menschlichen Genom
kodiert, die in Zellen des angeborenen Immunsystems (dendritische Zellen und
Makrophagen) exprimiert werden. Es wurde mindestens ein Ligand fiir jeden TLR
identifiziert mit Ausnahme von TLR8 und TLR10 (Abbildung.8)%.

Nach der Erkennung von PAMPs und DAMPs rekrutieren die TLRs TIR (Toll-
Interleukin receptor)-Doménen enthaltende Adapterproteine wie MyD88, ein
Adapterprotein, das fast von allen bekannten TLRs gemeinsam genutzt wird. Je nach
TLR-Typ, werden Signaltransduktionswege initiiert, die in einen MyD88-abhdngigen
und einen MyD88-unabhingigen Weg eingeteilt werden. Der MyD88-abhingige Weg
filhrt zur Aktivierung von NF (nuclear factor)-xB, der die Transkription von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF (Tumornekrosefaktor)-o, IL6, IL1 und IL12
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reguliert (Abbildung.8), wihrend der MyD88-unabhingige Weg zur Induktion vom
IFN-B (Interferon beta) und IFN-induzierbaren Genen fiihrt und die Reifung von
dendritischen Zellen mit langsamer Aktivierung von NF-kB und MAP-K vermittelts3-$5,

Wihrend die TLRs hauptsdchlich Transmembranrezeptoren sind, stellen die NLRs
zytoplasmatische Rezeptoren fiir PAMPs dar. Die zwei am umfassendsten untersuchten
Mitglieder der NLR-Familie sind NOD1 und NOD2 (Nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
intrazelluldren Erkennung eindringender pathogener Bakterien an ihren
Zellwandkomponenten (Peptidoglykane)s-38, NOD1 wird sowohl in stromalen als auch
in hamatopoetischen Zellen ubiquitdr exprimiert®, wihrend NOD2 nur in Leukozyten
einschlieBlich Monozyten/Makrophagen und DCs und in Epithelzellen bei
inflammatorischer Stimulation exprimiert wird.

Ahnlich wie bei der TLR-Signalgebung. rekrutieren NOD1 und NOD2 nach ihrer
Aktivierung Adapterproteine und aktivieren den MAP-K (mitogen-activated protein
kinase)-Signalweg sowie den IKK-Komplex (IkB kinase) und den stromabwirts
gelegenen NF-xB. Die Aktivierung der NF-kB- und MAP-K-Signaltransduktionswege
stimuliert die Transkription und Produktion von inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen?!.

AuBerdem. werden angeborene und adaptive Immunantworten auf Pilze hauptsédchlich
durch CLRs vermittelt, wobei der Patternrezeptor Dectinl am besten im
Zusammenhang mit Pilzinfektionen charakterisiert ist®2. Dectinl erkennt B-Glucan und
induziert multiple zelluldre Funktionen durch seine Signaldoméne und es ist essentiell
fiir die schiitzende Immunantwort gegen Candida albicans und andere Pilze®. Der
Dectinl-vermittelte Schutz gegen C. albicans-Infektionen wurde kiirzlich auf die
Produktion von Typ-I-IFN durch DCs zuriickgefiihrt%.

Zusitzlich sind PAMPS auch in viraler RNA vorhanden. Sie kénnen von RLRs erkannt
werden, die als zytoplasmatische Sensoren der PAMPs innerhalb viraler RNA fungieren.
Die Aktivierung dieser Rezeptoren fiihrt auch zur Aktivierung von IFN9%.
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Abbildung 8: Die verschiedenen TLRs erkennen unterschiedliche molekulare
Bestandteile, die mit Bakterien assoziiert sind. MyD88 ist ein Adapterprotein, das
stromabwarts von TLRs gelegen ist und es vermittelt die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen. modifiziert nach Yamamoto et al.

Die beschriebene Produktion von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fiihrt
zusitzlich zur Aktivierung der Blutgerinnung (Hyperkoagulabilitét). Dies geschieht iiber
3 Mechanismen (Abbildung.9)%%s:

1- Stimulation der Freisetzung vom gerinnungsaktivierenden Gewebefaktor (TF) aus
Monozyten und Endothelzellen durch infektiose Agenzien und inflammatorische
Zytokine wie TNFao und IL1.

2- Beeintrachtigung der physiologischen gerinnungshemmenden Signalwege, die
hauptsichlich von dysfunktionellen Endothelzellen gesteuert werden.

3- Unterdriickung der Fibrinolyse aufgrund der erhdhten Produktion von
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) durch Endothelzellen.

Diese prokoagulatorischen Verdnderungen der Homeostase fiihren eventuell zu
lokalisierten vendsen Thromboembolien und zu einer akuten disseminierten
intravaskuldren Koagulation (DIC). die durch massive Thrombinbildung und weit
verbreitete mikrovaskuldre Thrombose gekennzeichnet ist. Die DIC ist teilweise fiir das
Entstehen des ~"Multiple Organ Dysfunction Syndrom™ (MODS) verantwortlich. In
schwersten Féllen kommt es anschlieBend zum Verbrauch von Thrombozyten und
Gerinnungsproteinen sowie Blutungserscheinungen.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen dem Immun-
und dem Gerinnungssystem in Sepsis. Infektiose Agenzien stimulieren die
Freisetzung von TF, ILs und TNFa aus MCs und ECs. Diese fuhren zu einer
Aktivierung von Gerinnungsfaktoren im Blut wie Faktor VIII.

Modifiziert nach Bernard et al.l16

AuBerdem, wurde fiir Sepsis eine Assoziation mit kardialer Dysfunktion beschrieben®,
die durch verminderte Kontraktilitdit und ventrikuldre Dilatation gekennzeichnet ist10o,
Zirkulierenden Faktoren wie Zytokine (TNFa, IL1) wurde eine direkte hemmende
Wirkung auf die Myozytenkontraktilitdt zugeschrieben!0. 102,

Weiterhin, induzieren Erregerbestandteile wie LPS und Zytokine wie TNFo, IL1, und
IFN-y die induzierbare Form der NO-Synthase (iNOS) im Endothel. in vaskuldren
glatten Muskelzellen, in Makrophagen und in verschiedenen Parenchymzellen. Die
Uberproduktion von NO durch die iNOS kann wie beim septischen Schock zu einer
Hypotonie, einer Kardiodepression und einer vaskuldren Hyporeaktivitadt beitragen!.

Zusitzlich zu den beschriebenen indirekten Mechanismen. die Endothelzellen wahrend
der Sepsis stimulieren, konnen Bakterielle Lipoproteine die Apoptose der
Endothelzellen direkt aktivieren. Dieser Effekt wird durch TLR2 vermittelt und er
konnte bis zu einem gewissen Grad zu einer erhohten Permeabilitédt beitragenios.

SchlieBlich, ist Sepsis mit einem zeitabhidngigen Anstieg der zirkulierenden Spiegel von
VEGF und PIGF in Tier- und Menschen-Sepsismodellen assoziiert. Dieser Anstieg
konnte bei der Erhohung der vaskuldren Permeabilitdt und zumindest teilweise beim
septischen Schock eine Rolle spielen!2 105,
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1.9.4 Aktuelle Probleme in der Sepsistherapie

Trotz der Ara der modernen Medizin und der Fortschritte in der Intensivmedizin, bleibt
Sepsis ein Krankheitsbild mit hoher Mortalitdt. Eine kausale Therapie, die sich auf der
Pathophysiologie der Sepsis basiert und die damit verbundene hohe Mortalitét effektiv
senkt, fehlt noch. Erst ein besseres Verstehen der Grundlagenmechanismen, die das
Fortschreiten der Sepsis vermitteln, wird die Therapie der Sepsis maBgeblich
verbessern.

1.10 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der VEGFR2-TSAd-Interaktion in der
Vermittlung des Verlusts der mikrovaskuldren Integritdt in der Sepsis zu bestimmen.
Dazu wurden Experimente an priméren Zellen (MLECs-mouse lung endothelial cells)
sowie an einer b.End.3-Zelllinie durchgefiihrt, um die VEGFR2-TSAd-abhédngigen
Signalmolekiilen zu untersuchen, die wihrend der Sepsis an der Signaltransduktion
teilnehmen und dadurch die endotheliale Integritit durch Regulierung der Junction-
Proteine (VE-Cadherin, ZO-1) beeinflussen.

Zusitzlich wurden Experimente an einem Mausmodell der TSAd knock out und der
VEGFR2-951-LOF-Mutation durchgefiihrt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Herstellung von induzierbaren TSAd-shRNA-Expressionskonstrukte

Um die Interaktion von TSAd-VEGFR2 unter inflammatorischen Bedingungen in
Endothelzellen zu untersuchen. wurden induzierbare lentivirale TSAd-shRNA-
Expressionskonstrukte mit Hilfe der Gateway-Rekombination-Klonierungstechnologie
hergestellt. Diese wurden spiter mit Verpackungsplasmiden fiir die Transfektion von
HEK-Zellen gemischt. Danach wurde das lentivirushaltige Medium geerntet und fiir die
Transduktion von Endothelzellen verwendet. Ziel war es, eine induzierbare und stabile
Unterdriickung der TSAd-Expression in diesen Zellen zu erreichen (knock down).

2.1.1 Klonieren der TSAd-shRNA-Sequenzen

Zuerst wurde fiir die Herstellung von TSAd-shRNA-Sequenzen die mRNA-Sequenz
von TSAd auf der NCBI-Nucleotide-Seite gesucht. Dort wurden zwei mRNA-
Sequenzen vorgeschlagen, die Spleivarianten desselben Genproduktes (SH2D2A)
darstellen. Diese Sequenzen trugen die NCBI-Referenznummern NM 021309.3 fiir die
Variante 1 und NM_001025571.2 fiir die Variante 2. Danach wurden diese Sequenzen
kopiert und in einer Software (siRNA wizard Software 3.1, InvivoGen) eingefiigt, um
19-basenlange Targeting-Sequenzen zu finden, die mit dem Genprodukt iiberlappen und
mit anderen Genprodukten mdglichst keine signifikante Uberlappung zeigen. Es wurde
zusitzlich eine Nicht-Targeting-Sequenz als negative Kontrolle (Scr) entworfen. Diese
Scr-Sequenz zeigte keine Uberlappung mit Sdugetier-Genprodukten. Die ausgewihlten
Sequenzen sind in der Abbildung 10 in Rot dargestellt.

Um das Targeting-Verhalten der ausgewihlten Sequenzen zu beurteilen und um
Uberlappungen mit anderen mRNA-Sequenzen auszuschlieBen, wurden diese mithilfe
eines anderen Programms (Blast., NCBI) geblastet. Alle ausgewdhlten Sequenzen
zeigten eine signifikante Uberlappung mit der erwiinschten mRNA-Sequenz. aber keine
signifikante Uberlappung mit mRNAs anderer Gene. AuBerdem, zeigte die Scr-Sequenz
gar keine Uberlappung mit dem erwiinschten Genprodukt.

Danach wurden die Sequenzen wie in der Abbildung 10 geschrieben und an (Eurofins,
DE) geschickt. Sie wurden mit einem Phosphat am 5°-Ende hergestellt, um eine spitere
Legierung in einem Eintrittsvektor zu ermoglichen.

Die bestellten shRNA-Sequenzen kamen von Eurofins jeweils als fw (forward)- und rev
(reverse)-Sequenzen in Pulverform. Das Pulver wurde in ddH2O geldst um eine
Konzentration von 100 pmol/ul zu erreichen. Danach wurde die Losung auf einem
Shaker bei 50 °C fiir 10 Minuten gemischt.

Fiir das Annealing der komplementéren Oligonukleotidpaare (fw/rev), wurden in 5 neue
PCR-Rohrchen jeweils die folgenden Bestandteile des Annealing-Mix pipettiert:
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- 1. 5 ul fw Oligo

- 1. 5 plrev Oligo

- 47 nl Annealing-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM HEPES. PH 7.4)
- Endvolumen= 50 pl/ Rohrchen oder Oligo (rev + fw)

Danach wurden die 5 Rohrchen in einen Thermocycler fiir den Annealing-Prozess
gelegt. Es wurde das folgende Programm genutzt:

- 90 °C fiir 4 min

- 70 °C fiir 10 min

- Langsame Abkiihlung zu 73 °C (-1 °C jede 10 sec)
- Inkubation bei 37 °C fiir 15 min

- Abkiihlung auf 10 °C

Der Annealing-Prozess ergab doppelstrangige shRNA-Inserts mit ““sticky ends’’, die fiir
eine spitere Klonierung in einem Einftrittsvektor geeignet sind. Die ausgerichteten
Sequenzen der verschiedenen Oligos werden in der Abbildung 10 gezeigt.

shTSAd.1

vervecee Y s I
shTSAd.2

sesrcec N Sttt I >

shTSAd.3

sesrece I e I
shTSAd.4
roereee | ot N ™

shScr

e R v ESR >+
Restriktionsenzym-site /_ I - ' _I Restriktionsenzym-site

Abbildung 10: Zeigt die ausgewahlten 5 Sequenzen, die fur die Herstellung von
TSAd-shRNA-kodierenden Inserts verwendet wurden. Jeweils ein
Oligonukleotidpaar (fw/rev) wurde fur die Herstellung von doppelstrangigen
Inserts verwendet. In Gelb sind die Nukleotidbasen markiert, die als
Restriktionsstelle fungieren. In Rot ist die Zielsequenz markiert, und in Grun die
Haarnadelsequenz. Die Sequenzen werden als fw-Version dargestellt. fw=
forward, rev= reverse, Scr= scrambled.
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2.1.2 Restriktion des Eintrittsvektorplasmid (pENTR-THTIII)

Fiir das Klonieren der doppelstrangigen TSAd-ShRNA-Inserts in den Eintrittsvektor
wurde das pENTR-THTIII-Plasmid. das freundlicherweise von AG-Laugwitz/Moretti
geliefert wurde mit geeigneten Restriktionsenzymen (BGIII und HindIIT) verdaut, um in
der Restriktionsstelle im Plasmid "“sticky ends™” zu erzeugen. die den Enden der TSAd-
ShRNA-Inserts komplementér sind (Abbildung.11).

Der Restriktionsmix bestand aus den folgenden Komponenten:
- 24 uL pENTR-THT III-Plasmid (1.5 pg/ul)

- 1.5 pL BglIII

- 1.5 uL HindIII

- 5 pL Puffer (smart cut)

- 18 nLH20

- Totales Volumen: 50 L

HindIII

ctt
ttcg

Eintrittsvektor
PENTR-THT III

atct o
tctagla

3G TTCGAS’

Abbildung 11: Verdauung des Eintrittsvektors mit den Restriktionsenzymen HindlI
und Bglll erzeugt " “sticky Ends’ ', die den sticky Ends der TSAd-shRNA-Insert
komplementar sind. Der Stuffer-Teil des Plasmids ist die Graue Linie, die mit
Hellblau zwischen den Restriktionsstellen hervorgehoben ist.
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Die Verdauungsreaktion wurde bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Danach wurde das
Plasmid mittels Antarctic Phosphatase dephosphoryliert. Das
Dephosphorylierungsgemisch bestand aus den folgenden Komponenten:

- pPENTR-THT III-Plasmid (2 pmol)

- 4 nl Antarctic Phosphatase Reaction Buffer (10X)
- 10 Einheiten Antarctic Phosphatase

- ddH20 zu einem Endvolumen von 40 pl

Das Gemisch wurde zuerst bei 37 °C fiir 30 min inkubiert und danach bei 80 °C fiir 2
min, um die Phosphatase zu deaktivieren.

Um den Stuffer von dem geschnittenen Vektor zu trennen wurde das

Dephosphorylierungsgemisch in zwei 20 puL grofe Kammern eines 1% Etbr Gels (1g
Agarose/100 ml TBE x1) geladen. Dann wurden die Proben fiir 45 min bei 120 V auf
dem Gel laufen gelassen. Nach deutlicher Trennung der Banden wurden die Banden bei
4 Kb vom Gel geschnitten, gewogen und mithilfe eines Gel und PCR Clean-up Kit
purifiziert.

2.1.3 Ligierung der Inserts in das pENTR-THTIII-Eintrittsvektor-Plasmid

Mithilfe eines (Fast-Link™ DNA Ligation Kit) und gemid dem Informationsblatt
wurden fiir die Ligierung die folgenden Komponenten in ein 1.5 pL Eppendorf-
Rohrchen gemischt:

- 1.5 pl 10X Fast-Link Ligation Buffer

- 1.5 pl 10 mM ATP

- 1 pl pENTR-THTIII (verdaut und purifiziert) 100 ng/uL
- 2 pl Insert DNA (100 ng/uL)

- Steriles Wasser zu einem Volumen von 14 ul

- 1 pl Fast-Link DNA Ligase

- Totales Volumen: 15 ul

Diese Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir fiinf Minuten inkubiert, dann wurde sie
bei 70 °C fiir 15 Minuten fiir die Deaktivierung der Ligase inkubiert. Danach wurde die
Ligierungsreaktion fiir die Transformation der Bakterien verwendet.

2.1.4 Transformation von kompetenten Zellen und Selektion auf Gentamicin-Platten

Fir die Vermehrung der Ligierungsreaktion wurden Bakterien (NEB® 10-beta
Competent E. coli High Efficiency Bakterien) verwendet.
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5 Inserts wurden in pENTR-THTIII Vektor-Plasmid legiert (4 TSAd-shRNA und ein
Scr-shRNA als Kontrolle) und es wurden fiir deren Amplifizierung 3 Bakterienréhrchen
verwendet (50 ul Bakterien/Réhrchen). Die Bakterienrohrchen wurden fiir 10 min auf
Eis aufgetaut. In 5 neue 1.5 ml Eppendorf-Réhrchen wurden jeweils 20 ul Bakterien
und 1ul von einem der Ligierungsreaktionen iiberfithrt und durch vorsichtiges
Umdrehen der Réhrchen gemischt. Die Réhrchen wurden auf Eis fiir fiinf Minuten
gelagert und dann bei 42 °C in ein Wasserbad fiir 30 Sekunden eingetaucht. Danach
wurden sie fiir weitere fiinf Minuten auf Eis zuriickgestellt. SchlieBlich wurde zu jedem

Rohrchen zusitzlich 500 ml SOC Medium hinzugefiigt und sie wurden fiir 1 Stunde in
einem Inkubator-Shaker mit UV-Schutz bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.

Da das Plasmid pENTR-THTII fiir das Enzym Gentamicin Acetyltransferase unter der
Kontrolle des Pc-Promoters (Klasse 1 Integron Promoter) kodiert, sind transformante
Bakterien gentamicinresistent (siehe Abbildung.12). Daher wurden von jedem Réhrchen
nach Inkubation bei 37 °C 300 pl entnommen und auf LB-Agarplatten mit 50 pg/mL
Gentamicin ausplattiert um transformante Kolonien zu selektieren. Die Platten wurden
dann in einem Inkubator bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden
gentamicinresistente Kolonien von den Platten ausgewihlt (5 Kolonien/
Ligierungsreaktion). und in Kulturréhrchen mit einem gentamicinhaltigen LB-Medium
iiberfithrt (50 pg/mL Gentamicin). Die Roéhrchen wurden zur Propagierung in einem
Inkubator-Shaker mit UV-Schutz bei 250 rpm und 37 °C fiir 16 Stunden inkubiert.
Danach wurde die Plasmid-DNA mit einem Miniprep-Kit purifiziert.

Nach Amplifizierung in einer iiber Nacht-Kultur und Durchfithrung von Minipreps,
wurden die Minipreps fiir weitere Schritte mit dem Primer THT-seq. Fw: CTG CAG
GAA TTC GAA CGC TGA CG sequenziert. Zeigten die Sequenzierergebnisse die
erwarteten Sequenzen, so wurden die entsprechenden Klone fiir die Klonase-Reaktion
mit dem Zielvektor verwendet (Abbildung.12).

Es wurden die Klone. die folgende Konstrukte enthalten fiir die Klonase-Reaktion
verwendet:

1- pPENTR-THTIII-TSAd.1-shRNA
2- pENTR-THTIII-TSAd.3-shRNA
3- pPENTR-THTIII-TSAd.4-shRNA
4- pENTR-THTIII-TSAd.Scr-shRNA

Die Klone, die das Konstrukt pENTR-THTIII-TSAd.2-shRNA enthalten (siehe

Abbildung.10) wurden aufgrund von unerwarteten Sequenzierungsergebnisse nicht
mehr verwendet.

2.1.5 Umklonieren der Inserts mit Hilfe der LR-Klonase-Reaktion

Es wurde fiir die Klonierung der TSAd-ShRNA-Inserts in einem Zielvektor das
Gateway™ LR Clonase™ Enzyme mix verwendet. Dieser Mix enthdlt die
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rekombinanten Proteine Integrase (Int) und Excisionase (Xis) des Bakteriophagen
Lambda sowie das E. coli-kodierte Protein Integrations-Wirt-Faktor (IHF). Diese
Enzymmischung fordert die in vitro-Rekombination zwischen einem Eintrittsklon (attL-
flankiertes Gen) und einer beliebigen Anzahl von attR-enthaltenden Zielvektoren. um
attB-haltige Expressionsklone zu erzeugen. Die att-Sequenzen stellen flankierende
Rekombinationssequenzen dar (Abbildung.12).

Fiir die Herstellung von einem LR-Klonase-Reaktiongemisch wurde 1 pl pENTR-THT-
III-TSAd-shRNA (150 ng/ul) als Eintrittsvektor mit 1 pl pGLTR-X-PURO (150 ng/ul)
als Zielvektort gemischt (Abbildung.12). pGLTR-X-PURO wurde freundlicherweise
von AG-Laugwitz/Moretti geliefert.

Dazu wurden die folgenden Komponenten gegeben:
- TE-Buffer. pH 8.0 gefiillt bis 8 pul
- LR ClonaseTM II enzyme mix: 2 ul

Nach einer griindlichen Mischung mit dem Vortex wurde die Reaktion bei
Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Dann wurde 1 pl Proteinase K-Lésung zu
jeder Probe gegeben und die Proben wurden bei 37 °C inkubiert, um die
Klonasereaktion zu beenden. Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Proben fiir die
Transformation von TOP-10 Bakterien (NEB® 10-beta Competent E. coli High
Efficiency) wie vorher beschrieben verwendet (siehe 2.1.4).

Der Zielvektor (pGLTR-X-PURO) enthilt unter der Kontrolle des AmpR-Promoters ein
Gen fiir eine Ampicillinresistenz. Deswegen sind transformante Bakterien
ampicillinresistent. Auflerdem enthilt pGLTR-X-PURO das Gen fiir das CcdB-Protein,
ein natiirliches Gift. das mit der bakteriellen Gyrase interagiert. Daher wurden
Transformanten auf LB-Agarplatten mit 50 pg/mL Ampicillin selektiert. Dieser Schritt
garantiert. dass nur die Bakterien iiberleben. die den Zielvektor mit dem Zielgen
aufnehmen (pGLTR-X-Puro-TSAd-shRNA). Die Ursachen dafiir sind (siehe Abbildung.
12):

1- pENTER-THTIII verleiht den Bakterien keine Ampicillin-Resistenz, deswegen
koénnen Bakterien die nur dieses Plasmid aufnehmen in Ampicillin nicht wachsen.

2- Die Bakterien. die pGLTR-X-Puro-ccdB aufnehmen. das nicht an der
Klonasereaktion teilnimmt (nicht-Rekombinanten) sind zum Tod vorbestimmt, weil das
ccdB-Gen fiir ein Gyrase-Gift-Protein kodiert.

Fiir die Amplifizierung der pGLTR-X-puro-TSAd-shRNA-Konstrukte in héherer Zahl.
wurden Bakterien (NEB® 10-beta Competent E. coli High Efficiency) wie vorher
beschrieben verwendet (siehe 2.1.4). Nach der Transformation wurden die Bakterien in
500 ml Flaschen iiberfiihrt. die jeweils 200 mL LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/mL)
enthalten. Die Flaschen wurden dann in einem Shaker bei 250 rpm und 37 °C fiir 16
Stunden inkubiert. Danach wurde die Plasmid DNA mithilfe eines Plasmid-DNA-
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Purifizierungskit Isoliert. Die Proben wurden danach bis zu ihrer Verwendung bei -20
°C gelagert.

Fiir ein besseres Versdndnis der LR-Klonasereaktion und der Herstellung der
Zielvektoren, die verschiedene TSAd-shRNA kodieren. siehe Abbildung.12
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Abbildung 12: Darstellung der LR-Klonase-Reaktion zwischen dem Eintrittsvektor
(PENTR-THTIII) mit der Gentamicinresistenz (Lila) und dem Zielvektor (pGLTR-X-
Puro). Nur die Transformanten, die den Zielvektor mit dem Zielgen (Rot)
aufnehmen (pGLTR-X-Puro-TSAd-shRNA) sind in der Lage in Ampicillin zu
wachsen. GmR= Gentamicinresistenz, AmpR= Ampicillinresistenz, att=
Attachment site, ccdB= Gyrase-Gift-Gen.

2.2 Lentivirus-Produktion und Generierung von TSAd-knock down-Zellen

Lentivirale Vektoren sind wichtige Werkzeuge fiir die Ubertragung von Genen in
eukaryontischen Zellen. Das vorteilhafte Merkmal von Lentivirusvektoren ist ihre
Fahigkeit, eine effektive Transduktion und eine stabile Genexpression in sich teilenden
und sich nicht teilenden Zellen sowohl in vitro als auch in vivo zu vermitteln. Somit
wird es mit Hilfe von Lentivirusvektoren mdoglich, eine stabile Expression der TSAd-
shRNA-Gene in Zielzellen zu vermitteln und konsequenterweise eine
Herunterregulierung vom TSAd-Spiegel herbeizufithren. Lentivirale Vektoren werden
typischerweise in HEK 293T-Zellen produziert.



2. Materialien und Methoden 28

2.2.1 Vorbereitung der HEK-293T-Zellen fiir die Transfektion

Fir die Produktion der TSAd-shRNA-kodierenden Lentiviren wurden zuerst 3
Millionen HEK-293T-Zellen/Platte in 10 cm-Kulturschalen mit DMEM-(10 % FCS. 1
% per/ strep) ausgesit. Es wurde gewartet bis die Zellen eine Konfluenz von ungefihr
80 % aufwiesen. Dann wurden die Zellen fiir die Transfektion und Virus-Produktion
verwendet.

2.2.2 Transfektion von HEK-Zellen

Zuerst wurde mit einem NanoDrop™ die Konzentration der verschiedenen lentiviralen
Vektorklone gemessen. Es wurden dann in neue 1.5ul-Réhrchen folgende Bestandteile
des Transfektionsgemisches pipettiert:

- 500 ul OPTIMEM

- 7.5 ng lentiviraler Vektor (enthilt das Gen fiir TSAd-shRNA)

- 4,875 ng Verpackungsplasmid pCMVRS.74 (Addgene plasmid #22036)
- 2.625ng Verpackungsplasmid pMD2.G (Addgene plasmid #12259)

Das Verpackungsplasmid pCMVRS8.74 enthilt die Gene (gag) und (pol) unter der
Kontrolle des CMV-Promoters. Diese Gene kodieren fiir virale Strukturproteine und
sind normalerweise im HIV-1-Genom kodiert. Das Verpackungsplasmid pMD2.G
kodiert fiir das Glykoprotein VSV-G (aus dem vesicular stomatitis virus) unter
Kontrolle des CMV-Promoters. Das VSV-G ist ein Protein in der Virushiille, das nach
Bindung an der Zelloberfliche. die Aufnahme des Virus in die Zelle erleichtert.

Nach einer kurzen Mischung mit dem Vortex wurden zu jedem Ro&hrchen 45 pul
FuGENE® HD Transfection Reagent (E2311, Promega) hinzugefiigt. Die Réhrchen
wurden nochmal mit dem Vortex gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur liegen
gelassen, bevor sie fiir die Transfektion von HEK-Zellen verwendet wurden. Danach
wurde das Transfektionsgemisch vorsichtig mit einer Pipette aufgezogen und auf die
HEK-293T-Zellen pipettiert, die in 6 ml Medium inkubiert wurden. Nach vorsichtiges
Wirbeln der Zellkulturschalen wurden sie bei 37 °C und 5 % CO2 fiir 14 Stunden
inkubiert. Am nichsten Tag wurden zu jeder Platte zusitzlich 4 ml Medium zupipettiert
und die Zellen wurden nochmal bei 37 °C und 5 % CO2 iiber Nacht inkubiert. Danach
wurde das virushaltige Medium zweimal geerntet (48h und 72h nach der Transfektion).

2.2.3 Ernte der Lentiviren

Bei jeder Emte wurde das virushaltige Medium in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt
und bei 4 °C und 1800 rcf fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
aerosoldichte 1.5 ml-Réhrechen aliquotiert. Diese Roéhrchen wurden bis zu ihrer
Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.2.4 Puromycin-Kill-Kurve

Puromycin ist ein Aminonukleosid-Antibiotikum, das spezifisch den Peptidyltransfer
sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen Ribosomen hemmt. Der
Zielvektor (pGLTR-X-PURO) enthélt unter der Kontrolle des SFFV-Promoters ein Gen,
das den transduzierten Zielzellen (in diesem Fall b.End.3-Zellen) Puromycinresistenz
verleiht (Abbildung.13). Somit kénnen transgene Zellen durch Puromycin-Exposition
gegen nicht-transgenen Zellen selektiert werden (Puromycinslektion). In diesem Fall
wiirden die Zellen, die keine Resistenz besitzen (nicht-transgen) durch die
Unterdriickung der Proteinsynthese sterben.

Um die optimale Puromycinkonzentration zu bestimmen, die zur effektiven Selektion
von transduzierten Endothelzellen fiihrt. wurde eine Puromycin-Kill-Kurve an b.End.3-
Zellen bestimmt.

Es wurden dafiir 100.000 b.End.3-Zellen/Kammer in 12 Kammern einer 12-Kammern-
Platte ausplattiert. In jeder Kammer wurden 2 ml Medium (DMEM 10 % FCS)
Pipettiert und die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Es wurde gewartet
bis die Zellen vollstindig adhdrent und mindestens zu 80 % konfluent waren. Dann
wurde das Medium ausgesaugt und die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 mit
Medien inkubiert. die verschiedene Puromycinkonzentrationen enthalten. Es wurden
Konzentrationen getestet, die von 1 pg/mL bis 10 pg/mL reichten. Aulerdem wurde
eine Kammer mit 20 pg/mL als die maximale Konzentration inkubiert und eine
zusitzliche Kammer wurde als negative Kontrolle gar nicht mit Puromycin inkubiert

(nur DMEM 10 % FCS).

Es wurde die optimale Konzentration gew#hlt, bei der nicht mehr als die Hilfte der
Zellen starben. Diese lag bei 4 png/mL.

2.2.5 Transduktion von b.End.3-Zellen mit shRNA-kodierenden Lentiviren

Es wurde fiir die Transduktion der b.End.3-Zellen mit Lentiviren, die TSAd-shRNA
kodieren eine 6-Kammer-Platte verwendet. In jeder Kammer wurden 70,000 Zellen in 2
mL Medium (DMEM 10 % FCS, 1 % pen/ strep) ausplattiert und die jeweilige Platte
wurde iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Am ndchsten Tag wurde das
Medium ausgesaugt und die Zellen wurden mit 2 mI/Kammer der folgenden Mischung
iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert:

1- ImL Virusiiberstand (Medium aus transfizierten HEK-Zellen. siehe 2.2.2/3)
2- 1 mL (DMEM 10 % FCS. 1 % pen/ strep)
3- 8 ng/mL Polybrene

Am nichsten Tag wurde das Medium ausgesaugt und durch (DMEM 10 % FCS. 1 %
per/ strep) ersetzt.
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48 Stunden nach der Transduktion wurde die Puromycinselektion angefangen. um
nicht-transgene Zellen zu téten. Es wurde die Konzentration 4pug/mL verwendet, die
durch die Puromycin-Kill-Kurve bestimmt wurde (Siehe 2.2.4).

Nach 3 Tage Puromycinexposition, wurde zu jeder Kammer 1 pg/mL Doxycyclhin fiir 3
Tage zugegeben um die TSAd-shRNA-Expression zu induzieren.

2.2.6 Regulation der TSAd-shRNA-Expression (induzierbares System)

Die TSAd-shRNA-Expression unterliegt der Kontrolle eines modifizierten HI-
Promoters. Dieser Promoter enthilt eine Tetracyclin-Operatorsequenz (Abbildung.13).
Diese Modifikation macht die konstitutive Expression des Promoters nicht zunichte: In
Gegenwart eines Repressorproteins (TetR). das unter Kontrolle des SFFV Promoters
standig exprimiert wird, wird der H1 Promoter jedoch durch die Bindung von TetR an
die Tet-Operator (TetO) -Sequenz deprimiert. Sobald Doxycyclin (Dox) zugegeben
wird, bindet es das TetR-Protein, das dann von dem Promoter freigesetzt wird, wodurch
die Expression der TSAd-shRNA fortschreiten kann (Abbildung.13).

SFFV promoter

shRNA
H1-Tet

=

N

Tet7

pGLTR-x-puro, recombined
11311 bp

Abbildung 13: Zeigt den Aufbau der lentiviralen TSAd-shRNA-
Expressionskonstrukte. Die Expression des TSAd-shRNA-Gens (Rot) unterliegt der
Kontrolle des H1-Promoters (Dunkelgriin). Die Expression des Repressorproteins
TetR (Gelb) unterliegt der Kontrolle des SFFV-Promoters (Blau). Das TetR-Protein
bindet an dem Tet-Operatorsequenz Tet7 (Hellgriin) in der Promoteregion in der
Abwesenheit von Doxycyclin und hemmt die Transkription der TSAd-shRNA.
Doxycyclin fuhrt zur Ablosung des Repressors von der Operatorsequenz und
ermoglicht dadurch die Transkription der TSAd-shRNA. Unter der Kontrolle des
SFFV-Promoters liegt auch das Gen fur eine Puromycinresistenz (Gelb).
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2.3 Zellkulturmodell der Sepsis

Es wurden fiir die Zellkultur Endothelzellen aus der Mauslungen (primiare MLECS).
oder b.End.3-Zellen verwendet. Die MLECs wurden freundlicherweise von Farah
Abdel-Rahman aus WT-Miusen isoliert.

500,000 Zellen/Kammer wurden in einer 6 Kammern-Platte mit 2ml Medium/Kammer
(DMEM/F-12, 20% FCS, 1% pen/strep fir MLECs und DMEM 10 % FCS. 1 % pen/
strep fiir b.End.3-Zellen) ausgesit und bei 37 °C und 5 % CO2 fiir 24 Stunden inkubiert.
Nach der Haftung der Zellen auf der Unterseite der Platte wurde gewartet bis sie eine
Konfluenz von mindestens 80% aufwiesen. Danach wurde das Medium abgesaugt und
ein Teil der Zellen wurde mit 1 mL konditioniertem Medium (CM) fiir verschiedene
Zeitpunkte bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.

Das CM wurde durch die Gabe von 10 pg/mL LPS zu RAW 264.7 Makrophagen
hergestellt. Nach der Stimulation der Makrophagen mit LPS fiir 24h wurde das Medium
geerntet und fiir die Inkubation der Endothelzellen verwendet. Ein anderer Teil der
Endothelzellen wurde mit einem Medium inkubiert. das aus nicht-aktivierten
Makrophagen geemntet wurde (Keine LPS-Gabe zu den Makrophagen).

Am Anfang wurden die Endothelzellen mit CM fiir Stunden bis Tage inkubiert. Da die
Western Blotting-Ergebnisse nach lingerer Inkubation (12-24h) keinen Unterschied zur
Kontrolle zeigten und unter dem Verdacht. dass der proinflammatorische Effekt des CM

mit der Zeit nachldsst wurde die Inkubationszeit auf 1-30 min verkiirzt.

In einem weiteren Ansatz wurden die Endothelzellen nicht mit CM., sondern mit
verschiedenen Entziindungsmedien inkubiert, um den Effekt von einzelnen
proinflammatorischen Zytokinen auf die Zellen zu untersuchen.

Nach Inkubation der Endothelzellen mit CM oder mit anderen proinflammatorischen
Medien wurden sie mit 1XPBS gewaschen und sofort auf Eis gelegt. Danach wurden sie
mit RIPA-Buffer auf Eis fiir 5 min lysiert. Die Lysate wurden fir Western Blotting
verwendet. AuBlerdem wurden Zellen in einem anderen Ansatz nicht lysiert, sondern fiir
Farbungen mit PFA 4 % fixiert.

2.4 Western Blotting

Mithilfe von Western Blotting konnen spezifische Proteine aus einer komplexen
Mischung von Proteinen identifiziert werden, die aus Zellen extrahiert werden. Durch
Trennung nach Molekulargewicht. Ubertragung auf eine feste Membran und
Markierung des Zielproteins unter Verwendung von geeigneten priméren und
sekundiren Antikérper. konnen Proteinbanden sichtbar gemacht werden.

Nach Inkubation der Zellen mit verschiedenen inflammatorischen Medien, wurden sie
mit RIPA lysis Buffer lysiert., das sowohl einen Protease- als auch einen
Phosphataseinhibitor enthélt. Die Lyse dauerte 5 min wihrend die Platte auf Eis lag.
Danach wurden die Lysate in 2 ml Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt und fiir 10 Minuten
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bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Es wurde der Uberstand aufgezogen und in
weitere 2 mL Eppendorf-Tubes iiberfiithrt und in fliissigen Stickstoff gefroren. Danach
wurden die Proben bei -80 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

Mithilfe eines BCA-Assay und eines Plattenlesers wurde die Proteinkonzentration in
den Proben bestimmt. Fiir alle Proben wurde eine Proteinmenge von insgesamt 7jg in
ein vorgefertigtes Gel geladen und durch Gelelektrophorese nach ihrem
Molekulargewicht getrennt. Die Gelelektrophorese wurde bei 120 V durchgefiihrt,
gefolgt von einem Blotting-Prozess. der bei 400 mA fiir 90 Minuten durchgefiihrt
wurde. Es wurde fiir das Blotting eine PVDF-Membran verwendet. die zuvor mit
Methanol fiir eine Minute aktiviert wurde.

Nach dem Blotting wurde die Membran fiir 5 Minuten in TBS-T-0.1 % eingetaucht um
Reste des Blottingpuffers zu waschen und danach wurde die Membran in 5 % BSA-
Loésung fiir 30 Minuten geblockt (5 % BSA in TBS-T-0.1 %). Danach wurde die
Membran mit einem Primérantikérper (verdiinnt in 5 % BSA in TBS-T-0.1 %) bei 4 °C
auf einem Shaker iiber Nacht inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die Membran fiir 3x15
Minuten mit TBS-T-0.1 % gewaschen und mit einem passenden HRP-konjugierten-
Sekunirantikorper (verdiinnt in 5 % BSA in TBS-T-0.1 %) fiir eine Stunde in
Raumtemperatur auf einem Shaker inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt, wurde
die Membran in einem ECL-Reagenz fiir 5 Minuten im Dunklen inkubiert und wurde
direkt danach fiir die Entwicklung eines Films verwendet.

2.5 Immunfluoreszenz-Firbungen in Zellkultur

Die Farbung in der Zellkultur wurde an b.End.3-Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen
wurden in 8 Kammern-Zellkulturobjekttragern in DMEM mit 10 % FCS und 1 % pen/
strep ausgesidt (20.000-Zellen/Kammer). Es wurde gewartet bis die Zellen eine
Konfluenz von 80% aufwiesen. Direkt danach wurden Zellen unterschiedlich lang mit
CM behandelt (sieche 2.3).

Als néchstes wurden die Zellen mit 1XPBS von der Restmedia gewaschen und danach in
4% PFA fiir 15 Minuten bei 4 °C fixiert. Nach der Fixierung wurden sie drei Mal mit
PBS vom noch verbliebenen PFA freigewaschen und mit einem Blockierlésung (3 %
BSA, 0.1 % Triton-x-100 in PBS) fiir 30 min geblockt. Danach wurde die
Blockierlosung aufgezogen und die Zellen wurden mit einem Primérantikorper
(verdiinnt in einer Blockierlosung) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nichsten Tag wurde der Primérantikérper aufgezogen und die Zellen wurden 3 Mal
mit PBS gewaschen und mit dem Sekundirantikérper (verdiinnt in einem Antibody
diluent mit Hintergrund-reduzierender Wirkung) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt wurden die Objekttriager bei
Raumtemperatur getrocknet und in einem Mounting Medium, welches den
Kernfarbstoff DAPI enthilt unter einem Deckglas eingebettet.
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2.6 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden 3 Gruppen von C57BL/6J-Méusen verwendet. Die
erste Gruppe war WT, die zweite Gruppe war durch den absoluten Mangel an TSAd
charakterisiert ~"TSAd knock out”” (TSAd-/~) und die dritte Gruppe trug eine
Funktionsverlustmutation in der VEGFR2-Phosphorylierungsstelle Y949 (Y951 im
Menschen) (VEGFR2-Y949F/Y949F). Es wurde eine systemische Entziindung in allen

Tieren durch intraperitonealer LPS-Injektion verursacht (siehe 2.8).
2.7 Tierversuchsablauf

Der Versuchsablauf fiir die drei Tiergruppen wird in Abbildungl4 dargestellt. Im Alter
von 6 Wochen begannen die Versuche zundchst mit einer Messung des basalen
systemischen Mitteldrucks (sieche 2.10). Am Folgetag dieser Messung wurden alle
Miuse intraperitoneal mit LPS behandelt (siehe 2.8 und Abbildung.14). 12 Stunden
nach der LPS-Injektion wurde eine nicht-invasive Blutdruckmessung unter Narkose
(siehe 2.9/10) durchgefiihrt. Nach Beendung der Narkose wurde zu den Zeitpunkten 12,
24, 36, 48, und 72 Stunden nach der LPS-Injektion anhand eines " Sepsis severity score
Systems”~ der Sepsis-Schweregrad bestimmt (siehe Tabelle.1/2.8). Im Anschluss
wurden Organe zur Aufbereitung entnommen und der Versuch wurde beendet (siehe
2.11).
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Abbildung 14: Darstellung des Versuchsablaufs fiur die drei Gruppen der
Versuchstiere. Nach einer initialen Messung des Blutdrucks wurden die drei
Tiergruppen mit einer intraperitonealen LPS-Injektion behandelt. Neben der
Beurteilung des Sepsis-Schwergrades zu den angegebenen Zeitpunkten, wurde
eine nicht-invasive Blutdruckmessung 12h nach LPS-Gabe durchgefiihrt. WT=Wild
type, LOF= Loss of function, NIBP= Non-invasive blood pressure, LPS=
Lipopolysaccharide, Score= Sepsis severity score
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2.8 Mausmodell der LPS-induzierten Sepsis

Um die TSAd-VEGFR2-Interaktion unter septischen Bedingungen in einem
Mausmodell zu untersuchen. wurde in drei Gruppen von Mausen (TSAd-/-. VEGFR-2-
Y949F/Y949F. WT) durch eine intraperitoneale Injektion von Lipopolysacchariden aus
E. coli (20 mg/ kg KG) eine systemische Entziindung induziert. Alle Mause erhielten
Buprenorphin 1.p. zu Beginn der Sepsis und die Buprenorphingabe wurde in einem
Zeitintervall von 12 Stunden durch das ganze Experiment wiederholt. Ab dem Zeitpunkt
des Sepsisbeginns, wurden alle 12 Stunden Tiere zur Beurteilung ihrer Sepsisschwere
untersucht (siehe Abbildung.14). Hierzu wurde ein Punktesystem verwendet. welches
die Parameter Gewicht, Verhalten, Schmerz, Dyspnoe und Aszites beinhaltete ( Tabelle.
1). Wenn ein Tier eine Gesamtpunktzahl von 20 oder mehr erreicht hatte, so wurde der
Versuch beendet und das Tier wurde als verstorben angesehen.

0 § 10 2

Maus bewegt sich normal im - Maus verlangsamt sich leicht Bewegung an einem Punkt, Maus liegt apathisch oder im
Kifig, Klettert, Fluchtreflexe ' und bewegt sich von alleine  Tippen wird benétigt um die  Koma bewegungslos

Verhalten vorhanden Maus zu bewegen

.50 <100 L1580 >15°
GC'it.uVﬂ'lu 0-5% 5-10% 10-15% 15%
fr=Ten kein mild moderat schwer

ruhige standig regelmiBige vertiefte Atemziige Stridor, angespanntes Atmen, Agonale Atmung (evtl

Dyspnoe Atmung unregelmiBig Piepstone terminal mit Zyanose)
keine Anzeichen von Maus sitzt mit gekrimmten gednderte Gangart, zitternd ~ auf Zehenspitze langsames
Schmez Riicken, beschrinkt auf und schwerfalliges Gehen
Schmerz Reinigungsverh-alien

Tabelle 1: Zur Beurteilung der Sepsisschwere wurde ein Punktesystem
verwendet, in dem in funf Kategorien Punkte zwischen 0 und 20 vergeben
wurden. Ab einer Punktzahl von 20 oder mehr wurde der Versuch abgebrochen
und das Tier wurde als verstorben registriert.

2.9 Narkose

Fiir die Narkose der Tiere wurde eine Mischung aus Midazolam. Medetomidin und
Fentanyl verwendet (,MMF™). Die Tiere wurden gewogen und die Mischung wurde
gewichtsadaptiert 1.p. injiziert.

Nach Durchfilhrung der Blutdruckmessung wurde die Wirkung der MMF-Narkose
durch eine gewichtsadaptierte Injektion einer Antagonistenmischung aufgehoben. Unter
Beriicksichtigung der lingeren Halbwertszeit der Narkosemittel, wurden 2/3 der
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Antagonistenmischung i1.p. und 1/3 subkutan injiziert. die unten dargestellte Tabelle.2
zeigt die Zusammenfassung der Antagonistenmischung.

Agonist Dosierung in mg/
kg KG
Medetomidin 0,5
Midazolam 0,05
Fentanyl 0,005

Tabelle 2: Zeigt die Zusammensetzung der Narkosemittel in Grin sowie die
Antagonistenmischung in Rot. Die Dosierung wurde gewichtsadaptiert berechnet.

2.10 Nicht-invasive Blutdruckmessung

Die Messung erfolgte mit Hilfe einer Schwanzmanschette eines nicht-invasiven CODA-
Blutdruck-Systems. Zu Beginn der Messung wurden die Miuse narkotisiert (siehe 2.9/
Tabelle.2) und auf eine Wiarmeplatte gelegt. Danach wurde eine sog. O-Manschette (O-
Cuff) um den Schwanz der Maus bis zur Schwanzbasis gestreift (Abbildung.15 A. B).
Das O-Cuff wurde dann aufgeblasen. um den Blutfluss zum Schwanz zu behindern.
Danach wurde eine zweite Manschette mit einem Volume-Pressure-Recording-Sensor
(VPR-Sensor) um den Schwanz distal vom O-Cuff gestreiftt Wie bei den
Blutdruckmessgeriten fiir Menschen, wurde das O-Cuff langsam entleert und es wurden
durch den VPR-Sensor die physiologischen Eigenschaften des zuriickflieBenden Blutes
registriert (Abbildung.15 C). Mithilfe einer Software im CODA-Blutdruck-System

wurden der systolische, der diastolische und der Mitteldruck bestimmt.

O-Cuff

VPR-Cuff

Abbildung 15: Darstellung der nicht-invasiven Blutdruckmessung. A, B Mithilfe
eines O-Cuff wird der Blutfluss zum Schwanz durch Aufblasen der Manschette
unterbrochen. C Mithilfe eines VPR-Cuff werden der systolische Blutdruck, der
diastolische Blutdruck und der Mitteldruck bestimmt (Von CODA ™, non-invasive
blood pressure system, owner’s manual © 2013 Kent Scientific Corporation,
Documentation Version 1.01.07, For Software Version 4.1).
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2.11 Organernte und Aufbereitung

Bei allen Tieren wurden nach erfolgreichen Messungen oder dem Tod der Tiere und
dem Abschluss des Experiments das Herz und der M. quadriceps femoris entnommen.
Die Organe wurden fiir die Anfertigung von Kryoschnitten in Tissue Tek eingebettet
und sofort auf trockeneins gelegt. Danach wurden alle Organe bei -80 °C bis zu ihrer
Verwendung gelagert. Organe, die fiir die Immunfluoreszenzfiarbung verwendet wurden.
wurden in einem Mikrotom bei -20 °C fiir 30 min vor dem Schneiden gelagert und
spater wurden sie in 6um dicke Schnitte geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht.
Bis zu ihrer Farbung wurden die Schnitte in Objekttragerboxen bei -20 °C gelagert oder
transient auf Trockeneis und danach sofort fiir die Fixierung und die Férbung
verwendet.

2.12 Histologie/Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz ist eine Methode. bei der Zellen in Kultur oder Gewebe primére
Antikérper gegen bestimmte Proteinmolekiile ausgesetzt werden. Nach einer
zusitzlichen Inkubation mit fluoreszenzmarkierten sekundiren Antikorper, die gegen
die priméren Antikdrper gerichtet sind, kénnen Informationen iiber die Standorte der
Proteinmolekiile und die Struktur der Zelle geliefert werden.

Durch die gezielte Verwendung von Antikérper gegen Zellmarkermolekiilen, die von
spezifischen Zellen oder Gewebe exprimiert werden, wird es leicht, Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop vom restlichen Gewbe zu unterscheiden oder die Expression von
bestimmten Proteinen zu verfolgen und ihre Lokalisation in einem Gewebe oder in der
Zelle zu bestimmen.

Es wurden in der vorliegenden Arbeit Doppelfiarbungen an Kryoschnitten vom
peripheren Muskel (M. quadriceps femoris) fiir die Antigene PECAM-1 und NG2
durchgefiihrt. PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1. auch CD31)
wird als Endothelzellmarker angesehen. wihrend NG2 (neuron-glial antigen 2) als
Perizytenmarker angesehen wird. Dadurch kénnten in den Kryoschnitten Kapillaren und
Perizyten unter dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden.

Ebenfalls, wurden an Kryoschnitten Farbungen fiir phosphoryliertes c-Src (Tyr416).
STAT3 und VE-Cad durchgefiihrt. Bei c-Src handelt es sich um ein zytosolisches
Protein aus der Familie der Tyrosinkinasen (siehe 1.3). STAT3 ist ein zytosolischer
Transkriptionsfaktor, der nach Aktivierung in den Kern Transloziert (siehe 1.4). VE-Cad
ist ein Protein, das in Endothelzellen strikt an endothelialen Verbindungen lokalisiert ist.
Es scheint der Hauptvermittler von Zell-Zell-Kontakten zu sein (siehe 1.6).

Fiir alle histologischen Féarbungen wurden die bei -20 °C gelagerten Kryopriparate
(Herz oder Muskelschnitte) 10 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut und dann in PFA
4% fiir 15 Minuten bei 4 °C fixiert. Danach wurden die Schnitte in 1xPBS von dem
Rest-PFA gewaschen (3x5 Minuten) und fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur in einer 5% BSA-Loésung geblockt um unspezifische
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Antikorperbindungen zu reduzieren. Diese wurde durch Abklopfen entfernt und der
Primirantikorper (verdiinnt in 5% BSA) wurde auf die Schnitte pipettiert bis der ganze
Gewebeschnitt vollstindig bedeckt war. Danach wurden die Schnitte bei 4 °C in einer
feuchten Kammer iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde der Primérantikorper
durch Waschen mit 1XxPBS (3x5 Minuten) entfernt und die Gewebeschnitte wurden mit
einem Sekundirantikérper (verdiinnt in antibody diluent mit hintergrundreduzierender
Wirkung) fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach einem letzten Waschschritt wurden die Schnitte in Raumtemperatur getrocknet
und in einem Mounting Medium, welches den Kernfarbstoff DAPI enthilt unter einem
Deckglas eingebettet.

2.13 Mikroskopie

Fir die Aufnahmen der PECAM-1/NG2 Doppelfirbung und fiir die Farbung in der
Zellkultur, wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI 6000 B) verwendet. Die

Bildverarbeitung wurde an der systemeigenen Software (LAS AF version 4.0.0) sowie
an (Image J 1.50c4) durchgefiihrt.

Die Aufnahmen fiir c-Src (Tyr416) und STAT3 und VE-Cad wurden mit einem
Konfokalmikroskop (Leica TCS SP8) durchgefiihrt. Die Bildverarbeitung wurde an der
systemeigenen Software (LAS X Version 3.3.0) sowie an (Image J 1.50c4)
durchgefiihrt.

2.14 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt /(+ Standardfehler
fir Western Blot). Die statistische Signifikanz wurde durch ungepaarten t-tests
berechnet. Es wurde ein P-Wert von <0.05 als Grenzwert fiir die Signifikanz angesehen.
Alle signifikanten Ergebnisse wurden mit einem Stern (%) markiert. wihrend nicht
signifikante Ergebnisse mit (n.s.) markiert wurden. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
wurde nach Kaplan-Meier beurteilt und wurde in Prozentangaben dargestellt.

2.15 Tabellen zur Zusammenfassung der verwendeten Materialien und Zubehor

2.15.1 Antikorper
Bezeichnung Bestell-Nr. Hersteller
CD31/PECAM1 BM4086 Acris, Herford, DE
Cy3 Donkey Anti-Rat 712-165-153 Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, UK
Donkey anti-Rabbit, HRP Al6023 Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA
Donkey anti-Goat, HRP Al6005 Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA
Donkey Anti-Mouse Alexa 488 A21202 Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA

Donkey anti-Sheep, HRP Al16047 Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA
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Goat Anti-Rabbit Alexa 488 Al1008
Mouse anti-goat IgG-R (TRITC) sc-2490
NG2 AB35320
Phospho-Src (Tyr416) 2101
Phospho-Stat3 (Tyr705) 9145
STAT3 MABI1799
TSAd AF6265
p-VE-Cadherin Ab119785
VE-Cadherin AF1002

2.15.2 Chemikalien

Substanz Bestell-Nr.
Bromphenol blue B0126
Ethidium bromide (Etbr) 22181
Glycerol G9012
Glycin G8898
HEPES H3375
KCl 6781.3
KH2PO4 3904.2
Na2HPO4 T877.2
NaCl S7653
Paraformaldehyde 158127
SDS 862010
Tris hydrochlorid 9090.3
Triton™ X-100 X100
Trizma® base T4661
Tween ® 20 P2287
UltraPure™ 0.5M EDTA 15575020
p-Mercaptoethanol M3701

2.15.3 Gerate

Bezeichnung Bestell-Nr.

CODA-Blutdruck-Systems Version 4.1

Plate Reader MRS5000
PowerPac™ Basic Power Supply 164-5050
Eppendorf® Thermomixer T1317

DNA Thermal Cycler Model 480
Eppendorf Microcentrifuge 10755822
Inkubator shaker M1320-0000

NanoDrop™* 2000 spektralphotometer =~ ND-2000
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Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Merck, Millipore, Massachusetts, USA

Cell Signallign Technology,Massachusetts, USA
Cell Signallign Technology,Massachusetts, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Abcam

R&D Systems, Minneapolis, USA

Hersteller
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Hersteller

Kent Scientific corporation, Torrington, USA
Dynatech, DE

Bio-Rad, Hercules, California, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA

PerkinElmer Cellular Technologies, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA
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UV plate

2.15.4 Histiologie
Tissue Tek
Objekttriger

VECTASHIELD

7641359

SA62550-01

12164682

H-1200

2.15.5 Medien und Zusatzstoffe

BSA

FCS

Gibco ™ Penicillin-Streptomycin
Gibco® DMEM Medium
GibcoTM Trypsin-EDTA (0.25%)
LB Medium

SOC Outgrowth Medium
Polybrene Reagent

Opti-mem

A2153

16000-044

15140122

1813967

25200056

10855001

B9020S

TR-1003

31985070

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Sakura Finetek, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

Vektor Laboratories, Burlingame, USA

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Biochrom AG, Berlin, DE

Biochrom AG, Berlin, DE

Biochrom AG, Berlin, DE
Biochrom AG, Berlin, DE

Invitrogen™', Carlsbad, USA

New England BioLabs, Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA

ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

2.15.6 Substanzen und Materialien fiir die Klonierung

1 Kb Plus DNA Ladder

Agarose

Antarctic Phosphatase

BgLII

CutSmart® Buffer

Eppendorf® PCR tubes 0.2mL
Eppendorf™ Microcentrifuge
Ethidium bromide solution
Fast-LinkTM DNA Ligation Kit
Gateway™ LR Clonase™ Enzyme mix
Gel Loading Dye, Purple (6X)

Gibco ™ Ampicillin

Gibco ™ Gentamicin

HindIII

Inkibator shaker

LB Medium

NanoDrop™* 2000 spektralphotometer
NEB® 10-beta Competent E. coli
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
pENTR-THT III

pGLTR-X-PURO

QIAprep Spin Miniprep Kit

10787018

3810.2

MO0289L

R3104S

B7204S5

7316121

10755822

22181

Invitrogen™!, Carlsbad, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Eppendorf, Hamburg, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

LK11025, LK0750H, and LK6201H Epicentre an Illumina company, USA

11791019

B7024S

11593027

15750060

RO144S

M1320-0000

10855001

ND-2000

C3019H

740609.10

N

5791

58246

NC9260540

ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
Eppendorf, Hamburg, DE
Invitrogen™!, Crisbad, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA
NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
Machery-Nagel, Diiren, DE
addgne,Massachusetts, USA
addgne,Massachusetts, USA

Quiagen, Hilden, DE
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SOC Outgrowth Medium B9020S
TBE Puffer B52
Tris-EDTA buffer solution T9285

2.15.7 Sequenzierprime

NewEnglandBioLabs, Massachusetts, USA
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Bezeichnung
THT-seq. Fw

2.15.8 DNA-Sequenzen der TSAd-shRNA

Sequenz. Hersteller

CTG CAGGAATTCGAACGCTGACG Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.1 fw
GATCCCCGTCTCTGTCT GTCAATAATTTCAAGA GAATTATTGACAGACA GAGACTTTTITGGAAA
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.1 rev
AGCTTTTCCAAAAAGT CTCTGTCTGTCAATAAT TCTCTTGAAATTATTGA CAGACAGAGACGGG
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.2 fw
GATCCCCGAAGGATATT AAGGTCAGATTCAAGA GATCTGACCTTAATATC CTTICTTTTITGGAAA
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.2 rev
AGCTTTTCCAAAAAGAAGGATATTAAGGTCAG ATCTCTTGAATCTGACC TTAATATCCTTCGGG
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersbherg, DE

shTSAd.3 fw
GATCCCCGCTGTTACC CCGATTTACTTTCAAG AGAAGTAAATCGGGGT AACAGCTTTITTGGAAA
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.3 rev
AGCTTTTCCAAAAAGC TGTTACCCCGATTTACT TCTCTTGAAAGTAAAT CGGGGTAACAGCGGG
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.4 fw
GATCCCCGGCCCAGCATGCAAGTTATTITCAAG AGAATAACTTGCATGC TGGGCCTTTTTGGAAA
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shTSAd.4 rev
AGCTTTTCCAAAAAGG CCCAGCATGCAAGTTATTCTCTTGAAATAACTT GCATGCTGGGCCGGG
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shScr.1 fw
GATCCCCGCTGCAGGG CATTACCTATTTCAAGA GAATAGGTAATGCCCT GCAGCTTTTTGGAAA
100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE

shSer.1 rev
AGCTTTTCCAAAAAGC TGCAGGGCATTACCTAT TCTCTTGAAATAGGTAATGCCCTGCAGCGGG

100pmol/ml Eurofins Genomics, Ebersberg, DE
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2.15.9 Western Blotting
Bezeichnung

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Falcon® U-Bottom Tissue Culture Plates

BSA
PVDF Western Blotting membran
Precast Protein Gels, 10-well, 30 ul

Pierce™ ECL Substrate

62406-121
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Hersteller
ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

VWR International GmbH, Ismaning, DE

A2153 Sigma-Aldrich, Missouri, USA

3010040001 Sigma-Aldrich, Missouri, USA

4561023 Bio-Rad, Hercules, California, USA

32106 ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA

2.15.10 Zubereitung von Puffer/I.6sungen

PBS

Ladefarbstoff fiir WB

10x Running-Puffer fiir WB

10x Transfer-Puffer fiir WB

Blockierlosung

10x TBS-T

Substanz
Nacl
Na2HPO4
KCl
KH2PO4

dH20

Glycerol
p-Mercaptoethanol
Bromphenol blue

Tris hydrochlorid
UltraPure™ 0.5M EDTA

ddH2o

Glycine
Trizma® base
SDS

ddH2o

Glycine
Trizma® base

ddH20

BSA

Triton™ X-100

Trizma® base

NaCl

Menge
8g
1.44¢g
0.2g
0,24¢g
1000ml

pH=74

Zu einem Gesamtvolumen von 50ml

144.4¢g
30.3g
10g

1L

144.4g
30.3g

1L

5g/100ml (1x PBS)
0,1 %

PH=6,9
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Annealing-Puffer

Blockierlosung fiir WB

Fixierlosung (PFA 4%)

2.15.11 Zellkultur

Bezeichnung
Falcon Chambered Slides

Zellkulturschalen 147,8 cm2

Eppendorf Tubes 1,5 ml
Falcon Blue Max 15 ml

Falcon Blue Max 50 ml

RIPA Buffer

Zellkulturplatten, 6-well

Eppendorf Tubes 2 ml

1ml Insulinspritze mit Nadel

Tween ® 20

ddH20

NaCl

HEPES

BSA

Paraformaldehyde

PBSx1

Bestell-Nr.
10234121

P 93150

T9661-1000EA
352096
352070

R0278

P 92006

T2795

9151133
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Iml
1L

PH=7,5

5g/100ml (1x TBS-T)

40g

1L

Hersteller
ThermoFisher Scientific, Massachusetts USA

Biochrom AG, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, Missouri, USA
BD GmbH, Heidelberg, DE
BD GmbH, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Biochrom AG, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

B. Braun Melsungen AG, DE
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3. Ergebnisse
3.1 Modell der Sepsis in vitro

Endothelzellen (primidre MLECs oder b.End.3-Zellen) wurden in Kultur mit einem
konditioniertem Medium (CM) oder mit einem CM. das 1:1 mit normalen Medium
verdinnt wurde (CM/2) inkubiert, um eine hyperinflammatorische Situation

nachzuahmen, die durch Pathogene und ihre Komponenten in vivo verursacht wird
(siehe 2.3).

In einem weiteren Ansatz, wurden die Zellen mit verschiedenen inflammatorischen
Medien inkubiert (siehe 2.3). Die Zellen wurden danach mit PFA 4% fixiert und gefirbt
oder mit RIPA-Puffer lysiert und die Proteine geblottet (siche 2.4).

3.1.1 Immunfluoreszenzfirbung fir VE-Cad/STAT3

Es wurden b.End3-Zellen in einem verdiinnten CM (CM/2= 1:1 mit normalem Medium)
fiir eine Stunde inkubiert und danach fiir VE-Cad. STAT3 und DAPI gefirbt. Ziel war
es, die VE-Cad-Proteinexpression in der Zellmembran sowie die Proteinverteilung von
STAT3 innerhalb der Zelle nach Inkubation mit einem inflammatorischen Medium zu
beurteilen. Nach der Behandlung mit CM/2 zeigten die Zellen keinen Unterschied in der
Expression von VE-Cad oder in der Verteilung von STAT3 innerhalb der Zelle im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung.16).

VE-Cad

Abbildung 16: Zeigt die Immunfluoreszenzfarbung von b.End.3-Zellen in Kultur
fur VE-Cad (Magneta), STAT3 (Griin) und DAPI (Blau). Ctr=Medium aus nicht-
aktivierten Makrophagen, CM/2= Konditioniertes Medium (Medium aus aktivierten
Makrophagen) verdimnnt 1:1 mit normlem Medium.

STAT3 STAT3/DAPI

Ctr

cM/2 1h
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3.1.2 Signalproteine in MLECs-Lysate nach Inkubation mit CM/2

Nach Inkubation von MLECs mit CM/2 fiir 12 h, wurde die Proteinexpression von VE-
Cad, p-Src(Tyr416) und TSAd per Western Blotting beurteilt (Abbildung.17AB). Die
behandelten Proben zeigten im Vergleich zu deren Kontrollen eine erhohte
Proteindetektion fiir p-Src(Tyr416) nach 12 h der Behandlung mit CM\2 (Abbildung.
17A). wihrend es keinen nennenswerten Unterschied in der Expression von VE-Cad
und TSAd im Vergleich zur Kontrolle gab (Abbildung.17AB).

A Ctr 12h CM/2
AU e | VE-Cad 120 KDa

I | — q pSrc(Tyrd416) 60 KDa
IY . | Actin 42 KDa

B Ctr 12h CM/2

e — TSAd 46 KDa

| —————— | ——
I I Actin 42KDa

Abbildung 17: Zeigt in A und B die Proteindetektion von Signalmolekilen
stromabwarts von dem VEGFR2 in Lysate aus MLECs in Western Blotting. Auf der
rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte angegeben. Die Actin-
Banden stellen eine Ladekontrolle fir alle Banden dar, die dariiber liegen.
Ctr=Medium aus nicht-aktivierten Makrophagen, CM/2= Konditioniertes Medium
(Medium aus aktivierten Makrophagen) verdimnnt 1:1 in normlem Medium, h=
Stunde.

3.1.3 Signalproteine in b.End.3-Zell-Lysate nach Inkubation mit vollem CM

Da es keinen Effekt der Inkubation mit CM/2 auf die Proteinexpression von VE-Cad
gab (Abbildung.16 und 17A) und unter dem Verdacht, dass der proinflammatorische
Effekt des CM mit der Zeit nachlassen kénnte, wurden Endothelzellen im néchsten
Schritt nach unterschiedlich langer CM-Inkubation innerhalb einer Stunde lysiert.

Weiterhin, wurden die nichsten Experimente mit vollem CM statt mit CM/2
durchgefiihrt, unter der Annahme, dass dadurch ein stiarkerer Effekt auf die Expression
von VE-Cad erreicht werden kénnte.
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Zum Vermeiden von interindividuellen Unterschieden der einzelnen Priparatorien in
primidren MLECs sowie zur Erstellung eines longitudinalen Vergleichs der
Proteinexpression, wurde eine b.End.3-Zelllinie unterschiedlich lang mit vollem CM
inkubiert (Abbildung.18AB).

Es wurde durch densitometrische Quantifizierung beobachtet, dass VE-Cad
zeitabhingig herunterreguliert werden konnte (Abbildung.18B) und. dass bereits eine
Inkubation fiir 10 min ausreichend wire um eine Herunterregulierung zu verursachen
(57% der Kontrolle) (Abbildung.18B). Deswegen wurden weitere Analysen nach einer
Inkubationsdauer von maximall0 min mit vollem CM durchgefiihrt und die statistische
Signifikanz wurde fiir 10 min berechnet.

A Ctrr  5m 10m 30m 1h  1hCtr
) -
B
100 %
—
(7]
©
c o
5=
23
"EC
o O
N X
o
(o
0%

Crr 5m 10m 30m 1h 1hCtr
CM Behandlungsdauer

Abbildung 18: Zeigt in A die Proteindetektion nach Western Blotting fur VE-Cad
nach unterschiedlich langer Behandlung mit CM in Lysate aus b.End3-Zellen. Die
entsprechenden Actin-Banden stellen eine Ladekontrolle fir alle Banden dar, die
daruber liegen. Auf der rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte in
Kilo Dalton angegeben. In B, densitometrische Quantifizierung der VE-Cad-
Banden in Prozent von der Kontrolle, die den Wert 100% tragt. Die
Behandlungsdauer wird in der X-Achse in Minuten (m) angegeben (h=Stunde).
Ctr=Medium aus nicht-aktivierten Makrophagen, CM= Konditioniertes Medium
(Medium aus aktivierten Makrophagen).
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Als nichstes wurde zusitzlich zur VE-Cad die Dynamik der Expression von p-VE-Cad
(Tyr685). p-Src(Tyr416). STAT3 und p-STAT3(Tyr705) innerhalb von 10 Minuten in
b.End.3-Zellen untersucht (Abbildung.19AB).

Nach Inkubation von b.End.3-Zellen mit CM fiir 1. 5 und 10 Minuten, zeigten die
behandelten Zellen eine kontinuierliche Abnahme der Proteindetektion von VE-Cad mit
einer signifikanten Herunterregulierung 10 min nach dem Behandlungsbeginn
(Abbildung.19AB). Auflerdem wurde eine erhéhte Phosphorylierung von VE-Cad an
der Position Tyr685 5 Minuten nach dem Behandlungsbeginn beobachtet. Die
Proteinexpression von p-VE-Cad(Tyr685) sank wieder nach 10 min (Abbildung.19A).
Weiterhin wurde eine signifikante Erh6hung der c-Src-Phosphorylierung an der Position
(Tyr416) erst nach 10 Minuten beobachtet (Abbildung.19AB). Zusitzlich fiihrte die
Inkubation mit CM bereits nach einer Minute zu einer Erhéhung des Spiegels des
Transkriptionsfaktors STAT3. der ab einer Minute wieder kontinuierlich sank
(Abbildung.19A).

A Ctr im 5m 10m

"3 B B | pVE-Cadityr68s) 140 KDa
[ W s s e | yECad 120 KDa
STAT3 90 KDa
-h pSTAT3(tyr705) 80 KDa
pSrc(tyr4d16) 60 KDa
B c 2 5 2 "
F 164 £ 164 *
< 424 * ;:'3 1,2 4
® 084 . o 081
Q 04l & 0,44
g o
0 . , 0
Ctr cMm Ctr cMm

Abbildung 19: Zeigt in A die Proteindetektion nach Western Blotting fur p-VE-
Cad(Tyr685), VE-Cad, STAT3, PpSTAT3(Tyr705) und p-Src(Tyr416) nach
unterschiedlich langer Behandlung mit CM in Lysate aus b.End3-Zellen. Die
entsprechenden Actin-Banden stellen eine Ladekontrolle fiir alle Banden dar, die
daruber liegen. Auf der rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte in
Kilo Dalton angegeben. In B, densitometrische Quantifizierung der VE-Cad-und p-
Src-Banden als Ratio mit der Ladekontrolle. Die Behandlungsdauer mit CM
betragt 10 min. %= P< 0,05, n=3/Gruppe.
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Alle mit CM behandelten Zellen zeigten eine erhohte Proteindetektion fiir p-
STAT3(Tyr705). Die Phosphorylierung von STAT3 an der Position Tyr705 war nach
einer Minute signifikant erhoht und blieb wihrend des gesamten Experiments im
Vergleich zur Kontrolle erhoht (Abbildung.19A).

Die densitometrische Quantifizierung fiir VE-Cad zeigte eine signifikante Abnahme des
VE-Cad/Actin-Verhiltnisses nach einer Behandlungsdaver von 10 min mit CM
(Verhiltnis fiir die Kontrolle 1,683 + 0.127: Verhiltnis fiir 10 min nach CM 0.851 +
0.115, P-Value = 0.008) (Abbildung.19B). Aulerdem wurde eine signifikante Zunahme
der Proteindetektion fiir Src(Tyr416) beobachtet (p-Src/Actin = 0.6578 +0.090 fiir die
Kontrolle; p-Src/Actin = 1,316 + 0.049 fir 10 min nach CM. P-Value= 0.007)
(Abbildung.19B).

In allen mit CM behandelten Zellen (MLECs/b.End.3-Zellen) konnte eine erhéhte
Proteindetektion fiir p-STAT3(Tyr705) ab einer Minute nachgewiesen werden. Diese
Phosphorylierung war unabhéngig von der Konzentration der CM und wurde sowohl
bei der Behandlung mit vollem CM als auch bei der Behandlung mit verdiinntem CM
(CM/2) beobachtet. AuBlerdem zeigten die Kontrollen nie eine Bande fiir p-
STAT3(Tyr705) unabhingig von der Inkubationsdauer (siehe Abbildung.17/19).

Da das Junctionprotein ZO-1 mit der Permeabilitit assoziiert ist (siehe 1.4), wurde auch
der Effekt der Inkubation der b.End.3-Zellen mit CM auf die Expression von ZO-1
untersucht. Es wurde in diesem Fall die ZO-1-Expression 10 min nach CM-Behandlung
analysiert (Abbildung.20A). Die densitometrische Analyse zeigte eine Abnahme der
Proteindetektion fiir ZO-1 (ZO-1/GAPDH = 0,700 +0.037 fiir die Kontrolle: ZO-1/
GAPDH = 0.487 + 0,018 fiir 10 min CM, P-Value= 0,049) (Abbildung.20B).
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Abbildung 20: Zeigt in A die Proteindetektion nach Western Blotting fur ZO-1
nach 10 min langer Behandlung mit CM in Lysate aus b.End3-Zellen. Die
entsprechenden GAPDH-Banden stellen eine Ladekontrolle fur alle Banden dar,
die daruber liegen. Auf der rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte
in Kilo Dalton angegeben. In B, densitometrische Quantifizierung der ZO-1-
Banden als Ratio mit der Ladekontrolle. Die Behandlungsdauer mit CM betragt 10
Minuten.%= P< 0,05, n=2/Gruppe.
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3.1.4 Signalproteine in b.End.3-Zell-Lysate nach Inkubation mit LPS

Da die Makrophagen bei der Herstellung von CM mit LPS aktiviert wurden, kénnte das
CM aus aktivierten Makrophagen bei der Inkubation von b.End.3-Zellen mit CM auch
LPS enthalten. Um den Effekt von LPS auf die Signalproteine sowie auf das
Zielmolekiil (VE-Cad) zu untersuchen. wurden b.End.3-Zellen unterschiedlich lang mit
10 ng/ml LPS (gelést in DMEM 0.25 % FCS. 1 % pen/ strep) inkubiert. Es wurde die
longitudinale Proteinexpression untersucht (Abbildung.21AB).

Es zeigte sich 5 min nach der LPS-Gabe eine erhéhte Phosphorylierung an der Position
(Tyr685) im VE-Cad. Diese Phosphorylierung nahm kontinuierlich bis 1 Stunde nach
der LPS-Gabe ab. Sie blieb aber hoher als die Kontrolle (Abbildung.21A). AuBlerdem
zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme der Proteindetektion fiir VE-Cad mit einem
Maximum 30 min nach der LPS-Gabe (Abbildung.21AB). Es wurde im Laufe des
ganzen Experiments keine Bande fiir p-STAT3(Tyr705) nachgewiesen (Abbildung.
21A). sodass STAT3 nicht unbedingt erforderlich ist fiir das LPS-induzierte endotheliale
Detachement.

Die densitometrische Quantifizierung fiir VE-Cad zeigte eine signifikante Abnahme des
VE-Cad/Actin-Ratio nach einer Behandlungsdauer von 10 min mit LPS (Ratio fiir die
Kontrolle 3.585 + 0.142: Ratio fiir 10 min CM 0.674 + 0.050, P-Value = 0.0005)
(Abbildung.21C).
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Abbildung 21: Zeigt in A die Proteinexpression nach Western Blotting fiir p-VE-
Cad(Tyré85), VE-Cad und p-STAT3(Tyr705) nach unterschiedlich langer Behandlung
mit LPS in Lysate aus b.End3-Zellen. Die entsprechenden Actin-Banden stellen
eine Ladekontrolle fur alle Banden dar, die daruber liegen. Auf der rechten Seite
sind die jeweiligen Molekulargewichte in Kilo Dalton angegeben. In B,
densitometrische Quantifizierung der VE-Cad-Banden in Prozent von der
Kontrolle, die den Wert 100% tragt. In C, densitometrische Quantifizierung der
VE-Cad-Banden als Ratio mit der Ladekontrolle. Die LPS-Behandlungsdauer wird
in der X-Achse in Minuten (m) oder Stunden (h) angegeben. Ctr=kein LPS. Fir C
%= P< 0,05, n=3/Gruppe.
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3.1.5 Signalproteine in b.End.3-Zell-Lysate nach Inkubation mit TNFa

B.End.3-Zellen wurden mit TNFa fiir 10 min inkubiert. weil aktivierte Makrophagen.
die bei der Herstellung von CM verwendet werden. TNFa freisetzen kénnten. Die
Inkubation mit TNFa fithrte zu einer starken Herunterregulierung von VE-Cad. aber
nicht zu einer erhéhten Tyrosinphosphorylierung von STAT3 an der Position (Tyr705)
(Abbildung.22), sodass die STAT3-Phosphorylierung nach Inkubation mit CM nicht
durch LPS oder TNFa vermittelt wurde (Siehe auch Abbildung. 21). Zusitzlich wird
VE-Cad durch inflammatorische Zytokine unabhéngig von STAT3 herunterreguliert.

Ctr TNF-a

= % | VE-Cad 120 KDa

P-STAT3(Tyr705) 80 KDa
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Abbildung 22: Zeigt die Proteinexpression nach Western Blotting fur VE-Cad und
p-STAT3(Tyr705) nach 10 Minuten langer Behandlung mit TNFa in Lysate aus
b.End3-Zellen. Die entsprechenden Actin-Banden stellen eine Ladekontrolle fir
alle Banden dar, die daruber liegen. Auf der rechten Seite sind die jeweiligen
Molekulargewichte in Kilo Dalton angegeben. n=1/Gruppe

3.1.6 Signalproteine in b.End.3-Zell-Lysate nach Inkubation mit CM/FIt-1

Sepsis ist mit einem zeitabhidngigen Anstieg der zirkulierenden Spiegel von VEGF und
PIGF in Tier- und Menschen-Sepsismodellen assoziiert. Da es in Endothelzellen
zwischen Entziindungsmediatoren und VEGF-Sekretion sowie zwischen VEGF und
STAT3 eine Wechselwirkung beschrieben wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die Behandlung der Endothelzellen mit CM bei gleichzeitiger Gabe vom
loslichen VEGFRI1 (s-fltl) eine Neutralisierung (Trapping) von VEGF und somit eine
Unterbrechung der Signalkaskade stromabwirts vom VEGFR2 erreicht werden kénnte.

Die gleichzeitige Gabe von s-fltl und CM zu b.End.3-Zellen fiihrte zu einer leicht
reduzierten Immunoreaktivitit fiir p-STAT3(Tyr705) im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit CM. Dies hat aber die Herunterregulierung von VE-Cad nach CM-
Gabe nicht wesentlich beeinflusst (Abbildung.23). Somit ist die VEGF-Sekretion nach
CM-Stimulation nicht essentiell fiir die VE-Cad-Herunterregulierung (Abbildung 23

siehe nichsten Seite).
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Abbildung 23: Zeigt die Proteinexpression nach Western Blotting fiir VE-Cad und
p-STAT3(Tyr705) nach 10 Minuten langer Behandlung mit CM oder CM+s-flt in
Lysate aus b.End3-Zellen. Die entsprechenden GAPDH-Banden stellen eine
Ladekontrolle fur alle Banden dar, die dariber liegen. Auf der rechten Seite sind

die jeweiligen Molekulargewichte in Kilo Dalton angegeben. n=1/Gruppe

3.1.7 Induzierbares Lentivirus-vermitteltes knock down von TSAd

Es wurde mithilfe eines TSAd-shRNA-kodierenden Lentivirus eine stabile TSAd-knock
down Zelllinie aus Endothelzellen hergestellt.

Die Transduktion der b.End.3-Zellen mit verschiedenen Versionen der shRNA-
kodierenden Lentiviren fiihrte bei Einzelvirustransduktion zu keiner wesentlichen
Abnahme des Proteingehalts an TSAd (Abbildung.24AB). Aus diesem Grund wurden
b.End.3-Zellen gleichzeitig mit zwei oder den drei zur Verfiigung stehenden Viren
transduziert. Nur die Triple-Transduktion (shRNA.1/3/4) fiihrte zu einer wesentlichen
Abnahme des TSAd-Proteingehalts (49% im Vergleich zur Kontrolle, die den Wert
100% triagt) (Abbildung.24AB).

Es wurden deswegen fiir den nichsten Versuch die Zellen verwendet. die triple-
transduziert waren und bei denen ein 51%TSAd- knock down erreicht wurde
(Abbildung 24 siehe nichste Seite).
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Abbildung 24: A Zeigt die Proteindetektion nach Western Blotting fir TSAd in
Lysate aus b.End3-Zellen nach der Transduktion mit verschiedenen Versionen der
induzierbaren Lentiviren und Doxycyclingabe. Die entsprechenden GAPDH-Banden
stellen eine Ladekontrolle fir alle Banden dar, die dariber liegen. Auf der
rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte in Kilo Dalton angegeben. in
B, densitometrische Quantifizierung der TSAd-Banden in Prozent von der
Kontrolle, die den Wert 100% tragt. n=1 / Gruppe.

3.1.8 Inkubation der knock down Zellen mit CM

Um den Effekt des TSAd-knock down auf die Proteinexpression von VE-Cad nach CM-
Stimulation zu untersuchen. wurden b.End.3-Zellen. die entweder mit der scrambled-
shRNA (Scr) oder mit den drei Versionen der TSAd-shRNA (shRNA) triple-transduziert
wurden fiir 10 min mit CM behandelt.

Es zeigte sich kein Unterschied in der Proteindetektion von VE-Cad nach Triple-
Transduktion im Vergleich zur Kontrolle (Scr) (Abbildung.25. siehe ndchste Seite).
Somit ist es moglich. dass die Restaktivitit von TSAd geniigt. um den TSAd-
abhingigen Signalweg zu aktivieren, der an der Regulation der VE-Cad-Expression
beteiligt ist.
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Abbildung 25: Zeigt die Proteindetektion nach Western Blotting fur VE-Cad in
Lysate aus b.End3-Zellen nach der Transduktion mit verschiedenen Versionen der
induzierbaren Lentiviren und Doxycyclingabe. Die entsprechenden Actin-Banden
stellen eine Ladekontrolle fur alle Banden dar, die dariuber liegen. Auf der
rechten Seite sind die jeweiligen Molekulargewichte in Kilo Dalton angegeben.
Scr=Scrambled. n=1 / Gruppe.

3.2 Nicht-invasive Blutdruckmessungen

Nach der Induktion einer systemischen Entziindung mittels intraperitonealer Injektion
von LPS, wurde der Blutdruck der TSAd-/-Tieren, Y949F-Tieren und deren Kontrollen
gemessen. Wihrend die WT- und die Y949F-Tiere 12 Stunden nach dem Sepsisbeginn
eine drastische Reduktion des Blutdrucks zeigten (MAP 59 + 4 mmHg fir WT und 57 +
5 mmHg fiir Y949F). war dieser Effekt bei den TSAd-/-Tieren weniger ausgeprigt
(MAP nach 12 Stunden 84 + 12 mmHg) (Abbildung.26).
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Abbildung 26: Darstellung der Blutdruckwerte fur die WT, Y949F und TSAd-/-
Tiere 12 Stunden nach der LPS-Injektion. Die TSAd-/-Tiere konnten hohere
Blutdruckwerte aufrechterhalten (MAP nach 12 Stunden 84 + 12 mmHg). n=4/
Gruppe, *P< 0,05.
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3.3 Kapillar- und Perizytendichte im peripheren Muskel

Es wurden histologische Schnitte peripherer Muskeln (M. quadriceps femoris)
angefertigt und fir PECAM-1 und NG2 gefarbt.

Der M. quadriceps femoris der TSAd-/- Tiere zeigte deutlich héhere Zahlen sowohl fiir
PECAM-1 als auch fiir NG2 (TSAd-/-: 113£9 fiir PECAM-1 und 101+10 fiir NG2)
(Abbildung.27A. B). Der periphere Muskel der Y949F Tiere zeigte weder einen
signifikanten Unterschied in der Endothelzellzahl noch in der Perizytenzahl im
Vergleich zur Kontrolle (Y949F: 72+10 fir PECAM-1. 6949 fiir NG2: WT: 57+3 fiir
PECAM-1, 51+2 fiir NG2) (Abbildung.27B).
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Abbildung 27: A Immunfluoreszenzfarbung fur PECAM-1/NG2 im M.quadriceps
femoris (Skala=100pm). B Quantifizierung der Perizyten- (NG2) und
Endothelzellzahlen (PECAM-1) n=4/ Gruppe, %= P< 0,05

3.4 Immunfluoreszenzfirbungen der Signalkaskade

Es wurden in histologischen Schnitten Signaltransduktionswege stromabwirts von
TSAd untersucht, die an der Regulation der endothelialen Zellpermeabilitit beteiligt
sein kénnten. Dazu gehoren das zytoplasmatische Signalmolekiil c-Src, das durch
Phosphorylierung TSAd-abhingig aktiviert wird und der Transkriptionsfaktor STAT3.
der nach Phosphorylierung aktiviert wird und in den Zellkern transloziert. STAT3 und c-
Src wurden im Herzmuskel untersucht. Ebenfalls wurde die Hauptkomponente der
endothelialen Zell-Zell-Verbindungen (VE-Cad) in der Gefilwand im peripheren
Muskel histologisch untersucht.
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3.4.1 C-Src-Phosphorylierung

Sowohl in septischen WT- als auch in Y949F-Tieren war in der Innenschicht der
GefiBwand (markiert durch PECAM-1-Antikorper) des Herzmuskels Phospho-c-Src
Tyr416 gut darstellbar. Dieses konnte in den TSAd-/- Tieren fast gar nicht bzw. nur sehr
schwach nachgewiesen werden (Abbildung.28).
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Abbildung 28: Schnitte aus dem Herzmuskel mit einer Immunfluoreszenzfarbung
fur PECAM-1, Src(Tyr416) und DAPI. A zeigt die GefaBwand der drei Gruppen in
Merge. Hervorgehoben ist die Region der GefaBwand, die in B groBer dargestellt
wird (Skala=50pm). B Deutliche Src(Tyr416) positive GefaBwand der WT- und
Y949F-Gruppen. Weniger ausgepragte Src(Tyr416)-Farbung in der TSAd-/- Gruppe.
n=4/Gruppe

3.4.2 STAT3-Translokation

Desweiteren, wurde die Aktivierung mit nachfolgender Translokation von dem
Transkriptionsfaktor STAT3 in den Zellkern beurteilt. Es wurde die Uberlappung von
STAT3 mit DAPI positiven Kernen in der GefiBwand im Herz untersucht. Es zeigte
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sich eine deutliche Uberlappung von DAPI positiven Kernen mit STAT3 in WT- und
Y949F-Tieren. STAT3 wurde in allen septischen Tiergruppen nah an den Kemn
nachgewiesen. aber die Uberlappung mit dem Kern war in den TSAd-/- Tieren weniger
ausgeprigt (Abbildung.29).

A WT YO49F TSAd

B STAT3 DAPI Merge
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Abbildung 29: Schnitte aus dem Herzmuskel mit einer Immunfluoreszenzfarbung
fur PECAM-1 STAT3 und DAPI. A zeigt die GefaBwand der drei Gruppen in Merge.
Hervorgehoben ist die Region der GefaBwand, die in B fur STAT3 und DAPI groBer
dargestellt wird (Skala=50pum). B Deutliche Uberlappung von STAT3 mit DAPI-

positiven Kernen in der Gefabwand der WT- und Y949F-Gruppen. Weniger
ausgepragte Uberlappung in der TSAd-/- Gruppe. n=4/Gruppe

3.4.3 VE-Cadherin-Herunterregulierung

Da es bereits bekannt ist, dass STAT3 an der Regulation von Endothelzellverbindungen
beteiligt ist (sieche 1.4). wurde die Hauptkomponente der Endothelzellverbindungen.
namlich VE-Cad, untersucht. Es wurden Schnitte von M.quadriceps femoris fiir VE-Cad
und PECAM-1 gefirbt. um den Grad der Expression von VE-Cad in der GefdBwand der
drei Tiergruppen nach der LPS-Injektion zu beurteilen.
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In den GefidBlen der TSAd-/- Miausen war VE-Cad deutlich starker vorhanden als in WT-
und Y949F-Miusen (Abbildung.30A. B). AuBlerdem zeigte sich in den Gefidflen der
TSAd-/- Méusen eine kontinuierliche. entlang der gesamten Gefilwand regelmifig
verteilte PECAM-1 Farbung, wihrend die Gefie der WT- und Y949F-Méusen
Unterbrechungen und UnregelmiaBigkeiten der PECAM-1 Farbung mit punktférmigen
Konzentrationen aufwiesen (Abbildung.30B).

A WT YO49F TSAd-/-

Abbildung 30: Schnitte aus dem M.quadriceps femoris mit einer
Immunfluoreszenzfarbung fur PECAM-1, VE-Cad und DAPI. A Zeigt die GefaBwand
der drei Gruppen in Merge. Hervorgehoben ist die Region der Gefahwand, die in B
groBer dargestellt wird (Skala=50pm). B deutlich starkere VE-Cad-Farbung in der
Gefabwand der TSAd-/- Gruppe. VE-Cad war weniger vorhanden in den WT- und
Y949F-Gruppen. Kontinuierlich organisierte PECAM-1-Farbung in der TSAd-/-
Gruppe. Unterbrechungen mit Desorganisation der PECAM-1-Farbung in den WT-
und Y949F- Gruppen. n=4/Gruppe
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3.5 Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere nach der LPS-Behandlung

Es wird die Uberlebenskurve der Mausgruppen gezeigt mit Beginn der Analyse direkt
nach der LPS-Injektion. Es wurde mit 10 WT-, 9 TSAd-/- und 8 Y949F-Tieren
begonnen. 48 Stunden nach der LPS-Injektion waren alle Tiere der WT- und Y949F-
Gruppen bereits verstorben oder sie erreichten im Sepsisschwergrad-Punktesystem
(sieche Tabelle.1) eine gesamte Punktzahl von 20 oder mehr. Zu diesem Zeitpunkt
iiberlebten noch 15% der Tiere der TSAd-/- Gruppe. die bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums noch lebten (Abbildung.31).
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Abbildung 31: Darstellung der Uberlebenskurve der drei Tiergruppen. Auf der x-
Achse wird die Zeit im Abstand von 12h angegeben. Auf der y-Achse das
prozentuale Anteil der Tiere, die vom Gesamtzahl der Tiere zu Beginn der LPS-

Injektion uberlebten. n= 10 fir WT, 9 fur TSAd-/- und 8 fiur Y949F zum Zeitpunkt
Oh.
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4. Diskussion
4.1 Signaltransduktion unter septischen Bedingungen in vitro

Durch eine systemische Analyse der Signalmolekiille mittels Zellkulturfarbung
(Abbildung. 16) und Western Blotting (Abbildungen. 17-20). die eine potentielle Rolle
in der Regulation der vaskuldren Permeabilitit spielen (VE-Cad. c-Src. STAT3, ZO-1).

konnten Veridnderungen an dieser Molekiile nach CM-Stimulation festgestellt werden.

Die Stimulation von priméren Zellen (MLECs) oder b.End.3-Zellen mit CM fiihrt zu
einer erhéhten Phosphorylierung von c¢-Src an der Position Tyr416. Diese
Phosphorylierung findet nach 10 Minuten statt (Abbildung.19) und kénnte auch lédnger
persistieren (Abbildung.17). Da die Phosphorylierung an dieser Position zu einer
Aktivierung von c-Src fiihrt?s, gibt dies Aufschluss iiber die Rolle von c-Src als
zentrales Molekiil in der Signalkaskade. die die Endothelzellreaktion auf septischen
Bedingungen vermittelt.

Ebenfalls. fithrt die Stimulation der b.End.3-Zellen mit CM zu einer erhéhten STAT3-
Phosphorylierung an der Position Tyr705. Die STAT3-Phosphorylierung findet sehr friih
statt (Eine Minute nach CM-Gabe) und kann auch ldnger (bis zu 10 Minuten nach CM-
Gabe) persistieren (Abbildung.19). Trotz den Berichten iiber die direkte
Phosphorylierung von STAT3 durch aktiviertes c-Src und die dadurch erhéhte DNA-
Bindungsaffinitdit von STAT332 33, findet die STAT3-Phosphorylierung in CM-
stimulierten b.End.3-Zellen frither als die signifikante c-Src-Aktivierung (Abbildung.
19). Das zeigt, dass die STAT3-Phosphorylierung in CM-stimulierten b.End.3-Zellen
unabhéngig von c-Src stattfindet.

AuBerdem. wurde bereits beschrieben, dass die STAT3-Phosphorylierung von einer
Herabregulation von ""Junction-Proteinen”” begleitet wird34. Da die Stimulation mit CM
eine Phosphorylierung von VE-Cad an der Position Tyr685 zur Folge hat und davor eine
STAT3-Phosphorylierung verursacht hat (Abbildung.19). lasst sich vermuten. dass
STAT3 an der Phosphorylierung von VE-Cad beteiligt sein kénnte. Ebenfalls fiihrte die
alleinige direkte LPS-Gabe (ohne CM) zu einer STAT3-unabhingigen VE-Cad-
Phosphorylierung (Abbildung.21A). Dies fithrt zum Schluss, dass die VE-Cad-
Phosphorylierung nach CM-Stimulation nicht unbedingt STAT3 abhingig ist und durch
LPS im CM vermittelt werden kénnte (Siehe 2.3, Herstellung von CM).

Die Stimulation mit CM oder LPS fiihrte zu einer Herabregulation vom " Junction-
Protein”” VE-Cad (Abbildung.19AB und 21ABC). Diesem ging eine Phosphorylierung
von VE-Cad an der Position Tyr685 voraus (Abbildung.19A und 21A). Da die VE-Cad-
Phosphorylierung an dieser Position mit einer VE-Cad-Internalisierung verbunden ist108,
wird hier angenommen, dass die CM- oder LPS-Stimulation eine VE-Cad-
Herabregulation durch Internalisierung verursacht.

Von den beschriebenen Beobachtungen ldsst sich ableiten, dass einer signifikanten
Abnahme der VE-Cad-Expression als Reaktion auf die Stimulation mit CM
Modifikationen an vorgeschalteten Signalmolekiilen vorausgegangen sind, die in der
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Zellkultur innerhalb von 10 Minuten stattfinden und alle mit der Erhohung der
Permeabilitit verbunden sind. Diese sind eine c-Src-Phosphorylierung!?, eine STAT-3-
Phosphorylierung3-34und eine VE-Cad-Phosphorylierung und Internalisierung!s.

Weiterhin, fithrte die Inkubation von b.End.3-Zellen mit CM fiir 10 Minuten zu einer
Herabregulation von dem ''Junction-Protein”” ZO-1 (Abbildung.20AB). Von dieser
Beobachtung sowie von der Herbaregulation von VE-Cad nach 10 Minuten ldsst sich
ableiten, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete CM zu einem Zusammenbruch
der endothelialen Barriere durch die Herabregulation von Zell-Zell-Verbindungen fiihrt.

4.2 Beteiligung von LPS an dem Zusammenbruch der endothelialen Barriere

Da es bereits beschrieben wurde, dass die LPS-Stimulation von Endothelzellen mit
einer erhohten Permeabilitit verbunden ist'7, und da bei der Herstellung vom CM
Makrophagen mit LPS stimuliert wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit zusitzlich
der Effekt von LPS auf die VE-Cad-Expression, die STAT3-Phosphorylierung und die
VE-Cadherin Phosphorylierung untersucht.

Es zeigte sich hierbei eine zeitabhingige Herabregulation von VE-Cad. die bereits 5
Minuten nach der LPS-Gabe ausgepriagt war und spiter noch stirker geworden ist
(Abbildung.21AB). Wie nach der Inkubation mit CM., war die Herabregulation von VE-
Cad nach 10 min signifikant (Abbildung.21C). Auflerdem zeigte sich bereits nach 5
Minuten eine erhéhte Phosphorylierung von VE-Cad an derselben Position (Tyr685)
wie nach Behandlung mit CM (Abbildung.21A). Im Gegensatz zur CM-Behandlung,
zeigte sich wihrend der gesamten Behandlungsdauer keine Phosphorylierung von
STAT3 nach der LPS-Gabe (Abbildung.21A). Zusammenfassend lédsst sich feststellen,
dass LPS im Gegensatz zu CM eine Herabregulation von VE-Cad verursachen kénnte,
ohne die Beteiligung von STAT3 und. dass das LPS. das in der vorliegenden Arbeit zur
Herstellung von CM verwendet wurde an der Herabregulation von VE-Cad nach CM
Behandlung beteiligt sein kénnte, weil es im CM enthalten ist. Es ldsst sich auferdem
vermuten, dass bestimmte Faktoren, die von Makrophagen freigesetzt werden, fiir die
STAT3-Phosphorylierung nach CM-Behandlung verantwortlich sind.

4.3 Beteiligung von TNFo an dem Zusammenbruch der endothelialen Barriere

Auf der Suche nach Faktoren. die nach der Aktivierung von Makrophagen freigesetzt
werden kénnten und einen direkten Effekt auf VE-Cad haben, wurde TNFa schnell zu
einem Kandidat mit der Eigenschaft. in Endothelzellen eine Herabregulation von VE-
Cad zu verursachenls.

Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, fithrte die Inkubation mit TNFa zu einer starken
Herunterregulierung von VE-Cad im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Ein Effekt,
der wiederum unabhingig von STAT3 stattfindet. Dies bestitigte die Annahme. dass im
CM verschiede Faktoren enthalten sein kénnten, die eine additive Wirkung auf die VE-
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Cad-Expression haben konnten und. dass das Zellkulturmodell in der vorliegenden
Arbeit den septischen Zustand in vivo nachahmt, bei dem die Gesamtwirkung der
einzelnen Entziindungsfaktoren zu einem Zusammenbruch der endothelialen Barriere
fithrt. Die fehlende STAT3-Phosphorylierung nach der LPS- und TNFo-Gabe kénnte
daran liegen. dass die verschiedenen permeabilititssteigernden Faktoren verschiedene
Transduktionswege aktivieren und somit unterschiedlich die VE-Cad-Expression
regulieren.

4.4 VEGF-Vermittelte Aktivierung von STAT3

Da Sepsis mit einem zeitabhiangigen Anstieg der zirkulierenden Spiegel von VEGF und
PIGF in Tier- und Menschen-Sepsismodellen assoziiert ist und da dieser Anstieg bei der
Erhéhung der vaskuldren Permeabilitit und zumindest teilweise beim septischen Schock
eine Rolle spielen kann!2 195, wurde in dieser Arbeit versucht, durch die gleichzeitige
Inkubation von b.End.3-Zellen mit dem léslichen VEGFRI1 (s-flt1) und CM., den Effekt
von VEGF zu neutralisieren.

Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, lindert die Behandlung mit s-flt1 fiir 10 Minuten die
STAT3-Phosphorylierung, aber nicht wesentlich die CM-vermittelte Herunteregulierung
von VE-Cad. Davon ladsst sich ableiten. dass eine mogliche VEGF-Sekretion in dem
verwendeten Zellkulturmodell zumindest teilweise an der Aktivierung von STAT3

beteiligt ist.

Um die Quelle von VEGF in diesem System zu identifizieren, wurden in einem
weiteren Ansatz die Proteine aus dem CM durch Acetonperzipitation isoliert und
geblottet. Hierbei konnte keinen VEGF nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wird
angenommen, dass VEGF als Reaktion auf das CM auf autokrine Art und Weise von
den Endothelzellen oder Makrophagen in minimalen Mengen freigesetzt wird. die mit
Western Blotting nach Acetonperzipitation schwer zu detektieren sind.

Die fehlende Linderung der VE-Cad-Herunterregulierung durch s-fltl wird
wahrscheinlich auf die anderen Faktoren wie LPS und TNFa zuriickgefiihrt, die im CM
enthalten sein kénnten. Diese Faktoren fithren ndmlich zu einer Herunterregulierung
von VE-Cad unabhingig vom STAT3 (Abbildungen. 21 und 22).

4.5 TSAd-Restaktivitat und VE-Cadherin

Es wurde durch Sun et al. bereits gezeigt, dass TSAd in Endothelzellen fiir die VEGF-
vermittelte Erh6hung der vaskuldren Permeabilitdt wichtig ist. Durch die Verwendung
von TSAd knock out Mausen konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von TSAd
die VEGF-vermittelte Erhéhung der Permeabilitidt fiir einen i.v. injizierten Farbstoff
gelindert werden kann!2.

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, kann das shRNA-vermittelte TSAd-knock down um
51% die CM-vermittelte Herunterregulierung von VE-Cad nicht lindern. Da 49% vom
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Protein in den transduzierten Zellen noch exprimiert wird, kann die fehlende Erhaltung
der VE-Cad-Expression nach CM-Behandlung auf die Restfunktion von TSAd
zuriickgefiihrt werden.

Um die Rolle von TSAd in der Erhaltung der VE-Cad-Expression unter septischen
Bedingungen in vitro zu bestimmen. sollten Versuche an TSAd knock out Zellen nach
CM-Behandlung durchgefiihrt werden.

4.6 Aufrechterhalten eines hoheren Blutdrucks in Abwesenheit von TSAd

Es konnte durch Sun et al. gezeigt werden, dass TSAd ein Adapterprotein ist, das an den
VEGFR2 bindet und eine Erhéhung der vaskuldren Permeabilitit durch c-Src-
Phosphorylierung vermittelt’2. Trotzdem, fanden sie keinen signifikanten Unterschied in
den Blutdruckwerten von TSAd knock out Miusen im Vergleich zu WT-Kontrollen
nach intradermaler Injektion von VEGF. ein Faktor. der bei die Erhohung der
vaskuldren Permeabilitit eine potente Rolle spielts. Das kénnte auf der einen Seite
daran liegen, dass die VEGF-Dosierung, die in dieser Studie verwendet wurde (100 ng)
und die Art der Verabreichung (intradermal) nicht ausreichend waren. um die
systemischen Blutspiegel von VEGF zu erreichen, die wihrend der Sepsis erreicht
werden. Auf der anderen Seite konnten die dhnlichen Blutdruckwerten fiir die TSAd
knock out und die WT-Miuse (85mmHg) damit zusammenhingen. dass die Erhéhung
der vaskulidren Permeabilitit durch die alleinige Verabreichung von VEGF nicht
ausreichend war, um eine septische Hyperzirkulation mit einem typischen ' Zytokin-
burst”” und einem Kreislaufzusammenbruch im eigentlichen Sinne zu verursachens3-$,

In der vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz zu den publizierten Daten von Sun et al.
kein VEGF, sondern LPS intraperitoneal verabreicht (20 mg/Kg KG). Diese Injektion
kénnte septischen Bedingungen in einem Mausmodell besser nachahmen und fiihrte
bereits nach 12 Stunden zu einem signifikanten Blutdruckabfall sowohl in der WT- als
auch in der Y949F-Mutationsgruppe, wihrend ein starker Blutdrcukabfall durch die
TSAd-Defizienz verhindert werden konnte (Abbildung.26). Hier entsteht ein septisches
Krankheitsbild als Manifestation der Reaktion des Wirts auf die Bestandteile von
Pathogenen mit einer systemischen Entziindung.

Die Beobachtung. dass kein Unterschied in den Blutdruckwerten von Y949F und WT
vorlag, fithrt zum Schluss, dass die VEGFR-Mutation in dieser Bindungsstelle von
TSAd am VEGFR2 (Y951) fiir die Unterdriickung einer Restaktivitdt von TSAd nicht
ausreicht. Dies kénnte an einer VEGFR-Heterodimerisierung liegens, die eine mutierte
und eine nicht-mutierte Bindungsstelle fiir TSAd anbieten wiirde, sowie an anderen
Bindungsstellen in der intrazelluldren Domine vom VEGFR2, die nicht der Position
Y951 entsprechen. Dort kann TSAd wenn auch schwicher binden und dadurch trotz der
Y949F-Mutation aktiviert werden!2. Dies steht im Einklang mit dem Zellkulturversuch,
bei dem gezeigt wird. dass eine 49 prozentige Restaktivitit von TSAd ausreicht, um die
Signalisierung zu ermdéglichen, die die VE-Cad-Expression reguliert (Abbildung.25).
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Auflerdem koénnte TSAd auch unabhidngig vom VEGF durch andere
Entziindungsfaktoren direkt aktiviert werden.

Da die VEGF/TSAd-vermittelte Erhéhung der Permeabilitdt mit einer Komplexbildung
unter VEGFR2, TSAd. c-Src und VE-Cadherin verbunden ist’2, sollte auch die
Notwendigkeit dieser Komplexbildung fiir die Phosphorylierung und die damit
einhergehende Herunterregulierung von VE-Cad unter septischen Bedingungen noch
naher erforscht werden.

Ob die Moglichkeit bestiinde, dass TSAd in Sepsis unabhéngig vom VEGFR2 aktiviert
werden kann und dadurch mit anderen Signalproteine interagieren kann, muss ebenfalls
noch niher erforscht werden.

4.7 TSAd-Effekt auf Kapillaren und Perizyten im peripheren Muskel

Es wurde der Status der Perizyten und Kapillaren im M. quadriceps femoris histologisch
untersucht. Hier war die Anzahl der Kapillaren und Perizyten in der TSAd-knock out
Gruppe hoher (Abbildung.27). Diese Beobachtung weist auf einen TSAd-abhingigen
Riickzug der mikrovaskuldren Einheit im peripheren Muskel wihrend der Sepsis hin.

Die niedrigeren Zahlen fiir Kapillaren und Perizyten in der Gruppe, die eine
Funktionsverlustmutation im VEGFR2 trigt (Y949F) im Vergleich zur TSAd-/- Gruppe
(Abbildung.27) kénnten durch eine Restaktivitit von TSAd verursacht werden, die
durch die Funktionsverlustmutation nicht vollstindig oder gar nicht aufgehoben werden
konnte (siehe auch 3.1.8 und 4.6).

Wihrend es noch nicht genug Daten iiber die Kontraktilitdt der Perizyten und ihren
Einfluss auf den systemischen Blutdruck gibt. liegen bereits genug Daten iiber die
glatten Muskelzellen der GefiBwand und ihre Rolle in der Aufrechterhaltung der
peripheren vaskulidren Resistenz vor. AuBlerdem stellen Rezeptoren. die von glatten
Muskelzellen exprimiert werden z.B. der Mineralkortikoidrezeptor (MR) Zielstrukturen
der antihypertensiven Therapie dar!le. 11, Da Perizyten und glatte Muskelzellen
ontogenetisch voneinander schwer zu unterscheiden sind und da ihnen die Expression
von strikt spezifischen molekularen Markern fehlt. kénnte man vermuten, dass der in
unserem Sepsismodell beobachtete Perizytenschwund der mikrovaskuldren Einheit
einen indirekten Hinweis auf das Schicksal der vorgeschalteten glatten Muskelzellen
gibt. Der Blutdruckabfall in Anwesenheit von TSAd konnte ndmlich auf einen
zusitzlichen Riickzug der vorgeschalteten glatten Muskelzellen zuriickgefiihrt werden.

4.8 Unterdriickung der Signalkaskade durch TSAd-Defizienz in vivo

Aufgrund der Rolle von TSAd bei der Vermittlung der endothelialen Reaktion auf
Permeabilititsfaktoren stromabwirts von VEGFR2s.12, wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die bereits beschriebenen Signalmolekiile wie c-Src und STAT3. die mit
der Permeabilitit assoziiert sind tatsdchlich durch posttranslationale Modifikation wie
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Phosphorylierung wihrend der Sepsis in vivo verdndert werden und., wie diese
Molekiile in septischen TSAd- knock out und VEGFR2-LOF-Mutation beeinflusst
werden.

Es wurde bereits beschrieben, dass die zytoplasmatische Tyrosinkinase c-Src durch
Tyrosinphosphorylierung an der Position Tyr416 (p-Tyr416) aktiviert werden kann?.
Zusitzlich wurde eine Phosphorylierung von c-Src an Tyr418 (p-Tyr418) mit der
Erhéhung der GefaBpermeabilitit in Verbindung gebracht?2 54,

Auferdem. fiihrt die Stimulierung der Endothelzellen in der Zellkultur mit CM zu einer
STAT3-Phosphorylierung (Abbildung.19). Da die STAT3-Phosphorylierung in
Endothelzellen mit einer STAT3-Translokation in den Kern assoziiert ist¥, wurde in
dieser Arbeit untersucht, ob STAT3 wihrend der Sepsis in den Kern transloziert.
Weiterhin wurde untersucht, ob ein bestimmter Signalweg fiir die Sepsis induzierte
GefiBleckage in einem Mausmodell der LPS-induzierten Sepsis definiert werden kann.

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sowohl in den WT- als auch
in den Y949F-Tieren in der Innenschicht der Gefidfwand im Herzmuskels eine erhdhte
c-Src-Phosphorylierung an dem Tyrosinrest Tyr416 (p-Tyr416) wihrend der Sepsis
stattfindet. Dieses konnte in den TSAd-/- Tieren fast gar nicht bzw. nur sehr schwach
nachgewiesen werden (Abbildung.28). Diese Beobachtung zusammen mit den in vitro
Daten zur c-Src-Phosphorylierung nach CM-Stimulation (Abbildung.17 und 19) zeigt
eine TSAd-abhidngige Aktivierung von c-Src durch Phosphorylierung unter septischen
Bedingungen. Die c-Src-Phosphorylierung in der LOF-Mutationssgruppe gibt einen
Hinweis auf eine mégliche Restaktivitit von TSAd. die durch die LOF-Mutation am
VEGFR2 nicht aufgehoben werden konnte.

Weiterhin, zeigten die Myokargefifie eine deutlich erhéhte Uberlappung von DAPI
positiven Kernen mit STAT3 in den WT- und Y949F-Tieren im Vergleich zur TSAd-/-
Gruppe (Abbildung.29). Da die Zellkulturversuche eine STAT3-Phosphorylierung vor
der c-Src-Phosphorylierung zeigten, bleibt es unklar, ob die STAT3-Translokation mit
einer c-Src-abhidngigen STAT3-Phosphorylierung zusammenhéngt.

Da es bereits beschrieben wurde. dass die Aktivierung von STAT3 mit der
Herabregulation von " Junction-Proteinen”” assoziiert ist34, wurde die Hauptkomponente
der interendothelialen Kontakte (VE-Cad) in peripheren Muskelschnitte histologisch
beurteilt. In den Gefifen von septischen TSAd-/- Mausen war VE-Cad deutlich stiarker
vorhanden als in septischen WT- und Y949F-Miusen (Abbildung.30). Dies weist auf
eine TSAd-vermittelte VE-Cad-Herabregulation in Sepsis hin.

Da in Zellkulturversuche die Inkubation der Endothelzellen mit inflammatorischen
Medien wie TNF-alpha und LPS (Siehe 3.1.4/5) zu einer Herabregulation von VE-Cad
fithrt, die unabhingig von STAT3 ist, kann die VE-Cad-Heabregulation in vivo nicht
unbedingt auf die STAT3-Translokation zuriickgefiihrt werden.

Uberdies. zeigte sich in den Gefilen von TSAd-/- Miusen eine kontinuierliche. entlang
der gesamten GefiBwand gleichmifBig verteilte PECAM-1 Farbung, wihrend die
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GefidBe der WT- und Y949F-Miusen Unterbrechungen der PECAM-1 Féarbung mit
punktformigen Konzentrationen aufwiesen (Abbildung.30). Diese Beobachtung weist
auf eine TSAd-abhingige Desorganisation der endothelialen Zellschicht in Sepsis hin,
die durch die Herabregulation von interendothelialen Verbindungen zustande kommt.

Es i1st immer noch nicht klar, inwieweit die Herabregulation von VE-Cad den
systemischen Blutdruck wihrend der Sepsis beeinflusst. Die VE-Cad-Hearbregulation
kénnte zumindest teilweise mit den beobachteten Werten fir den Blutdruck
zusammenhidngen (Abbildung.26). weil der Verlust von VE-Cad eine erhohte
GefiBleckage mit Volumenverlust verursachen kénnte.

Zudem, kénnte die Herabregulation von den 'Junction-Proteinen”” wie VE-Cad und
ZO-1 die Interaktion der Endothelzellen mit den Perizyten stéren. Der Perizytenverlust
der Mikrozirkulation in Sepsis konnte ein Hinweis auf eine Storung der Integritit der
glatten Muskelzellen in den vorgeschalteten Arteriolen sein, wo die Blutdruckregulation
stattfindet. Dies und die erhohte GefidBleckage konnten den Abfall des Blutdrucks in
Sepsis erklédren.

In der nichsten Abbildung wird das Zusammenspiel der einzelnen Signalmolekiile in
der Endothelzelle in Sepsis schematisch dargestellt. Der erste Teil der Abbildung zeigt
eine Endothelzelle mit den beteiligten Signalmolekiilen und ihre Verteilung in den
Zellkompartimenten vor dem Beginn der Sepsis, und der zweite Teil zeigt die
Modifikationen an diesen Proteinen und die Interaktion mit anderen Signalmolekiilen in
der Zelle nach dem Beginn der Sepsis.
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Abbildung 32: Zeigt den Zustand der Signalmolekile, die an der erhohten
Permeabilitat von Endothelzellen in Sepsis durch VE-Cad-Herunterregulierung
durch Internalisierung beteiligt sind, einmal mit und einmal ohne Sepsis. Durch
die Phosphorylierung von c-Src (Orange) an der Position Tyr416, kommt es
wahrend der Sepsis zu einer moglichen c-Src-abhangigen Phosphorylierung von
STAT3 (Dunkelblau) an der Position Tyr705 sowie einer Phosphorylierung von VE-
Cad (Rot) an der Position Tyr685. Eine STAT3-Phosphorylierung in Sepsis fihrt zu
einer Translokation in den Nukleus mit einer erhohten Transkription von Genen,
die Zell-Zell-Kontakten regulieren. Es ist fraglich, ob p-STAT3 die direkte
Phosphorylierung von VE-Cad vermittelt. LPS fuhrt ebenfalls zu einer
Phosphorylierung von VE-Cad. Dies geschieht aber indirekt durch die Aktivierung
von Signalwege unabhangig von STAT3. TNF-a ist auch an der Herunterregulierung
von VE-Cad beteiligt. VEGF kann uber den VEGFR2 die Aktivierung von TSAd und
konsequenterweise die Phosphorylierung von c-Src vermitteln. Die
Phosphorylierung von VE-Cad an der Position Tyr685 fuhrt zur Internalisierung mit
nachfolgender Lockerung der interendothelialen Verbindungen und Erhohung der
Permeabilitat. Die durchgezogenen grinen Pfeile zeigen eine erhohte
Phosphorylierung. Pfeile mit Unterbrechungen zeigen einen moglichen Effekt.

4.9 TSAd-Defizienz verbessert die Uberlebensrate von Miusen nach LPS-
Injektion

Ein weiteres globales Problem der Sepsis unabhingig vom klinischen Aspekt des
septischen Krankheitsbild ist die hohe Sterblichkeit, die mit der Sepsis verbunden
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1st7>77. Deswegen wurde in dieser Arbeit durch die Verwendung von knock out-Méusen,
VEGFR2-LOF-Mutations- und WT-Miusen die Korrelation der Uberlebensrate in
Sepsis mit der Funktion von TSAd untersucht. Hierbei zeigte sich eine Steigerung der
Uberlebensrate bei TSAd-Defizienz im Vergleich zur VEGFR2-LOF-Mutation oder zu
den WT-Kontrollen. Das wurde sowohl in der Friih- (24-36h nach Sepsisinduktion) als
auch in der Spitphase der Sepsis (72h) beobachtet (Abbildung.31).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass TSAd eine Rolle in der erhéhten
Sterblichkeit spielt. die mit der Sepsis verbunden ist.
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S. Zusammenfassung

Die Rolle des VEGF/VEGFR-Systems in Endothelzellen wurde in der Angiogenese und
in der vaskuldren Permeabilitit intensiv erforscht.

Im Jahre 2000. beschrieben Wu et al. TSAd als VEGF-Rezeptor-assoziiertes Protein
(VRAP) in Endothelzellen. Sie identifizierten seine Rolle als Adapterprotein, das
zytoplasmatische Signalproteine fir den VEGFR2 rekrutiert. Auflerdem wurde eine
Position am VEGFR2 beschrieben (Tyrosin 951). iiber die TSAd mit dem VEGFR2
wechselwirkt.

Zusitzlich, wurde 2006 durch Yano et al. gezeigt. dass der VEGF-Spiegel sowohl im
Menschen- als auch im Mausmodell der LPS-induzierten Sepsis ansteigt und eine
Korrelation mit der Sepsis-Mortalitit hat. Seitdem nahm die Rolle von TSAd als
VEGFR2-Adapterprotein, das Signalmolekiile stromabwirts vom VEGFR2 rekrutiert
immer an Wichtigkeit zu.

2012 zeigten Sun et al.. dass das Signalmolekiil c-Src in Endothelzellen TSAd-abhingig
nach der VEGFR2-Aktivierung durch VEGF-Gabe phosphoryliert wird. Zudem zeigten
sie. dass bei TSAd-Defizienz eine Linderung der VEGF-vermittelten Erhohung der
Permeabilitdt erreicht wird. Der zugrunde liegende Mechanismus des VEGF-
vermittelten Permeabilititsanstiegs beinhaltet eine Komplexbildung unter VEGFR2,
TSAd. c-Src und VE-Cadherin und eine damit verbundene Herunteregulierung von VE-
Cadherin.

Da der VEGF-Spiegel unter septischen Bedingungen erhéht wird und da TSAd in der
Vermittlung der VEGF-abhingigen Erhéhung der Permeabilitit eine Rolle spielt. wurde
in der vorliegenden Arbeit die Rolle der TSAd/VEGFR2-Interaktion in der Vermittlung
der septischen Hyperzirkulation durch die Verwendung von septischen TSAd knock out-
sowie VEGFR2-LOF-Mutations-Mausen untersucht.

Da die Arbeiten, die bisher die Interaktion von TSAd mit dem VEGFR2 erforschten
wiederholt die Wichtigkeit der Position Y951 (Y949 in Méusen) am VEGFR?2 fiir diese
Interaktion betonten. und da andere Positionen am VEGFR2 potentielle Bindungsstellen
mit niedrigerer Affinitat fiir TSAd darstellen, wurden hier Y949F-Méusen verwendet,
um die Rolle dieser Bindungsstelle fiir den TSAd-Effekt unter septischen Bedingungen
zu beurteilen.

Es wurden durch Zellkulturversuche und histologische Farbungen von Muskel- und
Herzschnitte die Verdnderungen an Signalmolekiilen iiberpriift. die stromabwirts vom
TSAd liegen. Hierbei konnten die molekularen Mechanismen und die
Signaltransduktionswege erldutert werden, die TSAd-abhingig wihrend der Sepsis an
der Vermittlung des septischen Phinotyps beteiligt sind.

Um die Korrelation der beobachteten Verdnderungen an Signalmolekiilen stromabwirts
von TSAd mit einer Storung des hdmodynamischen Gleichgewichts zu untersuchen,
wurde zusitzlich der Blutdruck der septischen Tiere gemessen. AuBlerdem wurde das
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Uberleben der Tiere nach der Sepsisinduktion kontrolliert. um den Effekt der TSAd-
Defizienz oder der VEGFR2-Mutation auf das Uberleben der Tiere zu bestimmen.

Auf der Suche nach strukturellen Veranderungen in der mikrovaskuldren Einheit, die
mit dem septischen Phenotyp korrelieren konnten. wurde der Kapillar- und der
Perizytenstatus sowohl im Herz als auch im peripheren Muskel histologisch beurteilt.

Dariiber hinaus. schenken die bereits verwendeten Zellkulturmodelle dem Versuch, die
in vivo-Situation wihrend der Sepsis nachzuahmen, wenig Aufmerksamkeit. Die
meisten Arbeiten fokussieren namlich auf Verdnderungen nach Einzelfaktorgabe e.g.
LPS. VEGF, TNFa und Interleukine, wihrend die Sepsis ein Krankheitsbild mit einem
" Zytokin-burst”” darstellt, wo viele Faktoren und Entziindungsmediatoren gleichzeitig
wirken. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein Sepsismodell in Kultur
verwendet, wo die Endothelzellen mit einem konditionierten Medium inkubiert werden,
das aus aktivierten Makrophagen stammt. Somit kénnen zwar nur die Effekte der
Aktivierung von Makrophagen auf die Endothelzellen untersucht werden. aber das
System gibt die Moglichkeit der Untersuchung von verschiedenen
Entziindungsmediatoren und Zytokinen, und ihre Effekte auf die Endothelzellen, wenn
sie gleichzeitig wie im Tiermodell vorhanden sind.

Sowohl in vivo als auch in vitro kénnte durch diese Arbeit gezeigt werden. dass es unter
inflammatorischen Bedingungen zu einer erhéhten c-Src-Phosphorylierung. einer
STAT3-Aktivierung und einer Herunterregulierung der VE-Cad-Expression kommt. Da
diese Verdnderungen durch die TSAd-Defizienz im Tiermodell gelindert wurden. wird
hier angenommen. dass sie durch TSAd vermittelt werden.

Der Blutdruckabfall in Sepsis wird zumindest teilweise auf die VE-Cad-
Herunterregulierung mit nachfolgender erhohter GefiaBleckage zuriickgefiihrt, weil das
ein Volumenverlust zur Folge hat. Der Abbau der mikrovaskuldren Einheit mit
Perizytenverlust der Kapillaren unter septischen Bedingungen kénnte als indirekter
Marker der Destabilisierung der glatten Muskelzellen in den vorgeschalteten Arteriolen
angesehen werden, wo die Blutdruckregulation stattfindet. Dies hat zur Folge, dass die
Tonusregulation der Arteriolen dadurch gestort wird und. dass der Blutdruck
konsequenterweise sinkt.

AuBerdem. wurde hier durch Zellkulturversuche gezeigt, dass VE-Cad unter septischen
Bedingungen (CM oder LPS) an der Position Y685 phosphoryliert wird. Da es in einer
anderen Arbeit gezeigt wurde. dass diese Phosphorylierungsstelle ein Ziel von c-Src ist,
und da eine c-Src-Phosphorylierung unter septischen Bedingungen sowohl in vivo als
auch in vitro stattfindet. wird hier zusédtzlich angenommen. dass die
Herunterregulierung von VE-Cad durch eine c-Src-vermittelte Phosphorylierung von
VE-Cad an der Position Tyr685 mitverursacht wird.

Da die LOF-Mutation an der Position Y949 die TSAd-abhingige Signalgebung in
Sepsis nicht stért. wird hier angenommen, dass andere TSAd-Bindungsstellen mit
niedrigerer Affinitit am VEGFR2 TSAd eine Moglichkeit der Interaktion mit dem
VEGFR2 gewihrleisten kénnen (Restfunktion). Dies geht mit der Restfunktion einher.
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die in der Zellkultur nach shRNA-vermitteltes knock down der TSAd-Expression
beobachtet wird, wo die knock down-Zellen nach CM-Stimulation immer noch eine
Herabregulation von VE-Cad und somit eine intakte Signalkaskade zeigen.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen. dass TSAd in der Sepsis die Aktivierung von
Signalmolekiilen stromabwirts vom VEGFR2 vermittelt mit der Konsequenz, dass
endotheliale Verbindungsproteine herabreguliert werden. Dies hat zur Folge, dass die
Permeabilitit der Mikrozirkulation erhéht wird, die endotheliale Integritit zerstort wird
und die mikrovaskuldre Einheit abgebaut wird. Zusitzlich kommt es zu einer Stérung
der Tonusregulation der Arteriolen. Insgesamt filhrt das zu einem Tonus- und
Volumenverlust mit nachfolgender Abnahme des Blutdrucks und spiter zur Entstehung
des septischen Schocks.
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