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Out of the night that covers me, 
Black as the pit from pole to pole, 

I thank whatever gods may be 
For my unconquerable soul. 

 
In the fell clutch of circumstance 

I have not winced nor cried aloud. 
Under the bludgeonings of chance 
My head is bloody, but unbowed. 

 
Beyond this place of wrath and tears 
Looms but the Horror of the shade, 
And yet the menace of the years 
Finds and shall find me unafraid. 

 
It matters not how strait the gate, 

How charged with punishments the scroll. 
I am the master of my fate: 
I am the captain of my soul. 

 
 

William Ernest Henley
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1. Einleitung 

1.1 Der akute Lungenschaden 

Im Jahr 1967 beschrieb ASHBAUGH et al. anhand von 12 Patienten erstmals das 

klinische Syndrom des akute Lungenschadens (ALI). Zu den Symptomen gehören 

Tachypnoe und eine schwere Dyspnoe, ein zunehmend schlechterer 

Gasaustausch (Hypoxämie), diffuse alveoläre Infiltrationen in Röntgenaufnahmen 

und eine abnehmende Compliance der Lunge (Bernard et al. 1994). Vier Jahre 

später bezeichneten PETTY et al. die schwerere Ausprägung des ALI bei 

Erwachsenen als das akut progressive Lungenversagen ARDS (adult respiratory 

distress syndrome).  

Mit einer Inzidenz von 86,2 pro 100.000 Einwohnern und einer Letalität von rund 

40% (Rubenfeld et al. 2005, Matthay et al. 2005, Gross et al. 2003, Ware und 

Matthay 2000) zählt der akute Lungenschaden zu einer häufigen und 

lebensbedrohlichen Komplikation auf Intensivstationen; nach bakterieller, viraler 

oder von Pilzen stammenden Pneumonien, nach Aspiration, Polytrauma, 

Verbrennung, Ischämie-Reperfusion, Massentransfusion oder akuter Pankreatitis. 

Eine der häufigsten Ursachen für das ALI ist jedoch die Sepsis (Randolph AG 

2009, Ware und Matthay 2000, Bachofen und Weibel 1977, Ashbaugh et al. 1967).  

Eine sehr frühe und zusätzlich lebensbedrohliche Komplikation der Patienten ist 

der mikrovaskuläre Austritt von Makromolekülen und Flüssigkeit in das 

Lungengewebe (Heckel et al. 2011, Heckel et al. 2004, Mulligan et al. 1994, Rose 

et al. 1994). Diese kapillare Permeabilität manifestiert sich klinisch als schweres 

Lungenödem und stellt ein wesentliches Problem der intensivmedizinischen 

Behandlung und der Prognose der Patienten dar (Gropper MA 2004, Petty und 

Ashbaugh 1971, Ashbaugh et al. 1967).   
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Durch den bisher unbekannten pathophysiologischen Mechanismus besteht 

derzeit leider kein kausaler Therapieansatz. 

 

 

1.2 Pathogenese des akuten Lungenschadens  

Bei dem akuten Lungenschaden handelt es sich um einen inflammatorischen 

Entzündungsprozess der Lunge. Dabei wird die Auskleidung der Gefäße, 

Glykokalyx genannt, abgebaut und Blutzellen wie Erythrozyten, Leukozyten und 

Thrombozyten haben Kontakt mit dem Gefäßendothel (siehe Abbildung 1-1).  

 

 

Abbildung 1-1 Schematische Darstellung der Pathogenese des akuten Lungenschadens 

Modifiziert nach de Gaetano (2002), Brown (2006) und Hecquet (2009). Inflammatorischer 

Entzündungsprozess vereinfacht dargestellt. Eine systemische Inflammation führt über die 

Produktion und Freisetzung von Radikalen zur Endothelzellschädigung. 
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Interaktionen von Leukozyten mit Adhäsionsmolekülen des Gefäßendothels führen 

zu einer Verlangsamung des Blutflusses und zum Rollen der Leukozyten entlang 

des Endothels (Wang et al. 2002). Leukozyten können nun verstärkt durch 

abgespaltete Bestandteile der Glykokalyx und bereits haftende Chemokine (Ley K 

2003, Rot und Andrian 2004) gebunden werden (Scheiermann et al. 2010). Dies 

aktiviert zusätzlich die Endothelzellen (EC) (Zimmermann et al. 1999) im Sinne 

einer Leukozyten/Endothelzell-Interaktion (Burns und Doerschuk 1994, Springer 

TA 1990 und 1994), welche mit der Produktion von Zytokinen, Chemokinen, 

Adhäsionsmolekülen und diversen proinflammatorischen Molekülen reagieren 

(Cohen 2002, Bauer et al. 2000, Carlos und Harlan 1994, Morrison und Ryan 

1987). Darüber hinaus aktivieren Leukozyten ein hochwirksames Arsenal an 

Enzymen, setzen Radikale frei (siehe Abbildung 1-1) und führen so zu einer 

mikrovaskulären Schädigung (Kiefmann et al. 2004a,b). 

Das prominenteste Sauerstoffradikal, das dabei in vivo in hoher Konzentration von 

Leukozyten freigesetzt wird, ist das Wasserstoffperoxid (H2O2) (Gonzales et al. 

1996, Kietzmann et al. 1993).  

Dabei nimmt die Lunge, im Vergleich zu anderen Organen wie Herz, Leber und 

Niere, eine Sonderstellung ein. Durch Ihr großes Kapillarbett besitzt sie eine sehr 

große Endotheloberfläche, welche sie sehr anfällig macht, da das gesamte Blut 

durch sie hindurch strömt. Bereits unter physiologischen Bedingungen hat das 

Endothel ubiquitär Kontakt zum physiologischen Leukozyten-Pool in der Lunge. 

Kommt es im Zuge einer Inflammation zur Aktivierung zirkulierender Leukozyten, 

fungiert das Endothel als zusätzlicher Leukozytenfilter (Doerschuk et al. 1989). 

  



  4 

1.3 Produktion von Radikalen 

Aktivierte Leukozyten produzieren hochreaktive Sauerstoffmetabolite (ROS). Dazu 

zählen das Superoxidradikal (O2
•−), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Peroxinitrit 

(ONOO-) (siehe Abbildung 5-3). Sie verursachen DNA-Schäden, zerstören 

Proteine und Enzyme, sowie Fette.  

Viele Studien beschreiben einen progredienten Verlauf des akuten 

Lungenversagens durch reaktive Sauerstoffradikale (Ward PA 2010, Tasaka et al. 

2008, Wang et al 2007).   

Um oxidativen Stress zu reduzieren sind Endothelzellen mit einer Reihe von 

Enzymen ausgestattet. Dabei können Abwehrmechanismen gegen Sauerstoff-

radikale nach intrazellulären- und extrazellulären Radikalfängern unterschieden 

werden. Zu den intrazellulären Radikalfängern gehören Katalase, Superoxid-

Dismutase (SOD) und Glutathion-Peroxidase (GPx) (siehe Abbildung 5-4). Vitamin 

E und Vitamin C gehören zu den extrazellulären Abwehrmechanismen.   

Während inflammatorischer Prozesse kommt es am Lungenendothel zur 

Produktion von Stickstoff-Monoxid (NO) (Cross et al 1994). NO spielt eine 

elementare Rolle in der Funktion und Pathophysiologie der Lunge (Khatri et al. 

2003, Dweik RA 2001, Dweik et al. 2001, Schmidt und Walter 1994). Im Rahmen 

einer unspezifischen Immunabwehr sind Endothelzellen in der Lage über die 

Expression der induzierbare NO-Synthase (iNOS) große Mengen NO zu bilden 

(Barnes und Belvisi 1993) (siehe Abbildung 5-1). Die Produktion von NO korreliert 

mit der Endothelzellschädigung (Tang et al. 2008). 

Bisher ist in der Literatur nicht bekannt über welche Mechanismen Radikale, 

insbesondere H2O2, zu einer endothelialen Stimulation führen. Untersuchungen 

von KIEFMANN et al. (2004a,b und 2003) weisen darauf hin, dass die Aktivierung 

proinflammatorischer endothelialer Signalkaskaden während eines akuten 
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Lungenschadens im Rahmen einer Sepsis in einen Circulus vitiosus münden 

könnten, der zu einer verstärkten Expression von Adhäsionsmolekülen und der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) führt.  

Die anatomische Schicht zwischen Radikalen die in der Mikrozirkulation zirkulieren 

oder dort freigesetzt werden und der Endothelzelloberfläche, ist die Glykokalyx. 

Diese könnte einerseits Radikale abfangen und andererseits spezifische 

Rezeptorfunktionen übernehmen (siehe Abbildung 1-2).   

 

 

1.4 Allgemeines zur Glykokalyx 

Die vaskuläre Oberfläche des Endothels ist unter physiologischen Bedingungen 

mit einer Schicht aus verschiedenen membrangebundenen Makromolekülen 

ausgestattet, die als Glykokalyx bezeichnet wird. Bedeutend ist ihre Funktion für 

Erkrankungen wie Diabetes mellitus (Singh et al. 2011, Perrin et al. 2007, 

Nieuwdorp et al. 2006a,b), Arteriosklerose (Becker et al. 2010, Nagy et al. 2010), 

Entzündungen (Devaraj et al. 2009a,b, Henrich et al. 2010, Hofmann-Kiefer et al. 

2009) und Ischämie/Reperfusion (Chappell et al. 2010, Rehm et al. 2007, Mulivor 

und Lipowsky, 2004, Henry und Duling, 2000). Aber auch im Gerinnungssystem 

(Chappell et al. 2009a, Levi M 2008), bei der Aufrechterhaltung der Permeabilität 

sowie als Gefäßbarriere spielt sie eine sehr wichtige Rolle.  

Die Glykokalyx schützt die Endothelzellen nicht nur vor Radikalen, sondern fungiert 

in den Kapillaren auch als Gleitfilm für Erythrozyten (Damiano ER 1998). Als 

negativ geladene ‚Permeable‘ lässt sie nur bestimmte Moleküle ins Zellinnere 

hindurch (Vink und Duling 2000, Dull et al. 1991). Zusätzlich wird ihr in der 

Mikrozirkulation zunehmend eine mehr oder weniger spezifische Rezeptorfunktion 

zugeschrieben (Mehta und Malik 2006, Tkachenko et al. 2005, Park et al. 2000). 
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Sie wirkt als empfindlicher Sensor für Scherkräfte (shear stress) des Blutstroms 

(Moon et al. 2005, Weinbaum et al. 2003) und überträgt diese auf das Zytoskelett 

der Zelle (siehe Abbildung 1-3). Dort werden die Scherkräfte in eine biochemische 

Antwort (Mechanotransduktion) umgewandelt und können z.B. die endotheliale 

Produktion von NO regulieren (Florian et al. 2003, Mochizuki et al. 2003). 

Heparinasen, Pronasen und Hyaluronidasen (Pries et al. 2000, Henry und Duling 

1999, Desjardins und Duling 1990), sowie während inflammatorischer Prozesse 

(Mulivor und Lipowsky 2004) freigesetzte Oxidantien (Constantinescu et al. 2001, 

Vink et al. 2000), Tumor Nekrose Faktor α (Henry und Duling 2000) und 

leukozytäre kationische Proteine (Dull et al. 2003) können die Dicke der Glykokalyx 

insgesamt reduzieren. Dieses scheint sich auf die endotheliale Permeabilität (van 

den Berg et al. 2003) und die Thrombozyten-/Leukozyten-Retention (Jacob et al. 

2006, Vink et al. 2000) auszuwirken.   

 

 

1.5 Aufbau der Glykokalyx 

Die Glykokalyx ist eine bis zu 0,5 µm dicke, überwiegend aus Kohlenhydraten 

bestehende Oberflächenbeschichtung der Endothelzellen. Wie die modifizierte 

Abbildung 1-2 nach WEINBAUM et al. (2007) zeigt, sind Glykoproteine und 

Proteoglykane über kovalent gebundenen Seitenketten (Jackson et al. 1991) aus 

Glykosaminoglykanen (GAG) (Chappell et al. 2009c, Nieuwdorp et al. 2005) mit 

dem Endothel verbunden. Diese gebundenen Sulfate tragen zur negativen Ladung 

der Glykokalyx bei. Zu den verschiedenen Gruppen der GAG zählen Heparansulfat  

(HS), Chondroitin-/Dermatansulfat (CS) und Hyaluronsäure (HA) (Oohira et al. 

1983). Letzteres ist unter anderem über den CD44-Rezeptor, ein 

Transmembranmolekül, in der Glykokalyx verankert (siehe Abbildung 5-2). 
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      Abbildung 1-2 Schematische Darstellung der Glykokalyx 

Mod. nach WEINBAUM et al. (2007). In der Zellmembran befindet sich Caveolin-1. 

Hyaluronsäure ist ein sehr langes Glykosaminoglykan, welches der Glykokalyx aufliegt und an 

CD44 bindet. CD44 als Transmembranmolekül kann Chondroitinsulfat, Heparansulfat und 

diverse andere Mehrfachzucker als Seitenketten haben und befindet sich meistens in der Nähe 

von Caveolin-1. 

 

Folglich könnte über den CD44-Rezeptor eine Signaltransduktion nach intrazellulär 

in Gang gesetzt werden. 

HENRY und DULING (1999) zeigten, dass nach einer zweistündigen Behandlung 

mit einer spezifischen Hyaluronidase die Permeabilität der Glykokalyx nur gering 

verändert ist, was darauf schließen lässt, dass die verbleibenden Bestandteile 

ebenfalls eine dichte Schicht oberhalb der Zellmembran bilden.  

Plasmaproteine (Adamson und Clough 1992), Enzyme, Enzyminhibitoren, 

Wachstumsfaktoren, Zytokine, Aminosäuren und Wasser (Di Cera 2003) beteiligen 

sich ebenfalls am komplexen Aufbau (Pries et al. 2000, Bernfield et al. 1999, 
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Jackson et al. 1991). Durch Ihre Struktur ist die Glykokalyx eine Barriere für 

Flüssigkeiten und Makromoleküle (Gao und Lipowsky 2010, Tarbell JM 2010). Es 

ist fraglich, ob sie eine Funktion als physiologische Gleitschicht für Blutbestandteile 

darstellt (Jocob et al. 2007, Reitsma et al. 2007, Pries und Kuebler 2006, Pries et 

al. 2000). Ferner wurde die mögliche Rezeptorfunktion für Scherkräfte untersucht 

(Tarbell und Ebong 2008, Pahakis et al. 2007, Dull et al. 2003).  

Ihre potentielle Rolle in der Signaltransduktion für Radikale ist jedoch noch völlig 

unklar. Die Glykokalyx könnte Radikale vom Endothel abschirmen oder spezifische 

Rezeptorfunktionen haben.  

 

 

1.6 Das Heparansulfat 

Das am häufigsten auf Endothelzellen vorkommende Glykosaminoglykan ist das 

Heparansulfat (Turnbull et al. 2001). Es macht 50 - 90% der Gesamtoberfläche aus 

(Pries et al. 2000, Nandi et al. 2000, Oohira 1983). Exprimiert wird es zwischen der 

Endothelzelloberfläche und der extrazellulären Matrix. So könnte es sich zur 

selektiven Regulierung und Interaktion mit vielen Proteinen eignen (Ori et al. 2008, 

Powell et al. 2004). Das Heparansulfat besitzt drei Kernproteine, unter denen die 

transmembranen Syndekane und membrangebundenen Glypikane am 

bekanntesten sind. Ferner ist noch das matrix-assoziierte Perlekan zu erwähnen 

(Rosenberg et al. 1997). Während der Inflammation fungiert Heparansulfat als 

Ligand für P- und L-Selektine und fördert so die Adhäsion von Leukozyten (Götte 

M 2003).  

WANG et al. (2005) zeigten, dass Endothelzellen, welche weniger Heparansulfat 

auf Ihrer Oberfläche exprimieren, unfähig sind Selektine zu binden und somit eine 

Inflammation zu fördern. 
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1.7 Der CD44-Rezeptor 

Der CD44-Rezeptor ist ein wichtiges Adhäsionsmolekül der Glykokalyx (siehe 

Abbildung 1-2 und Abbildung 1-3). Er besitzt eine kurze intrazelluläre und eine 

lange extrazelluläre Domäne (Banerji et al. 2007).  

Die bei inflammatorischen Prozessen freigesetzten Radikale degradieren 

Glykokalyxbestandteile in kleinere Fragmente. Diese führen durch Interaktionen 

mit dem CD44-Rezeptor zu einer vermehrten Ausschüttung von 

proinflammatorischen Zytokinen (Siegelman et al. 1999).  

Neueste Literatur weist immer deutlicher darauf hin, dass der CD44-Rezeptor 

während inflammatorischer Prozesse eine wichtige Rolle spielen könnte.  

So zeigten zum Beispiel Versuche von CAMPO et al. (2010 und 2009), LIANG et 

al. (2007) und WANG et al. (2002) dass bei Inflammation der CD44-Rezeptor 

dazu beiträgt, dass intrazellulär die Proteinkinase C (PKC) erhöht wird, es zu einer 

Steigerung des Transkriptionsfaktors NFκB kommt und iNOS konsekutiv vermehrt 

exprimiert wird. 

 

 

1.8 Die Rolle des Kalziums  

Kalzium (Ca2+) ist ein wichtiger zytosolischer second messenger in der 

proinflammatorischen endothelialen Stimulation. Eine Veränderung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration kann ein wesentlicher Hinweis für eine 

mikrovaskuläre endotheliale und inflammatorische Reaktion in Endothelzellen sein 

(Kiefmann et al. 2008).  

Endothelzellen generieren Ca2+-Signale in dem sie intra- und extrazelluläre Ca2+-

Speicher mobilisieren. Zu den intrazellulären Speicherorten gehören das 

endoplasmatische Retikulum (eR), die Mitochondrien und der Nucleolus.  
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Die Ca2+-Konzentration wird über spezifische Transporter, Pumpen und Kanäle 

kontrolliert (Berridge et al. 1998). Die Freisetzung wird über Inositol-1,4,5-

Triphosphat (IP3) und die Ryanodin-Rezeptoren (RyR) reguliert.  

Oxidativer Stress kann Ca2+-Signale induzieren (Doan et al. 1994).  

Zum Beispiel ist für H2O2 bekannt, dass es über Ca2+-Kanäle zu einer Ca2+-

Freisetzung aus intrazellulären Speichern führt (Hidalgo und Donoso 2008).  
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1.9 Zielsetzung und Fragestellung 

Heparansulfat-Glykosaminoglykane sind zentraler Bestandteil der Glykokalyx. Die 

Rolle der Glykokalyx bei der Weiterleitung inflammatorischer Signale in das 

Zellinnere von Endothelzellen ist bisher nur wenig untersucht.  

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass das Radikal H2O2, welches 

während Inflammation ubiquitär produziert und freigesetzt wird, über Heparansulfat 

und den CD44-Rezeptor  eine spezifische  Signaltransduktion nach intrazellulär in 

Gang setzt und folglich ein intrazelluläres Ca2+-Signal auslöst (siehe Abbildung    

1-3). Auf diesem Weg könnte eine proinflammatorische Genexpression, z.B. der 

iNOS ausgelöst werden, da bekannt ist, dass zytoplasmatische Ca2+-Signale die 

Genexpression verändern können. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob die Glykokalyx von 

pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen als molekularer „Rezeptor“ von H2O2 

fungiert und eine spezifische endotheliale Signaltransduktion induziert. Die 

Kenntnis dieser pathophysiologischen Mechanismen könnte folglich neue kausale 

Möglichkeiten zur therapeutischen Intervention eröffnen. 

 

 

 

    

         

    

 

 

      Abbildung 1-3 Schematische Darstellung der Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit 
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2. Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

2.1.1 Zelllinie 

Die Versuche wurden mit human pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen 

(Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells) der Firma PromoCell GmbH, 

Heidelberg durchgeführt. 

 

Verwendete Geräte 

 Sterile Werkbank mit Laminar Flow  Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 CO2-Inkubator     Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 Wasserbad 37°C     GFL mbH, Burgwedel 

 Zentrifuge      Hettich Lab Technology,  

       Tuttlingen 

 Lichtmikroskop     Olympus Optical Ltd., Japan 

 75 cm² Kulturflaschen    Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Handzellzähler 

 Minishaker      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

 

Verwendete Instrumente 

 Sterile 5 ml, 10 ml, 25 ml Transferpipetten Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Sterile 14 ml Zentrifugenröhrchen  Becton Dickinson Labware,  

       USA 

 Sterile 50 ml Plastikröhrchen   Becton Dickinson Labware,  

       USA 
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 Zählkammer  Neubauer  

 Sterile Eppendorfröhrchen (2 ml)   Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Eppendorfpipetten      Eppendorf Vertrieb GmbH, 

Wesseling-Berzdorf 

 Pipettenspitzen     Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Kulturflaschen (75 ml)    Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Deckgläser      VWR International GmbH,  

       Darmstadt 

 6-Wellplatten       Becton Dickinson Labware,  

       USA 

 2-Kammer Objektträger    Becton Dickinson Labware,  

       USA 

 Sterile Pinzetten     Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 

Verwendete Lösungen und Ansätze 

 Medium 

o Supplement-Mix    PromoCell GmbH, Heidelberg 

o Penicillin / Streptomycin   Invitrogen GmbH, Darmstadt 

o EC Growth Medium MV   PromoCell GmbH, Heidelberg 

 Trypsin / EDTA Solution    Biochrom AG, Berlin 

 Fetal Bovine Serum     Biochrom AG, Berlin 

 PBS Dulbecco     Biochrom AG, Berlin 

 Trypanblau Lösung (0,4%)   VWR International  

       GmbH, Darmstadt 
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x 10.000 Zellen/ml in ZS =  

2.1.2 Zellkultivierung 

Humane pulmonale mikrovaskuläre Endothelzellen (HPMEC) wurden in 75 cm² 

Kulturflaschen im CO2-Inkubator (5% CO2, 21% O2, 37°C) kultiviert. Die 

Zellaussaat erfolgte in einer Dichte von 20.000 bis 25.000 Zellen/cm². Das 

Kulturmedium wurde dreimal in der Woche erneuert. Bei 80-90 %iger Konfluenz 

wurden die Zellen gesplittet und subkultiviert. 

Dafür wurde das alte Medium abgesaugt, die EC-Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen und anschließend mit 3 ml Trypsin / EDTA  überzogen und bei 37°C, 

5% CO2 inkubiert. 

Nach 4 min wurden die Endothelzellen aus dem CO2-Inkubator herausgenommen 

und unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Waren die Endothelzellen vom 

Flaschenboden gelöst, wurde mittels 7 ml Fetales Bovines Serum (FBS) die 

weitere Wirkung des Trypsins blockiert. Die abgelösten Zellen wurden dann in ein 

14 ml Zentrifugationsröhrchen überführt und 5 min bei Raumtemperatur und   

1.000 U/min zentrifugiert.  

Nach Abgießen des Überstandes wurden die Zellen mit 3 ml Medium 

resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer Zählkammer bestimmt. Hierzu 

wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl Trypanblau vermischt und anschließend 

10 µl in die Zählkammer pipettiert. 

Berechnet wurden die Zellen in der Zellsuspension (ZS) nach folgender Formel:

  

 

                          Anzahl der Zellen in 4 Großquadraten x VF         

                  4 
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Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen erneut mit einer Dichte von 

20.000 bis 25.000 Zellen/cm² in T75 Kulturflaschen, 2-Kammer Objektträger oder 

6-Wellplatten ausgesät. 

 

2.2 Fluoreszenzmikroskopie 

Verwendete Geräte 

 Auflichtfluoreszenzmikroskop   Olympus, Hamburg 

 100 W Quecksilber-Lampe HBO   Olympus, Hamburg 

 Lambda 10-2, Optical Filter Changer  Sutter Instrument Company,  

       CA, USA 

 Reflektorschieber 3FL    Olympus, Hamburg 

 Objektiv: Achroplan 40x/0,80 W    Olympus, Hamburg 

 Hochauflösende Digitalkamera: Charge Coupled Device (CCD), CoolSNAP-

HQ       Photometrics, AZ, USA 

 MetaFluor Imaging Software   Molecular Devices Corporation,  

       PA, USA 

 Wasserbad 37°C     GFL mbH, Burgwedel 

 Beckmann pH-Meter    Beckman Coulter GmbH,  

       Krefeld 

 Waage      Sartorius AG, Göttingen 

 

Verwendete Instrumente 

 Eppendorfpipetten      Eppendorf Vertrieb GmbH, 

Wesseling-Berzdorf 

 Pipettenspitzen     Sarstedt Inc. Newton, NC, USA 
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 2-Kammer Objektträger    Becton Dickinson Labware,  

       USA 

 

Verwendete Lösungen und Ansätze 

 Certi PUR Pufferlösung pH 4,7,10  Merck KGaA, Darmstadt 

 Natronlauge      Merck KGaA, Darmstadt 

 Salzsäure      Merck KGaA, Darmstadt 

 FURA-2/AM 

o FURA-2/AM     Invitrogen GmbH, Darmstadt 

o Pluronic     Invitrogen GmbH, Darmstadt 

50 µl FURA-2/AM + 10 µl Pluronic + 100 µl HBS 

am Versuchstag: 20 µl FURA + 980 µl HBS 

 Mouse Anti-Human CD44 Monoclonal Antibody, Clone B-F24 

Abcam plc, Großbritannien 

 Wasserstoffperoxid 30%    Merck KGaA, Darmstadt 

1. Verdünnung: 1:100 mit Aqua ad iniectabilia (50 µl ad 5 ml) 

2. Verdünnung: 1:100 mit HBS-Puffer 

 Heparinase III Flavobact. heparinum (10 U)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

Auflösung in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5  0,1 U/ml 

  + 0,1 mg/ml BSA 

  + 4 mM CaCl2 

 ATP       Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 
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 Tris-Puffer 

o Aqua ad iniectabilia    Baxter, Unterschleißheim  

o Tris-HCl     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

 München 

o BSA      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

      München 

o CaCl2      Merck KGaA, Darmstadt 

 

 HBS Puffer 

o HEPES     Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

      München 

o CaCl2      Merck KGaA, Darmstadt 

o MgCl2      Merck KGaA, Darmstadt 

o KCl      Merck KGaA, Darmstadt 

o NaCl      Mallinckrodt Baker, Griesheim 

o Dextran     Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

      München 

o Glukose     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

 München 

o Aqua ad iniectabilia    Baxter, Unterschleißheim  
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 MW mM Vol.(1 l) 

HEPES 238,3 20 4,766 g 

CaCl2 111 1 0,111 g 

MgCl2 203,31 1 1 ml 

KCl 74,55 5 0,373 g 

NaCl 58,44 150 8,77 g 

Dextran 74.000 0,16 40 g 

Glukose 180,16 10 1,8 g 

H2O   1 l 

    pH= 7,4 

 

Tabelle 1: Ansatz des HBS Puffers 

 

 

 

 MW Volumen (100 ml) 

H2O  100 ml 

Tris-HCl 158 g/mol 320 mg 

BSA 60 g/mol 10 mg 

CaCl2 111 g/mol 44 mg 

  pH= 7,5 

         

         Tabelle 2: Ansatz des Tris Puffers 
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Fluoreszenzmikroskopie

Objektiv

Objektträger

Einzelzellen

HEPES-Puffer

pH 7,4; 37°C

Substanzen

Additiva

Endothelzelle 

HBS-Puffer HBS-Puffer 

 

Objektträger 

2.2.1 Ca2+ - Messungen 

 

             

 Abbildung 2-1 Versuchsaufbau des Fluoreszenzmikroskops 

 

Das Prinzip der fluoreszenzmikroskopischen Messung beruht auf der Tatsache, 

dass Veränderungen der Ionenkonzentrationen, in diesem Fall Kalzium (Ca2+), zu 

einer Veränderung der Fluoreszenzeigenschaften von spezifischen Fluorochromen 

führen. Der kalziumsensitive Farbstoff FURA-2/AM kann durch seine lipophilen 

Eigenschaften die Zellmembran durchdringen und wird spezifisch für die 

intrazelluläre Messung von Ca2+-Ionen verwendet. Damit FURA-2/AM intrazellulär 

verbleibt, spalten spezifische intrazelluläre Esterasen die hydrophile 

Carboxylatgruppe ab (Roe et al. 1990). Die Chelatbildung von FURA-2 mit freiem 

Kalzium ändert die Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffes bei den 

Wellenlängen 340 nm und 380 nm. Im Versuchsaufbau werden die Endothelzellen 

(EC) mit diesen Wellenlängen angeregt. Eine hohe intrazelluläre 
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Kalziumkonzentration lässt die Fluoreszenzintensität bei einer Wellenlänge von 

340 nm steigen und umgekehrt bei einer Wellenlänge von 380 nm abfallen.  

Beide Anregungswellen werden miteinander verrechnet und als ‚Ratio‘ bezeichnet.  

 

              Fluoreszenz (340 nm) – Autofluoreszenz (340 nm) 

           Fluoreszenz (380 nm) – Autofluoreszenz (380 nm) 

 

Anhand dieser gemessenen Ratio kann die freie Ca2+-Konzentration im 

Zytoplasma bestimmt werden. Dabei ist eine hohe intrazellulären Ca2+- 

Konzentration mit einer hohen Ratio und eine niedrige Ratio mit einer niedrigen 

intrazellulären Ca2+-Konzentration gleichzusetzen.  

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden die EC     

48 Stunden in einem 2-Kammer Objektträger kultiviert bis sie eine Konfluenz von 

90% erreichten. Anschließend erfolgte ein zweimaliges Waschen mit HBS-Puffer. 

Danach wurden die EC für 30 Minuten mit FURA-2/AM inkubiert und erneut mit 

HBS-Puffer gewaschen (siehe Tabelle 1). 

Nach Abschluss der Inkubationsphase wurden die Objektträger unter einem 

Auflichtfluoreszenzmikroskop positioniert. Als Lichtquellen des Mikroskops diente 

eine 100 W Quecksilber-Lampe. Über ein Filterrad konnten entsprechende 

Filtersätze in den Strahlengang des Mikroskops eingebracht werden. Somit 

konnten die applizierten Fluorochrome selektiv zur Fluoreszenz angeregt werden. 

Das von den Endothelzellen emittierte Fluoreszenzlicht wurde von Objektiven 

gebündelt und gelangte über einen Reflexionspassfilter zum Okular bzw. zu einer 

hochauflösenden Digitalkamera. Die digitalen Bilder wurden mittels der 

Bildverarbeitungssoftware MetaFluor verarbeitet, auf DVD archiviert und später 

offline in Einzelbildanalyse ausgewertet und quantifiziert. 

Ratio 340 nm / 380 nm  = 
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2.3 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und rt-PCR 

Um zu untersuchen welche Auswirkungen H2O2 unter inflammatorischen 

Bedingungen auf die Genexpression von HPMEC hat, wurden diese mittels 

Reverse Transcriptase Polymerasekettenreaktion (rt-PCR) untersucht.  

 

Verwendete Geräte 

 Thermal Cycler     Thermo Fisher Scientific 

       GmbH, Dreieich 

 Zentrifuge      Eppendorf Vertrieb GmbH,  

       Wesseling-Berzdorf 

 Electrophoresis power supply   Consort, Turnhout, Belgien 

 Gelkammer + Gelkämme    VWR International GmbH,  

       Darmstadt 

 GeneGenius  System, Syngene   VWR International GmbH,  

       Darmstadt 

 NanoDrop-1000     Thermo Fisher Scientific  

       GmbH, Dreieich 

 Waage      Sartorius AG, Göttingen 

 Minishaker      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

 

Verwendete Instrumente 

 0,2 ml Strip Tube and Cap for PCR  VWR International GmbH,  

       Darmstadt 

 Amplitube thin wall reaction tube   Simport, Beloeil, Kanada 
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 Eppendorfpipetten      Eppendorf Vertrieb GmbH, 

       Wesseling-Berzdorf 

 Pipettenspitzen     Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Zellschaber       Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Ql Shredder      Qiagen GmbH, Hilden 

 Collection Tubes (2 ml)    Qiagen GmbH, Hilden 

 

Verwendete Lösungen und Ansätze 

 Hot StarTaq DNA Polymase   Qiagen GmbH, Hilden  

 Omniscript RT Kit     Qiagen GmbH, Hilden 

 RNeasy Plus Mini Kit    Qiagen GmbH, Hilden 

 Protector RNase Inhibitor (40 U/µl)  Roche Deutschland GmbH 

 Primer p(dT)15 for cDNA Synthesis (8 nmol) Roche Deutschland GmbH 

 100mM dNTP Set PCR Grade   Invitrogen GmbH, Darmstadt 

 Nucleae-free water     Qiagen GmbH, Hilden 

 Gel Pilot 100 bp Plus Ladder   Qiagen GmbH, Hilden 

 6x Loading Buffer      Novagen, Merck KGaA, 

Darmstadt 

 2-Mercaptoethanol      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München  

 Ethidiumbromid (1%ige Lösung in H2O)  Merck KGaA, Darmstadt 

 TAE-Puffer      Merck KGaA, Darmstadt 

50xpH, 8,3Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

 RNase Zap      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 
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 Ethanol       Merck KGaA, Darmstadt 

 Agarose Electrophoresis Grade    Invitrogen GmbH, Darmstadt 

 Aqua ad iniectabilia     Baxter, Unterschleißheim  

 Primer  

Hu-GAPDH     Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

forward  5´-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3´  

reverse 5´-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3´ 

Hu-CD44H     Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

forward  5´-TCC CAG ACG AAG ACA GTC CCT GGA-3´  

reverse 5´-TTC AGA TCC ATG AGT GGT ATG GGA-3´ 

Hu-iNOS      Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

    forward 5´-GTG AGG ATC AAA AAC TGG GG-3´ 

         reverse 5´-ACC TGC AGG TTG GAC CAC-3´ 

 cDNA Synthese-Mix    Qiagen GmbH, Hilden 

 

Ansatz für eine Probe [2 µg RNA] 

10x Buffer-RT 2 µl 

dNTP Mix (5 mM/dNTP) 2 µl 

Oligo-dT Primer [1 µM] 0,5 µl 

RNase Inhibitor [10 U/µl] 1 µl 

Omniscript RT [4 U/20µl] 1 µl 

RNase freies H2O 2 µl 

Template (RNA/DNA-Ansatz) 11,5 µl 

Endvolumen 20 µl 

 

                    Tabelle 3: Ansatz des cDNA Synthese-Mixes 



  24 

 1%iges (2%iges) Agarose-Gel: 

o 66 ml TAE-Laufpuffer 

o 166 µl TAE-Puffer 

o 666 mg (1,332 mg) Agarose 

o 6 µl (8 µl) Ethidiumbromid 

 TAE-Laufpuffer: 

o 20 ml TAE-Puffer 

o 980 ml Aqua ad iniectabilia  

 PCR-Reagenz     Qiagen GmbH, Hilden 

 

  

Volumen/Reaktion 

 

Ansatz / Probe  

10x PCR-Buffer 

(enthält 15mM MgCl2) 

 5 µl 

5x Q-Solution  10 µl 

Hot StarTaq DNA Polymerase 

(5 U/µl) 

 0,25 µl 

RNase freies H2O variabel 28,25 µl 

dNTP (10 mM)  1 µl 

Primer forward (100 pmol/µl) 0,1-0,5 µM 0,25 µl 

Primer reverse (100 pmol/µl) 0,1-0,5 µM 0,25 µl 

Endvolumen 50 µl (inkl. 5 µl 

cDNA) 

45 µl 

     

    Tabelle 4: Ansatz der PCR-Reagenz 
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2.3.1 RNA-Isolation  

Um die Reinheit der RNA zu gewährleisten wurden nicht mehr als 7 x 107 

Endothelzellen isoliert. Die Isolationen fanden bei Raumtemperatur statt. 

Nach Abtragen des Mediums wurden die Zellen in einer 6-Wellplatte             

(Fläche 9,5 cm²) mit 350 µl RLT Plus Puffer aus dem RNeasy Plus Mini Kit 

benetzt. Anschließend wurde mit einem Zellschaber der Boden der Wellplatte 

abgefahren um EC-Zellen von der Platte zu lösen. Das Lysat wurde in collection 

tubes (2 ml) überführt. 

Das Lysat wurde auf die erste Filtersäule geben und die Probe 3 min lang mit 

>14.000 U/min zentrifugiert. Der Filter wurde verworfen und das Lysat erneut auf 

die DNA Filtersäule pipettiert. Diese wurden anschließend für 30 sec bei     

>10.000 U/min zentrifugiert. Nun wurden 350 µl Ethanol (70%ig) auf den 

Überstand gegeben und mehrmals aspiriert. Nachfolgend wurden 350 µl auf eine 

RNeasy Filtersäule pipettiert und diese 20 sec mit >10.000 U/min zentrifugiert. 

Diesmal wurde der Überstand verworfen und 650 µl RW-1-Puffer auf die 

Filtersäule pipettiert. Erneutes zentrifugieren für 20 sec bei >10.000 U/min. 

Nachdem erneut der Überstand verworfen und 500 µl RPE-Puffer hinzugefügt 

wurden, wurde für   20 sec mit >10.000 U/min zentrifugiert. Letzteres wurde ein 

weiteres Mal wiederholt, diesmal jedoch 2 min lang zentrifugiert. Nach Beendigung 

wurde die Filtersäule in ein neues collection tube überführt und 1 min bei >14.000 

U/min trockenzentrifugiert. Im letzten Schritt wurden 40 µl RNase-freies H2O in die 

Mitte der Filtermembran pipettiert. Erneut wurde 1 min bei >10.000 U/min 

zentrifugiert. Im collection tube befand sich nun die isolierte RNA. 
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2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und cDNA-Synthese 

Um die komplementäre DNS (cDNA) zu synthetisieren wurde die RNA-Menge der 

Probe bestimmt. Hierzu wurde der NanoDrop-1000 verwendet. Dabei wurde der 

Extinktionsquotient aus den Wellenlängen 260 nm und 280 nm berechnet. Werte 

zwischen 1,8 - 2,1 gelten hierbei als reine RNA. Werte <1,85 deuten auf eine 

Verunreinigung mit DNA oder Salzen hin. Für die Versuche wurde ausschließlich 

RNA mit einem hohen Reinheitsgrad verwendet.  

Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von           

44 µg/ml. Daraus lässt sich die Konzentration der RNA wie folgt berechnen: 

 

RNA – Konzentration [µg/µl] = A260 x 44 x Verdünnung 

 

Durch entsprechende Verdünnung mit RNase-freiem H2O wurde ein RNA-Volumen 

von 13,5 µl auf eine RNA-Konzentration von 2 µg/µl eingestellt (template). Um zu 

überprüfen ob sich in allen Proben die gleiche RNA-Menge befand, wurde eine 

Gelelektrophorese der RNA angefertigt. Nach Herstellung und Abkühlung des 

1%igen Agarose-Gels wurden 2 µl des templates und 2 µl des loading buffers in 

die vorgefertigten Geltaschen appliziert, mit Laufpuffer (siehe Tabelle 2) 

überschichtet und 30 min bei einer Spannung von 90 V und 70 mA laufen 

gelassen. Zeigten sich in der UV-Lichtaufnahme (abgebildet durch GeneGenius, 

Fa. Syngene) zwei regelrechte, gleich starke RNA-Banden wurde dieses 

dokumentiert und das template wurde weiterverwendet. Somit wurden die 

verbliebenen 11,5 µl des templates für 5 min bei 65°C in den PCR cycler überführt, 

um die RNA zu denaturieren.  

Anschließend wurde der cDNA Synthese-Mix (siehe Tabelle 3) angesetzt. 

Entsprechend der eingesetzten RNA-Menge wurden 8,5 µl [2 µg] in jede Probe 
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pipettiert. Danach wurden die Proben erneuet für eine Stunde und bei 37°C im 

cycler inkubiert.  

 

 

2.3.3 rt-PCR 

Zur Herstellung einer rt-PCR aus der zuvor gewonnenen cDNA wurden die primer 

(siehe 2.3) zusammen mit der PCR-Reagenz gemischt. Hierzu wurden 45 µl des 

Gemisches aus Primer und PCR-Reagenz mit 5 µl cDNA vermengt, 5 sec bei 

10.000 U/min zentrifugiert und erneut in den cycler überführt. Die Amplifikation der 

DNA erfolgte für jedes primer-Paar nach folgendem Programm: 

 

 

Tabelle 5: PCR-Programme 

 

Als letzter Schritt wurde ein 2%iges Agarose-Gel angefertigt. Dafür wurden 6 µl 

DNA-Probe und 3 µl loading puffer in die Geltaschen pipettiert und mit Laufpuffer 

(siehe Tabelle 2) überzogen. Die Gelelektrophorese wurde unter folgenden 

Bedingungen durchgeführt: 1 Stunde bei 90 V und 70 mA. Anschließend wurde 

das Gel fotografiert und semiquantitativ densitometrisch mit Hilfe eines 

molekularen Gewichtsstandards sowie eines Konzentrationsstandards 

ausgewertet.   

Gen Denat. Amplifik. Elong. Zyklen Elong. 

Hu-GAPDH  

94°C, 
1 min 
 
 

54°C  

72°C, 
1 min 

28 

30 
 

30 

 

72°C, 
10 min 

Hu-CD44H 54°C 

Hu-iNOS 53°C 
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2.4 Endothelzellstimulation 

 

Verwendete Geräte 

 Sterile Werkbank mit Laminar Flow  Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 CO2-Inkubator     Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 Wasserbad 37°C     GFL mbH, Burgwedel 

 Lichtmikroskop     Olympus Optical Ltd., Japan 

 Minishaker      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

 

Verwendete Instrumente 

 Sterile 5, 10, 25 ml Transferpipetten  Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Sterile 50 ml Plastikröhrchen   Becton Dickinson Labware, USA 

 Sterile Eppendorfröhrchen (2 ml)   Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Eppendorfpipetten      Eppendorf Vertrieb GmbH,  

       Wesseling-Berzdorf 

 Pipettenspitzen     Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Zellschaber       Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 RNeasy Plus Mini Kit    Qiagen GmbH, Hilden 
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Verwendete Lösungen und Ansätze 

 Medium 

o Supplement-Mix    PromoCell GmbH, Heidelberg 

o Penicillin / Streptomycin   Invitrogen GmbH, Darmstadt 

o EC Growth Medium MV   PromoCell GmbH, Heidelberg 

 PBS Dulbecco     Biochrom AG, Berlin  

 2-Mercaptoethanol      Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München  

 Wasserstoffperoxid 30%    Merck KGaA, Darmstadt 

1. Verdünnung: 1:100 mit Aqua ad iniectabilia (50 µl ad 5 ml) 

2. Verdünnung: 1:100 mit Medium (2,5% FBS) 

 

 Mouse Anti-Human CD44 Monoclonal Antibody, Clone B-F24 

Abcam plc, Großbritannien 

 Heparan sulfate sodium salt from bovine kidney 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

        München 
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2.4.1 HPMEC-Stimulation über eine Stunde mit H2O2 

Humane pulmonale mikrovaskuläre Endothelzellen wurden in 6-Wellplatten 

ausgesät und 48 Stunden im Wärmeschrank inkubiert (5% CO2, 21% O2, 37°C). 

Nach zwei Tagen wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop kontrolliert (siehe 

Einschlusskriterien 2.6) und mit 3 ml frischem Medium (2,5% FBS) überzogen. Nun 

wurden die Endothelzellen mit 100 und 800 µM H2O2 stimuliert (siehe Abbildung  

2-2) oder zusätzlich mit einem monoklonalen Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 

vorinkubiert (siehe Abbildung 2-3). Während der Inkubationsdauer wurden die      

6-Wellplatten in den CO2-Inkubator zurückgestellt. 

 

             

     Spalte 1: unstim. HPMEC 

            Spalte 2: Stim. mit 100 µM H2O2 

            Spalte 3: Stim. mit 800 µM H2O2 

 

 

 

 

                

Spalte 1: unstim. HPMEC  

Spalte 2: Stim. mit 100 µM H2O2 

Spalte 3: Stim. mit 800 µM H2O2 

Reihe 1: ohne Antikörper (grau) 

Reihe 2: Anti CD44-Antikörper (grün) 

 

2 1 3 

Abbildung 2-2 Versuchsanordnung der einstündigen Stimulation mit  

100 und 800 µM H2O2 

1 2 3 

Abbildung 2-3 Versuchsanordnung der einstündigen Stimulation mit  

100 und 800 µM H2O2 nach Vorinkubation mit einem Anti CD44-Antikörper 
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Nach einer Stunde Stimulation wurde der Überstand abgenommen, jedes well mit 

PBS gewaschen und mit frischem Medium (5% FBS) überzogen. Nach weiteren  

24 Stunden wurden die HPMEC isoliert. Dazu wurden 350 µl RLT buffer in jedes 

well pipettiert, die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber von der Platte gelöst und 

in ein steriles Eppendorfröhrchen pipettiert um daraus die mRNA zu gewinnen. 

 

 

 

2.5 H2O2-Assay 

Um zu untersuchen, ob H2O2 im verwendeten Zellkulturmedium stabil ist, wurde 

die H2O2-Konzentration im Medium unter Ausgangsbedingungen und nach einer 

Stunde bestimmt. 

 

Verwendete Geräte 

 Multiscan Spectrum     Thermo Fisher Scientific  

       GmbH, Dreieich 

 Software: ScanIt RE for MSS 2.2   

 Minishaker       Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

 Beckmann pH-Meter    Beckman Coulter GmbH,  

       Krefeld 

 

Verwendete Instrumente 

 Mikrowellplate 96-well round bottom        Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

 Reagent Reservoir      VWR International GmbH,  

       Darmstadt 
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 Multi Channel Pipette    Eppendorf Vertrieb GmbH , 

Wesseling-Berzdorf 

 Pipettenspitzen     Sarstedt Inc. Newton, NC/USA 

  

Verwendete Lösungen und Ansätze 

 Tetramethylbenzidine 3,3´,5,5´   Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

 Peroxidase Type I from horseradish   Merck KGaA, Darmstadt 

 Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

       München 

ACS Spectrophotometric grade > 99,9% 

o 1 g / 1 ml Aqua ad iniectabilia  

 3 ml ansetzen und am Versuchstag mit 3 ml NaH2PO4 - Puffer mischen 

 Natronlauge      Merck KGaA, Darmstadt 

 Salzsäure      Merck KGaA, Darmstadt 

 Natriumdihydrogenphosphat   Merck KGaA, Darmstadt 

o 0,96 g / 100 ml Aqua ad iniectabilia  0,08 M 

 Wasserstoffperoxid 30%    Merck KGaA, Darmstadt 

1. Verdünnung: 1:100 mit Aqua ad iniectabilia (50 µl ad 5 ml) 

2. Verdünnung: 1:100 mit Medium (2,5% FBS) 

 Di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei Merck KGaA, Darmstadt 

o 1,136 g /100 ml Aqua ad iniectabilia  0,08 M 

NaH2PO4 - Puffer ansetzen: 30 ml der oberen 0,08 M Lösung mit 3 ml der 

unteren 0,08 M Lösung auf einen pH von 6 einstellen 
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Bei diesem semiquantitativen Assay führte die Reaktion von H2O2 mit 

Tetramethylbenzidine unter enzymatischem Einfluss der Meerrettich-Peroxidase zu 

einem Farbumschlag, der bei 691 nm im Multiscan Spektrum Photometer 

gemessen werden konnte.  

Wie in Abbildung 2-4 dargestellt wurde zunächst in jedes well 50 µl des NaH2PO4-

Puffers pipettiert. Nun wurde die H2O2 Standardreihe (Spalte 1 und 2) angelegt. 

Hierfür wurden 50 µl der 2. H2O2-Verdünnung in die oberen Felder pipettiert und 

nach unten hin verdünnt (Reihe A-G). Dabei bleibt die unterste Reihe, der blank,  

(Reihe H) frei. Sie dienten als Leerwerte. 50 µl der zu untersuchenden Probe 

wurden in die freien Felder der ersten Reihe (A) vorgelegt und ebenfalls nach 

unten hin verdünnt. So entstanden Verdünnungsreihen des Standards und der 

Proben. Im Anschluss wurden 6 ml des Gemisches aus DMSO und NaH2PO4 mit 

30 µl Meerrettich-Peroxidase versetzt und hiervon jeweils 50 µl in jedes well 

pipettiert und 10 min unter dem Abzug inkubiert. Anhand der 

Standardverdünnungsreihe wurde eine Eichgerade ermittelt. Die jeweils 

gemessenen Absorptionen der Proben wurden mit dem Leerwert korrigiert und die 

H2O2-Konzentrationen anhand der Eichgerade der Standardreihe berechnet.  

                           

  
Abbildung 2-4 Originalabbildung der Versuchsanordnung 

einer 96-Wellplatte für den H2O2-Assay 
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2.6 Einschlusskriterien 

Die humanen pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen wurden unter einem 

Lichtmikroskop kontrolliert und nur nach Erfüllung folgender Kriterien verwendet: 

- Zelldichte: 20.000 – 25.000 Zellen/cm² 

- HPMEC der Passagen 4-7 

- Keine lichtmikroskopisch erkennbaren intrazellulären Vakuolen 

- Intakter Zellkern 

- 80 – 90 %ige Zellkonfluenz 

- Reproduzierbares Ca2+ - Signal auf ATP – Applikation 

- Physiologische Morphologie der Endothelzellen 
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2.7 Versuchsprotokolle für die Messung des intrazellulären Ca2+  

2.7.1 H2O2 - Stimulation 

 

 

 

 

Protokoll 1: H2O2 – Stimulation 

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC   

30 min lang mit FURA-2/AM beladen und zweimalig mit HBS-Puffer (Pfeile) 

gewaschen. Anschließend wurde über 15 min die Ausgangswerte (BL) gemessen. 

Danach erfolgte die EC-Stimulation mit verschiedenen H2O2- Konzentrationen    

(50 - 1200 µM) jeweils über einen Zeitraum von 30 min und parallel dazu die 

fluoreszenzmikroskopische Messung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. 

 

2.7.2 Ca2+ - Messungen unter Kontrollbedingungen 

 

   Protokoll 2: Ca
2+

- Messungen unter Kontrollbedingungen 
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Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC   

30 min lang mit FURA-2/AM beladen und zwei Mal mit HBS-Puffer (Pfeile) 

gewaschen. Anschließend wurde über 30 min die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration mittels fluoreszenzmikroskopischer Messung bestimmt.  

 

 

 

 

2.7.3 Heparinase III - Applikation 

 

 Protokoll 3: Heparinase III – Applikation 

 

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC   

30 min lang mit FURA-2/AM beladen und zwei Mal mit HBS-Puffer gewaschen 

(Pfeile). Anschließend wurden 15 min lang die Ausgangswerte gemessen (BL) und 

Heparinase III appliziert. Gemessen wurde über einen Zeitraum von 30 min mit 

anschließender Applikation von ATP zur Vitalitäts-Kontrolle und parallel dazu 

erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Messung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration. 
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2.7.4 Heparinase III Applikation vor H2O2 - Stimulation 

 

      Protokoll 4: Heparinase III Applikation und anschließende H2O2 - Stimulation 

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC   

60 min lang mit Heparinase III vorinkubiert, zweimalig mit HBS-Puffer gewaschen 

(Pfeile) und mit FURA-2/AM beladen. Es folgte ein erneuter Waschgang und einer 

15-minütigen Messung der Ausgangswerte (BL). Danach Stimulation mit 400 µM 

H2O2 über 30 Minuten, sowie eine anschließende Vitalitäts-Kontrolle mittels ATP 

und parallel dazu erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Messung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration. 

 

2.7.5 Heparansulfat - Applikation 

 

          Protokoll 5: Heparansulfat - Applikation 
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Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC   

30 min lang mit FURA-2/AM beladen und zweimalig mit HBS-Puffer (Pfeile) 

gewaschen. Anschließend wurden über 15 min eine baseline (BL) gemessen mit 

darauffolgender Applikation von Heparansulfat - parallel dazu wurde die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. 

 

 

 

2.7.6 Anti CD44-Antikörper Applikation vor H2O2 - Stimulation 

 

                      Protokoll 6: Anti CD44-Antikörper - Applikation und anschließende  

  H2O2 - Stimulation   

 

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf Einzelzell-Ebene wurden HPMEC       

30 min lang mit FURA-2/AM beladen und zwei Mal mit HBS-Puffer gewaschen 

(Pfeile). Anschließend wurden über 15 min die Ausgangswerte gemessen und die 

HPMEC mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 inkubiert. Nach 15 min wurden 

400 µM H2O2 appliziert. Als Positivkontrolle diente ATP. Parallel dazu wurde die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration mittels Fluoreszenzmikroskopie gemessen. 
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2.7.7 HPMEC-Stimulation über eine Stunde mit H2O2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Protokoll 7: HPMEC-Stimulation über eine Stunde mit H2O2 

 

Zur mRNA-Isolation wurden HPMEC 60 min mit 100 oder 800 µM H2O2 stimuliert. 

Anschließend zweimalig mit HBS-Puffer gewaschen (Pfeile) und inkubiert. Nach   

24 Stunden wurde die mRNA isoliert. 
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2.7.8 HPMEC-Stimulation über eine Stunde mit H2O2, nach 

Vorinkubation mit einem Anti CD44-Antikörper 

 

 

 

 

 

 

                         

 

           Protokoll 8: HPMEC-Stimulation über eine Stunde mit H2O2 nach  

           Vorinkubation mit einem Anti CD44-Antikörper 

 

 

HPMEC wurden für 30 min mit einem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 

vorinkubiert. Anschließend erfolgte die 60minütige Stimulation mit                       

100 oder 800 µM H2O2. Nach zweimaligem Waschen mit HBS-Puffer und 

Mediumwechsel (Pfeile) wurden die EC für weitere 24 Stunden inkubiert und 

darauffolgend die  mRNA isoliert. 
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2.8 Applizierte Substanzen 

 

2.8.1 Heparansulfat 

Heparansulfat gehört zu den GAG und wird auf Endothelzelloberflächen am 

häufigsten exprimiert. Somit könnte es sich zur selektiven Regulierung und 

Interaktion mit vielen Proteinen eignen (Ori et al. 2008, Pries et al. 2000). Hier 

wurden HPMEC mit nativem HS (HS sodium salt from bovine kidney, Fa. Sigma, 

München) stimuliert. Mit einem Volumen von 2 ml HBS-Puffer und einer HS-

Konzentration von 200 µg/ml wurden die EC 30 min inkubiert.  

 

2.8.2 Heparinase III 

Heparinase III (Flavobact. heparinum (10 U), Fa. Sigma, München) ist ein Enzym, 

welches HS spezifisch degradiert (Okada et al. 2002, Oike et al. 2008). Hier wurde 

eine Hepatinase III-Konzentration von 15 mU/ml (Dull et al. 2004) in 2 ml HBS-

Puffer angesetzt und die EC für 60 min inkubiert.  

 

2.8.3 Mouse Anti-Human CD44 Monoclonal Antibody, Clone B-F24 

Der CD44-Rezeptor der Glykokalyx spielt eine immer bedeutendere Rolle während 

inflammatorischer Prozesse (Campo et al. 2010, Wang et al. 2002). Der hier 

verwendete Anti CD44-Antikörper, Clone B-F24, der Fa. Abcam, wurde 50fach 

verdünnt und in einer Endkonzentration von 20 µl/ml auf ein Volumen von 2 ml auf 

die EC appliziert. Nach einer 30minütigen Vorinkubation verblieb der Antikörper auf 

den EC. 
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3. Statistik 

Die fluoreszenzmikroskopischen Versuche wurden gemittelt und mit dem 

jeweiligen Standardfehler des Mittelwerts (SEM: standard error of means) 

dargestellt.   

Um auszuschließen, dass Unterschiede der absoluten Genexpression an 

verschiedenen Versuchstagen die Resultate beeinflussen können, wurden die 

Versuchsergebnisse prozentualisiert. Hierbei wurden die Daten auf die 

unstimulierte Expression des jeweiligen Gens (= 100 %) bezogen.  

Zur statistischen Ermittlung der Signifikanz dieser Mittelwerte wurde die One-Way 

ANOVA angewendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als 

signifikant betrachtet. Dieses wurde in den graphischen Darstellungen mit              

* gekennzeichnet.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Fluoreszenzmikroskopie 

Exemplarisch für jedes Versuchsprotokoll (siehe 2.7) sind 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gezeigt. Dabei wird das 

Fluoreszenzintensitätsverhältnis von 340 nm / 380 nm als Ratio angegeben und in 

Falschfarbe dargestellt. So steht eine Ratio von < 1 für eine niedrige intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und zeigt blaue Endothelzellen (siehe Abbildung 4-1a). 

Endothelzellen, welche durch H2O2 stimuliert wurden haben eine Ratio von > 1, im 

Sinne einer hohen intrazellulären Ca2+ -Konzentration und stellen sich rot dar 

(siehe Abbildung 4-1d).   
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4.1.1 Ca2+ - Messungen unter Kontrollbedingungen und nach H2O2-

Stimulation  

Zu Beginn der fluoreszenzmikroskopischen Messung (baseline) (Bild a) findet sich 

in den HPMEC eine niedrige intrazelluläre Kalzium-Konzentration ([Ca2+]i) bei einer 

Ratio von 0,64 ± 0,03, dadurch bedingt stellen sich die EC blau dar. Auch nach 

fünf-minütiger Messung zeigt sich keine Erhöhung des intrazellulären 

Kalziumspiegels (Bild b) gemessen als 340 nm / 380 nm Ratio – die HPMEC 

bleiben gleichmäßig blau. Werden unstimulierte Endothelzellen (Bild c) mit 400 µM 

H2O2 stimuliert, steigt [Ca2+]i an, da sich die Ratio auf 1,53 ± 0,13 erhöht - die EC 

stellen sich nun in der Falschfarbe rot dar.  

 

Fura-Ratio: 

 

 

 

   FURA-Ratio:  

 

 

 

 

 

Abbildung 4-1 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen  

Bild a zeigt Endothelzellen in HBS-Puffer unter Kontrollbedingungen (baseline). Nach weiteren       

5 Minuten zeigen die Endothelzellen keinen Anstieg des [Ca
2+

]i (Bild b). Bild c zeigt unstimulierte 

Endothelzellen unter Ausgangsbedingungen. Nach Stimulation mit 400 µM H2O2 steigt die 

intrazelluläre Ca
2+

 - Konzentration an (Bild d) und die Endothelzellen stellen sich bei erhöhter      

340 nm / 380 nm Ratio in der Falschfarbe rot dar.  

2 

0,5 

2,5 

1,5 
1 

c

a

 

d

b

 

 

a b
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4.1.2 Exemplarische Ca2+ - Messung zur Dosisfindung, mit 

Einzelwertdarstellung 

Zur Darstellung je eines exemplarischen Versuchs dient Abbildung 4-2. Hierzu wurde 

die intrazelluläre Kalzium-Konzentration ([Ca2+]i) der Endothelzellen in HBS-Puffer 

mittels Fluoreszenzmikroskopie gemessen. Unter Kontrollbedingungen zeigten die 

EC keinen Anstieg von [Ca2+]i bei einer Ratio von 0,66 ± 0,12 (schwarze Linie, 

horizontal verlaufend). Im Gegensatz dazu zeigten Endothelzellen, welche nach 15 

Minuten (baseline) mit 400 µM H2O2 stimuliert wurden, einen  Anstieg der               

340 nm / 380 nm Ratio von 0,56 ± 0,03 auf maximal 3,94 (rote Punkte stellen 

einzelne  Messpunkte in  stimulierten Endothelzellen dar, der schwarze Graph 

innerhalb dieser Messpunkte stellt den Median dar).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Abbildung 4-2 Exemplarische Darstellung eines einzelnen Versuchs zur Dosisfindung nach 

Stimulation mit 400 µM H2O2. 

Endothelzellen wurden 15 min in HBS Puffer inkubiert (baseline) und anschließen mit         

400 µM H2O2 stimuliert. Während HPMEC unter Kontrollbedingungen ohne Stimulation und in 

HBS Puffer keinen Anstieg auf H2O2 verzeichneten (schwarze Linie, horizontal verlaufend ab 

0 Minuten), reagierten stimulierte EC mit einem Anstieg des intrazellulären Kalziums (rote 

Messpunkte – innerhalb der Messpunkte verläuft der Median dieser Messung – schwarzer 

Graph) welches aus einer Erhöhung der 340 nm / 380 nm Ratio resultiert. 

Stimulierte Endothelzellen 

Messpunkte (rot) und deren Median (schwarze) 

Unstimulierte Endothelzellen 

Messpunkte (grau) und deren Median 

(schwarz) 

400 µM H2O2 
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4.1.3 Versuche zur Dosisfindung 

 

Die Ergebnisse der Stimulationsversuche mit unterschiedlichen H2O2-Konzentrationen 

fasst Abb. 4-3 a jeweils als maximale Ratio der EC zusammen. 

Die mittleren 340 nm / 380 nm Ratio‘s der Einzelversuche (je n = 10) sind in              

Abb. 4-3 b – h zusammengefasst. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der 

Ausgangswerte und bei unterschiedlichen H2O2-Konzentrationen. Dabei zeigten die 

Endothelzellen auf H2O2-Konzentrationen < 200 µM bei einer Ratio von 0,75 ± 0,06 

keinen signifikanten Anstieg der [Ca2+]i im Vergleich zur Ausgangsmessung (siehe 

Abbildungen 4-3 b bis d). Ist die Stimulationskonzentration ≥ 400 µM H2O2, reagierten 

die Zellen mit einem signifikanten Anstieg von [Ca2+]i (siehe Abbildung 4-3 f bis h) bei 

Erhöhung der Ratio auf 2,86 ± 0,88, im Vergleich zur Ausgangsmessung.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                               Abbildung 4-3 a Zusammenfassung der Dosisfindung  

Mittelwerte ± SEM der Ausgangswerte und unterschiedliche H2O2-Konzentrationen. 

Dargestellt ist die maximalen (a) 340 nm / 380 nm Ratio (b – h) pro H2O2-Konzentration. Bis 

einschließlich einer Konzentration von 200 µM H2O2 ist kein signifikanter Anstieg der Ratio 

zu erkennen. Erst Konzentrationen zwischen 400 und 1200 µM H2O2 führen zu einem 

signifikanten Anstieg der Ratio.   

* p < 0,05 vs. Ausgangswert 
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Abbildung 4-3 c Stimulation mit 50 µM H2O2 

Abbildung 4-3 d Stimulation mit 100 µM H2O2 Abbildung 4-3 e Stimulation mit 200 µM H2O2 

 

 

 

 

    * p < 0,05 vs. Ausgangswert (baseline) 

Abbildung 4-3 b Keine Stimulation von HPMEC 

    Abbildung 4-3 f Stimulation mit 400 µM H2O2 Abbildung 4-3 g Stimulation mit 800 µM H2O2 
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Abbildung 4-3 h Stimulation mit 1200 µM H2O2 
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4.1.4 Ca2+ – Messung nach Heparinase III Applikation, nach 

Vorinkubation mit Heparinase III  und anschließender Stimulation 

mit 400 µM H2O2, sowie nach Applikation von Heparansulfat 

Die Inkubation von Endothelzellen mit HS führte per se zu keinem Anstieg von 

[Ca2+]i (Ratio 0,72 ± 0,23) (siehe Abbildung 4-4 a). Auch auf die Applikation von 

Heparinase III alleine reagierten die EC nicht mit einem Anstieg der Ratio         

(0,83 ± 0,5) (siehe Abbildung 4-4 b). Auch nach anschließender Stimulation mit 

400 µM H2O2 blieb eine Reaktion der HPMEC, bei einer Ratio von 0,81 ± 0,66, aus 

(siehe Abbildung 4-4 c). Insgesamt wurde jeder Versuchsaufbau sieben Mal 

durchgeführt und als Mittelwerte ± SEM der Ausgangswerte und zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4-4 a Stimulation mit Heparansulfat Abbildung 4-4 b Stimulation mit Heparinase III 

 

Abbildung 4-4 c Vorinkubation mit Heparinase III 

und anschließender Stimulation mit 400 µM H2O2 
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4.1.5 Ca2+ – Messung nach Vorinkubation mit dem Anti CD44-

Antikörper, Klon B-F24 und Stimulation mit 400 µM H2O2 

Auf die Applikation des Anti CD44-Antikörpers Klon B-F24, reagierten die 

Endothelzellen nicht mit einem Anstieg der Ratio (0,66 ± 0,92), im Vergleich zur 

Ausgangsmessung (siehe Abbildung 4-5 a). Die anschließende Applikation von 

400 µM H2O2 führte zu keinem signifikanten Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration, resultierend aus einem fehlendem Anstieg der Fura-Ratio          

(0,71 ± 0,02) (siehe Abbildung 4-5 b). Dargestellt sind die Ergebnisse von zehn 

Versuchen mit Ihren Mittelwerten ± SEM der Ausgangswerte und zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten. 

 

 

 

 

 

 

  

 

Abbildung 4-5 a Stimulation mit dem Anti CD44-

Antikörper, Klon B-F24 

 

Abbildung 4-5 b Vorinkubation mit dem Anti 

CD44-Antikörper, Klon B-F24 und 

anschließender Stimulation mit 400µM H2O2 

Stimulation mit Klon B-F24 Vorinkubation mit Klon B-F24 und 
anschließende H2O2-Stimulation 
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4.1.6 Intergruppenvergleich 

Die bisherigen Resultate werden in einem Intergruppenvergleich in Abbildung 4-5 c 

zusammengefasst. Die Applikation von 400 µM H2O2 führte zu einem signifikanten 

Anstieg der Fura-Ratio im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle von 0,61 ± 0,03 auf 

1,53 ± 0,13 (jeweils der Zeitpunkt 5 – 10 Minuten nach Beginn der jeweiligen 

Stimulation). Sowohl die Vorbehandlung der Zellen mit Hep III als auch mit dem Anti 

CD44-Antikörper Klon B-F 24 blockierten diesen H2O2-induzierten Anstieg. 

 

 

 
   Abbildung 4-5 c Intergruppenvergleich  

   Mittelwerte ± SEM der Fura Ratio jeweils zum Zeitpunkt 5 - 10 Minuten nach Beginn der       

   jeweiligen Stimulation.  

   Die dargestellten Werte entsprechen den Abbildungen 4-3 b (Kontrolle), 4-3 f (400 µM  

   H2O2) , 4-4 c (Hep III + 400 µM H2O2) und 4-5 b (Klon B-F24 + 400 µM H2O2). 

   *  p < 0,05 vs. Kontrolle 

   #  p < 0,05 vs. 400 µM H2O2 
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4.2 HPMEC-Genexpression nach H2O2-Stimulation über eine Stunde 

4.2.1 GAPDH 

Als Kontrollgen diente in allen Versuchen die GAPDH. Abbildung 4-6 zeigt die 

Ergebnisse der densitometrischen Auswertungen der rt-PCR-Gele. Es ergab sich 

nach einer Stunde kein signifikanter Expressionsunterschied nach Stimulation mit 

100 µM oder 800 µM H2O2, im Vergleich zu unstimulierten EC. Auch die 

Vorinkubation mit dem Anti CD44- Antikörper Klon B-F24 zeigte keinen Effekt auf 

die GAPDH-Expression. Die Stimulationen wurden fünfmalig pro Versuchsgruppe 

durchgeführt. 

 

 

 

Abbildung 4-6 GAPDH-Genexpression nach HPMEC-Stimulationen über eine Stunde 

Mittelwerte ± SEM der Expression der GAPDH Menge [%] im Verhältnis zu unstimulierten 

Endothelzellen. Hellgrau: 1 Stunde Stimulation mit 100 µM H2O2, dunkelgrau: 1 Stunde Stimulation mit 

800 µM H2O2, grün: 30 Minuten Vorinkubation mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 und 

anschließende einstündige Stimulation mit 800 µM H2O2.  
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4.2.2 CD44 

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertungen der rt-PCR-Gele sind in 

Abbildung 4-7 zusammengefasst. Es ergab sich kein signifikanter 

Expressionsunterschied von CD44 nach einstündiger Stimulation mit 100 µM    

(6,01% ± 8,56%) oder 800 µM H2O2 (9,56% ± 11,57%) im Vergleich zur 

unstimulierten Kontrolle. Der Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 hatte keinen 

Einfluss auf die CD44-Genexpression (-3,25% ± 6,24%). Die Stimulationen wurden 

fünfmalig pro Versuchsgruppe durchgeführt. 

 

 

 

 

 
Abbildung 4-7 CD44-Genexpression nach HPMEC-Stimulationen über eine Stunde  

Mittelwerte ± SEM der Expression von CD44 [%] im Verhältnis zu unstimulierten Endothelzellen. 

Hellgrau: 1 Stunde Stimulation mit 100 µM H2O2, dunkelgrau: 1 Stunde Stimulation mit 800 µM H2O2, 

grün: 30 Minuten Vorinkubation mit einem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 und anschließende 

einstündige Stimulation mit 800 µM H2O2.  
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4.2.3 iNOS 

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertungen der rt-PCR-Gele zeigt 

Abbildung 4-8. Die Stimulation mit 100 µM (171,9% ± 40,99%) oder 800 µM 

(147,21% ± 34,34%) H2O2 führte gegenüber unstimulierten HPMEC zu einer 

signifikanten Expression der iNOS nach einer Stunde. Durch Vorinkubation mit 

dem Anti CD44-Antikörpern Klon B-F24 konnte die H2O2-induzierte iNOS-

Expression verhindert werden (-26,48% ± 6,03%). Die Stimulationen wurden 

fünfmalig pro Versuchsgruppe durchgeführt. 

 

 

Abbildung 4-8 iNOS-Genexpression nach HPMEC-Stimulationen über eine Stunde  

Mittelwerte ± SEM der Expression von iNOS [%] im Verhältnis zu unstimulierten Endothelzellen. 

Hellgrau: 1 Stunde Stimulation mit 100 µM H2O2, dunkelgrau: 1 Stunde Stimulation mit 800 µM H2O2. Es 

kommt zu einem signifikanten Anstieg der iNOS-Genexpression gegenüber unstimulierten HPMEC. 

Grün: 30 Minuten Vorinkubation mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 und anschließend 1 Stunde 

Stimulation mit 800 µM H2O2.  

* p < 0,05 vs. unstimulierte Endothelzellen 
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4.3 H2O2-Assay 

Abbildung 4-9 zeigt die Konzentrationen von Wasserstoffperoxid im Medium nach 

Beginn der Applikation. Es ist ersichtlich, dass sich nach direkter H2O2-Applikation 

die applizierten Konzentrationen nicht von den Ausgangskonzentrationen 

unterscheiden. Im Gegensatz dazu zeigten die Messungen eine Stunde nach 

Beginn der Stimulation eine signifikante Reduktion der H2O2-Konzentrationen (z.B. 

bei 400 µM auf 67,81 µM ± 9,33 µM und 3200 µM H2O2 auf                            

915,01 µM ± 118,04 µM). Insgesamt wurden zu jedem Zeitpunkt fünf Versuche pro 

H2O2-Konzentration durchgeführt.  

 

Abbildung 4-9 Auswertung des H2O2-Assays. 

Mittelwerte ± SEM der H2O2-Mengen [µM] im Medium zu zwei Zeitpunkten und unterschiedlichen 

Konzentrationen. Hellgrau: direkt nach H2O2-Applikation, dunkelgrau: 1 Stunde  nach H2O2-

Applikation.  

* p < 0,05 vs. Ausgangskonzentration 
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5. Diskussion 

5.2 Diskussion der Methodik 

5.2.1 Humane pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen 

Die Lunge nimmt im Vergleich zu anderen Organen wie Herz, Leber und Niere, 

eine Sonderstellung ein, da sie durch ihr großes Kapillarbett eine sehr große 

Endotheloberfläche und einen großen physiologischen ‚Leukozytenpool‘ besitzt. 

Meiner Arbeit liegt zu Grunde, dass bei einem akuten Lungenschaden (ALI) und 

beim ARDS das mikrovaskuläre Endothel der Lunge als erstes in Kontakt mit 

aktivierten Leukozyten kommt. Diese setzen ein hochwirksames Arsenal an 

Enzymen frei (siehe Abbildung 1-1), welches so zu einer mikrovaskulären 

Schädigung (Kiefmann et al. 2004 a,b) führen könnte.  

Humane pulmonale mikrovaskuläre Endothelzellen (HPMEC) in Primärkultur 

wurden bisher nur unzureichend untersucht, bieten sie jedoch ideale 

Ausgangsbedingungen um den Pathomechanismus des akuten Lungenschadens 

zu untersuchen.  

Endothelzellen befinden sich nicht nur in der Lunge und in der Nabelschnur, 

sondern auch in der Haut, im Darm, im Gehirn und in der Plazenta. Obwohl sich 

mikrovaskuläre Endothelzellen (EC) in vielen funktionellen und morphologischen 

Eigenschaften ähneln, unterscheiden sie sich doch deutlich von makrovaskulären 

EC. Auch innerhalb eines Organes gibt es große Unterschiede in der Morphologie, 

den Oberflächenproteinen, der Genexpression und der Funktion (Aird WC 2010, 

Thorin und Shreeve 1998, Geiger et al. 1997, Spanel-Borowski et al. 1994, 

Fenyves et al. 1993). Derweilen gibt es leider nur sehr wenige Untersuchungen auf 

dem Gebiet der Heterogenität der EC (Tse und Stan 2010, Molema G 2010, Pries 

und Kuebler 2006, Ribatti et al. 2002, Goerdt und Sorg 1992, McCarthy et al. 1991, 
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Belloni und Tressler 1990, Gerritsen ME 1987) und noch weniger auf dem Gebiet 

der HPMEC (Stevens T 2005, Gebb und Stevens 2004).  

Eines der größten Probleme und Einschränkung stellt die schwierige Kultivierung 

dar. So verlieren und/oder verändern HPMEC spezifische Zelleigenschaften und 

Fähigkeiten nach mehrfachem Passagieren (Smith et al. 1996). Das hierfür eigens 

entwickelte Protokoll für die Zellkultur (siehe 2.1.2) behandelte HPMEC so 

schonend wie möglich. Trotzdem wurden EC für die Versuche bis maximal 

Passage 7 eingeschlossen, um potentiell veränderte Zelleigenschaften durch 

mehrfaches Passagieren auszuschließen. Weitere Voraussetzungen für die 

Verwendung der EC waren eine Zelldichte von 20.000 bis 25.000 Zellen/cm², eine 

homogene Reaktion der Zellen auf ATP, 80-90%ige Zellkonfluenz und 

physiologische Endothelzellen-Morphologie in der lichtmikroskopischen Kontrolle 

(siehe 2.6). 

Umweltfaktoren und genetische Prädispositionen sind Gegenstand aktueller 

Forschung und sollen Grund der vielfältigen Heterogenität (le Noble et al. 2004, 

Aird WC 2003, Reese et al. 2002, Othman-Hassan et al. 2001) und insbesondere 

der Beschaffenheit (Aird et al. 1997, Page et al. 1991) der EC sein. Auch die 

Zellzyklen sind bei HPMEC deutlich kürzer als bei makrovaskulären Zellen (Parra-

Bonilla et al. 2010).  

 

 

5.2.2 Fluoreszenzmikroskopie 

Einen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration in Endothelzellen könnte 

ein wesentlicher Hinweis für eine mikrovaskuläre, endotheliale und 

inflammatorische Reaktion sein (Kiefmann et al. 2008). Diese kann, wie in der 
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vorliegenden Arbeit, mittels des Radikals H2O2 hervorgerufen werden (siehe 

Abbildung 5-1).  

Zur Messung der intrazellulären endothelialen Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wurde bei 

den Versuchen membranpermeables Fura 2-AM appliziert, um die Zellen in der 

Mikrozirkulation mit Fura anzureichern (siehe 2.2.1).  

Abbildung 5-1 Zusammenspiel von ROS und Ca
2+

 

Mod. nach Hidalgo und Donoso (2008). ROS modifiziert eR-Ca
2+

-Kanäle und führt dadurch zu einer 

Ca
2+

-Freisetzung aus intrazellulären Speichern. Darüber verändert es die Funktionalität von Ca
2+

-

abhängigen Enzymen und Transkriptions-Faktoren. Entstehende Ca
2+

-Signale führen zu einem 

positiven ‚feed-back‘- Mechanismus bzgl. ROS-Produktion und Ca
2+

-Freisetzung, so dass sie 

Einfluss auf die Genexpression und andere zelluläre Mechanismen haben könnten.  

 

Intrazellulär wird Fura2-AM zu Fura-2 hydrolysiert, welches durch die Änderung 

der Fluoreszenzeigenschaften bei der Chelat-Bildung mit Kalzium als Ca2+-

sensitiver Farbstoff fungiert (Grynkiewicz et al. 1984). Aus dem 

Fluoreszenzintensitäts-Verhältnis zwischen den Anregungs-Wellenlängen bei    
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340 nm und 380 nm lässt sich die Beladung von Fura mit Ca2+ und somit die [Ca2+]i 

berechnen (Kiefmann et al. 2009, Ying et al. 1996, Roe et al. 1990). Fura-2 ist das 

bekannteste Fluorchrom mit dem Veränderungen des freien Kalziums dynamisch 

und an intakten Zellen aufgezeichnet werden können (Hayashi und Miyata 1994). 

Ein weiterer Vorteil ist die Möglichkeit der Anregung mit zwei unterschiedlichen 

Wellenlängen. So errechnet sich die intrazelluläre Kalziumkonzentration durch die 

Ratio, welche unabhängig von der Leuchtintensität und dem bleaching der 

Endothelzellen ist. Allerdings können auch hier Probleme auftreten - wie eine 

unzureichende Hydrolisierung durch ubiquitäre zytosolische Esterasen, 

Sequestrierungen in anderen Kompartimenten der Zelle (z.B. zytoplasmatische 

Organellen), Beladungsprobleme und somit ein frühzeitiges Nachlassen der 

Fluoreszenz, Verblassen der Fluoreszenz durch zwei-sekündliche Belichtungen 

und minimale Verschiebungen in den Absorptionsmaxima (Roe MW et al. 1990). 

Die Kenntnis dieser Limitationen ist Voraussetzung für die Anwendung des 

Fluorochroms. Die Stabilität des Messsystems unter Kontrollbedingungen wurde 

vor jeder Messung überprüft. 

 

 

5.2.3 Molekularbiologie 

Die rt-PCR ist Methodik der Wahl um Veränderungen in der Genexpression auf 

mRNA-Ebene zu zeigen. Sie ist hoch spezifisch und gut semiquantitativ 

auswertbar. Der Einfluss von H2O2 auf den Oberflächenmarker und den 

potentiellen Rezeptor CD44, das housekeeping Gen GAPDH, sowie das 

proinflammatorische Enzym iNOS lassen sich durch rt-PCR darstellen (siehe 

2.3.3). Die Expression in den Kontrollgruppen war stets stabil.  
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RNAsen sind sehr stabile und aktive Enzyme, welche die RNA innerhalb von 

Minuten abbauen. Dieses konnte durch RNAse freie Plastik- und Glaswaren in den 

Versuchen verringert werden sowie durch spezielle Puffer und RNase-freies 

Wasser. Des Weiteren wurde auf Eis gearbeitet um das Risiko der RNA-

Degradierung so gering wie möglich zu halten. Ebenso wurden die Denaturierung 

und das Annealing in getrennten Schritten durchgeführt, um die Bildung von RNA-

Sekundärstrukturen zu unterbinden. HotStarTaq und Puffer der Fa. QIAGEN 

erhöhen die Spezifität der rt-PCR und sind somit ausschlaggebend für eine hoch 

sensitive rt-PCR. 

 

 

5.3 Die Glykokalyx und das Heparansulfat 

In den vorliegenden Versuchen wurde Heparansulfat auf Endothelzellen appliziert 

(siehe 4.1.4), woraufhin es zu keinem signifikanten Unterschied des intrazellulären 

Ca2+ gegenüber unstimulierter Endothelzellen kam.   

Bedeutend hierbei ist, dass zwischen den einzelnen Bestandteilen der Glykokalyx 

ein Gleichgewicht herrscht. Bei der Biosynthese kommt es zu einem permanenten 

Umbau, was sich auf die Dicke der Glykokalyx auswirkt (Lipowsky HH 2005). 

Daher kann keine differenzierte Aussage über die genaue Zusammensetzung der 

Glykokalyx gemacht werden. Lediglich statische Momentaufnahmen sind möglich 

(siehe Abbildung 1-2). Durch einen hohen metabolischen Umsatz regulieren 

Endothelzellen die physikochemischen Eigenschaften der Glykosaminoglykane, 

um sich auch bei veränderten Umweltbedingungen anzupassen (Arisaka et al. 

1995, Vijayagopal et al. 1988).  Die Länge von HS kann stark variieren und hängt, 

laut  SEOG et al. (2005), vornehmlich mit dem pH-Wert zusammen, wobei sie 

unter physiologischen pH-Werten am längsten sind. Aus diesem Grund wurden 
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alle Versuchsprotokolle sowie sämtliche applizierte Substanzen unter 

physiologischen pH-Werten durchgeführt bzw. angesetzt (siehe Tabelle 1 und 2). 

Für diese Komponenten sind auch funktionelle und strukturelle Modifikationen 

bekannt (Tarbell und Pahakis 2006). Zusätzlich sind Kernproteine, wie zum 

Beispiel das Syndekan, integraler Bestandteil von spezifischen 

Transportprozessen der Zellmembran (Tarbell und Pahakis 2006). 

 

 

5.4 Rolle und Funktion der Heparinase III 

In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werde, dass Endothelzellen welche 

zuvor mit Heparinase III vorinkubiert und anschließend mit Wasserstoffperoxid 

stimuliert wurden (siehe 4.1.4), keinen signifikanten Anstieg des [Ca2+]i zeigten -im 

Gegensatz zur H2O2-Reaktion bei unbehandelten HPMEC (siehe Abbildung 4-4 c).  

Heparinase III, auch Heparitinase I oder Heparin Lyase III genannt, ist eine β-

Endoglukoronidase des Flavobacteriums heparinum welches HS an spezifischen 

Stellen schneidet (Okada et al. 2002). Dabei entfernt es die Liganden-

Bindungsstelle entweder durch Ablösung des HS vom Kernprotein oder durch 

Veränderungen der Zucker-Struktur (Bame KJ 2001).   

Die Herkunft der Heparinase bei inflammatorischen Prozessen ist vielseitig. 

Endothelzellen und diverse Leukozyten produzieren diese insbesondere dann, 

wenn sie proinflammatorischen Zytokinen ausgesetzt sind (Parish et al. 1998, 

Nieuwdorp et al. 2006, van den Berg 2006, Kato et al. 1998). Ebenso setzen 

degranulierende Thrombozyten Heparinasen frei (Bartlett et al. 1995, Vlodavsky et 

al. 1992). Die Heparinase-Aktivität korreliert direkt mit entzündlichen Prozessen, 

oder auch mit dem metastatischem Potential von Tumoren (Potter und Damiano 

2008, Vlodavsky et al. 2007). SHAFAT et al. (2006) konnte zeigen, dass 
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Patienten mit einem aggressiven Tumor erhöhte Konzentrationen von Heparinase 

in Blut und Urin hatten.  

NELSON et al. (2008) konnten nachweisen, dass vermehrt HS bei Patienten mit 

einer Sepsis im Blut zirkuliert. 

DULL et al. (2003) untersuchten in vitro, mittels Stimulation durch Poly-Arginin 

und Poly-Lysin, den Einfluss der Glykokalyx auf die endotheliale Permeabilität. Sie 

setzten Heparinase III in gleicher Konzentration wie in der vorliegenden Arbei          

( s. 2.8.2) ein und konnten zeigen, dass mittels Heparinase III 67% des HS entfernt 

wurden und es zu einer starken Reduktion der Permeabilität der 

Endothelzellschicht kam (Vogel et al. 2000, Pries et al. 1997, Desjardins and 

Duling 1990).  

Ebenso zeigten HPMEC-Versuche unseres Labors, unter gleichen Bedingungen, 

in der FACS-Analyse eine Reduktion des HS um mehr als die Hälfte (personal 

communicated, Anke Schuster). Der Grad der Degradierung von HS auf EC nach 

Applikation von Heparinase III, wurde in der vorliegenden Arbeit daher nicht erneut 

bestimmt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass Heparinase III alleine kein 

intrazelluläres Ca2+-Signal auslöst (siehe Abbildung 4-4 b).  

OIKE et al. (2008) untersuchten bovine aortale Endothelzellen während 

Hypotonie und fanden heraus, dass es nach einer zweistündigen Vorbehandlung 

mit Heparinase III zu keinem Ca2+-Einstrom in die aortalen Zellen kommt. Darüber 

hinaus führte eine anschließende Positivkontrolle mittels ATP in der vorliegenden 

Arbeit, wie auch bei OIKE et al., zu einem starken Anstieg des intrazellulären 

Ca2+.   

Auch Ischämie/Reperfusion, chirurgische Operationen, TNF-α, oxidierte 

Lipoproteine, Zytokine und Proteasen führen zur Degradation des HS in der 

Glykokalyx (Chappell et al. 2009a,b, 2008 und 2007, Rehm et al. 2007, Parish CR 
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2005, Rubio-Gayosso 2004, Moore et al. 2002, Constantinescu et al. 2001, 

Janeway et al. 2001, Vink et al. 2000, Henry und Duling 1999).  

Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass das HS eine elementare Rolle in der 

inflammatorischen Radikalen-induzierten Ca2+-Signaltransduktion spielen könnte.  

 

 

5.5 Der CD44-Rezeptor 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach einer 

Vorinkubation mit dem Anti CD44-Antikörper B-F24 und anschließender H2O2-

Stimulation zu keinem signifikanten Anstieg des intrazellulären Ca2+ kam (siehe 

Abbildung 4-5 b). Ebenso veränderte die alleinige Applikation von B-F24 die 

[Ca2+]i nicht (siehe Abbildung 4-5 a).  

Auf genetischer Ebene zeigte sich, dass es nach Stimulation mit 100 und 800µM 

H2O2 zu keinem signifikanten Unterschied in der Genexpression von GAPDH 

(siehe Abbildung 4-6) und CD44 (siehe Abbildung 4-7) kam. Allerdings wurde die 

iNOS nach einstündiger Stimulation mit beiden H2O2-Konzentrationen, im 

Vergleich zu unstimulierten Zellen, signifikant erhöht exprimiert (s. Abbildung 4-8).   

Wurden HPMEC zuvor mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 vorinkubiert und 

anschließend mit H2O2 stimuliert, zeigte sich bei der GAPDH (siehe Abbildung 4-6) 

und CD44 (siehe Abbildung 4-7) kein signifikanter Unterschied in der Expression, 

gegenüber unstimulierten EC. Die iNOS-Expression konnte nach Vorinkubation mit 

dem Anti CD44-Antikörpern vollständig gehemmt werden (siehe Abbildung 4-8).  

Der CD44-Rezeptor ist ein Adhäsionsmolekül der Glykokalyx (siehe Abbildung 1-2 

und Abbildung 1-3). Er besitzt eine kurze intrazelluläre und eine lange 

extrazelluläre Domäne und ist an die Hyaluronsäure (HA) gebunden (Banerji et al. 

2007). Er besteht aus 19 Exons, wobei 12 von ihnen durch variables splicing der 
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mRNA verändert werden können (Screaton et al. 1992). Das bedeutet, dass 

Chondroitin-Sulfat oder HS die eigene Struktur modifizieren können. Jedoch ist HS 

das einzige Molekül, welches nur am Exon V3 vorzufinden ist (Tuhkanen et al. 

1997). Da JOHNSON et al. (2000) auf Leukozyten keine Bindung zwischen dem 

CD44-Rezeptor und der HA nachweisen konnten, gehen sie von einem "Sandwich-

Modell" aus, in dem das Zusammenspiel zwischen Endothelzellen, HA und 

Leukozyten spezifisch reguliert wird (siehe Abbildung 5-2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Abbildung 5-2 Das “Sandwich-Modell”. 

Mod. nach RUFFELL und JOHNSON (2011). Exprimiertes CD44 auf aktivierten Leukozyten 

bindet an Hyaluronsäure, welches über den CD44-Rezeptor auf Endothelzellen präsentiert wird. Es 

kommt zu einer Zell-Zellinteraktion, welche besonders unter inflammatorischen Bedingungen erhöht 

ist. 

 

Auch mechanische Verletzungen, sowie bei inflammatorischen Prozessen 

freigesetzte Radikale degradieren HA und HS in kleinere Fragmente. Diese führen 

über chemotaktische Reize (Horton et al. 1998) zu einer verstärkten Leukozyten-

Rekrutierung und durch Interaktikonen mit dem CD44-Rezeptor zu einer 

vermehrten Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen (s. Abbildung 1-1), 

wie TNF-α und IL-1β (Siegelman et al. 1999). Durch Interaktionen mit HA steigert 
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CD44 die Expression von Genen, die an der Proliferation und Inflammation 

beteiligt sind (Cai H 2005, Deed et al. 1997). Dieses kann jedoch durch eine 

Blockierung des CD44-Rezeptors aufgehoben werden (McKee et al. 1996). 

Ich konnte in meiner Arbeit ebenfalls zeigen, dass HPMEC nach Inkubation mit 

dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 nicht mehr auf H2O2 reagierten (siehe 

Abbildung 4-7).  

Der Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 ist ein spezifischer AK für die CD44v10 

Isoform. Die H2O2-induzierte Expression der iNOS war nach Vorinkubation mit 

selbigem Antikörper ebenfalls vollständig unterdrückt (siehe Abbildung 4-8).  

Neueste Literatur weist immer deutlicher darauf hin, welch wichtige Rolle der 

CD44-Rezeptor während inflammatorischer Prozesse spielen könnte. So zeigten 

Versuche von CAMPO et al. (2010 und 2009), LIANG et al. (2007) und WANG et 

al. (2002) dass bei Inflammation der CD44-Rezeptor dazu beiträgt, dass 

intrazellulär die Proteinkinase C (PKC) erhöht wird, es zu einer Steigerung des 

Transkriptionsfaktors NFκB kommt und iNOS im Zuge dessen vermehrt exprimiert 

wird. Alle drei Autoren blockten CD44 oder nutzen CD44 knock out-Mäuse und 

konnten zeigen, dass es zu einem signifikanten Abfall dieser proinflammatorischen 

Enzyme kam.  

MC KEE et al. (1996) konnten zeigen, dass nach Blockierung des CD44-

Rezeptors die Induktion von proinflammatorischer Zytokinen inhibiert werden 

konnte. Die Bedeutung von CD44 beim Hyperoxie induzierten Lungenschaden wird 

durch  WINDT et al. (2011) gezeigt. 

Somit weist vieles darauf hin, dass die Glykokalyx, besonders der CD44-Rezeptor, 

eine bedeutende Rolle in der inflammatorischen Signalkaskade darstellt. 
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5.6 Reaktive Sauerstoff-Moleküle und Radikale  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression der iNOS untersucht, um 

anhand derer das Ausmaß der Inflammation zu beurteilen.  

Ich konnte zeigen, dass eine Stimulation mit 100 und 800 µM H2O2 zu einem 

signifikanten Anstieg der iNOS-Expression führte, welche mit dem Anti CD44-

Antikörpern Klon B-F24 signifikant verringert werden konnte (siehe Abbildung 4-8).  

Reaktive Sauerstoff-Moleküle (ROS) wie Sauerstoffmonoxid (NO), Superoxid 

(O2
•−), Wasserstoffperoxid (H2O2) oder Peroxinitrit (ONOO-) sind bei 

inflammatorischen Prozessen, Immunantworten, Relaxation von glatten 

Gefäßmuskeln, Aktivierung von Trankriptionsfaktoren und zusätzlichem oxidativen 

Stress, beteiligt (Hidalgo und Donoso 2008, Winterbourn CC 2008, Salvemini et al. 

2006). Die Formation von reaktiven Sauerstoffmolekülen ist sehr vielfältig und kann 

Abbildung 5-3 entnommen werden.  

Unter physiologischen Bedingungen und in intakten Geweben liegt die Sauerstoff-

Konzentration zwischen 1 und 150 µM, wobei die höchste Konzentration in der 

Lunge zu finden ist (Dweik et al. 1998, Abu-Soud et al. 1996, Vanderkooi et al. 

1991). Die Lunge wird bei jedem physiologischem Atemzug 21%igem Sauerstoff 

ausgesetzt.  

Dabei ist die O2 - Konzentration bei beatmeten Patienten oft wesentlich höher.  
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         Abbildung 5-3 Signalwege der ROS-Formationen 

Mod. nach HIDALGO und DONOSO (2008) und DWEIK RA (2005). Superoxid Anionen (O2
•−

) 

werden aus molekularem Sauerstoff (O2) durch Enzyme der Atmungskette gebildet. Hierzu zählen 

NADPH-Oxidase, Xanthin-Oxidase, Cyclooxigenasen und Lipoxygenasen. Spontan oder 

enzymatisch kann O2
•−

 in H2O2 durch die SOD (Superoxid-Dismutase) umgewandelt werden oder 

mit NO-Produkten reagieren und Peroxinitrit (ONOO
-
) generieren. GPX (Glutathion-Peroxidase) 

und Katalase wandeln H2O2 in Wasser um. Alternativ kann H2O2 mit reaktiven Metall-Ionen, wie 

Fe
2+

 reagieren und Hydroxyl-Radikale (OH
•
) bilden.  

 

 

Die Fähigkeit von ROS, O2
•− und Hydroxyl-Radikalen (OH•), GAG abzubauen ist 

somit gegeben (Moseley et al. 1997). Größtenteils werden zelluläre Prozesse wie 

Wachstum, Proliferation und Apoptose durch den Redox-Zustand der Zelle 

reguliert (Cai H 2005, Davies KJ 1999). Sehr hohe ROS-Konzentrationen 

schädigen Endothelzellen (Liu et al. 2005, Seaver und Imlay 2001). 
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1989 wurde die enzymatische NO-Synthase (NOS) das erste Mal beschrieben und 

bis 1994 drei Formen nachgewiesen: 

 

1. Neuronale NOS (nNOS) (Bredt et al. 1991) 

2. Induzierbare NOS (iNOS) (Xie et al. 1992) 

3. Endotheliale NOS (eNOS) (Lamas et al. 1992) 

 

nNOS und eNOS werden im Gegensatz zur iNOS konstitutiv exprimiert und 

produzieren NO in geringen Mengen im nM Bereich. Beide Formen werden über 

den intrazellulären Ca2+-Haushalt gesteuert (Dweik 2005).  

Die iNOS wird von Endothelzellen nach Stimulation mit z.B. Zytokinen oder 

Lipopolysacchariden (LPS) exprimiert und produziert NO in wesentlich höheren 

Konzentrationen im µM Bereich (Albrecht et al. 2003). Dabei wird die Expression 

auf transkriptionaler und posttranskriptionaler Ebene über NF-κB oder die MAP-

Kinasen (MacMicking et al.1997) reguliert. 

In den vorliegenden Versuchen konnte ich zeigen, dass die Expression von iNOS 

nach einstündiger Stimulation mit 100 und 800 µM H2O2 signifikant erhöht war 

(siehe Abbildung 4-8).   

Die Bedeutung von Heparansulfat bei der NO-Produktion ist durch die 

Untersuchungen von KUMAGAI et al. (2009), FLORIAN et al. (2003) und 

PAHAKIS et al. (2007) belegt. Sie konnten zeigen, dass nach Entfernung des HS 

mittels Heparinase III die NO-Produktion sowie die inflammatorische 

Signaltransduktion bei HUVEC nahezu erloschen war. Die Versuche von POTTER 

et al. (2009) an HUVECs zeigten, dass EC aber in der Lage sind, nach 

Glykokalyx-Degradierung mit TNF-α oder Heparinase III diese nach fünf bis sieben 

Tagen fast vollständig wieder aufzubauen.  
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THIEMERMANN (1997) und GUIKEMA et al. (2005) fanden heraus, dass durch 

iNOS produziertes NO eine kritische Rolle bei der Pathophysiologie des ALI und 

der Sepsis spielen könnte. Unterstützt wird die Beobachtung von BHATIA und 

MOOCHHALA (2004), die erhöhte iNOS-Konzentrationen bei Patienten mit einem 

ARDS fanden.  

Die Expression von eNOS und nNOS hängt von der Verfügbarkeit des Ca2+/CaM-

Komplexes ab (Bruch-Gerharz et al. 1998, Govers und Rabenlink 2001). Eine 

Erhöhung des intrazellulären Ca2+ führt zu einer festeren Bindung zwischen Ca2+ 

und CaM und somit zu einer vermehrten Produktion von eNOS und nNOS, 

welches wiederum zu einer Aktivierung der NO-Synthase führt (Deliconstantinos et 

al. 1995). Abbildung 5-1 zeigt, dass ein direkter Zusammenhang zwischen 

intrazellulärem Ca2+ und der NO-Produktion besteht (Knowles und Moncada 1994, 

Marletta MA 1994, Alderton et al. 2001).  

 

 

 

5.7 Bedeutung des H2O2 

In den vorliegenden Versuchen wurde H2O2 als inflammatorischer Reiz verwendet. 

Ich konnte einen klaren Zusammenhang zwischen der Applikation von H2O2 auf 

HPMEC und dem damit verbunden Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

zeigen (siehe Abbildung 4-3 a).   

H2O2 ist eine Verbindung aus Wasserstoff und Sauerstoff und gehört zu der 

Gruppe der reaktiven Sauerstoffmoleküle (ROS). 
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Es zerstört Proteine, Lipide und Aminosäuren. Es wird größtenteils durch die 

Superoxid-Dismutase (SOD) und die Xanthin-Oxidase produziert (Kelley et al. 

2010, Yu BP 1994) (siehe Abbildung 5-3). Im chemischen Zustand ist H2O2 wenig 

reaktiv (Bienert et al. 2006, Halliwell et al. 2000). H2O2 wird während des 

Zellkreislaufes kontinuierlich in den Mitochondrien produziert, kann durch die 

Zellmembran von Peroxisomen und dem Zytoplasma frei diffundieren und besitzt 

eine längere Halbwertszeit als andere reaktive Sauerstoff-Moleküle (D’Autreaux 

und Toledano 2007, Antunes und Cadenas 2000).  

Wie die nach ADIMORA et al. (2010) modifizierte Abbildung 5-4 zeigt wird H2O2 

über vier verschiedene Wege metabolisiert: 

 

1. Katalase 

2. Glutathion-Peroxidase (GPx):     2 GSH + H2O2 → GS–SG + 2 H2O 

Dabei katalysiert GPx die Reaktion von H2O2 und Glutathion (GSH) zu einem 

Glutathion-Disulfid (GS-SH) und 2 Molekülen Wasser.  

3. Peroxiredoxin (Prx) im Zusammenhang mit NADPH 

4. Oxidation von Cystein-Derivate  
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Nimmt die H2O2-Konzentration zu, kommt es zur Proliferation der Endothelzellen -

aber auch zu Zellschäden, da die Konzentration der Hydroxyl-Radikale parallel 

dazu zunimmt (Cai H 2005, Lakshminarayanan et al. 1997). Bis zum                  

µM-Konzentrationsbereich können Endothelzellen adaptieren.  

Ab Konzentrationen im mM Bereich induziert H2O2 die Apoptose (Oliveira-Marques 

et al. 2009).  

In den vorliegenden Versuchen ist eine deutliche Zunahme des intrazellulären Ca2+ 

nach Stimulation mit H2O2 (siehe Abbildung 4-3 a) zu erkennen. H2O2-

Konzentrationen < 200 µM führten zu keinem signifikanten Anstieg der [Ca2+]i 

(siehe Abbildungen 4-3 c und d).  

Abbildung 5-4 Modell der H2O2-Elemination 

Mod. nach ADIMORA et al. (2010). Hier werden 3 Kompartimente beschrieben: die Extrazelluläre 

Matrix, der intrazellular Raum, und das Peroxisomen. Pfeile deuten die verschiedenen Wege der 

Metabolisierung an.  
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Ab H2O2-Konzentrationen > 400 µM wurden signifikant erhöhte intrazelluläre 

Kalziumkonzentration gemessen, resultierend aus einer erhöhter Fura-Ratio (siehe 

Abbildungen 4-3 e bis h).  

Endothelzellen generieren Ca2+-Signale in dem sie intra- und extrazelluläre Ca2+-

Speicher mobilisieren (siehe Abbildung 5-1). Zu den intrazellulären Speicherorten 

gehören das endoplasmatische Retikulum (eR), die Mitochondrien und der 

Nucleolus. Die Ca2+-Konzentration wird über spezifische Transporter, Pumpen und 

Kanäle kontrolliert (Berridge et al. 1998). Die Freisetzung wird über              

Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und die Ryanodin-Rezeptoren (RyR) reguliert. 

Oxidativer Stress kann Ca2+-Signale induzieren (Doan et al. 1994).  

So fanden ROVERI et al. (1992) an glatten Muskelzellen heraus, dass geringer 

Stress, hervorgerufen durch H2O2, die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ansteigen 

lässt auch wenn Ca2+-freies Medium verwendet wurde. Wurde die Ca2+-

Freisetzung aus intrazellulären Speichern vorher geblockt, war kein Ca2+-Anstieg 

mehr messbar.  

ROVERI et al. steigerte die H2O2-Konzentrationen weiter und konnte dann bei 

millimolaren Konzentrationen einen Ca2+-Einstrom von extrazellulär nachweisen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Konzentrationen > 800 µM H2O2 für Versuche 

zur Genexpression und Fluoreszenzmikroskopie daher nicht verwendet.     

Um zu untersuchen ob und wie lange H2O2 im Zellkulturmedium stabil ist, wurde 

ein semiquantitativer Assay angewandt (siehe 2.5). Hierzu wurde im 

Zellkulturmedium die H2O2-Konzentration bestimmt. Es zeigte sich, dass schon 

nach 60 Minuten die eingesetzten H2O2-Konzentrationen signifikant reduziert 

waren (siehe Abbildung 4-9).  
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5.8 Bedeutung der Antioxidantien 

Antioxidantien dienen als Radikalfänger von ROS und führen so zu einem Abbau 

von oxidativem Stress. Sie können nach intrazellulären und extrazellulären 

Radikalfängern klassifiziert werden. Zu den intrazellulären Abwehrmechanismen 

gehören Katalase, SOD und GPx. Zu den extrazellulären Mechanismen zählen 

Vitamin C und E und das Ceruloplasmin.  

Bekannt ist, dass bei Patienten mit einem ALI oder ARDS eine höhere H2O2-

Konzentration im Urin (Kietzmann et al. 1993) und in der Atemluft (Quinlan et al. 

1994) nachgewiesen wurde. Niedrige H2O2-Konzentrationen regen die 

Genexpression von Antioxidantien an und es kommt zum Abbau von ROS (Sablina 

et al. 2005). Hohen Konzentrationen von Glutathion (GSH) und anderen 

antioxidativen Mechanismen können einen suffizienten Schutz gegen ROS 

bewirken (Ng et al. 2007). Veranschaulicht wird dieses in Abbildung 5-4. 

Glutathion-Peroxid (GPx), im Gegensatz zur Katalase und zur SOD, wird bei 

Patienten mit einem ARDS nicht verstärkt exprimiert (Leff et al. 1993). 

Bekannt ist, dass HS in der Glykokalyx SOD bindet und so eine Funktion als 

extrazellulärer Radikal-Fänger ausüben könnte. SOD ist ein Enzym welches zwei 

Superoxid-Anionen und Wasser (H2O) zu einem Sauerstoffmolekül (O2), drei 

Hydroxidionen (OH−) und Wasserstoffperoxid (H2O2) umsetzt:   

 

 2 O2
•− + 2 H2O → H2O2 + 2 OH− + O2 

 

NIEUWDORP et al. (2005) zeigte, dass eine verminderte Expression von HS auf 

der Endothelzelle zu weniger gebundenem SOD an seiner Oberfläche führt. Dies 

lässt darauf schließen, dass der Abbau der Glykokalyx durch Radikale verursacht 
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wird.  Auch Katalase ist ein Enzym, welches Wasserstoff (H2O2) zu Sauerstoff (O2) 

und Wasser (H2O) umwandelt und ubiquitär vorkommt: 

 

2 H2O2 → O2 + 2 H2O 

 

VINK und DULING (2000) applizierten SOD und Katalase auf Endothelzellen und 

konnten zeigen, dass der Abbau der Glykokalyx durch Radikale verhindert wurde. 

Zudem wurde die Katalaseexpression auf HUVEC mittels adenoviraler 

Transfektion hochreguliert, und anschließend wurden die HUVEC mit 500 µM H2O2 

stimuliert. Es zeigte sich, dass in der Gruppe der nicht-transfizierten Zellen nur 

37% in Kultur überlebten, wohingegen alle in der Gruppe der transfizierten 

überlebten (Erzurum et al. 1993). 
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6. Zusammenfassung 

Laut dem Kompetenznetzwerk Sepsis (SepNet) erkranken derzeit allein in 

Deutschland jährlich etwa 150.000 Patienten an einer schweren Sepsis.  

60.000 dieser Patienten versterben trotz intensiver klinischer und experimenteller 

Erforschung dieser systemischen Inflammation. Der akute Lungenschaden ist 

dabei eine lebensbedrohliche Komplikation der Initialphase, die von einer 

schweren Störung der endothelialen Integrität geprägt ist, so dass eine zum Teil 

massive Verschlechterung des Gasaustausches resultiert. Durch den bisher 

unbekannten Pathomechanismus besteht derzeit kein kausaler Therapieansatz.  

Die Rolle der Glykokalyx bei der Weiterleitung inflammatorischer Signale in das 

Zellinnere von Endothelzellen ist bisher nicht untersucht.  

Heparansulfat-Gykosaminoglykane sind zentraler Bestandteil der Glykokalyx und 

eng mit dem CD44-Rezeptor assoziiert. Ca2+ ist ein wichtiger zytosolischer second 

messenger in der proinflammatorischen endothelialen Stimulation und führt unter 

anderem über die induzierbare NO-Synthase (iNOS) zur Freisetzung des Radikals 

NO. 

Die Hypothese der Studie war, dass das Radikal H2O2, welches während 

Inflammation ubiquitär produziert und freigesetzt wird, über Heparansulfat und den 

CD44-Rezeptor  eine spezifische  Ca2+-Signaltransduktion nach intrazellulär in 

Gang setzt und somit die Expression der iNOS auslöst.  

Wir haben daher humane, pulmonale Endothelzellen (HPMEC) mit dem Ca2+-

sensitiven Fluorochrom Fura-2AM fluoreszenzmarkiert. Mittels Einzelzell-

Epifluoreszenzmikroskopie wurde das Fluoreszenzintensitätsverhältnis F340/F380 

zwischen den Anregungswellenlängen 340 nm und 380 nm gemessen, das die 

zytosolische Ca2+-Konzentration widerspiegelt. Die Expression der iNOS wurde 

mittels rt-PCR semiquatitativ gemessen.  
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Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten folgende Resultate erzielt werden: 

1. Die Stimulation von HPMEC mit unterschiedlichen Dosen H2O2 führte ab 

einer Konzentration von 200 µM zu einem Anstieg des intrazellulären Ca2+. 

2. Die alleinige Applikation von Heparinase III zur enzymatischen Degration 

der Glykokalyx führte zu keiner Veränderung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration. 

3. Eine 30minütige Vorinkubation mit Heparinase III blockierte den H2O2-

induzierten Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration.  

4. Die Applikation von nativem Heparansulfat führte in allen durchgeführten 

Versuchen zu keiner Veränderung der Fura Ratio. 

5. Die Applikation des Anti CD44-Antikörpers Klon B-F24 führte ebenfalls zu 

keiner Veränderung des 340 nm / 380 nm Verhältnisses.  

6. Die 15minütige Vorinkubation mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 

konnte den H2O2- induzierten Anstieg der Fura Ratio blockieren. 

7. Die Genexpression des Kontrollgens GAPDH war in allen 

Versuchsgruppen unverändert.   

8. HPMEC-Stimulationen über eine Stunde mit 100 oder 800 µM H2O2 führten 

nach densitometrischer Auswertung zu keiner Veränderung der          

CD44-Expression. 

9. HPMEC-Stimulationen über eine Stunde mit 100 oder 800 µM H2O2 führten 

im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen zu einer signifikanten Zunahme 

der iNOS-Expression. 

10. Eine 30minütige Vorinkubationen mit dem Anti CD44-Antikörper Klon       

B-F24 konnte den H2O2-induzierten Anstieg der iNOS-Expression 

unterdrücken.  



  76 

Zusammenfassend führte die Stimulation der Endothelzellen mit H2O2 zu einem 

Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration.  

Der H2O2-induzierte Kalziumanstieg konnte sowohl durch Vorbehandlung der 

Zellen mit Heparinase III, als auch durch Blockade des CD44-Rezeptors mittels 

des Anti CD44-Antikörpers Klon B-F24 verhindert werden. 

Des Weiteren wurde im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen das 

proinflammatorische Enzym iNOS, nach Applikation des Radikals H2O2, vermehrt 

exprimiert. 

Wurde der CD44-Rezeptor mit dem Anti CD44-Antikörper Klon B-F24 geblockt, 

konnte auch die H2O2-induzierte iNOS-Expression unterdrückt werden.  

 

Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse, dass H2O2 über Heparansulfat und den 

CD44-Rezeptor eine endotheliale Ca2+-Signaltransduktion auslösen könnte, 

welche wiederum die Expression der iNOS induziert.  

Die erwarteten Ergebnisse könnten anästhesiologisch und intensivmedizinisch von 

höchstem wissenschaftlichem Interesse sein, da sie die Hypothese stützen, dass 

die Glykokalyx eine zentrale Rolle bei der Pathogenese des endothelzell-

mediierten akuten Lungenschaden spielen könnte.  
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